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Resumen

En este trabajo de tesis se muestra el proceso que se llevo a cabo para la primera etapa de di-
seno y construccion de un sistema basado en resonancia de plasmones de superficie, asi como la
actualizacién de algunas partes de otro sistema de resonancia de plasmones con el que se trabaja
actualmente en el laboratorio. Ambos sistemas pueden ser usados en su modalidad de resonancia
de plasmones de superficie (en sus dos formas: barrido angular y dngulo fijo) o se pueden adaptar
para hacer mediciones mediante la técnica de Abeles-Brewster. En la primera parte de este trabajo
se muestran cada una de las componentes que integran ambos sistemas, abarcando la parte 6ptica,
mecdanica y electronica. Se muestran también las interfaces que se desarrollaron en el software Lab-
view, mediante las cuales es posible controlar los sistemas y hacer mediciones. Con estas interfaces
también es posible simular el fenémeno de resonancia de plasmones de superficie, realizar el anali-
sis de las curvas experimentales y obtener los pardmetros 6pticos de peliculas delgadas (indice de
refraccion, coeficiente de extincién y grosor). Finalmente, se muestran algunas aplicaciones para
este tipo de sistemas, tales como la deteccién de compuestos aroméaticos en tequila, la determina-
cion de los parametros opticos de peliculas delgadas organicas e inorganicas usando los métodos
de resonancia de plasmones de superficie y Abeleés-Brewster, y un prototipo de biosensor para la
deteccién y diagnoéstico de enfermedades agricolas mediante tecnologia combinada de anticuerpos

y resonancia de plasmén superficial. Caso Sigatoka negra, como prueba de concepto.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivacién y objetivos

En el area de la investigacion, los sistemas de medicién juegan un papel muy importante y deter-
minante, ya que el control de una serie de parametros como la precision, resolucién, sensibilidad,

etc., hacen posible la obtenciéon de resultados confiables.

Como se sabe, los dispositivos que se usan para realizar mediciones se actualizan continuamente,
pues en cortos periodos de tiempo se mejoran sus caracteristicas, consiguiendo de esta manera au-
mentar la confiabilidad de sus resultados. Por esta razon es de suma importancia que, en medida de

lo posible, los sistemas o instrumentos de medicién que se usan en el laboratorio sean actualizados.

Asi pues, con el propédsito de obtener mediciones mas precisas, con mayor resolucion, mas con-
fiables y en un tiempo mas corto, se inicié con el disefio y fabricaciéon de un nuevo sistema de
Resonancia de Plasmones de Superficie (RPS), con el cual se pudieran hacer mediciones en las que
fuera posible configurar a conveniencia la velocidad a la que se realiza la mediciéon y la tasa de
adquisicion de datos.

A la par del diseno y fabricacién del nuevo sistema de RPS, también se inici6 con la actualizacion
de algunas partes del sistema de RPS actual (sistema de RPS basado en el PIC18F4550), esto

debido a que algunos componentes del mismo se estan quedando obsoletos.

Muchos de los sistemas de RPS que se encuentran en el mercado tienen un rango de barrido que

va de 40° a 80° [1], mientras que los sistemas de RPS que se encuentran en el laboratorio tienen un
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rango de barrido de 30° a 90°. El tener un rango de medicién mas amplio, permite que se puedan
medir muestras que tengan un angulo de resonancia menor que 40° o mayor que 80°.

Por otra parte, nuestros sistemas de RPS se pueden adaptar de tal forma que se realicen en ellos otro
tipo de mediciones, es decir, se pueden hacer mediciones no solo de RPS en sus dos modalidades,
sino que también se puede adaptar para realizar mediciones usando la técnica de Abeles-Brewster,

e incluso, hacer mediciones de dispersién de la luz en superficies [2].

El factor econémico es también una motivacién para realizar este trabajo, pues los sistemas ba-
sados en RPS tienen un costo muy elevado y la mayoria de ellos son muy especificos, pues estan

orientados principalmente hacia biosensado.

Debido a que este es un trabajo donde se integran disciplinas como la Optica, la electrénica, la
mecanica y la programacion, parte del trabajo también consiste en coordinar todas esas areas para

poder obtener resultados favorables.

1.1.1. Objetivos

Objetivo general

Actualizar la tarjeta de adquisicion de datos que usa el sistema de RPS con el que se trabaja
actualmente en el laboratorio de peliculas del CIO, y al mismo tiempo iniciar con el disenio y
fabricacién de un nuevo sistema de RPS, ambos basados en un prisma cilindrico y pelicula delgada

metalica.

Realizar las siguientes mediciones usando RPS:

= Emplear el sistema para la deteccion de compuestos aromaticos del tequila, y mediante
estas pruebas determinar si el porcentaje de alcohol en las muestras, asi como su proceso de

anejamiento, influyen en los niveles de reflectancia que se detecten.

= Determinar los parametros 6pticos de peliculas delgadas organicas e inorganicas, usando dos

técnicas de medicion por separado y combindndolas.

= Emplear el sistema de RPS en pruebas de biosensado, en especifico, detectar el patogeno

Sigatoka negra.
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Objetivos especificos

Sustituir la tarjeta de adquisicién de datos basada en el microcontrolador PIC18F4550 por

un microcontrolador mas actual, ya que éste se encuentra descontinuado.

Obtener la senal captada por el fotodetector, por medio de la tarjeta de adquisiciéon de datos

USB-6003 de National Instruments.

Crear una interfaz para hacer mediciones a angulo fijo, usando Labview y la tarjeta de

adquisicion de datos USB-6003.
Disenar y construir un filtro para disminuir el ruido de la sefial proveniente del fotodetector.

Crear interfaces de simulacion y andlisis de las curvas de RPS en Labview, asi como interfaces

para la técnica de Brewster.
Emplear el sistema para biosensado, por medio de la detecciéon del patogeno sigatoka negra.

Obtener los parametros épticos (indice de refraccion, coeficiente de extincién y grosor) de

peliculas delgadas.
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1.2. Antecedentes historicos

Mucho tiempo antes de que los cientificos estudiaran las propiedades de los plasmones de superficie,
estas propiedades fueron usadas por artistas, con la finalidad de crear colores vibrantes en artefactos
de vidrio y para colorear las vidrieras de las iglesias [3].

Uno de los ejemplos més reconocidos es la copa de Licurgo (siglo IV), creada por los Romanos.
Aunque probablemente los artesanos que la hicieron no lo sabian, pero su receta para crear el
vidrio contenia un ingrediente esencial: paticulas de oro, de un tamano que varia de 5 a 60 nm.
Las particulas de oro colorean el vidrio como se muestra en la Figura 1.1 de tal manera que a la

luz del dia la copa toma un color verdoso y cuando se ilumina por dentro toma un color rubi [4,5].

Figura 1.1: Copa de Licurgo que data del siglo IV A.D. [6].

Otro ejemplo se puede encontrar en los vidrios de las ventanas de iglesias o catedrales (Figura

1.2) [5].

Figura 1.2: Ventana de vidrio de la Catedral de Leén, Espania, que data de los siglos XITI-XIV.
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El avance mas notorio en el estudio de los plasmones de superficie se hizo en 1968, cuando Andreas
Otto asi como Erich Kretschmann y Heinz Raether mostraron métodos para la excitaciéon éptica
de los plasmones de superficie presentes en peliculas metalicas [3].

El potencial de los plasmones de superficie para deteccion éptica fue conocido a principios de los

ochentas y desde entonces se han reportado numerosos sensores que usan este principio.

Con la tecnologia actual es posible tener un mayor control en las mediciones que se realizan en
la industria y en los laboratorios cientificos, al mismo tiempo que permite la inclusién de algin
tipo de inteligencia, como puede ser un software donde programen instrucciones para realizar la
medicién, a los transductores o sensores [7].

Los sensores proporcionan una entrada para la informacion sobre un entorno, pero esa tarea no es
el tinico problema que presentan, ya que un componente no necesaramente tiene la habilidad de
sacar conclusiones cuando ocurre un evento en particular. Para que el trabajo de un sensor esté
completo debe ocurrir un nivel de procesamiento de datos. Fundamentalmente, los sensores son
componentes que se conectan de manera que sus datos sean procesados, ya sea a través de software
o hardware [§].

Un instrumento sensor de RPS esta formado por un sistema 6ptico, un sistema electréonico, un sis-
tema mecdnico y un sistema de adquisicion y procesamiento de datos del sensor [9]. En la Figura

1.3 se muestra un esquema general de un sensor basado en el fenémeno de RPS.

Figura 1.3: Esquema de un sensor de RPS.

Un sensor de RPS con acoplamiento de prisma consiste en una fuente de luz que incide sobre un
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prisma, donde su cara plana es recubierta con una pelicula de un metal noble bajo condiciones de
reflexion total interna [10].

Los distintos instrumentos de RPS pueden tener diferencias en la parte éptica, en el manejo
de liquidos o en el nivel de automatizacion, todos esos factores influyen en el desempeno del
instrumento.

Actualmente, los instrumentos que emplean RPS presentes en el mercado, tienen diferencias en sus
funciones, en base a las diferencias que presentan en sus sistemas 6pticos y en su nivel de desarrollo
y automatizacién, y también respecto al precio. Los instrumentos pueden clasificarse en forma de
abanico, dngulo fijo, barrido angular, longitud de onda y tipos de imagenes [11,12].

El uso méas extendido que se le da a los instrumentos de RPS es en el campo de biosensensores.
Los biosensores de RPS han empezado a ser un método establecido para medir interacciones
moleculares [13].

A continuacién en la Tabla 1.1 se muestra un listado de algunos instrumentos basados en la RPS

que actualmente se encuentran disponibles en el mercado [12].
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En forma de abanico, convergiendo

Biacore product line

Biacore

www.biacore.com

En forma de abanico, convergiendo BI-SPR1000 Biosensing Instrument www.biosensingusa.com

En forma de abanico, divergiendo SensiQ Nomadics www.nomadics.com

En forma de abanico, convergiendo SPR-20 DKK-TOA www.dkktoa.net/

En forma de abanico, divergiendo SR7000 Reichert www.reichertai.com/

En forma de abanico, divergiendo Plasmonic Plasmonic Biosensor www.plasmonic.de/
Angulo fijo SPTM Resonant Probes www.resonant-probes.de/
Angulo fijo SPR 670 M Moritex Www.moritex.com
Angulo fijo Multiskop Optrel GBR www.optrel.de

Angulo fijo BIOSUPLAR-321 Analytical m-Systems www.biosuplar.de
Angulo fijo Sensia 8 -SPR Sensia WWw.sensia.es
Angulo fijo+imégenes SPRL4B and SPRi K-MAC www.k-mac.com/

Angulo fijo+imagenes

Nanofilm EP?

Nanofilm Surface Analysis

www.nanofilm.de/

Angulo de escaneo SPRINGLE/ESPR IT EccoChemie www.ecochemie.nl

Rejilla acoplada FLEXchip Biacore www.biacore.com

Longitud de onda SPR 100 Themo Electron Corp www.themo.com

Espejo resonante TAsys NeoSensors WWW.neosensors.com,/
Imagenes SPRimager II GWC technologies www.gwctechnologies.com
Tmégenes SPRi-Plex GenOptics/Horiba Jobin Yvon | www.genoptics-spr.com/
Iméagenes ProteoOn XPR36 Bio-Rad Laboratories www.bio-rad.com
Imagenes MultiSPRinter Toyobo www.toyobo.com
Imégenes Proteomic Processor Lumera www.lumera.com/

Imégenes/longitud de onda

Plasmon Imager

Graffnity Technologies

www.graffnity.com

Imégenes/escaneo

IBIS iSPR

IBIS Technologies

www.ibis-spr.nl

Tabla 1.1: Algunos instrumentos de RPS presentes en el mercado.

1.3.

Organizacion de tesis

La tesis esta dividida en 6 capitulos, y en seguida se describe el contenido de cada uno:

= Capitulo 1. En este capitulo se muestra la motivaciéon que llevé a la realizacion de este
trabajo, asi como los objetivos a alcanzar. Se hace también un breve recuento de la evolucién

de los sistemas que emplean Resonancia de Plasmones de Superficie.

= Capitulo 2. Aqui se da una explicacién general sobre los Plasmones de Superficie y la forma
de excitarlos. Se incluye también el modelado teérico del fenémeno de RPS y se describen
las técnicas de Brewster y Abeles-Brewster. Por ultimo, se da una resefa sobre sensores y

sus principales caracteristicas.

= Capitulo 3. En este capitulo se describen los componentes principales del sistema de RPS, la

computadora, los transductores y sensores, el acondicionamiento de la senal, los dispositivos

7
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de adquisicién de datos y el software para adquisicion de datos.

= Capitulo 4. Se muestran en este capitulo las interfaces de simulacién y andlisis para su uso
en el sistema. Estas interfaces fueron creadas en Labview. Son cinco las interfaces que se
describen: la interfaz para obtener la curva tedérica de RPS, la interfaz para realizar el ajuste
de curvas de RPS, la interfaz para hacer el andlisis de la curva experimental de RPS y las

interfaces para el uso en las técnicas de Brewster y Abeles-Brewster.

= Capitulo 5. En este capitulo se muestran los disefios y fabricacién de las piezas mecanicas
del sistema, asi como el diseno y fabricacion de los prismas empleados y el de las peliculas

delgadas.
= Capitulo 6. Aqui se muestran los resultados obtenidos en los siguientes experimentos:

e Deteccion de compuestos aromaticos en el tequila.

e Determinacion de parametros 6pticos de peliculas delgadas organicas e inorganicas usan-

do los métodos de resonancia de plasmones de superficie y Abeles-Brewster

e Prototipo de biosensor para la deteccion y diagnostico de enfermedades agricolas me-
diante tecnologia combinada de anticuerpos y resonancia de plasmén superficial. Caso

Sigatoka negra, como prueba de concepto.

= Capitulo 7. Finalmente, en este capitulo se muestran las conclusiones del trabajo.




Capitulo 2

Generalidades

2.1. Plasmones de superficie

Las propiedades de dispersion de los metales pueden ser descritas usando una funcién dieléctrica
compleja e(w) = ,(w) + &;(w) = (n? — k?) + i(2nk) [2,14].

Donde €, y €; son la parte real y compleja del de la funcion dieléctrica, respectivamente, n el indice
de refraccion y k el coeficiente de extincion.

A frecuencias épticas, la funcién dieléctrica de un metal () puede ser determinada experimen-
talmente por reflectividad y por la determinacion del indice de refraccién complejo del medio
N = n(w) + ik(w), definido como N = /. En donde k es el coeficiente de extincién y determina

la absorcion optica de las ondas electromagnéticas propagandose a través del medio.

Para que los plasmones de superficie puedan generarse es necesario que electrones libres en la in-
terfaz de dos materiales estén presentes. Uno de estos materiales regularmente es un metal, debido
a la gran cantidad de electrones libres de conduccion que presentan.

Los plasmones de superficie se pueden considerar como ondas propagantes de densidad de elec-
trones, las cuales estan presentes en la interfaz entre un metal y un dieléctrico. También pueden
ser vistos como ondas electromagnéticas fuertemente confinadas a esta interfaz. Se sabe que la
intensidad del campo de los plasmones de superficie en la interfaz puede hacerse muy alto, a esta
caracteristica se debe el hecho de que la RPS sea una técnica muy usada en estudios como sensado

6ptico [12].

Una onda de plasmones de superficie es una onda transversal magnética (TM). En esta onda el



CAPITULO 2. GENERALIDADES

vector eléctrico es paralelo al plano de incidencia [15], y estd caracterizada por la constante de

propagacion () y distribucién del campo eléctrico. Su constante de propagacion estéd dada por:

W | EmEd
= —/— 2.1
b c\ &n+Eq ( )

donde w es la frecuencia angular, ¢ es la velocidad de la luz en el vacio (% = 2;)

Em ¥ €q son las funciones dieléctricas de un metal y un dieléctrico, respectivamente [15,16]. La
ecuacion 2.1 corresponde a la componente del vector de onda en la direcciéon de propagacion, y
también es conocida como la relaciéon de dispersion de los plasmones de superficie propagandose

en la interfaz entre un metal y un dieléctrico [14].

2.2. Excitacion de los plasmones de superficie

Existen diferentes métodos para la excitacion de los plasmones de superficie, tales como acopla-
miento con rejilla, acoplamiento con guia de onda y acoplamiento con prisma [12]. El método més
usado es el acoplamiento con prisma en el cual se emplea la Reflexién Total Atenuada (RTA) [14].

En este trabajo se emplea el acoplamiento con prisma.

La condicién del estado de polarizacion TM o p es necesaria para generar la distribucién de carga
en la interfaz del metal, por esta razén puede ser considerada como la primera condicién para la

excitacion de los plasmones de superficie [17].

En la Figura 2.1 se ilustra una onda con polarizacion p (vector de campo eléctrico paralelo al plano
incidente), incidiendo en una interfaz plana lisa. Esta onda incidente tendrd un momento del fotén
hk,, donde k, = 2mn, /A, en el dieléctrico con un indice de refraccién n,. Cuando la onda incidente
llega a la interfaz, la onda que se refleja se propagara a lo largo de la direccién, teniendo un angulo
que sera igual al 4ngulo incidente, por lo que el momento del foton se conservara. La onda incidente
también se propagara en el metal, pero lo hara en una nueva direccién, con un angulo de refraccion
05. El momento del fotén de la onda propagandose en el metal serd hk,, (donde k,, = 2wn,, /X, n,,
es el indice de refraccién del metal). La componente del momento en la direccién x se conservard,

es decir, kyy = kg, donde ky, = kpsinfy y kpy = ky,sinby, por tanto

ny,sindy = ny,sinbds (2.2)

10
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Figura 2.1: Onda con polarizacién p incidiendo en una interfaz plana lisa entre dos medios a un angulo

0;.

La ecuacién (2.2) se conoce como ley de Snell. Comtinmente, el indice de refraccion de un dieléctrico
n, es mayor que el indice de refracciéon de un metal n,,, esto se da a longitudes de onda en el visible,
sobre todo en el caso de los metales nobles. Dado que la onda incide desde el medio con mayor
indice de refraccion, el angulo de incidencia #; tendra un valor limitado, ya que el maximo valor
que podra tener 6y sera de 90°. Si la onda incide a un angulo mayor que el "angulo limitante”, no
sera capaz de propagarse en el metal y lo que ocurrird es que se reflejara totalmente en el medio
incidente. Este angulo es conocido como dngulo critico (6,.), y estd dado por
N

sinf, = — (2.3)

Tp
Al incidir la onda con polarizacién p en la interfaz, el campo eléctrico oscilante originara cargas
superficiales en la interfaz metal-dieléctrico, lo que provocara que las cargas superficiales comien-
cen a oscilar de forma colectiva. Atin cuando la onda se refleje totalmente en la interfaz, existiran
cargas oscilantes [18]. Estas cargas oscilantes en la pelicula metalica producirdn un campo electro-
magnético evanescente directamente en la interfaz metal-dieléctrico, el cual penetra en el medio
dieléctrico que esta adyacente medio metalico. La amplitud del campo evanescente sera mas fuer-
te en la interfaz metal-dieléctrico e ird decayendo exponencialmente conforme la distancia de la
superficie metélica se haga mas grande (parte roja en la Figura 2.2), siendo practicamente cero a

300 nm, tal como se observa en la Figura 2.2 [11].

11
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Figura 2.2: Penetracién del campo electromagnético evanescente en el medio dieléctrico.

Las principales caracteristicas del fendmeno de RPS se pueden determinar mediante las ecuaciones
de Maxwell, de donde se obtiene la condicién de coincidencia de fases, la cual representa el vector
de onda del plasmén de superficie (8 = k, = ksp, [14]). La ecuacién que representa el vector de

onda es la ecuacién 2.1 y se reescribe en la ecuacién 2.5 [17].

2 .
ks = Tsmﬁ\/gp (2.4)
2m EmEd
ke = —4 | ——— 2.5
PN Ve +ey (2:5)

La ecuacion 2.4 corresponde al vector de onda de la luz incidente, donde A es la longitud de onda,
6 el angulo incidente y €, es la constante dieléctrica del material del que esta hecho el prisma.
En la ecuaciéon 2.5, €, es la constante dieléctrica del metal y £4 la constante dieléctrica del dieléc-
trico.

