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Resumen

Los microorganismos se encuentran presentes inevitablemente en
el ambiente y en todo tipo de alimentos y materiales biologicos.
Por ello, su detecciéon temprana, es importante para la prevencion
y control de las enfermedades.

En la altima década, el desarrollo de micro y nanoestructuras para
la deteccion de cantidades casi imperceptibles de microorganismos
patégenos, ha sido una alternativa importante; ya que ofrecen ca-
racteristicas multifuncionales, ademas de ser altamente sensibles y
de permitir deteccion bioldgica con un alto grado de especificidad.

Por lo anterior, la simulaciéon y caracterizacion de dichos microsis-
temas juega un papel muy importante en el diseno de éstos.

El presente trabajo de tesis muestra la simulaciéon de varias micro-
estructuras resonantes, conocidas como cantilivers. La herramienta
utilizada fue COMSOL Multiphysics, empleandose el método de
elemento finito para el tratamiento numérico.

Los disenos de cantilivers propuestos para la mediciéon del cambio
de masa de forma optica es de largo = 50um, ancho = 5um y
espesor = lumy 0,5um y capacitiva es de largo = 450um, ancho =
10pum y espesor = 1lum y 0,5um.



Abstract

The microorganisms are inevitably present in the environment and
all kinds of food and biological materials. Therefore, early detection
is important for the prevention and control of disease.

In the last decade, the development of micro and nanostructures for
detecting amounts almost imperceptible of pathogenic microorga-
nisms has been an important alternative, since they offer multifun-
ctional characteristics, besides being highly sensitive and allowing
biological detection with a high degree of specificity.

Therefore, the simulation and characterization of these micro plays
an important role in the design thereof.

This thesis shows the simulation of several resonant microstructu-
res, known as cantilivers. The tool used was COMSOL Multiphy-
sics, employing the finite element method for the numerical treat-
ment.

Designs cantilivers proposed for measuring the mass change op-
tically is length = 50um, width = 5um and thickness = lum
and 0,5um and capacitive is long = 450um, width = 10um and
thickness = 1pym and 0,5um.
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Capitulo 1

Introduccion

En el presente capitulo se presentan los principios de operacién de micro-
transductores, iniciando con los antecedentes histéricos y la definicion de los
sistemas microelectromecénicos; junto con las propiedades mecénicas y la
clasifion de los materiales. Se define el planteamiento del problema, justi-
ficacion, hipotesis, objetivos, alcance y metodologia de la investigacion del
presente trabajo de tesis.

1.1. Antecedentes

1.1.1. MEMS
1.1.1.1. Antecedentes Historicos

Los microsistemas tienen varios anos de usarse. En la década de los 60’s ya
se habfan manufacturado matrices unidimensionales (arrays) de diodos MOS
para visualizar imégenes y el grabado de silicio ya se utilizaba para crear
membranas delgadas que podrian convertir la presiéon en una senal eléctrica.
En estos anos la idea de crear sensores integrados ya era evidente.

En los anos 70 se comenzo6 a utilizar el grabado anisotropico selectivo para la
formacion de diafragmas y surge el micro maquinado en volumen o profundo
(bulk micromachining).

A principios de los anos 80 se comienzan a fabricar sensores de presion en un
chip integrado con lectura de salida. A mediados de esta misma década el mi-
cro maquinado de superficie aparece en escena en la manufactura de sensores

13



14 CAPITULO 1. INTRODUCCION

de presion, acelerémetros y otras micro estructuras. En este momento, junto
con la creaciéon de micro actuadores, surge la necesidad de referirse a estos
sistemas por un nombre: sistemas microelectromecanicos (MEMS). Poco a
poco se fue adoptando este término en el mundo cientifico y popular [1].

1.1.1.2. Definiciones y Conceptos

Los sistemas micro se refieren a dispositivos en el intervalo de tamanos de
1x107% m y contienen elementos y estructuras muy pequeiias que solo pueden
ser observados empleando sistemas de microscopia. Por otra parte, un sistema
micro electromecanico (MEMS) implica que hay elementos eléctricos y/o
electronicos y mecanicos es decir, partes movibles de algtin tipo dentro del
sistema pero a escalas del orden de los micrones.

En la préctica el concepto es mucho mas extenso; ya que un MEMS puede
contener dispositivos térmicos, magnéticos, de fluidos y 6pticos. Los cuéles
pueden ser o no eléctricos, electrénicos y mecanicos necesariamente.

Con respecto a su funcion, un MEMS puede realizar operaciones de adqui-
sicion y/o procesamiento de senales, desplegando datos, de control y como
actuador. Lo que conllevan a tomar en cuenta el embalaje, la particion de
componentes, la calibracion, la relacion senal — ruido, la estabilidad y la
fiabilidad del dispositivo [1].

Un MEMS no es solo hacer “las cosas grandes pequenas”, es aprovechar tam-
bién las ventajas que por naturaleza se tienen a esta escala.

Los sistemas microelectromecanicos se conocen como MEMS en EE.UU.,
Tecnologia de microsistemas (MST, Microsystems Technology) en Europa o
Micromaquinas (micromechatronics) en Japon.

1.1.1.3. Cantilivers

Los cantilivers son MEMS sencillos llamados también vigas o voladizos. Es-
te tipo de sistemas tienen la habilidad de detectar senales extremadamente
pequenas, es por ello que son muy buena alternativa para detectar estrés y
fuerzas pequenas [2].

Los cantiliver tienen su principal origen como sondas de deteccion en los mi-
croscopios de fuerza atomica (MFA), su funcionamiento se basa en detectar la
interaccion entre una superficie y una punta micrométrica o nanométrica que
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se encuentra colocada en un extremo de una viga (cantiliver) del microscopio
13]-

De acuerdo a la forma de funcionamiento los cantilivers se dividen en dos
tipos: estaticos y dinamicos. El primero consiste en tener una flexion en la
viga ocasionada por el elemento a ser detectado. Esta deflexion es la que
se mide. El segundo consiste en excitar el voladizo a su estado natural de
resonancia y detectar algiin cambio en la frecuencia por la presencia del
elemento a medir, a través de la amplitud, frecuencia de resonancia o fase

2].

Hay cinco formas de excitacion para los cantilivers en modo dinamico:

e Electromagnética: La oscilacion se produce por un campo magnético,
para ésto el voladizo debe tener un material sensible al campo. Es
frecuente su uso en puentes con alta resolucion [4].

e Electrostatica: La oscilacion es por medio de un campo eléctrico entre
la viga y el dispositivo de salida (driver!). Este tipo de excitacion se
usa para medidas de masa [5].

e Electrotérmica: Se coloca un material muy resistivo sobre la superficie
y entre el material y el cantiliver hay una tensiéon variable, provocando
una compresion / expansion por medio del calor ocasionando el movi-
miento de resonancia en el cantiliver.

e Optotérmica: La resonancia es provocada por una fuente luminosa con
potencia variable en el tiempo.

e Piezoeléctrica: Una tension alterna sobre un material piezoeléctrico pro-
voca la oscilaciéon en el cantiliver.

Existen cinco maneras de medir el cambio de resonancia en los voladizos en
modo dinamico:

e Capacitiva: La senal de lectura del transductor es la corriente capacitiva
formada por el sistema integrado del cantiliver y el driver [6].

I Dispositivo de salida o electrodo polarizador, el término “driver” proviene del idioma
inglés
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e Inductiva: El voladizo tiene un material conductor por el cual circula
una corriente continua. Con el movimiento oscilatorio del cantiliver
se genera un campo magnético que proporciona informaciéon sobre el
movimiento.

e Optica: Se lleva a cabo mediante una fuente de luz coherente (laser,
dos puntos con una relacion de fase constante) y un fotodiodo alineado
con la luz reflejada por el voladizo se mide el movimiento de esta [5].
Es muy usada esta técnica con los detectores de masa con excitacion
electrostatica, puede alcanzar una resolucion de 5 x 107'8g [7].

e Piezoresistiva: El movimiento se detecta a través del material piezo-
eléctrico depositado en la base de anclaje del cantiliver que entrega
una senal eléctrica proporcional al movimiento de ésta. Se utiliza mu-
cho con microcanales con una resolucion de 1.4 x 10717 g/um? [8].

e Piezoeléctrica: Se mide la variacion de tension del material piezoeléc-
trico que se mueve conjuntamente con el voladizo. Es muy parecido al
método de lectura piezoresistivo.

Los métodos de detecciéon en los cantilivers en modo estatico son cuatro:

e Capacitivo: Se miden los cambios de capacitancia dados por la separa-
cion entre el cantiliver y un electrodo. Este método tiene desventajas
si se quiere implementar a escala nanométrica, ya que las capacidades
parasitas pueden dominar la capacidad dindmica que se da en el cambio
de separacion y es la que se quiere medir.

e Optico: Este método consiste en hacer incidir un haz de luz laser sobre
el voladizo y mediante un fotodetector se registra la luz reflejada. Al
igual que el anterior tiene desventajas para escala nanométrica, por el
limite de difraccion de la luz.

e Piezoeléctrico: Se deposita una capa de material piezoeléctrico sobre el
voladizo y se mide el potencial debido al estrés producido.

e Piezoresistivo: Mide las variaciones por la deflexiones en la resistencia
de un material piezoresistivo depositado sobre el cantiliver.

En la Fig. 1.1 se muestra la conversion de los estimulos de entrada en senales
de salida de los transductores, basados en cantilivers, y se asocia con una serie
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de mecanismos de transduccion. Segin el parametro medido - deformaciones
estructurales o cambios de frecuencia de resonancia - el modo de funciona-
miento del sensor puede ser referido como estatica o en resonancia. Cada uno
de estos modos, a su vez, puede estar asociada con diferentes escenarios de
la transduccion.

Modulacién del
Campo Eléctrico y
Magnético

Cambios en Efectos
Amortiguacién Termicos

Modo de Resonancia Modo Estatico

Figura 1.1: Formas de transducciéon de acuerdo al estimulo quimico o biologico
y el modo de operacion de los cantilivers.

1.1.2. La Ciencia e Ingenieria de los Materiales

La ciencia e ingenieria de los materiales es un campo interdisciplinario que
se ocupa de inventar nuevos materiales y mejorar los ya conocidos, mediante
el desarrollo de un conocimiento més profundo de las relaciones entre micro-
estructuras, composicion, sintesis y procesamiento.

El término composicion indica la constitucién quimica de un material. El
término estructura significa una descripcion del arreglo atéomico, visto con
distintos grados de detalle. El término sintesis indica la manera de fabricar
los materiales a partir de elementos naturales o hechos por el hombre. Por
altimo, el término procesamiento indica el modo en que se conforman los
materiales en componentes tutiles y para causar cambios en las propiedades
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de distintos materiales [9].

Con ello, en la ciencia de materiales se subrayan las relaciones subyacentes
entre la sintesis y el procesamiento, la estructura y las propiedades de los
materiales. En la ingenierfa de materiales el enfoque es hacia como convertir
o transformar los materiales en dispositivos o estructuras ttiles.

Es importante recalcar que los cambios en las propiedades del material se
deben a un cambio en su estructura interna (microestructura). Si se pue-
de comprender lo que cambié microscoépicamente, se comenzard a descubrir
formas para controlar las propiedades del material.

1.1.2.1. Propiedades Mecanicas de los Materiales

Es indispensable conocer algunos conceptos mecanicos de los materiales, co-
menzando por el esfuerzo. El término esfuerzo indica una carga o una fuerza
por unidad de area. Por otra parte, la deformaciéon unitaria se refiere al alar-
gamiento o a un cambio de dimension, dividido entre la dimension original.
La aplicacion del esfuerzo causa la deformacion unitaria. Si esa deformacion
unitaria desaparece después de haber quitado la carga o el esfuerzo aplicado,
se dice que la deformacion es elastica. Si la deformacion unitaria permanece
después de eliminar el esfuerzo, se dice que la deformacion unitaria es plasti-
ca. Cuando la deformacion es elastica y el esfuerzo y la deformacion guardan
una relacion lineal, la pendiente del diagrama esfuerzo — deformacion unitaria
se le llama modulo de elasticidad o médulo de Young. Al valor de esfuerzo
necesario para iniciar la deformacion plastica se le llama resistencia de ceden-
cia. La deformacion porcentual maxima que se puede alcanzar es una medida
de la ductibilidad, por ejemplo, de un material metalico [9].

1.1.2.2. Clasificacion General de los Materiales

Los materiales se pueden clasificar en 5 grupos:

e Metales y Aleaciones: Incluyen aceros, aluminio, magnesio, zinc, hierro
colado, titanio, cobre y niquel. En general, los metales tienen buena
conductividad eléctrica y térmica. Los metales y las aleaciones tienen
una resistencia relativamente alta, gran rigidez, ductilidad o formabili-
dad y buena resistencia a los choques térmicos. Tienen utilidad especial
en aplicaciones estructurales o bajo cargas dinamicas. Aunque a veces
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se usan metales puros, las mezclas de metales llamadas aleaciones per-
miten mejorar determinadas propiedades o mejores combinaciones de
propiedades.

e Ceramicos, vidrios y vitroceramicos: Los ceramicos se pueden definir
como materiales cristalinos inorgénicos. Es posible que sean los mate-
riales mas “naturales”. La arena de la playa y las rocas son ejemplo de
ceramicos naturales. Los cerdmicos avanzados son materiales obtenidos
refinando ceramicos naturales y con otros procesos especiales. Se usan
en sustratos que albergan chips de computadora, sensores, actuadores,
inductores, aislantes eléctricos, etc. Algunos ceramicos se usan como
recubrimientos para proteger sustratos metalicos. También se usan en
pinturas, pléasticos, neumaticos, losetas para transbordadores espacia-
les, en sensores de oxigeno, etc. En general, debido a la presencia de
porosidad (pequenos agujeros), no conducen bien el calor y deben ca-
lentarse a temperaturas muy altas para que se fundan. Los ceramicos
tienen un resistencia excepcional a la compresion.

e Polimeros (plasticos): Los polimeros son materiales organicos comunes.
Se producen con un proceso llamado polimerizaciéon. Entre los mate-
riales poliméricos estan el caucho (elastomeros) y muchas clases de
adhesivos. Muchos polimeros tienen una resistividad eléctrica elevada.
También pueden proporcionar un buen aislamiento térmico. Aunque
tienen menos resistencia, tienen una relaciéon de resistencia al peso al-
ta. Normalmente no son adecuados para usos a altas temperaturas.

e Semiconductores: Los semiconductores base silicio, germanio y arseniu-
ro de galio son parte de una clase mas amplia, la de los materiales elec-
tronicos. La conductividad eléctrica de los materiales semiconductores
es intermedia entre la de los aisladores cerdmicos y los conductores me-
talicos. Se usan para la construccion de transistores, diodos, circuitos
integrados, MEMS, etc.

e Materiales compuestos: La idea principal del desarrollo de materiales
compuestos es combinar las propiedades de materiales distintos. Se for-
man a partir de dos o més materiales y se obtienen propiedades que no
posee un solo material. El concreto, la madera terciada, los plasticos
reforzados con fibras de vidrios son ejemplos de materiales compuestos.
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1.1.2.3. Clasificacion de los Materiales de acuerdo al Orden Ato-
mico.

