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Resumen

La deteccion en estadios tempranos de enfermedades potencialmente peligrosas para el
ser humano, como lo es el cancer de préstata (CaP), generalmente requiere instrumenta-
cion especializada, costosa y altamente invasiva. Por lo cual, la necesidad del desarrollo de
biosensores répidos, simples y sensibles que estén constituidos con médulos optoelectrd-
nicos capaces de implementar técnicas de deteccion especificas mientras interactiian con el
paciente de forma minimamente invasiva es evidente.

En este trabajo se propone un sistema de medicion que implementa médulos electréni-
cos en conjunto con transductores impedimétricos interdigitados de escala micrométrica
en los que ha sido depositado un polimero de impresién molecular (MIP) selectivo para la
deteccion del aminodacido sarcosina; un biomarcador asociado con el CaP. Se contrasta el
desempefio de dos métodos para depositar el MIP sobre los microelectrodos interdigitados,
obteniendo una inmovilizacién méas homogénea de este a través de la deposicién en dos
pasos, con un volumen de plastificante de 12 L y un espesor resultante de la capa de MIP
entre 400 y 700 A. Asimismo, se utilizaron circuitos simulados acoplados con transducto-
res impedimétricos para realizar mediciones de impedancia eléctrica aplicando una sefial
sinusoidal de 300 mV en el rango de 100 kHz a 100 Hz. Los resultados obtenidos eviden-
cian una disminucion en la impedancia eléctrica a medida que aumenta la concentracion de
sarcosina, presentando un mayor cambio porcentual a los 100 kHz de frecuencia. De mane-
ra conjunta, los resultados demuestran el potencial del sistema para la aplicacion y, ademas,

el trabajo desarrollado ofrece una alternativa para la deteccion de otras enfermedades que

[XVIII]
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puedan ser diagnosticadas a través de biomarcadores.
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Abstract

The early detection of potentially life-threatening diseases, such as prostate cancer
(PCa), generally requires specialized, expensive and highly invasive instrumentation. The-
refore, the need for the development of fast, simple and sensitive biosensors consisting of
optoelectronic modules capable of implementing specific detection techniques while inter-
acting with the patient in a minimally invasive manner is evident.

In this work, a measurement system is proposed through electronic modules in conjunction
with micrometer-scale interdigitated impedimetric transducers and a selective molecular
imprinted polymer (MIP) that has been synthesized for the detection of the amino acid
sarcosine; a biomarker associated with CaP. We contrast the performance of two methods
for depositing MIP on interdigitated microelectrodes obtaining a more homogeneous im-
mobilization of this through two-step deposition, with a plasticizer volume of 12 yL. and
a resulting MIP layer thickness between 400 and 700 A. Also, simulated circuits coupled
with impedimetric transducers were used to perform electrical impedance measurements
by applying a 300 mV sinusoidal signal in the range of 100 kHz to 100 Hz. The results
obtained show a decrease in electrical impedance as the sarcosine concentration increases,
presenting a greater percentage change at 100 kHz frequency. Together, the results demons-
trate the potential of the system for application and, in addition, the work developed offers

an alternative for the detection of other diseases that can be diagnosed through biomarkers.

[XX]



Capitulo

Introduccion

El cancer de prostata (CaP) es el segundo mds comiin en hombres [? ]. Este se origi-
na cuando células malignas de la préstata comienzan a crecer fuera de control [? ]. Las
técnicas para su diagndstico han evolucionado con el tiempo, desde la implementacion del
examen rectal digital (DRE, por sus siglas en inglés) a principios del siglo XX, basdndose
en la firmeza, la irregularidad y la nodularidad como signos de la enfermedad, seguido por
las biopsias, tanto rectales como transperineales, en las cuales la invasividad y los efectos
secundarios asociados como infecciones, altas tasas de incontinencia urinaria y disfuncién
eréctil eran evidentes; provocando que estas técnicas desaparecieran casi por completo de
la préctica clinica. Posteriormente, se implement6 la biopsia por puncion, hasta la llegada
de lo que hoy se conoce como la era del Antigeno Especifico Prostatico (PSA, por sus siglas
en inglés), asi, la biopsia de prdstata se trasladé del muestreo de nédulos prostéticos a rela-
cionar el cancer en con cifras elevadas de PSA [? ]. Sin embargo, este método podria no ser
exacto debido a que la concentracion de PSA no sé6lo puede verse alterada por el CaP sino
también por otras afecciones como la hipertrofia prostatica benigna y la prostatitis [? ]. En
ese sentido, en los tltimos afios se han realizado numerosos estudios sobre biomarcadores
mads especificos del CaP. Estos estudios han manifestado una concentracion significativa,
especificamente aumentada, de sarcosina, un derivado metilado del aminodcido glicina, en
sedimentos urinarios obtenidos de pacientes que padecian CaP metastdsico, correlacionan-

do asi el incremento de sarcosina con la invasividad del cancer [? ][? ][? ]. Investigaciones

(1]



posteriores han demostrado que la sarcosina podria ser un biomarcador interesante para el
CaP en muestras de suero y orina [? ][? ].

Aunque la cuantificacion precisa de una molécula pequefia como la sarcosina en una matriz
compleja se puede lograr mediante cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria
de masas (HPLC, por sus siglas en inglés) o cromatografia de gases-espectrometria de ma-
sas (GC-MS, por sus siglas en inglés) lo cierto es que estos métodos son costosos y requie-
ren instalaciones de laboratorio médico especializado, lo que los hace inapropiado para las
pruebas de rutina en una poblacién mds amplia [? ]. Ademads, la preparacién de la muestra
es engorrosa y se requieren muestras estandar calibradas [? ]. Por lo tanto, una platafor-
ma de sensores de bajo costo y facil de usar que pudiera detectar los niveles de sarcosina,
podria constituir una herramienta muy util en futuras investigaciones de biomarcadores y,

potencialmente, en la monitorizacién del CaP.

Justificacion

En la actualidad, los métodos convencionales para la deteccion del cancer de prostata
sugeridos por la Sociedad Estadounidense del Cancer son el DRE y el PSA en suero [? ].
Sin embargo, a pesar de ser este Ultimo ampliamente utilizado debido a un menor grado
de invasividad, son su poca sensibilidad, especificidad y precision, lo que hacen que esta
molécula no se considere un biomarcador totalmente confiable para el CaP, por lo que, para
tener un diagndstico fiable, se debe recurrir a pruebas especificas, pero al mismo tiempo
mas invasivas que lo corroboren. Aunado a este panorama, el CaP es un cdncer comun
en los hombres cuya incidencia aumenta con la edad. Actualmente representa la segunda
causa mds frecuente de muerte por cincer entre los hombres, con una mayor incidencia
en areas geograficas desarrolladas como América del Norte, Europa y Australia [? ]. En
Meéxico, a pesar de que la cantidad de casos de CaP es tres veces menor que lo observado

en Estados Unidos de América, de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica
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(INSP), este corresponde al tipo de cancer mas mortifero entre los hombres mexicanos,
teniendo una tasa de 9.8 muertes por cada 100 mil hombres [? ]. Ante las consideraciones
planteadas anteriormente, el contexto mundial, pero particularmente del pais, indica una
necesidad enorme de deteccion eficaz y oportuna del cancer de prostata. De tal manera que,
un diagnéstico de CaP en estadio temprano, utilizando ademds métodos poco intromisorios
beneficiaria el prondstico del paciente, pues permitiria a los médicos tratar la enfermedad

de manera mas eficiente [? ].

Descripcion del problema

Si bien es cierto que existen diversas técnicas para la deteccion del CaP, este atin no ha
sido perfectamente representado a través de diagndsticos in vitro, por tal motivo, la nece-
sidad de una deteccion temprana y minimamente invasiva es incuestionable. Lo anterior se
refuerza considerando que el 70 % de los casos son detectados en etapas avanzadas [? ],
constituyendo un claro problema de déficit de pruebas de diagndstico, asociado a la poca
disposicion de los pacientes a someterse a los métodos convencionales. Por consiguiente,
la prevencidn y la deteccidn a tiempo pueden ser las pautas que hagan la diferencia, lo cual
s6lo puede lograrse implementando técnicas que resulten poco invasivas para los pacientes,
pero que a la vez posean la sensibilidad, la especificidad y la estabilidad adecuadas para

arrojar resultados certeros.

Hipodtesis

Un sistema de modulos electrénicos en conjunto con un transductor basado en micro-
electrodos interdigitados acoplado con un polimero de impresion molecular selectivo serdn
capaces de contribuir en la deteccion del aminodcido sarcosina a través de impedancia

eléctrica brindando sensibilidad, especificidad y una opcion poco invasiva.
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Objetivo

Disefiar y evaluar un sistema de médulos electronicos en conjunto con un transductor
basado en microelectrodos interdigitados acoplado con un polimero de impresién molecu-

lar selectivo, para la deteccion del biomarcador sarcosina a través de impedancia eléctrica.

Objetivos especificos

= Diseiiar los médulos electrénicos que comprenden el sistema de medicion

= Disefiar los esquemadticos y layouts del sistema de mddulos electronicos por medio
de software especializado

= Realizar pruebas de funcionamiento a los médulos electrénicos en conjunto con los
microelectrodos interdigitados

= Sintetizar los polimeros de impresion molecular especificos para sarcosina

= Depositar el polimero de impresion molecular sobre los microelectrodos interdigita-
dos

= Evaluar el acople de los microelectrodos interdigitados con el polimero de impresion
molecular

= Evaluar el desempeiio del sistema en conjunto para la deteccidon de sarcosina me-

diante mediciones de impedancia eléctrica empleando un potenciostato comercial
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Capitulo

Marco Teorico

2.1. Amplificador operacional

Un amplificador operacional es un circuito electrénico de muy alta ganancia con alta
impedancia de entrada y baja impedancia de salida. El circuito bésico se construye utili-
zando un amplificador diferencial de dos entradas denominadas inversora y no inversora y
por lo menos una salida como se muestra en la Figura 2.1. La sefial de salida puede tener la
misma polaridad (o fase) si la sefial se aplica a la entrada no inversora (+) o ser opuesta si
se aplica a la entrada inversora (-). Estos dispositivos requieren ademés de dos fuentes de
polaridad opuesta pero que son relativas a un punto comun, definido en las fuentes de ali-
mentacién como tierra. Cabe sefalar que a menudo, las mediciones estdn hechas respecto

a este punto, que puede o no estar relacionado con la tierra fisica.

Entrada -
Salida

Entrada +

-V

Figura 2.1: Amplificador operacional general.
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 6

Una propiedad importante del amplificador operacional es que la salida e, corresponde al
voltaje diferencial e; amplificado, es decir, e, estd determinado por la diferencia de poten-
cial entre el potencial de la entrada inversora y el de la entrada no inversora (véase Figura
2.2). Esto es:

€s =€_ — €y (2.1.1)

Considerando una sefal conducida por la entrada inversora e_ y tomando en cuenta la

amplificacion, la salida e, se puede expresar como:

e, = —Ae, (2.1.2)

donde A es la ganancia de lazo abierto.

De manera particular y reformulando la ecuacion 2.1.2, se obtiene que:

e, =—Ale_ —ey) (2.1.3)

e ® \l/ \
[t g

Figura 2.2: Amplificador operacional diferencial.

La importancia del amplificador operacional en la electrénica actual es significativa ya que
este permite disefiar bloques funcionales con un comportamiento que es independiente de
las caracteristicas del elemento amplificador [? ]. Las aplicaciones son diversas, entre las
que destacan su uso en osciladores, conversores, circuitos de filtrado y en muchos tipos de

circuitos de instrumentacion.
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 7

2.1.1. Amplificador operacional ideal

Los amplificadores operacionales en circuito integrado (CI) pueden ser tratados como
ideales pues resulta mas sencillo analizar el dispositivo desde este punto de vista. Asi, las

caracteristicas de un amplificador operacional ideal, como lo ilustra la Figura 2.3aa) son:

» Impedancia de entrada (Z;) infinita: fisicamente, esto podria representarse como un
circuito abierto de modo que pueden aceptarse voltajes de entrada sin consumir co-
rriente de las fuentes de voltaje. Es decir, de manera ideal, no se dirigird ninguna
corriente hacia la entrada del amplificador operacional.

» Impedancia de salida (Z,) cero: lo que significa que es posible suministrar cualquier
corriente deseada a su carga. Pues la corriente a la salida no depende del voltaje de
salida.

= Ganancia de voltaje (A) infinita: que se traduce en un ancho de banda infinito, capaz

de responder fielmente a una sefial de cualquier frecuencia.

Q

(-]

(a) ideal (b) real

Figura 2.3: Esquema del amplificador operacional.

2.1.2. Amplificador operacional practico

Los amplificadores operacionales reales tienen ciertas limitaciones como cualquier dis-

positivo, lo que hace que sus caracteristicas y desempefio en la practica difieran de las de
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 8

un amplificador operacional ideal. Asi, las caracteristicas de un amplificador operacional
practico corresponden a una muy alta ganancia de voltaje, una impedancia de entrada muy
alta (por lo general de algunos Megaohms) y una impedancia de salida muy baja (de menos
de 100 ©2) [? ] y cuyo circuito interno se representa en la Figura 2.3b. De igual forma, el
voltaje de salida pico a pico (rail-to rail) normalmente se limita a un valor menor a los
dos voltajes de alimentacion. Ademads, la corriente de salida también se ve limitada por
restricciones externas tales como la disipacion de potencia y los valores nominales de los

componentes.

2.1.3. Parametros de los amplificadores operacionales

Los amplificadores operacionales poseen ciertos pardmetros clave que ayudan a de-
terminar su idoneidad frente a determinadadas tareas. Los pardmetros mds importantes se
pueden encontrar en las hojas de especificaciones de los amplificadores operacionales y

algunos de estos se presentan a continuacion.

s Razon de rechazo de modo comiin (CMRR)
Aunque el amplificador operacional ideal amplifica sé6lo la diferencia de sefiales de
entrada, en la préctica se amplifican también las tensiones comunes a ambos termi-
nales, como se ilustra en la Figura 2.4, pudiéndose definir una ganancia de modo

comun de la siguiente manera:

Ve
Aoy = o (2.14)
cM
A través de este planteamiento es posible definir la razén de rechazo del modo comtn

(CMRR) como el cociente de las ganancias de los modos diferencial y comtn [? ],

como se indica en la ecuacién (2.1.5):

Ao

CMRR =
Acum

(2.1.5)
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 9

donde Ap es la ganancia diferencial y Acjs es la ganancia en modo comun
El valor de la ganancia debe ser lo mas elevado posible, pues a medida que este au-
menta, el amplificador operacional es menos sensible a la sefial comun aplicada a
la entrada. Otro condicionante asociado al CMRR es la frecuencia, pues un aumen-
to en esta influye negativamente en el CMRR. En los amplificadores operacionales

integrados de tipo comercial el valor de CMRR oscila entre 70 y 90 dB [? ].

V,#0

C: Vem

Figura 2.4: Ganancia en modo comun

= Tension de offset
Se denomina offset a cualquier desequilibrio o asimetria en la distribucién interna
de tensiones en el amplificador operacional y estd tension se define tanto a la entrada
como a la salida. Idealmente, la tension de salida en los amplificadores operacionales
es nula si no se aplica senal. En la practica, las imperfecciones de los elementos y
las disimetrias de los circuitos hacen que la tension de salida si tenga algin valor aun
cuando se aplique una tension nula a las entradas. A fin de corregir este desequilibrio
se emplea la tension de offset de entrada Vyg, que se refiere a la tensidon que hay que
aplicar entre los terminales de entrada del amplificador operacional para obtener una

tension nula a la salida.

= Ancho de banda

Se define como la gama de frecuencias de funcionamiento comprendida entre la fre-
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 10

cuencia de corte inferior y la superior (véase Figura 2.5). De manera particular, el
ancho de banda en un amplificador operacional se refiere al rango de frecuencias que

el dispositivo es capaz de amplificar.

.
il

Amplitud (dB)

L

f Frecuencia (Hz)

|
|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
; >
lfD 2

|
|
|
|
|
f

Figura 2.5: Representacion del ancho de banda de una sefial.

2.1.4. Configuraciones en lazo abierto y lazo cerrado

Los amplificadores operacionales pueden tener una operacion de lazo cerrado o de lazo
abierto dependiendo si se aplica o no retroalimentacion. Ambas configuraciones se explican

a continuacion.

= Lazo abierto
En este tipo de configuracién, como se muestra en la Figura 2.6, no hay lazo de
realimentacion entre la salida y alguna de las dos entradas, por lo que la ganancia A
es obtenida directamente con el cociente entre la tension de salida V,, y la de entrada

V; para un amplificador operacional (ecuacién 2.1.6).

A=—2 (2.1.6)

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 11

Figura 2.6: Configuracion en lazo abierto del amplificador operacional.

= Lazo cerrado
Como se sabe, los amplificadores operacionales practicos tienen ganancia de tensién
muy alta, sin embargo, esta ganancia varia con la frecuencia. La forma de compensar
esto es controlando la ganancia de tension que tiene el amplificador operacional, esto
se logra utilizando elementos externos como resistencias para realimentar la seial de
la salida a la entrada (véase Figura 2.7), lo que genera un circuito mds estable. Asi, la
ganancia de lazo cerrado depende de los elementos empleados en la realimentacién
y no de la ganancia bdsica de tensién del amplificador operacional, por lo tanto, para

modificarla sdlo es necesario cambiar los valores de estos elementos.

Ry

AAMA
YYvY

Figura 2.7: Configuracion en lazo cerrado del amplificador operacional.