A causa de que en el rango de frecuencias 6pticas, la parte real de la constante dieléctrica del metal
emr < 0, y si se toma en cuenta que las partes imaginarias de los medios metalicos y dieléctricos
son pequenas (€, = Epr+1€m; ¥ €4 = Ear +1€4;), Se puede obtener un vector de onda de plasmén de
superficie puramente real cuando ¢,,. < —¢4, lo que indica que una onda de superficie solo puede
existir entre las interfaces de materiales con signos opuestos en la parte real de sus constantes die-
léctricas, esto va a propiciar una propagacion de largo alcance. Lo anterior es la segunda condicién

para que se puedan originar los plasmones de superficie en una interfaz metal-dieléctrica [17,19].

Un haz de luz que llega a la superficie metalica desde el aire, no lograra excitar al plasmoén en la

interfaz del metal, a menos que el momento del foton se incremente con la finalidad de que coincida

12
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con el momento del plasmén de superficie y se obtenga una interseccion entre sus relaciones de

dispersion. Esta interseccién representa el fendmeno de resonancia [17].

En la Figura 2.3 se muestran la relacién de dispersion de la luz normal o la luz que va a excitar a
los plasmones de superficie (ecuacién 2.4) y de los plasmones de superficie (ecuacién 2.5).

La linea a, hace referencia a la relacion de dispersiéon de la luz normal. Se observa que tinicamente
en el origen, la curva de RPS (linea I) y la curva de la luz se intersecan, lo cual significa que en estas
condiciones la luz “normal” no puede al mismo tiempo proporcionar el vector de onda correcto y
la frecuencia angular para excitar un plasmén de superficie.

Para resolver este problema se puede introducir una segunda interfaz, como se muestra en la Figura
2.3. En este caso, una capa metéalica con constante dieléctrica ¢, es colocada entre dos materiales
dieléctricos (p y d) con constantes dieléctricas diferentes (e, y €4, con €, > £4). Se tienen ahora dos
ecuaciones de dispersién para k,, una para cada interfaz. Se observa que la linea que representa la
relacién de dispersién para luz normal en el medio p (linea b) interseca la linea de dispersion del
plasmoén de superficie para la interfaz metal-medio d. Lo anterior indica que la luz incidente del
medio p es capaz de excitar a los plasmones de superficie mediante un ajuste adecuado del angulo
incidente 6 (Figura 2.3). El vector de onda incidente (k, = ks, ecuacion 2.4) puede ser sintonizado
hasta encontrar el vector de onda necesario para excitar al plasmén de superficie. De esta forma,
cualquier k, entre las lineas a y b de la Figura 2.3 puede ser establecida; para ilustrar esto se
muestra la linea ¢ en la misma figura. A este fenémeno se le conoce como reflexiéon total atenuada

(RTA) [12].

13
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Figura 2.3: Relacion de dispersién de la resonancia de plasmones de superficie, ecuaciones 2.4 y 2.5. Las
curvas I y II representan la dispersién del plasmoén de superfice para las interfaces e4/ep y €p/em. Las

lineas a y b representan las relaciones de dispersién para la luz en el medio g4 y €.

2.3. Configuraciéon de Kretschmann

En el acoplamiento con prisma existen dos configuraciones para el método de RTA, la geometria

de Kretschmann y la de Otto. En este trabajo se usa la configuracién de Kretschmann.

En la Figura 2.4 se muestra la geometria de Otto. Esta geometria esta formada por los siguientes
elementos: un prisma de indice de refraccién alto (n,), que a su vez estd conectado con una guia de
onda dieléctrica-metélica, construida por una pelicula delgada dieléctrica con indice de refraccion

ng (ng < np), un grosor d, y un metal semi-infinito con permitividad ¢, [19].

14
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Figura 2.4: Acoplamiento con prisma, configuracién de Otto.

En el acoplamiento con prisma, usando la geometria de Kretschmann, una pelicula delgada metélica
es evaporada sobre un prisma de vidrio. El prisma acopla luz con polarizaciéon p en la pelicula
metalica y refleja la luz en un dispositivo detector de intensidad de luz, tal como un fotodiodo.
Esta configuracion se puede dividir en tres grupos: instrumentos con haz en forma de abanico,
angulo fijo y barrido angular [12,14]. El prisma sobre el que se hace el depédsito de la pelicula
metalica debe ser un prisma de alto indice de refraccién (n,), el cual estd interconectado con una
guia de onda dieléctrica que esta formada por la pelicula delgada metalica con permitividad ¢, y
espesor d , y un dieléctrico semi-infinito con indice de refracciéon ng (ng < np), tal como se muestra

en la Figura 2.5.

Figura 2.5: Acoplamiento con prisma, configuraciéon de Kretschmann.
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Cuando la onda de luz que se propaga en el prisma se hace incidir sobre la pelicula metélica, una
parte de la luz se vuelve a reflejar en el prisma y una parte se propaga en el metal en forma de
una onda electromagnética no homogénea (onda evanescente). Como se muestra en la Figura 2.2
la onda evanescente decae exponencialmente en la direcciéon perpendicular a la interfaz prisma-
metal. Si la pelicula metdlica es bastante delgada (menos de 100 nm para la luz en la parte
visible y cercano infrarrojo del espectro), la onda evanescente puede penetrarla y se acopla con un
plasmon de superficie en el limite externo de ésta. La constante de propagacion del plasmon de
superficie propagandose a lo largo de la pelicula delgada metalica 35" es afectada por la presencia
del dieléctrico en el lado opuesto de la pelicula metalica y se puede expresar como se muestra
en la ecuacion (2.1); B%F = B donde BT es la constante de propagacién del plasmén de
superficie propagandose a lo largo de la guia de onda metal-dieléctrico cuando no se tiene un
prisma. Para que el acoplamiento entre la onda evanescente y el plasmoén de superficie se lleve a
cabo, la constante de propagaciéon de la onda evanescente (") y la del plasmén de superficie
(B5F) tienen que ser iguales. Al llevarse a cabo el acoplamiento entre la luz que choca contra la
interfaz prisma/metal y el plasmén de superficie, se produce una disminucién en la reflectividad.

Esta condicién de igualamiento se expresa de la siguiente manera: [19,20]:

2T . 21 | E4Em
THPSZ'N,H = kz = ﬁEW = ReﬁSP = Re {T m} (26)

2.4. Modelado teodrico

Usando un analisis basado en la teoria de reflexién de capas miltiples de Fresnel, es posible analizar
la interaccién entre la onda de luz y el plasmoén de superficie en el método de RTA.
Los coeficientes de reflexiéon para s y p son representados por 7, y 7, respectivamente y la reflec-

tancia para polarizacion s y p como Ry y R,.

La matriz caracteristica para un arreglo con una sola interfaz, se obtiene considerando las compo-
nentes tangenciales de los campos eléctrico y magnético en la interfaz entre la pelicula y el medio

de salida. A continuacion se muestra la matriz:

B cosd  (isind)/n| |1

C imsind cosd s
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donde B y C representan la amplitud de los campos eléctricos y magnéticos normalizados, respec-
tivamente. ¢ es el espesor de fase (§ = (27/A)ndcosf, d es el grosor fisico, n el indice de refraccion
de la pelicula delgada, A la longitud de onda y 6 el angulo para el medio incidente). La admitancia
6ptica de la pelicula es n (n = n/cosh) y 1, es la admitancia 6ptica del sustrato, que para la RPS

es el medio de sensado (1, = ns/costs).

La ecuacién (2.7) se puede extender a un caso general para un arreglo de k capas, donde la matriz
caracteristica serd simplemente el producto de las matrices individuales, como se muestra en la

ecuacion (2.8)

ﬁ cosé;  (isind;)/n; 1

j=1 |in;sind; €080, s

(2.8)

El orden de multiplicacién es importante. Si k es la capa mas cercana al sustrato, el orden es:

g | (2.9
C Ns

M representa a la matriz asociada a la capa 1, y asi sucesivamente. La reflectancia de un arreglo
de peliculas delgadas es calculada usando el concepto de admitancia éptica. Se reemplazan las
multiples capas por una sola superficie, la cual tiene una admitancia Y que es la razon entre los

campos eléctricos y magnéticos tangenciales totales y esta dada por
Y =C/B (2.10)

Teniendo el valor de la admitancia, es posible encontrar la amplitud de la reflectancia, que esta

dada por
n —Y
T (2.11)
mientras que la reflectancia por
vy
Ry = |ny|* = o +Y : (2.12)

de donde 7 es la admitancia 6ptica del medio incidente (prisma) [21,22].
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2.5. Técnica de Brewster

El angulo de Brewster, 6g, corresponde al angulo de incidencia de la luz sobre una superficie en la
cual se anula la componente con polarizaciéon paralela al plano de incidencia. La ley de Brewster
explica que cuando un haz de luz incide sobre una superficie que separa dos medios dieléctricos
con distintas permitividades eléctricas, una parte del haz se refleja y otra se transmite al segundo
medio, y el d&ngulo que se forma entre los haces (reflejado y refractado) es de 90° (como se observa
en la Figura 2.6), el haz de luz reflejado se polariza linealmente.

La anulacién de la intensidad al angulo de Brewster, se da por un mecanismo en donde la onda
incidente (plana polarizada), ocasiona que los dipolos oscilen en una direccién perpendicular al
rayo transmitido. El campo radiado en la direcciéon de oscilacion es nulo, por lo cual, no habra
radiacion reflejada si la direccién de oscilacion de los dipolos corresponde a la direccién del rayo
reflejado. En pocas palabras, los osciladores dipolares no radian ondas en la direcciéon en la que se

esperarfan los rayos reflejados, cuando el dngulo de incidencia es el d&ngulo de Brewster [23,24].

Figura 2.6: Angulo de Brewster.

Cuando la luz incide al angulo de Brewster, la componente de polarizaciéon paralela al plano de
incidencia se anula en el haz reflejado, presentando una polarizacion lineal en la direcciéon perpendi-
cular al plano de incidencia. Es importante mencionar que cuando el haz incidente esta linealmente
polarizado en la direccién paralela al plano de incidencia, el haz reflejado se anula en g, produ-
ciéndose la transmision total del haz entre ambos medios.

Al depender el dngulo de Brewster de las caracteristicas electromagnéticas de los medios (permi-
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tividad eléctrica y permeabilidad magnética), en el caso de que las permeabilidades magnéticas
de ambos medios no varien, el angulo de Brewster se puede calcular a partir de los indices de
refraccion de éstos. Cuando el haz incidente lo hace en 6p, el haz reflejado serd perpendicular al
haz transmitido, por lo tanto, el angulo de refraccién 07 es el angulo complementario al angulo de
reflexion Or (sinfr = cosfr) [25,26].

Usando la ley de Snell, y tomando en cuenta que el angulo de reflexion es igual al angulo de inci-

dencia, se tiene que nisinfr = nysinfr , por lo tanto:

sinfr  no

= = 2.13
cosp  ny ( )
Tomando en cuenta que 0 = 0, se tiene que:
tanfg = 2 (2.14)
U3

La ecuacién (2.14) es aplicada para encontrar el indice de refraccién de materiales dieléctricos
transparentes. Cuando el dngulo entre el haz incidente y el material coincide con g, el vector
de campo eléctrico de la luz reflejada no tiene componente en el plano de incidencia. El indice
de refraccién (n) de un material dado, para el aire, se relaciona con 65 por medio de la ecuacién
(2.14) [27] de la siguiente forma:

n = tan(0p) (2.15)

Este concepto es la base de algunos métodos para la caracterizacion éptica de peliculas delgadas.
Estos incluyen microscopia de angulo de Brewster o el método Abeles-Brewster. Estas técnicas son

populares porque son sin contacto, faciles de armar y simples de usar [28].

2.6. Técnica de Abelés-Brewster

La técnica del angulo de Brewster es una técnica de medicién simple y rapida, sin embargo, para
analizar una pelicula, la estimacion del indice de refraccion de ésta no es sencilla, ya que la res-
puesta es el indice de refraccién del sistema pelicula-sustrato [27,29]. Por lo tanto, para el caso de

una pelicula delgada, la técnica de Abeles-Brewster ( A-B) debe ser empleada.

Esta técnica es una de las mas populares para determinar el indice de refracciéon de una pelicula

delgada optica. Consiste en iluminar regiones de un sustrato con y sin recubrimiento de pelicula

19



CAPITULO 2. GENERALIDADES

delgada con luz polarizada en p y obtener sus curvas de reflectancia, tal como se observa en la
Figura 2.7. El angulo de incidencia es escaneado para encontrar un angulo comin de reflectancia.
El angulo donde las reflectancias coinciden es el angulo de Brewster de la pelicula, y el indice de

refraccion es encontrado aplicando la ecuacién (2.15) [30].

Figura 2.7: Técnica de Abelés-Brewster.

2.7. Sensores de RPS

Un sensor es un dispositivo por medio del cual se convierte la cantidad a ser medida (mensurando)
en otra cantidad. En el caso de los sensores 6pticos, esta conversion se lleva a cabo mediante el uso
de medios 6pticos. Dentro de los sensores 6pticos se encuentran los sensores de RPS, en los que se

detectan o miden cambios de indice de refraccién del mensurando [31].

2.7.1. Transductores y sensores

En términos generales, un transductor es un dispositivo que transforma una senal de una determi-
nada forma fisica en una senal equivalente pero de otra forma fisica, es decir, transforma un tipo
de energia en otro.

Un sensor se puede definir como un dispositivo que entrega a su salida una senal transducible, y

lo hace a partir de la energia del medio donde se esta midiendo.

20



CAPITULO 2. GENERALIDADES

Las palabras sensor y transductor con frecuencia son usadas como sinénimos, hoy en dia el término
sensor se emplea para referirse al transductor de entrada, y con ellos se busca obtener informacién,
y el término actuador se usa para referirse al transductor de salida, y estos tienen la tarea de
convertir energia.

Los acondicionadores de senal son elementos de un sistema de medida, que reciben a su entrada
la sefial de un sensor electrénico. El objetivo de los acondicionadores es entregar en su salida una

senial adecuada para ser mostrada, guardada o que se pueda procesar con un instrumento estan-

dar [32].

La exactitud en las mediciones (qué tan cerca se encuentra el valor medido del mensurando a su
valor real) se especifica en términos de error, y éste puede definirse como la maxima diferencia
posible entre los valores medidos y los valores reales o como “el grado de imperfeccion de una
medicion”, y tiene dos dimensiones matematicas: El error absoluto y el relativo.

El error absoluto de una medicién se puede definir como la resta entre el resultado que arroja una
medicion y un valor de referencia dado. Indica la cantidad de error por unidades de la magnitud
que se mide. Matematicamente se expresa AX = X — X,., donde X es el resultado de la medicién

y X, el valor de referencia.

El error relativo es la razén entre el error absoluto y el valor de referencia y expresa la cantidad
AX

X,

de error por unidad de referencia. Matematicamente su expresion es §, =

La precision se puede definir como el resultado cualitativo del nivel en que la exactitud cumple
con los requerimientos de rigor de la medicién, no es un valor numérico y se define con adjetivos
como bueno, malo, etc. El tiempo dedicado a realizar la medicion y los recursos economicos que se
usan, son dimensiones fundamentales de la precisiéon y expresan los atributos y la calidad de una

medicién [33].

La resolucion de un sistema también esta relacionada a la exactitud. A grandes rasgos, la resolucion
hace referencia a la fineza con que el sistema puede tomar mediciones.

La sensibilidad de un transductor se refiere al cambio en su salida conforme la entrada varia.

La repetibilidad de la senal de salida de un transductor es un factor de suma importancia. En

condiciones ideales, la senal de salida deberia ser la misma siempre que el valor del mensurando
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sea el mismo.
Un factor mas que afecta la precision de un transductor es el tiempo de respuesta. Este se refiere

al tiempo que le toma a la senal de salida responder ante un cambio de valor del mensurando [34].

2.7.2. Descripcion de un sensor de RPS

Gracias a sus miultiples ventajas como alta sensibilidad en los cambio de indice de refracciéon, mo-
nitoreo en tiempo real, deteccién sin marcaje, etc., la RPS se ha colocado como una de las técnicas
Opticas de gran alcance en campos como la quimica, bioquimica, biologia o analisis biomédico,
siendo usada en aplicaciones como interacciones biomoleculares, mediciones cuantitativas y estu-

dios de membrana, por mencionar algunas [35, 36].

Regularmente, los sistemas de RPS estan compuestos por una fuente de radiacién electromagnéti-
ca, un prisma sobre el que se deposita una pelicula de material conductivo, polarizador (si la fuente
de radiacién no esta polarizada) y un sensor de radiacién (por ejemplo un fotodetector). También
realizan un analisis cuantitativo de la senal de radiacién captada por el sensor de radiacion, y los

datos son almacenados en tiempo real usando algun sistema de adquisicién de datos [36-39].

En muchos sistemas las componentes 6pticas son montadas en los brazos de un goniémetro. Existen
diferentes configuraciones para la colocacién de las componentes del sistema, por ejemplo, en
algunos sistemas la fuente de radiacion asi como el detector estan en movimiento (Figura 2.8a) ,
por el contrario en otras, la fuente de radiacion esta fija, mientras que el detector y el prisma rotan
(Figura 2.8b). Cabe mencionar, que la inclusién de componentes 6pticas siempre causan problemas

de alineacion [36].
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Figura 2.8: Configuraciones de sistemas de RPS. a) Fuente de radiacién y detector en movimiento. b)

Prisma y detector en movimiento.

También es importante mencionar que algunos de ellos (comerciales o no) tienen dos modos de
medicion, escaneo o barrido angular y dngulo fijo [35]. En barrido angular, la luz proveniente de la
fuente de radiacion se hace incidir a diferentes angulos sobre el prisma recubierto con una pelicula
metalica delgada y la radiacion es captada por el detector. Cuando se produce un cambio en el
indice de refraccion, la curva de resonancia se desplaza, como se muestra en la Figura 2.9, donde

se muestran las curvas teodricas de RPS para diferentes medios de salida.

Figura 2.9: Variacién de indice de refraccion midiendo en barrido angular.
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En angulo fijo, el angulo de incidencia de la luz no varia. Lo que se hace primero es obtener la
curva de RPS, para encontrar el angulo al que se localiza la mitad del pico de reflectancia (Figura
2.10a). Después lo que se monitorea son las variaciones de intensidad en funcién del tiempo, como

lo muestra la Figrua 2.10b.

Figura 2.10: Deteccién de cambios en el indice de refraccién monitoreando a angulo fijo. a) Estableci-

miento del dngulo medio. b) Medicién en funcién del tiempo.

En ambas configuraciones la luz es reflejada por la pelicula metélica y captada por el detector
de radiacién, el cual en muchos de los sistemas presenta una etapa de amplificacion de la senal.
La senal captada es digitalizada por una tarjeta de adquisicion de datos que son enviados a la

computadora donde pueden observarse en tiempo real [40].

En anos anteriores la utilidad de los sistemas que emplean RPS se veia limitada por la complejidad
que representaba el obtener una alineacién mecanica correcta [38]. Afortunadamente eso ha ido
cambiando, pues los avances en sistemas mecanicos han permitido que se tengan sistemas de RPS
mas exactos y sin tantas complicaciones respecto a la alineacién como se tenian en anos anteriores.
Como prueba de esto se puede citar a la empresa Biacore, la cual es una de las empresas de mayor

distribuciéon de este tipo de sistemas. El primero de sus sistemas fue introducido al mercado en
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1990 y con el paso del tiempo han ido haciendo diferentes cambios en sus sistemas, las cuales van
desde mejoras en la deteccion y el sistema de flujo, el monitoreo de moléculas pequenas, el software
de interaccion numérica y analisis global de los datos, hasta el tipo de lenguaje de programaciéon

usado. Todos los cambios hicieron posible que la instrumentacion del sistema fuera cada vez més

facil de operar [41].
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Capitulo 3

Componentes del sistema de RPS

Un sistema de adquisicion de datos es un conjunto de elementos de hardware y software que se
complementan entre si y que se encargan de muestrear senales eléctricas del “mundo real” y conver-
tirlas a valores numéricos adecuados para que sean procesados en una computadora. En situaciones
donde es necesario adquirir, procesar y regresar datos al proceso en tiempo real, se hace uso de un

sistema de adquisicion y control de datos.