Los materiales también se pueden clasificar de acuerdo a su arreglo atémico
o i6nico, asi cuatro tipos de arreglos han sido propuestos:

e Sin orden: en los gases monoatémicos como el argon (Ar) o el plasma
que se forma en un tubo de luz fluorescente, los 4tomos o los iones
no tienen arreglo ordenado. Estos materiales llenan todo el espacio
disponible que tienen (ver Fig. 1.2 A).

e Orden de corto alcance (SRO): un material tiene orden de corto alcance
(SRO, short-range order) si el arreglo espacial de los atomos sélo se ex-
tiende a su vecindad inmediata. Por ejemplo, en las moléculas del agua
en estado liquido el orden es de corto alcance, primeramente debido
a los enlaces covalentes entre los atomos de hidrogeno y oxigeno, asi
como los puentes de hidrogeno que se forman debido a la naturaleza
dipolar de las moléculas de agua. Sin embargo, las moléculas de agua
no tienen un arreglo especial con respecto a sus posiciones mutuas. En
la Fig. 1.2 B) se puede ver la distribucion.

e Orden de largo alcance (LRO): la mayoria de los metales y aleaciones,
los semiconductores, los cerdmicos y algunos polimeros tienen una es-
tructura cristalina donde los atomos o iones muestran orden de largo
alcance (LRO, long-range order) como en la Fig. 1.2 C) y D); el arreglo
atomico especial abarca escalas de longitud mucho mayores ~> 100nm.
Los atomos o los iones en esos materiales forman un patréon regular re-
petitivo, semejante a una red en tres dimensiones. A esos materiales
se les llama materiales cristalinos. Si un material cristalino esta for-
mado por un solo cristal grande, se le llama material monocristalino
o monocristal. Un ejemplo de monocristal es el silicio. Por otra parte,
un material policristalino esta formado por muchos cristales pequenos
con diversas orientaciones en el espacio. Estos cristales mas pequenos
se llaman granos. Los bordes entre los cristales diminutos, donde los
cristales estan desalineados entre si, se llaman limites de grano.

e Cristales liquidos: son materiales poliméricos que tienen un orden es-
pecial. En cierto estado los polimeros de cristal liquido se comportan
como materiales amorfos (semejantes a liquidos). Sin embargo, cuando
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se les aplica un estimulo externo (como un campo eléctrico o un cam-
bio de temperatura) algunas moléculas de polimero se alinean y forman
pequenas regiones que son cristalinas; de ahi el nombre de “cristales li-
quidos”. Estos materiales tienen muchas aplicaciones en la tecnologia
de pantallas de cristal liquido (LCD).

] o)

Figura 1.2: Niveles de ordenamiento atémico en los materiales: A) Sin orden.
B) y C) Orden de corto alcance. D) Ordenamiento regular que se extiende a
través del material [9)].

Con base en los arreglo atémicos se pueden clasificar los materiales de la
siguiente manera:

e Gases monoatémicos. Sin orden, €j. argdn gaseoso.

e Materiales amorfos. Sin orden de largo alcance. Solo orden de corto
alcance. Ej. Si amorfo, vidrios, plasticos.

e Cristales liquidos. Orden de corto alcance y de largo alcance en peque-
nos volimenes. Ej. polimeros en pantallas de cristal liquido.

e Materiales cristalinos. Orden de corto y de largo alcances.

o Monocristal. Ej. Si, GaAs.
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o Policristalinos. Ej. metales, aleaciones y la mayoria de las cerami-
cas.

1.1.2.4. Silicio y Polisilicio

El silicio es un material base para la fabricacion de microcircuitos y MEMS
por ello es importante conocer sus caracteristicas fisicoquimicas, asi el silicio
es un compuesto quimico que tiene la facultad de formar arreglos polimé-
ricos con una estructura normalmente en forma cibica, tiene un nimero
atomico 14 y situado en el grupo 4 de la tabla periddica de los elementos
formando parte de la familia de los carbonoideos. Es el segundo elemento
méas abundante en la corteza terrestre (27,7 % en peso) después del oxigeno.
Estéa construido de dos caras ctbicas centradas compenetradas de enrejados
de 4tomos. Las obleas de cristal de silicio estan clasificadas por su orienta-
cion relativa de su superficie a los ejes cristalinos. En la Fig. 1.3 se ilustran
distintas nomenclaturas, basadas en los indices de Miller [10].

Plano 110 Plano 111

Figura 1.3: Distintos planos de cristal para una simple red ctbica de dtomos

[1].

Las obleas con una orientacion en el plano 100 son las utilizadas convencio-
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nalmente en las tecnologias MOS ya que facilita la conjuncion entre el Silicio
y el didxido de Silicio. Historicamente, tecnologias para transistores bipolares
han usado obleas con orientacién 111, aunque tltimamente han usado obleas
100. Para aplicaciones de grabado selectivo las obleas con planos cristalinos
en 110 son usadas frecuentemente.

Asi el silicio con diferentes planos cristalinos posee diferentes propiedades
mecanicas; el Cuadro 1.1 muestra las distintas orientaciones o configuraciones
del silicio con su correspondiente moédulo de Young y coeficiente de Poisson.

Cuadro 1.1: Médulo de Young y coeficiente de Poisson de distintas configu-
raciones del Silicio [11]

100 <011> 168.9 GPa? | <011> <0-11> 0.064
100 <001> 130.2 Gpa <010> <001> 0.279
110 <111> 187.5 Gpa | <1-11> <1-1-2> 0.182
110 <100> 130.2 Gpa | <001> <1-10> 0.279
111 - 168.9 Gpa - 0.262

El Cuadro 1.2 resume las caracteristicas fisicas del Silicio.

Cuadro 1.2: Caracteristicas fisicas del Silicio [12].

Densidad a 25°C 2.329 x 10° kg/m?
Coeficiente de expansion térmica a 300K | 2.616 x 107°/K
Calor especifico 700 J/(K-kg)
Conductividad térmica 1.48 W/(K-m)
Conductividad eléctrica 4.35x 107 S/m
Difusividad térmica 0.86 cm?/s

Por otra parte, el silicio policristralino o conocido comtinmente polisilicio es
un material compuesto por pequenos cristales de silicio. Su principal venta-
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ja es su facilidad para ser depositado sobre diversos sustratos, siendo muy
compatible con la tecnologia CMOS. Tiene un moédulo de Young inferior al
del Silicio y depende de la técnica de crecimiento del silicio utlizada, del do-
paje de la muestra, de las caracteristicas de la estructura y en ocasiones del
método utilizado para calcularlo [13] [14].

En el Cuadro 1.3 se muestra algunas propiedades mecanicas del polisilicio. La
tension interna o del polisilicio ha sido ampliamente investigada en relacion
con el proceso de desarrollo de dispositivos LSI® [15]. Tanto el polisilicio
como el silicio amorfo se sintetizan por deposicion de vaporizacion quimica
(LPCVD) utilizando la descomposicion térmica del silano (SiH4) en estado
gaseoso, poseen un gran esfuerzo de compresion de -300 a -400 MPa. Este
esfuerzo de compresion se debe a los granos desordenados y el contenido de
oxigeno [16], que no esta relacionado con el estrés térmico debido a que el
coeficiente de expansion térmica del poli-Si es el mismo que la del sustrato de
silicio. Este esfuerzo de compresion no es deseable en aplicaciones de MEMS,
ya que induce la deformaciéon de las estructuras. Esto se puede disminuir
con una temperatura alta de templado, por encima de 1050 °C tanto en el
horno [17] y mediante un proceso térmico rapido, [18] debido a la tension de
relajacion.

3Del inglés Large Scale Integration o Integracion de Escala Larga
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Cuadro 1.3: Propiedades mecénicas del polisilicio [19].

LPCVD (MuMPs) 35 || De tension 170+ 7 0.23 121 £0.16
MuMPs 13 3.5 | De tension 1.4 £0.65
MuMPs 19, 21 1.5 || De tension 153 £8 145+ 0.19
153 £20
146 £ 10
LPCVD 620°C. 1.0 || De tension 176 + 25 286 £ 0.28
Tamaio del grano 164 £25 164 £ 25 2.69 £ 0.30
(50,100, 500 nm) 164 £ 25 337£0.29
450 nm LPCVD 10.5 || De tension 1674 -10 +0.9 125 10.6
+115um Epi, 16446 % 09 L9 |17
pulido, POC13 167+5 -115 9.9 1.08 6.1
dopado 160 £ 4 -46 +28 1.08 115
LPCVD 580°C P+ 2 || De tension 0.698 1
dopado recocido
950°C
Epi In situ PH; 10 || De tension 1.07 7
dopado
LPCVD 520°C 1.8 || De tension 163 76 2028 | 63
(SiHs) Recocido £0.4-0.6
1000°C
LPCVD 520°C 24 | De tension 167 7.0 20-25 | 10.0
(SisH) +0.2-04
Recocido 1000°C POC13 1000°C
POC1; 1000°C
Estandar 4| De tension 31+04
(térmico)
LPCVD 630°C 0.2 || Abultado 160 =240
LPCVD 630°C 0.2 || Abultado 194 -68
Ny recocido 1100°C
LPCVD 630°C 4 || Abultado 41 189 0.10%
Recocido 1000°C
LPCVD 580°C 52 | Flexion 19 5.0 35
Recocido 1100°C -32 42 (R=1.0um)
No dopado,
boro dopado
LPCVD 580°C 52 | Flexion 19* 33
Recocido 1100°C No dopado (resonante)
No dopado
LPCVD 580°C 35 | Flexion 1245 11
Recocido 1000°C (crack)
LPCVD como 1.27 || Pandeo 1.72%
depdsito 1000°C 0.93%
recocido




26 CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.2. Planteamiento del Problema

La presencia de microorganismos en los alimentos es natural y ocurre inevi-
tablemente. La contaminacion de alimentos es un problema de salud a nivel
mundial y ademéas genera problemas en la comercializacion de los alimentos
y materiales biologicos.

La contaminacion de alimentos puede ocurrir a través del aire, agua o suelo;
estos contaminantes pueden ser de origen quimico o biolégico. Los de origen
quimico pueden ser metales pesados, pesticidas, medicamentos para animales,
y otros compuestos agroquimicos, este tipo de contaminantes esta asociado a
los procedimientos agroindustriales para la produccion de alimentos. Por otro
lado, los alimentos se pueden contaminar biold6gicamente con microrganismos
(bacterias, hongos, protozoarios, virus, etc.), toxinas (micotoxinas, biotoxinas
marinas, etc.) y otros compuestos organicos. De acuerdo a las legislaciones
de otros paises, los alimentos no deben contener microorganismos, toxinas
o metabolitos en cantidades que presenten un riesgo para la salud de los
humanos.|20].

Los riesgos para la inocuidad alimentaria incluyen la existencia de micror-
ganismos patogenos que se encuentran naturalmente en el ambiente y que
pueden contaminar los alimentos por un manejo inapropiado (Listeria, Sal-
monella y E. coli), los cuales pueden ocasionar enfermedades al consumidor
[21]. Se entiende por inocuidad alimentaria a la implementacion de medidas
que reducen los riesgos a la salud de los consumidores, estos riesgos pueden
ser de origen biolégico o quimico; asimismo, la inocuidad alimentaria se en-
foca a garantizar que la salud de los consumidores no se ponga en riesgo por
el consumo de alimentos.

Existen varios microrganismos patogenos que contaminan alimentos y causan
enfermedades en los humanos, los mas comunes son los siguientes: Campylo-
bacter, Salmonella, Listeria monocytogenes y Escherichia coli [22]. Por ejem-
plo, la Salmonella spp se encuentra regularmente en alimentos como huevos
cocidos, aves, carne, leche cruda, productos lacteos, mariscos, chocolate, es-
pecias y ensaladas; la dosis infecciosa? es de entre 15 — 20 microorganismos,
con un periodo de incubacién® de 12 — 24 horas, la enfermedad que genera

4Dosis infecciosa: cantidad que debe ser consumida para dar lugar a sintomas de enfer-
medades transmitidas por los alimentos.

5Periodo de incubacién: tiempo entre el consumo de un alimento contaminado y la
aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad.
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conocida como Salmonellosis.

1.3. Justificacion

La Organizacion Mundial de la Salud define “enfermedades causadas por ali-
mentos” como un padecimiento generalmente infeccioso o téxico, causado por
agentes que entran al cuerpo a través de la ingesta de alimentos. Debido a
la incidencia global de padecimientos causados por alimentos, se ha repor-
tado para el ano 2005, 1.8 millones de personas muertas por enfermedades
diarreicas y un gran nimero de estos casos se puede atribuir a alimentos y
agua contaminada.

