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RESUMEN

Las fibras de cristal foténico (PCF) son un area de interés reciente debido al amplio
rango de ventajas y de opciones de configuracion que presentan con respecto a las
fibras Opticas convencionales estandar. Entre estas ventajas encontramos que son
fabricadas con un solo material, tanto en el nicleo como en el recubrimiento, y que
se pueden obtener fibras mono modo en un amplio rango de longitudes de onda.

Por esta razén se ha decidido incursionar en el area de los biosensores, que es otra
area de interés reciente, utilizando estas fibras especiales. Para este fin se ha
buscado disefiar un sensor que funcione gracias al efecto del campo evanescente
para formar un interferémetro modal tipo Mach-Zehnder que permita la medicién de
soluciones acuosas con diferentes concentraciones.

En este trabajo se presentaran todos los pasos necesarios para la fabricacién de un
sensor de este tipo, desde la seleccion de la PCF con su posterior procesamiento,
pasando por el disefio y fabricacion de la celda de trabajo para realizar las
mediciones, y las pruebas de caracterizacién para determinar la sensibilidad del
Sensor.

Adicionalmente se presentara un proceso de funcionalizacion del sensor, para un
antigeno especifico, que permitié la medicibn de concentraciones bajas de su
anticuerpo.

Finalmente se presentan algunos algoritmos de ayuda, que permiten la
caracterizacién en términos geométricos del sensor, y algoritmos de analisis de los
datos obtenidos.

Palabras clave: Fibra Optica, cristal foténico, interferémetro, biosensor.
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ABSTRACT

The area of photonic crystal fibers (PCF) has been lately of great interest due to its
advantages and configuration options that the standard fibers don’t present. Among
the advantages is that it is fabricated with the same material both in the core and in
the cladding, also you can have an endlessly single-mode fiber over a wide range of
wavelengths.

For this reason we have decided to venture into the area of biosensors, which is
another area of recent interest, using these special fibers. To this end we have
sought to design a sensor that works thanks to the effect of the evanescent field to
form a modal Mach-Zehnder interferometer that allows the measurement of aqueous
solutions with different concentrations.

In this document we will present all the necessary steps for the manufacture of this
kind of sensor, starting with the selection of the PCF and its processing, through the
design and manufacturing of the work cell for measurement, and the testing process
for the characterization of the sensor’s sensitivity.

Keywords: Optical Fiber, Photonic crystal, interferometer, biosensor
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INTRODUCCION

Este proyecto trata sobre el desarrollo de un sensor utilizando las ventajas de las
fibras de cristal fotonico disefiadas y fabricadas en el Centro de Investigaciones en
Optica (CIO), y sus posibles aplicaciones en el area de la bioquimica.

Como elemento transductor se utilizara una fibra de cristal foténico adelgazada, de
tal manera que ésta se comporte como un interferometro modal donde uno de sus
brazos sera el modo fundamental y el brazo encargado de medir los cambios en el
medio sera un modo de orden superior.

Para lograr esto es necesario encontrar el didmetro de adelgazamiento donde se
presente el patron de interferencia, buscando maximizar la sensibilidad pero
evitando que el dispositivo se vuelva fragil hasta el punto de hacer dificil su
manipulacion.

En las aplicaciones de bioguimica es comun trabajar con soluciones en medios
acuosos, es por esto que se desarrollara una celda de pruebas con el fin de facilitar
la caracterizacion y funcionalizacién del sensor de fibra 6ptica.

Como caracterizacion del sensor se realizardn medidas de cambios de indice de
refraccion y de concentraciones de diferentes soluciones quimicas. También se
planteard una propuesta de protocolo de funcionalizacion para estudiar la
sensibilidad del sensor ante un agente especifico, como podria ser la presencia de
una proteina en particular.

Finalmente se presentaran diferentes herramientas desarrolladas que facilitan la
lectura de la respuesta del sensor y que podrian llevar a una propuesta de disefio
para un sensor comercial.
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1. PRELIMINARES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fibras de cristal fotonico presentan propiedades especiales que les permite
comportarse como elementos de medida de alta sensibilidad. Es por esto que se
propone estudiar las aplicaciones de las fibras de cristal fotonico en el area de los
biosensores.

1.1.1 Contexto y caracterizacion del problema

Un biosensor es un dispositivo analitico donde un componente biol6gicamente
activo (receptor), como por ejemplo una enzima, un anticuerpo, una porcién de
tejido, una célula, etc., se une a un transductor, con el fin de detectar un analito
objetivo u otros parametros de interés biologico.

Cuando el analito objetivo es reconocido por el material biol6gico inmovilizado sobre
la superficie del transductor, la interaccion bioquimica es directamente transformada
en una sefial cuantificable por medio del transductor. De acuerdo con la naturaleza
del transductor, la sefial puede ser electroquimica (amperométrica o
potenciométrica), piezoeléctrica u Optica. La sefial eléctrica generada por el
transductor es acondicionada y adquirida usando un software en conjunto con un
dispositivo de adquisicion de datos. Finalmente, se debe establecer una perfecta
correlacion entre las variaciones de la concentraciéon del analito y los cambios de la
sefal [1].

En este trabajo se us6é como elemento transductor una fibra de cristal fotonico (PCF,
por sus iniciales en inglés) adelgazada, que se comporta como un interferémetro de
Mach-Zehnder. Con este dispositivo se midieron pequefias concentraciones de un
analito de interés diluido en un medio acuoso que entra en contacto con la fibra.
Para esto se realizaron pruebas con la superficie de la PCF descubierta y también
se realizaron pruebas luego de un proceso de inmovilizacién para detectar el analito
especifico.

Este dispositivo es altamente sensible a cambios en la vecindad del area
adelgazada del sensor, dependiendo su sensibilidad del diametro adelgazado de la
fibra y de la longitud de este adelgazamiento.

1.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO

1.2.1 Objetivo General

«Desarrollar un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico.
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1.2.2 Objetivos Especificos

O

O

Estudiar la fabricacion y el disefio de las fibras de cristal foténico (PCF).
Desarrollar un interferometro basado en PCF.

Disefiar e implementar una plataforma para realizar las pruebas con el
interferometro de PCF.

Realizar pruebas de sensibilidad del sensor fabricado con diferentes
compuestos quimicos con aplicaciones bioldgicas.

Desarrollar un protocolo de activacion quimica superficial de PCF.

Realizar pruebas de reconocimiento de analitos a través del uso del
interferometro de PCF como elemento transductor.

Desarrollar los protocolos de reconocimiento, medicion y andlisis del
biosensor.

Realizar pruebas de sensibilidad del biosensor.

1.3 MARCO DE REFERENCIA

1.3.1 Biosensores

De acuerdo a la IUPAC, un biosensor (Figura 1) es un dispositivo que utiliza las
reacciones bioquimicas especificas mediadas por enzimas, sistemas inmunes,
tejidos, organelas celulares o células enteras para detectar compuestos quimicos
usualmente mediante sefiales eléctricas, térmicas u opticas [2].
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Target Transducer
analyte

e o

?L

Biclogical
receptor

Figural Esquema general de un biosensor [1].

La monitorizacién de las concentraciones de glucosa en pacientes con diabetes, la
deteccion de pesticidas y otros contaminantes en el agua, son algunos ejemplos de
aplicaciones exitosas y que estan presentes en el mercado de los biosensores [3],

[4].

Los sensores utilizados para determinar la interaccién entre un antigeno y un
anticuerpo se conocen como inmunosensores. Los anticuerpos son proteinas que
pueden ser producidas naturalmente por el sistema inmune de los mamiferos en
reacciébn a un agente externo (antigeno), pero también existen técnicas para su
produccion en laboratorio lo cual facilita su obtencion para su posterior utilizacién en
inmunoensayos.

Una técnica utilizada en los inmunosensores consiste en fijar un inmunoreactivo, es
decir, el antigeno o anticuerpo sobre la superficie de un transductor o del elemento
sensible. Las interacciones entre los inmunoreactivos hacen variar las propiedades
del transductor, generando un cambio en la sefial que esta directamente relacionado
con la inmunoreaccion [1] .

En el caso de los biosensores Opticos se han desarrollado técnicas basadas en
mediciones de absorbancia, para la fabricacion de sensores de pH [5] y de oxigeno
[6]; reflectancia, para la fabricacion de inmunosensores [7]; fluorescencia, en la
fabricacion de diversos tipos de sensores, entre ellos sensores para la deteccion de
etanol, glucosa [8], urea y andlisis de DNA [9].

Una técnica de especial interés, para este trabajo, es la que se basa en cambios de
indice de refraccion, que ha sido utilizada para la detecciéon de proteinas [10]. Es
posible obtener este tipo de sensores adelgazando una fibra Optica para la
deteccion de biomoléculas como lo explica y demuestra Tian et al. en [11] o para la
fabricacion de sensores de DNA como lo manifestan Huang et al. en [12]. En ambos
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casos se utiliza la misma configuracion de fibra Optica adelgazada pero difieren en el
proceso de funcionalizacion que se le aplica a la superficie de la misma.

1.3.2 Fibras Opticas convencionales

Las fibras Opticas convencionales se basan en el fendmeno de la reflexién total
interna para guiar la luz. La fibra éptica mas simple consiste en un ndcleo dieléctrico
con indice de refraccion (n,) recubierta por otro material dieléctrico con indice de
refraccion (n,) que se le llama revestimiento, a esta fibra se le conoce como fibra
Optica de indice escalonado. Adicionalmente las fibras suelen estar recubiertas por
otro material polimérico que sirve como protector, lo que permite incrementar su
resistencia mecanica y las protege a su vez del medio. La configuracion estandar se
puede visualizar en la Figura 2.

Protector

‘}
Nucleo {7
Revestimiento \

Figura2 Esquema de una fibra Gptica estandar de indice escalonado
(representacion no a escala).

Para que la luz se va propague por el nucleo, y ocurra reflexiéon total en la interfaz
ndcleo/revestimiento, es necesario que se cumpla:

nysin(™/5 — @) = ng (1.2)

Esto quiere decir que el indice de refraccion del ndcleo debe ser mayor al del
revestimiento y que ademdas el angulo ¢ de incidencia entre el vector de
propagacion de la luz y la interfaz nucleo/revestimiento debe ser suficientemente
pequefio.

Para explicar otros conceptos es necesario mirar el guiado en la fibra en términos de
ondas planas en lugar de rayos. Para esto vamos a considerar una fibra de indice
escalonado infinitamente larga y con seccion transversal circular de radio p.
Suponiendo que la luz se propaga en direccién axial, es decir, en el eje z, que tiene
una longitud de onda de A, un numero de onda k, = 2m/A y una frecuencia angular
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w = cky(donde c es la velocidad de la luz en el vacio), entonces podemos
descomponer el campo electromagnético propagandose en el eje z como una
superposiciéon de campos que varian con exp(i(fz — wt)), tanto en el nucleo como
en el recubrimiento. Donde B es la constante de propagacion. De esta forma se
puede considerar la luz propagandose como la superposicién de ondas planas con
componente longitudinal B y componente radial k; (también conocido como nimero
de onda perpendicular). Esto se puede ver de manera gréafica en la Figura 3.

Mg Revestimiento

Figura3 Descomposicién en vectores de onda de unafibra Optica de indice
escalon.

Para cada medio el indice de refraccion es el que determina la norma de cada
vector de onda, y se debe cumplir que:

k} + B = n?k} (1.2)

Donde n es el indice de refraccion local (n, para el ndcleo y n, para el
revestimiento). Para que las ondas puedan propagarse en la direccibn z es
necesario que 3 sea real, de lo contrario las ondas decaeran exponencialmente en
esa direccion. En el caso donde k; es imaginaria las ondas planas asociadas son
de tipo evanescente y su energia no puede propagarse fuera del eje de la fibra. Es
por esto que para tener un guiado apropiado, el parametro k, debe ser imaginario
en el revestimiento. Lo que lleva a tener que B8 > nyky. Y en la mayoria de casos
donde el nlcleo esta compuesto por un material dieléctrico transparente se tiene
que el parametro k, es real dando como resultado que 8 < n;k,. [13]

Si definimos el indice efectivo de los campos como n.ss = /k, entonces podemos
concluir que:

e Si ng<ngr<mng la luz se propaga en el nicleo y es radialmente
evanescente en el revestimiento.

e Singsr <ng laluz puede propagarse fuera del revestimiento y se pierde.
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o Modos en una fibra éptica

Al considerar los distintos escenarios que producen la propagaciéon de la luz al
interior de la fibra, encontramos que existe un rango de &ngulos incidentes,
constantes de propagacion o un rango de indices de refraccién efectivos que hacen
esto posible. De esta manera se puede decir que un modo en una fibra Optica es
una distribucion del campo eléctrico de forma transversal y con una constante de
propagacion B asociada, que cumple con las condiciones de frontera en la interfaz
nucleo/ revestimiento. Estos modos se mantendran a lo largo de la fibra mientras no
ocurran perturbaciones adicionales, como las que se pueden presentar en el caso
de acoplamientos.

o Numero de modos

El nimero de modos guiados de una fibra éptica estandar de indice escalonado
depende de la frecuencia normalizada V:

V= kopzf(nf —nd) (1.3)

Donde k, es el nUumero de onda, p es el radio del nacleo, n, y ny son los indices de
refraccion del nacleo y del revestimiento.

Entre menor sea este parametro, menor serad el nimero de modos guiados que
pueden propagarse por la fibra. Una fibra mono-modo se da cuando, para una
longitud de onda dada, la frecuencia normalizada V es menor a 2.405. Para valores
mayores a este se considera que la fibra es multi-modo [14].

o Atenuaciodn

La atenuacion es una medida de la pérdida de potencia optica de la luz al
propagarse por la fibra y es medida usualmente en decibeles (dB/m o dB/km). Esta
pérdida de potencia en las fibras puede darse por factores intrinsecos como el
esparcimiento (scattering) y la absorcién, y por factores extrinsecos como el
doblamiento [14].