Hoy en dia, la tendencia es el uso de hardware de adquisicién de datos (DAQ), abreviatura en inglés
de data acquisition) con computadoras personales en areas de investigacion, pruebas y mediciones,
y automatizacion industrial. Los sistemas basados en computadoras personales y hardware DAQ

estan compuestos por los siguientes elementos [42,43]:

Computadora

Transductores y sensores

» Acondicionamiento de la senal

Hardware DAQ

Software

En la Figura 3.1 se muestran dos diagramas a bloques de los sistemas de RPS. El inciso a, muestra

el diagrama a bloques del sistema de RPS actual, y el inciso b, muestra el sistema de RPS nuevo.
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Figura 3.1: Sistemas de RPS. a) Sistema de RPS actual. b) Sistema de RPS nuevo.

En las siguientes secciones se hace una descripciéon de las partes que componen el sistema de RPS.

3.1. Caracteristicas a considerar en la eleccién de una compu-
tadora

La computadora es una parte primordial, pues se usa para controlar el sistema, procesar, visualizar
y almacenar los datos medidos. Debe tener un software programable para poder realizar las tareas
referentes al sistema. Se usan diferentes tipos de computadoras, dependiendo de los requerimientos
del sistema; por ejemplo, una computadora de escritorio se puede usar en un laboratorio por su
capacidad de procesamiento, o una laptop puede ser usada por su portabilidad. En pocas palabras,

el tipo de computadora dependera del los requerimientos del sistema.

Las computadoras tienen tres componentes principales que afectan su capacidad de manejo de
datos: el procesador, la memoria caché, la RAM, y el disco duro. El procesador es la parte de
la computadora que se encarga de interpretar y ejecutar instrucciones, en otras palabras, es el
cerebro de la computadora. La memoria caché es una memoria de menor tamafio que la memoria
principal de la computadora. Al ser de menor tamano, permite un acceso mas rapido a los datos,
tiene una velocidad alta y una gran eficiencia. Se encuentra entre el CPU y la RAM para acelerar
el intercambio de datos. La potencia de procesamiento de una computadora también consta de la

RAM, el tamafio del disco duro y la velocidad del procesador. El aumento de la RAM hace que
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se mejore la velocidad y que mas aplicaciones sean capaces de ejecutarse al mismo tiempo. Tener
mayor espacio en el disco duro permite almacenar mas datos.

Por ultimo, un procesador mas rapido permite que las aplicaciones funcionen mas rapido. En con-
clusion, mas rapido es mejor para el funcionamiento de las aplicaciones. Si lo que se necesita es
analizar y adquirir los datos del sistema, la potencia de procesamiento es una de las caracteristicas

principales para tomar en cuenta al momento de elegir una computadora [44].

Otro punto de suma importancia a la hora de elegir una computadora para que trabaje en conjunto
con un sistema, es el sistema operativo de ésta. El sistema operativo de la computadora debe ser

compatible con los demés elementos del sistema, asi como sus puertos de entrada/salida.

3.2. Transductores y sensores

3.2.1. Fotodiodo

El fotodiodo es un fotodetector, y dentro de los fotodetectores también se encuentran las fotorre-
sistencias, los fototransistores, etc. por mencionar algunos. De forma general, un fotodetector es
un dispositivo que convierte la luz que incide en él, en electricidad [45].

El sistema usa un fotodiodo avalancha (APD) de silicio. Estos fotodiodos con frecuencia se usan
en aplicaciones que requieran alta velocidad. Las aplicaciones tipicas incluyen la medicion de nivel

de luz baja, espectroscopia, busqueda de rango y comunicacion por fibra optica.

El fotodiodo tiene las siguientes especificaciones [46,47]:

= Didmetro del area activa: 3 mm.
= Respuesta espectral: 200 - 1000 nm

» Tiempo de respuesta: 14 ns

En la Figura 3.2 se muestra el fotodiodo, con su configuracion electréonica para poder funcionar.
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Figura 3.2: Fotodiodo APD y su configuracién electrénica.

El funcionamiento del fotodiodo en el sistema es de la siguiente manera: el haz de luz laser incide
en el prisma semicilindrico o en un sustrato rectangular. Después, el haz de luz es reflejado por
el prisma o por el sustrato hacia el fotodiodo. Cuando el haz de luz es captado por el fotodiodo,
se genera un voltaje demasiado pequeno. Debido a que la senal es demasiado pequena, se usa una
etapa de amplificacion de 0 a 5 volts, esta etapa de amplificacion se encuentra en la tarjeta que

contiene al fotodiodo.

3.2.2. Laseres

Para la excitacion de los plasmones de superficie, en el sistema actual se emplea un laser Helio-Nedén
polarizado (Uniphase mod. 1101P), centrado en 632.8 nm, con una potencia minima de salida de

1.5 mW, una relacién de polarizaciéon de 500:1 y un haz con un didmetro de 6 mm.

En la Figura 3.3 se observa una fotografia del laser He-Ne montado en el laboratorio.
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Figura 3.3: Léaser Helio-Neon.

Para actualizar el sistema y hacerlo més compacto, se adquirieron tres Diodos laser StingRay
de diferentes longitudes de onda. Estos laseres son de la compania Edmund Optics, tienen una

longitud de 9.5 cm y tienen las caracteristicas que sefiala la Tabla 3.1 [48].

Potencia de salida (mW) 5 5 5
Voltaje de operacion (VDC) | 5a24 |5a24 |5a24

Tabla 3.1: Diodos Léser.

En la Figura 3.4 se muestra una imagen del Diodo laser.

Figura 3.4: Diodo laser StingRay.
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Estos laseres no estan polarizados, y como se mencioné en el capitulo 2, para que la excitacién de
los plasmones de superficie ocurra, uno de los requisitos es que la luz de excitacién esté polarizada.
Por tal motivo, se adquirié un polarizador de banda ancha de la marca Edmund Optics.

Las caracteristicas que presenta son las siguientes [49]:

Polarizador lineal.

Relacion de extinciéon de 800.

Rango de longitudes de onda de 300 a 2700 nm.

Grosor de 2.2 mm.

Didmetro de 25.4 mm.

En la Figura 3.5 se muestra el polarizador.

Figura 3.5: Polarizador de banda ancha con un didmetro de 25.4 mm.

3.2.3. Platinas rotatorias

El desarrollo de los microprocesadores ha sido un estimulante para la evoluciéon de la industria,
pues ha permitido un gran cambio, ya que muchas funciones mecéanicas han sido reemplazadas por
funciones electronicas a través de los microprocesadores. Estos cambios han dado paso a la era
de la mecatrénica y como consecuencia se ha incrementado el nivel de la automatizacion de las

maquinas y sistemas al mismo tiempo que ha aumentado su versatilidad y flexibilidad [50].
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Recientemente, la incorporacion de la tecnologia Optica en los sistemas mecatronicos se ha ace-
lerado, dando como resultado el incremento de maquinas y sistemas con componentes 6pticos
inteligentes. Una de las principales razones, es que con las técnicas 6pticas se tienen una serie de
opciones disponibles para medir cantidades criticas, con la ventaja de que muchas de ellas son

técnicas sin contacto o no invasivas [50].

La parte mecanica del sistema de RPS actual y del nuevo sistema de RPS, esta compuesta por dos
platinas rotatorias cada uno.

Las platinas rotatorias que se usan en el sistema actual son de la empresa Standa (8MR180-2).
Cada una de las platinas cuenta con un motor de alta precisién y estabilidad. Estas platinas no
cuentan con un controlador de etapa motorizada, por lo cual fue necesario diseniar e implementar

una tarjeta que controla a ambos motores de las platinas.

Por otra parte, para el nuevo sistema se adquirieron las platinas rotatorias FCR100 de Newport.
Las platinas tienen integradas el motor a pasos y el controlador. Su control se puede hacer fa-
cilmente desde la computadora usando una interfaz grafica de usuario. La comunicaciéon con la
computadora se hace por medio de un enlace serial RS-422, pero puede usarse un adaptador USB
a RS-422.

Las platinas tienen una alta sensibilidad al movimiento y alta precision. Asi mismo, se pueden
conectar en serie hasta cuatro platinas, con la ventaja de que se pueden controlar con una sola
interfaz de usuario.

Estas platinas rotatorias (FCR100) tienen también la ventaja de que puede ser manejadas con una
interfaz de usuario propia del fabricante o se puede crear una en el software Labview de acuerdo
a las necesidades del usuario.

La importancia de la creaciéon de una interfaz de usuario radica en que, si se quieren hacer me-
diciones de otro tipo, mientras que las platinas se encuentran en funcionamiento, eso no puede
ser posible usando la interfaz que ofrece el fabricante. También, existen parametros que quizd no
sea necesario estar modificando cada vez que se usan las platinas, como los grados que giraran
los motores en una prueba y la velocidad y aceleracion a la cual lo hardn, parametros que en la

interfaz del fabricante se tienen que proporcionar cada que se quiere mover las platinas.

Dentro de los parametros que pueden ser configurados para controlar las platinas, se encuentran
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los siguientes: [51]
» Aceleracion.
= Compensaciéon del “backlash”.
= Compensacion de histéresis.
= Configuracién del motor a pasos.

= Tipo de busqueda de la posicion “Home”.

= Velocidad a la que se hara la busqueda de la posiciéon “Home”.

= Eleccion del tipo de movimiento, si serd absoluto o relativo.

s Detener el movimiento.

s Posicién actual del motor.

s Velocidad.

En la Tabla 3.2 se muestra una comparacién entre las caracteristicas entre los dos modelos de

platinas rotatorias [51-53]

Rango de recorrido (°) 360 360
Incremento minimo de movimiento (°) 0.01 0.00025
Repetibilidad unidireccional (°) - 0.002
Repetibilidad bidireccional (°) - 0.012
Exactitud absoluta (°) - 0.04
Velocidad maxima (°/s) 12 20
Temblor (urad) 145.444 50
Excentricidad (um) 10 6

Tabla 3.2: Caracteristicas de las platinas rotatorias SMR180-2 y FCR100.

A continuacion se presenta una explicacion de los parametros de las platinas que se muestran en

la Tabla 3.2 [51,52].
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= Rango de recorrido. Se refiere al nimero de grados continuos que se pueden recorrer.

= Incremento minimo de movimiento. Es el incremento mas pequeno de movimiento que el

dispositivo es capaz de dar, de forma consistente y confiable.

= Repetibilidad. Se refiere a la habilidad del sistema de llegar a la misma posicién en varios

pruebas.

= Exactitud absoluta. Este dato se refiere a la diferencia entre la posicién ideal del motor y la

posicion real.

= Velocidad maxima. Como su nombre lo indica, es la velocidad maxima que las platinas

pueden alcanzar.

= Temblor. Es la inclinacién del eje de rotaciéon durante la rotacion de una platina, medida

sobre una superficie de referencia.

= Excentricidad. Es el desplazamiento del centro geométrico de una platina rotatoria desde el

eje de rotacion en el plano definido por los cojinetes.

En la Figura 3.6 se muestran ambas platinas rotatorias.

Figura 3.6: Platinas rotatorias. a) Standa 8MR180-2, b) Newport FCR100.

3.3. Acondicionamiento de la senal

Los acondicionadores de senal, adaptadores o amplificadores, son componentes de un sistema, con
los cuales es posible, a partir de una senial de salida de un sensor o transductor, obtener una se-

nal adecuada y optimizada para que pueda ser usada posteriormente. Normalmente, son circuitos
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electronicos que tienen funciones como amplificacién, filtrado, adaptacion de impedancias y mo-

dulacién o demodulacién [32,43].

A grandes rasgos, un filtro es un circuito que tiene como propésito el dejar pasar senales con
determinadas frecuencias y rechazar o atenuar las que no estén en ese rango. Existen dos tipos
de filtros; los pasivos y los activos. Un filtro pasivo es el que esta formado por elementos pasivos
como resistencias, bobinas y capacitores, mientras que el filtro activo esta formado por elementos
pasivos mas transistores y amplificadores operacionales. Los filtros (activos o pasivos) pueden ser

pasaaltas, pasabanda, rechazabanda o pasabajas [54].

En la parte de acondicionamiento de la senal, se disefi6 un filtro pasabajas. Se eligi6 este tipo de
filtro debido a que se usan generalmente para el rechazo de interferencias [55]. Estos filtros tienen
el proposito de dejar pasar tinicamente las frecuencias inferiores a la frecuencia de corte, mientras
que atenian a las frecuencias superiores a la frecuencia de corte [32,43,56]. La frecuencia de corte
se puede definir como las frecuencias que establecen los limites entre las sefiales que se dejan pasar
y las que no [57].

Para el disefio del circuito se emplearon una resistencia (R) y un capacitor (C'). Se eligié el valor
de C y después se probaron diferentes valores de R hasta que se encontré que la mayor atenua-

cién de ruido, sin modificar el nivel de voltaje de la sefial, se lograba con R = 470 kQy C' = 0,1 puF'.

La frecuencia de corte se obtuvo usando la ecuacién 3.1 [54,56], siendo ésta de 21,27 Hz.

_ L
" RC

En la Figura 3.7 se muestra el diagrama electrénico del filtro, asi como el disefio final ya montado

(3.1)

We

en una placa fendlica.
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Figura 3.7: Diagrama electrénico del filtro pasabajas y disefio montado en una placa fendlica.

Como se observa en la Figura 3.7, la parte senalada como Entrada es donde se conecta la senal
proveniente del fotodetector, y en la Salida es donde se obtiene la senal ya filtrada y lista para
conectarse al hardware DAQ.

En la Figura 3.8 se muestra la comparacion entre la senal proveniente del fotodetector sin filtrar
y la senal que se obtiene a la salida del filtro. Se observa que la senal a la salida del fotodetector

presenta menor ruido y estd mas uniforme.
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Figura 3.8: Comparacién entre la senal del fotodetector sin filtrar y la senal a la salida del filtro.

3.4. Dispostivos de adquisicion de datos

Un hardware o dispositivo DAQ es un dispositivo que establece la comunicacion entre una compu-
tadora y las senales del mundo exterior. Una de sus funciones principales es convertir sefiales de
entrada analdgicas a digitales para que la computadora pueda interpretarlas [58].

Algunos dispositivos DAQ pueden realizar una variedad de funciones, como la conversion analégico
a digital, digital a analdgico, entradas y salidas digitales, y operaciones de contador y temporiza-

dor [59].

El actualizar un dispositivo DAQ tiene muchas implicaciones, como el hecho de tener una mayor
resolucion, y velocidades de muestreo mayores. Aunque estas mejoras también traen como con-
secuencia la actualizacion de la computadora que se encuentre en uso, pues para que se puedan
almacenar una mayor cantidad de datos a una velocidad mayor, la computadora necesita tam-

bién tener una RAM y un procesador que sean capaces de procesar los datos a la misma velocidad
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a la que los datos son generados, pues de lo contrario, pueden perderse una gran cantidad de datos.

Para la adquisicion de la senal proveniente del fotodetector, el sistema actual cuenta con una tar-
jeta basada en el microcontrolador PIC18F4550 de Microchip. Este microcontrolador dispone de
diferentes unidades funcionales, mediante las cuales realiza tareas especificas, como la conversion
analogica a digital, tiene 10 bits de resolucion, 13 canales multiplexados, asi como tiempo de adqui-
sicién programable. Este microcontrolador también permite la comunicacién por puerto USB [60].
Se busca también, que las funciones que realiza el PIC18F4550 en el sistema actual, sean hechas
por otro microcontrolador. Este cambio de microcontrolador se hara debido a que el PIC18F4550
estd practicamente descontinuado, por lo que resulta de suma importancia la actualizacion de
dispositivo de adquisicion de datos, porque de no hacerlo, se corre el riesgo de que el sistema no
funcione en cuanto el microcontrolador deje de funcionar. Para esta tarea se eligié al microcontro-
lador de la compania Texas Instruments MSP430G2553. Este microcontrolador también tiene un

convertidor analdgico a digital de 10 bits, una resoluciéon de 16 bits y permite la comunicacién por

puerto USB [61].

Para el nuevo sistema se adquirio la tarjeta USB-6003 de National Instruments. Esta tarjeta es un
dispositivo USB de alta velocidad, y tiene una resolucion de 16 bits con 8 canales analogicos de

entrada [62,63]. La comunicacién entre la DAQ y la computadora se hace por medio del puerto USB.

En la Tabla 3.3 se muestran las caracteristicas de cada una de las tarjetas de adquisicién de datos.

Canales de entrada analdgicos 13 8 8
Canales de salida analégicos 0 2 0
Canales de entrada/salida digitales 35 13 16
Contador (bits) 21 32 16

Convertidor digital a analégico (DAC) (bits) - 16 -
Convertidor analdgico a digital (ADC)(bits) 10 16 10
Frecuencia de muestreo (KS/s) Programable 100 200

Tabla 3.3: Caracteristicas de los dispositivos de adquisicién de datos PIC18F4550, USB-6003, MSP430G2553.

A continuacién se explica en qué consisten los parametros que se mencionan en la Tabla 3.3.

= Canales analégicos unipolares de entrada. Estos son los canales por donde entran las senales
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analégicas.
» Canales de salida analégicos. Mediante estos canales se envian senales analégicas.
» Canales de entrada/salida digitales. Estos canales reciben y envian sefiales digitales.
= Contador. La tarea del contador, como su nombre lo indica, es contar pulsos digitales.

» Convertidor digital a analégico (DAC). El DAC reconstruye la senial digital en una senal

analégica [43].

= Convertidor analégico a digital (ADC). Un ADC es un chip que tiene la funcién de representar
de forma digital una senal analégica en un instante de tiempo. Las seniales analdgicas varian
en el tiempo, por lo que el ADC toma “muestras” de forma peridédica de la senal en cuestién
a una razon predefinida. La resolucién es el nimero de bits que el convertidor emplea para
representar la senial analdgica. A mayor resolucion menor es el cambio de voltaje que puede

ser detectado [43, 58].

= Frecuencia de muestreo maxima. Este parametro establece el niimero de veces que la conver-
sion analdgico a digital se llevard a cabo. Mientras mas grande sea la frecuencia de muestreo
mas similitud tendra la senal muestreada a la senal original. Para representar con mayor
precision la frecuencia de la sefial analdgica se debe tomar el cuenta el teorema de muestreo
de Nyquist, el cual indica que para representar de forma correcta una senal, es necesario que
la frecuencia de muestreo sea al menos dos veces el valor de la frecuencia méaxima que sera

muestreada [43].

Uno de los pardametros mas importantes, dado que la senal proveniente del fotodetector es una
senal analdgica, es la resolucion del convertidor ADC. El PIC18F4550 tiene una resolucion de 10
bits = 21% = 1024 y la DAQ USB-6003 tienen una resolucién de 16 bits = 2'¢ = 65536.

Lo anterior indica que, dado que el mayor voltaje de referencia detectado es de Sy,¢f, la minima

5V
variacion de voltaje que el PIC18F4550 puede detectar es de 1024 = 4,88mV/bit. Para la DAQ
USB-6003, el minimo voltaje detectado sera de = 76,29V /bit.

65536

En la Figura 3.9 se muestran las imagenes de los dispositivos DAQ descritos antes.
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Figura 3.9: Dispositivos DAQ. a) DAQ basada en el PIC18F4550, b) DAQ USB-6003. ¢) Microcontro-
lador MSP430G2553.

3.5. Software para la adquisicion de datos

A continuacién se hace la descripciéon de dos interfaces. La primera fue creada para adquirir datos
con la DAQ basada en el PIC18F4550, y es la interfaz que actualmente se usa para hacer mediciones
en interrogacion angular y a angulo fijo.

La segunda interfaz fue creada para la adquisicién de datos usando la DAQ USB-6003. Esta interfaz

se usa cuando se estan haciendo mediciones a angulo fijo.