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 12

2.1.5. Configuraciones principales

Con la interconexién de amplificadores operacionales, resistencias, inductores y con-
densadores es posible generar configuraciones de circuitos que implementan funciones ana-

l6gicas como: sumar, restar, comparar, integrar, filtrar y amplificar.

Seguidor de voltaje

También llamado amplificador buffer o amplificador de ganancia unitaria debido a que
no proporciona amplificacién o atenuacion alguna a la sefial. Es decir, en este tipo de arreglo
de circuito, el voltaje de salida es retornado a la entrada [? ], como se muestra en el dia-
grama de la Figura 2.8. Asi, la salida es, idealmente, la misma que la entrada. Lo anterior,
también se corrobora reformulando la ecuacién 2.1.2 teniendo en cuenta que e; = e, — ¢;

de esta forma,

e, = —Ale, — €;) 2.1.7)
(6]
€i
€o = m (218)

y debido a que A es muy grande, entonces:

€o X € (2.1.9)

o8

o
¢

Figura 2.8: Configuracion del amplificador operacional en modo seguidor de voltaje.
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 13

Amplificador inversor

Esta configuracion tiene como caracteristica que la sefial de salida estd desfasada 180°
con relacion a la de la entrada. Difiere del seguidor de corriente solo en que la corriente
de entrada es conducida a través de una resistencia de entrada con un voltaje e;, como se
esquematiza en la Figura 2.9. Este circuito es entonces un escalador, en el que la salida
es inversa a la entrada en polaridad, multiplicada por el factor R;/R; correspondiente a la
ganancia en lazo cerrado, como se muestra en la ecuacién 2.1.10, donde el signo negativo

de la expresion indica la inversion de fase entre la entrada y la salida.

Ry
o= —€i(— 2.1.10
e e (Rz) ( )
Ry
AMA
R; i
M— >

O
ei O

Figura 2.9: Configuracion del amplificador operacional como inversor/escalador.

Conversor de corriente a voltaje

Esta configuracién permite convertir sefiales de corriente muy pequefia a un voltaje de
salida proporcional a la corriente de entrada, multiplicada por un factor determinado por la
resistencia de realimentacion, lo que permite realizar la medicion de la corriente con mayor
facilidad. Este circuito también es denominado amplificador de transresistencia debido al
modo de operacion. En la Figura 2.10 se muestra un diagrama de esta configuracién. De

acuerdo a la ley de voltajes de Kirchhoff, la suma de todas las corrientes en el punto S debe
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 14

ser cero. En realidad, el voltaje en el nodo de suma .S para un dispositivo comuin ronda
entre los £150 pV, es decir, S no es una tierra real sino virtual [? ], ya que no existe una
conexion directa a esta, sin embargo, virtualmente se tiene el mismo potencial que la tierra.
Esta caracteristica es importarte ya que permite convertir sefiales de corriente en voltaje
equivalente, mientras la fuente de corriente es mantenida a un potencial de tierra, principio
que sirve para construir dispositivos como un potenciostato [? ]. En relacién con la Figura

2.10, al sumar las corrientes en el nodo de tierra virtual se obtiene:

lip + —=—=0 (2.1.11)

o bien:

Vo = —Ryii, (2.1.12)

J_-_—+ ie

Figura 2.10: Configuracion del amplificador operacional en modo conversor de corriente a
voltaje.

Sumador

Este arreglo esta disefiado por la combinacién de varias entradas aplicadas a la entrada
inversora del amplificador y es capaz de entregar a su salida un voltaje correspondiente a
la suma de sus voltajes de entrada, amplificados e invertidos en fase. Ademads, este tipo de
configuracion tiene una realimentacion hacia la entrada inversora a través de la resistencia

R; mientras que la entrada no inversora es conectada a tierra. Entonces, si se considera
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2.1 AMPLIFICADOR OPERACIONAL 15

un circuito con tres fuentes de voltaje diferentes e, es y e3, y sus respectivas resistencias
de entrada R, Ry y Rj3, se establece la existencia de las corrientes de entrada 41, i, ¢3.
El diagrama general de este amplificador se muestra en la Figura 2.11, mientras que la

ecuacion que describe el comportamiento de este circuito se muestra en la ecuacion 2.1.13.

R R R
€o = — {61 (EJI) + e (FJ;) +es3 (R—i)} (2.1.13)

R,
o—AMN— Re
€y A Y
_T_ . NV
-~
Iy
= R
AT D
02 Wy - >
- — ———)
j)— ) + €
= I i
€3 —_—

Figura 2.11: Amplificador operacional en configuracién sumador.

2.1.6. Reguladores de voltaje

Los reguladores son dispositivos eléctricos disefiados para mantener un voltaje de salida
fijo independiente de las variaciones de ondulacion de la entrada, de la corriente de carga y
de la temperatura [? ], para asi proteger a los equipos eléctricos y electrénicos conectados
a una linea de tensién contra fendmenos como sobrevoltaje, caida de tension y variaciones
de voltaje [? ].

El regulador de voltaje forma parte de las fuentes de alimentacidn, su voltaje de entrada
es el resultado de la rectificacion y filtrado de una fuente de voltaje alterna o simplemente
de una bateria, como en el caso de sistemas portatiles. La mayoria de los reguladores de
voltaje se dividen en dos categorias: reguladores lineales y regulares de conmutacién. A su

vez, dentro de los reguladores lineales se encuentran el regulador en serie y el regulador en
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2.2 DISPOSITIVOS DIGITALES 16

paralelo, que pueden o no tener realimentacion [? ].

2.2. Dispositivos digitales

El gran desarrollo de la electronica en los ultimos afios ha propiciado que la mayoria
de los equipos actuales funcionen con sistemas digitales [? ]. Estos sistemas se caracteri-
zan por utilizar sefales discretas, es decir, sefiales que toman un nimero finito de valores
en cierto intervalo de tiempo, contrario a lo que sucede con un sistema analdgico, el cual,
proporciona una salida continua en el tiempo. Dicha comparacion se muestra en la Figura
2.12. Sin embargo, el mundo real es analégico y la mayoria de las magnitudes fisicas (posi-
cion, velocidad, aceleracion, fuerza, presion, temperatura y caudal, por mencionar algunas)
son de naturaleza analdgica. Es por eso que las variables analdgicas que estas representan

deben digitalizarse o discretizarse.

Analégica Digital

XXX
pmc

ov
tiempo tiempo

Figura 2.12: Representacion de una sefial analdgica y una digital en el tiempo.

Dentro de las ventajas que poseen las técnicas y sistemas digitales se encuentran: una mayor
precision, capacidad de programacion e inmunidad al ruido, asi como un almacenamiento
de datos més sencillo y la facilidad de fabricacién en forma de circuito integrado, lo que
lleva a la disponibilidad de funciones mas complejas en un tamafio més pequeiio [? ]. Dicho
de otro modo, el hecho de que en un circuito digital se transmita informacion binaria (ceros

y unos) permite la construccion de circuitos complejos con la combinacién de bloques de
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circuitos simples.

2.2.1. Algebra de Boole

La l6gica digital se sustenta en el dlgebra de Boole, la cual es una entidad matemati-
ca formada por: dos elementos, operaciones bésicas sobre estos elementos y una lista de
axiomas que definen las propiedades que cumplen las operaciones. Los dos elementos del
algebra de Boole se pueden denominar falso y cierto o, mas usualmente, O y 1, respectiva-
mente. Asi, una variable booleana o variable 16gica puede tomar los valores O o 1.

El 4dlgebra booleana permite disefiar funciones logicas que a su vez, se pueden implementar
en circuitos electronicos digitales. Estos circuitos se denominan compuertas logicas y per-
miten generar tensiones segin los valores (tomados como variables boolenas) de tension
aplicados al circuito. De esta manera, la relacion entre las tensiones aplicadas y las tensio-
nes que generan las compuertas ldgicas obedece la relacién que existe entre los operandos

y los resultados de las operaciones del dlgebra de Boole [? ].

2.2.2. Compuertas logicas

Las compuertas 16gicas son la base constructiva de la electrénica digital. Estas corres-
ponden a pequeifios circuitos digitales integrados cuyo funcionamiento se adapta a las ope-
raciones y postulados del dlgebra de Boole. Las compuertas se implementan generalmente
usando diodos, transistores y relés generando diferentes tipos de compuertas l6gicas, dentro
de las que se encuentran las de tipo AND, OR, NOT, NAND, NOR y XOR. Las AND, OR
y NOT son compuertas bésicas mientras que NAND y NOR corresponden a compuertas

universales.
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2.3. Circuitos mixtos

Se entiende por circuitos mixtos a aquellos que se basan tanto en técnicas analégicas
como digitales para su operacion. A continuacion, se explican los mds comunes y de mayor

relevancia en la actualidad.

2.3.1. Convertidores analogicos a digitales

Los convertidores de sefial analdgica a digital (A/D) constituyen un enlace esencial
cuando los dispositivos analdgicos se interconectan con dispositivos digitales. Como se
observa en la Figura 2.13, un convertidor A/D toma en su entrada un voltaje analégico
y después de cierto tiempo produce un cédigo de salida digital que representa la entrada
analdgica [? ]. Este tipo de dispositivos se utiliza invariablemente en todos los equipos
de medicién y prueba de lectura digital, ya sea un multimetro digital, un osciloscopio de

almacenamiento digital o incluso un medidor de pH, por mencionar algunos ejemplos.

Vaa

S

seial e—— ADC |— - pavoes
analégica

de entrada I

. I

Figura 2.13: Esquema general de un conversor A/D.
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2.3.2. Microcontroladores

Un microcontrolador es un dispositivo electrénico capaz de llevar a cabo procesos 16gi-
cos para desempefar una tarea especifica. Dicha tarea debe ser programada por el usuario
a través de un lenguaje de programacion y cuyo conjunto de instrucciones es grabado en
la memoria de programa del microcontrolador. Este cardcter programable de los microcon-
troladores simplifica el disefio de circuitos electrénicos ya que proporciona modularidad
y flexibilidad. De esta forma, un mismo circuito se puede utilizar para realizar diferentes
funciones con s6lo cambiar el programa del microcontrolador. La arquitectura de un mi-
crocontrolador, como se observa en la Figura 2.14, es bdsicamente la de un computador
debido a que estd constituido por una CPU, memorias RAM, ROM y EEPROM, puertos

periféricos y circuitos de entrada y salida, por mencionar los elementos mas comunes.

PERIFERICOS

0

)

G
L

PUERTOS |
V0 > +

Figura 2.14: Arquitectura interna de un microcontrolador.

2.3.3. Protocolos de comunicacion

Un componente importante en el sistema de comunicacion es el protocolo de comuni-
cacion. Este se refiere al conjunto de reglas que gobierna el intercambio ordenado de datos
dentro de la red. Los protocolos de comunicacion son diversos y varian segun el propdsito

o el grado de sofisticacion, sin embargo, algunos de los més utilizados en los microntrola-
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dores para el intercambio de informacién son la comunicacién en paralelo y el protocolo

SPI.

Comunicacion en modo paralelo

La comunicacién paralela transmite todos los bits de un dato de manera simultdnea
(ver Figura 2.15), por lo que la velocidad de transferencia es rdpida, sin embargo, tiene la
desventaja de utilizar una gran cantidad de lineas, que lo hace mads costoso y receptivo al
ruido eléctrico. Estas desventajas son las que abrieron lugar a la adopcion de los protocolos

seriales [? ].

Ty Ry
1 Emmmmmd 1
AN ———— )
EEN —— )
I ———
5 Eammmmmsmd 5
6 e 6
/AN ——— )

Figura 2.15: Esquema de comunicacién en modo paralelo.

Interfaz Periférica Serial

La Interfaz Periférica Serial (SPI) fue desarrollada por Motorola (ahora parte de NXP
Semiconductors) en 1985 [? ]. Este protocolo nacié como alternativa a los problemas de
sincronizacion y cableado que ofrecia la comunicacién en paralelo, modificando la anterior
transferencia simultdnea de datos por diferentes lineas al envio de datos bit a bit por una sola
linea [? ]. Se trata de una interfaz serial sincrona desarrollada para la comunicacién entre
dispositivos a corta distancia. Desde entonces, se ha convertido en un protocolo empleado
por muchos fabricantes de microprocesadores y microcontroladores.

La comunicacién por SPI usa un maximo de cuatro lineas de senal (Figura 2.16) dispuestas
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en dos lineas de datos (MOSI y MISO), una linea de reloj (SCK) y una linea de seleccién de
chip o esclavo (CS). En este protocolo toda la comunicacidon es manejada por el dispositivo
maestro, lo que significa que ningtn esclavo puede enviar datos por voluntad propia. El
maestro envia datos a través del canal MOSI (Master Out Slave In, por su nombre en
inglés), mientras que los dispositivos esclavos responden a través de la linea MISO (Master
In Slave Out, por su nombre en inglés). La linea SCK corresponde a la sefial de reloj, la
cual sincroniza la recepcion de los datos. Por cada pulso de reloj, un bit de informacién
ingresa al dispositivo maestro o al esclavo. De tal manera que se requieren 8 pulsos para
transferir 1 byte. Por su parte, la linea CS es encargada de seleccionar y a su vez, habilitar

un esclavo.

SCK #| SCK
MOSI # MOSI
MISO |+ MISO

cs » C3S
MAESTRO ESCLAVO

Figura 2.16: Conexion diplex SPI basica que utiliza dos lineas de datos (MOSI , MI1SO),
una linea de reloj (SCK) y una linea de seleccion de chip (CS). (Fuente de la imagen: Digi-
Key Electronics).

2.4. Espectroscopia de impedancia eléctrica

La espectroscopia de impedancia eléctrica es una técnica que permite analizar las pro-
piedades eléctricas de los materiales, incluso bioldgicos, y sus interfaces con electrodos
conductores. En la actualidad, la técnica es cada vez mas utilizada en el area de los biosen-
sores [? ][? ]. Este método se basa en la aplicacion de una sefial de potencial (E) de baja
amplitud sobre un electrodo dentro de una celda electroquimica y posteriormente se mide

la respuesta en corriente del sistema a diferentes frecuencias, dando como resultado una
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serie de valores de impedancia (Z). Esta relacion de valores de impedancia y frecuencia se
denomina “espectro de impedancias”. Una ventaja del uso de la espectroscopia de impe-
dancia eléctrica como técnica analitica es que permite identificar, de manera muy sensible,
los cambios que ocurren en la superficie de un electrodo [? ]. Otro aspecto relevante es la
conexion directa que a menudo existe entre el comportamiento de un sistema real y el de
un circuito ideal que consiste en componentes electronicos discreto, pues con ello, el inves-
tigador puede comparar o ajustar los datos de impedancia a un circuito equivalente, que es

representativo de los procesos fisicos que tienen lugar en el sistema bajo investigacién [? ].

2.4.1. Impedancia eléctrica

Se denomina impedancia (Z) a la oposicién que presenta un material al paso de una
corriente alterna y en términos generales, se expresa como la relacion de la diferencia de

potencial (E) respecto a la corriente (/):

7 = (2.4.1)

E
I
La unidad de la impedancia es el ohm (£2) pero a diferencia de una resistencia 6hmica (R),
la impedancia de un sistema depende de la frecuencia (f) de la sefial aplicada, la cual tiene

un comportamiento sinusoidal:
E(t) = E,sen(wt) (2.4.2)

donde t es el tiempo, FE, es la amplitud del voltaje y w es la frecuencia angular (w =
27f).
Al manejar sefiales alternas, también es posible representar la impedancia mediante un
nimero complejo (ecuacién 2.4.3). La parte real estd dada por la resistencia eléctrica (R)

y la parte imaginaria estd formada por la reactancia total (X), que corresponde a su vez a
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la diferencia entre las reactancias de los elementos inductivos (X)) y los capacitivos (X¢)
(ecuacién 2.4.4).

Z=R+jX (2.4.3)
X =X, - X¢ (2.4.4)

La impedancia de un sistema puede ser representada graficamente a través de dos diagramas
principales, el de Nyquist y el de Bode. El diagrama de Nyquist es una construccién de
los datos de cada punto de frecuencia, que se trazan mediante la parte imaginaria de la
impedancia en la ordenada y la parte real en la abscisa, como se muestra en la Figura
2.17. Por su parte, el diagrama de Bode (Figura 2.18) esta constituido por el médulo de la
impedancia (| Z|) y el dngulo de fase (¢) frente a la frecuencia (f). A diferencia del gréfico
de Nyquist, el grifico de Bode muestra informacién de frecuencia lo que lo hace muy util

en el analisis de los resultados.

Zim(0)

|1Z|

>
>

Z,. Q)

re

Figura 2.17: Diagrama de Nyquist.

2.4.2. Circuitos equivalentes

Una de las partes mds complicadas de la espectroscopia de impedancia eléctrica es la

correcta interpretacion de la respuesta expresada en los espectros. Para un andlisis eficaz,
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Figura 2.18: Diagrama de Bode.

los fendmenos fisicos o quimicos del sistema se representan mediante elementos eléctricos,
por medio de un circuito equivalente (Equivalent Circuit, EC) [? ]. De manera general, el
EC esta formado por capacitores (C) y resistencias (R) combinados en serie y/o en paralelo
en funcién de los fendmenos que ocurren en el sistema de estudio, siendo estos componen-
tes el reflejo de las caracteristicas fisicoquimicas del sistema planteado. Segtn el modelo
que se proponga y la forma de proponerlo, se puede obtener informacién de los pardmetros
caracteristicos del mismo. Uno de los EC més utilizados es el circuito equivalente de Rand-
les, cuyo esquemadtico se muestra en la Figura 2.19 [? ]. Este circuito describe la resistencia

de solucién (Rg), la resistencia de transferencia de carga (Rcr) y la capacitancia de doble

capa (Cpr).