El esparcimiento de Rayleigh se da al interior de la fibra por pequefias fluctuaciones
en el indice de refracciébn de esta, mientras que la absorcién es una propiedad
intrinseca del material con el que esta construida.

o Dispersion

La dispersion se refiere al hecho de que la fase o velocidad de grupo de las ondas
dependen de su frecuencia. En las guias de onda se suele utilizar este término para
referirse a todos los fendmenos que causan que los pulsos de luz se ensanchen al
propagarse, y se contemplan cuatro causas esenciales:

e Dispersion inter-modal (solo en fibras multi-modo)
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e Dispersion por el material

e Dispersién de la guia de onda

o Dispersién por la polarizacion del modo
1.3.3 Fibras de cristal fotonico

Existen dos clases principales de fibras de cristal fotonico, o de manera mas general
fibras micro-estructuradas, las cuales se pueden dividir en aquellas que guian la luz
por un fenébmeno comparable al de la reflexion total interna y en otras que lo hacen
por medio del efecto de banda foténica prohibida ( PBG por sus siglas en inglés).

Estas a su vez pueden ser divididas en un numero de subclases que son
determinadas por las dimensiones de sus estructuras y por sus propiedades
especificas. Estas divisiones se pueden visualizar mas facilmente con el gréfico
incluido en la Figura 4.

Overall terms: Main classes: Subclasses:
High NA
High-Index Core
| -Guidi
Photonic Crystal ndex-Guiding Large Mode
Fibre (PCF) Holey Area
Hole-assisted
Micro structured Highly
Fiber (MSF) Nonlinear
Micro structured
Optical Fiber (MOF) Photonic Band El;:.;—lndex
Gap (PBG)
Bandgap Guiding Air Guiding '3
Hollow Core 8

Figura4 Diagrama que muestra los términos mas utilizados y las estructuras
tipicas de las diferentes clases y subclases de fibras de cristal
fotonico [15].

Este trabajo se centré en las fibras que guian la luz por medio del fenémeno
comparable al de la reflexion total interna.
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Para que este fendmeno ocurra se utiliza una estructura de cristal fotnico 2D como
revestimiento, y el nicleo se elige de tal forma que tenga un indice de refraccion
efectivo mayor. Un ejemplo de este tipo de fibra se puede ver en la Figura 5:

Figura5 Fotografia de una fibra de cristal foténico (diametro: 125 um) con
nucleo solido y red de huecos triangular.

Estas fibras tienen la propiedad de presentar solo un modo en un amplio rango de
longitudes de onda. Esto se debe a que la red de huecos alrededor del nucleo se
comporta como un filtro modal [16], el cual “atrapa” al modo fundamental y deja
escapar los modos de orden mayor. Para que esto suceda se ha demostrado que la
relacion entre el diametro de los huecos d y la separacion entre ellos A debe ser
[17]:

d/, <04 (1.4)
Debido a esto se pueden disefar fibras con un area modal grande, las cuales
pueden ser utilizadas en aplicaciones que requieran la transmision de alta potencia
Optica.
Es posible ademas utilizar la teoria de fibras convencionales para analizar las fibras

de cristal foténico. Un parametro de relevancia es el conocido como frecuencia
normalizada que para fibras convencionales se define como:

21
V=—a|n} —n%=yJU?+W? (1.5)

A

Con:

2 5 5
U= @ Mo ~ Mers (2.6)
2 (1.7)
W= - /ngff —n?
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Donde 1 es la longitud de onda de operacion, a es el radio del nucleo, n.,, ng yne,
son los indices de refraccion del nucleo, del recubrimiento y el indice de refraccion
efecto del modo guiado fundamental, respectivamente. Y los pardmetros U y W son
la fase transversal y la atenuacion normalizadas.

Para las fibras de cristal fotonico, Koshiba y Saitoh [18], proponen un parametro Ve
de la siguiente manera:

21
Verr = Taeff,’ngo — Nfsy (1.8)

Donde el radio efectivo del ndcleo, a.fr, se asume como A/+/3, siendo A la
separacion entre huecos en la estructura de la fibra, y nzg), €s el indice efectivo del
recubrimiento, que se define como el indice efectivo del modo fundamental del
espacio en el que estan los capilares. Para encontrar este indice efectivo se utiliza
el método de elementos finitos, el cual requiere un alto costo computacional.

Sin embargo en Mortensen et al. [19] proponen un método para determinar el valor
V dependiendo exclusivamente de los parametros geométricos de la PCF, es decir
del diametro de los huecos y la separacion entre ellos, y de la longitud de onda de
operacién. La ecuacion utilizada es la siguiente:

rdy_ A,
v (33 = L T Ay e@a/m (1.9)

Donde los parametros A;(para i =1 hasta i =4) se obtienen de la siguiente
ecuacion:

d\ " d d
A = aj +aj (K) + ai; (X) +ais (X) (1.10)

Los coeficientes de a;, hasta a;; y de b;; hasta b;3, son constantes para todas las
fibras del tipo LMA (Large Mode Area), y se presentan la Tabla 1.

Tabla1l Coeficientes para encontrar el pardmetro V.

a;, 0,54808 0,71041 0,16904 -1,52736

a;; 5,00401 9,73491 1,85765 1,06745
a;; -10,43248 47,41496 18,96849 1,93229

a;; 8,22992 -437,50962 -42,4318 3,89

by 5 1.8 1,7 -0,84
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b 9 22,8 14 13,4

De esta forma, al igual que en las fibras convencionales, la frecuencia de corte es
dada por V=2,405. Es decir que cuando el valor V toma valores menores a 2,405 la
fibra tiene un comportamiento mono modal y cuando toma valores mayores la fibra
es multimodal.

Al conocer el parametro V es posible encontrar el indice de refraccién efectivo y la
dispersion de la guia de onda [18].

1.3.4 Fabricacion de fibras de cristal foténico

Uno de los aspectos mas importantes en el disefio y desarrollo de nuevas fibras o
dispositivos de fibras es su proceso de fabricacién. Esto se resalta especialmente en
las fibras micro-estructuradas ya que hay que tener especial cuidado con los
parametros del material y las fuerzas involucradas, como la viscosidad, gravedad o
tension superficial, para obtener la estructura con la geometria deseada.

El primer paso para fabricar una fibra de cristal fotonico es crear la preforma, la cual
contiene la misma estructura deseada de la fibra pero a una escala mucho mayor.
Esto se logra posicionando cilindros sélidos y tubos de silice, segin sea necesario,
como se muestra en la Figura 6.

Figura6 Posicionamiento de los cilindros y tubos de vidrio para la preforma
(a manera de ilustracién).

Luego estos se acomodan al interior de otro cilindro de silice mas grande, y se
llenan los espacios entre tubos con barras mas pequefias, llamadas capilares, del
mismo material, Figura 7.
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Figura7 Preformacon tubos y capilares (a manera de ilustracion).

Esta preforma pasa por un proceso de extrusion intermedio para fusionar los
capilares y barras, Figura 8.

Figura8 Preformaluego de la extrusion intermedia (a manera de ilustracién).

La preforma pasa a una torre de estiramiento de fibra convencional para aumentar
considerablemente el largo de la fibra y reducir su seccion transversal, Figura 9.
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Figura9 Proceso de extrusion de fibra de cristal foténico en la torre de
estiramiento del CIO.

Posteriormente, esta fibra pasa por un proceso que la recubre de un polimero
protector y finalmente la fibra es recolectada en un carrete para su almacenamiento.

A diferencia del estirado de fibras convencionales, el estirado en fibras de cristal
foténico se realiza a una temperatura mas baja, aproximadamente a 1900 °C para
evitar que los huecos de aire colapsen. También se suele aplicar presion al interior
de los huecos de aire para mantener un mejor control sobre las dimensiones finales
de estos. El esquema del proceso completo se puede ver en la Figura 10.
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U Prefarm

Heating zone

Fiber Spool

Figura 10 Proceso de fabricacién de la fibra de cristal foténico [20].
1.3.5 Sensores de fibra 6ptica

Los sensores donde el generador de la sefial, el canal de transmision, el transductor
o el detector, estan compuestos en parte o en su totalidad por fibras Opticas se
denominan Sensores de fibra 6ptica. En estos sensores la perturbacién de entrada,
gue puede ser quimica, fisica, biolégica, eléctrica, entre otras, modifica al menos
uno de los parametros de la luz, es decir su amplitud, frecuencia, fase o estado de
polarizacién [21]. Luego el sistema detector recolecta estos cambios y los
transforma, usualmente, en una sefial eléctrica de salida. La configuracion mas
general para un sensor de este tipo es la presentada en la Figura 11.

Fibra Optica

o
S e

/I\

Transductor

Figura 11 Esquema General de un sensor de fibra dptica.
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Adicionalmente, los sensores de fibra Optica se pueden clasificar de acuerdo a:
e Lavariable fisica a medir
e Ladistribucién espacial de la variable
e La modulacién de los pardmetros de la luz

Respecto a la distribucion espacial se pueden diferenciar 4 categorias:

a) Puntuales: Cuando la medicion se hace en un solo punto fijo del espacio u
objeto determinado.

b) Distribuidos: Cuando las mediciones se hacen simultdneamente en varios
puntos del espacio utilizando una misma fibra 6ptica

c) Cuasi-Distribuidos: Cuando las mediciones se realizan en varios puntos
discretos del espacio utilizando una misma fibra éptica.

d) Integrados: Se realiza un gran numero de mediciones sobre el objeto o
espacio y luego se integran para obtener un solo valor.

También es posible diferenciar los sensores de acuerdo a la modulaciéon que
generan en la luz, asi:

a) Aquellos que modifican la amplitud o intensidad de la luz transmitida por la
fibra dptica.

b) Los que modifican la polarizacion de luz transmitida, conocidos como
polarimétricos.

c) Espectroscopicos, en los cuales el espectro de la sefial contiene la
informacion de la variable medida.

d) Interferométricos o de cambio de fase, en los cuales la variable a medir
ocasiona un desplazamiento de fase de la luz transmitida.

Con este amplio rango de posibilidades de sensores de fibra dptica es necesario
determinar cudl es el mas adecuado para cada aplicacion [22].

Adicionalmente los sensores de fibra Optica tienen grandes ventajas frente a otros
sistemas, como lo es la alta sensibilidad, la resoluciéon de las técnicas Opticas y las
caracteristicas intrinsecas de las fibras Opticas. Entre las ventajas intrinsecas
podemos mencionar:

e Inmunidad a la interferencia electromagnética, debido al material dieléctrico
con el cual es construida la fibra.
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e Quimicamente inertes, lo que los hace idoneos para pruebas quimicas y
bioldgicas.

¢ Resistencia a altas temperaturas debido, nuevamente, al material con el que
son fabricadas.

e La posibilidad de crear sistemas pequefios y ligeros.

Un sensor de fibra Optica de interés es el conocido como refractometro, el cual
permite medir el indice de refraccion de los materiales. Para lograr fabricar este tipo
de sensor de fibra dptica se han estudiado diversas técnicas que presentan
diferentes ventajas y limitaciones. Algunos de estos sensores y sus caracteristicas
se presentan a continuacion:

Tabla2  Caracteristicas de Sensores de fibra 6ptica para la medicién de
indices de refraccion.

Rango de
Configuracion indice de Sensibilidad Desventajas Referencia
refraccion
Fragilidad
Etched FBG 1,330-1,341 727 nm/RIU [23]
Costo
LPG in Pure L
silica fiber 1,321-1,327 40 nm/RIU Fabricacion [24]
Air clad PCF
SMS structure 1,322-1,325 800 nm/RIU [25]
Non adiabatic
taper in fiber 1,338-1,352 1233 nm/RIU Fragilidad [26]
loop mirror
Fragilidad
SPR-taper 1,332-1,338 5000 nm/RIU [27]
Fabricacion

1.3.6 Fabricacion de fibras adelgazadas (Tapers)

Para que una fibra éptica pueda ser utilizada para medir cambios en el medio es
necesario realizarle un proceso que la sensibilice. Esto es debido a que las fibras
Opticas usualmente son disefiadas para transportar la luz de forma que los
parametros externos no la afecten.

Uno de los métodos que se han estudiado para sensibilizar la fibra es el conocido
como adelgazamiento (o tapering en inglés). Este proceso consiste en calentar una
zona de la fibra, hasta suavizarla, mientras es estirada longitudinalmente. Con esto
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se logra que el didmetro de la fibra en la parte calentada se reduzca
considerablemente. Es posible conseguir diametros en la cintura de hasta 1 um, sin
embargo, es importante considerar que para diametros cada vez mas pequefos la
fragilidad y la dificultad de manipular la fibra aumentan [28].

Entre las fuentes de calor que usualmente se utilizan para calentar las fibras estan
los laseres de CO,, el arco eléctrico entre 2 electrodos, el calentamiento de un
filamento o un micro-soplete de combustion, producto de la combustién de una
mezcla de oxigeno y butano.

El perfil obtenido mediante el proceso de adelgazamiento, cuando se aplica a una
fibra micro-estructurada, se puede ver en la Figura 12. En este se pueden distinguir
3 zonas de interés. Una zona de longitud L, (longitud de la cintura), con diametro
exterior p,, (diametro de la cintura) donde los huecos de la fibra han sido
colapsados, intencionalmente. Y una zona de compresién a la izquierda y de
expansion a la derecha.

®) @, ®

1 1
et
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] — ]

Figura 12 Perfil de unafibra de cristal foténico adelgazada.