3.5.1. Interfaz para su uso con la DAQ basada en el PIC18F4550

La interfaz fue creada en Labview y por medio de ella se hace la adquisicién de datos y el mo-
vimiento de las platinas rotatorias del sistema actual. Esta interfaz tinicamente puede trabajar

cuando la DAQ para la que fue creada, esta conectada a la interfaz. La parte de la interfaz en la
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que se pueden hacer mediciones en interrogacién angular se muestra en la Figura 3.10. En esta
parte de la interfaz es graficada, en tiempo real, la senal que es reflejada por el prisma hacia el
fotodiodo (Figura 2.8b). Para hacer la medicién es necesario establecer el rango de angulos en el
que se hard la medicion, eso se especifica en los controladores Initial angle y Final angle. En Test
name se especifica el nombre con que se guardara el archivo de datos correspondiente a la prueba.
Estos datos son guardados en un archivo .dat. Para iniciar la medicion se presiona el boton START
TEST, y si por algin motivo se quiere detener la medicion antes de que el recorrido establecido al
inicio se complete, se presiona el botéon STOP TEST. En la parte derecha de la interfaz es donde
se muestran los datos graficados en tiempo real [2], y en el indicador TEMPERATURE se muestra
la temperatura a la que se esta realizando la prueba. El valor de la temperatura es proporcionado

por un detector de temperatura.

Figura 3.10: Interfaz para adquisicién de datos usando la DAQ basada en el PIC18F4550.

3.5.2. Interfaz para su uso con la DAQ USB-6003

Esta interfaz gréafica fue hecha en Labview y fue creada para adquirir y mostrar la sefial proveniente
del fotodetector en tiempo real cuando se usa el sistema en el modo de RPS a angulo fijo.

En la Figura 3.11 se muestra el codigo que fue usado para crear la interfaz. En la parte A se
proporciona al programa el tiempo que durara la prueba y el nimero de muestras por segundo que

seran adquiridas. En la parte B es donde se lleva a cabo la adquisicion de datos y en la C es donde
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se guardan los datos obtenidos.

Figura 3.11: Cédigo fuente del programa para adquirir datos en tiempo real.

La Figura 3.12 muestra la interfaz de usuario del cédigo que se mostr6 en la Figura 3.11. En el
control numérico SAMPLES PER SECOND se indica el nimero de muestras por segundo que se
tomaran en la prueba. En TEST TIME se especifica el tiempo que tardara la prueba y en FILE
NAME se proporciona el nombre que se dara al archivo de datos donde se guardaran los datos
adquiridos. En el indicador TIME ELAPSED se muestran los segundos que han transcurrido desde
el inicio de la prueba y finalmente, con los botones START y END se inicia y se finaliza la prueba,

respectivamente. El eje horizontal de la grafica corresponde al tiempo.

Figura 3.12: Interfaz de usuario para adquirir datos en tiempo real.
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Interfaces de simulacion y analisis de las

curvas de RPS y de la técnica de

Brewster creadas en LabVIEW

La instrumentacion virtual es un campo interdisciplinario que mezcla las principales tecnologias
comerciales, como computadoras, con software flexible y una gran variedad de hardware de control
y medicién, de modo que se puedan crear sistemas definidos por el usuario que sean capaces de
satisfacer con exactitud las aplicaciones en las que se emplearan. Con la instrumentacion virtual se
reducen los tiempos de desarrollo y al mismo tiempo se crean productos de alta calidad con costos

de diseno mas bajos.

En otras palabras, la instrumentacion virtual hace referencia al empleo de computadoras de uso
general y estaciones de trabajo, en combinacion con dispositivos hardware de recoleccion de datos

y software de instrumentacién virtual, para construir sistemas de instrumentacién integrada [59].

Dentro de los software de instrumentacién virtual se encuentra LabVIEW. Este software es un len-
guaje de programacion grafico que es empleado en la industria y en la academia como modelo para
el desarrollo de sistemas de instrumentacion virtual. Su amplio uso se debe a que tiene una gran
cantidad de bibliotecas de funciones que hacen posible desarrollar algoritmos complejos, ademéas
de que permite establecer la comunicaciéon con una gran cantidad de protocolos de comunicaciones
e interfaces de software y hardware.

Los codigos en LabVIEW constan de una interfaz de usuario, la cual es totalmente gréafica, y de
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un codigo fuente que se fundamenta en el uso de bloques de conexién los cuales se conectan entre

si por medio de cables [64].

La instrumentacion virtual es parte fundamental de los sistemas de RPS, pues permite que el
manejo del sistema, el manejo de los datos y la visualizacién de los resultados se pueda llevar a

cabo de forma sencilla y facil para quién opera los sistemas.

Antes de realizar cualquier experimento en resonancia de plasmones, es importante tener un cono-
cimiento a priori de los resultados que se esperan. Es decir, si con los parametros que se tienen se
puede alcanzar a resolver la curva o si hay que cambiarlos, y qué caracteristicas tendra la curva,
por ejemplo el angulo de resonancia. Por todo lo anterior es que resulta de mucha importancia el

proceso de simulacion de la curva tedrica de RPS.

El ajuste de la curva tedrica a la curva de RPS obtenida de forma experimental, tiene como finali-
dad la obtencién de los parametros 6pticos (indice de refraccion, coeficiente de extincién, grosor) de
algunos medios que conforman el arreglo. Generalmente, se puede caracterizar el medio de salida,
si es que ya se conocen los datos de la pelicula metalica que se estd usando, o se puede caracterizar
una pelicula delgada si ya se tiene conocimiento de los datos del medio de salida. Es importante
mencionar que entre menor sea el niimero de parametros 6pticos a encontrar, el ajuste de curvas
serd mas preciso y por ende con menos ambigiiedades, es decir, la multiplicidad de valores sera

minimizada para una curva con un buen ajuste.

Cuando se tiene una curva de RPS experimental es importante realizar un analisis de la misma,
ya que existen datos de la curva que son de utilidad para realizar otras pruebas. Por ejemplo, al
realizar el andlisis es primordial conocer el ancho medio de la curva (Full width at half maximum),
ya que este dato da informacion sobre la absorcién del medio de salida, asi como el angulo al que
esta situada la mitad de la pendiente de la curva, pues este es un dato que sirve para realizar

mediciones en funcion del tiempo cuando se estd monitoreando una reacciéon quimica o biolégica.

El hecho de usar una interfaz que realice de forma automatica el calculo de indices de refraccion de
materiales de bulto transparentes y de peliculas delgadas dieléctricas, hace posible que el proceso

se haga de forma rapida y con una mayor precision.
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4.1. Curva teorica de RPS

Se cred una interfaz en LabVIEW para que la visualizacion de la curva tedrica se pudiera realizar
de forma préctica, y en la cual al cambiar los valores de los parametros, los cambios en la curva

pudieran verse reflejados en tiempo real.

El codigo de esta interfaz estd basado en la teoria de reflexién de capas multiples de Fresnel. En

la Figura 4.1 se muestra el cédigo fuente para la interfaz.

Figura 4.1: Cobdigo fuente para el calculo de la curva tedrica de RPS

La parte A de la Figura 4.1 se muestra de forma mas clara en la Figura 4.2. En esta parte se
encuentran los parametros de entrada que tienen que proporcionarse para obtener la curva de

RPS. Los parametros de entrada son los siguientes:

= Numero de capas. Se refiere a cuantas capas tiene el arreglo, tomando en cuenta desde el
medio de entrada hasta el medio de salida. Una capa esta compuesta de tres medios: el medio
de entrada (p. ej. el prisma), el medio con un grosor (peliculas delgadas), y el medio de salida

(p. €j. el aire).

s Indices de refraccién. En esta parte se indican los indices de refraccion de cada una de las

capas del arreglo.

45



CAPITULO 4. INTERFACES DE SIMULACION Y ANALISIS DE LAS CURVAS DE RPS Y DE LA TECNICA DE BREWSTER
CREADAS EN LABVIEW

= Coeficientes de extincién. Aqui se proporcionan los coeficientes de extincién de las capas, en

caso de que cuenten con uno, de lo contrario este valor se toma como cero.

= Espesores. En esta parte se proporcionan los grosores de las peliculas delgadas del arreglo.

Este dato se debe proporcionar en Angstroms.

= Longitud de onda. Para el calculo de la curva también es necesario conocer la longitud de

onda de trabajo, este dato debe proporcionarse en Angstroms.

= Resolucién. Numero de puntos que seran calculados para formar la curva. Entre mayor sea

el nimero de puntos la curva se verd mas definida.

» Angulo minimo y dngulo méximo. Es el rango de dngulos sobre el cual se hard el cdlculo de

la curva de RPS (indicados en la Figura 4.2 como ¢ minimo y q mdzimo.

Figura 4.2: Parte A del cédigo fuente para el cilculo de la curva teérica de RPS.

La parte B de la Figura 4.1 (Figura 4.3) es la parte del cddigo que hace posible que se pueda

obtener la curva para n capas.
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Figura 4.3: Parte B del cédigo fuente para el célculo de la curva tedrica de RPS.

La parte senalada con la letra C (Figura 4.4) es donde se lleva a cabo el célculo de la curva de

RPS a partir de los datos que se proporcionan en la parte A de la imagen.

Figura 4.4: Parte C del cédigo fuente para el célculo de la curva tedrica de RPS.

Finalmente, en la parte D (Figura 4.5) es donde se muestran de forma grafica los datos teéricos

calculados, en esta parte también se obtiene el angulo de resonancia tedrico o de minima reflexion.
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Figura 4.5: Parte D del c6digo fuente para el cdlculo de la curva tedrica de RPS.

En la Figura 4.6 se muestra la interfaz de usuario. Los parametros de entrada se introducen en su
respectivo control numérico y la curva se visualiza en la parte derecha de la interfaz. Si el valor de

alguno de los pardametros es modificado, el cambio se observara en tiempo real en la grafica.

Figura 4.6: Interfaz de usuario para obtener la curva teérica de RPS
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4.2. Ajuste de curvas de RPS

En esta parte es donde se realiza el ajuste de la curva tedrica a la curva experimental. En la Figura
4.7 se muestra el c6digo con el que se realiza el ajuste de curvas. En la parte A de la imagen es
donde se cargan los datos obtenidos experimentalmente. Este archivo de datos tiene una extension
.dat y estd formado por dos columnas, en una se encuentran los angulos y en otra los valores de
reflectancia captados por el fotodetector. Para poder manipular los datos, en el programa se hacen
modificaciones para quitar los encabezados con que se generan los archivos.

Después, en la parte B, se obtiene la curva tedrica (usando las ecuaciones 2.7 a 2.12). La curva
tedrica es obtenida a partir de los parametros 6pticos de entrada que se proporcionan desde la
interfaz de usuario.

Finalmente, en la parte C se hace la superposicion de las curvas (tedrica y experimental). Para
hacer el ajuste de curvas, las pérdidas y los errores de alineacién son tomados en cuenta. Cabe
senalar, que el ajuste que se realiza es para tener un conocimiento aproximado de los valores y es

de mucha utilidad para conocer de forma rapida los parametros 6pticos del medio en cuestion.

El ajuste toma en cuenta las pérdidas que se dan por esparcimiento de la luz (multiplicando los
valores de reflectancia obtenidos, por un pardmetro con un valor maximo de uno, y ese resultado
es el que se gréfica), o por la reflexién en las diferentes superficies. Los errores también se toman en
cuenta, ya que cuando se trata de un error muy pequeno de alineacién, resulta mas facil tomarlo

para el conjunto de mediciones, que corregirlo para angulos muy pequenos.
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Figura 4.7: Cédigo fuente para el ajuste de curvas de RPS

En la Figura 4.9 se observa la interfaz de usuario para realizar el ajuste de curvas. Los parametros
de entrada son los mismos que para la curva tedrica, también deben proporcionarse las pérdidas y
el error, asi como el archivo de datos donde se encuentran los datos experimentales. Los controles
numéricos de los parametros de entrada cuentan con barras deslizables con las que se hace un
control grueso de cada parametro. En la grafica de la derecha es donde se observan las curvas

tedrica y experimental superpuestas. La superposicion de las curvas se realiza al presionar el boton

Fitting.
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Figura 4.8: Interfaz de usuario para el ajuste de curvas de RPS

4.3. Analisis de la curva experimental de RPS

En esta parte se hace el analisis para obtener los parametros importantes de la curva experimental
(Figura ?7?). Este andlisis da como resultado el dngulo de resonancia del arreglo, el angulo en el
que esta situada la mitad de la pendiente de la curva, el ancho de la curva, la intensidad minima

y la intensidad méxima; todo esto dentro de un rango de angulos que es establecido al inicio.

Figura 4.9: Parametros de la curva de RPS.
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En la Figura 4.10 se muestra el cédigo fuente para la obtenciéon de los parametros de la curva. En
la parte A del codigo es donde se cargan los datos obtenidos de forma experimental y se les aplica
un filtro Butterworth. El filtro Butterworth es uno de los més bésicos y se usan para producir una
respuesta lo mds plana posible [65].

La parte B del c6digo es donde se establece el rango de angulos sobre el cual se hara el analisis.

Por dltimo, en la parte C es donde se obtienen los parametros de la curva.

Figura 4.10: Coédigo fuente para el andlisis de la curva experimental de RPS.

En la Figura 4.11 se muestra la interfaz de usuario para el andlisis de la curva experimental. Se
tienen que proporcionar a la interfaz los datos experimentales y el rango de angulos (6Starting y
0 F'inal) bajo el cual se quiere llevar a cabo el andlisis. Cuando se presiona el botén ANALIZE es
cuando se lleva a cabo el analisis. En la interfaz también se puede ver la curva que se esta analizando
y los parametros de la curva (0 R, Curve width, O Middle, Minimum Intensity, Mazimum Intensity)

se muestran en los indicadores.

52



CAPITULO 4. INTERFACES DE SIMULACION Y ANALISIS DE LAS CURVAS DE RPS Y DE LA TECNICA DE BREWSTER
CREADAS EN LABVIEW

Figura 4.11: Interfaz de usuario para el analisis de la curva experimental de RPS.

4.4. Técnica de Brewster

En esta parte de la interfaz es donde se determina el indice de refraccién de un sustrato transparente
por medio del angulo de Brewster. En la Figura 4.12 se muestra el codigo fuente para la interfaz.
En la parte A del c6digo es donde se proporcionan los datos experimentales. Después de cargar los
datos se les aplica un filtro Butterworth y se establece el rango de angulos para realizar el calculo.
Luego, en la parte B, se muestra la curva experimental y se obtiene el dngulo de minima reflectancia
(dngulo de Brewster). Después se aplica la tangente al dngulo de Brewster y finalmente se obtiene
el indice de refraccién del sustrato. Cabe mencionar que lo que se obtiene con esta interfaz, es

unicamente la parte real del indice de refraccién.
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Figura 4.12: Cddigo fuente para obtener el indice de refraccién de un sustrato transparente.

En la Figura 4.13 se muestra la interfaz de usuario para el c6digo anterior. En la interfaz se propor-
cionan los datos experimentales y el rango de angulos sobre el que se hara el cdlculo. Finalmente,
se obtienen los resultados del 4ngulo de Brewster y del indice de refraccién (mostrados en indica-
dores) al presionar el botén calculate de la interfaz. En la parte derecha de la Figura 4.13 es donde
se observa la curva de reflectancia.

Durante la obtencién de las curvas experimentales es comin que se tengan errores de alineacion.
Por tal motivo, este calculo puede realizarse y se obtienen el dngulo de Brewster y el indice de

refraccion tomando en cuenta los grados de error.
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Figura 4.13: Interfaz de usuario para obtener el indice de refraccién de un sustrato transparente.
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4.5. Técnica de Abeles-Brewster

En esta interfaz se obtiene el indice de refraccion de una pelicula delgada dieléctrica usando la
técnica de Abeles-Brewster (ecuacién 2.15). En la Figura 4.14 se muestra el cédigo fuente que
realiza este cdlculo. La parte A del c6digo es donde se cargan los datos de las curvas experimentales
del sustrato y de la pelicula delgada dieléctrica sobre el sustrato. También se establece el rango
de angulos de barrido. Después, en la parte B, es donde se busca el angulo donde las curvas se
intersecan, al obtener este angulo se le aplica la tangente y con esto se obtiene la parte real del
indice de refraccién de la pelicula. El angulo de Brewster y el indice de refraccién del sustrato se

obtienen de la misma forma que en la interfaz donde se usa la técnica de Brewster.

Figura 4.14: Cédigo fuente para obtener la parte real del indice de refraccion de una pelicula delgada

dieléctrica.

En la Figura 4.15 se muestra la interfaz de usuario para el cédigo anterior. Se cargan los datos
experimentales de ambas curvas y se establece el rango de angulos para realizar el calculo. Al pre-
sionar el botén Calculate Film RI se realiza el célculo y el resultado se muestra en los indicadores
que se encuentran abajo del botén. En la parte derecha de la interfaz se muestran las curvas de

reflectancia.

En esta interfaz también pueden realizarse los calculos de indices de refraccién y angulos de Brews-

ter tomando en cuenta los grados de error en la alineacion.
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Figura 4.15: Interfaz de usuario para obtener el indice de refraccién de una pelicula delgada dieléctrica.
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Capitulo 5

Diseno y fabricacion de componentes

optomecanicas del sistema de RPS

El uso de sistemas mecanicos en diferentes procesos, esta ligado al desarrollo de la sociedad, asi
como al de la industria [66]. En los comienzos, la fabricacion de elementos mecénicos se realizaba
de forma manual y artesanal, pero el inicio de la revoluciéon industrial y el invento de maquinas
mas complejas y con mayor precision, dio como resultado que se diera mayor importancia a la
precision de las dimensiones de las piezas que integran los sistemas mecanicos, para con esto evitar

problemas en el ajuste durante el montaje y el funcionamiento de los sistemas [67].

En disefio mecénico, son creados dispositivos o sistemas con la finalidad de cubrir una necesidad
o requerimiento especifico. Un dispositivo mecanico estd formado por partes en movimiento que
transmiten potencia y realizan un determinado movimiento. Los sistemas mecanicos estan forma-
dos por varios dispositivos mecanicos y son empleados en diferentes campos, como la industria, la
construccion, etc. Para diseniar los dispositivos es necesario que quién disena tenga conocimientos
sobre dibujo, procesos de fabricacion, resistencia de materiales, disefio mecanico, estatica, dinami-
ca, etc. por mencionar algunos. Algunos disenos, ademas de los conocimientos de mecanica bésica,
también requieren conocimientos de mecanica de fluidos, termodindamica, transferencia de calor,

controles eléctricos y procesos quimicos [68,69].

El disefio mecanico consta de diferentes etapas, tales como el reconocimiento de una necesidad, la
definicién de un problema, la sintesis (escoger y dimensionar un mecanismo que cumpla con las

especificaciones requeridas), el disefio detallado del elemento o sistema y por dltimo la presentacién
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de los resultados [70].

Ambos sistemas de RPS (el actual y el nuevo, Figura 5.1), constan de diferentes elementos me-
canicos para realizar sus multiples funciones. Los movimientos y funciones que realiza cada pieza,
tienen la finalidad de lograr una buena alineaciéon de la muestras, evitar vibraciones y facilitar en
medida de lo posible, todo el proceso de alineacién. Lo anterior se hace con el objetivo de que cada
medicion se pueda realizar con alta precision, lo cual se ve reflejado en el resultado final de las

mediciones.

Figura 5.1: Sistemas de RPS. a) Sistema actual. b) Sistema nuevo.

A continuacién se hace una breve descripcién de los elementos mecénicos que forman parte del
sistema de RPS (para mayor detalle de las piezas ver el Apéndice ??7). La mayoria de las piezas se
fabricaron con aluminio, esto debido a sus propiedades fisicas como su ligereza, su resistencia a la
corrosion, ademas de su buena resistencia mecdnica y de que no es magnético. Algunas de las piezas
fueron anodizadas en color negro mate, para evitar las reflexiones y que éstas no representen un
problema en las lecturas que se tomen con el fotodetector. El anodizar las piezas ayuda también
a evitar el desgaste del material y en consecuencia la friccion entre las piezas cuando estan en

movimiento.

99



CAPITULO 5. DISENO Y FABRICACION DE COMPONENTES OPTOMECANICAS DEL SISTEMA DE RPS

5.1. Montura para el laser He-Ne

En la Figura 5.2 se muestra el diseno mecanico de la montura en la que se coloca el laser He-Ne,
asi como las fotografias de la montura ya en uso. El diseno de esta montura se modific6 de acuerdo
a las necesidades que se presentaron, hasta llegar al que se muestra en la imagen. En la imagen
5.2, la parte a permite que se fije la posicion vertical del laser. Las placas senaladas con las letras
b y c, permiten que el laser se pueda desplazar de un lado a otro, y juntas forman la parte f
del mecanismo. Con la parte senalada con la letra d se elimina el juego lateral de la montura.
Finalmente, con la parte e de la montura, se ajusta la altura a la que quedara el laser, asi como la

inclinacién que tendra.