RCT

W
o—W\,— ——o

Cpr

[{
I

Figura 2.19: Circuito equivalente de Randles.
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2.5. Biosensores impedimétricos

Los biosensores de impedancia o impedimétricos, son sensores capaces de registrar
cambios en las propiedades eléctricas de su superficie (ya sea de capacitancia o de resisten-
cia). Estos cambios son debidos a las interacciones que se producen entre el elemento de
biorreconocimiento adherido a la superficie del sensor y el analito presente en la solucion
de muestra. Generalmente, se utilizan electrodos metélicos planos como transductores, sin
embargo, para mejorar la sensibilidad de las mediciones y miniaturizar el elemento sen-
sor final, es conveniente el uso de un transductor impedimétrico con dos electrodos planos

interdigitados llamado matriz de electrodos interdigitados [? ].

2.5.1. Microelectrodos interdigitados

Tradicionalmente, se han utilizado sistemas de electrodos metalicos de tamafio macro
para medir la impedancia, pero la aplicacién de tecnologia moderna y el desarrollo de
técnicas de microfabricacion han permitido reducir significativamente las dimensiones de
los sensores [? ]. De esta manera, hoy en dia los electrodos interdigitados (IDE, por sus
siglas en inglés) representan una herramienta especialmente ttil para mediciones de impe-
dancia, capacitancia y conductividad. Entre las ventajas de los electrodos interdigitados se
encuentran la ficil miniaturizacion, la ausencia de un electrodo de referencia adicional, y el
establecimiento rapido del estado estacionario en comparacion con otros sistemas y mayor
relacidn sefial-ruido [? ]. Es importante destacar ademads que, estos brindan un drea sensible
significativa y se pueden combinar facilmente con diferentes técnicas de inmovilizacion o
bioreconocimiento.

El disefio comun de un sensor IDE se muestra en la Figura 2.20. El dispositivo estd com-
puesto por un par de electrodos metélicos en forma de peine formados sobre un sustrato
aislante con sus barras colectoras conectadas a los pads de contacto empleadas para el ca-

bleado. La geometria del sensor depende del nimero (n) y la longitud (1) de los digitos, asi
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como de su ancho (w) y espaciado (s) entre los mismos. Ademads, la penetracién del cam-
po eléctrico en la solucién bajo un potencial aplicado es casi igual a la distancia entre los
centros de los digitos de los electrodos (w + s). Un estudio realizado por Van Gerwen et al.
(1998) muestra que el 80 % de la corriente se distribuye cerca de la superficie del electrodo.
Por tanto, la miniaturizacién del ancho del electrodo y la separacién entre los electrodos
permite el aumento de la sensibilidad, relacionada con las reacciones que ocurren en la

superficie del sensor [? ].

A) B)
Pads de
contacto

N Barras
Electrodos \ p colectoras
metalicos NN S Electrodos Sustrato

h N metalicos aislante
\T\ Sustrato

aislante

Figura 2.20: (A) Arreglo de electrodos interdigitados planos (IDE). (B) Seccidn transversal
con las lineas del campo eléctrico.

2.6. Técnicas de microfabricacion

Las técnicas de microfabricacion son una serie de pasos para generar estructuras en es-
cala micrométrica. Estas estructuras se pueden construir mediante procesos sustractivos en
los que a través de la remocion de porciones del sustrato se obtiene la estructura tridimen-
sional deseada, lo que se conoce como microfabricacion del sustrato. O bien, las estructuras
se pueden obtener a través de procesos aditivos que con la deposicion de sucesivos materia-
les se definan las geometrias deseadas sin modificar el sustrato, lo que se denomina como
microfabricacion de superficie. Las técnicas de microfabricacion mds ampliamente utiliza-

das son la fotolitografia, la litografia blanda, la deposicion de peliculas y el grabado [? ]. En
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las siguientes subsecciones se profundiza en las técnicas utilizadas en el presente trabajo.

2.6.1. Fotolitografia

La fotolitografia, también llamada litografia 6ptica o litografia UV, es un proceso por
el cual se definen patrones de pelicula delgada sobre un sustrato [? ]. De manera particular,
se utiliza luz para transferir un patrén geométrico de una fotomdscara a una "fotoresi-
na"quimica sensible a la luz. Este proceso es ampliamente utilizado en la microfabricacién
de circuitos integrados o en sistemas microelectromecéanicos (denominados MEMS) asi co-
mo en el desarrollo de transductores para sensores [? ]. Su amplio uso se debe a que se
pueden crear patrones micrométricos, ademds de que la técnica permite un control exacto
sobre la forma y el tamaiio de los objetos que crea. Los pasos que comprenden el proceso

fotolitografico son:

» Limpieza de la superficie del sustrato de la muestra

» Tratamiento térmico de deshidratacion, para expulsar el agua adsorbida en la super-
ficie de la muestra

= Aplicacién de la fotoresina

= Tratamiento térmico suave, para establecer las propiedades de la fotoresina

= Alineacion de la fotomdscara en la muestra

= Exposicion de la fotoresina

= Revelado y limpieza de la muestra para los pasos posteriores

2.6.2. Proceso de Lift-off

El proceso de lift-off en la tecnologia de microfabricacién es una técnica comun
para definir patrones de peliculas metélicas o dieléctricas en el rango de micrémetros o
submicrémetros [? ]. En este proceso se hace uso de una capa de sacrificio (usualmente

fotorresistente) para definir el patrén del material objetivo (generalmente un metal). En
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primera instancia, como se observa en la Figura 2.21a, la capa de sacrificio se aplica sobre
el sustrato y se plasma el patrén deseado; luego, el material objetivo se deposita encima de
la capa de sacrificio (Figura 2.21b). El paso final consiste en la eliminacion del material de

sacrificio (Figura 2.21c) para dejar plasmada la pelicula solo en el area deseada [? ].

Fotoresina Vidrio

== /m

Fotolitografia

Au
SRR
Evaporacion de metales

(C)

Eliminacion de fotoresina

Figura 2.21: Proceso de fabricacion de electrodos interdigitados a través de la técnica lift-
off. (A) Modelado del patron con fotoresina en vidrio para formar los electrodos interdigi-
tados. (B) Evaporacion del oro en la fotoresina y el vidrio. (C) Eliminacion de la fotoresina
para obtener el sustrato de electrodos interdigitados.

El principal beneficio de esta técnica radica en la capacidad para modelar una amplia varie-
dad de materiales, especialmente metales inertes y dificiles de grabar. También evita dafios
y problemas de compatibilidad que pueden surgir con el grabado. No obstante, existen li-
mitaciones que incluyen dificultad para remover material entre lineas, asi como efectos
de borde. Estos inconvenientes pueden mitigarse con una preparacion y un procesamiento
adecuados. Asociado con esto, es importante mencionar que el perfil de la fotoresina (PR)
tiene un gran impacto en la calidad de su despegue. De modo que, para obtener espacios
mas pequefios entre lineas y conseguir bordes mds limpios, se debe tener un patrén de PR
tal que al depositar el metal se cree una pelicula metalica discontinua para que el solvente
que disuelve la PR pueda eliminar de forma efectiva el metal no deseado. Ademas, existen

diversos tipos de fotoresinas para llevar a cabo la técnica, de las cuales destacan dos; el
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perfil positivo y el perfil negativo.

Perfil positivo

Las PR de perfil positivo son adecuadas para los procesos de lift-off s6lo en un grado
limitado ya que estas no se entrecruzan, manteniendo el punto de ablandamiento en valores
entre 110-130 °C [? ]. Dado que estas temperaturas a menudo ocurren durante los procesos
de recubrimiento tipicos, la capa de PR se redondeard, promoviendo la cobertura de las
paredes laterales durante el recubrimiento, lo que hara que su remocion sea dificil o incluso

imposible.

Perfil negativo

La exposicion a foto resistencias negativas provoca un cambio quimico que hace que la
resistencia sea insoluble en la solucidn reveladora, por lo que cuando la luz pasa a través
de las aberturas de la foto mdscara, conduce a dreas opacas en la resistencia desarrollada.
Esto crea un patrén en la muestra que es el opuesto al de la mdscara, es decir, una imagen
negativa.

Las fotorresistencias negativas son generalmente la mejor opcion para los procesos de [ift-
off ya que logran un socavado reproducible pues evitan que se recubran las paredes laterales
de la capa protectora, lo que facilita el despegue posterior. Por otro lado, la reticulacién de
la resina de las fotorresistencias negativas comunes mantiene el socavado incluso a tem-
peraturas de recubrimiento muy altas, lo que ayuda a mantener las cavidades durante la

deposicion.

2.6.3. Evaporacion de metales por haz de electrones

En la técnica de deposiciéon mediante evaporacién por haz de electrones, se lleva a

cabo el calentamiento del material hasta la fusion por medio del bombardeo del material
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con electrones extraidos de un filamento por el que pasa una corriente eléctrica, lo que se
conoce como efecto Joule. El montaje de la técnica es simple, y resulta muy apropiada
para depositar metales y algunos compuestos de bajo punto de fusién (Al, Ag, Au, SiOs,
etc.). Los metales tipicos usados como filamento son el tantalio (Ta), el molibdeno (Mo) y
el wolframio o tungsteno (W) debido a que presentan una presién de vapor practicamente
nula a la temperatura de evaporacion (7;,,,= 1000-2000 °C). En la Figura 2.22 se ilustra el

sistema de evaporacion por haz de electrones.

Substratos T ——ee—=—
Haz de e’

. & K 4 | (enfoque
Flujo de vapor +1— ] | magnético)
Fundente

. Al Caién

‘___
Crisol /4 electrones
= (filamento)
Agua l Sistema
Refrigeracién vacio
Fuente Alta
Tensién
(1-20kV)

Figura 2.22: Esquema del equipo de deposicién mediante calentamiento por haz de elec-
trones.

2.7. Polimeros de impresiéon molecular

La impresion molecular es un método para producir sitios de reconocimiento especifi-
cos para una molécula diana en una matriz de polimero sintético. La técnica de impresion
molecular se puede aplicar a una amplia gama de moléculas [? ][? ]. En particular, los
polimeros de impresion molecular (MIP, por sus siglas en inglés) son muy prometedores
como sustitutos de los receptores naturales en los sensores de afinidad [? ]. Los principa-
les beneficios surgen de la facil adaptacion del receptor para una amplia gama de especies
objetivo, desde iones y moléculas pequeias, hasta compuestos macromoleculares. Asimis-

mo, la buena estabilidad y la posibilidad de obtener MIPs en diversas formas fisicas, como
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membranas o nanoparticulas, hacen que estos materiales sean muy atractivos en diversas
aplicaciones [? ] [? ]. Los MIPs ofrecen potencialmente la especificidad y selectividad
de los receptores bioldgicos con las ventajas explicitas de durabilidad, con respecto a las

condiciones ambientales, y de bajo costo.

2.7.1. Sintesis

La técnica de impresion molecular se basa en la preparacién de un polimero altamen-
te entrecruzado alrededor de un analito utilizado como molécula molde. Este proceso se
muestra en la figura 2.23. Inicialmente, el analito se pone en contacto con un monomero
adecuado para formar un complejo de prepolimerizacién y posteriormente se le afiade el
entrecruzador, el iniciador y el disolvente en el que se llevard a cabo la polimerizacion. Una
vez obtenido el polimero, se extrae 1a molécula molde, liberando los sitios de reconocimien-
to especifico. Dicho reconocimiento se basa en la generacion durante la polimerizacion de
‘cavidades que son complementarias en tamaifio, forma y funcionalidad quimica al anali-
to’ (Haupt, 2001), alcanzando constantes de afinidad y selectividad comparables a las del

reconocimiento de los pares antigeno-anticuerpo.

Inicio Extraccion

plantilla

Figura 2.23: Proceso general de impresion molecular. Copyright 2017, American Chemical
Society.

El complejo entre molécula plantilla y mondémero funcional puede formarse a través
de enlaces covalentes reversibles, interacciones no covalentes o por una combinacién de

ambo tipos de interacciones. Existen tres estrategias para llevar a cabo la polimerizacién en
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funcién del tipo de interaccion involucrada en el proceso de impresién o reconocimiento

molecular: covalente, semicovalente y no covalente.

Sintesis covalente

En la impresién molecular covalente las interacciones entre los grupos funcionales de la
molécula plantilla y el monémero funcional son mediante uniones covalentes que dan lugar
a sitios de unién homogéneos y definidos. Ademads, debido a la adicién estequiométrica de
los mondmeros funcionales, el porcentaje de unidn no especifica derivado es muy peque-
flo. Las interacciones responsables del enlace selectivo posterior del analito son también
covalentes, lo que implica alta afinidad y selectividad hacia el analito, pero bajas cinéticas
de enlace, siendo esta una de las mayores limitaciones, junto con la eliminacién final de
la molécula plantilla (normalmente hidrdlisis catalizada). Dichos factores limitan el campo

de aplicacion de estos MIPs.

Sintesis semicovalente

En la polimerizacion semicovalente, aunque la interaccion entre la molécula plantilla y
el mondmero funcional es covalente, la interaccién implicada en el reconocimiento poste-
rior de los analitos es de naturaleza no covalente. Esta es una técnica mds versatil que la
anterior que puede adaptarse a diferentes condiciones de polimerizacién, aunque de nue-
vo, la complejidad de la ruta de sintesis y de la quimica implicada en la eliminacién de la

molécula plantilla, la convierten en una opcién poco utilizada [? J[? ][? ].

Sintesis no covalente

En la impresion no covalente, los mondmeros funcionales interaccionan con la molécu-
la plantilla en la mezcla de prepolimerizacion, originandose un reordenamiento molecular
en el que se maximiza la interaccion, que puede ocurrir en uno o mds puntos de las mo-

léculas y suelen involucrar enlaces de hidrégeno, interacciones 7-m, dipolo-dipolo, i6nicas

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



2.8 SARCOSINA 33

y/o hidrofébicas. Esta es una técnica simple y versétil, con la generacién durante la sinte-
sis de una amplia variedad de uniones que, aunque son de cardcter débil y no especifico,
el conjunto de los multiples puntos de union posibilita conseguir uniones suficientemente

fuertes.

2.8. Sarcosina

La sarcosina es un aminodcido no proteinogénico que se puede encontrar en los muscu-
los y la préstata. Se expresa en niveles bajos en individuos sanos o en pacientes con hiper-
plasia prostatica benigna (HPB), mientras que se expresan niveles altos de sarcosina urina-
ria en hombres con cancer de prostata localizado (CaP) o metastésico [? ]. En consecuencia,
el papel de la sarcosina como biomarcador del CaP en estadio temprano se ha estudiado
intensamente. Los datos obtenidos sugieren que la sarcosina exhibe efectos estimulantes
significativos sobre el crecimiento de las células prostiticas malignas/metastdsicas, pro-
bablemente debido a la acumulacién en el tumor de metabolitos de la sarcosina como la
serina y la glicina, lo que proporciona promotores del crecimiento tumoral [? ]. Conside-
rando estos resultados, se han realizado multiples estudios de validacion interinstitucional
para evaluar el poder discriminatorio de la sarcosina urinaria. Se ha comprobado que la
sarcosina en sangre no solo aumenta excesivamente en pacientes con cancer de prostata
maligno, sino que también puede excretarse en la orina [? ]. La concentracion de sarcosina
en sangre es de 1,4 4+ 0,6 umol/L en condiciones normales [? ] y 20 nmol/L en orina. Sin
embargo, para los pacientes con CaP, los valores urinarios pueden alcanzar niveles micro-
molares [? ][? ]. En otro estudio se obtuvo que los niveles medios de sarcosina en suero y
orina en los controles sanos fueron de 3,0 + 2,0 y 6,0 + 2,0 ng / ml, respectivamente, mien-
tras que fueron de 9,0 + 1,0 y 8,0 £ 1,0 ng / ml en los pacientes con HPB, respectivamente.
Los niveles de sarcosina en suero y orina en los pacientes con CaP recién diagnosticado

(NDPCa) fueron 21.02 £ 2.0y 15.0 £ 2.0 ng/mL, respectivamente [? ].
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Los estudios convergen en el potencial uso de la sarcosina como biomarcador del CaP y
su uso en biosensores puede ser una alternativa menos invasiva, mds sencilla y mds acce-
sible a la poblacion, que sustituya los procedimientos rigurosos actuales para la deteccion

oportuna del CaP.
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Capitulo
Diseiio y construccion del sistema de

medicion

El presente trabajo consta de tres bloques de desarrollo principales: la sintesis del MIP
que brinda especificidad al biosensor, la fabricacion de los IDEs como transductor de sefial
y la electrénica encargada de medir y amplificar la sefial producida por el transductor. Este
capitulo aborda los tépicos relacionados con el disefio e implementacién de la electrénica,
la cual consiste de un sistema de medicion de impedancia eléctrica. El disefo de este siste-
ma se basé en la configuracion tipica que emplean los potenciostatos para aplicar y medir
corrientes y/o potenciales eléctricos en una celda electroquimica. En este sentido, el sistema
utiliza un arreglo de 3 electrodos para aplicar y controlar la diferencia de potencial aplica-
da a los IDEs, considerados como dispositivos bajo prueba (DUT por sus siglas en inglés).
Esta parte de disefo y construccion del sistema de medicion fue desarrollada apoyando-
se de un enfoque sistemdtico y secuencial conocido como modelo en cascada (ver Figura
3.1), propuesto por Winston W. Royce. Donde en primera instancia, se establecieron los re-
querimientos del sistema y una vez definidos, se procedi6 al disefio de los esquematicos y
layouts para después generar las placas de circuito impreso (PCB por sus siglas en inglés).
Posteriormente, se desarroll6 el codigo del sistema y se llevd a cabo su implementacion.