La zona de compresion a la derecha permite que la propiedad de confinamiento de
la luz en el nlcleo se rompa y hace que se generen dos modos guiados, uno que
continua siendo el modo fundamental y otro modo de orden superior. Cuando estos
dos modos se desplazan por la zona colapsada generan un efecto que se conoce
como interferencia modal. Luego, al llegar a la zona de expansion, los dos modos
son acoplados nuevamente en uno solo que viaja a través del resto de la fibra hasta
el sistema detector. Este haz resultante lleva la informacion de la interferencia
generada en el area estrechada, que es sensible a cambios en el medio [29].

Si se supone que solo dos modos estan presentes en la interferencia, es decir, solo

consideramos dos indices efectivos: un indice efectivo del ndcleo n., y uno del
revestimiento n.;. Entonces se puede expresar la intensidad de salida como:

Ip = I + 1 + 2+/1.01, cos(AB) (1.11)
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Donde I, e I, son las intensidades de los modos del nucleo y del revestimiento,
respectivamente y A6 es la diferencia de fase entre estos. Esta diferencia de
fase es la causante del patrén de interferencia y es generada por la
diferencia entre indices de refraccién del nucleo y revestimiento (An) y por la
distancia en la que interaccionan (longitud de la cintura L):

2
B = 7” (An)L, (1.12)

Debido a que solo se tiene un modo excitado en el revestimiento, entonces la
distancia de interaccion fisica es exactamente la misma ,L,, pero la longitud del
camino optico entre modos varia debido a la diferencia entre los indices de
refraccion efectivos de estos (An = ngz, — ng}f). De esta forma al cambiar el indice
de refraccion del medio, se genera un cambio en la diferencia de fase que se
visualiza en un desplazamiento del espectro de transmision [30].

Las fibras estrechadas pueden ademas separarse en dos categorias: adiabéticas y
no adiabéaticas. Las fibras adiabaticas se caracterizan en que las éareas de
compresion y expansion presentan un angulo muy pequefio, con el fin de que el
acoplamiento se dé de forma muy suave. De este modo se obtiene muy bajas
pérdidas en el proceso, y la mayor parte de la radiacibn se mantiene en el modo
fundamental de la fibra [31].

Para obtener una fibra estrechada de forma no adiabética, es necesario generar un
cambio abrupto del diametro de la fibra (un angulo grande). De esta forma el
acoplamiento se da entre el modo fundamental y un modo de orden superior,
generando un interferometro modal que se puede comparar con un interferometro
de Mach-Zehnder [32].
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2. METODOLOGIA

Para el cumplimiento de los objetivos, se dividié el problema en los siguientes
puntos importantes:

1. Disefio de la celda de trabajo

En esta etapa se presentaran diferentes propuestas de disefios para la celda
de trabajo, asi como su fabricacion, las pruebas y las conclusiones y
resultados de cada uno de estos disefios. Finalmente se presentara el
disefio seleccionado para continuar con las demas etapas.

2. Fabricaciéon de un interferdmetro modal de fibra de cristal foténico

Aqui se presentard todo el proceso de fabricacion para crear un
interferdmetro de fibra de cristal fotonico. Se dard a conocer desde la
estructura de fibra éptica utilizada, pasando por el empalme (splicing) con
fibra estandar, hasta el proceso de adelgazamiento (tapering) de todos los
prototipos construidos y algunos de los resultados obtenidos con ellos.

3. Pruebas de indice de refraccion

Se mostraran las pruebas realizadas para diferentes soluciones en medios
acuosos que presentan diferentes indices de refraccion. Estas pruebas son
importantes pues son aplicaciones directas del sensor en &reas como la
farmacéutica, la industria de alimentos y la medicina.

4. Proceso de funcionalizacion de la fibra

Se presentara una propuesta de un proceso de funcionalizacion de la fibra
para volverla selectiva ante un analito especifico.

5. Sistemas adicionales

Finalmente se daran a conocer otros sistemas que fueron implementados
como ayuda para el desarrollo de este trabajo. Entre ellos se encuentran
programas para la medicion de los parametros dimensionales de las fibras y
un programa para la facil lectura y analisis de los datos obtenidos.

Finalmente es importante resaltar que este proyecto fue en su mayoria
experimental. Por esta razén los puntos anteriores no fueron realizados de una
forma lineal, sino que se fueron aprendiendo y modificando en el transcurso del
trabajo.
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3. DISENO Y FABRICACION DE LA CELDA DE TRABAJO

El primer paso para desarrollar el sensor de fibra de cristal fotonico consistio en
idear y fabricar una celda de trabajo que permitiera fijar la fibra y realizar las pruebas
en medios acuosos. Para esto se definieron los siguientes criterios de disefio:

e Volumen de trabajo pequefo: Se busca mantener el volumen de trabajo lo
méas pequefio posible con el fin de reducir la cantidad de reactivos
necesarios, reduciendo asi los costos. Es por esto que se plante6 un
volumen que va desde los 30 hasta los 100 pl.

o Facil manejo: Es importante que la celda se pueda manipular con facilidad,
ya que en esta se llevara a cabo el proceso de funcionalizacién y deteccion.

e Proteccion ala fibra: El sensor de fibra propuesto es muy fragil, es por esto
que la celda debe ofrecer cierta proteccion para evitar que la fibra se rompa
durante las pruebas y manipulacion.

e Inmersion total del area sensible: Para el buen funcionamiento del sensor
es indispensable que el area sensible de este se mantenga en total
inmersion dentro del liquido a medir, asegurando también la repetitividad de
las pruebas.

¢ Resistencia a los reactivos: En los procesos de inmovilizacion biolégica se
suele utilizar un reactivo agresivo llamado solucién pirafia que ataca
principalmente los componentes organicos. Es por esto que se debe utilizar,
en la fabricacion de la celda, un material que no sea afectado por esta
solucion.

e Facil acceso de los liquidos: Pensando en un primer prototipo de celda,
utilizado para la experimentacion temprana del biosensor, se propone que
este facilite la inyeccién y extraccion de liquidos del area de trabajo.

3.1 DISENO Y FABRICACION

Tomando en cuenta los criterios de disefio se propuso utilizar como material el
politetrafluoroetileno (PTFE), conocido también como Teflon™. Este material es
muy resistente a la corrosion y es muy poco reactivo, debido principalmente a los
fuertes enlaces entre el carbono y el flior. Adicionalmente su coeficiente de friccion
es muy bajo, lo que facilita la remocion de particulas y la limpieza de la celda.

Adicionalmente algunos de los primeros prototipos fueron construidos utilizando una
maquina de impresion 3D, la cual utiliza ABS como material, con el fin de visualizar
y probar de manera mas acertada la manipulacién de la celda, y la proteccion
ofrecida a la fibra.
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3.1.1 Prototipo #1

El primer prototipo propuesto, mostrado en la Figura 13, consiste en una estructura
elipsoidal con un eje mayor de 20 mm, un eje menor de 10 mm y un espesor de
3mm. El pozo para depositar los liquidos tiene un volumen de trabajo de
aproximadamente 30 pl.

Figura 13 Primer prototipo de celda de trabajo.

Este prototipo fue fabricado utilizando una impresora 3D de la Escuela de Ingenieria
de Antioquia y la Universidad CES. Pero aunque el volumen de trabajo era ideal y al
aplicar los liquidos el sensor quedaba totalmente sumergido, su pequefio tamafio
hacian que fuera dificil de manipular y no ofrecia buenos métodos para sujetar la
fibora en los extremos. Adicionalmente se necesitaria de equipo especial para
poderlo fabricar en PTFE.

3.1.2 Prototipos #2y #3

Los prototipos #2 y #3, Figura 14, fueron ideados de tal forma que fuera mas facil la
manipulacion de la celda. Estos tienen un largo de 30 mm, un ancho de 10 mm y un
espesor total de 3 mm. El volumen de trabajo es de aproximadamente 30 pL. Los
prototipos estan compuestos por un cuerpo inferior en el que se inserta la fibra, y un
cuerpo superior que sirve para asegurarla y protegerla. Para unir los 2 cuerpos se
propone un pegante acrilico y sellos herméticos de PTFE con el fin de mantener los
liquidos al interior del pozo. La diferencia entre los 2 prototipos es que en el #3 se
ha propuesto instalar simultdneamente 2 fibras, con el fin de realizar pruebas en
paralelo. Donde una podria servir como referencia de la otra, o se podria utilizar
para validar la selectividad del proceso de funcionalizacion.
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Figura 14 Prototipo #2 (izquierda) y #3 (derecha).

Estos prototipos no fueron fabricados, y se quedaron solo como propuestas de
disefio.

3.1.3 Prototipo #4

La Figura 15 esquematiza el prototipo #4, en el cual, se incorporé la idea de utilizar
un perfil en angulo con el fin de eliminar la necesidad de sellos herméticos
resistentes a los reactivos. Se mantuvo un volumen de trabajo aproximado de 40 pl.
Tiene ademas un largo de 100 mm, un ancho de 60 mm y un espesor maximo de
20 mm, lo cual facilita notoriamente la manipulacion de la celda.

El angulo propuesto es de 15° para ambos lados respecto a la horizontal. Esto
permite una inmersion total del area sensible y evita que los reactivos lleguen a los
lugares indeseados de la fibra.

El prototipo fue fabricado primero en ABS utilizando la impresora 3D del CIO. En
este se determind que era posible disminuir el ancho de la celda a la mitad, es decir,
30 mm. Con estas nuevas dimensiones fue posible utilizar una barra de PTFE de
38.1 mm de diametro para maquinar la celda en los talleres del centro de
investigacion.

Con este prototipo se lograron hacer algunas pruebas preliminares con los primeros
interferometros de fibra de cristal fotonico fabricados. Sin embargo el perfil angulado
hacia dificil la instalacion de la fibra en el canal central debido a la naturaleza fragil
del vidrio desprotegido. Esta angulacion también aumentaba las pérdidas por
doblamiento del sensor.
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Figura 15 Prototipo #4 con perfil angulado.

3.1.4 Prototipo #5

El prototipo #5, Figura 16, tiene un disefio circular para evitar cualquier
derramamiento indeseado de las soluciones. Tiene un didmetro de 38.1 mm y una
altura maxima de 12 mm, y el volumen de trabajo se mantuvo en aproximadamente
40 pul. Los angulos propuestos debieron aumentar a 20° debido al pequefio diametro
del material en el que se piensa maquinar. Sin embargo se consideré que el area
central fuera plana con el fin de no ocasionar pérdidas adicionales por doblamiento
en la fibra descubierta y también disminuir las probabilidades de quebrar la fibra al
instalarla. Adicionalmente se agregaron 2 ranuras horizontales que serviran para
sujetar la fibra dptica.

Este prototipo fue construido en PTFE en el taller mecanico del CIO y en él se
lograron hacer algunas pruebas. En esta ocasion la fragilidad y quebramiento de la
fibra se daba a la salida de la celda debido al &ngulo de 90° en estas esquinas. Para
solucionar esto se cre6 una plataforma, en la impresora 3D, que sirvidé tanto de
apoyo de la fibra como también para aumentar el tamafio de la celda, facilitando asi
su manipulacion.
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Figura 16 Disefio del Prototipo #5 con perfil circular (Izquierda) y fotografia
del mismo con su base (derecha).

3.1.5 Prototipo #6

Este prototipo tiene un perfil plano pues luego de muchas pruebas se determiné
gue, en estos volimenes y para estas dimensiones del pozo, la tensién superficial
de los liquidos era suficiente para mantenerlos al interior, Figura 17. De igual forma
se realizaron 2 agujeros pasantes a cada lado para evitar que cualquier liquido se
pueda desplazar por efectos de capilaridad hasta las ranuras de sujecién en los
extremos y se recomienda poner un recipiente de vidrio o un papel absorbente
debajo de la celda para recolectar los liquidos que se puedan ir por estos agujeros.

También se consideraron chaflanes en los bordes de la fibra para evitar
guebramientos en estos sitios. El volumen de trabajo es de aproximadamente 50 pl,
con un largo del pozo de 13 mm.

Figura 17 Prototipo #6.
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Esta celda, Figura 18, se fabric6 utilizando como base el prototipo #4 para
economizar en materiales.

Figura 18 Fotografia del prototipo #6 en medio de una prueba.

Al realizar diversas pruebas con el sensor, en esta celda, se encontré que se estaba
presentando un efecto que generaba inestabilidad en las lecturas. El efecto se debia
a que el area sensible del interferometro de fibra dptica era mayor al largo del pozo
y un pequefio cambio en la cantidad que cubria al sensor generaba un gran
desplazamiento de fase.

Este efecto se descubrié aplicando, deliberadamente, liquido en diferentes lugares
del canal de la fibra, asi como al interior del pozo y obteniendo los espectros 6pticos
de la respuesta por medio de una fuente de luz LED, con longitud de onda central
en 1550 nm, y un analizador de espectros opticos (OSA) Ando AQ-6215E.

De esta forma se determin6 que el sensor no era solo sensible en la cintura, sino
gue su sensibilidad empezaba desde el lugar de compresién del perfil de la fibra. A
su vez también era sensible, aunque de menor manera, en el lugar de expansion de
la fibra donde se acoplaban nuevamente los modos.

La Figura 19 presenta los diferentes valores que arrojo el sensor aplicando la misma
cantidad de agua, pero cubriendo mas o menos cantidad de area sensible. Los
cambios se podian observar incluso si el liquido era depositado solamente en el
pozo central de la celda. Esto se debia a que los bordes del pozo no estaban
sellados completamente, sino que se utilizaba la tensién superficial del liquido para
que este no fluyera por los canales laterales. Sin embargo, con este mecanismo, era
posible que dependiendo de la velocidad y posicion con la que se vertiera el liquido,
los bordes del sensor presentaran mayor o menor contacto, variando asi el indice
efectivo y por tanto la posicién de los picos de interferencia.
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Figura 19 Celda # 6: Grafico de pruebas con agua tomado con un analizador
de espectros opticos (OSA).

