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Resumen

Los sensores fotdnicos son una de las alternativas mas interesantes para el desarrollo de
dispositivos de andlisis con aplicaciéon en multiples campos como por ejemplo el diagndstico
médico, la seguridad alimentaria, la monitorizacién medioambiental o la deteccién de amenazas
bioldgicas, entre muchos otros. El interés en la tecnologia foténica para el desarrollo de sensores
viene determinado por las multiples ventajas que presenta, como por ejemplo, su alta
sensibilidad, su reducido tamafio, la posibilidad de realizar una deteccién sin marcadores o el
requerimiento de volUmenes de muestra muy reducidos para llevar a cabo el andlisis.

Dentro del campo de los sensores fotdnicos, el uso de materiales porosos para su creacién ha
despertado un enorme interés en los Ultimos afos. Esto es debido al hecho de que su naturaleza
porosa permite que las sustancias a detectar puedan penetrar dentro de la propia estructura de
sensado, algo que puede aumentar la sensibilidad todavia mdas. Ademas, la elevada relaciéon
superficie-volumen que proporcionan estos materiales también permite disponer de una mayor
superficie sobre la que inmovilizar los bioreceptores necesarios para la deteccién especifica de
las sustancias, de forma que sea posible detectar un mayor nimero de bioreconocimientos.

En este contexto, en este Trabajo Fin de Grado se plantea la evaluacidn de la capacidad de usar
este tipo de sensores fotdénicos basados en capas porosas para la deteccion de un analito de
interés en el campo de la salud alimentaria, como es la gliadina, una de las principales proteinas
del gluten y que esta relacionada con la enfermedad celiaca. En concreto, se trabajard en el uso
de capas porosas de oxido de titanio creadas por sintesis en el Centro de Tecnologia
Nanofotdnica de la UPV, las cuales pueden ser obtenidas mediante un proceso sencillo y de bajo
coste. Estas capas porosas seran modeladas inicialmente de forma tedrica de cara a determinar
su comportamiento y su sensibilidad, para posteriormente evaluar de forma experimental la
posibilidad de usarlas para la deteccidn especifica de gliadina en muestras sintéticas.

Palabras clave: sensores; fotdnica; capas porosas; biodeteccidn; gliadina; celiaquia



Resum

Els sensors fotonics son una de les alternatives més interessants per al desenvolupament de
dispositius d'analisi amb aplicacié en multiples camps com, per exemple, el diagnostic medic, la
seguretat alimentaria, la monitoritzacié mediambiental o la deteccié d'amenaces biologiques,
entre molts altres. L'interés en la tecnologia fotonica per al desenvolupament de sensors ve
determinat per les multiples avantatges que presenta, com ara la seua alta sensibilitat, el seu
reduit tamany, la possibilitat de realitzar una deteccid sense marcadors o el requeriment de
volums de mostra molt reduits per dur a terme l'analisi.

Dins del camp dels sensors fotonics, I'Us de materials porosos per a la seua creacié ha despertat
un enorme interés en els Ultims anys. Aix0 és degut al fet que la seua naturalesa porosa permet
que les substancies a detectar puguen penetrar dins de la propia estructura de sensat, fet que
pot augmentar la sensibilitat encara més. A més, l'elevada relacié superficie-volum que
proporcionen aquests materials també permet disposar d'una major superficie sobre la qual
immobilitzar els bioreceptors necessaris per a la deteccid especifica de les substancies, de
manera que siga possible detectar un major nombre de bioreconeixements.

En aquest context, en aquest Treball Fi de Grau es planteja I'avaluacié de la capacitat d'usar
aquest tipus de sensors fotonics basats en capes poroses per a la deteccié d'un analit d'interés
en el camp de la salut alimentaria, com és la gliadina, una de les principals proteines del gluten
i que esta relacionada amb la malaltia celiaca. En concret, es treballara en I'Us de capes poroses
d'oxid de titani creades per sintesi en el Centre de Tecnologia Nanofotonica de la UPV, les quals
poden ser obtingudes mitjangant un procés senzill i de baix cost. Aquestes capes poroses seran
modelades inicialment de forma teorica per a determinar el seu comportament i la seua
sensibilitat, per a posteriorment avaluar de forma experimental la possibilitat d'usar-les per a la
deteccid especifica de gliadina en mostres sintetiques.

Paraules clau: sensors; fotonica; capes poroses; biodeteccid; gliadina; celiaquia.



Abstract

Photonic sensors are one of the most intriguing alternatives for the development of analytical
devices with applications in various fields such as medical diagnosis, food safety, environmental
monitoring, or the detection of biological threats, among many others. The interest in photonic
technology for sensor development is driven by the numerous advantages it offers, such as high
sensitivity, compact size, the possibility of marker-free detection, and the requirement for very
small sample volumes to perform the analysis.

Within the field of photonic sensors, the use of porous materials for their creation has garnered
significant interest in recent years. This is due to the fact that their porous nature allows the
substances to be detected to penetrate into the sensing structure itself, which can further
enhance sensitivity. Additionally, the high surface-to-volume ratio provided by these materials
also allows for a larger surface area to immobilize the necessary bioreceptors for specific
substance detection, enabling the detection of a greater number of biomolecules.

In this context, this Bachelor's thesis aims to assess the feasibility of using these porous-layer-
based photonic sensors for the detection of an analyte of interest in the field of food safety,
namely gliadin, one of the main proteins in gluten associated with celiac disease. Specifically,
the research will focus on the use of porous layers of titanium oxide created through synthesis
at the Nanophotonic Technology Center of UPV, which can be obtained through a
straightforward and cost-effective process. These porous layers will be initially theoretically
modeled to determine their behavior and sensitivity, followed by experimental evaluation to
assess their potential for specific gliadin detection in synthetic samples.

Keywords: sensors; photonics; porous layers; biodetection; gliadin; celiac disease.
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Capitulo 1

Introduccion
1.1 Antecedentes y motivacion

Las aplicaciones de los dispositivos biosensores disponibles en la actualidad son sumamente
diversas, entre las ventajas que ostentan los biosensores sobre otros métodos de deteccidn,
como el radioinmunoensayo o los ensayos de fluorescencia y luminiscencia, comprenden
aspectos como la automatizacién, una mayor reproductibilidad, rapidez en el analisis, asi como
analisis en tiempo real. Las areas principales de desarrollo compartidas por este tipo de sensores
incluyen la multiplexacién, la capacidad para analizar simultdaneamente una muestra en busca
de mas de un contaminante y la portabilidad. En el presente, los biosensores desempefian un
papel crucial en sectores como la agricultura, la seguridad alimentaria y el campo de la medicina;
con nuevos avances en tecnologia, instrumentacion, reactivos y manejo de muestras que
seguramente robusteceran esta posicion (Nikolelis et al., 2018).

El pionero en el desarrollo de los biosensores es Leland C. Clark, Jr., cuyo objetivo era medir la
reduccion de oxigeno utilizando un electrodo de platino para determinar los niveles de
oxigenacion en la sangre. Sin embargo, su primer sensor fue un fracaso debido a la adsorciéon de
componentes sanguineos en la superficie del electrodo, lo que produjo alteraciones en la seial
obtenida. Tras este resultado, Clark tuvo la ingeniosa idea de emplear el envoltorio de celofan
de una cajetilla de cigarrillos en su sensor. Bajo este enfoque solo las sustancias de bajo peso
molecular, mayormente oxigeno, alcanzaban el electrodo y podian ser medidas con precision.
La corriente de reduccidn reflejaba la concentracién de oxigeno, y de esta manera nacio el
electrodo de Clark. En la actualidad, la membrana estd compuesta de teflén, y este sensor sigue
siendo una herramienta de vital importancia en el dmbito médico (Renneberg et al., n.d.).

Los nanobiosensores encuentran su fundamento en la convergencia entre la nanotecnologia y
los biosensores. En los ultimos afos, se ha explorado una variedad de nanomateriales en
términos de sus propiedades electréonicas y mecdanicas para comprender su potencial en la
optimizacion de los mecanismos de sefializacién bioldgica y de transduccion (Nikolelis et al.,
2018).

El estudio detallado de diferentes nanomateriales y su interaccion con los sistemas bioldgicos
juega un papel fundamental en la mejora continua de los nanobiosensores. La manipulacién de
propiedades electrdnicas, dpticas y mecdnicas de estos materiales a nanoescala puede influir de
manera significativa en la sensibilidad y selectividad de los sensores resultantes (Nikolelis et al.,
2018). Explorar cémo los nanomateriales afectan la bioreconocimiento, la transduccion de
sefiales y la estabilidad del sensor es esencial para impulsar el avance de esta tecnologia y
ampliar ain mas su gama de aplicaciones practicas.
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Las investigaciones y avances en tecnologia de nanobiosensores han dado lugar a una
generacién de dispositivos innovadores y a un crecimiento constante en lo que respecta a
diversos nanomateriales, con su implementacién ya sea en las partes operativas de
transductores o en receptores como objetivo. Esto se hace con la finalidad de mejorar la
eficiencia de su capacidad de deteccidon multidimensional y su sensibilidad. Los nanomateriales
se convierten en elementos que intervienen tanto en el bioreconocimiento como en la
transduccidén, o incluso a ambos. Los nanosensores, las nanosondas y otros sistemas de escala
nano han revolucionado los campos del analisis quimico y bioldgico, permitiendo llevar a cabo
el andlisis rdpido de multiples sustancias tdxicas y perjudiciales, en numerosos casos incluso in
vivo (Nikolelis et al., 2018).

La versatilidad de los nanobiosensores se refleja en su aplicacidn en sectores tan cruciales como
la medicina, la industria alimentaria y el monitoreo ambiental. Estos sensores ofrecen la
posibilidad de detectar biomoléculas y agentes téxicos con una precisiéon incomparable, lo que
transforma la forma en que abordamos los desafios de salud publica y seguridad (Nikolelis et al.,
2018). El disefio y la optimizacion de nanobiosensores requieren una profunda comprension del
comportamiento de los nanomateriales que los componen.

Por tanto, el estudio de los nanobiosensores y su interaccidn con diversos nanomateriales es un
campo de investigacion prometedor que tiene el potencial de transformar la forma en que
abordamos desafios en areas primordiales como la salud (Renneberg et al., n.d.). La sinergia
entre la nanotecnologia y la biologia abre un horizonte de posibilidades, y el entendimiento en
constante evolucidn de cémo los nanomateriales influyen en el rendimiento de los sensores es
crucial para alcanzar el maximo potencial de esta tecnologia innovadora.

1.2 Estructura del trabajo

Dentro de este contexto, el presente Trabajo Fin de Grado se orienta hacia la evaluacion de la
viabilidad de emplear sensores fotdnicos basados en capas porosas para la deteccidn de un
analito de relevancia en el dmbito de la salud alimentaria: la gliadina, una de las proteinas
fundamentales del gluten vinculada con la enfermedad celiaca. En particular, se abordara la
utilizacién de capas porosas de dxido de titanio (TiO;) elaboradas mediante un procedimiento
de sintesis en el Centro de Tecnologia Nanofotdnica de la UPV. El 6xido de titanio, que se
caracteriza por su simplicidad y bajo coste, brinda un enfoque innovador para la creacién de
estas capas porosas.

Inicialmente, se desarrollard un modelado tedrico de estas capas con el propdsito de elucidar su
comportamiento y sensibilidad. Para lograrlo, se llevara a cabo una revisién bibliografica de los
fundamentos conceptuales sobre cuyas bases se asientan los principios fisicos que dictan la
dinamica de la onda electromagnética y su relacion con el entorno. Asi, esta prediccidon
matemadtica puede servir de herramienta a la hora de pronosticar la interaccion de la luz y las
capas porosas del material propuesto.

Una vez finalizado el modelo matematico, se llevaran a cabo dos métodos de evaluacion
experimental para determinar la posibilidad de utilizar este tipo de estructura dptica de manera
especifica en la deteccidn de gliadina en muestras sintéticas.

Se daran dos lineas experimentales, que diferirdn en el método de funcionalizacidn. La primera,
en la que las estructuras de sensado se funcionalizaran fluyendo las disoluciones con las
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moléculas pertinentes, y, la segunda, de la cual el método de funcionalizacién se basa en una
incubacién de los compuestos a diferentes valores de concentraciones, con tal de determinar
qué combinacién es la que devuelve una respuesta mas significativa. Se registraradn los datos de
reflectividad para todos los casos experimentales y se procesaran por medio de los programas
Ocean Optics, Matlab y Excel.

En sintesis, se emprende una doble vertiente en esta investigacién, que comprende la
formulacion de un modelo matematico con la finalidad de anticipar el comportamiento
espectral y la sensibilidad manifestada por las capas compuestas de oxido de titanio y un
abordaje experimental sobre las muestras elaboradas en el Centro de Tecnologia Nanofotdnica
de la Universitat Politécnica de Valéncia. Este enfoque de investigacidn se orienta a la deteccion
precisa de un analito de interés en el ambito de la salud alimentaria: la gliadina.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo consiste en evaluar la viabilidad de la implementacién de
sensores fotdnicos basados en capas porosas como herramientas de deteccion en el ambito de
la salud alimentaria, centrandose en la deteccidn especifica de la gliadina, una de las principales
proteinas del gluten asociada a la enfermedad celiaca. El objetivo primordial es explorar el
potencial de estas capas porosas de oxido de titanio como transductores de sefiales en la
detecciéon de analitos de interés, mediante un enfoque interdisciplinario que integre la
nanotecnologia, la quimica y la biologia.

1.3.2 Objetivos especificos

Con el propdsito de alcanzar el objetivo general de la tesis, se proponen los siguientes objetivos
especificos:

1. Desarrollar e un modelo matematico teérico para predecir el comportamiento espectral
y la sensibilidad de las capas porosas de dxido de titanio en la deteccidn de gliadina.

2. Utilizar estructuras porosas, especificamente capas porosas de éxido de titanio (TiO,),
como transductores en experimentos de biosensado para la deteccion de gliadina.

3. Realizar la biofuncionalizacién de superficies mediante la aplicacién del anticuerpo del
analito de interés, la a-gliadina, y proteina AG, con el propédsito de facilitar el
reconocimiento molecular especifico de la gliadina como analito.

4. Investigar distintos enfoques de biofuncionalizacién, a través de flujos y procesos de
incubacién de elementos de bioreconocimiento, para optimizar la interaccion entre las
capas porosas y los elementos de reconocimiento.

5. Analizar la eficacia de los métodos de biofuncionalizacion mediante la variacion de

concentraciones de marcador y analito, evaluando la capacidad de deteccién y
sensibilidad de los biosensores.
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Detectar la Gliadina empleando los elementos de reconocimiento establecidos en el
objetivo 3, y evaluar la capacidad de los sensores para discernir con precision la
presencia de este analito especifico.

Familiarizarse con el software de laboratorio Ocean Optics Software para monitorear en
tiempo real las respuestas de los biosensores durante las pruebas experimentales.

Procesar los datos recolectados a través de Matlab y Excel, asi como interpretar los

resultados generados por ambos programas para obtener informacién significativa
sobre el desempeno de los sensores y la deteccion de gliadina.
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Capitulo 2
Estado del arte

Los biosensores, que son dispositivos que se componen una sonda bioldgica y un transductor,
han despertado un interés creciente en aplicaciones ambientales, industriales y de diagndstico
biomédico. Utilizando como elemento de reconocimiento bioreceptores de organismos
biolégicos o receptores que han sido disefiados imitando sistemas bioldgicos, se ha creado un
nuevo medio de andlisis bioquimico, que cuenta con la alta selectividad de los sistemas de
reconocimiento biolégico que encontramos en la naturaleza. Estos elementos de
bioreconocimiento, coordinados con diversos métodos de transduccién de sefial, han
contribuido, con su rapido crecimiento, al avance del campo del bioanalisis y las tecnologias
relacionadas, conocidas como biosensores y biochips (Vo-Dinh et al., 2001).