Finalmente, se realizaron pruebas de funcionamiento del sistema de medicion.

[35]
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Requisitos Diseflo Implementacion Verificacion Mantenimiento

Figura 3.1: Enfoque metodolégico en cascada propuesto por Winston W. Royce.

3.1. Estructura del sistema

La Figura 3.2 muestra una vision global del sistema de medicion de impedancia pro-
puesto. Este estd basado en 6 bloques fundamentales: alimentacion, generacion de sefiales,
configuracién de la sefial de excitacién, medicidn de la corriente y del voltaje, tratamiento
de las sefiales y procesamiento de la informacion.

El sistema completo se desarrollé en dos PCBs. La primera contiene los médulos encarga-
dos de la alimentacién de ambas tarjetas y las fases encargadas de llevar a cabo la genera-
cién de la senal de excitacion y las mediciones correspondientes. Por su parte, la segunda
tarjeta incluye al microcontrolador, asi como los headers asociados con la interconexion

entre ambas tarjetas.

Generacion de la buT Medicién } Tratamiento de las
senal senales

Corriente
¥ | = 6¥) -
Configurafion de } Voltaje |
la senal

PC

Alimentacion

Figura 3.2: Bloques principales del sistema de medicion.

3.1.1. Etapa de alimentacion

La etapa de alimentacion es la encargada de suministrar la energia necesaria para hacer

funcionar las posteriores etapas que conforman el sistema, por lo que uno de los aspectos
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primordiales fue la determinacién de los rangos de alimentacién. De esta forma y a manera
de estandarizar, se tomé como consigna que los amplificadores operacionales y circuitos
integrados a seleccionar tuvieran como caracteristica una alimentacion entre los £2.5 'V, es
decir, en un rango total de 5 V o bien, de 3.3 V para la parte analégica. Por otro lado, se
defini6 un voltaje de alimentacién de 3.3 V para la parte digital, de aquellos dispositivos
que asi lo requirieran.

Esta etapa se constituy6 por un regulador de voltaje principal con un voltaje a la entrada de
7.4V y alasalidade 5 V. Se emplearon reguladores de voltaje adicionales con la finalidad
de obtener £2.5 V y 3.3 V, para alimentar la parte analégica, ademds de otro regulador
encargado de suministrar 3.3 V a la parte digital. Aunado a estos, se agregd un regulador
exclusivo para suministrar energia al conversor de datos a fin de evitar interferencias que
pudieran generarse con otros dispositivos. Otra caracteristica implementada en esta etapa
es la posibilidad del sistema para ser alimentado con baterias, es decir, que el sistema de
medicion sea capaz de trabajar sin necesidad de ser conectado a la energia eléctrica. Esto
se llevé a cabo a través del uso de una bateria externa con voltaje nominal de 7.4 V, 10400
mAh de capacidad y una corriente maxima de descarga continua de 5.0A que es conectada

directamente a la entrada del regulador de 7.4V.

3.1.2. [Etapa de generacion de sefnales

La técnica de impedancia eléctrica requiere la aplicacion de una sefal senoidal a los
electrodos como forma de excitacién por lo que se afiadi6 en el disefio un generador de
sefales. Para tal efecto, se eligi6 al circuito integrado AD9833 de Analog Devices.

Dentro de las caracteristicas de este sintetizador de forma de onda se encuentran:

Salidas de onda sinusoidal, triangular y cuadrada

Frecuencia y fase programables digitalmente

Rango de frecuencia de salida de 0 MHz a 12.5 MHz

Resolucion de 28 bits: 0.1 Hz con reloj de referencia de 25 MHz
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= Fuente de alimentacionde 2,3V a5,5V

» Interfaz SPI de 3 hilos

= Rango de temperatura extendido: -40 °C a +105 °C
= Opcién de power-down

= Empaquetado MSOP de 10 derivaciones

= No requiere componentes externos para su funcionamiento

A la salida del generador de sefiales se incorporé un atenuador de sefial con referencia
LMP7312 de la compaiia Texas Instruments. La funcién de este dispositivo es la de dis-
minuir la amplitud de la sefial generada si asi se requiere, ademds de otorgar un rango mas
amplio de amplitudes de trabajo, segtin los requerimientos de las mediciones a realizar. En
la entrada no inversora se colocé un jumper para elegir entre colocar dicha entrada a GND
o incorporar una sefial de referencia de 1.0 V, segitin el modo de configuracion bipolar o

unipolar de la sefial de la entrada inversora.

3.1.3. Etapas de configuracion y medicion de las seiales

La etapa de configuracién de las sefiales, asi como la de mediciones estin muy rela-
cionadas entre si en el disefio y el modo de trabajo, por lo que se presentan de manera
conjunta.

Se ha llamado etapa de configuracion de las sefiales a la porcion del proceso en el que la
sefal producida por el generador de sefiales es ajustada y encaminada hacia el electrodo
correspondiente. Por su parte, la etapa de mediciones se refiere a la serie de pasos y dispo-
sitivos encargados de sensar tanto la corriente como el voltaje de los IDEs.

Ambas etapas se disefiaron tomando como base el funcionamiento de un potenciostato co-
nectado a una configuracion tipica de 3 electrodos que consiste en un electrodo de trabajo
(WE), uno de referencia (RE) y un contraelectrodo (CE). Dicho sistema se ha modelado
como un arreglo de impedancias y resistencias (Figura 3.3a), donde 7.y Z, representan

la impedancia interfacial del contraelectrodo y del electrodo de trabajo, respectivamente.
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Por su parte, Rq junto con R, simbolizan la resistencia de la solucién. Para fines practicos,
se ha despreciado la resistencia de la solucion y se ha tomado el esquema de la Figura 3.3b

como base para el disefio del sistema.

b)

(b) Arreglo de impedancias.

Figura 3.3: Arreglos que modelan una celda electroquimica a 3 electrodos.

En este sistema, la medicién de la corriente del WE se realiza incorporando un amplifi-
cador de transimpedancia, mientras que la medicién de su voltaje se lleva a cabo por un
amplificador de ganancia programable (PGA por sus siglas en inglés) conectado al RE. Pa-
ra garantizar el potencial entre WE y RE, se requiere de un amplificador operacional que,
unido al contraelectrodo, cierre el circuito y que ademads, suministre la corriente necesaria
para equilibrar la corriente observada en el electrodo de trabajo y asi mantener constante el
potencial del electrodo de referencia a fin de llevar a cabo de manera correcta las medicio-
nes. Ademds, se incluy6 un lazo de realimentacion que va desde el electrodo de referencia
hasta el punto de suma S, el cual también interviene en el control del potencial del electrodo

de referencia. El disefio del circuito planteado se muestra en la Figura 3.4.
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CE
RE

Z
WE
Figura 3.4: Diseiio del sistema de medicién utilizando un amplificador operacional.

Una vez planteada la primera aproximacion del sistema de medicion, se procedieron a
disefiar, de manera detallada, las fases involucradas tanto en la etapa de configuraciéon de
sefales como de las mediciones. Se plante6 un disefio apoyado en el potenciostato sumador
[? ]. En conjunto, ambas etapas fueron conformadas por 5 fases bien diferenciadas por las
caracteristicas particulares de cada una y cuyo disefio se muestra en la Figura 3.5. La fase
1 corresponde a un amplificador inversor del cual se sustentan todas las otras fases y que se
presentd anteriormente ( ver Figura 3.4), enseguida se afiadié un amplificador tipo booster
con la finalidad de entregar una mayor potencia hacia el contraelectrodo. Por otro lado, se
utiliz6 un seguidor de voltaje en el circuito de retroalimentacion (fase 3). En la fase 4 se
utiliz6 un amplificador de transconductancia para obtener las mediciones asociadas con la
corriente. Y finalmente, para la fase 5 asociada con las mediciones de potencial, se incluy6

un PGA.
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Figura 3.5: Fases que conforman la etapa de configuracion de la sefial y la etapa de medi-
cion.

A continuacién, se explican con mayor profundidad las propiedades a considerar para cada

fase segun las tareas a desempeiiar.

Fase 1

Esta fase corresponde al amplificador principal del potenciostato y es en el cual se
sustenta el inicio del funcionamiento del sistema de medicion. El amplificador se configuré
en modo inversor, donde la terminal de entrada negativa recibe la onda generada de la
etapa anterior asi como la realimentacion el circuito proveniente del RE. Al ser este el
dispositivo principal en la etapa de configuracion, ademas de ser el primero en lazo directo,
se selecciond con un nivel de offset bajo para reducir el error en el potencial aplicado.
De igual manera, se tuvo en cuenta que las corrientes en las entradas (bias) fuera baja.
Asimismo, se requiri6 de un amplificador capaz de alcanzar voltajes muy cercanos a los
de las fuentes de alimentacion, por lo que fue necesario que el amplificador tuviera la
caracteristica rail-to-rail. Por lo anterior, la opcién mds conveniente para esta fase fue un

amplificador operacional de precision (PR).
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Fase 2

Esta fase estd asociada directamente con el contraelectrodo por lo que el dispositivo
seleccionado se encarga de sumistrar la corriente suficiente para mantener el potencial en
el RE. En este caso, se requiere una corriente significativa igual o mayor a 1 amperio.
Debido a que los amplificadores que se utilizan para procesar sefiales generalmente son
de baja potencia y solo tienen capacidad de generar en sus salidas tensiones en el rango
de voltios y proporcionar intensidades en el rango de los miliamperes, se selecciond un

amplificador operacional de potencia.

Fase 3

Esta fase estd en relacion con el electrodo de referencia cuyo voltaje debe permanecer
constante y conocido durante todo el tiempo de duracién de las mediciones, por lo tanto,
se debia garantizar que la corriente no circulara a través del mismo, de lo contrario, su
potencial se afectaria y con ello las mediciones. Por tal motivo, se propuso un dispositivo
con rechazo a interferencias electromagnéticas y de baja corriente entre las terminales de
entrada (bias), en conjunto con una alta impedancia de entrada. Respecto a la configuracién

del amplificador, se plante6 una configuracion tipo buffer.

Fase 4

Esta fase estd asociada con el electrodo de trabajo, lo que significa que a través de este
amplificador de instrumentacion se realizan las mediciones de la corriente. Sin embargo,
medir corriente a menudo resulta dificil por lo que se implement6 un amplificador opera-
cional de transimpedancia, el cual recibe la corriente proveniente del electrodo de trabajo
y otorga a la salida un voltaje proporcional a dicha corriente. Dentro de las caracteristi-
cas consideradas en la seleccion del dispositivo se tuvieron: bajo ruido, ajuste digital de

la ganancia y ganancia constante hasta 1 MHz. En cuanto a su configuracion, la etapa se
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implementé con retroalimentacidon negativa en el que la entrada no inversora se encuen-
tra conectada a tierra. Lo anterior asegura que la diferencia de potencial entre las entradas
(inversora y no inversora) sea muy pequefla, incluso casi despreciable, llevando a consi-
derar que ambos terminales se encuentran al mismo potencial, es decir, en tierra virtual.
Asi, este disefio sustenta el funcionamiento adecuado para llevar a cabo las mediciones

correspondientes.

Fase 5

Esta fase fue implementada para medir el potencial del sistema, sin embargo, dado
que se trabaja con sefiales de excitacion muy pequeiias, los potenciales obtenidos también
resultan en pequefias magnitudes, por lo que fue necesario que este amplificador tuviese
ganancia programable ademds de poder operar a valores tan cercanos como los de las

fuentes de alimentacion, es decir, poseer la caracteristica rail-to-rail.

A manera de resumen, los pardmetros principales de seleccion de dispositivos para cada

fase se presentan en la Figura 3.6.

Amplificador operacional de precision

Amplificador operacional de potencia

Amplificador operacional de baja corriente

de entrada (T,,,,) con rechazo a EMI
J

Amplificador operacional para el sensado
de corriente y de bajo ruido

Amplificador de ganancia variable

€L

Figura 3.6: Propiedades asociadas a cada fase de las etapas de configuracion de la sefal y
de medicion.
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Por su parte, la tabla 3.1 es una sintesis del andlisis realizado anteriormente y contiene los

rangos y valores numéricos asociados con las caracteristicas mds importantes de cada fase.

Tabla 3.1: Parametros mds importantes con sus respectivos rangos y valores numéricos asocia-
dos a cada fase de las etapas de configuracion y medicion de las sefiales.

Caracteristicas Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase4 | FaseS
Voltaje de alimentacion +2.5V +2.5V +2.5V +2.5V | £2.5V
Nivel de offset a la entrada (Vpg) | <100 uV <1l mV <1l mV <2mV
Corriente de entrada (1p;,s) <10 pA <1 pA <1 pA

Corriente de salida ({,,;) >1A

Rail-to-Rail Si Si
Ganancia Analdgica | Analdgica | Analdgica | Digital | Digital

! Los espacios indican valores no significativos para el presente trabajo.

Posteriormente, se realiz6 un anélisis detallado de amplificadores presentes en el mercado

que cumplieran con las especificaciones propuestas para cada fase. En primera instancia,

fueron seleccionadas varias opciones para una misma fase, como se muestra en la tabla

3.2. Finalmente, se eligié aquel componente que, en términos generales, aportara un mejor

desempefio, a la vez que se consideré el tipo de empaquetado, siendo predilecto el tipo de

montaje superficial. La informacion de los componentes propuestos y de los seleccionados

se presenta en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Componentes propuestos y componente seleccionado para cada una de las cinco
fases de las etapas de configuracion de sefiales y de medicion.

Fases Componentes propuestos Componente seleccionado

= LMP201MF/NOPB
Fase 1 » LTC2066IS5#TRPBF LMP201MF/NOPB
= OPA2156IDR

= OPAS6AIRHGR
Fase 2 OPA569AIDWPR

= OPAS69AIDWPR

= TLV90601S
Fase 3 = LMV861 TLV90601S
= MCP6421/2/4

= ADA4350ARUZ
Fase 4 ADA4350ARUZ

= MCP6CO02T-100E/CHY

= PGAI113
Fase 5 » LTC6910-1CTS8#TRPBF LTC6912CGN-1#PBF

» LTC6912CGN-1#PBF

3.1.4. Etapa de acondicionamiento de las senales

En ocasiones es necesario realizar un tratamiento de la sefial de respuesta obtenida para
eliminar el ruido que la acompafia o adecuar las sefnales para el posterior procesamiento
de la informacién. En este sentido, en el presente trabajo se propuso un tratamiento de
las sefiales previo a la digitalizacién de las mismas. Esta etapa comprende el filtrado y la

amplificacion de las sefiales de corriente y de voltaje obtenidas en la etapa anterior.
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Filtrado y amplificacién

En primera instancia, se realiz6 una reduccién de ruido a altas frecuencias en la me-
dicion de la corriente a través del uso del propio amplificador empleado para el sensado
(ADA4350ARUZ). Esto debido a que el dispositivo posee una buena respuesta en frecuen-
cia entre los 0 Hz y 10 MHz [? ], después de tal frecuencia las sefiales comienzan a verse
suprimidas. Cabe mencionar que en las pruebas se evalu6 esta condicion para considerar si
era necesario la implementacion de filtros adicionales. También, se agregaron amplificado-
res operacionales duales con la finalidad de colocar ganancia a ambas sefiales y aumentar
asf su amplitud. Ademds, dicha amplificacion también contribuyé al aprovechamiento de

la precision del conversor de datos al ocupar todo su rango de voltaje de entrada.

Conversor analégico-digital

Dado que las senales obtenidas tanto de la corriente (ip) como del voltaje (vo) son
analdgicas, estas deben ser digitalizadas para ser procesadas y/o almacenadas como infor-
macion. Por tal motivo, se implement6 el conversor de datos AD9248 de Analog Devices.
Dentro de sus caracteristicas mas importantes se encuentran que este conversor A/D es
dual, lo que permite hacer la conversion digital de ambas sefiales con el mismo dispositivo,
ademds, cuenta con 14 bits de precision y es capaz de realizar 40 MSPS (megamuestras por
segundo, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, este conversor tiene un bajo consumo
de energia de 330 mW [? ]. El diagrama funcional del conversor A/D se muestra en la

Figura 3.7.
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Figura 3.7: Diagrama funcional de bloques del conversor analdgico-digital
AD9248. Recuperado https://www.analog.com/media/en/technical-documentation/data-
sheets/AD9248.pdf

3.1.5. Procesamiento de las seiales

Las senales digitalizadas fueron procesadas con el propésito de reconstruir las sefiales
senoidales de corriente y de voltaje y asi calcular la impedancia. Esto se realiz6 a través de

la regresion senoidal y la regresion circular.