De acuerdo a la agenda estadistica de la Secretaria de Salud del Distrito
Federal del 2008, reporta para 2007 que las enfermedades infecciosas intes-
tinales son una de las principales causas de enfermedad y mortalidad para
la entidad, con 394,347 casos registrados, 2,695 egresos hospitalarios y un
total de 266 defunciones (154 mujeres y 112 hombres) y es la quinta causa
de mortalidad infantil y preescolar (44 y 18 defunciones respectivamente).

A nivel nacional, consultar la Fig. 1.4, es la primera causa de mortalidad en
edad preescolar (1 a 4 afos) con 460 defunciones. Es la cuarta en nifos y
ninas menores de un ano con 725 defunciones y la onceava causa en edad es-
colar (5 a 14 anos) con 101 defunciones. Estas enfermedades estan asociadas
al consumo de alimentos y agua contaminada por microorganismos patoge-
nos, principalmente Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio cholerae, entre
otros.

Las enfermedades infecciosas intestinales son un problema importante de sa-
lud publica para el pais. Ademés de los casos de defunciones, estas enferme-
dades son altamente contagiosas y requieren un control sanitario estricto, lo
que representa gastos médicos y hospitalarios elevados para su tratamiento,
asi como pérdidas econémicas por ausentismo laboral.
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Mortalidad Infantil por Enfermedades
Intestinales en el 2008 Defunciones

& Mortalidad Infantil por
Enfermedades Intestinales
en el 2008 Defunciones

Menores
de un afio, Edad Edad
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afios)

Figura 1.4: Grafica de defunciones por enfermedades intestinales a nivel na-
cional en menores de 15 anos.

Existen diversas metodologias y programas para afrontar la contaminacion
de alimentos tales como buenas practicas de agricultura, buenas practicas
de manufactura y analisis de riesgos y control de puntos criticos (APPCC?)
las cuales pueden reducir significativamente el nimero de microorganismos
patogenos en alimentos; sin embargo, la tecnologia para detectar estos micro-
organismos es vital ya que es la clave para prevenir e identificar problemas
relacionados con salud y bioseguridad [23] [24] [25].

Los métodos més recurridos para la deteccion de microorganismos son: cuen-
ta en placa, métodos basados en inmunologia y de reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR), estos métodos son accesibles economicamente, propor-
cionan informaciéon cualitativa y cuantitativa; sin embargo, son restringidos
debido al tiempo de ensayo, ya que necesitan de 24 a 72 hrs. para la detec-
cion, y no son tan sensibles como para detectar microorganismos patogenos
que generalmente se encuentran en bajas concentraciones en alimentos [20].

Debido a ésto, se han hecho diversas investigaciones acerca de nuevos métodos
para la deteccion de microorganismos. Una de ellas es con micro cantilivers,
que son instrumentos que tienen la habilidad de detectar senales extremada-
mente pequenas de fuerza y estrés [2], teniendo como resultado detecciones
de cambio de masa alrededor de los 10 picogramos.

5En inglés HACCP, Hazard analysis and critical control points.
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1.4. Hipotesis

Es posible construir un biosensor basado en MEMS usando estructuras can-
tilivers o voladizos.

El funcionamiento del cantiliver serd en modo dindmico; es decir, una es-
tructura resonante, ya que ofrece una mejor resoluciéon en la deteccion de
cambios de masa. Para ello se tiene como referencia principal la microbalan-
za de cuarzo. Con ello se garantiza un relacion proporcional del cambio de la
frecuencia con el cambio de masa del cultivo de microorganismos patdgenos
que se vayan a evaluar.

Para sustentar esta hipotesis y comprobarla se plantea un modelo matema-
tico basado en vigas y la simulacién mediante el software COMSOL Mul-
tiphysics, empleandose para el tratamiento numérico el método de elemento
finito. Ademas de referencias a trabajos|26] que utilizan dicho método para
la deteccion de pequenos cambios de masa.

1.5. Objetivos

Con base en lo expuesto en el Planteamiento del Problema, la Justificacion y
la Hipotesis, se propone en este trabajo de investigacion, el siguiente objetivo:

1.5.1. Objetivo General

Disenar y simular un biosensor basado en cantilivers en modo de resonancia
para la deteccion de microorganismos patogenos en alimentos.

1.5.2. Objetivos Especificos

e Generar el estado del arte que sustente el presente trabajo.
e Disenar un biosensor mediante el uso de herramientas CAD.

e Caracterizar la resolucién del biosensor mediante herramientas de si-
mulaciéon y modelado.
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1.6. Alcance

En este trabajo se parte de que el funcionamiento del cantiliver es en modo
dindmico; es decir, una estructura resonante, este modo de operacion ofrece
una mejor resoluciéon en la deteccion de cambios de masa. En esta tesis se
presenta el diseno de diferentes configuraciones de cantilivers, la simulacion
de la frecuencia y el desplazamiento de las vigas en los diferentes modos
disenados, y la validaciéon del modelo con datos provenientes de cantilivers
comerciales operados en un microscopio de fuerza atémica 26| e informacion
de articulos y referencias del area. Para ello se utilizé el modelo matematico de
la viga de Euler-Bernoulli y el software de simulacion COMSOL Multiphysics.
El método de medicion principal para la simulacion fue el 6ptico con la
posibilidad de usar el método capacitivo.

1.7. Metodologia de la Investigacion

Para poder disenar el biosensor se requerira primeramente de la literatura del
estado del arte, la cual ofreceré distintas alternativas de diseno y la posibili-
dad de proponer una nueva soluciéon. También serviré junto con el material de
ciencia e ingenierfa de materiales, los modelos fisicos y matematicos de masa
resorte y vigas para proponer un modelo que sustente el método analitico de
diseno.

Por otra parte se usara el software COMSOL Multiphysics para simular el
voladizo y poder comprobar los datos obtenidos del modelo matemético, que
junto con los resultados publicados en el estado del arte se sustentaréd el
modelo y la caracterizacion del mismo.

Por dltimo, dicho diseno se podréa comprobar con los resultados obtenidos
de cantiliver probados y caracterizados a través del microscopio de fuerza
atomica.

1.8. Resumen

Junto con la creacion de los micro actuadores, el término de MEMS comien-
za a usarse. Los sistemas micro se refieren a dispositivos en el intervalo de
tamaiios de 1x107% m y contienen elementos y estructuras muy pequeiias que
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solo pueden ser observados empleando sistemas de microscopia. En la prac-
tica el concepto es mucho mas extenso; ya que un MEMS puede contener
dispositivos térmicos, magnéticos, de fluidos y épticos.

Los cantilivers son MEMS que tienen la habilidad de detectar senales ex-
tremadamente pequenas y son muy buena alternativa para detectar estrés
y fuerzas pequenas. Generalmente son hechos de silicio y polisilicio ya que
ofrecen caracteristicas fisicoquimicas propicias para dispositivos CMOS y ele-
mentos mecéanicos, especificamente para estructuras usadas para la deteccion
de cambios de masa. Con ello, el cantiliver disenado es usado como biosensor
para la deteccién de microorganismos patégenos en los alimentos, ya que es
necesario conservar la inocuidad alimentaria. Se utilizo el modelo matematico
de la viga de Euler-Bernoulli y el software de simulacion COMSOL Multiphy-
sics. El método de medicion principal para la simulacion fue el 6ptico con la
posibilidad de usar el método capacitivo.
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Capitulo 2

Biosensores

En este capitulo se define los que es un sensor y se revisan los métodos
de deteccion de microorganismos convencionales y los basados en MEMS:
sensores quimicos, biologicos y de masa.

Un sensor es un dispositivo con capacidad de detectar magnitudes fisicas o
quimicas; por ejemplo: temperatura, intensidad luminosa, distancia, acele-
racion, inclinacion, desplazamiento, presion, fuerza, torsion, humedad, pH,
etc., y transformarlas en variables eléctricas (resistencia, capacitancia, ten-
sién, corriente, etc.).

La diferencia entre un sensor y un transductor radica en que el sensor esté
siempre en contacto con la magnitud fisica o quimica a medir, con lo que
puede decirse también que es un dispositivo que aprovecha una de sus pro-
piedades con el fin de adaptar la senal que mide para que la pueda interpretar
otro dispositivo.

Hay varios tipos de sensores: quimicos, biolégicos, de masa, de presion, de
velocidad, de aceleracion, de temperatura, de proximidad, etc.

2.1. Deteccion de Microorganismos

2.1.1. Meétodos Convencionales

Los métodos convencionales para la deteccion e identificacion de agentes
patdgenos microbianos se basan principalmente en técnicas microbiologicas
y bioquimicas. Estos métodos se clasifican principalmente en: cultivo y conteo
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por colonias, inmunologicos que implican interacciones antigeno-anticuerpo
y los basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que consiste
en el andlisis de ADN. Si bien estos métodos pueden ser sensibles, de bajo
costo y dan informacién tanto cualitativa como cuantitativa de la muestra de
microorganismos, estan en gran medida limitados por el tiempo de ensayo,
también es necesario tener muestras enriquecidas inicialmente con el fin de
detectar los microorganismos patogenos o sus metabolitos que normalmente
se producen en pequenas cantidades en los alimentos.

De los tres métodos, los de cultivo y conteo por colonias siguen siendo las
técnicas més usadas para la deteccion de patdgenos en los alimentos, debido a
la sencillez de estos métodos y a su uso extensivo en el control sanitario de los
alimentos. Sin embargo, el principal inconveniente es el tiempo que se requiere
para realizar las pruebas; ya que toma de 2-3 dias para obtener resultados
iniciales, y de 7-10 dias para una confirmacion. Esto es un inconveniente obvio
en muchas aplicaciones industriales, especialmente en el sector alimentos.

Culttvo v Contes por Colonias

Matodes Convencionales Bﬂ;ﬂ_p! en Inmunclogla

Figura 2.1: Diferentes métodos convencionales empleados para la deteccion
de micro organismos patogenos.

A pesar de sus desventajas, los métodos de cultivo convencionales siguen
representando un campo fértil de investigacion y desarrollo. Estos métodos
se combinan a menudo con otros métodos de deteccion de patdégenos como
un ADN automatizado o semiautomatizado, anticuerpo o bioquimicos para
obtener resultados mas solidos. Por ejemplo: cultivo y los basados en PCR
para la Salmonella enteritidis [27].

También, a través de los métodos basados en detecciéon inmunologica con
anticuerpos se ha detectado Salmonella [28]. Tal vez estos métodos son la
tnica tecnologia que ha sido empleada con éxito para la detecciéon de células
bacterianas, esporas, virus y toxinas por igual [29] y es ampliamente utilizada
para la determinaciéon de microorganismos patdgenos. Sin embargo, una de
las desventajas es que a fin de garantizar la deteccion fiable de patogenos en
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los alimentos utilizando métodos basados en anticuerpos, se debe tomar en
cuenta la influencia del estrés sobre las reacciones de anticuerpos y enten-
der como las actividades fisiologicas de las células a menudo se alteran en
respuesta a un estrés. Otra desventaja, es que a pesar de que el tiempo de
respuesta es muy inferior en comparacion con las técnicas de cultivo tradi-
cionales, todavia se carece de la capacidad de deteccion de microorganismos
en “tiempo real”. No obstante, si las cantidades de los agentes patogenos son
suficientemente altas los inmuno-analisis pueden proporcionar informacion
en tiempo real. Pero se corre el riesgo de que haya una baja sensibilidad en
las pruebas, una baja afinidad de los anticuerpos para el analito que interesa
o la posible interferencia de contaminantes [30].

Por ultimo, pero no menos importante, los métodos de PCR pueden detectar
una sola copia de una secuencia de ADN y por lo tanto, pueden ser utiliza-
dos para localizar una sola bacteria patégena en los alimentos. El método de
PCR tienen claras ventajas sobre otras técnicas para la deteccion de pato-
genos microbianos, por ejemplo: son mas especificos, sensibles, rapidos, con
precision y capacidad de detectar pequenas cantidades de acido nucleico en
una muestra [31]. Recientemente se informé que un ensayo de PCR resulto
ser el més sensible en la deteccion de Salmonella en los alimentos marinos en
comparacion con la de cultivo y los métodos de ELISA [32|. Sin embargo, a
pesar de sus ventajas son métodos caros y complicados; ya que requieren de
personal especializado para poder llevarlos a cabo.

2.1.2. Meétodos Basados en MEMS

2.1.2.1. Sensores Quimicos

En 1924, Palmer estudi6 la coherencia de filamentos finos con libertad de
contacto inducidos por ondas electromagnéticas en presencia de distintos
gases y la correlacion entre las respuestas observadas y el calor de la absorcion
de gases. Este fue uno de los primeros sensores quimicos registrados en la
historia [33].

Un sensor quimico se define como un transductor fisico (transductor de can-
tidades fisicas en senales convenientes de salida) y una capa quimicamente
selectiva, por lo que senales de salida medibles pueden ser producidas en res-
puesta a un estimulo quimico [33]. En la Fig. 2.2 se ejemplifica la estructura
basica de un sensor quimico.
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>, Sistema de entrega de Analios

Ambiente quimico o biclogico

(&) 8)

Figura 2.2: (A) Representacion esquematica de un sensor quimico o biologico
con una senal de salida en respuesta de la presencia de una fuente de analitos
o compuesto quimico de interés. (B) Sensor quimico con una capa receptora
que provee una respuesta selectiva a moléculas quimicas o biologicas [33].

En el diseno de un sensor quimico se pueden emplear recubrimientos se-
lectivos a moléculas, esto implica que dichos recubrimientos pueden estar
funcionalizados quimicamente con compuestos que reconozca o interaccionen
con otras moléculas quimicas de interés para su detecciéon o monitoreo, como
los sensores empleados para la deteccion de particulas contaminantes en el
ambiente o en el agua, por citar algunos ejemplos. Otro aspecto relevante
de los sensores son los diferentes modos de transduccion, basicamente estos
pueden ser [33]:

e Térmico.
e Masa.
e Electroquimico.

e Optico.