The YSI
Immobilized Enzyme
Analyzer

Figura 2.1: Modelo A23 introducido por la empresa Yellow Spring Instruments en
1972, primer instrumento comercial capaz de medir glucosa en sangre total diluida
mediante el uso de un biosensor basado en enzimas (Reilly Dixon, 2021)

Los biosensores presentan la capacidad de acortar el lapso temporal entre la captacién de la
muestra y los resultados, no obstante, su evolucidon se centra en lograr selectividades vy
sensibilidades equiparables a los métodos establecidos, pero con el valor afiadido de una
disminucion considerable del costo. Aunque, en un principio, no se trate de aspectos a los que
se les otorga una extrema relevancia, cabe tener en cuenta cuestiones como la facilidad de uso,
el mantenimiento y el funcionamiento ininterrumpido, ademas la adecuacion de técnicas de
fabricacion a nivel micro y nano en el mundo de los biosensores tiene un gran potencial y estan
empezando a surgir diversas aplicaciones (Lazcka et al., 2007).
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La nanotecnologia abarca el estudio, manipulacion, creacion y uso de materiales, dispositivos y
sistemas generalmente con dimensiones inferiores a 100 nm [Jianrong et al., 2004). La aparicién
de la nanotecnologia esta abriendo nuevas perspectivas para el desarrollo de nanosensores y
nanosondas con dimensiones submicrométricas adecuadas para mediciones intracelulares.

La sensibilidad y otros atributos de los biosensores pueden mejorarse mediante el uso de
nanomateriales en su construccion. Los nanomateriales, o matrices con al menos una de sus
dimensiones en una escala de 1 a 100 nm, exhiben caracteristicas fisicas y quimicas Unicas
debido a efectos como el efecto de tamafio cudntico, el efecto de tamano reducido, el efecto de
superficie y el efecto de tunel macro-cuantico (Vo-Dinh et al., 2001).

Entre las ventajas de adoptar esta perspectiva a una escala mdas reducida se incluye la
produccidn a gran escala y una disminucién de los costos por unidad. Ademas, se logra trabajar
con volumenes de muestra en el rango de los nanolitros o incluso menos, lo que conlleva el
abaratamiento del proceso con costos mads bajos para los reactivos. La microfluidica también
tiene un impacto positivo al mejorar las tasas de mezcla y el transporte de masa, lo que implica
tiempos de andlisis significativamente mas cortos. Por otra parte, este enfoque permite la
realizacidn de andlisis de multiples analitos en un mismo dispositivo, acelerando los tiempos de
analisis. Dada la reducida escala de los volUmenes que se manipulan, estos dispositivos ofrecen
mayor seguridad y son mas respetuosos con el medio ambiente. Ademas, el consumo de energia
es menor comparado a otras técnicas de analisis y la posibilidad de utilizar volimenes a escala
de mililitros y configuraciones similares a cartuchos podria facilitar la contencién de la
contaminacidén asociada a los materiales de desecho (Lazcka et al., 2007).
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Figura 2.2: Recuento anual de publicaciones sobre biosensores basado(s) en datos de Web of Science capturados en

mayo de 2019. La tendencia de publicacion basada en los datos originales de PubMed de 2018 también se incluye
como punto de referencia (Olson & Bae, 2019)

En lo que respecta a las publicaciones sobre biosensores, el nimero de publicaciones ha
aumentado a lo largo de los afos, evolucionando desde apenas unas pocas en las dos primeras
décadas, a mas de 3000 articulos por afio desde 2009. La Figura 2.2 sugiere un descenso en el
numero de publicaciones sobre biosensores en los afios mas recientes, con un pico en 2013 con
4729 articulos. Sin embargo, se debe de tener en cuenta que suele haber un lapso de tiempo
entre el registro y la inclusién de publicaciones en las bases de datos cientificas. Ademas, la
velocidad de registro puede variar de una base de datos a otra. Con tal de examinar aiin mas
este descenso en los nimeros, en su estudio, Olson & Bae, estudiaron datos adicionales al
mismo tiempo (marzo de 2018) de la base de datos de Web of Science para su comparacion. Los
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datos de Web of Science no respaldaron los hallazgos anteriores y la disminucidn reciente, sino
que indicaron un crecimiento continuo incluso en los afilos mas recientes (Olson & Bae, 2019).

2.1 Biosensores

Un biosensor se puede definir como un dispositivo analitico compacto, que incorpora un
elemento de deteccién bioldgico o, en todo caso, biomimético, integrado o conectado a un
sistema de transduccion (Velasco-Garcia & Mottram, 2003).

En un biosensor se pueden diferenciar dos elementos basicos: La capa bioquimica que actla
como elemento de reconocimiento y un transductor fisicoquimico.

&G Q

—

[

C/

@ Elemento

O : Sistema
|:| L : de
@ reconocimiento | i | o diccion
molecular :

O Q i

¢ O o0

Moléculas bioguimicas Senal medible

Figura 2.3: Esquema de los elementos bdsicos de un biosensor (Martin Sanchez, 2019a)

La deteccién se efectia mediante los biorreceptores, los cuales ejecutan un reconocimiento
molecular altamente especifico y de alta afinidad hacia el analito, conocido como
bioreconocimiento (Thévenot et al., 2001). Dependiendo de las caracteristicas del analito de
interés o de los propios objetivos del biosensado, esta capa de reconocimiento puede estar
constituida por una gran variedad de moléculas (Martin Sanchez, 2019a).

Este proceso de deteccidn se realiza de manera rapida y directa a partir del transductor, el cual
transforma la interaccién en una sefial cuantificable, que es amplificada y sometida a
procesamiento posterior para que pueda ser interpretada por el usuario. En la mayoria de los
casos esta sefial es eléctrica, éptica o mecanica y suele ser proporcional a la concentracion de
analito presente en la muestra (Thévenot et al., 2001)

A la hora de propiciar el evento de reconocimiento molecular, se funcionaliza la superficie de
contacto mediante técnicas de inmovilizacién. La mas comun es la adsorcidn fisica del receptor
a la superficie del transductor, pero dependera de las caracteristicas fisicoquimicas del analito
de interés y del material y funcionamiento del propio transductor (Lechuga & Calle Martin,
1995).
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La deteccidn de analitos organicos suele presentar dificultades basadas exclusivamente en sus
caracteristicas fisicas fundamentales, lo que requiere el uso de etiquetas como marcadores
fluorescentes o moléculas radiactivas, como la biotina unida al analito. En consecuencia, la sefial
final del sensor, que es proporcional al nimero de etiquetas, cuantifica la cantidad de analito
unido. Las técnicas de deteccién empleadas en biosensores se pueden clasificar de manera
amplia en deteccidn con etiquetas (label-based) y deteccidn sin etiquetas (label free), basadas
en el uso de estas (Samuel & Rao, 2022).

Las técnicas label-based a menudo demandan mucho tiempo y son laboriosas, ademas, el uso
de etiquetas podria modificar los sitios de unién de las biomoléculas al bloquearlos. Esto podria
tener un impacto negativo en cémo el receptor y el analito interactian (Samuel & Rao, 2022).

Sin embargo, en la tecnologia de deteccién label-free, no es necesario recurrir a las etiquetas.
Se basa en las propiedades inherentes de los analitos, como su masa atémica, tamafio, carga
superficial, impedancia eléctrica e indice de refraccion, para su deteccion (Samuel & Rao, 2022).
Ademas, el desarrollo de nanobiosensores permite un analisis en tiempo real con alta precision
y a concentraciones muy bajas, reduciendo el derroche de materiales, ya que varios analitos
pueden detectarse en cuestidn de minutos, es por esto por lo que para este trabajo se ha optado
por un enfoque label-free.

Con tal de obtener un disefio lo mas eficiente posible, para el conjunto del dispositivo se tiene
en cuenta lo siguiente (Martin Sanchez, 2019; Tébar Saiz, 2021):

- Miniaturizacién: El disefo de dispositivos a escala micrométrica o nanométrica es
primordial, en ocasiones, para cumplir con los requisitos. Por otra parte, esto abre la
puerta a la produccién de un gran nimero de transductores en un mismo circuito
integrado, siendo posibles asi aplicaciones de sensado multiple (Soleymani & Li, 2017).

- Automatizacion: El hecho de que este tipo de dispositivos sean asi de simples de debe
a que estan orientados hacia procesos de deteccién auténomos, con tal de poder
prescindir de los laboratorios de andlisis tradicionales (Bharadwaj & Singh, 2012).

- Volumen de la muestra: Uno de los beneficios de los biosensores es su propdsito de
reducir lo mdximo posible la cantidad de muestra necesaria para la deteccién (Martin
Sanchez, 2019).

- Portabilidad: Los recientes avances en los biosensores portatiles permiten la deteccidon
rdpida, precisa y en el lugar de biomarcadores, previniendo la propagacién de
enfermedades mediante el control de su procedencia. Ademas, se requiere de un acopio
de muestras menos invasivo para utilizar biosensores portatiles en entornos remotos
para diagndsticos y pruebas precisas en el lugar (Senf et al., 2020).

- Coste: Como norma general, los bajos costes se asocian a una mayor expansion del uso
de biosensores y fomentan la aparicién de nuevas aplicaciones (Vigneshvar et al., 2016).

- Reproducibilidad: Los dispositivos que se pretende disefiar deben caracterizarse por su

precision y exactitud, deben de ser capaces de generar la misma respuesta para una
misma entrada, pues esto determina la fiabilidad del dispositivo (Martin Sanchez, 2019).
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- Sensibilidad: Este parametro mide la relacion entra la sefal generada a la salida del
transductor y la cantidad de analito en la entrada. Es uno de los principios que mejor
representa y cuantifica el desempefio un sensor sensor y muchas de las publicaciones
se centran en maximizar su valor (Martin Sanchez, 2019a)

- Linealidad: Se dara en aquellos rangos de concentraciones en las que la respuesta del
biosensor sea directamente proporcional a la concentracién de la muestra. Asi, es
posible la obtencidén de un modelo capaz de anticipar el comportamiento del detector
(Bhalla et al., 2016).

- Exactitud: Se puede definir esta propiedad como la capacidad del dispositivo de obtener
un resultado experimental lo mas proximo posible al valor teérico (Roman Péez et al.,
2017)

- Selectividad: Esta cualidad representa una de las caracteristicas mas destacadas de
estos dispositivos. Permite la deteccién precisa del analito objetivo en una muestra real,
incluso cuando esta contiene varios componentes, evitando cualquier interferencia del
resto de elementos presentes (Bhalla et al., 2016).En otras palabras, estos dispositivos
son capaces de identificar el analito de interés de manera selectiva y sin verse afectados
por otros componentes presentes en la muestra.

2.2 Clasificacion de los biosensores

Los biosensores ser pueden clasificar bajo numerosos criterios, sin embargo, las dos categorias
mas populares son el elemento de bioreconocimiento y el tipo de sefial que se emplea en la
transduccién (Alhadrami, 2018). Lo ilustra un ejemplo de clasificacidn de los biosensores bajo
ambas perspectivas.

Recognizing biomolecule  Example Signal transduction ~ Example
Antibodies Monoclonal Electrochemical Amperometric
(Immunosensors) Polyclonal Conductimetric

Impedimetric
Potentiometric

Protein receptors Metabotropic receptors Optical Absorbance
lonotropic receptors Fluorescence
Phosphorescence

Bio/chemiluminescence
Reflectance

Raman scattering
Refractive index

Enzymes B-glucuronidase (encoded by Mass sensitive Surface acoustic wave biosensor
gusA marker gene) Cantilever biosensors
p-galactosidase (encoded by lacZ
marker gene)

Whole cells Microbial sensors Optical E. coli K12C600
Mammalian cells tissue E. coliHB101
E. coliDPD1718

Nucleic acids Hybridization Optical Fluorescence-based aptasensor
DNA-aptamers based biosensors (Fluorescence)

Figura 2.4: Propuesta de clasificacion de los distintos tipos de biosensores (Alhadrami, 2018)

Segln el método de transmision de la sefial (Alhadrami, 2018):

- Biosensores electroquimicos: Econdmicos, portdtiles, altamente sensibles vy
compatibles con los métodos actuales de microfabricacion.
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- Biosensores opticos: Son también muy comunes debido a su elevada velocidad de
deteccidn, sensibilidad, robustez y capacidad de detectar multiples analitos.

- Biosensores sensibles a masa: Se usan con menos frecuencia ya que emplean
materiales piezoeléctricos y su sensibilidad tiende a disminuir en comparacién con otros
biosensores. No obstante, presentan algunas ventajas como la capacidad de monitoreo
a tiempo real en entornos con liquido, vacio o aire.

- Biosensores termométricos: Han sido principalmente empleados para el monitoreo de
procesos clinicos e industriales.

Si se considera la clasificacidn segun la naturaleza del elemento de bioreconocimiento:

- Biosensores enzimaticos: Se fundamentan en el principio de la alteracién, catalizada
por enzimas, de un sustrato indetectable en un resultado electroquimicamente medible,
o viceversa (Hassan et al., 2016a). Muchas reacciones catalizadas por enzimas
involucran la liberacidn o utilizacién de un resultado medible (es decir, O,, CO, e iones),
que puede ser medido utilizando un transductor adecuado acoplado a una enzima
inmovilizada (Marco & Barceld, 1996). Las enzimas analiticas clave que se han empleado
en este tipo de biosensores son las oxidorreductasas y las hidrolasas (Collings & Caruso,
1997).

- Biosensores basados en proteinas no cataliticas: Los biosensores basados en
receptores de proteinas o también llamados biosensores de proteinas no cataliticas,
utilizan proteinas de la membrana celular como receptores. Estas proteinas permiten
transmitir la sefial de unién a través de la membrana, ya sea mediante receptores
metabotrdpicos (que liberan enzimas) o mediante receptores ionotrépicos. En otras
palabras, estos biosensores utilizan proteinas especiales en la superficie celular para
detectar sustancias especificas y convertir esa deteccion en una sefial atil (Alhadrami,
2018).

- Inmunosensores: Se suele emplear una técnica que recibe el nombre de inmunosensayo
en fase sélida, en la que, tanto antigenos como anticuerpos, se fijan a una fase sdlida,
permitiendo la interaccién entre ambos elementos. El atractivo principal de los
inmunosensores es su alta sensibilidad y la gran capacidad que tienen de detectar
especificamente el analito de interés (Alhadrami, 2018)

- Biosensores basados en aptameros o ADN: Este tipo de biosensores se han desarrollado
como alternativas a los inmunosensores dado su bajo coste, su alta estabilidad y su
especificidad. Los aptameros se definen como minusculas secuencias de ADN o ARN con
aproximadamente 100 nucledtidos o menos (Stoltenburg et al., 2007). Las interacciones
Unicas intramoleculares entre estos nucleétidos hacen que los aptameros se plieguen
en una distintiva estructura tridimensional. Los biosensores basados en aptdmeros de
ADN pueden unirse selectivamente con una especificidad y afinidad superiores a
bacterias especificas, virus, proteinas, hormonas, analitos e incluso moléculas e iones
pequefios (Alhadrami, 2018)

- Biosensores whole-cell: Utilizan células procariotas o eucariotas para informar en
tiempo real sobre la composicidn quimica, toxicidad, carcinogenicidad y mutagenicidad
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de las sustancias (He et al., 2016). Se han desarrollado con el propdsito de detectar no
solo la presencia o ausencia del analito de interés, sino también para medir de manera
precisa la concentracién subletal que puede producir efectos téxicos o mutagénicos
(Hassan et al., 2016b), mas relevante en comparacién con las técnicas analiticas
convencionales.

2.3 Transductores dpticos

Los transductores oOpticos son aquellos cuyas propiedades dpticas se ven alteradas ante el
evento de reconocimiento molecular (Garcés Montoya, n.d.). La deteccion de los analitos se
puede llevar a cabo de manera indirecta o directa (Martin Sanchez, 2019a)

En la deteccidn indirecta, la unién del analito a la superficie funcionalizada no genera una sefial
medible por el dispositivo, sino que se precisa de un tercer elemento que, sirviéndose del
resultado de la unién molecular, genere una sefial que si que pueda ser medida por el
transductor. Comunmente, se emplean componentes quimicos con propiedades
fotoluminiscentes marcando los receptores moleculares, de manera que, cuando se produce el
evento de reconocimiento, se generan cambios en los marcadores, ocasionando luminiscencia
(Martin Sanchez, 2019a; Strianese et al., 2012). Segun la intensidad de la fluorescencia, se puede
determinar la afinidad de la interaccién entre moléculas. Estas técnicas se caracterizan por una
gran sensibilidad, pero el marcaje con terceros es tedioso y complejo, ademds de que es
complicado obtener resultados cuantitativos (Tébar Saiz, 2021).

La transduccién directa, por su parte, si que mide las modificaciones en la propagacion de la
sefial electromagnética a través del transductor (Martin Sanchez, 2019a). Hoy en dia, algunos
sistemas Opticos directos estan disponibles comercialmente y utilizan este enfoque dinamico.
Todos los métodos comerciales utilizan técnicas de campo evanescente para monitorear la
reaccion de afinidad mediante la variacion del indice de refraccion debido al cambio en la
concentracién del ligando (Brecht & Gauglitz, 1995).