Regresion senoidal

Esta técnica se empleé como un medio para calcular la impedancia eléctrica del sistema.
Se basa en pares de conjuntos de datos X e Y pertenecientes a una sefial que se parece a
una forma senoidal, por lo que es posible describir dicha sefial a través de la siguiente
expresion:

Y = Ajcos(wt) + Agsin(wt) (3.1.1)
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donde Y es el conjunto de valores generados a partir del conjunto de datos X que descri-
ben la sefal sinusoidal que mds se aproxima a la sefial real. Los valores de A; y As vienen

dados por [? ]:

Sy
Q

A = (3.1.2)

S
= Q

Ay = e (3.1.3)

donde

B = (i Y;cos(in)> (i sm2(in)) (3.1.4)

=1

=1

C = (Z Yisz'n(in)> (% > sin(Qin)> (3.1.5)

D= (Z mm(m)) <Z 0052(in)) (3.1.6)

=1

E = (Z Y;cos(in)> (% > sin(QwXZ-)> (3.1.7)

i=1

M:

F = (Zn: YiCOSQ(in)> (

sinQ(in)> (3.1.8)

i=1

G:

n 2
(Z sin(Qin)> (3.1.9)
=1

] =

Para obtener una expresion de la forma
Y = Acos(wX + ) (3.1.10)

se pueden aplicar las siguientes ecuaciones

A=VA%+ A2 (3.1.11)
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@ = tan™" (j—j) (3.1.12)

Finalmente, el error de esta aproximacién estd dado por

e=Y (Vi — Acos(wX + ¢))’ (3.1.13)

=1

Regresion circular

Una vez obtenidos los valores de impedancia, esta técnica fue utilizada para generar los
diagramas tanto de Bode como de Nyquist asumiendo una celda de Randles como modelo.
Es posible aplicar dicho procedimiento a partir de un par de conjuntos de datos X e Y
pertenecientes a una curva que se asemeja a un circulo con centro en C (h, 0). Asociado a

esto, se puede obtener una expresion que describa la circunferencia de la siguiente forma
Y?=R?— (X, —h)? (3.1.14)

donde Y es el conjunto de valores generados a partir del conjunto de datos X que describen

la circunferencia que mejor se ajusta a los datos X e Y. Los valores h y R estdan dados por

(7]

_ E?:l Xi2 + 22;1 XiY? - [(% Z?:l Xi)(Z?:l Xi2 + Z?:l Yf)]

h : . (3.1.15)
2(21‘:1 X?) - %(Zi:l Xi>2
R=|h?- (—Z)Q) + = (ZX,-+ZY£> (3.1.16)
n n
i=1 i=1 i=1

El error de la aproximacion estd dado por
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e=Y (V?-Y?)? (3.1.17)

3.1.6. Control de dispositivos

Se implementd un microcontrolador encargado de dirigir todas las acciones de ope-
racion de los dispositivos involucrados, asi como de procesar la informacién de todo el
sistema. El dispositivo seleccionado fue el MC56F8367 de la compafiia NXP® Semicon-
ductors. Este es un controlador de sefial digital (DSC, por sus siglas en inglés) de 16 bits
que opera a 60 MHz y 60 MIPS (megainstrucciones por segundo). Esta dotado con 512 KB
de memoria flash de programa, 4 KB de RAM de programa, 32 KB de RAM de datos, 32
KB de flash de datos y 32 KB de memoria flash de arranque, asi como como un conjunto

flexible de periféricos [? ]. Otras de sus caracteristicas son:

= Funcionalidad DSP y MCU unificadas

» Chip Select 16gico

= Hasta dos médulos PWM de 6 canales

= Cuatro ADC de 4 canales de 12 bits cada uno

= Hasta dos interfaces periféricas en serie (SPI)

= Hasta cuatro temporizadores cuddruples de uso general
= Hasta 76 lineas de propésito general (GPIO)

= Empaquetado LQFP de 160 pines

Este dispositivo estd encargado de realizar dos tipos de funciones: control de otros
dispositivos por medio de sus mddulos periféricos, y procesamiento de sefales y célculo
de la impedancia. Los periféricos que fueron configurados corresponden a las interfaces
periféricas en serie (SPI), los moduladores de ancho de pulso (PWM), los mddulos de
temporizador y los médulos de entrada/salida de uso general (GPIO), entre otros. Este

DSC fue programado a través del software Codewarrior® 11.1. El cédigo cargado al DSC
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incluye la inicializacion de los dispositivos y periféricos utilizados, las tareas de control,
la ejecucion del teorema de muestreo por desfase y la implementacion matemadtica de la
regresion sinusoidal y circular necesarias para el cdlculo de la impedancia.

Respecto a la comunicacion entre dispositivos, se empleé el protocolo serial SPI, donde
el microcontrolador estuvo configurado en todo momento como maestro. Este DSC cuenta
con dos interfaces SPI denominadas SPI0 y SPI1. Los dispositivos de las diferentes etapas

fueron asignados a cada interfaz SP/ como se muestra en la siguiente tabla.

Datos de referencia SPI
Componente Caracteristicas Moédulo | Modo | Paquete
de datos
AD9833 Generador programable de onda SPI0 | Esclavo | 16 bits

ADAA4350ARUZ | Amplificador de entrada FET con SPIO | Esclavo | 24 bits

una red de conmutacién

MAXS5481EUD+ Potencidmetro digital SPIO | Esclavo | 10 bits

LMP7312 Atenuador de ganancia variable SPI0 | Esclavo | 5 bits

programable digitalmente

LTC6912C-1 Amplificador de ganancia SPI1 | Esclavo | 3 bits
programable digitalmente (PGA) y

de bajo ruido

MCP42010-1/ST Potenciémetro digital dual SPI1 | Esclavo | 8 bits

Tabla 3.3: Componentes asignados a cada interfaz SPI del controlador MC56F8367.

3.2. Diseno de las tarjetas de circuito impreso PCB

Se disefiaron dos tarjetas de circuito impreso (PCB, por sus siglas en inglés) que con-

forman el sistema de medicion. La primera tarjeta estd constituida por los médulos elec-
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trénicos, es decir, por las etapas y fases planteadas en las secciones anteriores del presente
capitulo. El disefio de este circuito general que se ha tomado como base para el disefio de
su placa de circuito impreso se muestra en la Figura 3.8. La segunda tarjeta incluye al mi-
crocontrolador, asi como los headers asociados con la interconexion entre ambas tarjetas.

El diseno incluye la realizacion de los diagramas esquematicos y los layouts de cada una.

CE
RE

._ Y
1 =0 - HEN
—
+2.5V o
U ° 1
_T_ 25V _?_i o
|:> Filtrado Conversor
racoy analogico-digital Microcontrolader
|:> amplificacion (AC) _
PC

Figura 3.8: Circuito general de los modulos electronicos como base para el disefio de la
tarjeta.

3.2.1. Diseiio de diagramas esquematicos

Los disefnos esquemadticos de los componentes fueron realizados utilizando el software
especializado en disefio electrénico, PROTEUS® versién 8.10. El disefio esquematico es
de utilidad para identificar los pines de los componentes electronicos empleados, asi co-
mo para definir las conexiones entre componentes. Los diagramas se realizaron poniendo
especial énfasis en el tipo de empaquetado y el nimero de terminales de acuerdo con la
informacion presentada en sus respectivas hojas de datos.

A través de las etapas se agregaron amplificadores en modo buffer para acoplar impedan-
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cias. Esta configuracion tipo seguidor de voltaje, como se ilustra en la Figura 3.9, pro-
porciona un efecto de aislamiento de la salida respecto a la sefial de entrada, anulando
los efectos de carga y asegurando que la tension no disminuya a través de las etapas del

circuito.

=
(]
L]
+

GEN [>—

p——1> GEN_SIGNAL

Figura 3.9: Configuracién en modo seguidor de voltaje (buffer).

Cabe mencionar que también se agregaron jumpers tanto a la entrada como a la salida de
las fases de cada etapa (véase la Figura 3.10). Lo que garantiza, por un lado, habilitar y
deshabilitar componentes de forma rdpida y oportuna, y por otra parte, facilita la posibili-
dad de realizar futuras pruebas de funcionamiento por etapas. Ademds, su implementacion
también es una medida de proteccion para evitar dafios a fases siguientes en el proceso de

pruebas.
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| u23
+\ 4 1
R79 _ GEN_SIGNAL
30 LMVBE1MG
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Figura 3.10: Diagrama esquemaético que muestra el uso de un jumper (O_GEN1) a la en-
trada del amplificador operacional que habilita o deshabilita el paso de la sefial hacia el
amplificador. Un segundo jumper (O_GEN2) se encuentra a la salida para habilitar o inte-
rrumpir la sefial obtenida del amplificador.

Adicionalmente, se agregaron capacitores ceramicos de 0.1 uF en las entradas de alimen-
tacion de los dispositivos, los cuales actian como capacitores de desacople (Figura 3.11) al
remover el ruido de CA proveniente de las fuentes de alimentacion, en este caso particular,

de los reguladores de voltaje.

C60 C61
= || |l =z
0.1uF U28 0.1uF
+2.5V 1 voo VSS [—+4—0 25V
£ GND NC_4 —3
| ESYNCM D—-—4— cs H 3 QO +25v
— CLKM D—S SCLK(INC) W —5 {>> REF_VAR_-+2.5V
GND MDATA |>»—6 DIN(U/D) L Q -25v
+2.5V = SPI/UD N.C.3 ——
——INC._1 N.C._2 ——

MAX5481EUD+

Figura 3.11: Capacitores de desacople implementados en los terminales de alimentacion de
los amplificadores operacionales.
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3.2.2. Diseiio de layouts

El disefio de los layouts estd relacionado con el aspecto fisico de la tarjeta, tanto en la
disposicion de los componentes como del enrutado.
Los componentes fueron estratégicamente agrupados por etapas en la tarjeta y los headers
fueron posicionados en los bordes para facilitar las conexiones, a la par que se considerd
que la disposicion fuera lo mds compacta posible.
Por su parte, las pistas se realizaron tomando en consideracion las siguientes reglas de

disefio:

Numero de capas de cobre

Tolerancia pad-pad

Tolerancia pad-pista

Tolerancia pista-pista

Las Figuras 3.12 y 3.13 muestran las vistas superior e inferior, respectivamente, de las pis-
tas de interconexion realizadas en la tarjeta del controlador.

Por otro lado, debido al nimero de componentes y al tamaino de la tarjeta de medicion, se
opté por emplear una PCB a 4 capas para, de este modo, tener dos vias de enrutamiento
adicionales y aprovechar al maximo ambos lados de la tarjeta. En la Figura 3.14 se mues-
tra el enrutado realizado en las capas internas, asi como una vista superior del acomodo
espacial de los componentes de la tarjeta de medicion. Finalmente, dada la complejidad en
términos de empaquetado, tamaifio y nimero de componentes empleados, las placas fueron

fabricadas por Sheltec, una compaiiia con sede en El Marqués, Qro., México.
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(a) Pistas (b) Vista superior

Figura 3.12: Layouts de la capa superior de la tarjeta del controlador.

(a) Pistas (b) Vista inferior

Figura 3.13: Layouts de la capa inferior de la tarjeta del controlador.
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(a) Primera capa interna (b) Segunda capa interna

adly)

(c) Vista superior

Figura 3.14: Layouts de la tarjeta de medicion.

3.3. Coadigo

Se utiliz6 el entorno de desarrollo integrado (IDE, por sus siglas en inglés)
CodeWarrior® para programar el controlador MC56F8367. El primer paso consistié en una
revision sistematica para familiarizarse con los diversos puertos y sus respectivas ubicacio-
nes en memoria. Posteriormente, se comenz6 con el desarrollo del c6digo. Cabe mencionar

que se utiliza un lenguaje de programacion tipo C para las instrucciones y comandos ade-
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mads del sistema hexadecimal para representar los bits de los paquetes de datos.

El cédigo inicia con la declaracion de las librerias y contintia con las variables globales. En
seguida, se configuran y habilitan los puertos a utilizar. En este punto, se defini6 también la
forma de trabajo de sus respectivos pines, ya sea como periféricos o de propodsito general
(GPIO) y de ser este ultimo fue necesario indicar si correspondian a entradas o salidas.

A continuacidn, se configuraron ambas interfaces de comunicacion serial SPI y posterior-
mente, se generaron bloques de c6digo para la configuracion de los dispositivos. Se progra-
mo el generador de onda para que entregara una sefial senoidal con amplitud de 500 mV y
en algunos otros casos se programaron determinados valores de ganancia para los disposi-
tivos. Asimismo, se configuré el shutdown de estos, dando la posibilidad de desactivarlos
cuando no se utilizardn y disminuir asi el gasto de energia. También se configuré y habilitd
el conversor de datos A/D.

Al cédigo se agregaron las férmulas matemdticas asociadas con las técnicas descritas en
la seccion 3.1.5 para el procesamiento de los datos. Debido a la diversidad de tareas con
que cuenta el programa, se implementaron interrupciones de diversos niveles de prioridad

dependiendo del tipo de tarea.
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Capitulo

Construccion del biosensor

El biosensor propuesto para sarcosina esta constituido por tres partes fundamentales:

» Un sustrato aislante, en este caso, vidrio amorfo

= Un par de microelectrodos interdigitados de oro quimicamente inertes dispuestos
sobre el sustrato

= Un polimero de impresion molecular (MIP) inmovilizado sobre la superficie de los

electrodos que forma parte del elemento de reconocimiento biolégico.

En la Figura 4.1 se muestra, a manera de ilustracion, un esquema general de las partes.

Elemento de reconocimiento
bioldgico

® ’;
* &
3
® o
¢ 3
pot

Electrodos systrato
interdigitados

Analito

Figura 4.1: Partes que conforman el biosensor para sarcosina.

[59]
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A continuacidn, se detallan tanto los materiales como los procedimientos llevados a cabo
para fabricar los IDEs que conforman el transductor del biosensor y para la sintesis del

polimero de impresion molecular (MIP) selectivo a sarcosina.

4.1. Fabricacion de microelectrodos interdigitados

Los transductores han sido disefiados y fabricados mediante tecnologias de microma-
quinado sobre portaobjetos de vidrio de 7Smm x 25mm. El disefio implementado fue plan-
teado por Jiménez (2022) y corresponde a un arreglo de microelectrodos interdigitados
(uIDEs, por sus siglas en inglés) con un total de 25 pares de microdigitos con un ancho
de 10 um cada uno y una separacion de 10 um entre ellos. Los pares interdigitados fueron
dispuestos en un drea circular de 1 mm de didmetro. La Figura 4.2 es una representacion del
prototipo. El conjunto de interdigitados corresponde al electrodo de trabajo. Por su parte, el
area semicircular que los rodea corresponde al contraelectrodo. El disefio también incluye

rutas de enlace hacia sus respectivos pads para permitir la conexion eléctrica con el equipo.

Figura 4.2: Diseio del prototipo experimental en microelectrodos interdigitados.

La fabricacion se llevd a cabo a través de la técnica de [ift-off. Dicho proceso se dividié en
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5 etapas principales: limpieza de sustratos, deposicién de resina, revelado, evaporacion de

metales y eliminacién de la capa de sacrificio. Dichos pasos se detallan a continuacion.

4.1.1. Materiales y reactivos

El peréxido de hidrogeno se adquirié con Sigma-Aldrich (USA). Por su parte, el dcido
sulfurico 95-97 % y la acetona fueron comprados con Merck KgaA (Alemania). La fotore-
sina AZ®nLOF 2020 y el revelador AZ®300 MIF fueron adquiridos con EMD Performan-
ce Materials Corp (USA). Todas las soluciones se prepararon empleando agua ultrapura y
purificada con 18 M{2ecm de resistividad, la cual fue proveida por un sistema de purifi-
cacién Milli-Q®. Ademis, todos los reactivos y los productos quimicos utilizados en los

experimentos fueron de grado analitico.

4.1.2. Instrumentacion

Se utiliz6 un equipo de limpieza por ultrasonidos marca Branson, modelo 3800-CPXH
5,7L y una parrilla de calentamiento IKA C-MAG HS4. La deposicion de resina se llevo
a cabo con un sistema de recubrimiento por centrifugacion marca Specialty Coating Sys-
tems, serie SCS 6800, mientras que para la litografia se utiliz6 un fotolitografo de la marca
Heidelberg Instruments modelo pPG 101. Asimismo, para llevar a cabo la evaporacion de
metales se empled un sistema de sputtering, modelo D18, marca Intercovamex. Cabe men-
cionar que todo el proceso de [ift-off se llevd a cabo bajo condiciones controladas; a una
temperatura de 25°C y una humedad relativa (RH) del 38 %. Ademas, tanto la deposicion
de resina, como la fotolitografia y el revelado se realizaron en un cuarto amarillo para
evitar interferencias de la luz blanca y la luz natural. Los resultados se analizaron visual-
mente a través de un microscopio metalirgico ME320TA-pz-3M-50X-800X y a su vez, las

imagenes obtenidas por este fueron visualizadas en el software AMScope.
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4.1.3. Limpieza de sustratos

Dentro de una campana de extraccion, se prepard una solucién pirafia de peréxido de
hidrégeno (marca Sigma-Aldrich®) y 4cido sulfiirico (marca EMSURE®) con una rela-
cion 3:1 respectivamente, en un volumen total de 80 mL. Después, la solucién se colocod
en un cristalizador sobre una parrilla IKA C-MAG HS4 a una temperatura de entre 100 y
140°C. Es importante mencionar que la reaccién generada entre los compuestos es de tipo
exotérmico por lo que se tuvo especial cuidado al momento de manipular la solucién. Pos-
teriormente, se colocaron cuidadosamente los sustratos dentro del cristalizador (Figura 4.3)
con la solucién por un lapso de 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se retiraron los

sustratos y se procedieron a lavar con agua ultrapura para después secarlos con nitrégeno.

Figura 4.3: Limpieza de sustratos con solucién pirafia.