3.1.6 Prototipo #7

El dltimo prototipo fabricado es una pequefa modificacion del prototipo anterior. En
este se mantuvieron todas las medidas y solo se cambiaron las dimensiones del
pozo central, y el canal para la fibra, como se puede ver en Figura 20.

El pozo central aument6 de tamafio, dejandolo con un largo de 23 mm pero
reduciendo un poco su profundidad, para obtener un volumen de trabajo de 70 pl.

El canal de la fibra se descentro un poco, dando asi mas espacio para manipular los
liquidos al interior del pozo. También se cambi6 la ranura por una en forma de V,
para tener un mejor guiado y alineacion de la fibra en la celda.

Las ranuras laterales, para la sujeciéon de la fibra, se calcularon de tal forma que una
porcion de la fibra Optica, con recubrimiento de polimero, sobresaliera levemente.
De esta forma es posible utilizar cintas adhesivas como mecanismo de sujecion, sin
perder la alineacion de la fibra a través de la celda.
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Figura 20 Prototipo #7.

Este fue el dltimo prototipo fabricado y en el que se realizaron el mayor nimero de
pruebas con el interferémetro de fibra de cristal foténico.

3.1.7 Prototipo #8 con micro-fluidica

Se propone un disefio, Figura 21, utilizando micro-fluidica, en el cual se asegura que
el sensor siempre esté inmerso en la misma cantidad de liquido. Con este disefio
también es posible realizar pruebas con un flujo constante de liquido al interior de la
celda, lo que permitiria medir en tiempo real la interaccion entre la superficie de la
fibra y el medio.

El disefio consta de dos partes separadas que se unen por medio de 6 tornillos M4
que aseguran un sellado uniforme de la celda. El volumen de trabajo aproximado es
de 60 pl. Los orificios de entrada y de salida estan disefiados para trabajar con
casquillos de 1 mm de diametro y tuercas de 1/4 de pulgada. Este disefio se baso
en el trabajo de Krohn [33].

Figura 21 Prototipo #8 con micro-fluidica.
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Este disefio se propone solo de forma teérica, como un trabajo que podria mejorar
el desemperio del sensor a futuro, pues no se tiene suficiente conocimiento del tema
de construccion de celdas de micro fluidos.

3.2 CONCLUSIONES

Luego de probar y discutir diferentes disefios de celdas de trabajo se lleg6 a la
conclusién que el prototipo #7 es la mejor opcion para continuar con los estudios en
esta etapa del proyecto. Esto se debe a que el prototipo ofrece las siguientes
ventajas:

¢ Una buena sujecién de la fibra sin necesidad de mecanismos permanentes,
como seria la situacién al utilizar un pegamento. Adicionalmente los agujeros
pasantes evitan que los liquidos lleguen al area de sujecién, pues podrian
debilitar el material adherente y cambiar las condiciones del sensor,
perdiendo asi repetitividad en las pruebas.

e Facil instalacion de la fibra, debido a su perfil plano.

e Facil acceso a los liquidos, ya que la ranura para el guiado de la fibra se ha
descentrado, dejando asi un mayor espacio para insertar la jeringa o micro-
pipeta utilizada para la manipulacion de los reactivos.

e Permite cubrir un area mayor del sensor, 23 mm, debido a su pozo con
forma alargada.

¢ Facil manipulacion de la celda, gracias a sus dimensiones exteriores.

¢ Volumen de trabajo aceptable, el cual en la practica es de aproximadamente
90 ul. Esto se debe a que la tension superficial de los liquidos forma una
gota que sobresale de la superficie de la celda sin derramarse, lo que
aumenta la cantidad necesaria para cubrir todo el largo del sensor.

e Material de fabricacion de PTFE, que es poco reactivo, resiste altas
temperaturas (punto de fusion de 327°C) y es de facil limpieza gracias a sus
propiedades anti adherentes.
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4. INTERFEROMETRO DE FIBRA DE CRISTAL FOTONICO

Para la fabricacion de un interferémetro modal a base de fibra de cristal foténico es
necesario considerar tres fases o procesos.

La primera fase consiste en la seleccion y caracterizacion de la fibra de cristal
foténico que se va a utilizar. Luego sigue el proceso de empalme con fibras estandar
para reducir los costos del sensor. Finalmente esta el proceso de adelgazamiento
de la fibra que se encargard de generar el patrén de interferencia, el cual es
sensible a cambios en el medio cercano a la fibra.

4.1 FIBRA DE CRISTAL FOTONICO

La fibra de cristal fotdnico seleccionada es del tipo LMA (Large Mode Area), la cual
tiene un ndcleo soélido y una distribucion de huecos alrededor de este en forma
hexagonal, Figura 22. Esta fibra fue fabricada en el CIO y ha sido utilizada en
diversos estudios, entre ellos [34] y [35].

Figura 22 Fibra de cristal fotonico utilizada.

Esta fibra tiene una separacion A, de aproximadamente 8,76 um, un diametro de
agujero promedio d, de aproximadamente 6,03 um y un diametro exterior promedio
de 125 pum. Estos valores fueron obtenidos con ayuda del algoritmo presentado en
la seccion 7.1, el cual entrega los resultados presentados en la Figura 23.
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Figura 23 Dimensiones en pm de la estructura de la PCF utilizada.

Esta estructura presenta una relacion d/A de 0,689 lo cual indica que tiene un
comportamiento multimodal. La caracterizacion de las propiedades modales de este
tipo de fibra se explica con mayor detalle en [36].

4.2 EMPALMES (SPLICING)

El proceso de empalme se realiz6 con el fin de reducir el costo del sensor, ya que la
fibra micro-estructurada es mucho méas costosa, con un precio superior a los $100
ddlares por metro en comparacion con una fibra mono modo estandar que tiene un
precio alrededor de los $0,5 ddlares por metro [37].

Para realizar el empalme se utilizé6 una empalmadora comercial Sumitomo Type-46s
en la cual se modificaron los parametros para lograr unir la fibra estandar con la
PCF, tratando de mantener las pérdidas lo mas bajas posibles sin generar un
empalme fragil.

La dificultad para empalmar una fibra de cristal fotonico con una fibra estandar
consiste en que las dos fibras requieren una temperatura diferente para llegar al
punto de fusién debido a la diferencia en el area transversal. La fibra estandar es
totalmente solida y necesita una potencia mayor, mientras que la PCF tiene
agujeros que la atraviesan longitudinalmente, reduciendo asi el &rea y requiriendo
menor potencia. Adicionalmente el calor al momento de la fusién puede hacer que
los huecos de la PCF se colapsen y este efecto genera una interferencia adicional
gque es muy sensible a deformaciones en el sensor como lo muestra Villatoro Joel en
[38] y [39].
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En busca de obtener un buen empalme se empez6 utilizando la configuracion para
empalmar dos fibras multi-modo, el cual intenta alinear las fibras basandose en el
diametro exterior y no en el nucleo. Esto se hace debido a que la PCF no presenta
un nudcleo de indice de refraccion diferente al del recubrimiento y por esta razon el
programa de la empalmadora no es capaz de reconocerlo para la alineacion.

El siguiente paso fue reducir la potencia del electrodo variando el tiempo de fusion y
pre-fusion. Finalmente se hicieron los ultimos ajustes de potencia desplazando el
electrodo de forma que, al generar el arco, transmitiera un mayor calor a la fibra
estandar. El esquema de la configuracién del electrodo se presenta en Figura 24.

Electrodos
SM 28 PCF
Arco de
energia

Figura 24 Configuraciéon de los electrodos para el empalme SM-PCF.

Los parametros con mejores resultados para realizar el empalme entre fibra
estandar y la fibra de cristal fotonico se presentan en la Tabla 3.

Tabla3  Parametros para el empalme SM-PCF, como se muestran en la
pantalla de configuracién de la empalmadora.

Parametro Valor

Arc Center 290 dot
Fusion Time 2 sec
Prefusion Time 0,1 sec
Arc Gap 20 pm
Over Lap 40 pum
Arc Power 53 step
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Donde, “dot” y “step” son unidades definidas por el fabricante de la empalmadora
Sumitomo Type-46s.

Los deméas parametros se dejaron iguales a los utilizados para empalmar fibras
mono modales.

Al realizar la fusién con estos parametros se obtiene un empalme como el mostrado
en la Figura 25, en el cual, si se observa con detenimiento, es posible ver el lugar
donde se unieron las fibras y el &rea de los huecos colapsados.

Figura 25 Fotografia del resultado obtenido luego del empalme.

Este procedimiento se efectud de igual forma en ambos extremos de la fibra de
cristal foténico, generando asi una estructura SM-PCF-SM como se muestra en la
Figura 26.

SM 28 PCF SM28
\ ‘Ir J
L

Figura 26 Esquema de empalme SM-PCF-SM.

Betancur Ochoa, Juan Esteban, 2015



CIO

Desarrollo de un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico.

Algunos de los sensores se fabricaron sin ningun tipo de empalme, fibras #1 a #5,

otros se realizaron con pedazos cortos de 7 a 10 mm de PCF,

fibras #6 a #11 y las

Ultimas se fabricaron con pedazos largos de 16 a 20 cm de PCF, fibras #12 a #17.

Los espectros de transmision antes y después del empalme de una muestra de
cada uno de estos grupos se muestran en la Figura 27, Figura 28 y Figura 29

respectivamente.
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Figura 27 Transmision de la fibra #3 antes de ser adelgazada.
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Figura 28 Transmision de la fibra #10, con 10 mm de PCF,
ser empalmada.
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Figura 29 Transmision de la fibra #16, con 20 cm de PCF, antes y después de
ser empalmada.

Las pérdidas de transmision maximas generadas por estos empalmes son de 7 dB.
También se observé que con secciones de PCF mas largas, la interferencia debida
a los huecos colapsados, se reduce notoriamente, hasta ser casi imperceptible.

4.3 ADELGAZAMIENTO (TAPERING)

Se realizaron dos tipos de adelgazamientos en la fibra de cristal foténico, utilizando
dos sistemas diferentes.

El primer sistema, que se utiliz6 en la mayor parte del proyecto, consiste en estirar
lentamente la fibra mientras se calienta la zona de la cintura con una flama
oscilante, producto de la Figura 30. Este sistema consiste en dos mordazas que
aprisionan la fibra optica en ambos lados y por medio de un sistema de motores la
estiran lentamente mientras es calentada en el centro por medio de una flama
oscilante, producto de la combustién de la mezcla de oxigeno y butano.
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Figura 30 Sistema para adelgazar fibras épticas.

Al aplicar esta técnica es posible determinar la distancia que es necesario estirar la
fibra para obtener un didmetro final deseado, como se explica en Harun S.W [40],
utilizando la siguiente ecuacion:

df
L=21, ln(d—o) 4.1)

Donde [, es la longitud de la cintura, df es el diametro final deseado y d, es el
diametro inicial de la fibra. De esta manera se obtiene el perfil mostrado en la Figura

31.
i W
llll‘r /T\
-
L2 L2

Figura 31 Perfil de unafibra adelgazada.

do

Sim embargo, para fabricar los sensores de este proyecto, se opté por monitorear la
sefial de transmision del sensor hasta obtener el patron de oscilacion deseado,
utilizando una fuente de luz LED y un OSA.

Los primeros sensores, exitosamente fabricados y compuestos enteramente de
PCF, fueron obtenidos con las siguientes caracteristicas:
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Tabla4  Caracteristicas de adelgazamiento de las fibras #2 y #3.

Sensor do lo L d
Fibra #2 123 pm 5 mm 14,89 mm 27,75 pm
Fibra #3 124 ym 5 mm 13,13 mm 33,36 pm

Las transmisiones de estas fibras, luego de ser adelgazadas, se muestran en la
Figura 32 y en la Figura 33, respectivamente.

Fiber#2

b
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Figura 32 Transmisién de la fibra #2 luego de ser adelgazada.

En estas figuras se puede ver que la transmision de la fibra luego de ser adelgazada
presenta un comportamiento oscilatorio, que se debe a la interferencia de los modos
al interior de la fibra.
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Figura 33 Transmisién de la fibra #3 luego de ser adelgazada.

1600

Este patron presenta tres picos facilmente identificables, con un rango espectral
libre de aproximadamente 35 nm, y unas perdidas maximas de aproximadamente
10,4 dB. Estos pardmetros se pueden identificar con mayor facilidad al calcular la
diferencia entre la transmisién antes y después de que la fibra es adelgazada,

obteniéndose el siguiente resultado:

Fihar # 2 transimission specte

Laogzes [dB)

T
.
|

ik
QIJ

1540 16E0 1580
WMaaelength (hin)

1eo

Figura 34 Efecto del adelgazamiento en la transmision de la fibra #2.

Luego se probd el mismo método de adelgazamiento en las fibras empalmadas, con

secciones de PCF de aproximadamente 1 cm de largo.
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Las caracteristicas de adelgazamiento de algunas de estas fibras se presentan en la
Tabla 5.

Tabla5  Caracteristicas de adelgazamiento de las fibras #8 y #10 después
del proceso de adelgazamiento.

Fibra #8 127 pm 8 mm 24,05 mm 28,25 um

Fibra #10 127 pm 6 mm 22,00 mm 20,30 pm

El valor del diametro de la fibra #8 fue comprobado utilizando la procesadora de
vidrio Vytran. La Figura 35 muestra la fotografia correspondiente.