Analito Radiacion
electromagnética
Sefial — Analito
medible Intermediario Reflectancia
Absorbancia
Deteccion indirecta Deteccion directa

Figura 2.5: Esquema de la deteccion indirecta y directa de analitos mediante absorbancia y reflectancia (Martin
Sanchez, 2019a)

pag. 13



2.3.1 Biosensores basados en la resonancia de plasmon de superficie

Los biosensores dpticos de este tipo se encuentran entre los mas avanzados y ampliamente
explorados, encontrando aplicaciones destacadas en campos como la biotecnologia y la
biomedicina. Estos dispositivos presentan una estructura que involucra una interfaz metal-
dieléctrico, y cuando son excitados en un angulo especifico, generan plasmones superficiales.
Cuando se detecta o reconoce un analito objetivo, el indice de refraccién experimenta
modificaciones, lo que a su vez provoca variaciones en las caracteristicas de propagacion de las
ondas plasménicas. Estas variaciones pueden ser cuantificadas mediante mediciones de cambio
de fase o cambio de longitud de onda (Guo, 2012).

Conjugated .- ¢
Ligand

Dextran -~

Metal Surface A ol

Reflection

Surface Plasmon
Resonance Angle

Prism -

Reflected Light
- Absorbed Light

rrrrrrrr - Flow Cell

Detector

Reflection
Absorbance
Reflection

Light Source

Figura 2.6: Esquema de sensor basado en resonancia de plasmones de superficie (Iranzo Egea, 2017)

2.3.2 Biosensores de fibra dptica

Una de las ventajas destacadas de estos dispositivos radica en su elevada selectividad y su
reducido limite de deteccidn. La estructura de estos biosensores se basa en una fibra cilindrica
revestida, tipicamente con silice, y un nicleo dopado con germanio. Esta configuracion se disefia
cuidadosamente para asegurar que el indice de refraccién interno sea mayor que el indice
externo, lo que da lugar al fendmeno de reflexion total interna (TIR) y permite la propagacion
de la luz en el interior de la fibra (Tébar Saiz, 2021)

Para lograr la interaccion de la luz con los analitos, se requiere un campo evanescente que,
lamentablemente, no existe debido al recubrimiento. Por lo tanto, se deben crear regiones
especializadas para la deteccién, donde se reduzca o elimine el revestimiento y se permita que
el campo evanescente interactle con las sustancias de interés. Existen diversas estrategias para
lograrlo, siendo las mas utilizadas: descubrir parcialmente el nucleo en una zona, estrechar el
revestimiento en forma de cono, adoptar una forma de "U" o configurar la punta del sensor en
forma conica para facilitar la deteccion (Leung et al., 2007)
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2.3.3 Biosensores basados en anillo resonador

Es importante destacar que estos dispositivos estan constituidos por un resonador en forma de
anillo, a través del cual la luz se propaga principalmente mediante Whispering Gallery Mode
(WGM). Estos modos permiten detectar el analito mediante el campo evanescente generado en
la superficie del resonador. La eficiencia del resonador y la cantidad de pérdidas asociadas se
caracterizan mediante el factor de calidad (Q), cuyo valor mas bajo indica una mayor tasa de
pérdidas. Hasta el momento, se han empleado diversas configuraciones, que incluyen
resonadores en forma de anillo, discos microtoroides, microesferas, entre otras (Fan et al., 2008;
Tébar Saiz, 2021).

aqueous buffer solution

Ring resonator

AW

Active area

A)

® Bio-particle

(B)

Figura 2.7: Sensor basado en anillo resonante. (A) Anillo resonante en una disolucion sin bioparticulas de interés. (B)
El analito presente en el medio capturado por el anillo interactua con el campo evanescente produciendo un
desplazamiento en la longitud de onda (Sarkaleh et al., 2017)

2.3.4 Biosensores basados en el interferometro de Mach-Zehnder

El principio de funcionamiento de este sensor se basa en la inyeccidén de un haz de luz laser en
una guia de onda monomodo, que se bifurca en dos caminos, adoptando asi una configuracion
similar a una letra "Y". Uno de los caminos esta recubierto con una capa, mientras que el otro
presenta una zona no recubierta, permitiendo la interaccion con el analito a través del campo
evanescente. Esta interaccion induce un desfase en la onda con respecto a la onda de referencia,
el cual puede ser detectado mediante la interferencia de ambas ondas al reunirse nuevamente
al final del sensor (Fan et al., 2008; Tébar Saiz, 2021).
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Figura 2.8: Diagrama esquemadtico de un interferometro de Mach-Zehnder para biosensado (Sepulveda et al., 2006)

2.3.5 Biosensores dpticos basados en el interferometro de Fabry-Perdt

El interferdmetro de Fabry-Pérot basa su fundamento en el fendmeno de la interferencia,
cuando dos ondas electromagnéticas procedentes de distintos caminos dpticos se topan, ambas
solapan en el espacio, al igual que en el biosensor anterior, provocando lo que se conoce como
interferencias. La interferencia depende de la direccién de la propagacion, la frecuencia y la
amplitud de cada onda, se puede diferenciar entre interferencias constructivas y destructivas,
dependiendo de si la amplitud de onda resultante es la suma o la resta de ambas sefiales (David
D. Nolte, 2012), el interferémetro de Fabry-Pérot es una de las estructuras mas sencillas que
aprovecha este acontecimiento fisico y es el que se ha empleado en el presente estudio.

Este tipo de interferdmetro se basa de un material de un determinado espesor, delimitado por
dos superficies paralelas y rodeado por un medio 6ptico. Cuando la radiacion electromagnética
alcanza la frontera entre ambos medios, esta de divide dos componentes: la una sefial reflejada
y la sefial transmitida. La sefial reflejada se propaga nuevamente por el medio con un dngulo de
salida igual que el de incidencia. La sefial transmitida, por su parte, modifica su direccidn
siguiendo la ley de Snell (Martin Sanchez, 2019):

nysin(6;) = n,sin(6,) (2.1)

Donde 6, es el angulo de incidencia y 8, es el de salida, n; es el indice de refracciéon del medio
original y n, es el indice de refraccion del nuevo medio. Al atravesar el nuevo medio, la radiacion
vuelve a encontrarse con la siguiente interfaz entre ambos y la luz vuelve a dividirse en
trasmitida y reflejada, generando un conjunto de reflexiones y transmisiones que interactian
entre si (Figura 2.9) (Martin Sanchez, 2019).
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Interferencias constructivas Interferencias destructivas

Figura 2.9: Representacion de la interferencia constructiva y la interferencia destructiva en un interferémetro de
Fabry-Pérot (Martin Sdnchez, 2019)

Las amplitudes y las frecuencias seran similares en este estudio puesto que la radiacién
electromagnética procede de la misma fuente para todos los casos, esto provoca interferencias
en el desfase entre sefiales ante por las modificaciones del indice de refraccién o por el espesor
de la capa. Asi, en un perfil de reflectividad, se pueden diferenciar regiones de alta magnitud
(interferencias constructivas) y regiones de baja magnitud (interferencias destructivas) (Martin

Sanchez, 2019).

0.4 -

0.2 \ \\

iR
| /
U l.j K ‘U \"\,/

750 1500 2250
Longitud de onda (nm)

Reflectividad

Figura 2.10: Espectro de reflectividad simulado (Martin Sanchez, 2019)

La unidn de los analitos a los receptores provocando el evento de reconocimiento molecular
genera un cambio en el valor del indice de refraccién de la capay, por tanto, en la direccién de
propagacion de la onda (Martin Sanchez, 2019).

Incrementos en el indice de refraccion ocasionan que tanto las interferencias constructivas
como las destructivas se den en longitudes de onda mayores, provocando un efecto de
‘deslizamiento’ o ‘desplazamiento’ del espectro de reflectividad, proporcional a los cambios en

el indice de refraccion.
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Figura 2.11: Ejemplo de desplazamiento del espectro de reflectividad al producirse el evento de reconocimiento
molecular (Martin Sdnchez, 2019)
La posicién, tanto de los maximos como de los minimos, viene determinada por la siguiente
expresion:

A=2n— (2.2)

Donde A es la longitud de onda, n es el indice de refraccidn, h es el espesor de la capay m esun
numero entero. De esta expresion se puede deducir que los desplazamientos espectrales seran
mayores en valores de longitud de onda mas elevados, también se puede comprobar que los
maximos de reflectividad estdan menos alejados entre si a medida que aumenta la frecuencia,
por lo que a mayores longitudes de onda se da una mejor sensibilidad.
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Capitulo 3
Biosensores opticos interferométricos de
capa porosa

Como se ha indicado en apartados anteriores, existen diversos métodos de transduccidn que se
usan frecuentemente a la hora de disefiar dispositivos de sensado; no obstante, a pesar de la
variedad, los sensores épticos parecen destacar dadas sus excepcionales ventajas: elevada
sensibilidad, miniaturizacidon extrema, resultados rapidos, volimenes minimos de muestra y
reactivos necesarios, deteccién label-free, tolerancia y resistencia a condiciones severas e
inmunidad a la interferencia electromagnética (Ortiz de Zarate et al., 2022a).

De acuerdo con lo expresado, el principio de funcionamiento de estos dispositivos se basa en la
medida de las modificaciones producidas en la sefial dptica (amplitud, fase, polarizacidn, etc.) al
producirse cambios en el indice de refraccidon debidos a la presencia de sustancias de interés en
el complejo dptico o a los rededores de su estructura. No obstante, la sensibilidad del sistema
Optico se puede ver comprometida, ya que tan solo una pequefia fraccién de la sefial 6ptica que
no se encuentra confinada por la propia estructura es la que se emplea para el sensado, lo que
se conoce como campo evanescente. Por lo que, con tal de maximizar la interaccién entre la luz
y el analito, en la comunidad cientifica se ha despertado un reciente interés en la
implementacion de nuevas estructuras dpticas (Ortiz de Zarate et al., 2021).

Entre la gran variedad de materiales nanoestructurados, destacan los complejos porosos. En
primer lugar, su arquitectura tridimensional permite aumentar la superficie de contacto
disponible para su biofuncionalizacion con los elementos de bioreconocimiento y, por otro lado,
los materiales porosos permiten que el analito de interés penetre en la estructura de sensado,
aumentando asi la cantidad de analito que interacciona con la luz, lo que conlleva a la
correspondiente mejora de la sensibilidad (Ortiz de Zarate et al., 2022a)

Para estos nuevos mecanismos de sensado se emplea la espectroscopia de reflectancia
interferométrica, que se fundamenta en el seguimiento de las modificaciones de la luz
generadas por los cambios del indice de refracciéon en la estructura dptica, inducidos por el
evento de reconocimiento molecular (Moretta et al., 2021). En el set-up de espectroscopia de
reflectancia interferométrica, una luz incidente blanca se ve reflejada desde la interfaz del
complejo éptico que se comporta como un interferdmetro de Fabry-Pérot, originando un patrén
caracteristico en el espectro de reflectancia, que depende del espesor dptico efectivo (effective
optical thickness, EOT) de la capa:

EOT = 2nL (3.1)
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Donde n se corresponde con el indice de refraccién y L con el espesor de la capa.

Este biosensor optico sin marcado, en particular, sirve como base para todas las mediciones y
pruebas de deteccidn realizadas en este estudio. Esto se debe a que las muestras consisten en
materiales como el TiO,, que, al ser expuesto a la luz, actia como una cavidad de Fabry-Pérot.

Asi, en términos mas generales, estas cavidades se componen de una capa de un material
especifico, que al formar interfaces con otros medios da lugar a diferentes reflexiones,
devolviendo un espectro de reflectividad caracteristico con un perfil de picos maximos vy
minimos (Tébar Saiz, 2021), como el de la Figura 3.1.

Medio de la

muestra a
analizar

Capa
porosa

Figura 3.1: Esquematizacion de las de los medios

0.2

Reflectividad

0.1

1400 1800 2200
Longitud de onda (nm)

Figura 3.2: Simulacion del espectro de reflectividad (Martin Sdnchez, 2019a)

Estos complejos dpticos estdn compuestos de dos fracciones diferenciadas, la fraccion o matriz
sélida y la porosa, de manera que el indice de refraccion variara en funcién del contenido que
ocupe los poros. Cuando el aire de dentro de los poros es reemplazado por otra especie quimica
gue le hace aumentar su indice de refraccion, se produce un desplazamiento en el espectro
reflejado hacia longitudes de onda mayores. Por el contrario, si este disminuye, entonces se
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producird un desplazamiento hacia la izquierda, donde las longitudes de onda presentan valores
inferiores (Moretta et al., 2021).

Estos desplazamientos de los espectros reflejados dependen de dos parametros, uno es la
habilidad de la sustancia de completar el volumen del poro, y la otra el valor del indice de
refraccion.

El primero depende estrictamente de la naturaleza quimica de la sustancia (caracteristicas como
viscosidad, hidrofilia, hidrofobia, etc.); la segunda, por su parte, es una propiedad intrinseca de
la sustancia que se considere. Por ello, estos dispositivos de sensado son considerados como
sensores opticos especificos, esto es, devuelven distintas respuestas para distintas sustancias,
pero no son selectivos, es decir, en una combinacidon compleja de sustancia no son capaces de
diferenciar unas de otras (De Stefano, 2019).

En cuanto a la fabricacidn de este tipo de capas porosas, existen dos enfoques principales: el
método top-down y el método bottom-up. El enfoque top-down es la técnica mas comunmente
empleada, caracterizada por partir de un material en su escala macroscdpica y eliminar
sucesivamente material para obtener la forma y patrén deseados. Este proceso implica realizar
operaciones especificas considerando las propiedades del material presente en cada una, y se
desarrolla desde la parte superior hacia la base de la estructura (Clemente Jiménez, 2019).

En contraste, el método bottom-up se fundamenta en un enfoque molecular y se basa en
agregar capas de material progresivamente para alcanzar la nanoestructura deseada. Esta
técnica presenta, en algunas ocasiones, una mayor complejidad y costos asociados, y se emplea
especialmente en la sintesis de nanoparticulas a partir de soluciones. Ambos enfoques ofrecen
distintas ventajas y desafios en la fabricacién de nanoestructuras, lo que permite elegir el
método mas apropiado segln las necesidades y objetivos especificos de cada aplicacion
(Clemente Jiménez, 2019).

Los materiales mas comunes para la generacion
de estos sustratos porosos suelen ser aquellos
generados por medio de técnicas top-down,
como el popular silicio poroso (PSi) o el dxido de
aluminio anddico (AAO) (Ortiz de Zarate et al.,
2022a). La fabricacion de estos materiales
porosos conlleva la anodizaciéon de la materia
constitutiva de la matriz sdlida (el silicio o el
aluminio) al aplicar corriente eléctrica en una
solucion acida; sin embargo, este método de
produccion puede conllevar algunos
inconvenientes. Por ejemplo, es posible que
aparezcan inhomogeneidades en la capa como
distintos tamafios de poro, cambios en el espesor
y porosidad dispar a lo largo de la estructura.

Cabe destacar que los poros generados

Figura 3. 3: Seccion transversal de un biosensor de
microcavidad de pSi. Esta imagen de microscopia
mediante este método de fabricacidn parecen electrénica de barrido (SEM) muestra los efectos de

presentar ensu mayorl'a una elongacién Vertical fi/trado por exclusion de tamanio de los poros de pSI,

donde se impide que las células sanguineas entren

y estar pobremente interconectados, lo que en la capa (Jane et al., 2009)

compromete su llenado al presentar
geometrias bruscas, reduciendo la difusién al fluir el analito a través de la estructura porosa.
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Este tipo de problemas pueden condicionar la produccién en masa de estos sustratos y, por
tanto, su aplicacion practica (Ortiz de Zarate et al., 2022).

Figura 3.3: Imdgenes SEM que muestran las vistas superior y de seccion
transversal de la estructura AAO (Santos et al., 2013)

Con tal de superar estas limitaciones, se han propuesto nuevos enfoques basados en técnicas
de sintesis bottom-up, como la posibilidad de generar sensores épticos basados en una red de
nanofibras poliméricas fabricadas por medio de electrospinning, no obstante, el bajo indice de
refraccion de los polimeros necesarios para esta técnica de produccién provoca que las
caracteristicas espectrales empleadas para el sensado estén peor definidas, lo que incrementa
el ruido y reduce el limite de deteccidn adquirible (Ortiz de Zarate et al., 2022a)

Dadas las circunstancias y limitaciones anteriormente presentadas, el TiO; se presenta como un
material inorgdnico que, mediante un proceso de sintesis bottom-up, es capaz de generar una
capa porosa con un gran nivel de interconectividad y homogeneidad. El TiO, asegura un indice
de refraccidn elevado (nrio2 = 2.56), proporcionando un valor lo suficientemente alto como para
proporcionar una respuesta de sensado adecuada. Ademds, este compuesto presenta
caracteristicas muy interesantes para su aplicacién en el campo del biosensado, entre otras
destacan su alta estabilidad mecanica y quimica, su biocompatibilidad y su capacidad de
autolimpiado por medio de exposicién a radiaciones UV (Niu et al., 2018).