Los sensores quimicos han sido utilizados activamente dentro de la familia de
los MEMS (sistemas microelectromecanicos), especialmente las estructuras
sencillas llamadas microcantilivers que han demostrado ser muy ttiles para
ser usados como transductores de estimulos fisicos, bioldgicos o quimicos en
senales medibles.
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Los sensores basados en cantilevers involucran mediciones de su deflexion,
frecuencia de resonancia y caracteristicas de amortiguamiento.

2.1.2.2. Sensores Biologicos

Un sensor biolégico tiene un principio de operacién similar al de un sensor qui-
mico, pero en este caso las interacciones especificas se pueden dar entre bio-
moléculas del dispositivo funcionalizado con las biomoleculas de interés pa-
ra la deteccion, asi interacciones entre anticuerpo-antigeno, enzima-sustrato
(biomolecula), reconocimientro entre cadenas de DNA, inclusive interaccio-
nes microorganismo-medio de cultivo o soporte de cultivo pueden darse para
llevar a cabo la biodeteccion del reconocimiento de la biomolecula de interés.
Dando como resultado, de estas interacciones, la variacion de una o varias
propiedades fisico-quimicas (pH, transferencia de electrones, de calor, cam-
bio de potencial, variaciones de masa, variaciéon de las propiedades dpticas,
entre otras) que finalmente detecta el transductor. Este sistema transforma
la respuesta del elemento de reconocimiento en una senal eléctrica indicativa
de la presencia del analito sometido a estudio o proporcional a su concentra-
cion en la muestra o al crecimiento del microorganismo [34]. Por lo tanto, un
biosensor se define como un dispositivo de analisis que incorpora un elemen-
to de reconocimiento biologico (acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor,
tejido, célula) asociado a un sistema de transduccién que permite procesar
la senal producida por la interaccion entre el elemento de reconocimiento y
el analito [35].

El término biosensor aparece primeramente a finales de los anos 70; aunque
el primer biosensor fue un analizador de glucosa desarrollado por Clark y
Lyons en 1962 [35]. Este biosensor consistia en una enzima glucosa oxidasa
acoplada a un electrodo para oxigeno. La enzima oxida la glucosa y como
consecuencia se produce un descenso proporcional de la concentracion de
oxigeno en la muestra, que es detectado por el electrodo.

Los biosensores pueden clasificarse en cuatro maneras distintas de acuerdo
al [35]:

e Tipo de interaccion que se establece entre el elemento de reconocimiento
y el analito.

o Biocatalitica.
o Bioafinidad.
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e Método utilizado para detectar dicha interaccion.

o Directa.

o Indirecta.
e Naturaleza del elemento de reconocimiento.

Enzima.

Organelo, tejido o célula completa.
Receptor biologico.

Anticuerpo.

Acidos nucleicos.

© o o o o o©

PIM (polimero de impresiéon molecular), PNA (4cido nucléico pep-
tidico), aptameros (acidos nucléicos de cadena sencilla o anticuer-
pos quimicos).

e Sistema de transduccion.

Electroquimico.

Optico.

0
0

o Piezoeléctrico.
o Termométrico.
0

Nanomecénico.

En la practica, la eleccion del material biologico depende de las caracteristicas
del compuesto a analizar y la eleccion del transductor esté condicionada por
el tipo de elemento a ser reconocido; ya que éste determina cual serd la
variacion en las propiedades fisico-quimicas que ocurra como consecuencia
de la interaccion [33].

2.1.2.3. Sensores de Masa

Un sensor de masa es un dispositivo capaz de detectar la magnitud de la
masa y transformar esta deteccion en una variable eléctrica: resistencia, ca-
pacitancia, tension, corriente, frecuencia, entre otros.

Actualmente, hay sistemas capaces de detectar variaciones de masa del orden
de los picogramos [5] hasta sensibilidades de 0,18 ag'/cm?, en dispositivos

latogramos
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comerciales, a altas frecuencias (10-15 MHz) [36].

Probablemente el sensor mas utilizado con esta funcién sea la microbalanza
de cuarzo (QCM, Quartz Crystal Microbalance o QMB, Quartz microba-
lance), que alcanza una resoluciéon de masa absoluta de 0,9 ng?/cm?. Las
balanzas de cuarzo se utilizan en monitorizacién de reacciones quimicas, en
sensores biomédicos, para monitorizar la deposiciéon de metales y en control
ambiental. Estos sistemas en ocasiones permiten realizar medidas electroqui-
micas en liquido, es lo que se conoce como EQCM (electrochemical quartz
crystal microbalance).

El funcionamiento de la microbalanza de cuarzo consiste en aplicar un po-
tencial eléctrico externo sobre un disco de cuarzo con dos electrodos de metal
(por lo general oro) produciendo una onda acustica que se propaga a través
del cristal. Esta onda encuentra un minimo de impedancia cuando el grosor
del sistema es un miltiplo de la mitad de la longitud de onda de la onda
acustica. El disco de cristal de cuarzo debe cortarse con una orientacién es-
pecifica respecto a los ejes cristalinos. La deposicién de capas delgadas en la
superficie del cristal diminuye la frecuencia proporcionalmente a la masa de
la capa depositada. Mediante la detecciéon de la variaciéon en frecuencia se
puede determinar la masa depositada [37].

Zhang et al. [38] propone un sistema basado en un microoscilador en forma
de peine utilizando amplificaciéon de la resonancia paramétrica con resolu-
cion de los picogramos en aire. Por otra parte, Ekinci, K. L. [39], presenta un
nanopuente resonante con detecciéon magnética que permiten obtener resolu-
ciones en masa absolutas del orden del atogramo. Este puente se encuentra
en un campo magnético perpendicular para excitar la resonancia y junto con
la corriente alterna que pasa a través de él se genera una fuerza electromotriz,
la cual es detectada a través de un analizador de redes y conocer los cambios
de masa.

Se han llegado a disefiar dispositivos capaces de detectar 7 zg® [4], realizando
medidas en ultra alto vacio y a temperatura inferior a 7 K. Otros resultados
de sensores basados en membranas piezoeléctricas resonantes para deteccion

bioquimica [40] indican que se pueden alcanzar resoluciones cercanas a los
300 fgt/Hz.

2nan0gramos

3zeptogramos
4femtogramos
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2.2. Resumen

Los métodos convencionales para la deteccién e identificacion de agentes
patégenos microbianos se basan en técnicas microbiolégicas y bioquimicas.
Estos métodos se clasifican principalmente en: cultivo y conteo por colonias,
inmunologicos que implican interacciones antigeno-anticuerpo y los basados
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que consiste en el analisis
de ADN. Sin embargo, el principal inconveniente es el tiempo que se requiere
para realizar las pruebas; ya que toma de 2-3 dias para obtener resultados
iniciales, y de 7-10 dias para una confirmacion.

Por otra parte, se encuentran los biosensores como alternativa para la de-
teccion de microorganismos. Un biosensor se define como un dispositivo de
analisis que incorpora un elemento de reconocimiento biolégico (écido nu-
cleico, enzima, anticuerpo, receptor, tejido, célula) asociado a un sistema de
transduccién que permite procesar la senal producida por la interaccion en-
tre el elemento de reconocimiento y el analito. Y un sensor de masa es un
dispositivo capaz de detectar la magnitud de la masa y transformar esta de-
teccion en una variable eléctrica: resistencia, capacitancia, tension, corriente,
frecuencia, entre otros.

Actualmente, hay sistemas capaces de detectar variaciones de masa del orden
de los picogramos. Trabajos reportan detecciones del orden de los 7 zg, medi-
das en ultra alto vacio y a temperatura inferior a 7 K y hasta sensibilidades
de 0,18 ag/cm?.



Capitulo 3

Fisica de Biosensores Basados en
MEMS

Es importante para el diseno del biosensor el analisis de la fisica de la es-
tructura mecénica. Concretamente la ecuacion de la elastica de la viga para
el campo de desplazamientos que sufre el eje de la viga desde su forma recta
original a la forma curvada o flectada final.

Para disenar y modelar el biosensor se tomara la ecuacion de la viga de Euler
- Bernoulli. La cual es una viga plana de seccién transversal rectangular,
empotrada en uno de sus extremos. Por otra parte, se tomara como valor de
una fuerza el peso de una masa de 0.1pg.

Por otra parte, para el calculo de la frecuencia natural de la viga sin la masa
y con la masa para poder determinar la resolucion del cantiliver se usara la
solucion de la ecuacion clasica la viga vibrante.

3.1. Modelo Fisico

Una viga o una barra delgada es un s6lido homogéneo e isétropo cuya longitud
es grande comparada con las dimensiones de su secciéon trasversal.

Para modelar la viga cantiliver o voladizo se toma para el analisis una barra
empotrada con una longitud L, anchura W y espesor H como se muestra en
la Fig. 3.1a. Se fijara uno de sus extremos.

Por otra parte, cuando una viga se flexiona debido a las fuerzas exteriores que
se aplican, existen algunas partes de la viga que se acortan y hay otras zonas
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que se alargan. Pero hay una linea, denominada neutra, que no se acorta ni
se alarga. En la Fig. 3.1b se observa como esta linea se encuentra en el centro
de gravedad de la secciéon trasversal.

’ ‘_,_f_':__'.-' g

>

i

L

(a) Viga (b) Linea neutra

Figura 3.1: a) Dimensiones de la viga cantiliver y b) linea neutra

El radio < ¢ > de curvatura medio e ¥ instantaneo se definen, respectiva-
mente como:

As
<P> = N
) As
Vo= l'””As—)O@
ds
= — 1
7 (3.1)

Tomando como base la linea neutra, se puede obtener el radio de curvatura
¥ expresado en términos del desplazamiento vertical dz con respecto del
horizontal dz (ver Fig. 3.2a).

Para determinar 9 y el centro de C' de curvatura, se traza la tangente a un
punto de la trayectoria y a continuacion, se traza la normal. Luego, se toma
un punto muy proximo al anterior y se vuelve a trazar otra tangente y linea
normal en dicho punto como en la Fig. 3.2b. Las normales se cortan en un
punto denominado centro de curvatura C', y la distancia de C' a uno u otro
punto de la trayectoria, infinitamente proximos entre si, se denomina radio
de curvatura ¢. Si el angulo comprendido entre las dos tangentes es df, este
es el angulo que forman las dos normales. La longitud del arco entre los dos
puntos considerados es ds = 1 - df.
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(a) Viga flexionada (b) Radio de curvatura ¢

Figura 3.2: Radio de curvatura de una viga flexionada

En la Fig. 3.2a se observa el triangulo rectangulo de base dx, altura dz e
hipotenusa ds, por lo que se establecen las siguientes relaciones:

%
dx
dz

6 = tan— 2
arctan—— (3.2)

tanf =

ds = Vdx?+dz?

(5w o

Sustituyendo la Ec. 3.2 y la Ec. 3.3 en la Ec. 3.1 tenemos lo siguiente:
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14 (3—5)2d$
darctan%

1+ (3—5)2d$

- (3.4)

Si se consideran las siguientes condiciones:

e Como se defini6 anteriormente la longitud de la barra L es mucho mayor
que las dimensiones de su seccién trasversal como se muestra en la Fig.

3.3.
e La deformacion debida a su propio peso es despreciable.
e La seccion de la barra no cambia cuando se dobla.

e Cuando el espesor de la barra es pequeno comparado con el radio de
curvatura, la seccion trasversal cambia muy poco.

Seccion Transversal
|

Figura 3.3: Viga cantiliver de seccién transversal rectangular

y se aplica una fuerza en el extremo libre de la viga como se ilustra en la

Fig. 3.3 es aplicable la ecuacion de Euler-Bernoulli que relaciona el momento

flector M de la fuerza aplicada y el radio de curvatura de la barra deformada.
E-1

M= (3.5)
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3.1.1. Desplazamiento

Sustituyendo la Ec. 3.4 en la Ec. 3.5 se obtiene que:

d?z

M=FE-I N (3.6)
(1+ (%))

y considerando que para pequefias pendientes (dz/dr)* ~ 0y dz = dw, la
Ec. 3.6 queda como la Ec. 3.7 que modela la flexiéon de una viga fija de un
extremo con pequenas deflexiones, como en la Fig.3.3 (de esta manera puede
verse un cantiliver) [1].

d*w M
—_— = — (3.7)
dz?> FEI
Donde M es el momento interno de flexion que, en equilibrio, corresponde con
las cargas aplicadas externamente. I es el momento de inercia de la secciéon

transversal del voladizo y F es el modulo de Young.

Resolviendo la Ec. 3.7 con las siguientes condiciones iniciales:

w(0) = 0 (3.8)
dw
— = 0 3.9
dx|,_, (39)
y sustituyendo el momento interno M = —F(L — x) en cualquier posicion x
dentro de la viga. Obtenemos la ecuacion:
FL x

Donde F' es la fuerza aplicada en el extremo final del cantiliver.

Esta ecuacion representa el desplazamiento vertical w de la viga al ser fle-
xionada. Si se desea saber cudl es la maxima deflexion al final del cantiliver
x = L se sustituye en la Ec. 3.10 y se obtiene lo siguiente:

LS
=|—)|F A1
mos = (357 (.11)

Sustituyendo en la Ec. 3.11 el momento de inercia I = (1/12) H3W se obtiene:

413
Wmaz = <E.WH3) F (312)
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3.1.2. Constante de Elasticidad

Si se observa detenidamente la Ec. 3.12, hemos obtenido la ecuaciéon de Hooke;
donde k es la constante de elasticidad. Con ello podemos concluir que un
cantiliver o voladizo sujeto de uno de sus extremos puede ser modelado a
través de un sistema masa - resorte.

El valor de la constante k es el siguiente:

o subtituyendo el valor de 1
EWH?3

Con base en la Ec. 3.14 podemos afirmar que la deflexion de la viga depende
solamente de la geometria de la viga y las propiedades del material usado.