Esta montura permite controlar de forma mas facil la posicion del laser, lo cual repercute directa-
mente en las mediciones, pues en ocasiones es necesario que el laser llegue al prisma o al sustrato

en un punto determinado, cosa que no podria lograrse solo con manipular el prisma o el sustrato.
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Figura 5.2: Montura donde se coloca el Laser Helio-Neon.

En la Figura 5.3 se muestra una grafica en RPS, en la cual, para obtenerla se tuvo que posicionar el
laser entre dos interfaces: oro-aire y oro-PDMS. En Figura se observan las graficas para diferentes
temperaturas y se puede ver como la energia se distribuye entre las dos interfaces. Para obtener
graficas de este tipo, es necesario tener un buen control del laser, pues de no ser asi, seria muy

dificil lograr la posicién deseada.
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Figura 5.3: RPS en dos interfaces, oro-aire y oro-PDMS, a diferentes temperaturas.

En la Figura 5.4 se muestra la microcelda de teflon que se usa para biosensado. Como se ve, la parte
que estara en contacto con la muestra es muy pequena (4 mm x 3 mm), y en ese pequeno espacio
es donde se debe posicionar el haz de luz laser. Lograr posicionar el laser no es algo trivial, pero

el tener un sistema donde se puede controlar la posicion del laser facilita por mucho ese proceso.
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Figura 5.4: Microcelda para biosensado.

5.2. Diseno para ensamblar las platinas rotatorias, el pris-
ma y el fotodetector

A continuacién se muestran las piezas con las que se ensamblan las platinas rotatorias. En la Figura
5.5 se muestra el disefio del eje y de la placa sobre la que se coloca el fotodetector. El prisma se
coloca sobre las piezas mecanicas que se observan en la Figura 5.6, y a su vez, estas piezas se
colocan sobre el eje. Las piezas mecanicas de la Figura 5.6 se colocan una sobre otra (placa b
sobre la placa a), para facilitar la alineacion del prisma con la fuente de iluminacién. Una de las
placas se queda fija mientras que la otra se puede desplazar de forma axial. En estas placas se
tenia también un problema de juego axial, por lo que se disefiaron otras que ya no presentan ese
problema. En las placas actuales (mostradas en la Figura 5.6) se usa un corte en forma de trapecio

que se conoce como cola de milano.
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Figura 5.5: Piezas que se usan para ensamblar las platinas rotatorias.

Figura 5.6: Piezas mecénicas sobre las que se coloca el prisma.

En la Figura 5.7 se muestra la secuencia de imagenes del ensamblado de las platinas rotatorias. La

imagen 1 muestra que la primera parte consiste en armar la base, colocando las barras roscadas
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en ésta. La imagen 2 muestra cémo se coloca una platina rotatoria sobre la base. En la imagen 3
se muestra la base con la platina y con unos separadores, los cuales tienen la funcién de mantener
a la otra platina arriba. Los separadores deben tener la misma longitud para evitar que la otra
platina quede inclinada con respecto a la platina que se encuentra abajo. La imagen 4 muestra
como se coloca el eje sobre la platina. Este eje encaja perfectamente sobre la platina (para evitar
movimientos axiales) y es el que mueve a las placas donde se coloca el prisma. La imagen 5 muestra
como se coloca la otra platina rotatoria. En la imagen 6 se muestran las dos platinas rotatorias
ya ensambladas, mientras que en la imagen 7 se observan unos separadores sobre la platina. Los
separadores evitan que las barras roscadas choquen con la placa sobre la que iréa el fotodetector.
En la imagen 8 se observa cémo se coloca la placa del fotodetector sobre las platinas, esta placa se

fija sobre la ultima platina. Por dltimo, en la imagen 9 se muestran las platinas ya ensambladas.
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Figura 5.7: Armado del mecanismo para colocar las dos platinas rotatorias.

Otra parte que integra el sistema, es la pieza que sujeta al fotodetector. En la Figura 5.8 se muestra
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esta pieza. La placa fendlica que contiene al fotodetector se coloca en la pieza mecanica mediante
tornillos, y se usan separadores entre la placa y la pieza mecanica para no danar la placa o provocar
un cortocircuito. Con esta pieza, el fotodetector se puede mover de arriba a abajo con movimientos
finos, mientras que el centrado del haz de luz laser se hace mediante la platina rotatoria que se
encarga del movimiento del fotodetector. La pieza mecanica junto con la placa del fotodetector se

colocan sobre la superficie plana perforada que se muestra en la Figura 5.5.

Figura 5.8: Pieza para sujetar la placa que contiene al fotodetector.

5.3. Montura para pruebas con sustratos

En la Figura 5.9 se muestran las piezas mecanicas que se emplean para hacer mediciones usando
sustratos, asi como el disefio de cada una. En el inciso a se muestran los disenios de cada pieza.
En el inciso b se muestra la primera pieza mecanica que se fabricé para las mediciones usando

sustratos. Esta pieza tiene tres puntos de ajuste con los cuales se puede inclinar el sustrato. En la
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parte superior de la pieza se encuentra una perilla con la cual se puede mover el sustrato de forma
axial. Con la pieza que se muestra en el inciso c, es posible manipular los sustratos transversal y
longitudinalmente, pero con movimientos mas finos, en comparacion con la otra pieza mecanica.
Con el inconveniente de que al ser los movimientos més finos, el proceso de alineaciéon es mas

tardado. Asi también, es posible inclinar con movimientos finos el sustrato.

Figura 5.9: Piezas mecanicas para hacer mediciones con sustratos.

5.4. Celdas para biosensado

Otros elementos que son de gran importancia para realizar mediciones son las piezas mecanicas
donde se coloca el prisma para hacer pruebas de biosensado. En la Figura 5.10 se muestran el
disefio mecéanico y las fotografias de las piezas en la cual se montan el prisma y una microcelda
para fluidos. También se muestran microceldas de diferentes materiales (de izq. a der.): aluminio,
nylon y teflon. La diferencia en materiales se debe a que no todas los fluidos que se usan reaccionan
de la misma forma con los materiales de las microceldas. La que se emplea para biosensado es la

celda de teflon, esto debido a que es un material que no reacciona con los fluidos que se usan.
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Figura 5.10: Piezas mecanicas para hacer pruebas con fluidos.

Para realizar biosensado, las cantidades de las muestras son de algunos mililitros y fluyen por
la celda a tasas de microlitros por minuto. Con la finalidad de reducir el uso del material para
biosensado, y por ende, la turbulencia del flujo y el ruido, se hizo una reduccién de la parte de la
microcelda que esta en contacto con el prisma y con el metal, tal como se muestra en la Figura
5.11. Las dimensiones de la microcelda con el canal mayor son de 9.50 mm x 3 mm, mientras que

la otra es de 4 mm x 3 mm.
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Figura 5.11: Microceldas de teflon.

Para definir el tipo de flujo que pasa a través de las microceldas, se hizo el calculo de su niimero
de Reynolds (Re) para el agua. Conociendo este nimero se puede saber si el flujo es laminar,

turbulento o critico.
_ pViD

i

Donde p es la densidad del fluido, v, la velocidad caracteristica del fluido, D el didmetro de la

Re

(5.1)

tuberia a través de la cual circula el fluido, p es la viscosidad dindmica del fluido.
Para un flujo volumétrico de 40 ul/min, se tiene una velocidad de 1,5393 x 107% m/s. Para agua

a 25°C, se tienen los siguientes valores:

D =0,0014 m
V,=1,5393 x 1075 m/s

p = 997,08 kg/m?
pw=0,893 x 1073 kg/m - s

Para los datos que se acaban de mencionar, el nimero de Reynolds es 2,4 x 1072, Este valor indica
que se tiene un flujo laminar, ya que si el nimero de Reynolds es menor de 2100 se tiene un flujo

laminar [71].
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En la Figura 5.12 se muestra el diagrama del interior de la microcelda. El canal que se observa
en ella tiene un didmetro de 1.40 mm. La muestra se hace pasar por la microcelda usando unos
vastagos (Figura 5.13) a la entrada y a la salida de ésta. Los vastagos estan hechos de latén y de
acero inoxidable. En el vastago de entrada se conectan agujas de jeringa de 0.7 mm de didmetro,

y para poder pegarlas al vastago se desgastan los biseles y se pegan con un adhesivo.

Figura 5.12: Interior de la microcelda.

Figura 5.13: Vastagos de entrada y salida que se conectan a la microcelda.

5.5. Fabricacion de los prismas

El proceso para realizar componentes Opticas tinicas, como prismas o lentes, consiste principalmente

en cuatro pasos [72]:
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Cortar la pieza en bruto a partir del vidrio crudo.

Esmerilar al tamano y dngulo (o radio) deseados.

Rectificado fino manteniendo el angulo deseado.

Pulido y acabado de la pieza.

Los prismas que se usan en el laboratorio son prismas semicilindricos que son fabricados en el taller

6ptico del CIO. El proceso de fabricacion que se realiza es el siguiente:

= La primera parte corresponde al diseno de la pieza, es importante mencionar que quien realiza
el diseno debe establecer las tolerancias. De no ser asi, se utilizan los estandares ISO10110 o

la Norma Militar Americana.

= Se marca el sustrato sobre el bloque de vidrio y se corta con la maquina sierra. Con esta
maquina se cortan bloques de material usando sierras circulares revestidas de diamante o
sierras de cinta [73]. La maquina que se usa es la maquina R. Howard Strasbaugh 10J y se
muestra en la Figura 5.14. La velocidad a la que se hace el corte del bloque depende del tipo
de vidrio. Entre mas fragil sea el vidrio, menor serd la velocidad a la que se hard el corte,
esto para evitar que la pieza se caliente y se generen tensiones. El corte debe ser continuo

pero a una velocidad que el material soporte.
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Figura 5.14: Méaquina sierra R. Howard Strasbaugh 10J

= Después de que se ha cortado el bloque de vidrio, lo siguiente es rectificar sus caras. Para
esto se coloca en una maquina CNC. En la maquina se puede ajustar las velocidades de corte

y cuadnto material se quiere quitar. En la Figura 5.15 se muestra esta maquina.

73



CAPITULO 5. DISENO Y FABRICACION DE COMPONENTES OPTOMECANICAS DEL SISTEMA DE RPS

Figura 5.15: Méaquina CNC.

= Después de rectificar la pieza, se mete a la maquina redondeadora R. Howard Strasbaugh 7J.
Esta maquina tiene herramientas de diamante y una precision de una décima de milimetro.
Se le deja una tolerancia a la pieza para el proceso de esmerilado y se mide el didmetro de
la pieza con el vernier. En la Figura 5.16 se muestra la maquina que se usa en el taller para

este proceso y el resultado final de la pieza al salir de la maquina.
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Figura 5.16: MAaquina R. Howard Strasbaugh 7J .

» Para el proceso de esmerilado se coloca la pieza en una maquina de dos ejes (Figura 5.17) y
se usan herramientas como las que se muestran en la Figura 5.17. En este procedimiento se
usan abrasivos, esto para quitar las marcas o poros que quedan en las piezas derivados de los
procesos anteriores. El proceso inicia con el abrasivo de grano més grueso (25 p). Después
se cambia a un abrasivo menor, por ejemplo de 15 p y asi sucesivamente hasta llegar a 5 p.
Durante el proceso se hacen revisiones continuas de la pieza, se lava y se observa el tamano

de los poros usando un microscopio.
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Figura 5.17: Maquina de esmerilado.

» Lo siguiente es el proceso de pulido. Se coloca la pieza en una maquina para pulir (Figura
5.18), el abrasivo que se usa es de un grano muy fino (0.3 g o menor). Al igual que en el

proceso de esmerilado, también se hacen revisiones del tamano del poro de la pieza.
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Figura 5.18: Méaquina para pulir.

= Después se regresa la pieza a la maquina sierra para cortar el cilindro y de esta forma se
pueda formar la cara plana del prisma semicilindrico. Después se rectifica la pieza y se regresa
a la parte de esmerilado. La planicidad de las caras planas del prisma se mide usando un
esferébmetro como el que se observa en la Figuro 5.19. El esferometro de la Figura es un

esferémetro analogo, y su rango de medicion esta en el orden de p de milimetro.
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Figura 5.19: Esfer6metro.

= Después se regresa la pieza a pulido. En esta parte, para corroborar la planicidad de las caras,
en lugar de usar el esferémetro se hace la prueba de los anillos de Newton (Figura 5.20 a). Se
coloca la pieza sobre una superficie de referencia plana, muy precisa. La forma de las franjas
que aparezcan determina la planicidad de la pieza bajo inspeccion. Si las franjas tienen un
espacio uniforme entre ellas, estan rectas y paralelas, entonces la pieza bajo prueba es por
lo menos tan plana como la referencia. Si las franjas son curvas, entonces existe error en la
planicidad. De acuerdo a cémo se observen las franjas en la pieza seran las modificaciones
que se le estaran haciendo.

El resultado final para la elaboraciéon de un prisma se muestra en la Figura 5.20 b.
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Figura 5.20: Acabado final de la pieza. a) Anillos de Newton para la planicidad de las caras. b) Prisma

terminado.

5.6. Deposito de las peliculas delgadas

Para obtener resultados 6ptimos, el proceso de depdsito de las peliculas delgadas es de suma im-
portancia. Por ejemplo, en biosensado usando RPS, para alcanzar una buena sensibilidad, el grosor
de la pelicula juega un papel determinante. Aproximadamente 50 nm es el grosor elegido como el

grosor 6ptimo para un sistema convencional de sensado RPS [74].

Para metales dados, la funcion dieléctrica y la morfologia de la pelicula depende en gran medida de
las condiciones en las que se realiza su depdésito. En la practica, el objetivo es depositar peliculas
metalicas densas con alta pureza, baja rugosidad en la superficie y granos de tamano grande.

El rendimiento 6ptico de las peliculas delgadas se ve afectado también por la tasa de deposicion,
la presion en la camara de depoésito, la temperatura del sustrato y el grosor general de la pelicula.
Otro aspecto a considerar son las condiciones de vacio, las cuales deben ser las mejores posibles
para reducir los efector de gases residuales. La tasa de deposicién es de mucha importancia, para
metales que son altamente reactivos, e incluso para la plata y el oro, aunque no son particularmente
reactivos pero son susceptibles a la fijacion de limites de granos por los gases residuales, tasas altas

de deposicion pueden mejorar la calidad de las peliculas [75].

En el laboratorio de peliculas delgadas de CIO, para realizar depdsitos, el proceso que se sigue es
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el siguiente:

= La primera parte consiste en limpiar los sustratos o prismas sobre los que se hara el deposito
de pelicula delgada. El primer paso es limpiar las piezas con detergentes desengrasantes

(Figura 5.21) y agua destilada.

Figura 5.21: Detergentes para limpieza de sustratos.

= Cuando las piezas estan secas, se limpian con solventes como alcohol isopropilico, o acetona
con éter por porcentajes pequenos. Durante esta limpieza se usa una campana de flujo laminar

(Figura 5.22) para que las particulas de polvo no contaminen las piezas.
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Figura 5.22: Campana de flujo laminar.

Luego se colocan los sustratos y/o prismas en las monturas que se meterdn a la cdmara para

hacer el depésito de la pelicula delgada.

Después se coloca la montura con los sustratos y/o prismas en la campana de evaporacion,
y se ilumina para inspeccionar que durante el traslado no se hayan adherido particulas de

polvo o pelusas.

Cuando se han colocado las piezas en la campana de evaporacion, se hace vacio. Esto para

que la temperatura que se necesita para hacer el depésito de la pelicula delgada sea menor.

En el laboratorio de peliculas delgadas del CIO, se puede depositar peliculas delgadas con la
campana de evaporacion Balzers BA510 (Figura 5.23a) por dos métodos, evaporacién térmica
(Figura 5.23b) o por candn de electrones (Figura 5.23c). La evaporacién térmica se usa cuando
los materiales a depositar no requieren temperaturas muy grandes para evaporarse. El canén

de electrones se usa con materiales que necesitan mucha temperatura para poder depositarse.
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Figura 5.23: Campana de evaporaciéon Balzers BA510.

Es importante mencionar que con tasas de evaporacion lentas, el material no se distribuye de forma
homogénea, asi también, para una mejor distribucién del material, debe haber mayor vacio (menor
presion) en la campana de evaporacién [75,76].

Para los depésitos de peliculas que se usan en este trabajo, la velocidad usada es de 5 A/s, si la
pelicula es de oro. Si la pelicula es de cromo, se usa una velocidad menor (0.1 A/ s), esto porque
las capas de cromo que se usan son muy delgadas (3 nm aproximadamente). El vacio que se usa

estd entre 2 y 3 x 107° mbar, y la corriente que se ha usado es de aproximadamente 8 A.
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Aplicaciones

A continuacién se describen los experimentos que se hicieron usando el sistema de RPS. Dentro
de las mediciones realizadas se encuentra la deteccién de compuestos aromaticos en el tequila, la
determinacion de los parametros épticos de peliculas delgadas organicas e inorganicas usando la
técnica de RPS y la técnica A-B, y la creacion de un prototipo de biosensor para la deteccién de

la Sigatoka negra, una enfermedad que se da en las hojas de las plantas de platano.

6.1. Detecciéon de compuestos aromaticos en tequila

En los tdltimos afios, la fama del tequila ha ido incrementando, y ahora es la bebida mexicana
mas representativa a nivel internacional. Por esta razon, su elaboracion, exportacion, distribucion
y consumo debe ser bajo altos criterios de calidad, para asegurar a los consumidores que la bebida
que estan adquiriendo no esta adulterada.

El consejo regulador del tequila (CRT), clasifica el tequila en las siguientes categorias:

s Tequila 100 % puro de agave. Este tipo de tequila se obtiene de la destilacién y rectificacién
de los mostos que resultan de la molienda de cabezas de agave maduras (previamente o

posteriormente hidrolizadas o cocidas y sometidas a fermentacién alcohélica con levadura).

s Tequila con no mas del 49 % de azicares distintos a los que se derivan de la molienda. El

proceso de obtencion es el mismo que el del punto anterior.

De acuerdo a las caracteristicas que adquiere en los procesos posteriores a la destilacion y rectifi-

cacion, el tequila se clasifica en tres tipos [77]:
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= Tequila blanco. Es el producto obtenido después de la fermentacion y doble destilacion.

» Tequila reposado. Es el producto obtenido después de pasar de tres a doce meses madurando

en barriles de roble.

= Tequila afiejo. Es obtenido después de uno a tres anos de maduracion.

El contenido de alcohol debe estar entre 35 y 55 %.

Una caracteristica importante para determinar la calidad y autenticidad del tequila y de cualquier
licor destilado, son sus compuestos aromaticos, los cuales se originan de las materias primas y de

la fermentacién alcohdlica, asi como de la destilacién, almacenamiento y afiejamiento [78].

La composicion de los compuestos aromaticos volatiles en licores destilados han sido especial y
ampliamente investigados [79-86]. Aunque méas de 1000 sustancias volatiles del tequila han sido
reportadas [83], el andlisis sensorial todavia es indispensable para describir y evaluar licores desti-
lados.

Por ejemplo, Benn y Peppard reportaron la caracterizacién de los componentes del sabor del te-
quila a través de un andlisis instrumental y sensorial. En este analisis encontraron maés de 175
componentes volatiles. Identificaron 60 componentes como odorantes en tres tipos de tequilas. Los
autores trataron de reconstruir el perfil del sabor mezclando los odorantes mas potentes, sin em-

bargo, no tuvieron éxito en la reproduccion del aroma del tequila [81].

Existen diferentes formas para la identificacion de los compuestos volétiles del tequila, tales co-
mo andlisis CHARM (sistemas para la seguridad alimentaria). Todos esos estudios proporcionan
informacion importante sobre los componentes del tequila y otras caracteristicas, pero tienen el
inconveniente de requerir muchas muestras o son demasiado caros o complicados. Los métodos de
cromatografia de gases con frecuencia tienen que ser capaces de interpretar analisis de laboratorio.
Sin embargo, atn los métodos analiticos mas sofisticados no pueden reemplazar por completo la
nariz humana, ya que solo nuestro sentido del olfato puede determinar si un compuesto es relevante

para un olor especifico [87].