SEMHV: 1500KV  WD: 1423 mm MRAVTESCAN ~ SEMHV: 1500V WD: 14.17mm
Viewfield: 4334 ym ek SE 10m [ Viewfield:4334ym  Det:SE 10pm i
SEMMAG:8.00kx  Date(nly): 1028/13 wostll  sewc:so0ke Dale(midy): 0923/14 wost

Figura 3.4: Imdgenes FE-SEM de (a) peliculas de TiO2 y (b) peliculas de
TiO2 mesoporosas (Niu et al., 2018)
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Diseiio del modelo de
sensibilidad
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Capitulo 4
Fundamentos tedricos del modelo

Como se ha indicado previamente, los biosensores fotdnicos son unos candidatos ideales a la
hora de desarrollar chips microfluidicos electrodpticos integrados. Las numerosas ventajas que
ofrecen, los convierten en dispositivos capaces de lograr anadlisis totalmente automatizados y
diagndsticos clinicos, que pueden ser de gran ayuda en la industria sanitaria y biotecnoldgica
(Guider et al., 2015).

La sensibilidad bulk de un sensor se define como su capacidad para detectar cambios en la
propiedad o la concentracion del analito de interés en una muestra que afecta a toda la muestra
en su conjunto, en lugar de centrarse en la superficie o en una zona especifica de la estructura.
En decir, la sensibilidad bulk consiste en la capacidad del sensor para detectar alteraciones en la
muestra en la totalidad de su estructura. La sensibilidad bulk, por tanto, en el contexto de los
sensores Opticos de capa porosa, implica que el sensor puede detectar cambios en la
concentracién o en las propiedades dpticas de la muestra en toda la masa de esta, lo que puede
ser especialmente Util en aplicaciones donde es importante obtener una medida global de la
sensibilidad de la estructura.

Comprender y cuantificar la sensibilidad bulk de la capa porosa de estos biosensores es crucial
para optimizar su disefio y rendimiento, ya que esta propiedad estad directamente relacionada
con la deteccién eficiente y especifica de las moléculas objetivo. La simulacion en MATLAB
proporciona una plataforma para estudiar y analizar cémo diferentes pardmetros geométricos
y Opticos influyen en la sensibilidad del biosensor, permitiendo asi tomar decisiones
fundamentadas en el disefio de futuros dispositivos sin la necesidad de someterlos a test
experimentales.

4.1 Método de Matriz de Transferencia (TMM)

La sensibilidad espectral de un sensor se define en funcién de la siguiente expresion (Beléndez,
2000):

S = AA/An (4.1)

Donde AA se corresponde con la variacién de la longitud de onda frente a An, la variacion del
indice de refraccién del medio que se fluye por la estructura porosa.

Por lo tanto, en un principio, al conocer los cambios que se van a efectuar en el indice de
refraccion (pues se corresponden con la naturaleza de la sustancia que se esta fluyendo), si se
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hace un seguimiento de la variacion de la longitud de onda correspondiente a las modificaciones
en el indice de refraccién, es posible conocer la sensibilidad.

Con la intencidon de conocer la sensibilidad espectral de una muestra de sensado dptico porosa,
se ha elaborado un modelo que, a partir de la extraccién tedrica de los espectros de reflectancia
de distintos sistemas que variaran en funcion del indice de refraccion de la capa porosa, sea
capaz de medir el desplazamiento de los maximos o minimos, calcular la diferencia entre el
maximo/minimo inicial y su correspondiente desplazado tras fluir una disolucién con un indice
de refraccién distinto y devolver un valor de sensibilidad bulk para la capa, que dependerd de su
espesor y porosidad.
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Figura 4.1: Esquematizacion del objetivo del codigo

A la hora de desarrollar este modelo, se ha considerado, en un principio, un modelo simple de

tres capas como en la siguiente figura:
z

r
A |A2 Az|A's
——> — |—>
m n2 n3
B: |B2 B2|B's
+— lq— +— |q—
x-
x=0 x=d

Figura 4.2: Representacion grdfica del sistema de tres capas considerado para el modelo, d es el espesor de la capa
(Cardenas Hernandez, 2012)

Para cada una de las tres capas, se tiene que:
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ny,x<0
n(x) =4{n,,0<x<d (4.2)
ns,x >d

Donde n4,n,y ns son los indices de refraccién de cada capa y d es el espesor de la capa
intermedia, al suponer que todo el medio es homogéneo en la capa direccién z (Cardenas
Hernandez, 2012), y, por tanto, se debe cumplir que:

on_, (4.3)
0z '

Por lo que el campo eléctrico presenta la siguiente forma (Cardenas Hernandez, 2012):

E = E(x)exp(i(wt — 2)) (4.4)

Donde B representa la componente z del vector de onda y w es la frecuencia angular. En este
contexto, se considera que la onda electromagnética se propaga en el plano XZ. Ademas, se hace
la suposicion de que el campo electromagnético puede tener dos tipos de polarizacion:
polarizacién s, en la cual el campo eléctrico es paralelo al eje y, y polarizacién p o TE, en la cual
el campo magnético es paralelo al eje y.

La descripcion del campo eléctrico E(x) consiste en dos componentes: una onda viajera que se
desplaza hacia la derecha y otra que lo hace hacia la izquierda (Cardenas Hernandez, 2012). Esta
descripcién puede expresarse de la siguiente manera:

E(x) = R exp(—ikyx) + L exp(ik,x) = A(x) + B(x) (4.5)

Donde R y L son constantes que dependen del medio a través del cual la onda se propaga y
k, es la componente del vector de onda en la direccidn del eje x. Ahora, se puede representar
la amplitud de la onda que viaja hacia la derecha como A(x) y la onda que viaja hacia la izquierda
como B(x).

El campo eléctrico, por tanto, se puede escribir como un vector columna, relacionando ambos

medios:
A4 1 Ay Ay
<B1) =D; D, B, = Dy B, (4.6)
A’ A
,2 _ Pz( 2)
B, B,
Aq 2
= D;D,P. ( )
(Bl) 1 72024,
Asi:
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A A
( 1) = D1‘1D2P2D2‘1D3< 3) (4.7)
3

Los vectores columna representan las amplitudes de la onda en cada capa y estan relacionadas
entre si por el producto consecutivo de matrices 2 x 2. Cada frontera entre medios viene
representada por la matriz dinamica D, y el medio por el cual se propaga la propia onda se
representa por medio de la matriz de propagacion P,. Al multiplicar las matrices dindmicas y de
propagacion se obtiene una matriz 2 x 2, que denominamos matriz de transferencia desde el
medio de n hasta el ns.

Ahora, para para generar un modelo de N capas como el siguiente:

Z A
No § N1 n2 Nna NN [ Ns
Ao |A1] A2 Ani| An| As
Bo | Bil B2 Byl Bn| Bs
>
x0 x1 X2 xN-1 xN X

Figura 4.3: Sistema dieléctrico estratificado multicapa (Cardenas Hernandez, 2012)

La distribuciéon del campo eléctrico vendra descrita por(Cardenas Hernandez, 2012) :

Agexp(—ikox(x — x0)) + By exp(ikox(x — x0)),x <xo
E(x) = Ajexp(—iky(x —x))) + B, exp(iky(x —x))), x4 < x<x, (4.8)
A's exp(—ikgy (x — x5)) + By exp(ikge(x —xy)), 2y < x

Asi, empleando el mismo argumento que anteriormente (Cardenas Hernandez, 2012):

Ay Aq
=D‘1D( ) )
(BO) ° "1\B, (4-9)
A A
( ’) = PlDl‘lDl( “1) 1=123,..,N (4.10)
B Bryq

Donde la capa N + 1 representaria la del medio (s) de la Figura 2, por tanto:
Ay = A

By, = B's.
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Para una polarizacion TE (p), que es la que se ha usado en este trabajo, las matrices dindmicas
(Cardenas Hernandez, 2012) vienen descritas como:

Da=< ! ! ) (4.11)

n;cos8; —n;coso,;

Y las matrices de propagacion (Cardenas Hernandez, 2012):

exp(iKy,1d 0
Py = P(ind) . (4.12)
0 exp(—lK[Z]d)
Y con k) (Cardenas Hernandez, 2012):
k =2£ﬁ2-(n sin 8)?
[z] =2 0 (4.13)

Asi, las amplitudes de las N capas pueden ser escritas como:

(AO):(MM M12) A's (4.14)
B, My, M) \B' '

N
[ [opr
=1

El producto de matrices resultara en el siguiente sistema de ecuaciones:

Asi:

My, M
M= ( 1 12) = Dyt Dy (4.15)

M21 MZZ

Ag = M1 A's + My, B
BO = MZlA,S + MZZB,S (4.16)

Al no haber ninguna onda electromagnética que se desplace desde el medio dieléctrico hacia el
sistema, B’ =0vy:

Ap = M11A’s
By = My, A’ (4.17)

Asi, la relacidon de reflectancia (la razén entre amplitud de onda incidente y de onda reflejada)
gue nos interesa para este trabajo queda como (Cardenas Hernandez, 2012):

r= =
Ao My,

(4.18)

Este el fundamento tedrico de la funcién desarrollada en Matlab TMM_function (Anejo A), que,
al alimentar con un vector con los indices de refraccion de cada capa, el espesor de cada capay
la longitud de onda y el angulo de la luz incidente, devuelve el perfil de reflectancia en
polarizacién TE del sistema.

A continuacién, algunos ejemplos de espectro de reflectancia para distintas combinaciones de
indices de refraccidon con un barrido de longitud de onda desde 200 nm hasta 1000 nm, un
angulo de incidencia de 0° y un espesor de capa intermedia de 400 nm.
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4.1.1 Resultados Ejemplo 1

Para una estructura de sensado como se presenta en la siguiente esquematizacion:

Luz
incidente

Reflectancia

Figura 4.4: Esquematizacion de los ejemplos

d=400nm

Se han proporcionado los siguientes valores de indice de refraccion para obtener el perfil de

reflectancia:

Medio 1 ng 1.000
Medio 2 n, 1.333
Medio 3 ns 3.931

Tabla 4.1: indices de refraccion para el Ejemplo 1
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200 Jug 400 e BaC 0 Bou Ela) ong
Longitud de enda inm}

Figura 4.5: Perfil de reflectancia para el Ejemplo 1 obtenido a través de la funcion TMM_function

4.1.2 Resultados Ejemplo 2

Medio 1 ny 1.000
Medio 2 n, 2.000
Medio 3 ns 3.931

Tabla 4.2: indices de refraccion para el Ejemplo 2

”:'\f 1 f\\ #f'ﬁ\ fff/\\\ / o \
oy
\ ’ Fo \
’ B \ . \\
A
TR
A IR \ \
/ \ \ v
L /A \/ |

00 300 400 B a0 00 800 El 1000

Longitad do andn (nm)

Figura 4.6: Perfil de reflectancia para el Ejemplo 2 obtenido a través de la funcion TMM_function

Como se pude apreciar en los ejemplos anteriores, al incrementar el indice de refraccién tanto
las interferencias constructivas como las destructivas se producen a longitudes de onda
mayores, provocando un efecto de ‘deslizamiento’ o ‘desplazamiento’ del espectro de
reflectividad, proporcional a los cambios en el indice de refraccion.
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4.2 indice de refracciéon efectivo de la capa

A pesar de haber conseguido el espectro de reflectancia del sistema, cabe tener en cuenta que
la estructura dptica que se emplea para el sensado es porosa, por lo que se ha desarrollado una
funcién capaz de devolver el valor del indice de refraccion efectivo de la capa.

Al tratarse de una configuracién porosa, su constitucion se divide en un porcentaje de poros y
en una matriz sélida, por tanto, el indice de refraccion del material en cuestidn no seria fiel a la
realidad fisica de la estructura si no se consideran estas cavidades. Es por esto, que se ha
generado la funcién effectiveN_fuction_vector (Anejo A), cuyo desarrollo se detalla en esta
seccion.

Figura 4.7: Imagen tomada por microscopia electrdnica de barrido de
una estructura multicapa de TiO2 poroso (Ortiz de Zarate et al., 2022)

Como el indice de refraccion de un material se puede expresar en funcién de la permitividad y
la permeabilidad relativas (Beléndez, 2000):

n=.€el (4.19)

Para la mayoria de las sustancias que transmiten ondas electromagnéticas, u,, = 1 (Beléndez,
2000). Por lo que el indice de refraccion y la permitividad relativa se pueden describir por medio
de la relacién de Maxwell:

n=./e (4.20)

Por tanto, a partir de la expresion anterior podemos conocer el indice de refraccién, ya que la
permitividad viene descrita por la propuesta de Bruggeman (Humlicek, 2013):

€p—Eesr €a—Cesr
fe s (1- I
Ep+ 2 Egpy €at2 Eepf
Que se resuelve por medio de la siguiente ecuacién cuadratica (Humlicek, 2013):

=0 (4.21)

2 ngf"'eeff [(Bf —2) €4+ (1 —3f) €,] —€4€,=0 (4.22)
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Siendo f la fraccién volumétrica, €.¢f la permitividad efectivay €, y €, las permitividades del
material de la matriz sélida y del material que ocupa el interior de los poros.

Por lo tanto, a través de la funcidn effectiveN_fuction_vector, es posible conocer el valor del
indice de refraccion efectivo, introduciendo la fraccion volumétrica de poros (f) y la
permitividad de ambos materiales (€, y €;,) hallando las raices de la ecuacién cuadrética y
despejando nsr (el indice de refraccion efectivo).

4.3 Seguimiento de maximos y minimos

Una vez conocido el indice de refraccion efectivo de la capa de interés (que en este caso sera la
capa intermedia compuesta por TiO,), por medio de la funcidn generatePlotsOverlay (Anejo A),
es posible obtener un overlay de los perfiles de reflectancia de distintos sistemas.

Esto es interesante ya que el objetivo principal del modelo es estudiar cémo se ‘desplaza’ el
espectro de reflectancia al producirse cambios en el indice de refracciéon y determinar la
sensibilidad. Por lo tanto, gracias a esta funcidn, se puede conseguir la evolucion del sistema al
fluir distintas sustancias a través de la estructura dptica. Ademads, también permite obtener
distintos outcomes para distintas condiciones, por ejemplo, para distintas porosidades y
espesores de capa.

A la funcién generatePlotsOverlay se le introducen dos vectores de indices de refraccion
(n_vectorl y n_vector2), ambos representan el valor del indice de refraccion de la capa de
interés antes y después de fluir una sustancia en concreto, también se alimenta a la funcién con
un vector de espesores de capa con tal de conocer el perfil electromagnético segun las
caracteristicas geométricas de distintas muestras, el rango de longitudes de onda del estudio y
el angulo de incidencia de la luz.