Figura 35 Fotografia de la cintura de diametro 28,3 um de la fibra #8.

El espectro de transmision de la fibra #8 luego de ser empalmada entre 2 fibras
estandar, y la transmision luego de ser adelgazada se muestra en la Figura 36.
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Figura 36 Transmisién de la fibra #8 luego de ser adelgazada.

El efecto del adelgazamiento de la fibra se puede ver de manera mas clara al tomar
la diferencia entre las dos curvas, dando como resultado el espectro de transmision
presentado en la Figura 37. En este es posible ver que la respuesta tiene un rango
espectral libre de aproximadamente 18 nm y que se generaron unas pérdidas

maximas de 12 dB.

Fiber #8 transmission spectra
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Figura 37 Efecto del adelgazamiento en la transmision de la fibra #8.

Con las caracteristicas de la fibra #10 mostradas en la Tabla 5, se obtuvo el

espectro de transmision mostrado en la Figura 38.
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Figura 38 Transmision de la fibra #10 luego de ser adelgazada.

Al realizar la diferencia entre el espectro antes y después de ser adelgazado se
obtiene la respuesta que se muestra en la Figura 39.

Fiber #10 {ransmissian spectra
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T
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Figura 39 Efecto del adelgazamiento en la transmision de la fibra #10.

En este caso las pérdidas generadas por el adelgazamiento son mayores a las
presentadas en la fibra #8 debido al diametro mas pequefio obtenido en la cintura.
Sin embargo el rango espectral libre se mantuvo muy parecido, siendo en este caso
de aproximadamente 19 nm.
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Para calcular la respuesta de transmision total del sensor es necesario calcular la
diferencia entre la transmisién de la fuente de luz utilizada y la transmisién del
sensor luego de haber sido empalmado y adelgazado. De esta forma se obtiene, por
ejemplo, la respuesta total de la fibra #10 como se presenta en la Figura 40.

En esta gréfica se puede ver que la respuesta total del sensor presenta un rango
espectral libre de aproximadamente 21 nm, unas pérdidas maximas de 16 dB y una
respuesta casi senoidal que es facil de analizar para obtener una medicion con el
Sensor.

Fiber # 10 transmission spectra
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Figura 40 Respuesta total de transmision de la fibra #10.

Los ultimos sensores fabricados, y con los que se logré hacer el mayor nimero de
mediciones, fueron realizados con la ayuda de la procesadora de vidrio Vytran
GPX3400.

En este equipo es posible disefiar con mayor detalle el perfil de la fibra que se
desea obtener luego de ser adelgazada. Sin embargo tiene el inconveniente de que
los consumibles necesarios para utilizarla son muy costosos, especialmente el
filamento que utiliza para calentar el vidrio, el cual tiene un costo aproximado de
$560 dolares [37] y tiene un tiempo de vida de solamente 40 minutos. Por esta
razon solo se utilizo para fabricar las fibras #16 y #17, las cuales tiene un seccion de
PCF empalmada de aproximadamente 20 cm de largo.

Los parametros utilizados para realizar ambos tapers son los presentados en la
Figura 41. Estos pardmetros deben ser calibrados antes de realizar un nuevo
adelgazamiento pues dependen del filamento que esté instalado y de las
caracteristicas de la fibra.
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Taper Properties g
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Gas/Purge
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Figura 41 Paradmetros de configuracién Vytran.

Las caracteristicas del perfil del taper para las fibras, se escogieron tomando como
guia lo presentado en Yadav T.K [30], debido a la gran sensibilidad reportada con
sus sensores de fibra mono-modal.

Para la fibra #16 se utilizo el perfil mostrado en la Figura 42, el cual tiene un perfil de
bajada y de subida simétrico de 5 mm y un largo de la cintura de 10 mm. Se definié
ademas que para este sensor se deseaba un diametro de la cintura de 20 um.
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Figura 42 Configuracion del perfil de la fibra #16.

Sin embargo, al finalizar el adelgazamiento se realizé una medida del diametro final
de la cintura y se descubrié que este en realidad habia quedado de 18,1 um, como

se presenta en la Figura 43.

Figura 43 Medicién del diametro final de la cintura de 18,1 um de la fibra #16.

El espectro de transmisién de esta fibra en todas sus etapas, fuente, empalme y

adelgazamiento se presenta en la Figura 44.
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Figura 44 Espectros de transmision de la fibra #16.
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Al realizar la resta entre el espectro de la fuente de luz LED vy el de la fibra, luego de

ser adelgazada, se obtiene la respuesta del sensor presentada en la Figura 45.
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Figura 45 Respuesta total de transmision de la fibra #16.
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En esta respuesta se puede ver que el rango libre espectral es menor al de los
sensores previamente presentados, con un valor de 11 nm: Ademés las pérdidas
méximas totales son mayores, alrededor de los 29 dB, lo cual es debido al cambio

abrupto del diametro de la fibra.
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Una fotografia del perfil de subida se presenta en la Figura 46, el cual empieza con
un didmetro (a la izquierda) de aproximadamente 50 um y finaliza (a la derecha) con
un diametro de 101,3 um, en un tramo de aproximadamente 800 pm.

Figura 46 Fotografia del perfil de subida de la fibra #16.

Para fabricar el sensor con la fibra #17 se utilizaron los mismos parametros que con
la fibra #16 pero se seleccion6 un diametro final de la cintura mas grande de 25 um.
Como se muestra en la Figura 47.
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Figura 47 Configuracion del perfil de la fibra #17.

De igual forma se realizé una medicion para determinar el diametro real obtenido,
siendo este de 21,2 um, como se muestra en la Figura 48.
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Figura 48 Medicion del didmetro final de la cintura de la fibra #17.

El espectro de transmision luego de ser empalmada y adelgazada la fibra #17 se

muestra en la Figura 49.
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Figura 49 Espectros de transmision dela fibra #17.
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Este espectro presenta un numero de picos menor, lo que significa un rango libre
espectral mayor de aproximadamente 21 nm, al presentado en la fibra #16 lo cual se
debe a la diferencia del didmetro de la cintura. Este sensor ademas presenta unas

perdidas maximas de aproximadamente 35dB.

Betancur Ochoa, Juan Esteban, 2015



CIO

Desarrollo de un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico. 62
Fiber # 17 transmission spectra
-z T I I I ] I ] I T
.'/—\L\\
\
2 \\\ 5 “\q\\ _
} i / i
| v f\\ { ) 4 \ i
s fo X \\ ,/x b
¥ ' | ) \
- i f -
. -2 ,f'r j 3 ! \.\-/;. ]I\ -
3 a | ! ]
Pl / | { \ (
o | / \ ), ! II.' s
AaE o ' 7 o
5/ | / \ \
\\ J}.' \III IJ |I )l,
! ! "
2l / |
» \ / \ E/ \ j
".\ f \\ .ffr \ /
! B )
34 v J e =
\/ =
5 | | | | | | | | |
1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1580 1600

Wanalanglh [nn)

Figura 50 Respuesta total de transmision de la fibra #17.

Betancur Ochoa, Juan Esteban, 2015



ClO
Desarrollo de un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico.

5. PRUEBAS DE INDICE DE REFRACCION

Las pruebas de indice de refraccion se realizaron utilizando una fuente de luz LED
con longitud de onda central en 1550 nm y un analizador de espectros épticos
(OSA) Ando AQ-6315E.
El protocolo de medicion es el siguiente:
1. Lavar el pozo y la superficie del sensor con agua destilada y acetona hasta
que al realizar una lectura con agua destilada el espectro no presente
cambios visibles.

2. Inyectar la solucién acuosa que se desea medir y tomar la medicién con el
OSA.

3. Repetir desde el paso 1 hasta obtener las mediciones deseadas.

5.1 GLICERINA

Las primeras pruebas de indice de refraccion se realizaron con muestras de
glicerina diluidas en agua. Estas pruebas se realizaron en las fibras #2 y #3
utilizando el prototipo de celda de trabajo #4.

Las concentraciones y los indices de refraccibn de estas se presentan a
continuacion:

Tabla6  %V/V de glicerina en agua y su indice de refraccién.

Concentracion de glicerina [%V/V] RI
5 1,33880
6 1,33999
13 1,34854
16 1,35233

Con la fibra #2 se realizaron 3 pruebas en diferentes horas del dia utilizando las
concentraciones anteriores, el resultado de una de las pruebas se presenta en la
Figura 51. En este se puede notar el desplazamiento hacia la derecha de los picos
conforme se aumenta la concentracion de glicerina.
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Figura 51 Pruebas de concentracion de glicerina en la fibra #2, con resolucion
de 0,5 nm.

Se realizo el ajuste lineal respectivo utilizando el programa OriginPro, Figura 52,
tomando la relacién entre la longitud de onda del pico maximo y el indice de
refraccion de la solucién, dando como resultado una sensibilidad promedio de 857
nm/RIU, pero un coeficiente de determinacién de sdélo 0,83793, el cual puede ser
debido al pequefio pozo de trabajo de la celda que ocasiona inestabilidad en las
mediciones, como se menciond anteriormente.

4 | Equation y=a+b"x
1510 Adj. R-Square 0,83793 -
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Figura 52 Ajuste lineal de la fibra #2 para indices de refraccion entre 1,33880 y
1,35233.

Betancur Ochoa, Juan Esteban, 2015



ClO
Desarrollo de un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico.

65

La fibra #3 fue probada con concentraciones que van desde 0% hasta 23% de
glicerina diluida en agua destilada, pero sin conocer sus indices de refraccién.
Luego de analizar los datos y realizar el ajuste entre la longitud de onda del pico
maximo y los porcentajes de concentracion de la solucion se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Figura 53.
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1542 -{| Wavelength Intercept 1529,27016 0,71202
-
4| Wavelength Slope 0.6371 0.05159
1540 -
E -
£ 1538 - -
= . = -
g’ 1536 —
@ 4
L 1534 -
(3] .
= 1532
1530 — -
N -
1528 — - F,P .
] Linear Fit of Wavelength
1526 T T T v T v T v T T 1
0 5 10 15 20 25

Concentration (%)

Figura 53 Ajuste de concentracién de glicerina, utilizando la fibra # 3.

Se puede ver una correlacion de 0,95584 entre los datos experimentales, lo cual
demuestra que el sensor puede ser utilizado para medir diferentes concentraciones
de soluciones en medio acuosos.

5.2 CLORURO DE SODIO

El cloruro de sodio, cominmente conocido como sal de mesa, es un compuesto
ibnico que se encuentra en abundancia en el océano y en el liquido extracelular de
muchos organismos. En el cuerpo humano tiene la funcion de regular la osmolaridad
por medio de la bomba sodio-potasio. También actia en la conduccién de los
impulsos eléctricos en los nervios, la contraccion muscular y en la funcion renal [41].

Este compuesto ademas es altamente soluble en agua, solubilidad de 359 g/L, lo
que lo hace ideal para realizar las pruebas de sensibilidad del sensor, ya que la
solucion es homogénea y facil de remover con lavados de agua.

Estas pruebas se realizaron con NaCl en las concentraciones e indices de
refraccion que se muestran en la Tabla 7. Los indices de refraccion presentados en
todo el documento fueron obtenidos utilizando el Refractémetro Reichert AR200
Digital. Estas pruebas se realizaron utilizando el prototipo de celda de trabajo #7 y
las fibras #16 y #17.
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Tabla7  Concentracion de Cloruro de Sodio en agua y su indice de

refraccion.
Concentracion de NaCl [Mol RI
0 1,3330
0,2 1,3350
0,4 1,3369
0,6 1,3389
0,8 1,3408
1 1,3428

5.2.1 Prueba con fibra #16

Con esta fibra se realizé la primera prueba, configurando el analizador de espectros
para trabajar con una resolucién de 5 nm. Los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 54.

01 | 1 |
1530 1535 1540 1545 1550 1565 1560 1565 1570
Warelangth (nm)

Figura 54 Espectro de transmisién de la fibra # 16 para diferentes
concentraciones de NacCl, con resolucién de 5 nm.

En la gréfica anterior se puede apreciar el desplazamiento hacia la derecha de los
diferentes picos. Es importante notar que no se puede tomar arbitrariamente el pico
con mayor potencia para analizar el desplazamiento, puesto que este puede variar
levemente y cambiar los resultados. Sin embargo, si se observa la morfologia de las
curvas, se pueden notar patrones en los picos que los hacen fécilmente
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identificables. De esta manera se seleccionan las longitudes de onda de los picos
con morfologia similares para hacer el analisis de desplazamiento.

Tomando la longitud de onda de los picos que se encuentran entre 1538 nm y
1548 nm, se realizd un ajuste lineal obteniéndose la gréfica que se muestra en la
Figura 55.

Fiber # 16 MaCl Fit
T T T

T o Ty SO ST UU T O T U O T P T P OO PP PO SOUPP VTP USPRP VIS PP PRO: ......... TP i S
Linear rmodel Paolyl : :

) = pl*x +p2
1545 Coefficients (with 95% confidence bounds); _
pl= 850.5 (7502, 910.8)

p2F 051 (3245 4858)
1545 |—

Goodness of fit
S5E: 0126
R-square: 09974 : : H

1644 =i firsted Rsquare DBEEG oo T e ]
RMSE: 0.1775 : :

1543

Peak (nrm)

1542

1541

1540

1539

Figura 55 Ajuste lineal de larespuesta de lafibra # 16 ante cambios de
concentracion de NaCl en el rango de indice de refracciéon entre
1,3330y 1,3428.