3.2. Frecuencia natural

Tomando en cuenta el modelo masa - resorte y que el comportamiento del
cantiliver serd en modo dindmico; podemos decir que un sensor resonante,
basado en cantilivers, puede ser modelado como un oscilador armoénico con
una frecuencia de resonancia igual a:

1 k
f - %\/m:() (315)

Donde m, es la masa suspendida efectiva del cantiliver. m, esta relacionada
con la masa total de la porcion suspendida de la viga m; y la masa m,
concentrada (masa de algin objeto por lo general en el extremo libre) a través
de la ecuacion m, = nm; + m.. Donde n es una constante de la geometria
asociada a la secciéon transversal de un cantiliver rectangular, en este caso n
vale 0.24.

Si sustituimos k, m, y m. = 0 en la Ec. 3.15 obtenemos la ecuacion de la
frecuencia natural de resonancia, f,, en ausencia de algiin amortiguamiento.

1 k* BT

fo - % ﬁp_A (316)
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La constante x = 1,875 es un parametro obtenido de la resoluciéon clasica
de la ecuaciéon de movimiento de los distintos modos de oscilacion de un
cantiliver resonante [41].

La frecuencia también puede ser expresada en términos de las caracteristicas
fisicas del material.

18752 H | E
BTy H [ B (3.17)

2 L2\ 12p

Tanto la Ec. 3.15, como la Ec. 3.16 y 3.17 son frecuentemente usadas como
punto de partida en la estimacion de la sensibilidad para mediciones de masa
de sensores resonadores basados en cantilivers [42].

fo:

3.2.1. Variacién en la frecuencia por cambio de masa

La resolucion del cantiliver 0 f /m,. se puede medir mediante la siguiente ecua-
cion [42]:

Elm?
Te (3.18)

5f =0,279 -
f=0,279 T

donde m,. es la masa efectiva del microorganismo, considerando que esta masa
esté distribuida de uniformemente sobre la superficie del cantiliver.

La Ec. 3.18 es valida solo para la frecuencia natural f, y se puede expresar

de la siguiente forma:
m E
) :()279-761/— 3.19

Como se puede observar en la Ec. 3.19 el cambio de la frecuencia solo depende
de las caracteristicas fisicas del cantiliver, especificamente de £, W y L;
ademas de la masa del microorganismo.

Por la tanto un cantiliver con los siguientes valores geométricos: L = 100um,
W = 5um y H = lum tendra una constante elastica K = 0,2N/m y una
frecuencia fundamental f,., = 0,134 M H z.

Considerando que por ejemplo la masa de un solo microorganismo es, m,. =
12107k g [26], asf el cambio en la frecuencia del cantiliver serd d f = 40,04 H z.

Esta masa (m.) es importante ya que es la del microorganismo que se va a
detectar con el cantiliver.
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Si se definen las propiedades fisicas del cantiliver como:

[ EI
Pc = —L3m§

y con base en la Ec. 3.18, el cambio de masa dm quedaria definido con la
ecuacion 3.20.
of

M = 5279 Pe

(3.20)

Por lo tanto, para un valor de 0 f = 1Hz, el valor de m, = 2,039210~'%g. O
bien, 0,49Hz/fg.

La relacion om/d f seria:
om 1

5f 0279 Pc (3:21)

Tanto la Ec. 3.18, Ec. 3.20 y Ec. 3.21 ofrecen una buena aproximacion del
funcionamiento del cantiliver.

3.3. Resumen

Para disenar y modelar el biosensor se tomara la ecuacion de la viga de Euler
- Bernoulli y para el calculo de la frecuencia natural de la viga y determinar
la resolucion del cantiliver se usaré la solucion de la ecuacion clasica la viga
vibrante.

Una viga o una barra delgada es un s6lido homogéneo e is6tropo cuya longitud
es grande comparada con las dimensiones de su seccion trasversal.

Se usa el radio de curvatura ¢ para poder obtener la ecuacion de la viga
de Euler - Bernoulli y obtener el maximo desplazamiento w en el eje y y la
constante de elasticidad k. Para este analisis el peso de la viga es despreciable.

Por otra parte, tomando en cuenta el modelo masa - resorte se usa la ecuacion
de la viga resonante; es decir un sensor resonante, basado en cantilivers, puede
ser modelado como un oscilador armoénico con una frecuencia de resonancia.
Con ello obtenemos la resoluciéon del cantiliver.



Capitulo 4

Ultimos Avances en el Diseno y
Construccion de MEMS basados
en Cantilivers

De acuerdo con la literatura (Referencias) existen métodos que utilizan trans-
ductores basados en métodos electroquimicos, 6pticos y de masa. Cada uno
de estos tres contiene diferentes subclases que pueden ser divididas en méto-
dos “label-based” (con marcaje) y “label-free” (sin marcaje). El mecanismo de
transduccion “label-based” se basa en la presencia de una molécula o estruc-
tura adicionada, este mecanismo se basa en los tintes fluorescentes hechos
de moléculas de colorantes organicos o sintéticas. Los métodos de desarrollo
mas recientes consisten en nanoparticulas inorganicas que pueden ser trans-
ducidas empleando métodos 6pticos, magnéticos, electronicos, entre otros.
Por ejemplo, las nanoparticulas de oro son utilizadas en ensayos de hibrida-
cion de ADN para detectar una secuencia de ADN con mayor sensibilidad
y especificidad en comparaciéon con los ensayos de fluorescencia tradicional.
Los puntos cuanticos o “quantum dots” son otro elemento importante en la
nanoescala y son aplicables a los biosensores. Los puntos cuanticos pueden
excitarse empleando radiacién y proporcionan una alta sensibilidad y estabi-
lidad en comparacion con fluorescencia [43].

Una de las ventajas de los biosensores de nanoescala, tales como microcan-
tilevers y nanotubos es que son libres de etiqueta o “label-free” [44] [45], que
es la segunda subclase de los mecanismos de transducciéon de biosensores.
Por ejemplo, un cantilever puede ser utilizado para detectar la hibridacion

49
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de ADN mediante la medicion de la variacion de la frecuencia de resonancia
del cantilever. Este método tiene el potencial de servir como una plataforma
para la biodeteccion de multiples compuestos [46]. Otro método “label-free”
es el uso de nanotubos que registran un cambio de la conductividad cuando
un marcador molecular se une a ellos. Asi mismo se ha medido la cinética
de hibridacién de ADN usando un chip de microfluidos integrados con nano-
tubos recubiertos [47]. Otro método empleando “label-free” es la resonancia
plasmonica de superficie (SPR), que mide un cambio en el angulo de la 6ptica
la reflexién mientras la unién de la superficie se produce. Esta técnica ha sido
utilizada para detectar proteinas [48] y puede ser utilizada para detectar los
enlaces para moléculas de gran tamano [49].

4.1. Sensores Electroquimicos

Los métodos basados en la deteccion electroquimica son otros posibles medios
de transduccién que se han utilizado para la identificaciéon y cuantificacion
de patégenos de transmision alimentaria.

Los sensores electroquimicos se pueden clasificar en amperométricos, poten-
ciométricos, impedimétricos y conductimétricos, basados en los parametros
observados como el potencial y conductancia. Aunque la deteccion electro-
quimica tiene varias ventajas como el bajo costo, la capacidad de trabajar
con muestras turbias y la miniaturizaciéon con facilidad, la sensibilidad y se-
lectividad son ligeramente limitadas en comparacion con la deteccion 6ptica.
En el Cuadro 4.1 se presentan las caracteristicas de sensores electroquimicos
utilizados actualmente.
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Cuadro 4.1: Transductores electroquimicos utilizados en la detecciéon de mi-
croorganismos patogenos [35] [34]

Electroquimico Anticuerpos S. typhimurium, E. Coli 0157:H7
Campylobacter, S. Aureus
Impedimétrico Salmonella, Proteus vulgaris
Piezoeléctrico tipo QCM Anticuerpos, Vibrio cholerae, S. enteritidis,
receptores S. typhimurium, Listeria monocytogenes,

proteina A Candida albicans, Campylobacter, E. coli,
Shigella dysenteriae, Yersinia pestis,
Proteus, Serratia, Klebsiella

Piezoeléctrico tipo SAW Anticuerpos E. coli, Legionella, Salmonella
Amperométrico Oxalato oxidasa Oxalato
Biocatalitica
Amperométrico [-blucosidasa Amigdalina
Potenciométrico Biocatalitica
Potenciométrico Colinesterasas Glucoalcaloides
Biocatalitica

4.2. Sensores Basados en Deteccion Optica

Por otra parte, se encuentran los biosensores 6pticos que han sido de gran
interés para la deteccion de bacterias patogenas debido a su sensibilidad y
selectividad. La deteccion basada en métodos 6pticos tiene subclases basadas
en la absorcion, refraccion, dispersion, infrarrojo, Raman, quimioluminiscen-
cia, fluorescencia y fosforescencia. Las técnicas mas empleadas cominmente
en la deteccion 6ptica son la resonancia plasmonica de superficie y fluorescen-
cia debido a su sensibilidad. Las técnicas 6pticas utilizando fibra optica, laser,
prisma y guias de onda también se emplean para la deteccion de patogenos.

A continuacién se muestra en el Cuadro 4.2 distintos biosensores desarrolla-
dos para detectar microorganismos patogenos en alimentos. Estos son princi-
palmente de tipo inmunol6gico combinados con transductores piezoeléctricos,
opticos, bioluminiscentes o de impedancia, que permiten una deteccion di-
recta sin marcaje de la interaccion antigeno-anticuerpo [34] [50].
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Cuadro 4.2: Transductores 6pticos utilizados en la deteccién de microorga-
nismos patogenos [34] [51] [52] [53] [54].

Sensor Potenciométrico | Anticuerpos S. typhimurium, E. Coli 0157:H7
de Direccionamiento de B. subtilis, Y. Pestis, Neisseria meningitidis,
Luz(LAPS) Brucello melitensis
Nanoelectromecanico Anticuerpos E. coli 0157:H7
Resonador Superficial Anticuerpos E. coli 0157:HT, Salmonella enteritidis,
de Plasmones (SPR) Listerio monocytogenes, B. Subtilis
Resonancia de espejos | Anticuerpos S. aureus
Bioluminiscencia Mycobacterium avium, M. Paratuberculosis,
Salmonella, Listeria
[nmunoensayos Anticuerpos S. typhimuriu, Yersinia,
Fluorescentes (FIA) V cholerae, E. coli
Interferometrfa optica | Anticuerpos Salmonella typhimurium
Fibra optica Anticuerpos E. coli 0157:HT, S. aureus

4.3. Sensores Basados en Deteccion de Cam-
bios de Masa

Los sensores sensibles a cambios de masa son adecuados para detecciones muy
finas, donde la transduccion se basa en los pequenos cambios en la masa. El
principal medio de analisis de masa depende del uso de cristales piezoeléctri-
cos que pueden hacer vibrar a una frecuencia especifica con la aplicacion de
una senal eléctrica de una frecuencia especifica. La frecuencia de oscilacién
depende de la frecuencia eléctrica aplicada al cristal, asi como la masa del
cristal. Por lo tanto, cuando la masa aumenta debido a la unién de los com-
puestos quimicos o biologicos, la frecuencia de oscilacion del cristal cambia y
el cambio resultante puede ser medido eléctricamente y pueden ser utilizados
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para determinar la masa adicional del cristal. El cuarzo es utilizado como un
material piezoeléctrico comun. Los dos principales tipos de sensores basados
en masa son: microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) y superficie de onda
acustica (SAW). Cuando la superficie del sensor piezoeléctrico, que ha sido
recubierta con un anticuerpo, se coloca en una solucién con los patogenos, la
union del agente con la superficie cubierta con anticuerpos da como resultado
un aumento de la masa de cristal, y esto da lugar a un incremento de fre-
cuencia. La deteccion basada en incremento de masa es relativamente facil de
usar, rentable y emplea el analisis “label-free” que incremente la sensibilidad
y especificidad.

Vaughan, et al., [55] reportaron la deteccion de L. monocytogenes con inmu-
nosensores QCM con un limite de deteccion de 1 x 10" UFM/mL. También
se ha reportado la detecion rapida (80 s) de S. typhimurium y E. coli O157:
HT7 con biosensores de superficie de onda acustica (SAW) [56]. Nanduri, et al.
[57] desarrollaron un biosensor basado en los fagos inmovilizados por adsor-
cion fisica en la superficie de un QCM para la deteccion de [-galactosidasa
de E. coli.

En la tabla 4.3 se muestran varios sensores de masa reportados con su sen-
sibilidad maxima y minima masa reportada. Notese que algunos precisan
microscopios de fuerza atomica (AFM), electronico de barrido (SEM) y elec-
tronico de transmision (TEM).

Cuadro 4.3: Caracteristicas de los distintos sensores de masa.

s Pl Microbelanza de Cuaroo | - Condicones Ambiente Elec‘rostzitica‘;“:Eléctrica 018 ngﬁ\cm? 09ng |t 35
‘ Membranes Resonantes | - Condiciones Aubiente | Eleerostitia | Blctrica | 027pg /' 1
Preci AR | Condicones Aubiente | Mechuiea | Optia |~ 37y /o 0 i

Cantilevers Resonantes Precisaliser | P=107Pa, T constante | Electrostitica | Optica hag il
Precsa e~ | Condiciones Awbiente | Fototérmica | Optis | 57x 1016 g bl il

Vs et Precsa SEM | PIPa, T, sn espec. Piezoeléctricq [SEM 1002g I Ul
Precisa n TEM | P: Veco. T, si espeifcr | Electrostitea | Elétrica s il

Pt R Preisa un crostato | Ultra Alto Vaclo, TMT K Elecmagnéhica;‘:Eléctrica 04 ag‘;“ i Liag ki

Precisa un crostato | Ukra Alto Ve, ToI0 K | Elecmagnética | Elétrica | 1z | Ho T ]
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4.4. Cantilivers en Modo Dinamico

Los cantilivers o voladizos, como se ha mencionado anteriormente, son instru-
mentos que tienen la habilidad de detectar senales extremadamente pequenas,
es por ello que los cantilivers son muy buena alternativa para detectar es-
trés y fuerzas pequenas [2|. Los voladizos pueden ser usados como detectores
porque tienen la capacidad de vibrar a diferentes frecuencias cuando algunos
contaminantes se adhieren a su superficie, revelando la presencia de sustan-
cias daninas. Asimismo, cuando los cantilivers son cubiertos con anticuerpos
pueden detectar algunos virus que sean atraidos por diferentes densidades o
por cantidad de anticuerpos por area, dependiendo del tamano del cantiliver
[62].