Por ejemplo, para los siguientes casos, se considera un barrido de longitud de onda desde los
200 nm hasta los 1000 nm y una capa de TiO; con una porosidad del 50%:

AIRE DIW DIW
SILICIO SILICIO

Figura 4.8: Esquematizacion del caso. A la izquierda el sistema AIRE antes de fluir agua ultrapura (DIW), a la derecha
el sistema AGUA, tras fluir a través de la estructura porosa de TIO2

pag. 32



4.3.1 Resultados Ejemplo 3

Sistema AIRE Sistema AGUA
ny 1 1.333
n, 1.727 1.915
n3 3.931 3.931
Espesores de capa (nm) 400 500 600 700
Angulo de incidencia (°) 0

Tabla 4.3: Tabla de pardmetros del Ejemplo 3, donde ni, n y nzson los indices de refraccion efectivos de cada capa

Espesor = 400 nm | n_ectort =3 | n_ector2 = 3 Espesor = 500 nm | n_ectord =3 | n ector2 = 3

04 04 T
. . Sisterna AIRE . Sistema AIRE
& TN Sistema AGUA -3 Sistema AGUA
\ - "
\ / \
\
\ N\
N N\
N . N
v
| N
[ o VN
i
“I "‘ / N\ . B
| [ NN Ve
] S
0 . f . . . . f .
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 800 700 800 900 1000

Longitud de onda Longitud de onda

Espesor = 600 nm | nveclor1 =3 nveclnrz =3 Espesor =700 nm | nveclnr1 =3] nvecmrz =3

Sistema AIRE

Sistema AIRE
035 ) [ Sistema AGUA Sistema AGUA
o3 | I
025 “‘ [
(1 ,
= DZF”“""\W ,"‘
0.15 nl [
Il
ittt
DUBW { || 4 X ‘\1 y
L L L L 0 L 1 L L N
S0 w0 w0 s w70 @0 w0 1000 200 300 400 500 €00 700 800 80 1000

Longitud de onda Longitud de onda

Figura 4.9: Resultado de los perfiles de reflectancia y su desplazamiento de la muestra (longitud de onda en nm) antes
(Sistema AIRE) y después (Sistema AGUA) de fluir DIW para cada uno de los espesores de capa

Como se puede observar en la figura anterior, el modelo devuelve la superposicion de la

reflectancia de ambos sistemas, permitiendo el seguimiento de los minimos y los maximos del

espectro, que seran valores de monitoreo clave a la hora de determinar la sensibilidad de un
sistema con unos parametros concretos.
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4.3.2 Resultados Ejemplo 4

Sistema AIRE Sistema AGUA
ny 1 1.333
n, 1.727 1.915
n3 3.931 3.931
Espesores de capa (nm) 400 500 600 700
Angulo de incidencia (°) 33

Tabla 4.4: Tabla de parametros del Ejemplo 4, donde n1, n2 y n3 son los indices de refraccion efectivos de cada capa

Espesor =400 nm | nveclnr1 =3 nveclur2 =3 Espesor = 500 nm | nveclcr1 =3 nveclnrz =3
T T ' T T 0.4 ' ! T ' T
N Sisterna AIRE o Sistema AIRE
/ \ Sistema AGUA | 0.35 Sistema AGUA|
\ ] / \
N 1 0.25 e AN
Y A AN o \\
/ \ N\ & 02 \
R 0.45 11|
A 01 g
0.05 uh
0 — 0 c
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda Longitud de onda
Espesor = 600 nm | nectort = 3] nector2 =3 Espesor = 700 nm | n ector! =3 | nector2 =3
0.4 0.4
prof -~ Sistera AIRE |-
035 F I i "wl / \‘ Sistema AGUA | | 035
nﬂ |‘ ‘l I /o 0.3
0.25 | ‘ | 0.25
o | | ’ “ o
& | | g ooz
\ i =
J \ I 0.15
041 M“ “\ a 0.1
0.05 Iu [l ‘u'l, "l‘ \f 0.06
0 L L 1 L L 0 L 1 h L =
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Longitud de onda Longitud de onda

Figura 4.10: Resultado de los perfiles de reflectancia y su desplazamiento de la muestra (longitud de onda en nm) antes
(Sistema AIRE) y después (Sistema AGUA) de fluir DIW para cada uno de los espesores de capa

4.4 Sensibilidad

La funcién Sensitivity (Anejo A) evalla la sensibilidad de una capa mediante la manipulacion de
distintos medios de muestra. En el siguiente ejemplo se considera la introduccidn secuencial de
agua, agua con etanol (EtOH) al 5%, nuevamente agua vy, por ultimo, agua con etanol (EtOH) al
10%.

El objetivo fundamental de esta funcidn es estimar y visualizar la sensibilidad inherente de la
capa en estudio segun su espesor. Para lograrlo, la funcidn calcula las respuestas reflectivas con
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un angulo de incidencia de 33° para dos casos distintos: etanol al 5% en y etanol al 10% (Sistemas
DIW + delta) en comparacidn cada uno con agua (Sistema DIW).

Se puede visualizar con mayor facilidad el estudio de la sensibilidad en el siguiente diagrama:

DIW ' DIW +delta:
Disolucién 1 f 1
TI0: — TIO: —8 \
SILICIO SILICIO
S muestra
DIW DIW + delta
Disolucion 2 : /
TI0: —— TIO: —>
SILICIO SILICIO

Figura 4.11: Diagrama del proceso de obtencion de sensibilidad para cada espesor

Como se puede apreciar en la Figura 5.11, el perfil obtenido al fluir agua se desplaza muy
ligeramente (en la gréfica es practicamente imperceptible) al fluir agua con etanol al 5%. Por
tanto, se puede hacer un seguimiento de los mdximos o los minimos de la reflectancia para los
dos estados, agua y agua mas etanol al 5 %.

Espesor = 400 nm | nveclor1 =1] nvel:tum =1 Espesor =500 nm | nvel:v.or1 =1] nvectorz =1
0.3 T T T T 0.3 T T T T
Sistema DIW e Sistema DIW
/,/ Sistema DIW+delta | | 0.25 - g \\ Sistema DIVy+delta | |
02| N |
\“‘
b BELRERS / \‘ ]
= / AN i
g o1k / V“n\‘ ye
y "
1 0.05 - k\ / \ / -
A S
0 . . . . 0 . . , .
500 550 600 650 700 750 800 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Espesor = 600 nm | nector1 =1 | nector2 =1 Espesor =700 nm | nector1=1 | nector2 =1
0.3 T T T T 0.3 T T T
— Sistema DIW — Sistema DIW
025 yd \ Sistema DIV +delta | | 7N Sistema DIW+delta | |
7 N
/! N\ AN \\
/ % \ A
‘%.Y
/ h 1 \
{ A , Y
i Y ] Y
I % / \
0.05 - \\“‘ 4 1 \uh P
0 . . . . o . . . .
500 550 600 650 700 750 800 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de enda (nm) Longitud de onda (nm)
| NS | NS ~ |
Figura 4.12: Perfiles de reflectancia del Sistema DIW + delta (agua con etanol al 10%) frente al Sistema DIW (agua

ultrapura)

Lo mismo sucede, aunque en mayor medida, al fluir agua con etanol al 10 %. En la figura
siguiente se superponen el espectro de reflectancia al fluir agua (Sistema DIW) y al fluir la
disolucién con etanol (Sistema DIW + delta)Figura 4.12: Perfiles de reflectancia del Sistema DIW
+ delta (agua con etanol al 5%) frente al Sistema DIW (agua ultrapura)

pag. 35



La funcidn halla los maximos (aunque también se pueden considerar los minimos) por medio de
la herramienta findpeaks, que, barriendo los valores de cada uno de los perfiles de reflectancia,
genera un vector con los valores de los picos y su localizacién.

Al tratarse de desplazamientos tan suaves, realmente no se pierde la correspondencia entre
maximos, es decir, la variacidon de longitud de onda que se produce al fluir el Sistema DIW vy el
Sistema DIW + delta es minuscula. Por tanto, todos aquellos maximos que se encuentran en el
perfil del Sistema DIW, aparecen en el del Sistema DIW + delta levemente trasladados.

La seleccion del maximo se define en términos del valor mas elevado, lo que proporciona una
indicacidn clara de la sensibilidad mas prominente. La inclinacién por esta aproximacioén se
fundamenta en el objetivo de obtener la representacion mds robusta del espectro de
sensibilidad para cada uno de los espesores considerados.

Una vez localizada la longitud de onda de los maximos de los dos perfiles, la funcién calcula la
diferencia absoluta entre ambos, asi como la variacion del indice de refraccidn producida de
pasar del Sistema DIW al Sistema DIW + delta en los dos casos (de agua a etanol 5 % y de agua
a etanol 10 %) y se representan los valores obtenidos para cada una de las densidades en un
scatter plot.

Espesor = 400 nm Espesor = 500 nm
#  Sensibilidad 2 *  Sensibilidad
s
15F
— 15 —
£ ’ £ ‘
1
3 - 3
05 051
0 L L . 0 . .
2 25 3 35 4 4.5 5 2 25 3 a5 4 45 5
An 102 An 107
Espesor = 600 nm Espesor = 700 nm
2+
#  Sensibilidad *  Sensibilidad
15+ 16
E E
05 05 "
0 [ !
2 25 3 35 4 45 5 2 25 3 4 45 5
An <10 An «10°3

Figura 4.13: Representacion de la variacion de longitud de onda frente a la variacion del indice de refraccion para
cada uno de los espesores.

En la figura anterior aparecen representados los valores de sensibilidad para cada caso (agua a
etanol al 5% y agua a etanol al 10 %) en cada uno de los espesores.
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Ahora, para lograr la sensibilidad correspondiente a cada espesor, se calcula la variacién de Ia
longitud de onda del etanol 5 % a etanol 10 % entre la variacion del indice de refraccién
correspondiente entre ambos estados y los valores de sensibilidad se representan en un scatter
plot frente a los valores de espesor de capa.

Sensibilidad

220}

S=(nmiRIU)

180 |
170}

10l 1 1 L 1 1 1
350 400 450 500 550 800 650 700 750
Espesor (nm)

Figura 4.14: Representacion grdfica de los valores de sensibilidad para cada uno de los espesores de capa.

Los resultados alumbrados por medio de la funcién Sensitivity parecen indicar que, para capas
de espesor igual a 700 nm, la sensibilidad es la menos alta.

S =AA/An (4.1)
Los espesores que presentan mejores resultados son 400 nm y 500 nm, parece légico que sean
los que mayor sensibilidad ofrecen, pues son los que mayor desplazamiento de longitud de onda
experimentan ante cambios en el indice de refraccion.
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Capitulo 5
Resultados del modelo

Con tal de validar el modelo desarrollado, se alimenta con los pardmetros de la tabla anterior
Tabla 5.1 con el objetivo de conocer los valores de sensibilidad seglin el espesor y la porosidad
de la muestra.

Se ha considerado un barrido de longitud de onda desde los 500 nm hasta los 800 nm y el vector
de porosidades:

f=10.30.40.50.60.7]

Que se le suministra a la funcién effectiveN_function_vector con tal de conocer los indices de
refraccion que, en un principio, presentarian las muestras con esa porosidad.

5.1 Resultados para el 30% de porosidad

A B
nq 1.333 1.3354 1.333 1.3379
f n; n; n; n;
0.3 2.1779 2.1786 2.1779 2.1794
0.4 2.0467 2.0478 2.0467 2.0488
ny(f)
0.5 1.9156 1.9169 1.9156 1.9183
0.6 1.7863 1.7879 1.7863 1.7896
0.7 1.6612 1.6631 1.6612 1.6651
n3 3.931 3.931
Espesores de capa (nm) 400 500 600 700
Angulo de incidencia (°) 33

Tabla 5.1: Tabla de pardmetros introducidos
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Espesor = 400 nm Espesor = 500 nm

14 — 14 p— —
+ Sensbiidad * Sensibiidad
12 2
1 1
Toe Tos
£ £
Sos X 0.0049 ERTIS X 0.0049
¥ 0.42 Y04
04 X 0.0024 * 04 X 0.0024 *
Yoz Y0.49
0z - 02 .
o 0
2 25 3 35 4 45 5 2 25 3 35 4 45 5
an w10 an o
Espesor = 600 nm Espesor = 700 nm
— 141 _—
+ _ Sensibiidad +  Sensibiidad
12 —_— ———
12-
1 i
T8 53
= = ;
S 08 X 0.0049 08~ Koo
T 044
04 X 0.0024 . 04} X 0.0024
Yois Y0.22
02 . 02 .
0 0
2 25 3 15 4 45 5 2 25 3 35 4 45 5
an 107 an 0

Figura 5.1: Variacion de longitud de onda frente a variacion del indice de refraccion para cada espesor con un 30 %

de porosidad
200 Sensibilidad
X700
Y 198.4
195
X 400

190 Y 188.8
. 188
2
x
£
O‘TJ’

180

X 500
Y 176.8
178
X 600
Y170
170 .
165 1 1 I I I I J
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Esposor {nm)

Figura 5.2: Valor de la sensibilidad para cada espesor de capa con un 30 % de porosidad

Para una porosidad del 30%, la muestra presenta la sensibilidad mas elevada para un espesor
de capa de 700 nm con 198.4 nm/RIU. El grosor que peores resultados presenta es el de 600 nm,
esto es porque de las cuatro geometrias, es el que presenta una menor variacién de longitud de
onda ante cambios en el indice de refraccidn.
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5.2 Resultados para el 40% de porosidad

Espesor = 400 nm Espesor = 500 nm
18 % Senshilidad 16 # Sensibilidad
12
- 1 -
B E 1 X 0.0049
£ X 0.0049 = Y073
3 ¥ 0.59 508
05 X 0.0024 06 - fu.noz-t
Y020 04 Y038
02
. I I | | ‘ . L | | ‘ ] |
2 25 3 a5 4 45 5 2 25 3 35 4 4.5 5
an 107 An 107
Espesor = 600 nm 16- Espesor = 700 nm
16 — — 1
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14 4r
12 12r
—_ 1 -1
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Eh Yoss | 5 ¥ 061
0.6 06 -
X 0.0024 X 0.0024
04 Y032 04 Y03
0z 0.2
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Figura 5.3: Variacion de longitud de onda frente a variacion del indice de refraccion para cada espesor con un 40 %
de porosidad
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Figura 5.4: Valor de la sensibilidad para cada espesor de capa con un 40 % de porosidad

En este caso, el espesor que arroja conclusiones mds favorables es el de 500 nm con una

sensibilidad de 328 nm/RIU. De los cuatro posibles espesores, el que refleja el menor nivel de
sensibilidad es el de 400 nm, con un valor de sensibilidad de 262.4 nm/RIU. De nuevo, en la

Figura 18
inferior a

se puede constatar que la diferencia entre los valores obtenidos para 400 nm es
la del resto de espesores.
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5.3 Resultados para el 50% de porosidad
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Figura 5.5: Variacion de longitud de onda frente a variacion del indice de refraccion para cada espesor con un 50 %
de porosidad
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Figura 5.6: Valor de la sensibilidad para cada espesor de capa con un 50 % de porosidad

El desempefio mas acertado se corresponde con un espesor de capa de 400 nm, para el que se
obtiene una sensibilidad de 231.6 nm/RIU, seguido por los 500 nm y los 600 nhm con 192.8
nm/RIU y 173.7 nm/RIU respectivamente. Los resultados mas desfavorables son los obtenidos
para un espesor de capa de 700 nm, efectivamente la variacion de la longitud de onda para un
espesor de 700 nm es de 0.405 nm, inferior al desplazamiento observado en los otros tres casos.

La Figura 21, en la que aparecen representadas, las distintas sensibilidades para los distintos
espesores de capa, parece describir una funcién de tendencia exponencial negativa a media que
se aumenta el grosor de la muestra.
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5.4 Resultados para el 60% de porosidad
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Figura 5.7: Variacion de longitud de onda frente a variacion del indice de refraccion para cada espesor con un 60 %

de porosidad
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Figura 5.8: Valor de la sensibilidad para cada espesor de capa con un 60 % de porosidad

El rendimiento mds preciso se observa cuando el espesor de la capa es de 400 nm, lo que
proporciona una sensibilidad de 284.4 nm/RIU. Le siguen en orden los espesores de 700 nm y
500 nm, con sensibilidades de 148.4 nm/RIU y 236.8 nm/RIU, respectivamente. Por otro lado,
los resultados menos favorables se obtienen cuando el espesor de la capa es de 600 nm. De
hecho, en este caso, la variacion en la longitud de onda es de tan solo 1.078 nm, siendo inferior
al desplazamiento observado en los otros tres escenarios, lo que conlleva una sensibilidad de

213.2 nm/RIU.
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5.5 Resultados para el 70% de porosidad
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Figura 5.9: Variacion de longitud de onda frente a variacion del indice de refraccion para cada espesor con un 70 %

de porosidad
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Figura 5.10: Valor de la sensibilidad para cada espesor de capa para un 70 % de porosidad

Para un 70 % de porosidad, la mayor precisién en los resultados se manifiesta al emplear
espesores de capa de 400 nm y 600 nm, lo que conduce a una sensibilidad de 334 nm/RIU, el
hecho de que presenten el mismo valor se debe a que la variacién en la longitud de onda es la
misma para el maximo considerado para 400 nm que para 600nm.

Le siguen en orden los espesores de 700 nm y 500 nm, los cuales generan sensibilidades de
292.4 nm/RIUy 278.8 nm/RIU, respectivamente. Por contraste, los resultados menos favorables
emergen al emplear un espesor de capa de 500 nm. En este contexto especifico, la variacion en
la longitud de onda se reduce a 0.697 nm, mostrandose inferior al desplazamiento observado
en los otros tres casos.
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5.6 Interpretaciones finales

Por ultimo, gracias a los datos de proporcionados por el modelo, es posible representar
los valores obtenidos en un scatter plot, con tal de identificar bajo qué condiciones se
logra una mayor sensibilidad.