De igual forma se podria tomar el primer minimo presentado entre 1531 nmy 1540 ,
los cuales presentan el siguiente ajuste, Figura 56 :
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Fiber # 16 NaCl Fit for first minimum
DT e S T T T T T T T P

Linear model Paly1
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1538 — i Pl B4E.9° (7453, 948 6)
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153?_....;....GoadneéS.ofm: .......................... 1 0 e e 0l e T e i R e S i —
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5 :

2 535 *  Peakvs.n
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130 e B RSP TITNS FETNRRPR T e e e e e e e i i -
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1.333 1334 1338 1.336 1.337 1338 1338 1.34 1341 1342 1.343
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Figura 56 Ajuste lineal de larespuesta de la fibra # 16 ante cambios de
concentracion de NaCl, para el primer minimo.

Se puede notar que la sensibilidad en los 2 ajustes es muy similar, presentando
sensibilidades de aproximadamente 850 nm/RIU, lo que lleva a la conclusion que se
puede monitorear cualquiera de los picos para obtener una la respuesta del sensor
ante cambios de indice de refraccion. De igual manera podrian seguirse multiples
picos buscando una mayor precision de la lectura.

5.2.2 Pruebas con fibra# 17

En la fibra # 17 se aplicaron las mismas concentraciones de NacCl, pero primero se
cambio la resolucién del analizador de espectros a 2 nm, Figura 57:
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Fiber #17 Concentration of NaCl with Gaussian filter sig=6
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Figura 57 Espectro de transmision de la fibra# 17, con resolucién 2 nm, para

diferentes concentraciones de NaCl.

El ajuste respectivo se muestra en la Figura 58, donde se puede ver que la
sensibilidad es menor, 673 nm/RIU, a la presentaba en la fibra #16. Esto se debe a
que la diferencia entre los didmetros en el area adelgazada. Sin embargo, esta
sensibilidad es suficiente para medir los cambios en el indice de refraccion de estas

concentraciones de sal, y la linealidad de la respuesta sigue siendo alta, R? =
0.9723.

Fiber # 17 NaCl Fit

1564 —

Linear mode] Poly1
() = plox +p2
Coefficients (wnh 95% confidence bounds):

1553_....5 ..... PLE L B3BBG B3I ....... i e i SRR

Goodness of fit
SEE: 0.8641
R-square: 9:.9723
Adjusted R-square: 0.9654
RMSE: 0.4543

Peak va. n

1862 -
Natlznm

1561

1560

1858

1858

1333 1.334 1338 1336 1337 1338

Figura 58 Ajuste lineal de larespuesta de lafibra# 17, con resolucién del
OSA en 2nm, ante cambios de concentracion de NacCl.

1339 1.34 1.341 1.342 1.343
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Luego se repitio la prueba pero configurando el analizador de espectros en
resolucion de 0,5 nm, Figura 59, con la cual es posible ver los diferentes modos que
interactian en el sensor. Utilizando solo esta grafica es imposible diferenciar los
modos que realmente son afectados por los cambios en el indice de refraccion en el
medio, pero cuando se aplica un filtro alto es posible dejar el modo mas lento que a
su vez corresponde con el modo mas sensible, Figura 60.
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Figura 59 Espectro de transmision de la fibra# 17, con resolucién 0,5 nmy
sin filtrar, para diferentes concentraciones de NaCl.
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Figura 60 Espectro de transmision de la fibra# 17, con resolucion 0,5 nmy
con filtro gaussiano, para diferentes concentraciones de NacCl.
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Luego de aplicar el filtro gaussiano, Ecuacién 5.1, con parametro sigma, ¢ =80 , 0
utilizar alguno de los métodos explicados en el capitulo 7 es posible identificar el
desplazamiento de los picos hacia la derecha y, con esta informacion, realizar el
ajuste lineal, Figura 61, para analizar la respuesta del sensor:

1 =
9(x) = 7—e2 (5.1)
2no
Fiber #17 NaCl Fit
1084 - T T T T : r : ' : -
Linear model Poly1 : : ; /
; 0 = pl*x +p2 : : : e
1263 1. Coefficients fwith 95%. confidence hounds). : . : B - |

pl= : B13.9 (4%8.9,729)
p2= @ 739.4 (5855,893.3)

Goodness of fit
1862 1—--oi-o | - SSE: 0:459 -
E uare 0.9821
Adjusted R-square: 0.9776
RMSE. 0.3387 ]

1861

Peak vs.n
NaCl0_S5nm

Peak {nm)

1520

1559 (-

1333 1334 1335 1336 1337 1333 1333 134 134 1342 1343
n

Figura 61 Ajuste lineal de larespuesta de lafibra# 17, con resolucion del
OSA en 0,5 nm, ante cambios de concentracion de NacCl.

Se puede ver un leve decremento en la sensibilidad general del sensor, sensibilidad
de 613,9 nm/RIU, respecto a la lectura con resoluciéon de 2 nm. Pero también se ve
un aumento en el coeficiente de determinacion, lo que se traduce en una lectura
mas precisa del indice de refraccién del medio.

5.3 SACAROSA

La sacarosa es un carbohidrato encontrado naturalmente en muchas plantas y es
refinado hasta convertirse en un polvo blanco y cristalino, conocido cominmente
como azucar de mesa, para el consumo humano. La molécula de sacarosa se forma
gracias a la combinacion de 2 monosacaridos, la glucosa y la fructosa [42].

Las pruebas de soluciones de sacarosa se realizaron debido a su importancia en la
industria de alimentos que necesitan cumplir con las regulaciones establecidas y
deben demostrar la cantidad de esta sustancia contenida en sus productos. Las
regulaciones dictan que para que un alimento o bebida se considere baja en azlcar,
esta debe tener menos de 5 g de azucar por cada 100 g de comida solida o0 2,5 g
por cada 100 ml en liquidos, y para que se considere sin azUcar debe tener menos
de 0,5 g para ambas presentaciones. Sin embargo, si se estudian algunas de las
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bebidas mas vendidas en el mundo se encuentra que su contenido de azlcar varia
desde 5 hasta 13 g por cada 100 ml de liquido aproximadamente [43].

5.3.1 Pruebas con fibra #16
La primera prueba se realizé utilizando la fibra # 16, una resolucion del analizador
de espectros de 0,5 nm. Luego de leer cada muestra, se lavo el sensor repetidas

veces con agua des-ionizada hasta obtener nuevamente la respuesta base.

Las concentraciones utilizadas y los indices de concentracion de cada una de éstas
se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8 Concentracion vs indice de refraccion de la Sacarosa.

Concentracion de sacarosa [mg/ml RI

0 1,3330

1,5625 1,3332

3,125 1,3335

6,25 1,3339

10 1,3345

12,5 1,3348

20 1,3360

25 1,3367

La sefial de salida del sensor sin filtrar se muestra en la Figura 62. En esta es
posible notar que los desplazamientos en los picos no son identificables a simple
vista, debido a la sobre posicidon de la interferencia de diferentes modos.
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Fiber # 16 Concentration of Sucrose
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Figura 62 Espectro de transmision de la fibra #16, sin filtrar, ante diferentes

Sin embargo, al aplicar un filtro gaussiano con un sigma lo suficientemente alto o
utilizar algunos de los métodos explicados en el capitulo 7, es posible encontrar el
modo que se debe al adelgazamiento y que tiene mayor sensibilidad a los cambios
del indice de refraccion efectivo en el medio. De esta forma, luego de aplicar un filtro
gaussiano con parametro sigma igual a 85, se obtiene la siguiente respuesta, Figura

63
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Figura 63 Espectro de transmisién de la fibra #16, luego de aplicar un filtro
gaussiano, ante diferentes concentraciones de sacarosa.
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En esta grafica es posible notar el desplazamiento en el pico maximo hacia la
derecha ante incrementos de la concentracién de sacarosa. Y tomando en cuenta el
valor, en longitud de onda, de este pico se puede correlacionar con el indice de
refraccidbn como se muestra en la Figura 64.

Sucrase Fit
T T T T
B [+ e

Linear madel Poly{

0 = p1™x + p2 :
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¢ | Goodness of fit:
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1.333 1.3335 1.334 1.3345 13358 1.3366 1.336 1.3365

Figura 64 Ajuste lineal de la fibra # 16 ante cambios de concentraciéon de
sacarosa.

El ajuste muestra una alta linealidad, coeficiente de determinacion R? de 0,9768, de
la respuesta ante cambios de indice de refraccién en el rango de indices desde
1,3330 hasta 1,3367. Ademas presenta una alta sensibilidad, 801,1 nm/RIU, que es
mayor a la reportada; 282 nm/RIU [44] y 430.2 nm/RIU [45].

5.3.2 Pruebas con fibra #17

La segunda prueba se realiz6 utilizando la fibra # 17 utilizando concentraciones de
sacarosa desde 0 hasta 20 mg/ml (Figura 65). Debido al desplazamiento esperado
de los picos, se configuré el analizador de espectros para trabajar con una
resolucion de 2 nm.
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Fiber # 17 Concentration of Sucrose with Gaussian filtter sig=45
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Figura 65 Espectro de transmision de la fibra #17, luego de aplicar un filtro
gaussiano, ante diferentes concentraciones de sacarosa.

Con esta fibra se obtuvo una resolucién de 546,4 nm/RIU que es menor a la de la
fibra # 16. Esto se debe a que ésta fibra tiene un didmetro de la cintura mayor y por
tanto una penetracion menor del campo evanescente en el medio. El ajuste lineal,

con un R? de 0,9395, se puede ver en la Figura 66.

Con esta misma fibra se realiz6 otra prueba utilizando concentraciones mayores de
sacarosa con el fin de aumentar de manera significativa el indice de refraccion
efectivo del medio y acercarlo al indice de la fibra 6ptica. Se espera comprobar que
cuando la diferencia entre el indice de refraccién y el de la fibra se aproximan, la

sensibilidad aumenta de manera exponencial como se muestra en [46], [47] y [48].
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Figura 66 Ajuste lineal de larespuesta de la fibra# 17 ante cambios de
concentracién de sacarosa en el rango de indice de refraccion entre

1,3330 y 1,3360.

Las concentraciones en moles, en mg/ml y sus indices de refraccion, utilizados para
esta prueba se presentan a continuacion:

Tabla 9

Concentracion de

Altas concentraciones de sacarosa en aguay sus indices de

refraccion.

Sacarosa [Mol]

1,85
1,90
1,95

2,00

633,255 1,3965
650,370 1,3983
667,485 1,3998
684,600 1,4017

Utilizando altas concentraciones de sacarosa es posible aumentar el indice de
refraccion de la solucion hasta valores cercanos al del vidrio [49], sin embargo, solo
se realizaron concentraciones de hasta 2M para mantener una solucion homogénea
y no tener problemas con la solubilidad o con particulas que puedan quedar flotando
en la solucion y que podrian cambiar considerablemente las mediciones.

El resultado de esta prueba, presentado en la Figura 67, demuestra que cuando el
indice de refraccién del medio se acerca al indice de la fibra, la sensibilidad del
sensor aumenta considerablemente.
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Figura 67 Espectro de transmisién de la fibra # 17 para altas concentraciones
de Sacarosa.

Al realizar un ajuste lineal, Figura 68, se encuentra que la sensibilidad aumenta
hasta 1920 nm/RIU en el rango de indices de refraccion comprendido entre 1,3965 y
1,4017. Adicionalmente la linealidad es de 0,9984.

T I T T T T T
1847 [ : : : : : ; : 5 =
Linear modal Foly1 : B : /
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1544 ; .
1543 — wbedFlve n| ..
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1539 - -
1833 — —
1537 [— . % =
1 L i | 1 1 1 i | 1 |
1 3365 1397 1.3975 1.398 13935 1333 1.2995 1.4 14005 1401 1.4015

Figura 68 Ajuste de larespuesta de lafibra# 17 para indices de refraccion
entren 1,3965y 1,4017.

Si se tiene en cuenta que los analizadores de espectros modernos pueden alcanzar
una resoluciéon de 0.01 nm, entonces con este sensor y en estos rangos se podrian
resolver cambios de indice de refraccion del orden de 6x107°.
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Sin embargo, aunque estos sensores presentan gran sensibilidad ante cambios de
indice de refraccion, se tiene la desventaja de que también presentan un rango
espectral libre muy angosto (aproximadamente 15 nm), necesitdndose asi otro
instrumento con menor sensibilidad que pueda dar un estimado del indice, y luego
utilizar nuestro sensor para dar una medida mucho mas precisa del analito.

5.4 D-GLUCOSA

La glucosa es una azucar que se genera de manera natural en el proceso de la
fotosintesis de las plantas. Ademas este compuesto se encuentra en la sangre
humana y su concentracioén da indicios de que la persona puede sufrir de diabetes.

Para considerar los niveles de glucosa en sangre, en una persona, como normales,
esta debe presentar concentraciones por debajo de los 100 mg/dl, si esta cantidad
esta entre los 100 y 125 mg/dl se considera prediabetes, y si presenta una
concentracion mayor a estos niveles, en 2 pruebas separadas, se considera que la
persona sufre de diabetes.

Estas concentraciones generan cambios muy pequefos en el indice de refraccion al
diluirlas en agua, como se puede ver en la Tabla 10. Por esta razén se utilizaron
concentraciones mayores a las usadas normalmente en los examenes de glucosa.

Tabla 10 Concentracién vs indice de refraccién de la Glucosa.

Concentracién de glucosa [mg/ml] RI
0 1,3330
1 1,3331
2,5 1,3333
5 1,3336
10 1,3344
15 1,3351
20 1,3359

Al aplicar estas soluciones de glucosa en el sensor, y configurando el analizador de
espectros para trabajar con una resolucién de 2 nm, se obtuvieron los siguientes
resultados, Figura 69:
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Figura 69 Espectro de transmision de la fibra #17, con resolucién del OSA en
2 nm, ante diferentes concentraciones de glucosa.