4.1.4. Deposicion de fotoresina

Este proceso se llevo a cabo a través de la técnica spin coating. La fotoresina negativa

empleada fue la denominada AZ®nLOF 2020. Se configur el equipo spin coater a una
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velocidad de 2500 rpm con el objetivo de obtener un espesor de 2 um. La totalidad de la

configuracién de equipo se detalla en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Configuracién del equipo para realizar deposicién de resina AZ®nLOF2020 con
espesor de 2m

Atributo | O 1 2 3 4 |5

Rampa 0 10 0 5 5 10

Dwels 0 0 30 0 0 |0

RPM 0 | 2500| 2500|500 | O |[O

A continuacion, el sustrato fue situado en el centro del chuck del spin coater y se colocod
cuidadosamente un recubrimiento de fotoresina con ayuda de una pipeta Pasteur tomando
aproximadamente 1.5 mL, como se muestra en la Figuras 4.4a y 4.4b. Posteriormente, se

ejecuto la secuencia presentada en la Tabla 4.1.

(a) panoramica del equipo (b) plataforma de deposicion

Figura 4.4: Fotografias de la deposicién de la fotoresina AZ®nLOF 2020 sobre el sustrato.
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El paso siguiente fue someter el sustrato a un tratamiento térmico en una parrilla de calen-
tamiento (ver Figura 4.5), a una temperatura de 110°C durante 1.5 min, como lo sugiere el

proveedor [? ]. Con esto se promueve la adherencia de la fotoresina al sustrato.

Figura 4.5: Tratamiento térmico de la fotoresina llevada a cabo en una parrilla de calenta-
miento de precision de la marca Electronic Micro Systems Ltd Modelo 1000-1.

4.1.5. Fotolitografia

Este proceso de realiz6 con el fotolitégrafo yPG de la marca Heidelberg Instruments.
Para efectos del procedimiento, el sustrato se colocé sobre la base del fotolitografo, como
se muestra en la Figura 4.6 y se verifico que el vacio generado fuera el adecuado. Posterior-
mente, el disefio de los microelectrodos se cargd en el software uPG101 Exposure Wizard.
En este mismo, se realiz6 la configuracion de los parametros de trabajo. Se configuré una
rotacién nula (0°) del patrén, ademds, se defini6 el offset del sustrato para ambos ejes de
coordenadas. Finalmente, el modo de energia del laser de luz ultravioleta se configur6 en
9 mW de potencia al 70 % de emisién. Terminada la configuracion se inicid la exposicion.
En este paso, la luz ultravioleta emitida por el equipo modificd, segin el patrén a transfe-
rir, la fotoresina depositada, cambiando asi sus propiedades fisico-quimicas y volviéndola

sensitiva al revelador.
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Figura 4.6: Fotografia del sustrato de vidrio recubierto con fotoresina y colocado sobre la
base del fotolitografo Heidelberg uPG 101.

4.1.6. Revelado

El revelado es el procedimiento mediante el cual se remueve la fotoresina de las dreas no
expuestas a la radiacion del laser durante la exposicion. Para este procedimiento se utilizo el
revelador AZ® 300 MIF. Se sumergi el sustrato durante 17 segundos en el revelador como
se muestra en la Figura 4.7a. Inmediatamente después se enjuagé con agua desionizada y

posteriormente, como se observa en la Figura 4.7b, se sec6 con nitrégeno.

(a) Inmersion en el revelador (b) Enjuague y secado

Figura 4.7: Fotografias ilustrativas del procedimiento de revelado.
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La exposicion a esta solucion elimind las partes no expuestas de la resina creando un patrén
inverso, como se observa en la Figura 4.8 donde se ubicara el material de destino.

e W |
L]

Figura 4.8: Fotografia de los sustratos de vidrio después del proceso de fotolitografia.

4.1.7. Deposicion de metales por evaporacion

La deposicion de metales se realizd a través de la técnica de evaporacion por haz de
electrones, donde la evaporacién se logra mediante el bombardeo del metal por iones ener-
géticos dentro de una cdmara de vacio. Para generar el patrén de ©/DEs metélicos sobre el
sustrato, se deposité una pelicula de titanio de 20 nm de espesor con la finalidad de promo-
ver la adherencia al sustrato y posteriormente, se afiadié una pelicula de oro de 200 nm de
espesor.

Debido al grado de especialidad del sistema de depdsito de alto vacio empleado (D18, mar-
ca Intercovamex®), fue necesario realizar una inspeccién previa como se describe en los

siguientes pasos:

1. Se verific6 que tanto las vdlvulas de presiéon como el enfriador estuvieran encendidos,
a la vez que se inspecciond que los multiples comandos y botones se encontraran en
su configuracion de arranque (véase Figura 4.9).

2. Se encendi6 el equipo.

3. Se abrié la vélvula de venteo hasta igualar la presion de la cdmara a la presion at-

mosférica, con la finalidad de poder abrir la cdmara.
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4. Una vez abierta la cdmara, se asegurd que nada en el interior estuviese energizado y

se limpiod con isopropanol para retirar cualquier residuo presente.

Figura 4.9: Comandos y botones del sputtering modelo D18, marca Intercovamex®.

Para la deposicion, se colocaron y sujetaron los sustratos en el plato como se muestra en la

Figura 4.10.

Figura 4.10: Acomodo y sujecién de los sustratos en el plato de deposicion antes de insta-
larse en la cdmara de vacio de la evaporadora.
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Posteriormente, los crisoles con los metales a evaporar (titanio y oro) se situaron en la
base de la cdmara (Figura 4.11). Haciendo las configuraciones de temperatura pertinentes
y seleccionando un patrén de haz de electrones en espiral se comenz6 a evaporar titanio
para obtener una capa de 20 nm. Esta capa fungié como promotor de adherencia entre el
sustrato y la siguiente pelicula de oro. Una vez finalizada esta evaporacion, se seleccion6
el crisol con oro y se evapord a una razon de depdsito de 1 A/s hasta obtener una pelicula
de 198 nm de espesor.

Finalizado el proceso, los sustratos quedaron recubiertos por oro en su totalidad como se

muestra en la fotografia de la Figura 4.12.

Figura 4.11: Fotografia de la cdmara de deposicion de la evaporadora Intercovamex D18.
En la parte superior se encuentra el plato del que se sujetan los sustratos y en la parte
inferior estdn los espacios donde se colocan los crisoles.
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Figura 4.12: Fotografia del plato con los sustratos de vidrio después de la deposicién de los
metales.

4.1.8. Eliminacion de la capa de sacrificio

Como paso final hacia la obtencion de los microelectrodos de oro sobre sustratos de
vidrio, se llevé a cabo la remocién de los metales del drea no deseada, es decir, en la super-
ficie donde no se uni6 el metal al sustrato, definida como la capa de sacrificio. Esta capa se
elimind utilizando acetona y sometiendo los sustratos a bafio ultrasénico por un tiempo de
90 minutos. El resultado de este proceso se muestra en la Figura 4.13.

Para retirar los pequefios residuos restantes los microelectrodos se aclararon con agua
desionizada y seguidamente se secaron con nitrégeno. En la Figura 4.14 se muestran los

(IDEs obtenidos.
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Figura 4.13: Fotografia de los prototipos de pIDEs sobre vidrio durante el proceso de eli-
minacién de la capa de sacrificio usando acetona y bafo ultrasénico.

Figura 4.14: Microelectrodos interdigitados de oro fabricados sobre sustratos de vidrio me-
diante lift-off.
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4.2. Sintesis del polimero de impresion molecular (MIP)

Los MIPs y los polimeros no impresos (NIP, por sus siglas en inglés) se prepararon
mediante el método de sintesis acrilica no covalente [? ], empleando a la sarcosina co-
mo molécula molde. La técnica se basa en la preparacién de un polimero entrecruzado en
presencia del analito, en este caso el aminodcido sarcosina, para el cual se busca el recono-
cimiento selectivo. A continuacidn, se profundiza en los materiales y métodos empleados

en la sintesis.

4.2.1. Materiales y reactivos

La sarcosina fue suministrada por Merck KGaA (China). El 4cido metacrilico (MAA),
el metacrilato de etilenglicol (EDGMA) y el Azobisisobutyronitrilo (AIBN) fueron adqui-
ridos de Aldrich Chemistry (Milwaukee, USA). Por su parte, el etilenglicol, el metanol y
el dcido acético glacial fueron obtenidos de J.T. Baker (México). El acetonitrilo (ACN) fue
comprado a Fermont (Monterrey, México). Todas las soluciones se prepararon empleando
agua ultrapura y purificada con 18 M{2ecm de resistivadad, la cual fue proveida por un
sistema de purificacién Milli-Q®. Ademds, todos los reactivos y los productos quimicos

utilizados en los experimentos fueron de grado analitico.

4.2.2. Instrumentacion

En el proceso de polimerizacion se utilizé un equipo de agitacion magnética CIVEQ
modelo 79-Master y un bafio de agua Labnet con capacidad de 6 litros. El proceso se llevé a
cabo en una campana de extraccidn y se monto un sistema extractor Soxhlet para el lavado

del polimero.
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4.2.3. Sintesis

Para la sintesis del MIP selectivo a sarcosina se utilizé el MAA como mondmero fun-
cional. Por su parte, el EGDMA fue utilizado como entrecruzador, el ACN fue seleccionado
como pordgeno y el AIBN se utilizé como iniciador de la polimerizacion. En la tabla 4.2

se muestran las caracteristicas mds importantes de cada reactivo.

Tabla 4.2: Especificaciones de los reactivos utilizados en la sintesis del MIP para sarcosina.

Compuesto Componente en la Cantidada  Estado de
sintesis del MIP emplear agregacion
Sarcosina molécula molde 0.5 mmol  sdlido
Acido metacrilico monoémero funcional 1.5 mmol  liquido
Dimetacrilato de etilenglicol entrecruzador 10 mmol liquido
Porégeno pordgeno 10 mL* liquido
2,2’-azo-bis-isobutironitrilo iniciador 0.109* mL  liquido

*Volumen propuesto

Se comenz6 formando el complejo de prepolimerizacion, para lo cual, en un vaso de
precipitado se agregé la molécula molde (sarcosina) y el porégeno (ACN), este dltimo
otorga morfologia a la cavidad selectiva del polimero, a la vez que se afiadié el MMA
que interacciona con los grupos funcionales de la molécula molde para formar el polimero
selectivo. A continuacién, el complejo se sometié a agitacién magnética durante 1 hora.
Siguiendo con el proceso, el complejo se desgasificé con nitrégeno a fin de eliminar los ga-
ses residuales presentes en la mezcla. Se agregd el EGDMA que actia como entrecruzador
garantizando la estabilidad del complejo durante de la polimerizacion y es el que permitird
generar la estructura tridimensional del polimero proporcionando estabilidad mecdnica y

rigidez. Esta mezcla se expuso tanto a desgasificacion como a un bafio ultrasénico durante
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10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se agregd el AIBN para iniciar el proceso de polime-
rizacion. Para acelerar la sintesis, la mezcla se incubé durante 3 horas a una temperatura de

70°C en un bafio de agua marca Labnet®, como lo muestra la fotografia de la Figura 4.15.

Figura 4.15: Incubacién de la mezcla de polimerizacidn a una temperatura controlada de
70°C dentro de un bafio de agua marca Labnet®.

Una vez transcurrido el tiempo se obtuvo el polimero de impresién molecular en forma de

bloque sélido como se observa en las Figuras 4.16 y 4.17.

Figura 4.16: Fotografia del polimero impreso molecularmente (MIP) y polimero no impre-
so molecularmente (NIP) obtenidos en bloque sélido mediante sintesis acrilica no covalen-
te.
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Figura 4.17: Fotografia de la apariencia fisica del polimero impreso molecularmente.

Posteriormente, los polimeros resultantes fueron pulverizados con un mortero de dgata has-

ta obtener pequefias particulas como lo muestra la Figura 4.18.

Figura 4.18: Pulverizacion del MIP usando mortero de 4gata.

Para retirar la molécula plantilla se lavaron los polimeros pulverizados en dos pasos. Prime-
ramente, se llevo a cabo el lavado por medio de agitacion en una solucién 9:1 de metanol

y dcido acético, respectivamente. Posteriormente, para completar el lavado, se montd un
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sistema Soxhlet (Figura 4.19) con una solucién 9:1 de metanol y 4cido acético, a una tem-
peratura de 300°C. Al finalizar el lavado, el polimero fue secado en un horno durante 1
hora a una temperatura de 65°C y como ultimo paso se tamizé. De forma paralela, pero
excluyendo el uso de la molécula molde, se prepar6 el NIP con el propdsito de evaluar el

proceso de lavado.

Figura 4.19: Fotografia de la implementacion del sistema Soxhlet como método para la
eliminacién de la molécula plantilla.

4.3. Deposicion del MIP sobre los microelectrodos inter-
digitados

Los microelectrodos interdigitados de oro poseen buena sensibilidad debido a su ca-
récter conductor, por lo que funcionan como transductores que modifican su impedancia
eléctrica ante cambios en el material sobre su superficie, sin embargo, carecen de selectivi-
dad. En ese sentido, este trabajo busca que el MIP, cuyo proceso de sintesis se explicé en

la seccion 4.2, le confiera a los pIDE's la selectividad, al tiempo que mantiene su grado de
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sensibilidad. El polimero obtenido corresponde a un polimero en bulto y de poca solubili-
dad; por estas razones y a fin de mantenerlo unido a los electrodos durante todo el tiempo
de uso, este debe inmovilizarse por un método que agregue un material plastificante. Dicho
procedimiento se realizé usando un mediador, una matriz plastificante y un solvente. En
las siguientes subsecciones se profundiza en los métodos empleados para la deposicion del

MIP sobre los microelectrodos interdigitados.

4.3.1. Materiales y reactivos

El o-nitrofeniloctil eter (0-NPOE), el cloruro de polivinilo (PVC) en estado inicialmente

solido y el tetrahidrofurano (THF) fueron de la marca Aldrich Chemistry.

4.3.2. Instrumentacion

Se utiliz6 un equipo de limpieza por ultrasonidos marca Branson, modelo 3800-CPXH
5,7L y una parrilla de calentamiento y agitacion marca CIVEQ, modelo 85-2.
Debido a la naturaleza del tetrahidrofurano [? ], la mezcla se prepar6 dentro una campana
de extraccion.
Los resultados se analizaron visualmente a través de un microscopio metalirgico
ME320TA-pz-3M-50X-800X y a su vez, las imdgenes obtenidas por este fueron visuali-

zadas en el software AMScope.

4.3.3. Deposicion por emulsion

El mediador utilizado fue el o-NPOE, la matriz plastificante estuvo a cargo del PVC,
en estado inicialmente s6lido. Por su parte, el disolvente utilizado fue el THF. Para co-
menzar con la deposicidn, se colocé el PVC en un vaso de precipitado, posteriormente, se
agregaron el o-NPOE y el THF. Finalmente, fue afiadido el polimero en polvo a la mezcla.

Anadidos los reactivos, la mezcla se someti6 a agitaciéon durante 25 minutos (ver Figura
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4.20). Siguiendo con el procedimiento, la mezcla fue sometida a un bafio ultrasénico du-
rante 15 minutos para desgasificar, asi como para contribuir a la dispersion del polimero,

generando una emulsion como la que se muestra en la Figura 4.21.

Figura 4.20: Fotografia durante la agitacion de la mezcla como parte de la deposicién por
emulsion del MIP.

Figura 4.21: Fotografia de emulsion obtenida tras agitacién y desgasificacion.
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A fin de obtener el volumen adecuado de muestra, se colocé en el centro de los /DEs una
gota de emulsién y se fueron modificando los volimenes de 1 uL a 5 pL, variando cada 1
pL. A continuacidn, se dejé secar la gota por 60 minutos y se lavo con agua desionizada
para eliminar los residuos. La Figura 4.22 muestra el aspecto de las superficies con MIP

depositado a diferentes volimenes.

(b)5 ul

Figura 4.22: Imédgenes que muestran el grado de recubrimiento de los @ /DEs usando volu-
menes de a) 1 Ly b) 5 uL.

4.3.4. Deposicion en dos pasos

El método consiste en depositar las particulas del MIP directamente sobre los uIDEs 'y
posteriormente, agregar por separado el plastificante. Con el propodsito de evaluar este mé-
todo de inmovilizacion se prepar6é una mezcla de PVC, o-NPOE y THF con proporciones
iguales a las utilizadas en la deposicion por emulsion, con la Unica diferencia de que no
fue agregado el polimero directamente a la mezcla. El conjunto se desgasifico en un bafio
ultrasénico durante 15 minutos. Por separado, se colocé una capa uniforme de particulas
del MIP en el centro de los microelectrodos interdigitados, obteniéndose una capa como se

muestra en la Figura 4.23.
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Figura 4.23: Fotografia de prototipo de pIDEs sobre vidrio al cual le fue depositado MIP
en el drea de los microelectrodos.

Posteriormente se agregd el plastificante utilizando una micropipeta 0.5-10 uL. Los vo-
limenes de prueba variaron entre los 2uL. a los 2541, con una variaciéon de 1uL entre
microelectrodos de prueba. Después de colocar el volumen establecido, el plastificante se
dej6 secar durante 60 minutos y transcurrido este tiempo se lavé con agua desionizada para
eliminar residuos de polimero no adheridos. Los resultados de los diferentes volimenes se
analizaron a través de un microscopio metalirgico en conjunto con su software AMScope.

Algunos resultados relevantes se muestran en la Figura 4.24.

(@5 pL (b) 12 uL

Figura 4.24: Imagenes que muestran la apariencia de los microelectrodos interdigitados
tras la deposicion del MIP y el plastificante a diferentes volimenes a) 5 Ly b) 12 pL. por
el método de dos pasos.