Distribucion de sensibilidades finales

350

330 334 334
_.310
o]
~ 290 292.4
p—g
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~
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L2l 192.8
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Figura 5.11: Sensibilidades segun el porcentaje de porosidad y es espesor de la capa

Para el conjunto de porosidades, las que parecen presentar un mejor desempefio son las
porosidades del 70 % y del 40 %, mientras que las porosidades del 30 % y del 50% son las
responsables de los valores mas bajos de sensibilidad.

En un principio, los resultados podrian indicar que las combinaciones que mayor sensibilidad
presentan (334 nm/RIU) son porosidad del 70 % con un espesor de capa de 400 nm, o bien, con
un espesor de 500 nm. Por su parte, el conjunto de variables que alumbra el menor valor de
sensibilidad (162 nm/RIU) seria una porosidad del 50 % combinada con un grosor de capa de
700 nm.

Sin embargo, cabe tener en cuenta que al aumentar la porosidad deberia, a su vez, aumentar la
sensibilidad, pues hay un mayor porcentaje de volumen que cambiara de indice de refraccion,
por lo que el cambio en el indice efectivo sera mayor. Al aumentar la porosidad, el espectro se
desplaza hacia longitudes de onda inferiores, sin embargo, hay mas sensibilidad pues al contar
con poros, se da mas volumen ‘vacio’ de la matriz porosa, zonas en las que se produciria el
reconocimiento molecular.

La posicidn de los maximos y de los minimos en el espectro de reflectancia varia en funcién del
espesor de le capa, es decir si se hace el seguimiento de un Unico lébulo, para espesores
determinados, su maximo/minimo se encontrard en valores de longitud de onda inferiores y
para otros espesores se encontrara en valores superiores y esto afectarad al valor de la
sensibilidad. Sin embargo, esto no significa que la capa realmente sea mas sensible, sino que se
debe al desplazamiento del I6bulo a valores de longitud de onda mas elevados. Como se ha
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sefialado con anterioridad, la sensibilidad de la estructura serd mayor si se trabaja a longitudes
de onda superiores, sin embargo, esto no implica necesariamente que la estructura sea mas
sensible.

Segun lo anteriormente mencionado, el enfoque mds oportuno seria una representacion 3D de
los I6bulos para comprobar que se estd siguiendo al mismo Iébulo o, de alguna manera, que la
funcion fuese capaz de devolver la sensibilidad etiquetada con la longitud de onda del I6bulo
en cuestion, de tal forma, que al comparar porosidades no se cometen errores por
desplazamientos del I6bulo en la longitud de onda.
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IV

Evaluaciéon experimental
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Capitulo 6
Método de sensado

Para los experimentos de este trabajo se ha llevado a cabo un sensado dinamico, que consiste
en el flujo de las distintas preparaciones de biofuncionalizacién, asi como las disoluciones de
interés para la biodeteccidn, este tipo de sensado recibe el nombre de flowing experiment.

Como se puede apreciar en la Figura 11.1, el tubo de entrada de la celda microfluidica se
introduce en las distintas disoluciones vy, gracias al efecto de succién de la bomba, circulan a
través de la muestra hasta acabar en la jeringuilla. Al mismo tiempo, la sefial recogida por el
espectrometro se refleja en el equipo de visualizacién.

L]
i
o 1
] L]
Espectrémetro ‘ Lampara :
halégena de .
) tungsteno
Fibras 6pticas | //
Y/ ——
= _ P s Equipo de
I — visualizacion
Celda =
microfluidica
Bomba de
extraccién de
volumenes Disolucién

Figura 6.1: Diagrama del método de sensado
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6.1 Procedimiento para muestras funcionalizadas por

flujo
En este bloque se siguié proceso de flujo que se detalla a continuacion:
Etapa de flujo Disolucion Tiempo (min)

Etapa 1 MES 0.1M 15
Etapa 2 Proteina AG 30
Etapa 3 MES 0.1m 15
Etapa 4 PBS 1X 20
Etapa 5 a-Gliadina 30
Etapa 6 PBS 1X 15
Etapa 7 Caseina + PBS 30
Etapa 8 Gliadina al 6% de EtOH 30
Etapa 9 PBS 1X 15

Tabla 6.1: Proceso sequido durante los experimentos funcionalizados por flujo

Se hicieron tres experimentos de sensado, para cada uno de los cuales se calibré el equipo con
un espejo de aluminio. Tras concluir el ciclo de sensado en las tres muestras sometidas a la
funcionalizacidon mediante el proceso de flujo, se procedio al analisis de los datos resultantes de
las tres mediciones realizadas. El objetivo principal fue discernir patrones emergentes y
alteraciones significativas en las propiedades evaluadas

6.2 Procedimiento para muestras funcionalizadas por

incubacion

Para las muestras funcionalizadas por incubacidn se hizo un total de nueve sensados, calibrando
el equipo de la misma forma que se indica en el apartado anterior y siguiendo el siguiente

dindmica:
Etapa de flujo Disolucion Tiempo (min)
Etapa 1 Caseina + PBS 1X 30
Etapa 2 Gliadina al 6% de EtOH 30
Etapa 3 PBS 1X 30

Tabla 6.2: Proceso de flujo seguido durante los experimentos funcionalizados por incubacion

Posterior a los procesos de sensado, se procedio a analizar los resultados obtenidos de las nueve
instancias de sensado en las muestras funcionalizadas por incubaciéon. Los datos recopilados
fueron evaluados con el propdsito de identificar tendencias, relaciones y cambios significativos

en las propiedades medidas.
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Capitulo 7
Materiales

En esta seccion, se detallard el enfoque metodoldgico empleado para llevar a cabo el presente
estudio. A lo largo del capitulo, se describirdan en detalle los componentes cruciales que
conformaron la base de la evaluacidon experimental, especificando los materiales y los
procedimientos empleados.

7.1 Capas porosas de TiO,

Las muestras empleadas con las que se han llevado cabo los distintos sensados han sido
proporcionadas por el Centro de Tecnologia Nanofoténica de la Universitat Politecnica de
Valéncia y cuyo proceso de sintesis es el siguiente:

Las muestras han sido fabricadas por medio de la sintesis de una solucion homogénea de TiO..
Previo a la aplicacidn de cualquier capa de TiO; mesoporoso, se procedié a una limpieza de los
sustratos de silicio. Este proceso incluyé tres enjuagues consecutivos utilizando acetona,
isopropanol y agua desionizada, seguidos por un paso de secado mediante un flujo de gas
nitrégeno. Posteriormente, se empled una maquina de deposicién por giro EVG101 ubicada en
un ambiente de sala limpia clase 100 para depositar uniformemente el sol envejecido sobre los
sustratos. La velocidad de giro se fijé en 3000 rpm durante 15 segundos (a una temperatura de
20 °C y una humedad relativa del 45%) (Ortiz de Zarate et al., 2022b).

Acto seguido, se aplicé un proceso de envejecimiento durante la noche a temperatura ambiente
bajo una humedad relativa del 60% a las capas obtenidas, paso crucial para lograr la
mesoestructuracion de las capas de manera eficiente. Las capas de TiO2 mesoporoso se
fabricaron posteriormente mediante un tratamiento térmico, cuyo propdsito fue mejorar la
resistencia mecdanica y térmica de las capas y eliminar el surfactante organico. Este proceso
condujo a la formacidn de capas mesoporosas de alta uniformidad (Ortiz de Zarate et al., 2022b).

La etapa de calcinacion se llevd a cabo en un horno en presencia de aire, consistié en un
aumento gradual de la temperatura hasta llegar a 300 °C a una velocidad de 1 °C por minuto.
Esta etapa permitié un mayor entrelazado de la titania y asegurd una completa degradacién
térmica de la plantilla utilizada para estructurar los poros. Este proceso culminé en la obtencion
exitosa de capas de TiO2 mesoporoso, caracterizadas por su estructura uniforme, mayor
resistencia mecanica y térmica (Ortiz de Zarate et al., 2022b).
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Figura 7.1: Imdgenes HRFESEM de capas de TiO2 mesoporoso fabricadas con plantilla P123, vista superior de una
monocapa (Ortiz de Zarate et al., 2022b)

7.2 Plataforma dptica de medida

Los perfiles de reflectancia se midieron en la siguiente estructura de sensado:

Soporte para muestra

Figura 7.2: Plataforma dptica de sensado. (A) Vista de perfil de la plataforma donde se puede apreciar la estructura
que sujeta los brazos de fibra optica. (B) Primer plano de la luz incidiendo sobre la muestra

La luz es generada por una lampara de haldgena de tungsteno (HL-2000 de Ocean Optics), viaja
por la fibra éptica e incide sobre la muestra atravesando el colimador. La luz reflejada por la
muestra, es decir la informacion de interés para el estudio, es recogida por la otra fibra éptica y
viaja a través de ella hasta llegar al espectrémetro (Flame T spectrometer de Ocean Optics); este
es el encargado de grabar los resultados de la reflectividad y de proporcionar el espectro
correspondiente a tiempo real.
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Figura 7.3: (A) Lampara halégena de tungsteno (HL-2000 de Ocean Optics). (B) Espectrémetro (Flame T
spectrometer de Ocean Optics)

7.3 Bomba de extraccion de volumenes

Con tal de fluir las disoluciones del experimento a través de la muestra es necesario generar un
efecto de succién, para lo que se empled una bomba de extraccidn de volimenes que genera
presion negativa por medio de una jeringuilla que provoca que la sustancia fluya a través de los
canales de la celda microfluidica, ocupando la estructura porosa de la muestra.

(A) & =7 4

Jeringuilla

Figura 7.4: (A) Bomba de extraccion de volumenes empleada en los experimentos. (B) Close-up de la jeringuilla de la
bomba de extraccion
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7.4 Celda microfluidica

La celda microfluidica se compone de una cubierta de Polimetilmetacrilato (PMMA), que se
adhiere a la muestra deseada mediante adhesivo de doble cara. La parte con mayor reflectividad
se posiciona precisamente sobre los dos orificios dispuestos en la celda, los cuales actian como
canales para el flujo de las disoluciones. En inglés, estos canales por los que fluyen las sustancias
se conocen como "flowing channels" (ver Figura 7.5).

De estos canales emergen dos tubos: uno para la entrada de las disoluciones que se utilizan en
el proceso de sensado, y otro para la salida hacia una jeringa ubicada en la bomba de extraccion
de volumenes.

Para garantizar una mayor estabilidad, se emplean imanes para sujetar esta cdmara a una placa,
la cual puede ser fijada a una base inmovil. Esto permite focalizar la luz y prevenir interferencias
debidas a movimientos involuntarios o posibles inconvenientes que puedan surgir (Figura 9.5).

-

Cubierta de Celda
Muestra PMMA microfluidica
Flowin
Channel
Canal de 2 B Canal de w
entrada Bl salida Imanes de
neodimio

Figura 7.5: (A) Celda microfluidica. (B) Placa de sujecion para la muestra
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Capitulo 8
Preparacion de disoluciones

Para la funcionalizacién de las muestras se buscé el siguiente objetivo:

Gliadina

Anticuerpo

@ @ @ @ QQQQ Proteina AG

Figura 8.1: Esquematizacion de la funcionalizacién de la muestra

La funcidn de la proteina AG es actuar como capa intermedia con tal de que el anticuerpo (a-
Gliadina) quede correctamente orientado para propiciar el evento de reconocimiento
molecular.

8.1 Funcionalizacion de las muestras

En cuanto a la funcionalizacién de la superficie, se llevd a cabo por medio de adsorcién fisica,
proceso mediante el cual se modifican las superficies de los materiales o sustratos al unir
moléculas o grupos quimicos especificos a través de interacciones no covalentes, como fuerzas
de Van der Waals, enlaces de hidrégeno o interacciones electrostaticas (Estupifidan Duran, 2014).
En el contexto de la deteccidn biosensorial, la funcionalizacion por adsorcién fisica se utiliza para
unir sondas moleculares o biomoléculas especificas a la superficie del sensor. Estas sondas son
capaces de interactuar selectivamente con los analitos (moléculas objetivo) y, por lo tanto,
permiten la deteccion de esas moléculas especificas en una muestra.

Como se ha indicado con anterioridad, el bloque experimental se divide en dos secciones segun
el método de funcionalizacién de las muestras: funcionalizacién mediante flujo y
funcionalizacion por incubacidon. En este apartado se detallaran las preparaciones que se
Ilevaron a cabo para cada uno de los enfoques.
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8.1.1 Disoluciones para funcionalizacion por flujo

La funcionalizacién de la superficie por flujo consiste en la circulacién de la disolucion que se
desea depositar en la superficie de la muestra por un periodo determinada de tiempo, es decir,
se trata de un proceso dindmico pues se da una corriente de disolucién durante el asentamiento
de la especie quimica. El objetivo principal de la funcionalizacién por flujo es el seguimiento de
cada una de la etapas experimentales, se trata de un proceso lento, laborioso y que solo se

puede hacer con una Unica muestra.

Para los experimentos de funcionalizacién por flujo se prepararon las siguientes soluciones:

Disolucion Composicion Volumen total
0.2132 gde 1000 pL de
MES 1M MES DIW 1mL
150 uL de 1500 plL de
MES 0.1M MES 1M DIW 1.5mL
, 26 pL de 1275 plL de
1. L
Proteina AG proteinaAG | MES0.1M 3m
100 plL de 1000 plL de
PBS 1X PBS 10X DIW 1.1mL
, 250 uL de 750 uL de
Caseina + PBS Caseina PBS 1X 1mL
- . 28 L de a- 980 uL de
a-Gliadina (anticuerpo) Gliadina PBS 1X 1.008 mL
1 mgde 700 ut jg(l):’gls-
Gliadina al 70% EtOH me de 1mL
gliadina +
EtOH ,
Caseina
20 uL
de(lj:):se 48 L 93dZeuL
Gliadina al 6% EtOH L de , ImL
Gliadina EtOH Caseina
EtOH al +PBS 1X
70%

Tabla 8.1: Conjunto de disoluciones preparadas para la funcionalizacion por flujo, asi como su composicion

p

/
\J
Figura 8.2: Gliadina comercial empleada para los experimentos de este estudio
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8.1.2 Disoluciones para funcionalizacion por incubacion

Para llevar a cabo la funcionalizacién por incubacién, se elaboraron preparaciones con las

siguientes concentraciones:

Proteina AG
[AG]: [AG]> [AG];
200 pg/mL 50 pg/mL 12.5 pg/mL

Tabla 8.2: Concentraciones de las disoluciones de proteina AG empleadas para la funcionalizacién por incubacion

a-Gliadina
[Ab] [Ab]> [Ab]s
200 pg/mL 50 pg/mL 12.5 pg/mL

Tabla 8.3: Concentraciones de las disoluciones de a-Gliadina empleadas para la funcionalizacion por incubacion

La matriz de muestras se funcionalizo segln las siguientes combinaciones:

[AG]«

[Ab]: 1-1
[Ab]: 2-1
[Ab]s 3-1

[AG]2

1-2

2-2

3-2

[AG]s

1-3

2-3

3-3

Figura 8.3: Esquematizacion de la matriz de combinaciones para la funcionalizacion por incubacion

Se prepard también para las pruebas de sensado Gliadina al 6% de Etanol, pero esta vez a una

concentracién de 10pg/mL.

Para esta funcionalizacién el procedimiento consistié en lo siguiente:

Compuesto

Tiempo

Proteina AG

2h

Enjuague con agua y secado con aire comprimido

a-Gliadina

2h

Tabla 8.4: Método de funcionalizacion por incubacion
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Figura 8.4: Matriz de muestras para funcionalizar. (A) Matriz de muestras sin funcionalizar. (B) Muestras cubiertas
por una capa de a-Gliadina sin secar

La funcionalizacién por incubacidn permite la exposicion de las muestras a distintas condiciones,
es mas rapida y la medida solo se hacer para el target que se pretende detectar, en este caso la
Gliadina.
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Capitulo 9
Resultados y discusion

A continuacidn, en este apartado se expondran los resultados obtenidos tras el procesamiento
de los datos recogidos tras cada uno de los experimentos, tanto para el bloque de la
funcionalizacion por flujo, como el bloque de la funcionalizacién por incubacion.