En este experimento se propuso usar la técnica de RPS a angulo fijo para diferenciar tequilas

(blanco, anejo y reposado). En este formato, el cambio de indice de refraccién del aire, cerca de
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la pelicula de oro depositada sobre el prisma, debido a la presencia de compuestos aromaticos,
produce un cambio en la intensidad de la luz reflejada. Con este sistema no se pretende reemplazar

los sistemas convencionales de analisis de compuestos volatiles, sino complementarlos.

Para las pruebas, se usé tequila 100 % puro de agave, en sus tres presentaciones (blanco, reposado
y anejo). Las muestras se tomaron de cuatro marcas reconocidas de tequilas: Tequila Herradura,
Tequila Centenario, Tequila Cazadores y Tequila Don Julio, todas en sus tres variedades: blanco
(Herradura Blanco, TBH; Cazadores Blanco, TBCA; Centenario Blanco, TBC; y Don Julio Blanco,
TBJ), reposado (Herradura Reposado, TRH; Cazadores Reposado, TRCA; Centenario Reposado,
TRC; y Don Julio Reposado, TRJ) y anejo (Herradura Anejo, TAH; Cazadores Anejo, TACA,;
Centenario Anejo, TAC; y Don Julio Anejo, TAJ). Las muestras tienen un contenido de alcohol

que va del 35% al 46 %.

6.1.1. Procedimiento experimental

El arreglo experimental que se usé (RTA en la configuracién de Kretschmann), se muestra en la

Figura 6.1.
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Figura 6.1: Arreglo experimental para excitar y detectar resonancia de plasmones de superficie. Luz
de un laser He-Ne con polarizaciéon p incide en un prisma semicilindrico BK7 y es reflejada hacia el

fotodetector.

La pelicula delgada metdlica que se us6 fue oro con una pureza de 99.99 %. El material se evapord
usando el sistema de evaporacién al vacio Denton Integrity 39 (52107¢ Torr), mediante evaporacién

por cafién de electrones a una tasa de 5 A /s.

El prisma se colocé en el arreglo experimental, tal como se muestra en la Figura 6.1. Un laser
He-Ne con polarizacion p, y centrado a 632.8 nm se us6 como fuente de iluminaciéon. La luz se
dirigi6 al prisma semicilindrico, con su cara plana hacia abajo para validar la incidencia normal,
montado en una platina rotatoria con un barrido de # grados y con una resoluciéon de 0.01 grados.
El sistema de adquisicion de datos realiza las siguientes tareas: controlar los motores a pasos y

medir la intensidad de la luz reflejada en la superficie plana del prisma. Para esto se usé el sistema

de RPS actual.
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6.1.2. Resultados

Con la finalidad de comparar y elegir el mejor método para detectar compuestos aromaticos en
bebidas de tequila, usando como analito una mezcla de aire y los compuestos aromaticos evaporados
por cada muestra de tequila, se compararon las técnicas de RPS midiendo en barrido angular y en
angulo fijo. Para RPS usando barrido angular, como se muestra en la Figura 6.2a, fueron hechas
dos mediciones, una usando aire como analito y otra usando como analito la mezcla de aire con los
compuestos aromaticos evaporados de 1 ml de tequila Herradura blanco. La Figura 6.2b muestra
la intensidad del haz reflejado, medido en tres diferentes angulos durante 200 segundos. Como se
observa en la Figura 6.2, en las graficas que se obtuvieron con RPS mediante barrido angular,
resulta dificil diferenciar entre el plasmén generado por el aire y el generado por la mezcla de aire
y compuestos aromaticos de la muestra; mientras que con RPS a angulo fijo se puede obtener una

buena diferenciacion a un angulo en particular de la curva de RPS.

Figura 6.2: Comparacion entre las técnicas de RPS para medir aire y aire mezclado con los compuestos
aromaticos de 1 ml de tequila Herradura blanco. a) Barrido angular. b) Angulo fijo, a tres diferentes

angulos: 42.23°, 43.59° y 44.14° .

Se obtuvo la curva de RPS para determinar el &ngulo de mayor sensibilidad del sensor de RPS, al
cual las mediciones a dngulo fijo se deben realizar. En esta curva, se localizaron tres angulos; el
primer dngulo es al que ocurre la maxima intensidad (42.23°), el segundo es el dngulo en el cual

se localiza la parte media de la pendiente descendente més pronunciada de la curva (43.59°), y el
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ultimo es el dngulo al cual se da la minima reflectancia (44.14°), conocido también como dngulo
de RPS.

El prisma se colocd en los tres angulos seleccionados, y dos mediciones fueron hechas en cada
angulo, una medicién para aire y otra para la mezcla de aire y compuestos aromaticos evaporados
de 1 ml de tequila Herradura blanco (el cual tiene el porcentaje més alto de alcohol de todas las
muestras, 46 % alcohol/vol). La muestra se coloc en el fondo de la celda de pruebas adherida al
prisma (la celda de pruebas es una celda que estd abierta en la parte superior). La Figura 6.2b
muestra la grafica de la respuesta RPS, la cual se obtuvo para los tres angulos seleccionados de
la curva RPS. Como se observa, la sensibilidad més alta aparece al angulo donde se encuentra la
mitad de la pendiente descendente mas pronunciada de la curva; por lo tanto, el prisma se colocé
a ese angulo para hacer las mediciones.

Todas las mediciones se hicieron bajo las mismas condiciones iniciales, y un proceso de limpieza
de la celda, usando agua destilada, fue realizado después de cada medicion. La celda tiene una
capacidad de volumen de 6 ml, y solo 1 ml de cada muestra de tequila se us6, de modo que el
espacio de aire entre la muestra y el area donde el haz laser choca en el prisma es lo suficiente
grande (4 mm) para asegurar que los cambios unicamente se deben a los compuestos arométicos
evaporados de las muestras. Cada medicién se realizdé por 200 segundos con una tasa de muestreo
de 1 muestra/segundo (S/s). El tiempo transcurrido entre el cargar la muestra y realizar la me-
dicion fue de 3 minutos, se esperd ese tiempo para que la muestra de tequila se estabilizara, es
decir, se esper6 hasta que la muestra dejara de moverse, para que no se tuvieran fluctuaciones y
la medicién presentara el menor ruido posible. Cabe mencionar que en estas mediciones la celda

de pruebas se encontraba abierta.

Para propdsitos de calibracién, el aire (n = 1) produce una curva de RPS en la cual, el dngulo
de mayor sensibilidad se localiza en la mitad de la pendiente descendente mas pronunciada de la
curva de RPS, y la reflectancia fue medida a este angulo (43.59°) para una pelicula de oro de 55
nm sobre un prisma de vidrio BK7. El tipo de prisma se elige dependiendo del tipo de muestra
que se va a medir, es decir, el indice de refraccion de la muestra debe ser menor que el indice de
refraccion del prisma. Dado que lo que se va a monitorear es la mezcla de aire y de los compuestos

aromaticos de los tequilas, el prisma BK7 es una buena opcion.

En la Tabla 6.1 se muestran las caracteristicas de las muestras de tequila. La tabla muestra los
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TBJ 0 38 Agave fresco combiando con notas citricas de limén, lima y toronja [88].

TRJ 8 38 Suaves notas de limoén y capas

especiadas con un toque de frutas maduras [88].

TAJ 18 38 Mezcla fresca de lima, toronja y

mandarina con un toque intenso de caramelo [88].

TBH 0 46 Notas de agave cocido, hierbas,
citricos y frutas [89].
TRH 11 40 Célidos. Toques de vainilla y canela

surgen del aroma central de agave cocido [90].

TAH 24 40 Agave cocido con una mezcla de notas de especias,

de roble y matices de frutos secos con caramelo [91].

TBC 28 dias 35 Aromas de limdn, citricos y peras son evidentes.
Una nota de hierbas con una pizca de pimienta picante

se equilibra con un aroma del agave y el tono de tierra subyacente [92].

TRC 6 35 Tonos naturales de vainilla y clavo [93].
TAC 18 38 Aroma con matices tostados a madera [94]
TBCA 0 35 Intenso sabor con citricos té aromaético,

hierbas, y el legendario agave azul [95].

TRCA 2 38 Aromas de citricos a humo de madera de agave [95]
TACA 12 38 Canela, pimienta y citricos [95]

Tabla 6.1: Informacién de cada muestra, tal como tiempo de afiejamiento, contenido de alcohol y descripcién del

aroma detectado por catadores.

porcentajes de alcohol, los anos de anejamiento y la descripcion del aroma detectada por catadores
de tequila (nariz humana). Aunque el proceso de elaboracion es similar para todas las marcas, la
respuesta de la nariz humana es diferente para cada producto.

Se hizo la mediciéon de 12 muestras de tequila, de las cuatro marcas de tequila. La respuesta de
RPS a dngulo fijo de los tequilas blancos de cada marca se muestran en la Figura 6.3. Como se
observa, la marca con la reflectancia mas alta es Herradura, la cual tiene el porcentaje de alcohol
mas alto (46 % alc/vol), mientras que la marca con menor reflectancia es Don Julio (38 % alc/vol).
Las dos marcas con el mismo porcentaje de alcohol (35 % alc/vol), Centenario y Cazadores, tienen

curvas de reflectancia muy similares.
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Figura 6.3: Respuesta del aire y de las cuatro marcas de tequila blanco usando RPS a angulo fijo por

200 s.

En la Figura 6.4 se muestran los tequilas reposados. Para este caso, la reflectancia més alta la
mostrd el tequila Centenario, el cual tiene el porcentaje de alcohol més bajo (35% alc/vol). El

tequila con la reflectancia mas baja es Don Julio (38 % alc/vol).
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Figura 6.4: Respuesta del aire y de las cuatro marcas de tequila reposado usando RPS a dngulo fijo por

200 s.

La respuesta de RPS para los tequilas anejos se muestra en la Figura 6.5. Aunque tres marcas
tienen el mismo porcentaje de alcohol (38 % alc/vol), sus niveles de reflectancia son diferentes. La
reflectancia mas alta la muestra la marca Cazadores, y como en el caso anterior, la marca con

menor reflectancia es Don Julio.
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Figura 6.5: Respuesta del aire y de las cuatro marcas de tequila afiejo usando RPS a dngulo fijo por 200

S.

Comparando las Figuras 6.3, 6.4 y 6.5, se puede notar que la reflectancia més alta en la mayoria
de las muestras la obtuvieron los tequilas afiejos, seguidos de los reposados, y las muestras con
la menor reflectancia fueron los tequilas blancos. Se puede observar también, que los niveles de
reflectancia dependen del porcentaje de alcohol, pero dependen mas del tiempo de anejamiento.
Comparando las muestras de tequila por marcas, como se muestra en la Figura 6.6, se observa
que, en la mayorfa de las marcas, la mas alta reflectancia la mostraron los tequilas anejos (Figuras
6.6a, 6.6b, y 6.6d), y en la mayoria de las marcas, la reflectancia mas baja la obtuvieron los
tequilas blancos. En las Figuras 6.6a (Don Julio) y 6.6d (Cazadores), las muestras de tequila
tienen un comportamiento bien definido, ya que existe una clara diferenciaciéon entre cada una de
las muestras.

En la Figura 6.6b (Herradura), los tequilas blanco y reposado tienen un nivel de reflectancia similar,
y aunque el tequila blanco tiene un porcentaje de alcohol més alto (46 % alc/vol), todavia presenta
un nivel de reflectancia mas bajo que el tequila anejo. Finalmente, en la Figura 6.6¢ (Centenario),

el nivel de reflectancia mas alto es mostrado por el tequila reposado, seguido por el anejo y por
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ultimo el blanco. En las graficas para todas las marcas, los dos parametros importantes son el

contenido de alcohol y el proceso de anejamiento.

Figura 6.6: Respuesta de todas las muestras de tequila agrupados de acuerdo a la marca. a) Tequila
Don Julio. b) Tequila Herradura. ¢) Tequila Centenario. d) Tequila Cazadores, midiendo con una tasa de

muestreo de 1 muestra/segundo.

Se descartaron que los cambios en los niveles de reflectancia de los tipos de tequila se debieran
solo al porcentaje de alcohol en cada muestra, ya que la marca Don Julio (Figura 6.6a) tiene el
mismo porcentaje de alcohol en sus tres presentaciones, y el nivel de reflectancia incrementa de
acuerdo al proceso de anejamiento. En la marca Cazadores (Figura 6.6d), las variedades que tienen
el mismo porcentaje de alcohol son los tequilas reposado y anejo; en la marca Herradura (Figura
6.6b), los tequilas reposado y afiejo tienen el mismo porcentaje de alcohol. Finalmente, en la marca

Centenario (Figura 6.6), las variedades reposado y blanco también presentan el mismo porcentaje
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de alcohol.

Con el objetivo de investigar la influencia del porcentaje de alcohol en los niveles de reflectancia,
se hicieron mediciones de la mezcla de 1 ml de agua destilada con alcohol etilico (una muestra
comercial etiquetada como alcohol de 96°, vendido para uso humano) a diferentes concentraciones.
Esta muestra de alcohol se usé debido a que su alto contenido de alcohol hace que las diferencias en
los niveles de reflectancia en las concentraciones sean més notables, como se muestra en la Figura
6.7. Como se observa, cuando el porcentaje de alcohol incrementa, también aumenta el nivel de

reflectancia.

Figura 6.7: Respuesta de diferentes concentraciones de alcohol etilico (alcohol destilado de cana de

aztcar de 96°) y agua destilada.

Con el proposito de confirmar la influencia de la concentracién de alcohol en la respuesta RPS, las
muestras de tequila fueron agrupadas de acuerdo a su porcentaje de alcohol.
En la Figura 6.8 se muestra la respuesta de RPS de las muestras de tequila con 38 % de alcohol /vol;

seis muestras fueron agrupadas. En esta figura se puede observar que la reflectancia més alta es
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alcanzada por el tequila anejo Cazadores, y la reflectancia mas baja corresponde al tequila blanco

Don Julio.

Figura 6.8: Respuesta de las muestras con un contenido de alcohol de 38 %.

En la Figura 6.9 se observan las muestras de tequila con 35% alcohol/vol. En este caso, tres
muestras fueron agrupadas. La mas alta reflectancia la mostré el tequila afiejo Centenario, mientras
que el tequila blanco Centenario y el tequila blanco Cazadores tienen casi el mismo nivel de

reflectancia.
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Figura 6.9: Respuesta de las muestras con un contenido de alcohol de 35 %.

Finalmente, con el objetivo de conocer la volatilidad de las muestras de tequila (qué tan répido
comienzan a evaporarse) se hicieron otras mediciones usando la técnica de RPS a dngulo fijo, en
la cual se us6é un prisma BK7 con una pelicula delgada de 53 nm. El tiempo de cada prueba fue
de 10,000 ms con una tasa de muestreo de 1 muestra/ms. El procedimiento de la prueba fue el
siguiente: Tal como en los casos anteriores, se us6 1 ml de cada muestra de tequila; el cambio en
el experimento es que 1000 ms después de iniciar la medicién, la muestra de tequila fue colocada
en la celda de pruebas. Finalmente, la celda fue cubierta hasta que la medicion terminé.

La Figura 6.10 muestra las gréaficas de los tequilas agrupadas de acuerdo a su marca. Como se
observa, el comportamiento en las graficas de las Figuras 6.6 y 6.10 es similar, porque el nivel
de reflectancia mas baja, en la mayoria de las graficas corresponde a los tequilas blancos, y la

reflectancia més alta (también de la mayoria de las muestras) se observa en los tequilas anejos.
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Figura 6.10: Respuesta de todas las muestras de tequilas agrupadas de acuerdo a su marca, con una
tasa de muestreo de 1 muestra/ms. a) Tequila Don Julio. b) Tequila Herradura. ¢) Tequila Centenario.

d) Tequila Cazadores.

Se hicieron también otras mediciones siguiendo el procedimiento anterior, pero usando agua desti-

lada con alcohol etilico (alcohol destilado de cana de aztcar de 96°) a diferentes concentraciones.
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Figura 6.11: Respuesta de diferentes concentraciones de alcohol etilico (alcohol destilado de cafia de

aztcar de 96°) y agua destilada, con una tasa de muestreo de 1 muestra/ms.

Como se puede observar de las Figuras 6.11 y 6.7, los niveles de reflectancia incrementan con el
porcentaje de alcohol.

Comparando las Figuras 6.10 y 6.11, es posible notar que las concentraciones de agua destilada
con alcohol etilico tienen un tiempo de respuesta mas rapido que las muestras de tequila, pues el
nivel de reflectancia en las curvas aumenta méas rapidamente. Esto es porque el alcohol etilico a
temperatura ambiente es volatil, y para las muestras de tequila, aunque el porcentaje de alcohol es

importante, existen otros compuestos que influyen en la determinacion de su nivel de volatilidad.
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6.2. Determinaciéon de los parametros 6pticos de peliculas
delgadas organicas e inorganicas usando los métodos
de resonancia de plasmones de superficie y Abeles-
Brewster

Hoy en dia, hay muchas maneras de medir las propiedades 6pticas de una pelicula delgada, pero
antes de elegir un método, lo primero que debe ser considerado es que usualmente, las propiedades
6pticas de una pelicula delgada (indice de refraccion, coeficiente de extincién) son muy diferentes
de las de los materiales de bulto, debido a la manera en que se forma la pelicula [96-98]. El estudio
de las propiedades épticas de las peliculas delgadas ha sido ampliamente reportado usando dife-
rentes métodos. Sin embargo, la diferencia en los resultados reportados entre los trabajos, incluso
usando las mismas técnicas, ha revelado la complejidad de este tipo de estudios [99]. Por ejemplo,
el indice de refraccién de peliculas delgadas dependen en gran medida de la técnica de depdsi-
to [100-103]; obteniéndose una respuesta diferente de la morfologia de la superficie dependiendo

del método empleado [104].

Ya que el indice de refraccion de una pelicula delgada es una medicion indirecta, es comun el uso de
modelos de ajuste que coincidan con los datos medidos, con el propésito de estimar las constantes
6pticas [29,105-108]. Casi tan importante como el modelo, es la exactitud de las mediciones reales.
La verificacion de la calibracion, es un paso indispensable en la medicién del rendimiento que sera
usado para la extraccién de las constantes Opticas [21].

Los métodos que se emplean con mayor frecuencia para medir las propiedades 6pticas de las peli-
culas delgadas son reflectancia y transmitancia [21,108,109], elipsometria [110], y métodos de RPS,
para peliculas planas delgadas metélicas [111,112] y dieléctricas [113] o para peliculas delgadas
cilindricas sobre fibra dptica [105]. Cada una de estas técnicas tienes sus propias ventajas y se

pueden complementar entre si.

Es sabido que una de las principales aplicaciones de las peliculas delgadas es en el campo de sensado
y biosensado [16], en este sentido, la caracterizacion de peliculas delgadas juega un rol determi-

nante ya que el control de los pardmetros épticos (indice de refraccién, coeficiente de extincién,
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grosor) garantiza un mejor funcionamiento de las peliculas delgadas. También, estos pardmetros
son responsables por el rango de indices de refraccién que el sensor serd capaz de detectar, asi

como de la resolucién en el cual los cambios de indice de refraccion se pueden detectar.

Se uso el sistema de RPS actual, el cual como se mencioné antes, tiene una resolucion angular de
0.01°, para escanear la luz reflejada de la muestra, usando luz con polarizacién p del laser He-Ne.
La combinacion tnica de una extremadamente alta sensibilidad a las propiedades 6pticas de capas
superficiales y lo facil del monitoreo continuo en tiempo real, son las principales ventajas de la
RPS sobre otras técnicas épticas [114].

La relevancia de este trabajo es el hecho de que, usando los métodos por separado y combinandolos,
se pueden obtener resultados confiables, exactos y de forma rapida.

Ademaés, un rango amplio de indices de refraccién (menor que 1.7988, que es el indice de refraccion
del SF6) y/o grosores de peliculas (de unos cuantos nanémetros) pueden ser medidos, incluso sin
un conocimiento previo de la pelicula delgada o de la muestra a ser medida. Este amplio rango
de sintonizacién es alcanzado usando prismas o sustratos de diferentes indices de refraccion, por
ejemplo vidrios BK7, SK16 y SF6 con indices de refraccion de 1.51509, 1.62041 y 1.7988 respecti-

vamente [115].