A los datos se le aplicé un filtro gaussiano de 25 sigma para tratar de identificar con
facilidad los picos maximos. Y luego se realiz6 el ajuste lineal, Figura 70, obteniendo
una alta sensibilidad pero con un coeficiente de determinacion de solo 0,8852. Esto
quiere decir que los valores obtenidos a bajas concentraciones tienen una precision
baja.
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Figura 70 Ajuste lineal de larespuesta del sensor ante concentraciones de
Glucosa, con un OSA de resolucion 2 nm.

Luego se realizé la misma prueba pero se configuré el OSA para trabajar con una
resolucion de 0,2 nm. Como ya se mencioné las lecturas realizadas con estas
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resoluciones tan altas presentan un mayor cantidad de ruido y ademas muestran los
demas modos que pueden estar actuando en la interferencia. Por esta razén es
necesario filtrar los datos para obtener una lectura limpia y poder analizar el
desplazamiento de los picos. Luego de aplicar un filtro gaussiano de 45 sigma se
obtuvieron los siguientes resultados, Figura 71 :

Fiber #17 Concentratian of Glucass with Gaussian filter sig=45

! T T I T

Water
1 mg/ml
2.5 me/ml

5 mgiml
— 10 my/ml
1

15 mygml
— 20 my/ml

Mormahzed Power

Wavelangth (nm)

Figura 71 Espectro de transmision de la fibra #17, con resolucién del OSA en
0,2 nm, ante diferentes concentraciones de glucosa.

Las respuestas se ven muy similares, sin embargo, al realizar el ajuste lineal, Figura
72, se puede ver que la linealidad de la respuesta es mucho mayor, 0.9691, y de
esta forma es posible leer con mayor precision los valores de prueba mas bajos, los
cuales entran en el rango deseado de la prueba de glucosa sin necesidad de
procesos adicionales para aumentar la sensibilidad.
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Figura 72 Ajuste lineal de larespuesta del sensor ante concentraciones de
Glucosa, con un OSA de resolucion 0,2 nm.

Esta sensibilidad podria ser aumentada considerablemente si se le aplica un
proceso quimico a la superficie de la fibra, como por ejemplo la inmovilizacién de
una enzima. Con este proceso se aumenta notablemente el cambio de indice de
refraccion del medio incluso con pequefias concentraciones de glucosa [50].

5.5 PROTEINA BSA

La dltima prueba realizada, antes del proceso de funcionalizacion en la fibra,
consistié en aplicar diferentes concentraciones de la proteina BSA diluida en PBS
buffer.

Las concentraciones utilizadas, desde 0 mg/ml hasta 20 mg/ml y sus respectivos
indices de refraccion se presentan en la Tabla 11.

Tabla 1l Concentracién vs indice de refraccion de soluciones de BSA en

PBS.
Concentracion de BSA en PBS
[mg/ml]
0 1,3347
1,25 1,3350
2,5 1,3352
5 1,3356
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Concentracion de BSA en PBS

[mg/ml]
10 1,3364
20 1,3382

A los datos obtenidos se les realizé el mismo procesamiento utilizado en las
mediciones anteriores y se obtuvo el ajuste lineal presentado en la Figura 73. En
este ajuste se puede ver que el sensor ha perdido notablemente su sensibilidad,
debido posiblemente a la deposicién de suciedades dificiles de remover incluso con

acetona y a defectos o micro fracturas que pueden surgir en la superficie por el
constante uso.
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Figura 73 Ajuste lineal de larespuesta del sensor ante concentraciones de
BSA, con un OSA de resolucién 0,2 nm.
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6. FUNCIONALIZACION DE LA FIBRA DE CRISTAL
FOTONICO ADELGAZADA

6.1 PROTOCOLO DE FUNCIONALIZACION

El proceso de activacion e inmovilizacion se realiza con el fin de disponer las
moléculas de interés (llamadas bioreceptores) sobre la superficie del transductor, en
este caso sobre la superficie de la fibra de cristal foténico, para realizar pruebas de
sensibilidad y/o especificidad. En este trabajo, se realiza con la finalidad de validar
el funcionamiento del sistema de interferometro de PCF como biosensor.

En este caso la proteina seleccionada para inmovilizar es la albumina sérica bovina
(BSA), por su bajo costo y porque ha sido ampliamente estudiada su inmovilizaciéon
[51].

El protocolo seleccionado fue extraido de Nagel Thomas [52], en el cual se
inmoviliza el antigeno de tuberculosis 38-kDa, sobre una superficie de vidrio, el cual
se ha establecido como de gran relevancia en el diagnéstico de la tuberculosis. Es
posible realizar este mismo procedimiento para la proteina BSA, debido a que
ambos antigenos tienen suficientes grupos amino disponibles y por medio de estos
grupos se esté realizando la inmovilizacion covalente de la proteina que se unira a
la superficie

Las soluciones necesarias para el proceso y su composicion se presentan en la
Tabla 12.

Tabla 12 Soluciones preparadas para el proceso de funcionalizacion.

Descripcion Solvente Cantidad Solutos Cantidad VoTIgtr;]llen
Acido Peroxido de
Pirafia Sulfurico 75 ul Hidrogeno 25ul 100 ul
96% 30%

NaOH 5M dH20 1 mi NaOH 029 1ml
APTES 10% dH20 0,9 ml APTES 0,1 ml 1ml
PDITC 0,3 M DMF 1ml PDITC 0,058 g 1ml

dH20 27,92 ml
TRIS Buffer TRIZVA 3634¢ 30 ml
HCL 37,2% 2,08 ml
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Descripcién Solvente Cantidad Solutos Cantidad Vqllgtrgllen
NacCl 49
KClI 0,19
Pleg)‘gffer dH20 50 ml 50ml
Na2HPO4 0,72¢g
KH2PO4 0,12 g
1 mg/ml BSA PBS 1ml BSA 1 mg 1 mi

Todos los reactivos fueron adquiridos directamente de la compafiia Sigma-Aldrich
(México).

El protocolo que se realiz6 se presenta a continuacion.
6.1.1 Activacion:

e Lavado y activacion de la superficie con solucion pirafia por 5 minutos

e Aplicar solucién NaOH 5M por 30 segundos

e Incubar en APTES 10%(v/v) en agua destilada por 2 horas a 80°C

e Secar al1l10°C por 1 Hora
Este proceso logra formar grupos hidroxilos en la superficie de la fibra de vidrio por
medio de la aplicacion de la solucion pirafia y de la soda caustica, para luego formar
una mono-capa al utilizar la solucién APTES, dejando asi grupos aminos expuestos
para el proceso de inmovilizacion. Este proceso se esquematiza en la Figura 74.

NH2

0 /jll \0

SIOH  SiOH Si0OH

gjiill[f:i':‘“ ‘ | | APTES por 2 Horas a ‘ |
. Irana ] 80°C )
Fibra Fibra [ Fibra
"N r:ly”““‘CH3
HC™ O,
HaC.._-0 )

Figura 74 Esquema de formacién de hidroxilos luego del tratamiento con
solucion pirafiay proceso de silanizacién al aplicar APTES.
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6.1.2 Inmovilizacién del antigeno
e Incubar por 2 horas en 0.3 M PDITC en DMF.
e Lavar en DMF y secar con nitrdgeno.
e Incubar, 1mg/ml de BSA en PBS Buffer por 4 horas.
e Lavar con TRIS Buffer.
El PDITC funciona como enlace entre el grupo amino existente en la superficie del

sensor, luego de la silanizacion, y los grupos aminos existentes en la proteina BSA.
Como se muestra en la Figura 75.

=t

NHTUNRG  p—h==s % e 3D- Phenylendiisothiocyanate-
= “—NH” "ﬂn—:;{;’: N==5 Matrix

(#

Figura 75 Esquema de union del PDITC como enlace entre la superficie y la
biomolécula. (Imagen obtenida de [53])

Este protocolo fue llevado a cabo, en su totalidad, en el pozo de la celda de trabajo
# 7, que fue disefada y fabricada de tal forma que resistiera las sustancias quimicas
utilizadas, las reacciones quimicas y las altas temperaturas.

6.2 PRUEBAS

Luego del proceso de funcionalizacion, se realizaron pruebas inyectando diferentes
concentraciones de Anti-BSA disueltas en el buffer PBS, empezando en 0,5 mg/ml
hasta los 120 pg/ml.

Antes de cada prueba se limpid la superficie del sensor aplicando TRIS Buffer y
dejando que actle por aproximadamente 3 minutos, antes de ser removido y
aplicado otras 2 veces consecutivas. De esta forma se buscO obtener unas
condiciones similares antes de aplicar el PBS, como blanco o linea base, y el anti-
BSA para el andlisis.

Luego de aplicar la muestra de anticuerpo se tomaron 4 mediciones, 2 consecutivas
con un intervalo de tiempo entre ellas de aproximadamente 2 minutos y 2 mas luego
de una espera de 4 minutos, esperando una estabilizacion en la sefial.
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6.3 RESULTADOS

Para el andlisis de estos resultados se filtraron los datos con los algoritmos
presentados en el Capitulo 7, luego se tomaron los desplazamientos en longitud de
onda respecto a la linea base, al aplicar PBS, tomada antes de cada medicion.

En la Figura 76 se muestran los resultados de la primera prueba realizada con
concentraciones de anti-BSA disueltas en PBS, las cuales van desde 0,5 mg/ml
hasta 0,125 mg/ml. En las graficas se representa con una flecha la primera lectura
realizada al aplicar cada concentracion en el pozo del sensor.

Anti BSA Fibra #17
7 T T T T T

o
I

0,125 mgfmi
0.25 mgfnl Sl g
0,5 ma/mi

I
|

w
I
|

Wyav elengih Shift (nrm)

1 | | |
0 2 4 B B 10 12 14 168 18 0
Measure #

Figura 76 Respuesta del sensor para concentraciones entre 0,5 mg/mly
0,125 mg/ml de anti-BSA.

Se puede ver que al aplicar estas concentraciones se genera un pico de respuesta
inmediato muy elevado, pero luego de un tiempo la respuesta se estabiliza
aproximadamente en el mismo valor para todas las muestras. Esto se debe a que
las concentraciones actualmente utilizadas son saturantes, es decir, que van a
cubrir de manera total todos los sitios de activos en la superficie del sensor.

Al ver esta respuesta, se redujeron las concentraciones hasta encontrar una que no
produjera una sefial saturante. Esto se logr6 en el orden de los ng/ml, y se
realizaron 2 pruebas en dias separados para confirmar la habilidad del sensor para
detectar estas concentraciones.
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Figura 77 Primerarespuesta del sensor para concentraciones desde
125 ng/ml hasta 0,125 ng/ml de anti-BSA.

Como se puede ver en la Figura 77, el sensor presenta una respuesta facilmente
identificable para concentraciones de 125 pg/ml de anti-BSA. Adicionalmente el
sensor empieza a presentar una respuesta saturante cuando las concentraciones
estan en el orden de los 125 ng/ml. Esto se puede visualizar de mejor forma en el
ajuste presentado en la Figura 78, que se forma al tomar el desplazamiento en
longitud de onda luego de aproximadamente 8 minutos de aplicar la muestra.

Fiber # 17 Anti BSA Linear Fit

Wav elength Shift (nrm)

k=) o

General model Power2:
fix) = P :

Coefficients (with 95% cdnfidence bounds):

a= 13.41 (-75.33, 105.8)

b= 01061 (06204, 0.6326)

o= 04838 (1254, 11°65)

Goodness of fit:
S5E: 0.003044
...|.-Resguare: 099670
Adjusted R-square: 09902
RMSE: 0.05517 :

0.4

ne na 1
Anti-BSA Cancentration (g/ml)

Figura 78 Ajuste de larespuesta del sensor para concentraciones entre
125 pg/mly 125 ng/ml de Anti-BSA.
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Esta misma prueba se repitié al siguiente dia, pero de manera inversa, empezando
en la concentraciéon mayor y disminuyendo hasta 125 pg/ml. Los resultados se
presentan en la Figura 79.
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Figura 79 Segundarespuesta del sensor para concentraciones desde
12,5 ng/ml hasta 0,125 ng/ml de anti-BSA.

Con estos resultados se confirma que es posible leer concentraciones tan bajas
como 125 pg/ml de anti-BSA. Lo cual va en acuerdo con lo reportado en King
Branden J. [54], en el cual presentan un limite de deteccion de 500 pg/ml y un nivel
de saturacion alrededor de los 5 ng/ml.

Sin embargo, al comparar los resultados obtenidos en cada una de las pruebas, se
puede ver que los desplazamientos en longitud de onda no se mantienen iguales
para las mismas concentraciones. Esto se puede deber a la desnaturalizacion de la
proteina inmovilizada ya que no fue posible almacenar el sensor a una temperatura
de 4°C. También es posible que se deba a los constantes lavados utilizando el TRIS
Buffer, el cual puede o no remover en la totalidad los enlaces formados entre el
antigeno y anticuerpo en la superficie del sensor.

Para lograr unos valores més estables seria necesario optimizar el proceso de
funcionalizacién de la fibra y el protocolo de medicion y lavado. Pero estos estudios
no entran en el alcance de este proyecto.
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7. SISTEMAS DE AYUDA ADICIONALES

En el transcurso del proyecto se disefiaron e implementaron algunos programas con
el fin de facilitar y brindar nuevas herramientas para el estudio y desarrollo de
sensores a base de fibras de cristal fotonico.

7.1 PROGRAMA DE CARACTERIZACION DE FIBRAS DE CRISTAL
FOTONICO

Las fibras de cristal foténico y los sensores a base de fibras adelgazadas se pueden
caracterizar gracias a sus propiedades geométricas.