Al fluir las distintas disoluciones en cada una de las etapas, deberian de producirse los
desplazamiento correspondientes en funcidn al indice de refraccién del ciclo que esté fluyendo,
como en el ejemplo de la siguiente figura, en ella se puede apreciar que ante el flujo de distintas
sustancias, el maximo o minimo seleccionada se desplaza mas o menos, en funcién del indice de
refraccion de la sustancia fluida.

a%eth-1 4%eth-2

—~ 1563.7 - E v
: i
% 1563.6 - 2%eth-1 2%eth-2 o%eth-3
$ 15635 ~ N K
L]
= 1563.4
=
% 1563.3
a

1563.2

DW-1 DW-2  pw-3 w4 DIW-5
1563.1 - C
time (min)

Figura 9.1: Evolucion temporal del pico de FP para las diferentes diluciones de etanol en agua destilada (DIW) fluidas
(Garcia-Rupérez et al., 2010)

9.1 Muestras funcionalizadas por flujo

9.1.1 Resultados del Experimento 1

Para el primer experimento se obtuvo el siguiente desplazamiento de longitud de onda a medida
gue se fueron fluyendo las distintas disoluciones, tanto las de la fase de biofuncionaliazacion
como las de biodeteccidn.

En la Figura 9.1, se pueden observar las evoluciones nanométricas de la longitud de onda del
minimo de seguimiento. Los maximos desplazamientos parecen ocurrir durante el flujo de la
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proteina AG, Caseina + PBS 1X y Gliadina, aunque se da un aumento en el desplazamiento
también durante en flujo final de PBS 1X.

En lineas generales, los desplazamientos mas destacados del espectro se producen al inducirse
los cambios mds acusados en el indice de refraccién. El desfase de la curva de desplazamiento
con respecto a las marcas temporales del flujo como puede ser el del PBS 1X, se puede deber
principalmente a que no es un procedimiento binario, el indice de refraccion de la muestra
cambia de manera progresiva a medida que se fluyen las distintas soluciones. Es por esto por lo
que el estado estacionario para cada disolucidn no se alcanza al instante.

Aquellos desplazamientos mds bruscos o acusados que parecen no coincidir con los slots
temporales del flujo de disoluciones son, probablemente, pequeiias burbujas que se han colado
en el sistema microfluidico y que, al ser succionadas por la bomba de extraccidon de voliumenes,
generan un cambio muy rapido de los valores del indice de reafraccién y esto se ve reflejado en
el espectro de reflectancia recogido.
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Figura 9.2: Valores relativos de desplazamiento para el Experimento 1

En cuanto a la funcionalizacién por flujo si que se da un desplazamiento notable cuando se
comienza a fluir la Gliadina, con un desplazamiento neto de alrededor 5.7 nm, indicativo de que
se produce el evento de reconocimiento molecular.
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Figura 9.3: Evolucion del desplazamiento durante el flujo de Gliadina

9.1.2 Resultados del Experimento 2

Para el experimento nimero dos, los resultados no se alinearon con las expectativas. A pesar de
producirse y detectarse desplazamientos en la longitud de onda, se dan cambios nanométricos
bruscos y la seial parece ser inestable, con numerosos picos en varios de los slots de flujo.

Los picos que aparecen en la grafica son desplazamientos de longitud de onda repentinos que,
entre otras cosas, se pueden deber a burbujas o aire en el canal de flujo, generado
modificaciones en el indice de refraccién repentinas.

La anomalia mas destacada es el desplazamiento de la longitud de onda durante en slot de la
Gliadina, puesto que el valor del indice de refraccién deberia ser mds elevado y desplazar el
espectro hacia longitudes de onda superiores al producirse el reconocimiento molecular,
alrededor del mino 170, la curva parece recuperar su baseline y la sefial parece mas estable, sin
tanto ruido y produciéndose el reconocimiento de la Gliadina con un desplazamiento de unos
2.2 nm, sin embargo también es cierto que no se sabe cémo de fiable ha sido la funcionalizacion
anterior. No obstante, si que parece haber un desplazamiento notable durante el flujo de la Anti-
Gliadina pues se dan desplazamientos acusados durante el flujo de la proteina, indicando la
funcionalizacién de la muestra.
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Figura 9.4: Valores relativos del desplazamiento para el Experimento 2
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Figura 9.5: Evolucion del desplazamiento durante el flujo de Gliadina

En la Figura 9.5 se pueden apreciar los desplazamientos propiciados por la Caseina y el
comportamiento inesperado de la Gliadina.

9.1.3 Resultados del Experimento 3

Con respecto a los resultados del Experimento 3, tampoco fueron los previstos. En el marco
experimental general que se puede apreciar el la figura 12.7, se da un descenso abrupto y muy
acusado del registro de desplazamiento coincidiendo con el flujo de PBS 1X.
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Figura 9.6: Desplazamiento de la longitud de onda a lo largo del experimento 3

Con tal de analizar con mayor precision los desplazamientos producidos durante el experimento,
a continuacion, se presenta el gréfico con el eje ajustado a los valores obtenidos a lo largo del
flujo de las distintas disoluciones.

En el Experimento 3, los desplazamientos en las longitudes de onda se ajustan, en grandes
rasgos, a los slots temporales de cada ciclo. Los saltos anédmalos que aparecen en la curva deben
de nuevo por burbujas o aire atrapados en el canal. Aunque durante el flujo de Caseina+PBS 1X
y Gliadina la funcionalizacion parece haber surtido efecto ya que se produce un aumento de los
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valores del desplazmaiento de onda, la onda no toma la forma esperada de ascenso-meseta-
descenso. Por otra parte, durante el flujo de la Anti-Gliadina, se da un movimiento abrupto hacia
longitudes de onda inferiores, es un escalon que precede al resto de resultados del experimento.
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Figura 9.7: Valores relativos del desplazamiento para el Experimento 3

9.2 Muestras funcionalizadas por incubacion

Como se indicd en apartados anteriores, la matriz de biofuncionalizacidn ha sido la siguiente:

[AG]4 [AG): [AG]:
[Ab]: 1-1 1-2 1-3
[Ab]: 2-1 2-2 2-3
[Ab]s 31 3-2 3-3

Figura 9.8: Esquematizacion de la matriz de combinaciones para la funcionalizacion por incubacion
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Se han obtenido los siguientes resultados para cada una de las muestras sometidas al flujo
posterior:
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Figura 9.9: Desplazamiento relativo para cada una de las muestras funcionalizadas mediante incubacion
En la Figura 9.9 se observan datos andmalos para dos de las muestras, concretamente la
Muestra 2-1 y la Muestra 3-1, a continuacidn, se adjuntan sus graficas individuales con tal de
apreciar mejor su evolucién durante el experimento.
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Figura 9.10: Desplazamiento relativo de la Muestra 2-1
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Figura 9.11: Desplazamiento relativo de la Muestra 3-1

Para la Muestra 2-1, los valores de funcionalizacién fueron de 200 pg/mL de proteina AG y 50
pg/mL de a-Gliadina, mientras que la Muestra 3-1 se funcionalizd con 200 pug/mL de proteina
AG también y 12.5 ug/mL de a-Gliadina. Como se puede apreciar en ambas figuras, ninguna se
ajusta a las expectativas experimentales como el resto de las muestras.

Con tal de analizar el comportamiento del resto de las muestras sin que la representacion grafica
se vea influenciada por la escala de los outliers, se presenta a continuacion sin la evolucion del
desplazamiento de la longitud sin la Muestra 2-1 y la Muestra 3-1.

Muestra 1-1
Muestra 1-2
Muestra 1-3

Muestra 2-2

Gliadina

Muestra 2-3

PBS 1X

Muestra 3-2

Muestra 3-3

Caseina+PBS

Desplazamiento {nm)

T (min})

Figura 9.12: Desplazamiento relativo de las muestras sin los outliers

En la figura anterior, destaca el comportamiento de la Muestra 1-1 y la Muestra 2-2, que,
aparentemente, no han tenido una respuesta adecuada frente a la funcionalizacién. La Muestra
1-1 se funcionalizé con una concentracion de proteina AG de 200 pg/mLy una concentracion de
o- Gliadina de 200 pg/mL, mientras que la Muestra 2-2 se funcionalizé con una concentracion
de proteina AG de 50 pug/mLy una concentracion de a- Gliadina de 50 pg/mL.
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Figura 9.13: Desplazamiento relativo de las muestras con mejor respuesta

En la Figura 9.13 es la Muestra 2-3 la que presenta el mayor desplazamiento ante el flujo de la
Gliadina con 1.67 nm, la funcionalizacion de esta muestra fue de una concentracion de 12.5
pg/mL de proteina AG y de 200 pg/mL de anticuerpo de a- Gliadina.

El menor desplazamiento es el de la Muestra 1-2 con un movimiento de 1.1 nm , esta muestra
se funcionalizd con una concentracion de 50 pug/mL de proteina AG y una concentracion de 200
pg/mL de a- Gliadina y de las 5 muestras es la que parece presentar una respuesta mas atenuada
frente al flujo de Gliadina.
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Capitulo 10
Conclusiones

En primer lugar, en cuanto al modelo de Matlab disefiado, es capaz de:

o Obtener el espectro de reflectancia de la muestra a partir del angulo de incidencia,
indice de refraccién y espesor de las capas y el rango de longitud de onda.

o Representar la superposicién espectral de distintos sistemas por medio de graficos con
tal de facilitar la visualizacién del desplazamiento de la longitud de onda.

o Calcular el indice de refraccion efectivo de la capa, conociendo la fraccién volumétrica
del poroy los indices de refraccién de la matriz sélida y del material que ocupa el poro.

o Calcular la sensibilidad de la capa para distintas fracciones volumétricas de poro,
espesores de capa y angulos de incidencia.

En la memoria presentada, se muestran las pruebas experimentales que demuestran que el
sensor dptico responde ante las modificaciones en el indice de refracciéon del flujo, sin embargo,
no se pueden hacer afirmaciones sobre aspectos como la repetitividad o la sensibilidad.

Si bien los resultados obtenidos de los experimentos de las muestras funcionalizadas por flujo
no han sido esclarecedores, pues no se han ajustado a las perspectivas de comportamiento
espectral, una gran parte de las muestras funcionalizadas por incubacidon para distintas
concentraciones de proteina AG y de a-Gliadina si que han mostrado desplazamientos
correspondientes a los flujos de las distintas disoluciones, es decir, tanto la a-Gliadina como la
Gliadina parecen haberse unido en el evento de reconocimiento biomolecular y esto se traduce
en que la Gliadina es una molécula medible por medio de este proceso de sensado.

Como se haindicado con anterioridad, las muestras funcionalizadas por incubacién han arrojado
resultados mds sélidos y constantes, mientras que las muestras funcionalizadas por flujo han
presentado curvas de desplazamiento algo anémalas, en parte debido a la presencia de aire o
burbujas en el canal. También, cabe destacar que tanto la funcionalizacién de las muestras, asi
como el flujo del analito de interés para la funcionalizacién por incubacién supuso un proceso
mas agil y que consumid menos tiempo que la funcionalizacidn por flujo, a pesar de tratarse de
un total de nueve muestras.

Las conclusiones resultantes de este proyecto, que a la vez cumplen con el objetivo general
propuesto son las siguientes:
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Se ha llevado a cabo un el disefio computacional de la sensibilidad de capa de interés,
capaz de caracterizar la muestra sin necesidad de someterla a un estudio experimental.

Se ha cumplido con la propuesta de funcionalizacidn de la superficie de las muestras de
TiO, poroso, tanto por flujo del elemento de reconocimiento, asi como por incubacién.

Los experimentos se han llevado cabo en el laboratorio mediante el método de flowing
experiment y se recogieron los datos experimentales necesarios.

La data ha sido procesada por medio de los programas Ocean Optics Software, Matlab
y Excel.

10.1 Lineas futuras

Todavia queda trabajo por hacer a la hora de evaluar la viabilidad de la aplicacién de los sensores
fotdnicos para la deteccidon de este tipo de analito, algunas de las perspectivas de futuro
derivadas de este trabajo son:

1.

Mejorar el cddigo de sensibilidad, de manera que sea posible hacer un seguimiento de
I6bulos espectrales especificos para distintas porosidades y, asi, llevar a cabo
comparativas entre los distintos parametros en un marco mas fiable.

Ampliar la evaluacién experimental por flujo con tal de determinar si los resultados
obtenidos durante este trabajo se deben a anomalias de la muestra, de cémo se han
preparado la disoluciones o si intervienen mas parametros en la funcionalizacion por
flujo de este tipo de estructuras.

Proponer nuevas combinaciones de proteina AG y anticuerpo en la funcionalizacién por
incubacidn, con tal de hallar aquellas propuestas mas eficientes y de bajo coste.

Disefiar procedimientos de sensado nuevos con tiempos mas reducidos de forma que el
proceso sea lo mas eficaz posible con vistas a una implementacidn industrial.

Evaluar la respuesta y sensibilidad de la deteccion de Gliadina en otro tipo de sensores

Opticos, no necesariamente aquellos basados en el interferometro de Fabry-Pérot y de
este modo estimar el mds competente.
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Capitulo 11

Presupuesto
11.1 Cuadro de mano de obra

Cuadro de mano de cbra

Ham. C go de la mano de obra Precio Horas Total
1 MC.TUT Mano de obra del tutor 31,00 56,50 h 1.751,50
2 MO.IL Mano de obra del Ingeniero de 31,00 6,00 h 186,00
laboratorio
3 MC.IBJ Ingeniero Biomédico Junior 15,00 330,00 h

Tctal manc de cbra:
Figura 11.1: Cuadro de mano de obra

11.2 Cuadro de materiales

Cuadro de mat

mate 1
1 MAT.PIP Pipetas de wvarios volumenes 370,00 4,00u 1.480,00
2 MAT.SET Set-up Aptico 30,00 1,00 u 30,00
3 MES.COceanOpt Licencia Software Ocean Optics 24,30 15,00 u 364,50
4 ME5.LMILE Licencia MATLABR Estédndar Z4,00 65,00 h 1.560,00
5 MAT . GUANT Pack de guantes de latex 13,00 1,00u 13,00
6 MAT.JER Jeringa bomba de extraccidn 10,00 1,00 u 10,00
7 MAT.PINZAS Pinzas para manipular las muestras 2,00 3,00u 6,00
8 MES.PCp Portatil 1,48 78,00 h 113,88
9 MES.PCm Ordenador de =sobremesa 1,15 20,00 h 23,00
10 MES.LO3&5 Licencia de Office 365 0,80 207,00 h 186,30
11 MAT.IMAN Imanes de neodimio 0,50 4,00u 2,00
12 MAT .MUESTR Muestras para el =zensado 0,45 18,00 u g,10
13 MAT.DIS Disoluciones empleadas en 0,14 15,00 u 2,10
senzado
14 MAT.EFF Tubos eppendorf 0,03 100,00 u 3,00
15 MAT.PUNT Puntas de pipeta 0,01 150,00 u 1,50

Total materiales:

Figura 5: Cuadro de materiales
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11.3 Cuadro de maquinaria

Cuadro de maguinaria

Nim. Cédigo Denominacidn de la maguinaria Precio Cantidad Total
1 MAQ.ESP Flame T Spectrometer 0,08 60,00 N 4,80
2 MAQ.BCMER Bomba de extraccidn de voluamenes 0,03 &0,00hR 1,80

Total maguinaria: &, 80
Figura 11.3: Cuadro de maquinaria
11.4 Cuadro de precios unitarios
Cuadro de precios n° 1
Importe
N°® Designacion
En cifra En letra
(Euros) (Euros)
1 Definicién del proyecto
1.1 h Reunidn inicial con el director del TFG 45,00 CUARENTAY SEIS EUROS
1.2 h Reunion planificacion acfividades a realizar 46,00 CUARENTAY SEIS EUROS
2 Investigacion del estado del arte
241 h Investigacion del estado del arte 18,26 DIECIOCHO EUROS CON VEINTISEIS
CENTIMOS
3 Reuniones de seguimiento
31 Reuniones de seguimientos de los resultados T7.00 SETEMNTAY SIETE EUROS
obtenidos
4 Desarrollo de la herramienta
4.1 Obtencion del modelo
411 h Dezarrcllo del codigo 71,46 SETENTAY UN EUROS CON
CUARENTAY SEIS CENTIMOS
412 h Depuracion del codigo 71,46 SETENTAY UN EUROS CON
CUARENTAY SEIS CENTIMOS
5 Estudios de simulacion
51 u Ejecucion de simulaciones 41,61 CUARENTAY UN EUROS CON
SESEMTAY UN CENTIMOS
52 h Interpretacion de los resultados 47 46 CUARENTAY SIETE EUROS CON
CUARENTAY SEIS CENTIMOS
6 Sensados realizados
6.1 u Experimentos de sensado realizados 2488 14 DOS MIL CUATROCIENTOS OCHENTA
¥ OCHO EUROS COM CATORCE
CENTIMOS
7 Procesado e interpretacion de los
resultados
71 h Obtencién de resultados 51,16 OCHENTAY UN EUROS CON
DIECISEIS CENTIMOS
8 Redaccion y defensa
81 h Redaccion de los documentos 15,90 QUINCE EUROS CON NOVENTA
CENTIMOS
32 h Revision y correccion de la memoria 23,65 VEINTITRES EUROQS COM SESENTAY|
CINCD CENTIMOS
33 h Preparacion y practica de la defensa 15,90 QUINCE EUROS CON NOVENTA
CEMNTIMOS