Para obtener el indice de refraccién (real y la parte compleja) y el grosor de una pelicula delgada
metalica, se usa el método de RPS seguido de un proceso de ajuste.

Para encontrar los pardmetros 6pticos de una pelicula delgada dieléctrica (orgénica e inorganica),
ambos métodos son usados, el método A-B para la obtencién del indice de refraccion y el méto-
do de RPS para el grosor. Midiendo de esta manera se pueden obtener resultados mas precisos,
que aquellos que se obtienen usando tnicamente RPS. Esto debido a que la presencia de muchas
variables hace el proceso de ajuste mas complicado, asi, habiendo obtenido el indice de refraccion
(usando el método A-B), el tinico pardmetro para ser encontrado con el proceso de ajuste sera el

grosor, lo que asegura mediciones mas rapidas y mas exactas.

Dos peliculas delgadas inorganicas, metdalica (oro, Au) y dieléctrica (sulfuro de zinc, ZnS); y una
pelicula orgédnica (albiimina de suero bovino, BSA) se eligieron como modelos para determinar la
eficiencia del sistema de RPS.

La albimina de suero bovino (BSA), es una proteina que se extrae de las vacas, similar a la
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albuimina de suero humana. Se usa como componente de diferentes reactivos biolégicos para usarse
en diagnéstico, principalmente en pruebas de inmunohistoquimica, para la deteccion in vitro de

antigenos de los glébulos rojos o anticuerpos especificos [116].

6.2.1. Seccién experimental

Configuracion instrumental

El arreglo usado para las mediciones de RPS se muestra en la Figura 6.12. Bajo este esquema el
prisma se coloca en una platina rotatoria (¢), mientras que el fotodetector se coloca en otra platina
rotatoria (26), para capturar la senal reflejada por el prisma. El ldser He-Ne centrado en 632.8 nm
es dirigido al prisma semicilindrico con su cara plana hacia abajo para validar la incidencia normal.
La ventaja de usar un prisma semicilindrico es que se evitan problemas de refraccion. Otros tipos
de prismas, los cuales muestran este problema, tienen el inconveniente de dar un rango dinamico
limitado que puede ser inadecuado para mediciones de indices de refraccién altos.

El arreglo experimental se adapté al método A-B, y se ilustra en la Figura 2.7 del capitulo 2.

Figura 6.12: Arreglo experimental para mediciones de RPS en la configuraciéon de Kretschmann.
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Mediciones de las curvas experimentales de RPS

La curva tedrica de RPS para una pelicula delgada de oro sobre un prisma BK7, fue calculada
usando la interfaz de Labview para simulacion de curvas de RPS (seccién 4.1). Una pelicula delga-
da de oro de 50 nm se deposité por evaporacion térmica en una camara de vacio sobre un prisma
semicilindrico BK7. Pellets de Au con una pureza de 99.99 % se usaron para evaporarse a una
tasa de 5-10A /s en una atmosfera de 8210~% mbars. El grosor se estimé usando un monitor de
microbalanza de cristal de cuarzo (Leybold Inficon XTC/2 Depositions Controllers). Para asegurar
grosores homogéneos en los prismas, estos se colocan de forma perpendicular a la distancia mas
larga (aproximadamente 36 cm) desde la fuente de evaporacién en la cdmara de vacio y en la

posicién mas cercana al monitor de grosor.

Para obtener la curva de RPS, un prisma recubierto con Au se colocé en la platina rotatoria del
arreglo experimental. La RPS fue detectada usando el programa de Labview para manejar y ad-

quirir datos. El laser He-Ne se dirigi6 al prisma y el barrido angular se hizo de 30 a 90°.

La exactitud es altamente dependiente del proceso de calibracién. En este sentido, una alineacién

y proceso de calibracién de varios pasos fue empleado:

a) La superficie plana del prisma es alineada con un centro de rotacién, una posicion que asegura

que la senal reflejada estd siempre en el centro de fotodetector.

b) Una vez que la luz laser llega a la superficie esférica del prisma, se observardan dos reflexiones
de regreso ( superficie plana y esférica del prisma), ambas reflexiones se tienen que alinear y
hacer coincidir con la direccién de la luz incidente (se emplea un diafragma iris para minimizar

el ancho de los haces de reflexién).

c) El escaneo de la luz reflejada a través del prisma, en un rango de 30 a 90°, es realizado con
el objetivo de asegurar que el haz reflejado permanece en el centro del fotodetector (4 mm de

didmetro).

d) El dngulo critico teérico y el angulo de RPS del prisma, son comparados con los dangulos
experimentales obtenidos de las mediciones. Si hay un desplazamiento en el angulo critico (por
errores de alineacion), este error es tomado en cuenta como un valor de correccién para las

mediciones experimentales.
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La pelicula delgada dieléctrica inorganica, que se eligié para depositarse sobre la pelicula delgada
de oro en el prisma, fue el sulfuro de zinc. El comportamiento de la curva de RPS para dos capas
fue obtenido tedricamente (de la misma manera que fue hecho para la capa de oro), esto con la
finalidad de conocer el grosor més favorable para la pelicula delgada dieléctrica inorganica y cuan-

tos grados se desplazaria el angulo de RPS.

Una pelicula delgada de ZnS se deposité sobre dos prismas BK7 recubiertos con una pelicula
delgada de Au (para mediciones de RPS). Al mismo tiempo, se deposité sobre dos sustratos BK7
(para mediciones A-B). Se evaporé ZnS con una pureza de 99.99 %, a una tasa de 5A/s en una
atmosfera de 82107% mbars. En la misma evaporacién se obtuvieron dos grosores diferentes para el
ZnS, esto se hizo poniendo un prisma y un sustrato cerca de la fuente de evaporaciéon en la camara
de vacio (mayor espesor), y un prisma y un sustrato lejos de la fuente de evaporacién (menor
espesor), como se muestra en la Figura 6.13. Esto se hizo con el objetivo de obtener diferencias

significativas entre los grosores de las peliculas y compararlas.

Figura 6.13: Colocacion de los sustratos y los prismas en la cAmara de vacio.

Posteriormente, se obtuvieron las curvas de RPS y al igual que en las mediciones anteriores, el

barrido angular se hizo de 30° a 90°. En la Figura 6.14 se muestran las curvas de RPS.
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Figura 6.14: Curvas experimentales del prisma BK7 recubierto con peliculas delgadas de Au y ZnS, y
con peliculas delgadas de Au y BSA, donde la curva sélida corresponde a la pelicula delgada de ZnS con
menor grosor (dngulo de RPS de 54.87°), la discontinua a la pelicula delgada con mayor grosor (dngulo

de RPS de 74.74°) y la curva punteada a las peliculas delgadas de Au y BSA.

Para obtener la pelicula delgada dieléctrica orgénica, una solucién de BSA (Bovine serum albumin,
por sus siglas en inglés) se deposité por el método de drop casting (se deja caer la solucién sobre
el sustrato, después se espera a que el solvente se evapore y cuando todo el solvente se evapora se
forma la pelicula [117]) sobre dos prismas recubiertos con oro (BK7 y SF6). Se opt6 por hacer el
deposito de BSA sobre dos prismas de diferente vidrio, ya que al no conocer su indice de refraccién,
no se podia saber qué vidrio alcanzaria a resolver su curva de RPS. El depésito de BSA también se
hizo sobre un sustrato de vidrio LAFN2, que se eligié por su alto indice de refraccién. La albimina
de suero bovino (grado reactivo) y los solventes organicos para limpiar la superficie (acetona y

etanol) se obtuvieron de Sigma (USA).

La solucién de BSA se prepar6 por disolucién completa de 1 mg de la proteina correspondiente

en 1 mL del buffer PBS. Antes de la formacion de la pelicula delgada de BSA, se hizo un paso de
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limpieza sobre los prismas recubiertos con oro. Las superficies fueron consecutivamente enjuagadas
en acetona, etanol y agua. Después, las capas de oro/vidrio se secaron con aire.

Para preparar las monocapas de BSA, un total de 300 pL de solucién (1 mg/mlL) se depositd
(por drop casting) cuidadosamente sobre la superficie del prisma recubierto y sobre el sustrato de
vidrio. Después de extender la solucion, la capa liquida se dejé evaporar y secar durante la noche
a temperatura ambiente.

Una vez que el solvente se evaporo, las curvas de RPS para ambos prismas se obtuvieron. En la
Figura 6.14 se muestra la curva de RPS para el prisma BK7. Como se puede observar, el fenémeno
de RPS no se manifestd, pues aunque se observa una disminucién de la reflectancia, esto se debe a
que a ese angulo de incidencia, el haz de luz laser se empezé a salir del fotodetector. Lo anterior se
atribuy6 a que el indice de refraccion del prisma es més bajo que el indice de refraccion de la pelicula
de BSA, por lo que los plasmones de superficie que se encuentran en la interfaz entre el metal y el
dieléctrico (BSA) no pudieron ser excitados, y por lo tanto, no se observé un decrecimiento en la

energia reflejada [14].

Procedimiento para obtener las curvas de Abeles-Brewster

Dos sustratos BK7 se recubrieron con diferentes grosores de una pelicula delgada de ZnS, para
las mediciones de A-B. Solo la mitad de cada sustrato fue recubierta, teniendo de esta forma un
escaléon de pelicula delgada en cada uno.

El laser He-Ne fue dirigido a una superficie (sustrato) parcialmente recubierta con una pelicula
delgada de ZnS. El sustrato se coloco en la platina rotatoria del arreglo experimental para escanear
el angulo incidente del haz laser, y fue colocado sobre la montura mecanica que se usa para este tipo
de mediciones (seccién 5.3). El dngulo de incidencia es calibrado moviendo la montura mecanica
con el sustrato de modo que el haz se refleje de nuevo hacia el haz incidente y asignar 6 = 0°.

En la medicién del indice de refracciéon usando el método A-B se siguié el procedimiento que se
explica en la seccion 2.6, escaneando el angulo incidente de 30 a 90°.

Debido a que el dngulo de Brewster (dngulo de minima reflexién de la curva) del sustrato BK7
estaba muy cerca al dngulo de minima reflexién de la pelicula de BSA (las curvas de reflexion sin
recubrimiento y con recubrimiento se superponen y no hay un tnico angulo de interseccién). Por
tal motivo se prob6 un vidrio de alto indice de refraccion, como el LAFN2. Una pelicula delgada
de BSA se deposito sobre el sustrato LAFN2. Después, se hizo la medicion del indice de refraccién

de la pelicula organica usando el método A-B.
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Extrayendo los parametros 6pticos de las peliculas delgadas dieléctricas usando la

técnica de RPS

La estimacién del indice de refraccion y grosor del oro, y el grosor de la BSA y del ZnS, se hizo
a través del ajuste de la curva tedrica a la experimental. Dado que los indices de refraccién de
las peliculas delgadas dieléctricas (orgénica e inorgdnica) se encontraron usando el método A-B,
estos valores se usaron en el proceso de ajuste. De este modo, el proceso de ajuste de curvas es
reducido al uso de tnicamente el pardametro de grosor, evitando ambigiiedades en los resultados
finales, como es comin en un proceso de ajuste de curvas para obtener muchos parametros [118].
El proceso tedrico y de ajuste de las curvas se calculo a partir de las constantes 6pticas estandar para
los materiales que constituyen la estructura 6ptica de cuatro medios (BK7/SF6, Au, ZnS/BSA,

aire), o dos capas, usando la interfaz de Labview correspondiente (seccién 4.2) [21].

6.2.2. Resultados

En la medicién de los indices de refraccion usando el sistema de RPS, el indice de refraccién
complejo y el grosor de una pelicula delgada de oro, sobre un prisma semicilindrico BK7, fue
medido usando la técnica de RPS; mientras que los indices de refraccion de una pelicula delgada
dieléctrica orgénica y una inorganica (BSA y ZnS, respectivamente) fueron medidos mediante la
técnica A-B. Todos los pardametros obtenidos con ambos métodos se usaron para determinar el
grosor, en el ajuste de curvas de RPS, de las peliculas delgadas de ZnS y de BSA, depositadas
sobre prismas BK7 y SF6 recubiertos con oro (producidos en el mismo proceso de evaporacién del

ZnS /sustrato y en el mismo proceso de deposicién del BSA /sustrato).

Medicién del indice de refracciéon de una pelicula delgada metalica usando el método

de RPS

El indice de refraccién y grosor de la pelicula delgada de oro fueron encontrados a través del ajuste
de las curvas tedrica y experimental. Este ajuste, usando la interfaz de Labview para una interfaz
Au/aire (sistema de tres medios y una capa) se muestra en la Figura 6.15. Los parametros del medio
de entrada y de salida fueron fijados en n, = 1,51509 para el BK7 [115], ng = 1 para aire [119]; los
pardametros correspondientes al medio 2 o capa 1 (pelicula de Au), se obtuvieron con el proceso de
ajuste. Los parametros que se obtuvieron del proceso de ajuste con aire son n = 0,178, k = 3,3895

y d = 53 nm.
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Figura 6.15: Ajuste de curvas de RPS para una interfaz Au/aire, donde el indice de refraccién complejo

que se encontrd fue n = 0,1758 y k = 3,3895 con un espesor de 53 nm.

Diferentes indices de refraccion se encuentran en la literatura para la misma pelicula delgada, por
ejemplo, para una pelicula de oro se pueden encontrar muchos valores: n; = 0,06656 —4,0452i [120],
ny = 0,19 — 3,305¢ [118], n3 = 0,18344 — 3,4332i [121], y ny = 0,1758 — 3,38954, el cual es el valor
obtenido en este trabajo y también en otras pruebas bajo diferentes condiciones de medicion. La
Figura 6.16 muestras las curvas de RPS teoricas para los valores antes mencionados, considerando
un grosor de 50 nm, y aire (n = 1) y agua (n = 1,33) como los medios dieléctricos adyacentes a
la pelicula delgada metalica. La diferencia en los valores del indice de refraccién del oro muestra
la importancia de la caracterizacion 6ptica por medio de un método confiable que permita la

repeticion en la fabricacién de la pelicula delgada y consecuentemente en su uso.
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Figura 6.16: Curvas tedricas de RPS, para un prisma BK7 (n = 1,51509) con pelicula de oro (diferentes
indices de refraccién descritos en la literatura), y agua y aire (n = 1 y n = 1,33, respectivamente) como

medios de salida.

Medicién del indice de refraccion de una pelicula delgada dieléctrica organica y una

inorganica usando la técnica de A-B

Las mediciones A-B para un escalon de pelicula delgada de ZnS se muestran en la Figura 6.17. Para
la pelicula, g = 66,95°, y por lo tanto n = 2,3501. Un sustrato de un indice de refraccion estandar
(BK7) se us6 para determinar el factor de error en las mediciones. Si hubiera una diferencia
en la medicién del dngulo de Brewster, este error es considerado como un factor de correccion.
Considerando que el valor minimo para la medicion del angulo es A8 = 0,01°, este valor afecta el
indice de refraccion en An(An = tg(6p + Af) —n). Este Af = 0,01° es considerado como el error
absoluto. El error absoluto para un indice de refracciéon de 2.3501 (dngulo de Brewster de 66.95°)

y 0.01° de resolucion es An = 0,0011, y el error relativo de An/n = 4,68210~%.
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Figura 6.17: Curvas de reflectancia para un sustrato BK7 con escalén de pelicula delgada de ZnS.

La Figura 6.18 muestra la medicién para un escalén de pelicula delgada de BSA, con 0 = 57,33°
y n = 1,5595. Para el sustrato LAFN2 con escalén de pelicula, los valores obtenidos fueron g =

60,18° y n = 1,7447.
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Figura 6.18: Curvas de reflectancia de un sustrato LAFN2 con escalén de pelicula delgada de BSA.

Medicién de los grosores las peliculas delgadas de ZnS y BSA usando las técnicas A-B

y SPR

Para el ajuste de la curva de RPS tedrica y la experimental para la interfaz prisma/Au/ZnS /aire
o BSA /aire, tinicamente se ajustaron los pardmetros de grosor (Figura 6.19), ya que el indice de
refraccién de las peliculas de ZnS y BSA ya habian sido determinados usando la técnica A-B, y el
indice de refraccién del Au y su grosor fue obtenido a través del ajuste de curvas de los prismas

BKT7 y SF6 recubiertos con oro.
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Figura 6.19: Ajuste de curvas de RPS. a) Prisma BK7/Au recubierto con una pelicula delgada de ZnS,
con un grosor de 20.27 nm; b) Prisma BK7/Au recubierto con una pelicula de ZnS, con un grosor de 28.42

nm; y ¢) Prisma SF6/Au recubierto con una pelicula delgada de BSA, con un grosor de 143.75 nm.
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Los grosores obtenidos para las peliculas delgadas de ZnS fueron 20.27 nm (con un angulo de
resonancia de 6, = 54,87°) y 28.42 nm (con un angulo de resonancia de 0,0 = 74,477°), para el
prisma mas lejano y mas cercano al monitor de grosor y la fuente de evaporacion, respectivamente.
El desplazamiento en grados entre 6y, y 05,2 fue de 19.6° (Af,,), con un cambio en grosor de 8.15
nm (Adzys), por lo que la sensibilidad Afy,/Adz,s = 2,4° /nm.

Basado en estos datos experimentales, se encontr6 que con la méxima resolucion angular del sistema
de RPS actual (0.01°), cambios de 0.004 nm pueden ser determinados para materiales de indices
de refraccion similares o cercanos al indice de refraccién del ZnS (2.3501).

El grosor obtenido para la pelicula delgada de BSA fue 143.75 nm.

Con la combinacién experimental del prisma BK7 (n = 1,51509)/Au (n = 0,1758, k = 3,3895,
d = 53nm)/ZnS (n = 2,3501), capas con grosores muy delgados pueden ser medidas. Mientras
que con la combinacion experimental del prisma SF6 (n = 1,7988)/Au (n = 0,1758, k = 3,3895,
d = 53nm)/BSA (n=1.5595), se pueden medir capas con grosores mas grandes (aprox. 140 nm).
Los indices de refracciéon publicados en la referencia [122], para Au n = 0,17832 y k = 3,3660, y
en la referencia [123], para el ZnS, n = 2,3505, son muy cercanos a los valores obtenidos en este
trabajo; mientras que para el sustrato LAFN2 el indice de refraccién n = 1,7405 [119] es cercano

al valor que se obtuvo con la técnica A-B.
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6.3. Prototipo de biosensor para la detecciéon y diagndstico
de enfermedades agricolas mediante tecnologia com-
binada de anticuerpos y resonancia de plasmoén super-
ficial. Caso Sigatoka negra, como prueba de concepto

En este proyecto se buscd desarrollar un prototipo de un biosensor de diagndstico temprano de
Sigatoka negra, basado en un anticuerpo y RPS.

La Sigatoka negra es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis. Es una enfermedad foliar (re-
lacionada a las hojas) que representa la principal limitante en la produccién de platano y banano
a nivel mundial. La enfermedad afecta el area foliar fotosintética de la planta y como consecuencia
de esto, los racimos y los frutos de la planta tienen menor peso (en comparacién con plantas sanas).
Cuando la infeccién es muy severa también causa que el fruto madure antes de tiempo [124].
Existen fungicidas efectivos para controlar a este patogeno, sin embargo éste ha desarrollado re-
sistencia a la mayoria de los fungicidas, lo que provoca que cada vez sea mas dificil manejar el
problema. Al mismo tiempo se ha evidenciado la necesidad de un manejo més integrado y de esta
forma también reducir la dependencia que hay del control quimico.

En el manejo integrado de la Sigatoka negra se busca la combinacién de métodos quimicos, cultura-

les, fisicos y biologicos que ayuden a minimizar los riesgos econémicos, de salud y ambientales [125].

Los sensores y biosensores basados en el principio de la RPS se emplean ampliamente, ya que son
una herramienta importante para la caracterizacion y cuantificaciéon de interacciones biomolecula-
res. Esta técnica es empleada porque con ella se pueden desarrollar biosensores de alta sensibilidad
y especificidad, con las ventajas de un tiempo de respuesta rapido, metodologias libres de marcaje
con pocas muestras bioldgicas y pruebas desarrolladas en el laboratorio. En el campo de analisis de
alimentos se pueden analizar la presencia de toxinas, patdgenos, farmacos y aditivos nutricionales.
Los estudios mas recientes en biosensores han llamado mucho la atencion debido a que permiten el
monitoreo en tiempo real de interacciones de diferentes biomateriales, tales como enzimas, factores
de crecimiento, glicoproteinas, acidos nucleicos, farmacos, células y virus, e incluso interacciones
bioespecificas como las que se dan entre un antigeno y un anticuerpo [126].