En el caso de la fibra de cristal foténico es importante conocer principalmente su
diametro exterior, la separacion entre huecos y el didmetro de los mismos.

Por esta razon se disefi6 e implementd un algoritmo que mediante una fotografia,
tomada con la ayuda de un microscopio, y la referencia del diametro exterior de la
fibra, que es posible obtener utilizando un micrémetro, entregue el valor del diametro
de los huecos seleccionados y de la separacion entre ellos.

Un ejemplo, de una de las fotografias empleadas se muestra en la Figura 80.

Figura 80 Fotografia de la seccion transversal de una fibra de cristal foténico.

Al aplicar el algoritmo sobre esta imagen se obtiene los resultados presentados en
la Figura 81. El algoritmo permite seleccionar los agujeros que se desea medir y
calcula la separacion entre ellos si se selecciona mas de uno. En este caso se
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puede ver que el diametro promedio de los huecos es de aproximadamente 8,13 um
y la separacion entre ellos de 12,25 um. La no uniformidad de las mediciones se
debe tanto a defectos en la estructura de la fibra de cristal foténico, como también a
ruidos en la fotografia debidos a la iluminacion o suciedades sobre la superficie de
la fibra.

Figura 81 Resultados del didametro y separacion (en um) entre agujeros,
presentados por el algoritmo.

Para tener un control sobre la fabricacion de los sensores de fibra dptica adelgazada
es importante medir con precision tanto las areas de compresién y expansion, como
la cintura del taper. Por esta razon se disefid e implementé un algoritmo capaz de
medir el didmetro de la fibra punto a punto, el cual es capaz de trabajar tanto con
fibra éptica estandar, como con fibra de cristal fotonico.

Este algoritmo utiliza nuevamente las fotograficas obtenidas con ayuda de un
microscopio, utilizando una primera fotografia de una fibra estandar de 125 pum de
diametro como referencia de calibracion, Figura 82. Las siguientes fotografias, las
gue se desean analizar, se deben tomar con el mismo aumento que la primera.
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Figura 82 Fotografia de una fibra estandar de 125 um de didmetro cargada en

lainterfaz del algoritmo de medicion.

Para utilizar este programa se deben seguir los siguientes pasos:

Cargar la imagen de referencia haciendo click en el boton “Load Reference
Image” y seleccionando la fotografia de una fibra cuyo diametro sea
conocido, por ejemplo, una fibra estandar de 125 um de diametro.

Escribir el diametro de la fibra cargada y hacer click en el botén “Calibrate”.

Al hacer esto aparecera un apuntador en forma de cruz. Debe hacer un
primer click en una seccién de la fibra, y luego hacer otro click un poco mas
a la derecha del anterior. Esto para que el algoritmo pueda identificar el
angulo con el que esta colocada la fibra y pueda tener una medicibn mas
precisa.

Luego puede cargar la imagen que desea medir, oprimiendo el botén “Load
image for measure”.

Finalmente, al oprimir el botén “Manual’, aparecera nuevamente el
apuntador en forma de cruz. Al hacer click con este en cualquier seccién de
la fibra, se desplegara el didmetro medido, en micrometros, en la casilla
“Measured Diameter”, como se muestra en la Figura 83. Puede repetir esta
operacion tantas veces quiera para medir diferentes secciones de la fibra.
También es posible cargar otra imagen para analizar sin necesidad de tener
que volver a calibrar el algoritmo.

Betancur Ochoa, Juan Esteban, 2015



ClO
Desarrollo de un biosensor utilizando un interferémetro de fibra de cristal foténico.

92

Load Reference Image

Outer reference diameter

125

Calibrate

Load image for measure

Automatic

Measured Diameter

41.6667

Manual

Figura 83 Mediciones de una fibra con didmetro de cintura de
aproximadamente 41 um.

Estos algoritmos fueron validados utilizando un microscopio National Optical DC5-
163 y el software de medida calibrado Motic Images Plus 2.0©.

Estos programas fueron implementados en la plataforma Matlab® y sus cédigos se
presentan en el anexo 2.

7.2 PROGRAMA DE ANALISIS DE DATOS

Debido a la naturaleza de los datos y para lograr obtener una buena medicién con el
sensor desarrollado, es necesaria aplicar un algoritmo de filtrado y un algoritmo para
identificar el corrimiento en longitud de onda de los picos.

7.2.1 Analisis de datos en Python

Como primer aproximamiento para resolver estos problemas, se disefio e
implementé un programa utilizando el lenguaje de programacién Python. Este
programa permite cargar hasta 50 curvas diferentes directamente del archivo
entregado por el analizador de espectros. Tiene las opciones de graficar, filtrar por
medio de un filtro gaussiano, derivar, obtener la derivada de Fourier y encontrar
todos los picos de la o las curvas seleccionadas.

También tiene una funcién automatica que, luego de haber cargado las curvas,
escribir el nimero de picos que se esperan obtener (tanto maximos como minimos)
y de seleccionar un pico a medir, encuentra el parametro necesario del filtro
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gaussiano para solamente dejar el nUmero de picos deseados y luego encuentra el
desplazamiento del pico seleccionado.

La interfaz de usuario de este programa se presenta en la Figura 84.
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C:/UsersfJuan E/Documents /Universidad/Maestria Cio/Tesis Maestria/Mediciones/2015_10_13/W0002.TXT
C:/UsersfJuan E/Documents/Universidad/Maestria Cio/Tesis Maestria/Mediciones/2015_10_19,W0003.TXT
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Figura 84 Interfaz de usuario para el programa de andlisis de datos en
Python.

La modalidad de analisis automatico se activa al presionar el botdén “Analyze Shift”, y
en caso de haber seleccionado las curvas y los parametros de la manera adecuada,
entrega los siguientes resultados: Curvas filtradas ( Figura 85), Derivadas de las
curvas ( Figura 86), desplazamiento del pico seleccionado ( Figura 87).
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Figura 85 Curvas filtradas automaticamente.
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Figura 86 Derivada de las curvas para identificar los picos.
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Figura 87 Desplazamiento del pico seleccionado.

Este algoritmo se utiliz6 como primer aproximamiento para analizar cada uno de los
paquetes de datos, pues arroja de manera rapida y sencilla un analisis preliminar del
desplazamiento de los picos y del parametro del filtro gaussiano que es necesario
aplicar para la informacion relevante.

Los codigos, tanto de la interfaz de usuario como de los algoritmos empleados, se
presentan en el anexo 3.
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7.2.2 Analisis de datos en Matlab

Utilizando la plataforma de desarrollo de Matlab, se implementé un algoritmo para
tomar los datos entregados por el analizador de espectros para luego ser filtrarlos y
analizados.

Un ejemplo de los datos obtenidos sin filtro se muestra en la Figura 88, en la cual no
es posible identificar con facilidad el desplazamiento de los picos para cambios en el
indice de refraccion del medio.

Fiber %17 Concentration of Glucose without filker

Maormalized Povar
= = o =}
m - m in

2
h

a
=

1535 1540 1545 1550 1555 1550

\Waelangth fhim)
Figura 88 Gréfica de datos sin filtrar utilizando una resolucién de 0,2 nm.

Sin embargo al aplicarle un filtro gaussiano con parametro sigma igual a 45, se
obtienen unas curvas, Figura 89, donde es posible notar con mayor facilidad el
desplazamiento de los picos.
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Figura 89 Gréfica de los datos al aplicar un filtro gaussiano de 45 sigma.

El pardmetro sigma es seleccionado con mayor facilidad gracias a los resultados del

analisis realizado con el programa en Python.

Este algoritmo entrega ademas las longitudes de onda del pico maximo, que son

utilizadas posteriormente por la aplicacion de Matlab llamada Curve Fitting para

generar una ajuste lineal entre el indice de refraccibn de la muestra y el

desplazamiento en longitud de onda de los picos, como se muestra en la Figura 90.

1544 (—
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Cosficients (wath 95% confidence bounds):
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15434 - RMSE: 1.1135 i

15426

15422 .
1333 1.3005 1335 1.5055

1334
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Figura 90 Ajuste lineal realizado utilizando la aplicacién “Curve Fitting” de

Matlab.
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En busca de métodos alternativos para el andlisis de los datos entregados por el
analizador de espectros al configurarlo en altas resoluciones, desde 1 nm, se
observé la posibilidad de utilizar la transformada de Fourier para identificar los
modos existentes en la sefal. La respuesta para una de las muestras se presenta
en la Figura 91.

FFT

1 I |
o 0.5 1 15 2 25 3
Frequency (cycles per nanometer)

Figura 91 Transformada de Fourier de una prueba de concentracion de NacCl.

Al realizar la transformada de Fourier a los datos de transmision del sensor, es
posible identificar tres modos que interfieren en la respuesta. Un modo fundamental,
uno con pico en 0,75 ciclos por nanémetro y otro en 1,5 ciclos por nanémetro.

Sin embargo luego de numerosas pruebas se determiné que el modo mas sensible
a cambios en el indice de refraccion del medio es el fundamental, y que los demas
modos no sufren un cambio significativo ante estas perturbaciones. De tal manera,
gue si se pudiera disefiar un filtro que permitiera separar los modos existentes, seria
posible analizar la respuesta del sensor y de cada uno de los modos
independientemente.

Siguiendo con esta idea se utilizé un algoritmo conocido como Descomposicion
Empirica Modal (EMD por sus siglas en inglés), el cual es utlizado por la
transformada de Hilbert-Huang que se usa normalmente para el analisis de
procesos no-lineales y no estacionarios [55].

Este algoritmo permite descomponer una sefial en los diferentes modos que la
componen. Por ejemplo, al tomar los datos generados por una muestra de NaCl en
agua con una resolucién del analizador de espectros en 0,5 nm, Figura 92, es
posible descomponerlos utilizando la EMD y obtener los tres modos que interactdan
como se presenta en Figura 93.
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Figura 93 Descomposicion en modos de la transmisién del sensor.

Con esta descomposicion se pueden diferenciar facilmente los modos que
interactian en el sensor de fibra de cristal foténico, brindando asi una poderosa
herramienta que permite analizar cada uno de estos por separado ante cambios en
el medio o en las condiciones del sensor.

Por ejemplo al analizar un conjunto completo de datos, y dejar solamente el tercer
modo, es decir el mas lento, es posible obtener los siguientes resultados.
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Figura 94 Descomposicién en el tercer modo de los datos de concentracion
de NaCl utilizando la fibra #17.

Y si se toma el valor en longitud de onda del pico maximo y se correlaciona con el
indice de refraccion de la muestra, es posible generar un ajuste lineal con los

siguientes resultados:

Linesr Fit using EMD Data
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Figura 95 Ajuste lineal utilizando los datos obtenidos del tercer modo.

Estos datos concuerdan en gran medida con los resultados obtenidos con otros
métodos de filtrado, como los presentados en la seccion 5.2.
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8. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES

e Se estudi6 el proceso de disefio y fabricacién de las fibras de cristal foténico,
en especial del tipo LMA (Large Area Mode), que se pueden fabricar en las
instalaciones del CIO.

e Se disefaron, fabricaron y probaron diferentes prototipos de celdas de
trabajo teniendo en cuenta los criterios de disefio necesarios para trabajar
con un biosensor de fibra de cristal fotonico adelgazada.

e Se fabricaron varios interferbmetros modales utilizando fibras de cristal
fotonico, algunas empalmadas entre dos secciones de fibra monomodo
estandar (SM28), utilizando dos equipos de procesado de vidrio existentes
en el CIO.

e Se realizaron pruebas de indice de refraccion con los sensores
interferométricos fabricados, obteniéndose sensibilidades del orden de
850 nm/RIU, mayores a las reportadas en [44] y [45], en el rango de indices
entre 1,3330 y 1,3428, y sensibilidades del orden de 1920 nm/RIU,
comparables con la presentada en [46], entre 1,3965 y 1,4017. Esto ademas
demuestra que para indices de refraccion cercanos al del vidrio la
sensibilidad del sensor aumenta considerablemente. Adicionalmente las
pruebas se realizaron con soluciones de interés en el 4rea biomédica.

e Se aplico un proceso de funcionalizacion al sensor de fibra de cristal foténico
gue permite inmovilizar un antigeno especifico a su superficie. Con este
método se logré hacer pruebas con su anticuerpo correspondiente, y se
logré obtener mediciones de concentraciones de hasta 125 pg/ml.

e Se diseflaron e implementaron algoritmos para la medicion de los
parametros geométricos de las fibras de cristal foténico, que ayudan en la
caracterizacion de las fibras antes y después del proceso de
adelgazamiento.

e Se disefiaron e implementaron algoritmos de filtrado y analisis de las sefales
entregadas por el sensor interferométrico de PCF.

CONSIDERACIONES Y TRABAJOS FUTUROS:

Se recomienda continuar con el estudio de las celdas de trabajo, en especial
en el disefio de una celda de micro-fluidica que permita obtener mediciones
mas estables y con volumenes menores.
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e Aunque se obtuvieron altas sensibilidades en el sensor, incluso con indices
de refraccion bajos, se recomienda continuar el estudio del efecto del perfil
de la fibra adelgazada en la sensibilidad final del sensor.

e Los sensores presentados en este trabajo son de facil fabricacion y
repetitividad, pero presentan el inconveniente de ser muy fragiles.

o El protocolo de funcionalizacion realizado a la superficie de la fibra debe ser
estudiado con mayor profundidad para lograr optimizar el proceso. Para esto
se recomienda realizar pruebas con un microscopio de fuerza atébmica (AFM)
0 con un microscopio electrénico de barrido (SEM).
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Anexo 1 Planos de las celdas de trabajo
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Anexo 2 Algoritmos de medicion para
fibras de cristal fotdnico
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