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



4.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SARCOSINA 80

4.4. Preparacion de las muestras de sarcosina

Se utilizé sarcosina y una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que fue utiliza-
do como disolvente por emular el pH de la sangre humana. Se prepar6 una solucién madre
de sarcosina en PBS a una concentracién de 50 pg/mL en un matraz aforado de 100 mL. A
partir de esta solucion se hicieron diluciones para alcanzar concentraciones de 1 ng/mL, 5
ng/mL y 10 ng/mL que corresponden a concentraciones de interés para esta investigacion.
Todos fueron preparados en matraces aforados de 10 mL.

Debido a que las concentraciones son de s6lo algunos nanogramos por mililitro y el volu-
men de los matraces donde se prepararan las concentraciones es de unos cuantos mililitros

se empled la ecuacion 4.4.1 a fin de reducir el consumo innecesario de reactivos.

CiVi = GV, 4.4.1)

donde, C; y V; representan la concentracion y el volumen, respectivamente, de la solucién
madre y C, y Vs representan la concentracion y el volumen, respectivamente, de la solucion
que se desea conseguir.
Despejando,

CoVa

= 4.4.2
Vi c (4.4.2)

En la ecuacién 4.4.2 se muestra que el volumen a tomar es dependiente de la concentracién
de la solucion madre y a su vez de la concentraciéon que se busca junto con su respectivo
volumen. Sustituyendo el volumen conocido de los matraces aforados (10 mL) se tiene
que:
C
Vi = 10mL (52 (4.4.3)

1
Utilizando la ecuacion 4.4.3 se determiné el volumen a ser afiadido para la preparacion de

las concentraciones. Una vez realizados los cdlculos, se agregd el respectivo volumen de
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solucién madre con una micropipeta a cada matraz y posteriormente se aforaron con PBS.
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Capitulo

Ensayos y mediciones

En este capitulo se describen las pruebas de funcionamiento que se realizaron a la tarjeta
del microcontrolador y a la tarjeta de los médulos electrénicos. Asimismo, se presenta
la metodologia llevada a cabo en la evaluacién de los pIDEs tras su fabricacion y en la
posterior deposicidon del polimero sobre estos. Aunado a lo anterior, se profundiza en el
proceso de caracterizacion del funcionamiento de los chips acoplados con MIP a través del

uso de un potenciostato comercial para medir la impedancia eléctrica del sistema.

5.1. Pruebas de configuracion inicial de las tarjetas

Antes de llevar a cabo las pruebas de funcionamiento de la tarjeta del microcontrolador
y de la tarjeta de médulos electrénicos se verific la soldadura de los componentes en las
tarjetas, asi como la continuidad de las pistas y de las interconexiones entre las caras de las
tarjetas. Ademads, se examiné la adecuada disposicion de los capacitores electroliticos de
acuerdo con su polaridad.
Finalizada la verificacidn, se evalu6 el desempefio de ambas tarjetas por separado. Prime-
ramente, se analizé la tarjeta del microcontrolador energizandola con 5.0 V, en ella, se
comprob6 que la PC detecta al microcontrolador mediante la conexion de una sonda mul-
tienlace Multilink® entre ambos dispositivos. También, colocando un jumper en el header

correspondiente y utilizando el boton reset se verificd que el microcontrolador se puede

[82]
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programar. Simultdneamente, se cred un programa de prueba en el entorno de desarrollo
Codewarrior®, el cual fue compilado y cargado a la tarjeta de forma satisfactoria.

La tarjeta del sistema de medicion fue sometida a pruebas de c6digo por etapas para com-
probar que la programacion estuviera correcta de acuerdo con la configuracion especifica
de cada componente. En las siguientes subsecciones se profundiza en las pruebas realizadas

a cada etapa de la tarjeta de médulos electrénicos.

5.1.1. Etapa de alimentacion

La tarjeta que contiene al sistema de medicion se alimenté mediante una fuente de
voltaje configurada a 7.4 V y con ayuda de un osciloscopio se verific6 que cada regulador
de voltaje entregara a la salida las respectivas tensiones de acuerdo con el esquema de la
Figura 5.1. Algunas de las mediciones obtenidas con el osciloscopio se muestran en la

Figura 5.2.

UCC283TDTR-ADIJ LTM38049

+33V

Alimentacion o
analogico

general
7.4V

ADP1712AUJZ-3

#

+33V
digital

ADP1712AUJZ-3

#

MC33269DT-5

+33V

MC33269DTRK-3

Conector +5.0V
J10 Tarjeta del
controlador

Figura 5.1: Esquema de la distribucién de los reguladores de voltaje en la tarjeta de médulos
electrénicos.
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Tek I
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(a) Voltaje entregado de 7.4V y 5.0 V (b) Voltaje a la salida del regulador de 2.5 V

Figura 5.2: Voltajes entregados por los reguladores de la tarjeta de médulos electrénicos.

5.1.2. Etapa de generacion de seiiales y atenuacion

Como se verd mds adelante, el mayor cambio porcentual en impedancia eléctrica del
biosensor se presenta a 100 kHz, por ende, la etapa de generacién se programoé a esta
frecuencia con una amplitud de 600 mV a la salida del generador. El ajuste de la frecuencia

se hizo con base en la ecuacién 5.1.1 propuesta en la hoja de datos del componente [? ].

(fMCLK

928

) (FREQREG) (5.1.1)

Donde fycrk es la frecuencia del reloj externo y FFREQREG corresponde al valor
cargado en el registro de frecuencia seleccionado.
En cuanto al atenuador, este fue configurado en modo de operacion Single-Ended Output.

En esta modalidad, el dispositivo se comporta como un amplificador diferencial, donde el

vour

pin +VOUT es la salida de un solo extremo mientras que -5

es el voltaje de referencia
de 1.0 V. Dicha referencia de voltaje tiene como propdsito establecer todos los valores de
la senoidal como positivos por lo que se verificé que contribuyera adecuadamente con el
offset del sistema. Este dispositivo se programé con una atenuacion de 0.768 V/V de la

sefal proveniente del divisor de voltaje ubicado entre el generador y dicho atenuador.
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Al término de la etapa de generacion y atenuacion se obtuvo una sefial con amplitud de
aproximadamente 290 mV/,,,. Las sefiales obtenidas a la salida de cada componente se mues-

tran en las graficas de la Figura 5.3.

Tek i Trig'd 1 Pos: 00005 MEDIDAS  Tak g Trig'd M Pos: 0,0005 MEDIDAS
+ -
CHZ tHa) CH2 ¢Hod
pico—pica Wpico—pico
CH2 cMod CH2 Chod
Wmedio Vmedio
h 5,00 us M 5.000s
T—hbr-22 13:43 T-dbr—22 13:45
(a) Generador de sefiales (b) Divisor de voltaje
Tek i Tria'd M Pos: 0,000s MEDIOAS
+
CH2 Chad
Wpico—pica
CH2 (Mo
Wredio
h 50005
T-fbr-22 1353

(c) Atenuador

Figura 5.3: Sefiales medidas a la salida de cada componente de la etapa de generacion de
sefales y atenuacion.

Adicionalmente, se corroboré el desempefio del generador de sefiales, del atenuador y del
codigo con diferentes configuraciones. En este sentido, se reprogramé el generador con
otra frecuencia y fase, y el atenuador a las dos opciones de atenuacidn restantes de 0.192

V/V y 0.384 V/V.
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5.1.3. Etapas de configuracion y medicion de las seiales

Las pruebas de configuracion y funcionamiento de estas etapas se realizaron empleando
la sefal senoidal proveniente de la etapa de generacion de sefiales y atenuacion. Dicha sefial
tiene una amplitud de 300 mV},, y frecuencia de 100 kHz. A fin de realizar una evaluacién
estructurada de las fases que conforman estas etapas se utilizé6 como apoyo el esquema de
la Figura 3.5 que se encuentra en el capitulo 3. En primera instancia, se realiz6 la medicién
del voltaje proveniente del electrodo de referencia a través del amplificador operacional en
modo buffer encargado de la medicion del potencial de dicho electrodo. Las mediciones
se realizaron tanto a la entrada como a la salida del dispositivo. El voltaje pico a pico en
ambas sefiales fue semejante, lo que indica que debido al tipo de configuracién el ampli-
ficador no estd tomando corriente. El hecho de que no esté circulando corriente entre las
terminales de entrada ni de salida comprueba el principio de funcionamiento adecuado de
un potenciostato.

Posteriormente, se verifico el comportamiento del amplificador principal del sistema el cual
estd configurado en modo sumador. Las entradas de este corresponden a la sefal senoidal
de excitacion y al voltaje de realimentacién proveniente del circuito en modo buffer del
electrodo de referencia (véase Figura 5.4a). A su vez, el voltaje medido a la salida efecti-

vamente correspondio a la suma de ambas sefiales como lo demuestra la Figura 5.4b.
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(b) Senal obtenida a la salida del amplificador
principal configurado en modo sumador

Figura 5.4: Sefiales de entrada y de salida del amplificador operacional principal.

En el dispositivo que comprende la fase 2 se comprobo el funcionamiento correcto del shut-
down. Esto se realiz6 colocando en alto el bit correspondiente para deshabilitar la opcién
en el codigo. Después, se midieron las sefiales de entrada y salida de esta fase. La sefial
de entrada corresponde a la salida del amplificador principal, es decir, la suma mencionada
con anterioridad (véase Figura 5.4b). Debido a que el amplificador de esta fase estd confi-

gurado en modo buffer, esto es, con ganancia unitaria, a la salida se obtuvo la misma sefal
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de suma. A su vez, esta es la sefial que se encuentra en el contraelectrodo.

Siguiendo con el proceso, se verifico el desempefio del amplificador de la fase 4, el cual es
un amplificador de transimpedancia (TI) que se encarga de sensar la corriente en la celda.
La verificacion se basé en la comprobacion de que su ganancia correspondiera a la esperada
segin el cédigo enviado por medio de la interfaz SPI. Con esto, se comprobd que los c6-
digos para las diferentes ganancias realizaban correctamente la seleccidn de la resistencia
mediante la técnica de conmutacion de Kelvin. La Figura 5.5a muestra el voltaje a la salida
de este amplificador.

Por su parte, el voltaje de interés del sistema se midi6 en la fase 5 correspondiente al am-
plificador de ganancia programable (PGA). La sefial de salida obtenida tiene una amplitud
de 312 mV,,, 20 mV,,, mayor que la sefial de onda aplicada al sistema (véase la Figura
5.3c). Sin embargo, esto no representa inconveniente ya que para efectos del calculo de la
impedancia se tomaron los valores reales de la senal. Tanto la sefial de entrada como de

salida del PGA se observan en la Figura 5.5.

Tek  JL. & Trig'd M Pos: 0.000s MEDDAS  Tek L. M Pos: 0.000s MEDIDAS
+ ¥ -
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Wrmedio

1 5,00 us CH2 00mYy b 500 s
T=hbr-22 1443 T—hbr=22 15:27

(a) Seial de voltaje obtenido a la salida del (b) Voltajes medidos en el PGA. Sefial de en-
amplificador de transimpedancia trada (azul) y sefial de salida (amarilla)

Figura 5.5: Sefiales medidas de corriente y voltaje en la etapa de medicion de sefiales.

A través de una resta entre sefiales se respald6 el funcionamiento en conjunto de los mé-

dulos electrénicos de esta etapa de configuracidn, dicha operacion se presenta en la Figura
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5.6. La senal amarilla y de mayor amplitud corresponde a la sefial presente en el contra-
electrodo. La sefial azul pertenece a la sefial proveniente del electrodo de referencia, asi,
la resta entre ambas sefales gener6 una sefal de 424 mV},, que corresponde en amplitud,
pero con un desfase de 180°, respecto a la sefial que se obtuvo a la salida del medidor de
corriente mostrada en la Figura 5.5a. Lo anterior, asegura el funcionamiento adecuado de

los mddulos electronicos disefiados.

"l;ek gl Trig'd A Pas: 0.000s MEDIDAS
& ¥ katem.
Wpico—pico
MW b
lid

CH2
Wpico—pico

3EEmY
CH2
Ymedio
=535my

CHZ 200 M 50005
Pulse un botdn de pantalla para cambiar la medida

Figura 5.6: Resta de sefiales medidas. Sefial en el contraelectrodo (amarilla) menos sefial
del electrodo de referencia (azul). Sefial resultante (roja), asociada con la sefial medida en
el electrodo de trabajo.

5.1.4. Etapa de acondicionamiento de senales

Las sefiales de interés de voltaje y corriente obtenidas deben ajustarse al rango de 2
Vpp establecido a la entrada del conversor ADC. Dado que las amplitudes de ambas senales
son de cientos de milivoltios fue necesario amplificarlas. La sefial asociada con la corriente
fue amplificada alrededor de 5 veces como se muestra en la Figura 5.7a, donde la gréfica
amarilla corresponde a la sefal a la salida del amplificador de transimpedancia con amplitud
de 392 mV,,,, mientras que la grafica azul es la sefial amplificada obtenida con un valor de
amplitud de 2.04 V,,,,. Por su parte, la sefial de voltaje original de 320 mV},, se amplific6 4.8

veces y se obtuvo una sefial senoidal con amplitud pico a pico de 1.53 V que se muestra en
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color azul dentro de la Figura 5.7b. En ambos casos, se obtuvieron sefiales que se ajustan

adecuadamente al rango dindmico méaximo del ADC.

Tel i Tria'd M Pos: 0.000s MECIDAS  Tal 7] Trlg’d M Pos: 0.000s MEQIDAS
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101 2, 1.00%
CHZ2 S00mY M E000s CH2 200 M 50005
T-hbr-22 16:21 Pasicidn wertical del canal CH1 0,00 divs (0004

(a) Seiial de corriente original (amarilla) y se- (b) Sefial de voltaje original (amarilla) y sefial
flal amplificada de corriente (azul) de voltaje amplificada (azul)

Figura 5.7: Amplificacién de las sefales de corriente y voltaje.

Cabe mencionar también que pese a que se obtuvieron sefiales amplificadas con ruido
(glitch) apreciable, principalmente en la sefial de corriente, como se observa en la Figu-
ra 5.8, es importante destacar que este no afecta a la posterior digitalizacion de las sefiales,

debido a que se conserva en gran medida la forma de onda.

Tek S Tria'd M Pas: 0.000s MEDIDAS
+
f\ f\ CH2
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1.56Y
CH2
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CH2 500y K 50005
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Figura 5.8: Sefiales finales amplificadas de corriente (amarilla) y voltaje (azul).
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En lo que a los diversos amplificadores implementados en modo buffer a lo largo de las
etapas del sistema se refiere, estos sirvieron para acoplar impedancias y se demostré su
correcto funcionamiento ya que en cada inspeccidn la sefial de salida fue muy semejante
en amplitud y en fase a la de entrada, como lo demuestran las sefiales medidas en la Figura

5.9.

Tel. i Trig'd M Pos: 0.000s MECIDAS  Telk i Trig'd M Pos: 0.000s MEQIDAS

- +
CH2 (Nad CH2 tHad
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Wmedio Wnedio
M 50005 I 5.000%
T—hbr—22 1353 T—Abr—22 1407
(a) Senal de entrada (b) Senal de salida

Figura 5.9: Seifial de entrada y sefial de salida obtenidas de un arreglo en modo buffer al
final de la etapa de generacion de sefiales.

5.2. Inspeccion de microelectrodos interdigitados con

MIP acoplado

Haciendo uso de los chips previamente fabricados (ver Capitulo 4, Seccién 4.1), se
llevé a cabo una inspeccion del acople entre el polimero de impresion molecular con los
HIDEs. Previo a esta inspeccion, se realiz6 una revision visual por medio de un microsco-
pio metalogréfico y una verificacion de continuidad entre las estructuras interdigitadas de
los chips utilizando un multimetro. Asi, de un total de 16 pIDEs fabricados, se obtuvieron
12 aptos para acoplarse con el MIP.

En la inspeccién de acople, ambos métodos de deposicion fueron evaluados. Dicha evalua-
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cidén consistio, a su vez, en dos partes. En primera instancia, se realiz6 un andlisis visual a
través de microscopio para verificar la distribucion del polimero y del plastificante tras su
deposicion. En la segunda parte de ensayos, los chips con MIP acoplado fueron sometidos
a pruebas de perfilometria a fin de obtener el espesor de la capa de polimero para las dife-
rentes muestras. Los resultados obtenidos en estas pruebas se presentan en el Capitulo 6,

Seccion 6.2.

5.3. Caracterizacion del funcionamiento del biosensor con
un potenciostato comercial

Se realiz6 una caracterizacion del funcionamiento de los chips que fueron acoplados
con MIP en mediciones de impedancia eléctrica para diferentes concentraciones de sarco-
sina. Para llevar a cabo estas pruebas se eligieron los chips acoplados con MIP mediante
el método separado ya que se demostrd, con las pruebas anteriores, que por medio de este
se obtenia una capa de polimero con mejores propiedades. Para realizar las mediciones de
impedancia se utilizé un potenciostato comercial de la marca Bio-Logic® en conjunto con
el programa para computadora EC-Lab Software version 10.19. Los barridos en frecuencia
se efectuaron de 1 MHz a 100 Hz, aplicando una sefial sinusoidal con amplitud de 500
mVy,.

Las conexiones efectuadas entre el potenciostato y los puntos de soldadura de los ©IDEss

se muestran en la Figura 5.10.
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Figura 5.10: Conexiones entre los cables del potenciostato y los pads de los pIDEs.