En el Cuadro 4.4 se resumen algunos trabajos de detecciéon de microorganis-

mos patogenos basados en cantilevers.

Cuadro 4.4: Trabajos basados en cantilivers para la deteccion de microorga-
nismos patoégenos

E. coli 0157:H7 | Cantiliver resonante | 10 UFC/mL Biifer en presencia de [63]
de cepa salvaje E coli
E. coli 015T:HT | Cantiliver resonante 1 célula Biifer, seco y medido [64] [42]
E. coli 0157:H7 | Cantiliver resonante | 1 UFC/mL Biifer; flujo [65]
E. coli 0157:H7 | Cantiliver flexionado | 10° UFC/mL Biifer (66]
Bacillus anthracis | Cantiliver resonante | 300 esporas/mL | Bifer, y en presencia de 10° [67] [68]
(Cepa Sterne) Bacillus thuringiensis esporas/mL
esporas/mL
Bacillus anthracis | Cantiliver resonante | 50 esporas Dispensadas sobre [69)]
(Cepa Sterne) | Cantiliver resonante | 50 esporas el sensor en bifer
Salmonella Cantiliver flexionado 5000 Bifer [70]
typhimurium UFC/mL
Salmonella Cantiliver flexionado 100,000 Biifer [71]
typhimurium UFC/mL
Salmonella Modo flexion 25 células Biifer [72]
enterica
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4.4.1. Caracteristicas Fisicas Reportadas

En el Cuadro 4.5 se enlistas las caracteristicas fisicas, asi como las referencias,
de algunos MEMS y NEMS en modo de resonancia basados en deteccion de
masa. También se menciona un microéfono como referencia para una posible
medicion del cambio de masa a través del método capacitivo; ya que el canti-
liver a disenar serda medido por el método 6ptico con el microscopio de fuerza
atomica. No obstante se mencionan aquellos cuya medicion es a través de la
variacion de la capacitancia.

Cuadro 4.5: Caracteristicas fisicas de NEMS y MEMS en modo de resonancia.

Nanocantiiver | Horizontal | 089x10° | 40x1x06 037x 107 6]
v Driver
Miethono ) T | B0 | [
MEMS
Namocantiliver | Horizontal | 15x10° | 145x0265 0.65 H0x 107 7]
v Driver
Amayde | Vertical | 30x10° | 500x100x86 [76]
Microcantilivers
Resonantes
Microcantiliver | Vertical | 1x10°- | 00pm*dedrea | 2-4 | 002pF/um? | 041x107%- | 7]
y Dirver 10x 106 319x107
Membrana 50 pm? de drea | 0.267 mm, 1. 61070 1
Membrana 120 pm? de rea 0015 x 107" 19

Los valores de capacitancia reportados entre los pico y femto faradios seran
la base del diseno del cantiliver y la variaciéon en ato faradios para el método
de medicion capacitivo.
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4.5. Resumen

Existen métodos que utilizan transductores basados en métodos electroqui-
micos, 6pticos y de masa. Cada uno de estos tres contiene diferentes subclases
que pueden ser divididas en métodos “label-based” (con marcaje) y “label-
free” (sin marcaje).

Los sensores electroquimicos se pueden clasificar en amperométricos, poten-
ciométricos, impedimétricos y conductimétricos, basados en los parametros
observados como el potencial y conductancia.

La deteccion basada en métodos 6pticos tiene subclases basadas en la absor-
cion, refraccion, dispersion, infrarrojo, Raman, quimioluminiscencia, fluores-
cencia y fosforescencia. Las técnicas mas empleadas son la resonancia plas-
moénica de superficie y fluorescencia.

Los sensores sensibles a cambios de masa depende del uso de cristales pie-
zoeléctricos que pueden hacer vibrar a una frecuencia especifica con la apli-
cacion de una senal eléctrica de una frecuencia especifica. Cuando la masa
aumenta debido a la unién de los compuestos quimicos o biologicos, la fre-
cuencia de oscilacion del cristal cambia y el cambio resultante puede ser
medido y utilizado para determinar la masa adicional del cristal.

Como sensores de cambios de masa estan los voladizos o cantilivers ya que
tienen la capacidad de vibrar a diferentes frecuencias. Cuando los cantili-
vers son cubiertos con anticuerpos pueden detectar algunos virus que sean
atraidos por diferentes densidades o por cantidad de anticuerpos por area,
dependiendo del tamaifio del cantiliver.



Capitulo 5

Propuesta de Diseno

En el presente capitulo se analiza y propone el disenio de un biosensor basado
en cantilivers. Se realizan las simulaciones con el software COMSOL Mul-
tiphysics usando un modelo de dimension espacial 3D. La fisica usada fue
Mecénica Estructural, Mecanica de Solidos. Los estudios realizados fueron
Estacionario, Frecuencia propia y Anélisis pre-estresado, frecuencia propia.

Se analizaron varios modelos de cantilivers de distintas dimensiones y las
propiedades fisicas de desplazamiento, frecuencia natural y cambio de fre-
cuencia.

Las propiedades mecénicas del cantiliver estan completamente definidas por
el modulo de Young (E), la densidad (p) y las dimensiones geométricas, Fig.
5.1, como lo pudimos constatar en la Ec. 3.14 y en la Ec. 3.17 del modelo
matematico.

E=Madulo de Young  p= Densidad

£ 7

L

Figura 5.1: Caracteristicas fisicas y geométricas de un cantiliver de secciéon
transversal rectangular.

Para el polisilicio el valor de E = 160G Pay p = 2320K g/m3.
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5.1. Consideraciones de Diseno

Las consideraciones que se tomaron en cuenta para el diseno del cantiliver
fueron las siguientes:

= El peso del cantiliver es despreciable.
= La seccion transversal del cantiliver es rectangular.

= [Las medidas del voladizo son acordes a las especificaciones de Labora-
torios Sandia (Sandia Labs).

= Solo se vari6 el espesor del cantiliver para una propuesta distinta a la
de Laboratorios Sandia.

= El método de medicién propuesto es el 6ptico.

= Se toma en cuenta la posibilidad de medir a través del método capaci-
tivo.

La geometria del cantiliver (ver Fig. 5.2) se baso primeramente en la generada
por el software SUMMIT V de los Laboratorios Sandia como se muestra en
la Fig. 5.2a. Sin embargo, para optimizar el tiempo de la simulaciéon se tomo
solamente la parte del cantiliver suspendido y se fijo de un extremo como en
la Fig. 5.2b.

Surface: Displacement field, Z component (um) Surface Deformation: Displacement field

Iviga(1)=50 Eigenfrequency=5.381999e5
. Surface: Total displacement (um) Surface Deformation: Displacement field (Material)
439495107
A 3.364x10°
x10°

v-2086x107°

vo

(a) Geometria basada en SUMMIT V. (b) Geometra optimizada para la simulacion

Figura 5.2: Geometria del biosensor propuesto basado en cantilivers.
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5.2. Simulacidén

5.2.1. Constante de Elasticidad

En el Cuadro 5.1 se muestran los valores de la constante de elasticidad &
que va decreciendo conforme la L aumenta. Si se analizan tanto la grafica de
la Fig. 5.4 como la Fig. 5.3 y la Fig. 5.5 podemos comprobar que a menor
constante k se obtendra una menor frecuencia y el cantiliver sera lo suficien-
temente largo para tener un maximo desplazamiento vertical. Estos factores
se deben de tomar en cuenta para elegir el método adecuado de medicion. Por
nuestra parte, los cantilivers con menor constante k£ son los propicios, hasta
este punto de nuestro analisis, como propuesta de primer diseno, para que
pueda ser usado con el método de lectura capacitivo; ya que con el método
de lectura o6ptico a través del microscopio de fuerza atémica no hay ningtn
inconveniente .

Constante de Elasticidad K (N/m). Ancho = 5 um.

1.6 1 L) L} L) L} L) ) e
15F —&— Constante K (N/m), Espesor 0.5 um | 7
14 —&— Constante K (N/m), Espesor 1 um i

Constante K (N/m).

10 15 20 25 30 35 %107
Largo de la Viga (m).

Figura 5.3: Constante de elasticidad k del cantiliver.
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Cuadro 5.1: Constante de Elasticidad k

5x 107° 0.2 1.6
1x1074 0.025 0.2
1.5x107* 0.0074074 0.0592593
2x107% 0.003125 0.025
2.5x 1074 0.0016 0.0128
3x107* 9.2592593 x 10~* 0.0074074
3.5x 1074 5.8309038 x 10~* 0.0046647
4x107* 3.90625 x 10~* 0.003125
4.5x 107* 2.7434842 x 10~* 0.0021948
5.2.2. Desplazamiento

Los pardametros que se variaron primeramente fueron la longitud L y el es-
pesor H. El valor de W es de 5um, m, = 5 %kg. y x = L teniendo como
resultado los siguientes valores:

Cuadro 5.2: Desplazamiento total del cantiliver w4,

50x 107° 2.4380300372281454 x 10713 | 3.0505095359764295 x 10~
1.0x 1071 1.9556683343700367 x 10~ | 2.4450397862999123 x 10~ '3
1.5x 1071 6.606535997380173 x 10~ *2 8.259462322941486 x 10~
2.0x 1071 1.566777872031654 x 10~ 11 1.95861209544786 x 10~ "2

25 x 1071 3.0609468451366024 x 10~ | 3.826357672352172 x 10712
3.0x 1071 5.2903382490112966 x 10~ | 6.613421409892272 x 10~
3.5x 1071 8.402091346306517 x 10~ | 1.0502899512654266 x 10~ !
4.0 x 1071 1.2543177046181993 x 10~1° | 1.5679400642569697 x 10~ !
4.5x 1071 1.7860824755676053 x 10710 | 2.2326908063527546 x 10~ !
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Desplazamiento Vertical (m). Ancho = 5 um. Masa = 50 E-16 Kg.

Xlo-ll t t T t T T T ’
17 .

16 | —€— Desplazamiento Total (m), Espesor 0.5 um | |

15 k —o— Desplazamiento Total (m), Espesor 1 um
14
13
12
1
10

Desplazamiento (m).
0

5 10 15 20 25 30 35 %107
Largo de la Viga (m).

O NWELO J®
T

Figura 5.4: Desplazamiento vertical w,,,, del cantiliver.

En el Cuadro 5.2 y en la Fig. 5.4 se puede observar que los cantiliver entre
350pum vy 450um tienen un desplzamiento del orden de los nanémetros y
picometros, respectivamente, lo que puede ser 1til para el método de medicion
capacitivo.

5.2.3. Frecuencia propia o natural

Como se menciond anteriormente y se ha comprobado con los resultados
presentados, la frecuencia natural y la constante de elasticidad solo dependen
de las propiedades fisicas y geométricas del cantiliver.

Por otra parte, nétese que al aumentar el espesor del cantiliver la frecuencia
propia aumenta (Ec. 3.17); sin embargo la flexion maxima disminuye, lo que
puede no ser beneficioso para una medicién capacitiva del cantiliver.
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Cuadro 5.3: Frecuencia propia fy del cantiliver

5.0 x 107 269291.475176762 538256.9132960123
1.0x 1074 67204.152913949 134392.15352030878
1.5x 1071 29850.19306876653 59694.21830569453
2.0x 107" 16785.162553259946 | 33568.81396648876
2.5x 10~* 10740.568961890633 | 21480.529309781126
3.0x 107" 7457.743077199213 14914.842265302708
3.5x 107" 5478.635602061956 10957.11389753691
4.0x 1071 4194.26947173846 8388.478427505861
4.5x 107" 3313.8071278223065 | 6627.486154941889

Frecuencia Fundamental de Resonancia (Hz). Ancho = 5 um.

T L) L) T Ll L) T L)

| —®— Frecuencia (1/s), Espesor 0.5 um | 7

| —&— Frecuencia (1/s), Espesor 1 um 1

Frecuencia fO (Hz).

5 10 15 20 25 30 35 %107
Largo de la Viga (m).

Figura 5.5: Gréfica de la frecuencia fy del cantiliver para distintas longitudes
L.



5.2. SIMULACION 63

5.2.4. Resolucion del Cantiliver

De acuerdo con el desarrollo experimental, tinicamente se varié la longitud
y el espesor del voladizo dado que el ancho no influye en el comportamiento
del mismo (Ec. 3.19). Con el proposito de analizar el cambio de frecuencia

se fijo el espesor H con un valor de 1um y se vari6 la anchura W, el valor de
m. fue de 1716kg.

Cambio en la Frecuencia de Resonancia. Masa = 1E-16 kg

50
45
< &f (Hz), Ancho Sum
an | e B (Hz)-Anche 10um
&
=
e
2
&
w
=
&
2
o
E
3

o % &
3.0E-05 1.0E-04 1.5E-04 2.0E-04 25E-04 3J.0E-04 3.5E-04 4.0E-04 45E-04

Longitud de la Viga (m}

Figura 5.6: Grafica del cambio de frecuencia 0 f del cantiliver.