Esta técnica 6ptica mide los cambios de indice de refraccion en las proximidades de la pelicula
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delgada metéalica, en respuesta a las interacciones biomoleculares. Antes de que la solucién muestra
fluya por la superficie de RPS, se inmovilizan en la superficie agentes capturantes como anticuerpos,
enzimas, péptidos y ADNs [127]. Cuando las moléculas se adsorben o se unen, el indice de refrac-
cién en la superficie del sensor cambiard, causando un desplazamiento de la curva de reflectancia.

Este cambio se puede observar en tiempo real [12].

6.3.1. Procedimiento experimental

Preparacion del antigeno HF1 y del anticuerpo anti HF1

El suero inmune de conejo contra la proteina HF1 se adsorbi6 en una columna de proteina A-
Sepharosa. Esta columna tiene alta afinidad por las inmunoglobulinas (IgGs) de conejo. La columna
se lavé con amortiguador de fosfato de potasio (1 M, pH 9 adicionado con 0.5 M de NaCl) para eluir
los componentes del suero que no fueron adsorbidos. Las inmunoglobulinas (anticuerpo) se eluyeron
de la columna en un amortiguador de acido citrico 0.1 M, pH 3. Por otro lado, el antigeno HF'1 se
extrajo de la pared celular de M. fijiensis, siguiendo el protocolo desarrollado para dicho propdésito.
La concentracion de proteina en ambas muestras se determiné siguiendo el método descrito por
Peterson. Después, para confirmar el perfil de polipéptidos que se aislaron a partir de la pared
celular de M. fijiensis, se hizo un gel desnaturalizante de 10 % de poliacrilamida (SDS-PAGE) y
en el mismo se cargaron dos carriles independientes, cada uno de ellos adicionado con 10 ug de
proteina HF'1 y se sometieron a electroforesis a 100 V por 3 horas. Al terminar la electroforesis, el
gel se fraccion6 en dos mitades, la primera de ellas se tifi6 con azul de Coomassie (Figura 6.20a) y
la segunda se electrotransfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para ser inmunodetectada con el
anticuerpo anti-HF1 (Figura 6.20b). En el gel de poliacrilamida se detectaron varios polipéptidos
con pesos moleculares en el rango de 113 a menos de 6 kiloDaltons (kDa), con dos polipéptidos
mayoritarios en el rango de 15.1 y 14.7 kDa. El western blot que se realiz6 con el anticuerpo anti
HF1 mostr6 una senal intensa de reconocimiento en el polipéptido de 17.69 kDa, aunque también

se observé una ligera senal en un polipéptido con un peso molecular de 81.2 kDa.
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Figura 6.20: Anélisis en geles de 10 % de poliacrilamida SDS-PAGE de perfil de polipéptidos extraido
de la pared celular de Mycosphaerella fijiensis e inmunodeteccién por western blot con el anticuerpo anti
HF1. Gel de 10% de poliacrilamida conteniendo 10 ug de proteina de la pared celular de M. fijiensis
y teniido con azul de Coomassie (a) y Western blot con el anticuerpo anti HF1 en una membrana de

nitrocelulosa conteniendo 10 ug de la proteina de pared celular de M. fijiensis.

Se hizo un western blot con el anticuerpo anti HF1 sobre una membrana de nitrocelulosa (a la cual
previamente a partir de un gel de 10 % de poliacrilamida se le habian electrotransferido cantidades
de proteina en un rango de 0.01 a 10 ug) con la finalidad de determinar la minima cantidad de
proteina que el anticuerpo puede detectar en las muestras de pared celular de M. fijiensis. El
resultado determiné que el anticuerpo detecté al polipéptido de 17.67 kDa desde 1 hasta 10 ug y
que la senal es més clara e intensa desde los 2.5 hasta los 10 ug (Figura 6.21). La utilizacion del
anticuerpo secundario como control de reconocimiento inespecifico en el western blot no produjo
senal alguna, lo que confirma la especificidad del anticuerpo anti HF1 por su antigeno.

Todo el procedimiento anterior (la preparacién del antigeno y del anticuerpo), fue realizado en el

Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan A. C. (CICY).
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Figura 6.21: Western blot con el anticuerpo anti HF1 y control de pegado inespecifico en membrana de

nitrocelulosa conteniendo diferentes cantidades de la proteina de pared celular de M. fijiensis.

Preparaciéon del biosensor

Se usaron pellets de oro y cromo con una pureza de 99.99 % para evaporarse a una tasa de 5 a
10 A/s en una atmésfera de 8210-% mbar. El espesor se estimé usando el monitor de grosor de
microbalanza de cristal de cuarzo (Leybold Inficon XTC / 2 Depositions Controllers).

Para el reconocimiento de la interaccién antigeno/anticuerpo, inicialmente se usé un prisma con
recubrimiento de oro. La primera etapa consistié en formar una monocapa de alcanotioles (con-
centracién a 250 M, disuelta en etanol) sobre el elemento de sensado (pelicula de oro adherida al
prisma). La monocapa se obtuvo dejando incubar ez-situ (fuera del equipo) la solucién de alcano-
tioles sobre el oro durante 12 horas, con la finalidad de que ocurra una reaccién éxido-reduccion
entre el oro y el azufre (de los alcanotioles) y de esta manera obtener la molécula de anclaje para

la posterior unién de los inmunoreactivos.

6.3.2. Resultados

Después de que se formo la monocapa de alcanotioles, se monto el prisma en el sistema de RPS. Los

anticuerpos se inmovilizaron a través de una unién covalente entre los grupos carboxilo del grupo
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terminal de los alcanotioles y las aminas presentes en el anticuerpo. La activacion de los carboxilos
se logra mediante la inyeccién in-situ (dentro del equipo) de una solucién de entrecruzantes formada
por carbodiimida y N-hidroxisuccinimida formando ésteres reactivos que permiten activar de forma
correcta los carboxilos del soporte de oro dejando el anticuerpo listo para unirse mediante sus
grupos amino [128]. Con esta metodologia de inmovilizacion se encontraron inconvenientes, entre
los mas notorios esta la baja sensibilidad entre el anticuerpo y el antigeno, lo que puede deberse a
que ambas cadenas ligeras del anticuerpo (cadenas donde se encuentran los grupos amino) hayan
quedado unidas al soporte, dejando al anticuerpo sin su elemento receptor (Figura 6.22).

Para las mediciones en RPS se usé la configuracién de Kretschmann. Se hizo incidir luz de un haz
laser He-Ne polarizado, centrado a 632.8 nm, en un prisma semicilindrico con su cara plana hacia
abajo para validar la incidencia normal.

Se monté el prisma en la pieza mecénica para hacer pruebas de biosensado (Figura 5.4), y se uso

también el sistema de inyeccion de flujo para este sistema mecanico.

Figura 6.22: Reconocimiento entre antigeno inmovilizado sobre la superficie de oro y su anticuerpo

especifico.

Ante el deterioro de la pelicula de oro sobre el prisma, se cambié la pelicula transductora de oro
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por una de cromo (3 nm) y oro (50 nm) debido a que el cromo tiene una muy buena adherencia al
vidrio y el oro al cromo. Esta pelicula de Cr/Au se deposité sobre sustratos delgados y se adhieren

al prisma (BK7) por medio de aceite igualador de indice de refraccién (n = 1,51).

Inmovilizacién del antigeno

En la primera fase se inyecté agua para tener una linea base que sirviera de referencia con respecto
a las siguientes fases.

La segunda fase consistié en inyectar los entrecruzantes (700 pl). En esta fase se observé un
incremento en la senal con respecto a la linea base.

Después se adicioné una solucién de 20 pg/ml (500 pl) de antigeno. En esta parte de nuevo se
observé un incremento en la senal de la linea base.

Finalmente se hizo un lavado para eliminar el exceso de moléculas no ligadas al sustrato de oro.
El lavado se realiz6 inyectando agua. El cambio en la senal es imperceptible, lo que sugiere que la
mayoria de las moléculas adicionadas quedaron inmovilizadas (Figura 6.23a).

Lo anterior se puede comprobar con una mediciéon de reaccion entre el antigeno inmovilizado y
su anticuerpo especifico (6.23b). En la medicién se emple6 un buffer de fosfatos (PBST) como
linea base y una vez que se observd una linea base estable se procedié a inyectar la solucion del
anticuerpo con una concentracion de 10 pug/ml. Finalmente se observé una senal estable, lo que se

interpreta como el correcto reconocimiento entre ambos inmunoreactivos.

Figura 6.23: Reconocimiento entre antigeno inmovilizado sobre la superficie de oro y su anticuerpo

especifico.
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Conclusiones

En este trabajo se hace la descripcion de cada una de las partes que componen un sistema basado
en la técnica de Resonancia de Plasmones de Superficie, asi como de los componentes del mismo
que estan siendo actualizados.

Se presentan también los avances que se han hecho hasta ahora en el diseno y construccién de un

nuevo sistema de RPS.

Las partes del sistema actual que estan en proceso de cambio son el microcontrolador PIC18F4550,
el cual estd siendo actualizado por el microcontrolador MSP430G2553. Esto debido a que el pri-
mero esta practicamente fuera del mercado y a que con el segundo se tienen mejoras en el proceso
de adquisicién de datos, pues el convertidor analdgico a digital tiene mas bits de resolucion.

Se hicieron también pruebas con la tarjeta de adquisicién de datos USB-6003 de National Instru-
ments. Esta tarjeta es la que se empleara con el nuevo sistema RPS. Las pruebas que se llevaron
a cabo usando esta tarjeta fueron las de biosensado.

Para eliminar el ruido proveniente del fotodetector y de esta manera tener una senal mas uniforme,
se disend y fabricé un filtro pasivo pasabajas, con el cual se observé una mejora significativa en la
senal.

También fueron creadas interfaces en el software Labview. Estas son interfaces de simulacion de la
curva de RPS, andlisis de la curva experimental de RPS, técnica de Brewster, técnica A-B y para
hacer mediciones en funciéon del tiempo usando la DAQ USB-6003.

Para mostrar las aplicaciones del sistema en sus tres modalidades: barrido angular, angulo fijo y

con la técnica A-B, se hicieron diferentes mediciones.
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Se uso la técnica de RPS a angulo fijo para diferenciar diferentes tipos de tequila. Se demostré que
los niveles de reflectancia de las muestras de tequila estan relacionados a sus compuestos aroméa-
ticos, al porcentaje de alcohol y a su proceso de anejamiento. Los niveles de reflectancia pueden
incrementarse debido al porcentaje de alcohol o al proceso de afiejamiento. Se notaron muchas
similitudes en el comportamiento de las muestras correspondientes a la misma marca, y se le atri-
buyeron estas diferencias al procedimiento usado para cada marca de tequila en la fabricacion
de sus productos. Se encontré que la mayoria de los tequilas anejos medidos tienen un nivel de
reflectancia mas alto, mientras que los tequilas blancos presentan un nivel de reflectancia menor.
Esta es una manera facil de complementar las técnicas que existen para diferenciar y autentificar
tipos de tequilas, ya que esta técnica ofrece repetibilidad y especialmente confiabilidad, porque
las caracteristicas aromaticas de los compuestos de cada tipo de tequila dificilmente pueden ser

falsificadas.

Se determinaron los pardmetros 6pticos (indice de refraccién complejo y grosor) de una pelicula
delgada metalica (oro sobre un prisma semicilindrico BK7), usando luz con polarizacién p de un
laser He-Ne en el sistema de RPS actual, a través de la técnica de RPS en barrido angular. Tam-
bién se determinaron los parametros 6pticos de una pelicula delgada dieléctrica organica y una
inorganica (BSA y ZnS, respectivamente) usando las técnicas de A-B y RPS. Con estas mediciones
se mostré que usando estas técnicas, los parametros 6pticos pueden ser determinados de forma
facil, simple, rapida, exacta y sin ambigiiedades.

Para tener una buena medicién del angulo de Brewster usando la técnica A-B, los indices de refrac-
ciéon del material y del sustrato deben ser muy diferentes. Esto asegura que se obtendra un cruce
de las curvas de reflectancia lejos del angulo de minima reflexion del sustrato y de esta forma, la
determinacion del indice de refraccion de la pelicula delgada serd facil, pues se tendra un tnico
punto de interseccién entre las curvas.

Para propdsitos practicos, chips sensores de RPS reemplazables pueden ser usados. Estos chips
pueden ser hechos recubriendo sustratos de vidrio con oro (el indice de refracciéon del sustrato
tiene que ser del mismo valor que el indice de refraccion del prisma que serd usado) por medio de
evaporacion térmica en una camara de vacio. A través del liquido igualador de indice de refraccion,

se puede establecer el contacto 6ptico entre el chip de RPS y el prisma.

Finalmente, se disenaron y fabricaron las piezas mecanicas necesarias para adaptar el sistema de
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RPS para su uso en andlisis de la interaccion antigeno/anticuerpo. En la primera prueba se recu-
brieron prismas con una pelicula de oro, y al final de todo el proceso de medicién se presentaban
problemas de deterioro de la pelicula, lo que podria deberse a la pobre adherencia de la pelicula
de oro al vidrio, por esta razén se decidi6 cambiar la pelicula de oro por una de cromo/oro, ya
que el cromo funciona como un adherente entre el oro y el vidrio. Después de los primeros ensayos
en los que se detecté una senial pobre de inmunoreconocimiento entre el antigeno y el anticuerpo,
se modificaron las condiciones de andlisis y se incluy6 el amortiguador de fosfatos (PBS) como
sistema de transporte del anticuerpo, y finalmente se pudo obtener un buen reconocimiento de la
interaccién antigeno/anticuerpo. Como trabajo a futuro, se quieren hacer diferentes concentracio-
nes del anticuerpo, para con esto encontrar la resolucién méxima del sistema (la concentracién

minima que se puede detectar con el sistema).

Es importante resaltar la versatilidad del sistema, pues esto permitié que fuera posible realizar las
diferentes mediciones en un mismo sistema. En aparatos comerciales, estas adaptaciones que se
han hecho de acuerdo a las necesidades y al tipo de medicién que se quiere hacer, no seria posible.
Asi también, las pruebas que se han hecho permiten mostrar que es un sistema facil de manejar,
en el cual se pueden usar diferentes tipos de muestras (liquidas, sélidas o gases), y que con él se

pueden obtener resultados confiables.

121



Apéndice A

Procedimiento para la caracterizacion de

un sistema de RPS

El objetivo de llevar a cabo este procedimiento es caracterizar el sistema de RPS, obteniendo datos
como la exactitud, la varianza entre las mediciones o la repetibilidad y la sensibilidad angular del
sistema para cada uno de los tipos de prismas que se tienen en el laboratorio.

Para realizar las siguientes mediciones, es necesario comprar un sustrato con pelicula de oro con
un proveedor que garantice los pardmetros épticos (indice de refraccion, coeficiente de extincion y
grosor) de la pelicula. Estos parametros épticos seran usados como valores de referencia.

Los pardametros épticos (indice de refraccion, coeficiente de extincién y grosor), se obtendran por

ajuste de curvas de RPS, usando la interfaz hecha en Labview que realiza esa tarea.

A.1. Valor promedio del grosor de una pelicula delgada de
oro

= Obtener al menos 10 curvas de RPS usando el sustrato con pelicula de Au de referencia.
= Obtener el grosor de la pelicula delgada de oro para cada curva

» Calcular el grosor promedio usando la siguiente ecuacion:

k
— dl d1+d2"'—|—dk
=1

Donde d; corresponde a el grosor de la pelicula obtenido para cada una de las curvas de RPS,

y k es el nimero de curvas de RPS obtenidas.
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A.2. Exactitud del grosor de una pelicula delgada de oro

La exactitud en las mediciones se mide en funcién del error [33].

A.2.1. Error absoluto del grosor de una pelicula delgada de oro

Calcular el error absoluto usando la siguiente ecuacion:
Ad = C_l - dreferencia (A2>

Donde dyeferencia €s €l grosor de la pelicula de oro, proporcionado por el proveedor de la misma.

A.2.2. Error relativo del grosor de una pelicula delgada de oro

Calcular el error relativo usando la siguiente ecuacion:

5= 24 (A.3)

dreferencia

A.3. Varianza del grosor de una pelicula delgada de oro

La varianza se refiere a cuanto se dispersan entre si los resultados que se obtienen en las medicio-
nes, midiendo bajo las mismas condiciones. Este variacion en los sistemas de medicion también se

conoce como repetibilidad [129].

Tendiendo el valor promedio del grosor, obtener el valor de la varianza mediante la siguiente

ecuacion: i B
2 _ A4
=D T (A4)

Teniendo el dato anterior, también es posible obtener la desviacién estandar: s = v/s2

Hacer los célculos anteriores (Valor promedio, error absoluto, error relativo, varianza )para el indice

de refraccion y para el coeficiente de extincion de la pelicula de oro de referencia.
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A.4. Sensibilidad angular del sistema de RPS

En el laboratorio se cuentan con los prismas Sk16, BK7 y SF6, por lo tanto, el cdlculo de la

sensibilidad angular [130] se hard para cada prisma.

—_

Depositar sobre cada uno de los prismas una capa de 50 nm de oro.

Obtener la curva de resonancia para cada prisma recubierto con pelicula de oro, teniendo

aire como medio de salida.

Preparar diferentes concentraciones de agua destilada y etanol (100 % agua, 90 % agua-10 %
etanol, 80 % agua-20 % etanol, 70 % agua-30 % etanol, 60 % agua-40 % etanol, 50 % agua-50 %
etanol, 40 % agua-60 % etanol, 30 % agua-70 % etanol, 20 % agua-80 % etanol, 10 % agua-90 %
etanol, 100 % etanol).

Obtener las curvas de RPS de cada soluciéon de agua y etanol, para cada uno de los prismas.

Por cada prisma se obtendran 11 curvas de RPS.

Encontrar los pardmetros 6pticos (indice de refraccion, coeficiente de extincién, grosor) para

las peliculas de oro depositadas sobre los prismas.

Encontrar el indice de refraccion para cada una de las soluciones con agua y etanol. El calculo
se hara para cada uno de los prismas, es decir, se tendran 11 valores de indice de refraccién

por cada prisma.

La expresion analitica para la sensibilidad angular esta dada por la siguiente ecuacién:

ng‘

( )3/2
2
sp= P - Nem £ o ppp (A.5)

d 2
ns o Emrlt
n2 — 5
Emr + ng

Donde &,,, = Re(e,,), ns representa a los indices de refraccién de los dos medios dieléctricos

agua y etanol, y n, el indice de refracciéon del prisma.

Obtener dos curvas de RPS tedrica para cada prisma, una para etanol y otra para agua. Los
datos para la simulacion serdan: indice de refraccién del prisma, indice de refraccién del oro,

indice de refraccién del dieléctrico (agua o etanol) y grosor de la pelicula de oro de 50 nm.
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9. Para cada prisma, obtener la diferencia entre los angulos de resonancia del etanol y del

agua (Abs, = Orpsetanol — OrPSagua), asi como la diferencia entre los indices de refraccién

(Ans = Netanol — nagua)
10. Obtener el valor teérico de la sensibilidad angular para cada prisma, usando: Afy,/Ang.

11. Obtener la sensibilidad angular de forma experimental.

» Para cada prisma, graficar los indices de refraccion obtenidos para cada muestra en

funcién de su correspondiente angulo de resonancia.

= Encontrar la pendiente para cada grafica obtenida en el punto anterior. El valor de la
pendiente proporciona el dato de la sensibilidad angular y ésta debe tener similitud
con la sensibilidad angular que se obtuvo de forma teérica. Al final, se obtendra la

sensibilidad angular para cada prisma de forma tedrica y experimental.
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Apéndice B

Disenos mecanicos

B.1. Mecanismo para el laser He-Ne
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B.2. Piezas para ensamblar las platinas rotatorias y el pris-

ma
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B.3. Mecanismo para pruebas con sustratos
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B.4. Celda para biosensado
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