El procedimiento que se llevd a cabo para caracterizar el MIP acoplado a uIDEs se muestra
en el esquema de la Figura 5.11. La técnica consistié en realizar mediciones en cuatro
momentos de interés durante el proceso. La primera medicién de impedancia se realiz6
unicamente de los chips acoplados con MIP, este resultado se tomé como referencia para
las mediciones posteriores. La segunda medicion se hizo dejando incubar una gota de SuL
de PBS sobre el polimero para determinar si este agregaba alguna alteracion a la medicion.
Una tercera medicién se realizé después de incubar una gota de Sul de solucién de
sarcosina en PBS sobre el polimero de los ©IDEs. Cabe mencionar que las concentraciones
de sarcosina de interés fueron 1, 5y 10 pL, por lo que el proceso anterior se llevé a cabo
en diferentes chips acoplados con MIP para estas tres concentraciones. Finalmente, se
realizé un ciclo de 5 lavados con PBS y se midié nuevamente la impedancia con el fin de
determinar si después de incubar la solucion con el analito este dltimo se desprendia o no

con los lavados, es decir, si el biosensor se regeneraba.
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Figura 5.11: Esquema del proceso realizado para caracterizar el funcionamiento de los
uIDEs con MIP acoplado.
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Capitulo

Resultados y discusion

En este capitulo se abordan los resultados obtenidos del disefio y construccion del sis-
tema de medicién con modulos electronicos, asi como los resultados enfocados a la depo-
sicién y las pruebas perfilométricas de los chips con MIP acoplado. También, se analizan
las gréficas de impedancia resultantes del proceso de caracterizacion del funcionamiento

del biosensor y se presenta el circuito equivalente que lo describe.

6.1. Caracteristicas del sistema de medicion

Se obtuvo un sistema de médulos electronicos (Figura 6.2) para llevar a cabo medicio-
nes de impedancia eléctrica. El sistema esta constituido por dos tarjetas PCB (Figuras 6.1a
y 6.1b) de 15x15 cm cada una. Las caracteristicas principales del sistema desarrollado son

las siguientes:

= Generador de onda senoidal con rango de frecuencia de trabajo entre 100 Hz y 1
MHz

= Amplitud del voltaje de excitacion ajustable

= Digitalizacion de sefiales con una resolucion de 14 bits y entrada analdgica de 2V,

= Control digital de dispositivos para configuracion y activacién/desactivacion

= Interfaz SPI

= Acople de impedancias integrado

[95]
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= Funcién power-down y bajo consumo de energia

= Opcién de alimentacion con baterias
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(a) Tarjeta del controlador

(b) Tarjeta de médulos electrénicos

Figura 6.1: Tarjetas PCB disefiadas.
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Figura 6.2: Sistema de mddulos electronicos para la medicién de impedancia eléctrica.

6.2. Acople MIP-electrodos interdigitados

A través de la deposicion por emulsion del polimero sobre portaobjetos se obtuvo una
pelicula con poca cantidad de polimero y con una distribuciéon notablemente heterogénea,
como se observa en la Figura 6.3a. Asimismo, al depositarse sobre los microelectrodos
interdigitados, se obtuvo un depdsito de polimero no uniforme, por lo cual algunas zonas
de los interdigitados quedaban descubiertas como lo muestra la Figura 6.3b. La prueba
de perfilometria también arroj6 una distribucién marcadamente heterogénea de la capa de
polimero, con picos variables y en su mayoria menores a 150 kA, como lo evidencia la

Figura 6.3c.
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Figura 6.3: Deposicion por emulsion del polimero sobre los electrodos interdigitados.

Por su parte, con la deposicién en dos pasos se generd una capa mas homogénea del poli-
mero, asi como mayor cantidad de este y una mejor distribucion espacial sobre los micro-
electrodos interdigitados. Dichos resultados, empleando 12 pL de plastificante, se muestran
en las Figuras 6.4a y 6.4b. En las pruebas de perfilometria (véase Figura 6.3c) se obtuvie-
ron espesores de pelicula entre los 200 kA y los 800 kA, ademds, la grafica muestra un
didametro menor de la capa que el obtenido con la deposicion por emulsion, lo cual indica

también una mejor focalizacion del material en la zona.

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



6.2 ACOPLE MIP-ELECTRODOS INTERDIGITADOS 99

400

Altura (kA)

200

T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Longitud del barrido (um)

(c) Prueba de perfilometria

Figura 6.4: Deposicion del polimero sobre electrodos interdigitados por el método de dos
pasos con un volumen de plastificante de 12 pL.

En pruebas sucesivas utilizando el mismo método, se agregé mayor cantidad de polimero y
el volumen de plastificante se increment6 a 18 pl.y 25 pl.. Para ambos casos, en la Figuras
6.5a y 6.5b respectivamente, es notable la cantidad de polimero confinado pricticamente
en el drea de los electrodos y sus resultados de perfilometria en la Figura 6.5¢ lo consta-
tan. Dichas pruebas arrojaron picos mas estandarizado en cada chip, en comparacién con

los obtenidos anteriormente, asi como un aumento significativo en el espesor de la peli-
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cula, no obstante, seglin lo arrojado en las pruebas sucesivas (véase Seccién 6.3, Figura
6.11a), estas caracteristicas no permitieron el funcionamiento adecuado de los chips para

la determinacion de presencia de sarcosina en las muestras.

(a) MIP depositado usando 18 pL. de (b) MIP depositado usando 25 pL de
plastificante visto al microscopio  plastificante visto al microscopio
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400 +

200 +
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Longitud del barrido (um)

(c) Prueba de perfilometria para diferentes volimenes de plastificante

Figura 6.5: Deposicién del polimero sobre electrodos interdigitados por el método de dos
pasos con un volumen de plastificante de (a) 18 pL y (b) 25 uL.

Como forma de contraste, en la Figura 6.6 se colocaron las pruebas de perfilometria juntas

para dimensionar las diferencias de espesor entre las capas de funcionalizacién. Como se
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observa, el método de deposicion por emulsién generé una capa muy delgada y dispersa
mientras la deposicion en dos pasos condujo a capas con mayor epsesor al tener mas canti-
dad de polimero confinado y segun el volumen de plastificante empleado. Mds adelante se

muestran los resultados de impedancia asociados a cada prueba de perfilometria.
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Figura 6.6: Graficas de perfilometria de los diferentes métodos de deposicién de polimero
empleados.

6.3. Pruebas con potenciostato comercial

En esta seccion se presentan los resultados de las pruebas del funcionamiento del bio-
sensor expuestas en el Capitulo 5, Seccion 5.3 de este trabajo. Se muestran los resultados
de las mediciones realizadas en aire, es decir, sin agregar ningun tipo de muestra al biosen-
sor, asi como los resultados generados antes de incubar (al haber agregado PBS) y después
de incubar la muestra con el analito. Como parte del andlisis se presenta el cambio porcen-
tual de impedancia obtenido en relacién con la concentraciéon de sarcosina presente en la
muestra y se relaciona el espesor de la capa de polimero depositado con la respuesta del

biosensor.

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



6.3 PRUEBAS CON POTENCIOSTATO COMERCIAL 102

En las pruebas de impedancia eléctrica realizadas en aire se obtuvieron valores de impe-
dancia muy semejantes entre los diversos microelectrodos de prueba fabricados como lo
muestra la Figura 6.7, esto pone de manifiesto que la fabricacion de los chips no agrega in-
certidumbre en las mediciones. Ademds, en todo el rango de frecuencia, el valor del angulo
estd muy cercano a -90° lo que indica que el comportamiento de los chips acoplados con
MIP es puramente capacitivo. Debido al aparente comportamiento capacitivo del polimero
de impresién molecular y, al ser los electrodos interdigitados estructuras que emulan un
capacitor de placas planas y paralelas, los resultados obtenidos en esta prueba coinciden

con los esperados.

Aire
—ps
[ |—P1

Log(Z) ()

Angulo (°)

Frecuencia (Hz)

Figura 6.7: Respuesta en frecuencia del biosensor, mediciones en aire.

Los espectros de impedancia de la Figura 6.8 muestran los resultados obtenidos luego de
agregar una gota de PBS al biosensor. Como se observa, los valores tanto de impedancia
como de dngulo no se vieron modificados de forma significativa con respecto a los va-
lores de referencia con aire anteriormente presentados. Este comportamiento denota, por
un lado, que el liquido no se estd filtrando hacia el polimero y por otro, que el flujo del

campo eléctrico estd concentrado en el polimero. Con estas particularidades se deduce que
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el PBS no es detectado en las mediciones y los chips en este punto siguen teniendo un

comportamiento capacitivo.
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S~ ; ; " PBS
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-80 4

Angulo (°)

Frecuencia (Hz)

Figura 6.8: Respuesta en frecuencia del biosensor, mediciones antes de incubar (con PBS).

La Figura 6.9 muestra los espectros de impedancia obtenidos después de incubar con sar-
cosina. Se obtuvieron cambios significativos con relacién a los cambios de concentracién
de sarcosina en PBS. Asi, conforme la concentracion de esta aumentd, la magnitud de
la impedancia eléctrica disminuyd. Y en términos eléctricos, si la impedancia disminuye
entonces la capacitancia aumenta, lo que podria estar determinado, en este caso, por un
aumento en la permitividad de la capa del polimero a raiz de la incorporacién del analito
en la estructura, es decir, al filtrarse la sarcosina. Por su parte, los dngulos de fase después
de incubar la muestra se mantuvieron muy cercanos a -90°, pero fueron ligeramente me-
nores a los obtenidos antes de incubar por lo que, se infiere que, al incubar la sarcosina se
produce un comportamiento resistivo pero no lo suficientemente significativo para que este
tenga mayor influencia que el comportamiento capacitivo de los chips acoplados con MIP,
de tal forma que el modelo eléctrico del comportamiento al incubar sarcosina sigue siendo

el de un capacitor como se ilustra en la Figura 6.12a. Cabe mencionar que entre las tres
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concentraciones bajo prueba, las que registraron cambio fueron las de 5 ng/mL y 10 ng/mL

pero no la de 1 ng/mL.

Concentracion de sarcosina 1ng/mL
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Figura 6.9: Diagramas de Bode de las mediciones con PBS (negro) y con sarcosina (azul)
a diferentes concentraciones.

El mayor cambio porcentual de la impedancia se encontré a una frecuencia cercana a los

100 kHz como se observa en la grafica de la Figura 6.10.
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Cambio porcentual de la impedancia
a diferentes concentraciones de sarcosina

Cambio porcentual (%)

1 ng/mL
——5ng/mL |
404 |——10 ng/mL|

10 10 10 10°

Frecuencia (Hz)

Figura 6.10: Cambio porcentual dadas las concentraciones de sarcosina.

En la tabla 6.1 se ha resumido el rendimiento de plataformas basadas en diferentes técnicas
de deteccion de sarcosina. Se puede observar que con nuestro sensor de disefio interdigi-
tado no solo es posible detectar sarcosina de forma libre de etiquetas, sino que es capaz
de hacerlo de manera sensible detectando concentraciones entre 5 ng/mL (55 nM) y 10
ng/mL (110 nM), un valor que se encuentra dentro del rango lineal del sensor mas sensi-
ble reportado por Nguy et al. (2017) y que es incluso menor en comparacién con ténicas
que requieren mayor instrumentacién como las reportadas por Cernei et al. (2012). Aun es
evidente la necesidad de hacer pruebas para obtener el limite de deteccién asi como el ran-
go lineal de la respuesta del sensor, sin embargo, los resultados en estas primeras pruebas

representan un indicativo de su potencial para la aplicacion.

DESARROLLO DE UN SISTEMA MODULAR PARA LA DETECCION DE SARCOSINA A BASE DE IMPEDANCIA ELECTRICA



6.3 PRUEBAS CON POTENCIOSTATO COMERCIAL

106

Tabla 6.1: Comparacién del limite de deteccidn para sarcosina por diferentes métodos.

Método Limite de deteccion Rango lineal Referencia
Cromatografia liquida de intercambio i6nico 70 UM 89-5611 uM [?]
Espectrémetro UV-vis 1.7 uM 0.56-10 uM [?]
Electroquimica 110 nM 0.07-561 uM [?]
Espectroscopia interferométrica reflexométrica 45 nM 0.25-3 mM [?]
Electroquimica basada en sarcosina oxidasa 16 nM 10-100 nM [?]

Sensor impedimétrico basado en pelicula de MIP 8.5nM 0.011-179 uM  [?]

Sensor impedimétrico de pelectrodos interdigitados 55 nM* no probado Nuestro
con MIP trabajo

*el valor corresponde a la menor concentracion detectada, pero no a un estudio de limite de deteccién.

En un posterior ensayo asociado con el espesor de la capa de MIP, se encontré que con

capas de plastificante mayores a 1200 kA (Figura 6.5¢) no es posible detectar cambios en

la impedancia. Esto se confirma con el diagrama de Bode obtenido que se muestra en la

Figura 6.11a. En este, la magnitud de la impedancia al agregar una gota de solucion de

sarcosina se mantuvo igual que la medicidn realizada al agregar PBS. En contraste, si las

capas eran menores a 150 kA, como el caso de las muestras de perfilometria de la Figura

6.3c, estas eran tan delgadas que no resistian el tiempo de pruebas y terminaban permi-

tiendo filtraciones de liquido hacia los interdigitados, lo cual genera un comportamiento

resistivo que se denota con una disminucién en la impedancia y un dngulo de fase cercano

a cero, como lo demuestra el diagrama de Bode de la Figura 6.11b.
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Figura 6.11: Diagramas de Bode de interdigitados con capa de MIP de diferente espesor.

6.4. Circuito equivalente

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas de la Seccién 6.3 se modeld el
circuito del comportamiento del biosensor como se muestra en la Figura 6.12a. Los micro-
electrodos interdigitados son puramente capacitores de placas planas y paralelas por lo que
se han representado como un capacitor C'i. El polimero también actia como un capacitor
Ch1p en paralelo con C'gz. El modelo no considera la solucidn de sarcosina en PBS (Sarc)
debido a que el espesor de la capa del polimero (entre 400 y 700 kA) es lo suficientemen-
te gruesa como para que el campo eléctrico alcance la solucién. Sin embargo, después de
incubar la sarcosina, su filtracién hacia las cavidades selectivas del polimero si altera la
capacitancia de este, aunque no de forma significativa su fase, y se refleja en una disminu-
cioén de la impedancia como se mostrd en los resultados de las pruebas de la Seccién 6.3.
Entonces, el comportamiento eléctrico del biosensor selectivo a sarcosina puede modelarse
como un Unico capacitor (véase Figura 6.12b) donde su magnitud de impedancia disminu-
ye por la disminucién de la reactancia capacitiva al aumentar la permitividad que modifica

la capacitancia cuando la sarcosina se filtra hacia las cavidades del MIP.
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a) b)
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Figura 6.12: Circuito equivalente del biosensor selectivo a sarcosina. a) Circuito general.
b) Circuito simplificado.
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Conclusiones

Las placas PCB disefiadas cumplen con los pardmetros y requerimientos para hacer
mediciones de espectroscopia de impedancia eléctrica en un rango entre 100 Hz y 1 MHz.
El MIP sintetizado generd selectividad a la sarcosina, sin embargo y debido a las dimensio-
nes de los electrodos, es viable adecuar el método de sintesis para disminuir el tamafio de
particula para mejorar la repetibilidad, reduciendo asi los errores asociados con el proce-
so de deposicion sobre los microelectrodos interdigitados. Ademds, un método de sintesis
mas controlado disminuiria los posibles impedimentos estéricos que genera una sintesis en
bulto, proporcionando mayor sensibilidad al sensor.

De los dos métodos empleados, la deposicion a dos pasos mostré mejor desempeiio ya que
por medio de esta se obtuvo mayor cantidad de MIP depositado sobre el drea de sensado,
una capa mas homogénea, asi como una mayor drea de cobertura, en contraste con el mé-
todo de emulsién.

También, se encontré que el espesor de la capa de polimero afecta en el correcto desem-
pefio del biosensor. De esta manera, en capas mayores a 1200 kA no se logro filtracion de
sarcosina hacia los sitios de reconocimiento, por lo que no se obtuvieron variaciones en
las mediciones de impedancia eléctrica. En contraparte, una capa menor a 300 kA genero
mediciones erroneas debido al desprendimiento de esta durante el proceso de medicion.
De este modo se concluy6 que el procedimiento més efectivo para la deposicion del poli-
mero es el método a dos pasos, con capas de funcionalizacién entre los 400 y 700 kA de

CSPESOr.

[109]
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Por otro lado, en la evaluacién del conjunto MIP-electrodos interdigitados, mediante el uso
de un potenciostato comercial, se observé que el PBS no agrega cambios en los valores de
impedancia, por lo que se concluye que este no es capaz de permear la capa plastificante
ni generar uniones con el polimero, razén por la cual la impedancia no se ve modificada.
Mientras tanto, en las pruebas con las concentraciones de interés se evidenci6 una relacién
en la disminucion de la impedancia al aumentar la concentraciéon de sarcosina, obtenién-
dose el mayor cambio porcentual a una frecuencia cercana a los 100 kHz. De las tres con-
centraciones empleadas para la evaluacion del funcionamiento, se obtuvieron cambios en
la impedancia con concentraciones de sarcosina de 5 ng/mL y 10 ng/mL pero no con la
solucidn cuya concentracion era de 1ng/mL, por lo que se requiere de trabajo futuro para
evaluar mayor nimero de concentraciones y determinar el limite de deteccidn, asi como la
respuesta lineal, lo que pondra a prueba la sensibilidad del biosensor en mayor medida.

El sistema electronico propuesto es compacto, portdtil y muestra buena precision en las
mediciones realizadas con la celda simulada. De manera conjunta, los resultados demues-
tran el potencial del sistema para la aplicacion y ademads, el trabajo desarrollado ofrece una
alternativa para la deteccion de otras enfermedades que puedan ser diagnosticadas a través

de biomarcadores.
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