Con base en el Cuadro 5.4 y la Fig. 5.6 se puede ver que el aumento en el
ancho del cantilever repercute en gran medida en su sensibilidad cuando se
trata de longitudes menores de 200um y en longitudes mayores la sensibilidad
es casi igual. Con esta informacion podemos elegir, si el modo de lectura es
capacitivo, cualquier cantilever mayor de 150um. Por ejemplo, el voladizo de
450pum x bum es una buena alternativa por el valor de wy,q, v porque el d f
es mas sensible que la viga de 10pum. Es decir, el cantilever de bum tiene una
of = 0,0679655792000631, lo cual significa que por cada 0,01 Hz de cambio
detecto 6 intervalos de masa y el cantilever de 10um solo 3. Esto se puede ver
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Cuadro 5.4: Cambio de frecuencia §f del cantiliver con m,. = 17 *%kg

5.0 x 107 46.4720420030644 23.3130868270528

1.0x 107* 5.79659093200462 2.90364238800248

1.5x 1071 1.71507517479768 0.861891189400922
2.0x 107" 0.725903468199249 0.362221456700354
2.5x 107" 0.37225513280282 0.185371997198672
3.0x 1071 0.211695248699471 0.107241915600753
3.5x 107" 0.117221259000871 0.0675207361000503
4.0 x 107* 0.0459419429407717 0.0452261453392566
4.5x 107" 0.0679655792000631 0.0317599581303512

més claro en el Cuadro 5.5 y la Fig. 5.7, donde la masa efectiva m,. detectada
por cada 0 f = 1Hz es mucho menor la del cantilever de 450pum x 5um.

Cuadro 5.5: Masa efectiva m, (kg) detectada con §f = 1Hzy z =L

50x 107° 2.1679 x 10718 4.33579 x 10718
1.0x 107* 1.73432 x 10717 3.46863 x 10~17
1.5x 107* 5.85332 x 10~17 1.17066 x 10716
2.0x 10~* 1.38745 x 10716 2.77491 x 1016
25x 1074 2.70987 x 10716 5.41974 x 10716
3.0x 1074 4.68266 x 1016 9.36531 x 10716
3.5x10°* 7.43588 x 1016 1.48718 x 10~
4.0x 107 1.10996 x 10~1° 2.21993 x 10~
45x 107* 1.5804 x 10~ 3.16079 x 10~

Sin embargo, los cantiliver mayores de 150pum deben tener una masa mayor
que la propuesta (m.) para tener una repercucion significativa en la frecuen-
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Masa (kg) detectada por 6f =1 Hz

4E-15
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Figura 5.7: Grafica de la masa efectiva 0m (kg) detectada con 0f = 1Hz y
x = L.

cia. Por otra parte, si el modo de medicién es 6ptico el cantiliver de 50um
con cualquier ancho podria ser una opcion factible para detectar masas del
orden de 2fg.

5.3. Resumen

Las simulaciones para disenar el biosensor se realizaron en el software COM-
SOL Multiphysics usando un modelo de dimensién espacial 3D. La fisica usa-
da fue Mecéanica Estructural, Mecanica de Solidos. Los estudios realizados
fueron Estacionario, Frecuencia propia y Analisis pre-estresado, frecuencia
propia.

Se simularon varios modelos con distintas dimensiones, tomando en cuenta las
especificaciones de los laboratorios Sandia y propias. El método de medicion
es el optico.

La constante de elasticidad es menor para menores frecuencias y el cantili-
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ver con menores dimensiones tiene una constante de elasticidad y frecuencia
mayores. Estos factores se deben de tomar en cuenta para elegir el método
adecuado de medicion.

Los cantiliver entre 350um y 450pum tienen un desplzamiento del orden de
los nanémetros y picometros, respectivamente, lo que puede ser tutil para el
método de medicion capacitivo.

Por ultimo, si el modo de medicion es 6ptico el cantiliver de 50um con cual-
quier ancho podria ser una opcién factible para detectar masas del orden de

2fg.



Capitulo 6

Conclusiones y Trabajo Futuro

6.1. Conclusiones

La contaminacién de alimentos es un problema de salud a nivel mundial, la
presencia de microorganismos ocurre de manera natural e inevitable [21]. El
presente trabajo mostré una importante alternativa para la conservacion de
la inocuidad alimentaria en la detecciéon temprana de dichos microorganis-
mos. Los trabajos citados en el estado del arte, comprueban dicha propuesta;
ya que mencionan a los cantilivers como una excelente opciéon en los biosen-
sores para detectar estrés y fuerzas pequenas 2| causadas por la presencia de
microorganismo patogenos (deteccion de masa). Por otra parte, se compilo
una serie de material bibliografico que mejoro el estudio de microestructuras
para distintas aplicaciones en nuestro centro de investigacion [1] [41] [19] [2]

133] [35] [64] [42]-

Para el diseno y la simulacién de la resoluciéon del biosensor propuesto se
usaron el software SUMMIT V y el software de elemento finito COMSOL
Multiphysics, respectivamente, los cuales permitieron proponer distintos di-
senos con diferentes configuraciones de cantilivers.

A través de la simulaciéon de la frecuencia y los cambios de ésta, ademés
del desplazamiento de las vigas con el COMSOL se obtuvo la validacion
del modelo utilizado junto con datos provenientes de cantilivers comerciales
operados en un microscopio de fuerza atoémica [26] e informacion de articulos
y referencias del area. Gracias a ello se decidi6 como primera propuesta el
método de medicion 6ptico y como alternativa el método capacitivo.
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Con base en los resultados obtenidos concluimos que la constante de elasti-
cidad es menor para menores frecuencias y el cantiliver con menores dimen-
siones tiene una constante de elasticidad y frecuencia mayores pero con una
mayor resolucion.

Los cantiliver entre 350um y 450pum tienen un desplzamiento del orden de
los nanémetros y picometros, respectivamente, lo que puede ser tutil para el
método de medicion capacitivo.

Por otra parte, al aumentar el espesor del cantiliver la frecuencia de resonan-
cia aumenta; sin embargo la flexion méaxima disminuye, lo que puede no ser
beneficioso para una medicion capacitiva del cantiliver.

No obstante, el hecho de aumentar la frecuencia garantiza una mejor reso-
lucion, lo que sucede con los cantilivers de 50um con una anchura de b5um
y 10pum. Sin embargo, el aumento con la misma longitud no aumenta la
resolucion, al contrario la disminuye.

En general, los disenos de dimensiones pequenas muestran una mejor reso-
lucién en los cambios de masas ya que pueden detectar cantidades alrededor
de 2fg.

Los disenos de cantilivers propuestos para la medicién del cambio de masa de
forma optica es de largo = 50um, ancho = 5um y espesor = lum y 0,5um y
capacitiva es de largo = 450um, ancho = 10um y espesor = 1lum y 0,5um.

Los resultados obtenidos en el trabajo de tesis fueron presentados en exposi-
con oral en:

e 11th Interamerican Congress of Microscopy - CTASEM 2011. Funciona-
lizacion y caracterizacion de cantilevers para la fabricacion de microbio-
sensores mediante técnicas de microscopia y espectroscopia. Mendoza-
Madrigal, A. G. and Palacios-Gonzélez, E. and Martinez-Silva, V. F.
and Garibay Febles, V. and Méndez-Méndez, J. V. and Villa-Vargas,
L. A.. 24-29 septiembre, Mérida Yucatéan, México.

e 3rd International Supercomputing Conference in Mexico. Diseno y Ca-
racterizacion de un Biosensor en Modo de Resonancia para la Deteccion
de Microorganismos Patogenos. V. Martinez-Silva, L. Villa-Vargas, J.
Chanona-Pérez, M. Ramirez-Salinas, J. Martinez-Castro. 14-16 Marzo
2012, Guanajuato, Gto.
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6.2.

Trabajo Futuro

El uso de microestructuras resonantes cantilivers en la deteccion de pequenos
cambios de masa prometen ser una excelente alternativa y basados en el
presente trabajo de tesis motivan a los siguientes trabajos futuros:

Fabricacion y caracterizacion de los disenos propuestos.

Con base en la caracterizacion de los disenios propuestos mejorar el
modelo propuesto y la simulacion.

Adecuacion de los disenos para la medicion capacitiva.
Uso de los cantilivers resonantes en nuevas aplicaciones.

Fortalecimiento de la linea de investigacion de MEMS y NEMS en el
centro de investigacion.

Establecimiento de pautas de diseno, simulaciéon, funcionalizacion y
fabricacion de MEMS y NEMS en el IPN.
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Apéndice A

Proceso de Fabricacion de
Cantilivers

El siguiente proceso de fabricacion se llevd a cabo en la estancia de investi-
gacion en la University of Alberta en el laboratorio NanoFab (A Micro Ma-
chining and Nanofabrication Facility) bajo la supervision del Dr. Stephane
Evoy.

Se usaron obleas de silicio de 4 pulgadas. Los pasos de la fabricaciéon fueron
los siguientes:

e Lavado de las obleas con solucion Pirana (3:1) compuesta de acido sul-
farico, HySO4 (96 %) y peroxido de hidrogeno, HyO4 (30 %). El tiempo
de exposicion de las obleas en la solucion fue de 15 min.

e Crecimiento de la capa de sacrificio de 600nm de 6xido de silicio térmico
(SiO3) en un horno Minibrute Middle (Thermal Oxide and General An-
nealing) durante 3.5hrs. a 950°C (consultar Fig. A.1). En este proceso
es importante que el nivel de humedad (agua) del horno no disminuya.

e La medicion del espesor de la capa de 6xido de sacrificio se hizo con un
sistema de mapeo de espesores de peliculas transparentes, Filmetrics
Resist and Dielectric Thickness Mapping System.

e Se deposité un capa de hezametildisilazano (HDMS) para acrecentar
la adhesion de la fotoresina en el SiOs. Se us6é un YES HDMS Oven
durante 17min. en el programa 1.
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e Se deposité aproximadamente una capa de fotoresina de 1.25um (ver
Fig. A.2 como referencia) de espesor sobre cada oblea con un Solitec
Spinner a una velocidad de expansién de 500RPM por un tiempo de
10s y una velocidad de rotacion de 4000RPM durante 40s. Por cada
oblea se us6 10mL. de fotoresina.

Oxidation Curves For Minibrute

) T ;

15 = T

Theoretlcal Curves Generated from Ex erimental Data
Recorded with Bubbler Set fo 94°C ant flow of N2 at 40

/Oxide Thickness in-Microns

= 3 W TR 5
~"z=Hours of Oxidation

Figura A.1: Curvas de oxidacion del horno Minibrute Middle [80].

e Las obleas fueron calentadas u horneadas suavemente (soft bake) en
un CEE Hotplate durante 90s a 115°C. Antes hay que precalenta el
CEE por 30min. Después de haberse calentado las obleas es necesario
exponerse al ambiente del laboratorio durante 15min. para que éstas se
rehidraten y la exposicion de la fotoresina resulte adecuada.

e El primer patron que se grabo fue el de la méscara de la Fig. A.3a.
La alineacion de las méscaras con las obleas se hicieron con el Mask
Aligner (IR Thru wafer) con una exposicion de rayos ultravioleta de 2s.
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HPR 504 Spin Speed Curve

Thickness (um)

0.000
1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 5.5

Spin Speed (KRPM) March 2009 - Jolene Chorzempa

Figura A.2: Curva de velocidad de centrifugado de la resina HPR 504 [80].

(a) Columnas (b) Cantilivers, puentes y obleas

Figura A.3: Esquemas de las fotoméascaras para la columna y los dispositvos
a fabricar [80].

e Se verifico el grabado del primer patron (ver Fig. A.3a ) en las obleas
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con un microscopio 6ptico con imagen fluorescente Leica INM-100.
e La fotoresina se removié con acetona durante 20s.

e El ataque quimico en el 6xido de silicio fue a través de un grabado
de plasma con un Trion RIE! con los valores mostrados en el Cuadro
A.1. El grabado fue por 995s y la resina se removié con sonicacién de
acetona durante 20s.

Cuadro A.1: Valores de configuracion del Trion RIE para el grabado en SiO,
[80].

Gas Flow - CHF3 (sccm) 40
Gas Flow - Oy (sccm) 5
Chamber Pressure (mTorr) | 40
RF Power (W) 125

e Para la deposicion de polisilicio se us6 un horno al vacio Tystar LPCVD
con una receta de estrés bajo. El espesor de la capa fue de aproximan-
damente 500nm y los parametros de la receta usados estan en el Cuadro
A2.

Cuadro A.2: Valores de configuracion para la deposicion del polisilicio [80].

Temperatura (°C) 590
Gas Flow - SiH, (sccm) 50
Chamber Pressure (mTorr) | 250

e Nuevamente se llevo a cabo el proceso de litografia (deposicion de
la fotoresina, horneado, alineaciéon y exposicién a los rayos ultravio-
leta)usando la méascara de la Fig. A.3b.

!Del inglés Reactive ion etching
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e Para el grabado del polisilicio se us6 nuevamente el Trion RIE. Se

usaron los valores de configuracion del Cuadro A.3.

Cuadro A.3: Valores de configuracion para el grabado en el polisilicio [80].

Gas Flow - C4Fg (scem) 65
Gas Flow - SFg (sccm) 80
Chamber Pressure (mTorr) 20
RF Power (W) 20
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Apéndice B

Fundamentos de Microbiologia y
Pruebas de Crecimiento en
Cantilivers de Microscopia de
Fuerza Atémica

B.1. Crecimiento de Microorganismos

El crecimiento bacteriano involucra la divisién de una célula original en dos
células hijas mediante fisién binaria, asi este proceso puede repetirse de for-
ma indefinida dependiendo de la concentracién de sustrato disponible en el
sistema de crecimiento. En un proceso por lote la poblacién bacteriana experi-
menta un crecimiento de tipo exponencial y este puede evaluarse mediante el
recuento celular por métodos directos e individuales (microscopia, citometria
de flujo), por métodos directos y masivos (biomasa), por métodos indirectos
e individuales (conteo de colonias), o por métodos indirectos y en bloque (nu-
mero méas probable, turbidez, absorcion de nutrientes). Normalmente estos
métodos pueden ser costosos, tardados y en algunos casos presentan un bajo
nivel de precision y sensibilidad [81].