Figura 11.4: Cuadro de precios unitarios

pag. 70



11.5 Cuadro de precios mediciones

01 Definicién del proyecto

N° Ud Descripcion Medicién
01.01 H  Reunidn iniciol con el director del TRG
Totalh : 2,00
01.02 H  Reunidn planificacién aciividades a realizar
Totalh : 2,00
02 Investigacién del estado del arte
N° Ud Descripcion Medicion
020 H Imvestigacian del estado del orte
Totalh @ 10,00
03 Reuniones de seguimiento
N Ud Descripcién Medicién
0301 Reunicnes de seguimientos de los resultodos obtenidos
Total : 4,00
04 Desarrollo de la herramienta
N Ud Descripcién Medicién
04.01.01 H  Desorolo del codige .
Total b : 20,00
04.01.02 H Depuracién del cédigo
Tolal b : 10,00
05 Estudios de simulacién
N* Ud Descripcion Medicion
05.01 u Eecucidn de simulaciones
Tolalu : 20,00
05.02 H Interpretacidn de los resultados
Total b ¢ 3.00
06 Sensados realizados
N Ud Desecripcion Medicién
04.01 u Expedmentos de sensado realzados
Tolalw : 1.00
07 Procesado e interpretacion de los resultados
N? Ud Descripeidn Medicién
07.01 H Obfencitn de resultados
Tolal b : 15,00
08 Redaccién y defensa
N® Ud Desecripcién Medicién
08.01 H  Redoccidn de ks documentos
Totalh : 150,00
08.02 H  Revisién y coreccidn de la memorna
Totalh : 24,00
08.03 H  Preporacidn y préclica de lo defenza
Totalh : 8,00

Figura 11.5: Cuadro de mediciones
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11.6 Presupuesto de ejecucidn por contrata

Froyecto: Presupuesto de TFG GIE
Capitulo
1 Definieién del preyecto
2 Investigacién del estado del arte
3 Reuniones de seguimiento
4 Desarrocllo de la herramienta

4.1 Obtengién del modelo

Total 4 Desgarrolleo de la herramienta ..........:

5 Estudiocs de simulacién

o

Sensados realizados

7 Procesado e interpretacidon de los resultados
8 Redaccidén y defensa

Presupueste de ejecucién material

le% de gastos generales

7% de beneficio industrial

Suma

21% IVA

Presupueste de ejecucién por contrata

Lsciende el presug

I sto de ejecucién por contrata a la e:
HOVECIENTOS SETE

L Y DOS EURCS CON MOVENTA Y UM CENTIMOS.

Figura 11.6: Hoja resumen del PEC con IVA

En el Anejo B se adjunta el justificante de precios, dad su extensién.

Importe
184,00
182, 60

462,00

2.143,80
2.143,80
974,58
2.488,14
1.217,40
3.079,80
10.732,32
1.717%,17
151,26

13.200,75

5]
-1
-l
X
=
=

15.972,91

resada cantidad de QUINCE MIL
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Anejo A
Scripts de Matlab

Funcién del indice efectivo de capa

function [n_eff] = effectiveN function_vector(f, ep_a, ep_b)

% Verificar si el vector de fracciones es una fila o una columna
if size(f, 1) > 1
f =f."'; % Transponer si es una columna

end
n_eff = zeros(size(f)); % Inicializar el vector de indices efectivos
for i = 1:1length(f)

p=[2 ((3*F(i) - 2)*ep_a + (1 - 3*f(i))*ep_b) -ep_a*ep_b];

epsilon = roots(p);
n_eff(i) = sqrt(epsilon(find(imag(epsilon) == @ & real(epsilon) >
0)));

end

end

Funcién de superposicion de espectros

function generatePlotsOverlay(n_vectorl, n_vector2, nl_systeml,
n2_systeml, nl_system2, n2_system2, x, d_vector, tecta)
% Verificar que los vectores tengan la misma longitud
if length(n_vectorl) ~= length(n_vector2)
error('Los vectores n_vectorl y n_vector2 deben tener la misma
longitud.');
end

% Crear las celdas de vectores n_vectorsl y n_vectors2
n_vectorsl = cell(length(n_vectorl), 1);
n_vectors2 = cell(length(n_vector2), 1);

% Generar los vectores n_vectorsl y n_vectors2 con los valores fijos
y variables proporcionados
for i = 1:1length(n_vectorl)
n_vector_systeml = [nl_systeml, n_vectorl(i), n2_systeml]; %
Vector para el sistema 1 con valores fijos y variable
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n_vector_system2 = [nl_system2, n_vector2(i), n2_system2]; %
Vector para el sistema 2 con valores fijos y variable

% Asignar los vectores a las celdas correspondientes
n_vectorsl{i} = n_vector systeml;
n_vectors2{i} = n_vector_ system2;

end

for i = 1:1ength(n_vectorsl)
figure; % Crear una nueva figura para cada combinacidn de
n_vectorsl y n_vectors2
for j = 1:length(d_vector)
d_current = d_vector(j); % Obtener el espesor
correspondiente a la iteracidn actual

r_TE1
r_TE2

TMM_function(n_vectorsl{i}, d_current, x, tecta);
TMM_function(n_vectors2{i}, d_current, x, tecta);

subplot(2, 2, j);
plot(x, abs(r_TE1).72, 'b', x, abs(r_TE2).”2, 'r'); %
Overlay de las dos graficas

title(['Espesor = ' num2str(d_current) ' nm | n_vectorl = '
num2str(i) ' | n_vector2 = ' num2str(i)]);

xlabel('Longitud de onda (nm)');

ylabel('|r {TE}|*2");

legend('Sistema DIW', 'Sistema DIW+delta'); % Agregar
leyenda

hold on

end

end

end
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Funcién de Sensitivity

function Sensitivity(n_vectorl, n_vector2, n_vector3, n_vector4,
nl systeml, n2_systeml, nl_system3,n2_system3,nl_system4,n2_system4,
nl system2, n2_system2, x, d_vector, tecta)
% Verificar que los vectores tengan la misma longitud
if length(n_vectorl) ~= length(n_vector2)

error('Los vectores n_vectorl y n_vector2 deben tener la misma

longitud. ');
end

% Crear las celdas de vectores n_vectorsl y n_vectors2
n_vectorsl = cell(length(n_vectorl), 1);
n_vectors2 = cell(length(n_vector2), 1);
n_vectors3= cell(length(n_vector3), 1);
n_vectors4= cell(length(n_vector4), 1);

% Generar los vectores n_vectorsl y n_vectors2 con los valores
y variables proporcionados
for i = 1:1length(n_vectorl)
n_vector_systeml = [nl systeml, n_vectorl(i), n2 systeml];
Vector para el sistema 1 con valores fijos y variable
n_vector_system2 = [nl_system2, n_vector2(i), n2 system2];
Vector para el sistema 2 con valores fijos y variable
n_vector_system3 = [nl_system3, n_vector3(i), n2 system3];
n_vector_system4 = [nl_system4, n_vector4(i), n2 system4d];

% Asignar los vectores a las celdas correspondientes
n_vectorsl{i} = n_vector_systeml;
n_vectors2{i} = n_vector_system2;
n_vectors3{i} = n_vector_system3;
n_vectors4{i} = n_vector_system4;

end

sensibilidad=[];
espesores=[];

for i = 1:1length(n_vectorsl)
figure;

fijos

% Crear una nueva figura para cada combinacidn de n_vectorsl y

n_vectors2
for j = 1:length(d_vector)
d_current = d_vector(j); % Obtener el espesor
correspondiente a la iteracidn actual

% Caso 1
r_TE1l = TMM_function(n_vectors1{i}, d_current, x, tecta);
r_TE2 = TMM_function(n_vectors2{i}, d_current, x, tecta);
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% Caso 2
r_TE3
r_TE4

TMM_function(n_vectors3{i}, d_current, x, tecta);
TMM_function(n_vectors4{i}, d_current, x, tecta);

[~, max_indices1l] = findpeaks(abs(r_TE1).”2);
xlocl=x(max_indices1)
[~, max_indices2] = findpeaks(abs(r_TE2).72);
xloc2=x(max_indices2)
[~, max_indices3] = findpeaks(abs(r_TE3).”2);
xloc3=x(max_indices3)
[~, max_indices4] = findpeaks(abs(r TE4).72);
xlocd4=x(max_indices4)

max_diffl= abs((xloc2(1)) - (xlocl(1)))’
max_diff2 = abs((xloc4(1)) - (xloc3(1)))'

delta_lambda=cat(2,max_diffl,max_diff2)

vectorl = n_vectorsl{i};
n_indexl = vectorl(l);
vector2 = n_vectors2{i};
n_index2 = vector2(1);

vector3 = n_vectors3{i};
n_index3 = vector3(1);
vectord4 = n_vectors4{i};
n_index4 = vector4(1l);

index_diff1
index_diff2

abs(n_index2 - n_index1);
abs(n_index4 - n_index3);

x1=index_diffl*ones(1,length(max_diff1));
x2=index_diff2*ones(1,length(max_diff2));

delta_index=[x1,x2]
subplot(2,2,7)
scatter(delta_index,delta_lambda,25, 'blue’,"'*")

hold on;

%plot(delta _index, r, ':r', 'LineWidth', ©.5);
%hold off;

title([ 'Espesor = ' num2str(d_current) ' nm']);
xlabel('An'");
ylabel('AA (nm)');
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legend('Sensibilidad")

ylim([@ (max(delta_lambda)+1)]);
%x1im([0 ©.006])

grid on;

m = abs((delta_lambda(2) - delta_lambda(1l))) / (delta_index(2) -
delta_index(1));

sensibilidad = [sensibilidad, m];

espesores=[espesores,d_vector(j)];

end

figure;
scatter(espesores,sensibilidad, 25, "blue", ' *");
title(['Sensibilidad']);

x1lim([350 750]);

xlabel('Espesor (nm)');
ylabel('S=(nm/RIU)");
grid on;

end

end
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Anejo B

Justificacidon de precios

Anejo de justificacidédn de precios

Num. Cbédigo ud Descripcidén Total
1 01.01 h Reunién inicial con el director del TFG
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00 31,00
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
0,00 % Costes indirectos 46,00 0,00
Total por h ............: 46,00

Son CUARENTA Y SEIS EUROS por h.

2 01.02 h Reunién planificacidén actividades a realizar
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00 31,00
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
0,00 % Costes indirectos 46,00 0,00
Total por h ............ : 46,00

Son CUARENTA Y SEIS EUROS por h.

3 02.01 h Investigacién del estado del arte
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.PCp 1,00h Portatil 1,46 1,46
MES.LO365 1,00h Licencia de Office 365 0,90 0,90
MES.LW10 1,00 h Licencia Windows 10 0,90 0,90
0,00 % Costes indirectos 18,26 0,00
Total por h ............: 18,26

Son DIECIOCHO EUROS CON VEINTISEIS CENTIMOS por h.

4 03.01 Reuniones de seguimientos de los resultados
obtenidos
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00 31,00
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MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MO.IL 1,00 h Mano de obra del Ingeniero de 31,00 31,00
laboratorio
0,00 % Costes indirectos 77,00 0,00
Total POr v 77,00
Anejo de justificacidédn de precios
Nam. Coédigo ud Descripcién Total
5 04.01.01 h Desarrollo del cdédigo
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00 31,00
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.PCp 1,00 h Portatil 1,46 1,46
MES.LMTLB 1,00 h Licencia MATLAB Esténdar 24,00 24,00
0,00 % Costes indirectos 71,46 0,00
Total por h R 71,46
Son SETENTA Y UN EUROS CON CUARENTA Y SEIS CENTIMOS
por h.
6 04.01.02 h Depuracidébn del cddigo
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00 31,00
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.PCp 1,00 h Portatil 1,46 1,46
MES .LMTLB 1,00 h Licencia MATLAB Estéandar 24,00 24,00
0,00 % Costes indirectos 71,46 0,00
Total por h ............: 71,46
Son SETENTA Y UN EUROS CON CUARENTA Y SEIS CENTIMOS
por h.
7 05.01 u Ejecucidén de simulaciones
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.PCp 1,00 h Portatil 1,46 1,46
MES.PCm 1,00 h Ordenador de sobremesa 1,15 1,15
MES.LMTLB 1,00 h Licencia MATLAB Estéandar 24,00 24,00
0,00 % Costes indirectos 41,061 0,00
Total por U ......ccvvo..: 41,61

Son CUARENTA Y UN EUROS CON SESENTA Y UN CENTIMOS

por u.
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8 05.02 h Interpretacién de los resultados
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00
MO.TUT 1,00 h Mano de obra del tutor 31,00
Anejo de justificacidédn de precios
Nam. Coédigo ud Descripcién Total
MES.PCp 1,00 h Portatil 1,46
0,00 % Costes indirectos 0,00
Total por h ............: 47,46
Son CUARENTA Y SIETE EUROS CON CUARENTA Y SEIS
CENTIMOS por h.
06.01 u Experimentos de sensado realizados
MO.IBJ 60,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 900,00
MAT.SET 1,00 u Set-up oéptico 30,00 30,00
MAT . IMAN 4,00 u Imanes de neodimio 0,50 2,00
MAT.JER 1,00 u Jeringa bomba de extraccidn 10,00 10,00
MAT.DIS 15,00 u Disoluciones empleadas en un 0,14 2,10
sensado
MAT.PIP 4,00 u Pipetas de varios volumenes 370,00 1.480,00
MAT .PUNT 150,00 u Puntas de pipeta 0,01 1,50
MAT .GUANT 1,00 u Pack de guantes de latex 13,00 13,00
MAT.EPP 100,00 u Tubos eppendorf 0,03 3,00
MAT.PINZAS 3,00u Pinzas para manipular las 2,00 6,00
muestras
MAQ.LAMP 60,00 h Lampara de Tungsteno 0,02 1,20
MAQ.ESP 60,00 h Flame T Spectrometer 0,08 4,80
MAQ .BOMBA 60,00 h Bomba de extraccidén de 0,03 1,80
volumenes
MAT.MUESTR 18,00 u Muestras para el sensado 0,45 8,10
$4.00 1,00 % Costes indirectos 2.463,50 24,64
Total POr U weveeeuenn..: 2.488,14
Son DOS MIL CUATROCIENTOS OCHENTA Y OCHO EUROS CON
CATORCE CENTIMOS por u.
07.01 h Obtencidén de resultados
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.PCp 1,00 h Portatil 1,46 1,46
MES.LMTLB 1,00 h Licencia MATLAB Estandar 24,00 24,00
MES.LO365 1,00 h Licencia de Office 365 0,90 0,90



MES.OceanOpt 1,00 u Licencia Software Ocean Optics 24,30 24,30
MO.TUT 0,50 h Mano de obra del tutor 31,00 15,50
0,00 % Costes indirectos 81,16 0,00
Anejo de justificacidén de precios
Nam. Coédigo ud Descripcién Total
Total por h ............: 81,16
Son OCHENTA Y UN EUROS CON DIECISEIS CENTIMOS por
h.
11 08.01 h Redaccién de los documentos
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.LO365 1,00 h Licencia de Office 365 0,90 0,90
0,00 % Costes indirectos 15,90 0,00
Total por h ............: 15,90
Son QUINCE EUROS CON NOVENTA CENTIMOS por h.
12 08.02 h Revisidén y correccidén de la memoria
MO.TUT 0,25 h Mano de obra del tutor 31,00 7,75
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.LO365 1,00 h Licencia de Office 365 0,90 0,90
0,00 % Costes indirectos 23,65 0,00
Total por h ............: 23,65
Son VEINTITRES EUROS CON SESENTA Y CINCO CENTIMOS
por h.
13 08.03 h Preparacidén y practica de la defensa
MO.IBJ 1,00 h Ingeniero Biomédico Junior 15,00 15,00
MES.LO365 1,00 h Licencia de Office 365 0,90 0,90
0,00 % Costes indirectos 15,90 0,00
Total por h ............: 15,90

Son QUINCE EUROS CON NOVENTA CENTIMOS por h.
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