Una curva tipica de crecimiento bacteriano en un cultivo por lote realiza-
do por ejemplo en una caja Petri, matraz o reactor, muestra cuatro fases
diferentes (Fig. B.1):

A) Fase de adaptacion.

7
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B) Fase exponencial.
C) Fase estacionaria.

D) Fase de declive.

Log (Nimero de colonias/ml)
o

Tiempo

Figura B.1: Curva tipica de crecimiento bacteriano ilustrando sus diferentes
etapas (m es la tasa de crecimiento especifica del microorganismo basada en
un modelo simplificado de crecimiento logaritmico).

A. Durante esta fase las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento.
Es el periodo en el que las bacterias individuales estan madurando y no tienen
atin la posibilidad de dividirse. Durante la fase de adaptacion del ciclo de
crecimiento de las bacterias, se produce la sintesis de ARN, enzimas y otras
moléculas. Asi que en esta fase los microorganismos no estan latentes o no
crecen.

B. Esta fase también es a veces llamada fase logaritmica, es un periodo carac-
terizado por la duplicacion celular. El niimero de nuevas células que aparecen
por unidad de tiempo es proporcional a la poblacién actual. Si el crecimiento
no se limita, la duplicacién continuard a un ritmo constante, por lo tanto el
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numero de células y la tasa de crecimiento de la poblacion se duplican con ca-
da periodo de tiempo consecutivo. Para este tipo de crecimiento exponencial,
representando el logaritmo natural del niimero de células frente al tiempo se
obtiene una linea recta. La pendiente de esta linea es la tasa de crecimiento
especifica del organismo, que es una medida del ntimero de divisiones por
célula y por unidad de tiempo. La tasa real de este crecimiento (es decir, la
pendiente de la recta en la figura) depende de las condiciones de crecimiento,
que afecta a la frecuencia de los eventos de division celular y a la probabi-
lidad de que ambas cé¢lulas hijas sobrevivan. Bajo condiciones controladas,
por ejemplo las cianobacterias pueden duplicar su poblacién cuatro veces al
dia. El crecimiento exponencial no puede continuar indefinidamente, sin em-
bargo, porque el medio llega pronto al agotamiento de nutrientes mientras se
acumulan los desechos.

C. En la fase estacionaria, la tasa de crecimiento disminuye como consecuen-
cia del agotamiento de nutrientes y la acumulacion de productos toéxicos.
Esta fase se alcanza cuando las bacterias empiezan a agotar los recursos que
estdn disponibles para ellas. Esta fase se caracteriza por un valor constante
del ntimero de bacterias a medida que la tasa de crecimiento de las bacterias
se iguala con la tasa de muerte bacteriana.

D. En la fase de declive o muerte, las bacterias se quedan sin nutrientes y
mueren [82].

Asi, es posible monitorear el crecimiento de microorganismos mediante mi-
crobiosensores, por ejemplo los basados en cambio de masa, el sistema méas
sencillo es una viga o cantiliver de silicio sometido a una excitacion elec-
trostatica. Es posible funcionalizar la superficie del cantiliver con un soporte
biolégico u organico para lograr la adhesion y el crecimiento de los micro-
organismos; este puede ser evaluado de forma indirecta desde los cambios
de amplitud y frecuencia de resonancia de cantiliver detectado mediante un
sistema de fotodeteccion. Un sistema sencillo que integra estos elementos son
los microscopios de fuerza atoémica. El principio de funcionamiento de un
microscopio de fuerza atomica se ilustra en la Fig. B.2
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1. Ldser

2. Espejo

3. Cantilever

4. Espejo (movil)
5. Fotodetector

Microscopio de Fuerza Atomica

PSD

Escaner
x  Ppiezoeléctrico

Figura B.2: Principio de funcionamiento del microscopio de fuerza atomica.

B.2. Funcionalizacion

En este trabajo se realiz6 una prueba de concepto que coadyuvo a plantear
la simulaciéon para el modo dindmico del funcionamiento del cantiliver, se
desarrollo una metodologia para la funcionalizaciéon y detecciéon empleando
técnicas de microscopia 6ptica, electronica de barrido y de fuerza atémica.

El proceso de funcionalizacion de los cantilivers se llevo a cabo de la siguiente
manera:

e Primeramente se hizo una limpieza para eliminar la contaminaciéon de
la superficie. Los cantilevers se limpiaron durante 20 minutos con una
solucion “Pirana” (95-97 % de H2S04 y 30 % H202, 1:1), posterior-
mente se enjuagaron con agua esterilizada, filtrada y desionizada. La
limpieza se realizé dos veces [83].

e El siguiente paso fue fijar los cantilevers en una platina de vidrio
y se sumergieron en una solucion sililada (1% (3-glicidil-oxipropil)-
trimetiloxisilano, 0.5 % N-etildiisopropilamina) durante 4 horas para
formar una monocapa autoensamblada la cual proporcion6 una super-
ficie hidroxil-reactiva para reaccionar con los grupos hidroxilo de la
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agarosa.

e Posteriormente, los cantilevers se enjuagaron con agua esterilizada, fil-
trada y desionizada y se secaron con nitrégeno gaseoso [84].

e La formaciéon de la pelicula de agarosa se llevo a cabo por medio de
microcanales y de microcapilares:

Espaciopara
cantiever Depdsito para agar0sa

Base de acrilico B Portaobjetos

£

Figura B.3: Sistema acoplado para la funcionalizaciéon de cantilivers, em-
pleando A) microcanales y B) microcapilares. [26].

o Para la funcionalizacién con microcanales, se empled una placa de
aluminio pulida (3 x 3 x 0.1 cm), la cual fue grabada con un ro-
bot de circuitos impresos (LPKF, Protomat), siguiendo un disefio
generado en el software L-Edit. El microcanal se realiz6 a través
de una devastancion con el haz de iones de un Microscopio Elec-
tronico de Barrido de Doble Haz (Unidad Dual Beam SEM/FIB
NOVA 200, FEI Company). Las dimensiones del microcanal fue-
ron de 400um de largo x 90um de ancho. En uno de los grabados
se adhiri6 una lamina de acetato de polivinilo con la finalidad de
confinar el flujo de la agarosa para que pueda fluir hacia el cantile-
ver. Se colocd una jeringa en la lamina de acetato para suministrar
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la agarosa al 1 %. En el grabado se coloco el porta cantilever pre-
viamente funcionalizado cuidando que el cantilever se ajustara a
las medidas del microcanal y que la agarosa que se encontraba
a 40°C fluyera facilmente. El porta cantilever permanecié en el
microcanal durante 30 segundos, una vez que la agarosa habia
sido suministrada. El proceso se monitored6 con un microscopio
optico (MEIJI EMT CPI-48403-35) y una videocamara (SONY
DCR-TRV120) ver Fig. B.3A.

o Para la funcionalizaciéon con microcapilares, un porta cantilever se
fijo a un portaobjetos con la finalidad de colocarlo en la platina
de un microscopio 6ptico (MEIJI EMT CPI-48403-35). Por otro
lado, se fabric6 un sistema de micromanipulacion a partir de placas
de acrilico, una jeringa y un microcapilar, el cual contenia una
solucion de agarosa al 0.8 % (p/v) y se coloco en un soporte con
movimiento vertical y horizontal que sirvié como manipulador del
capilar. El cantilever se introdujo en el microcapilar y permanecio6
durante 30 segundos con la finalidad de cubrir la superficie con
agarosa. El proceso se monitore6 con un microscopio 6ptico y una
videocamara anteriormente mencionados (ver Fig. B.3B) [85].

En esta prueba de concepto se uso con modelo un microorganismo
probiotico (Lactobacillus plantarum) debido a que este microorganis-
mo muestra una adecuada adhesion al soporte (agarosa) y al ser no
patogeno su manejo no implica un riesgo durante los experimentos y
manipulaciéon. Asi, para detectar el crecimiento de este microorganismo
en un cantilever, se puso en contacto durante 10 minutos por inmersion
con una suspension con células en el medio de cultivo MRS (Man Ro-
gosa Sharpe, 1960) que especifico para este microorganismo probiotico.

Para evaluar la detecciéon de este microorganismo se uso la deflexion
del cantilever (medida indirecta del crecimiento microbiano), se uso un
microscopio de fuerza atomica (MultiMode V, VEECO). La mediciéon
se llevo a cabo de la siguiente manera: se empled un cantilever funciona-
lizado en modo Tapping o intermitente, se calibr6 el microscopio con la
frecuencia de resonancia propia de cada cantilever; el cantilever oscila a
su propia frecuencia de resonancia usando un actuador piezoeléctrico.
Asi la senal de amplitud y frecuencia de resonancia fueron obtenidas
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a diferentes tiempos cada 30 minutos durante cinco horas. Se propu-
so un método para evaluar ambas senales (frecuencia de resonancia y
amplitud) e involucra la integracion numérica de estas curvas con res-
pecto al tiempo, se evalud el area bajo la curva de un intervalo donde
se percibia senal, graficando tiempo vs f (frecuencia de resonancia) vs
A (amplitud), de la grafica se seleccion6 un intervalo de f donde existia
senal y desde dichos datos se obtuvo el drea bajo la curva de las senales
a través de la siguiente ecuacion, que evalta la diferencia de la senal
inicial del cantilever con respecto al cambio de la senal a un tiempo 6:
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Donde f; es la frecuencia de resonancia inicial, f; es la frecuencia de
resonancia final y A es el promedio aritmético.

La Fig. B.4, muestra la senal de la f vs A de un cantilivers sin Fig. B.4a
y con inoculo Fig. Fig. B.4b inicial del microorganismo de prueba. Para
el cantiliver si inoculo se observa que la amplitud (V') y la frecuencia de
resonancia (kH z) no varian a lo largo del tiempo debido a que no hay
microorganismos y por lo tanto no hay crecimiento. En la Fig. B.4b se
observa que el area bajo la curva es menor a lo largo del tiempo y la
senal disminuye debido al crecimiento de los microorganismos.

(a) Cantiliver sin inoculo (b) Cantiliver con inoculo

Figura B.4: Curvas de A vs f en funcion del tiempo, obtenidas en el micros-
copio de fuerza atémica, ambos determinados en aire y en modo intermitente

(tapping)
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En la Fig. B.5 se muestran imagenes de microscopia electronica de
barrido de alta resoluciéon donde se aprecia el crecimiento de los mi-
crorganismos en los cantilivers en diferentes etapas de crecimiento.

(a) 30 min (b) Después de 300 min

Figura B.5: Microorganismos (Lactobacillus plantarum) creciendo en la su-
perficie de agarosa de los cantilivers funcionalizados en diferentes etapas de
crecimiento.

Los valores de las senales en los cantilivers evaluados mediante el méto-
do de integracion permiten observar como la diferencia de entre la senal
inicial integrada aumenta con respecto al tiempo y esto se pudo asociar
al crecimiento de los microorganismos; mientras cuando el cantiliver no
tiene inoculo este valor permanece constante como se puede apreciar

en la Fig. B.6.

Con base en estos experimentos se puede obtener informacion tutil para
mejorar el modelo matemético propuesto para la flexion de las vigas,
ademas de la simulacion y diseno de microbiosensores basados en can-
tilivers para la detecciéon microorganismos patogenos, de importancia
en alimentos y en otras areas médico-biolégicas.
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Figura B.6: Cinética del cambio de la senal integrada de los cantilivers con
y sin inoculo, que se asocio al crecimientos de los Microorganismos (Lacto-
bacillus plantarum) en la superficie de los cantilivers funcionalizados.
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Apéndice C

Pautas para el diseno de un
biosensor

El proceso para el disenno de un biosensor basado en MEMS y NEMS puede
ser variable de manera experimental; sin embargo, existen pautas importan-
tes y comunes. Las siguientes pautas que se mencionan son producto de la
experiencia al realizar el presente trabajo de tesis.

e Primeramente se debe tener claro el uso de los MEMS y NEMS para
disenar un biosensor; especificamente su uso como transductor o actua-

dor.

e Definir el fenénemo biolégico que se pretende detectar, es decir; si se re-
quiere sensar la presencia de un microorganismo, bacteria, virus, DNA,
entre otros.

e Verificar los trabajos y articulos ya hechos para detectar dicho feno-
meno biologico.

e Clasificar los métodos de deteccidén con base a las herramientas de di-
seno y modelado y de fabricaciéon con que se cuentan.

e Identificar las formas de excitaciéon y medicion de los MEMS usados en
los métodos de los trabajos ya existentes.

e Definir si se va a verificar el concepto de una de las propuestas ya
hechas, si se va a mejorar algin método que se haya propuesto o se
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esté usando actualmente o si se quiere proponer un método nuevo de
deteccion.

Verificar las caracteristicas fisicas de los materiales que se van a usar.

Es necesario, mas no indispensable, tener un modelo matemético que
represente el comportamiento fisico y caracterizacion del transductor
que se va a usar. En caso de no tenerlo, se necesitan referencias de las
caracteristicas fisicas y mediciones del transductor.

Para la simulaciéon se debe contar con la geometria del transductor,
las medidas de éste, los materiales a usar, las caracteristicas fisicas de
dichos materiales, las condiciones ambientales a las que va a operar, el
modo de excitacion y de medicion del transductor, las condiciones del
elemento biolégico a sensar, la interrelacion que va a tener el elemento
biologico con el transductor. Es necesario todos estos aspectos ya que
van a definir la fisica o fisicas y los estudios que se van a usar en la
simulacion.

Verificar los datos de la simulacion con los datos obtenidos por el mo-
delo matemaético y/o referencias.

Ya que se ha elegido el o los modelos a fabricar, se debe realizar las
maéscaras y verificar el proceso de fabricaciéon y pruebas para validar
las simulaciones y modelo matemético.
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