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CAPITULO 1
INTRODUCCION

De acuerdo con el Informe Mundial Sobre la Diabetes (Global Report on Diabetes)
publicado en 2016 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estimdé que
alrededor de 422 millones de adultos padecian algun tipo de diabetes en 2014,
comparado con 108 millones en 1980. Desde 1980 la prevalencia global (normalizada
por edades) se incremento de 4.7% a 8.7% lo que representa un aumento de casi el
doble en un periodo de 34 afos. Esto a su vez, supone un aumento en factores de riesgo
asociados a la diabetes, tales como el sobrepeso y la obesidad. Durante la ultima década,
la prevalencia se ha incrementado a una tasa mayor en paises menos desarrollados de
bajos y medianos ingresos que en los paises de altos ingresos [1]. En paises
desarrollados, la prevalencia es mayor. Sin embargo, los paises en vias de desarrollo
también han presentado un aumento, afectando mayormente mujeres que hombres [2].

En las ultimas décadas ha surgido un interés considerable por estudiar los
Compuestos Organicos Volatiles (VOC por sus siglas en inglés) emitidos por el cuerpo
humano, debido a que contienen abundante informacién biolégica que puede ser util para
determinar las condiciones de salud de una persona [3].

Una muestra del aliento de una persona saludable contiene aproximadamente 200
VOCs. Sin embargo, los niveles de concentracion y los tipos de VOCs pueden variar en
cada persona. Se han encontrado hasta 3500 VOCs distintos y aun se siguen
identificando nuevos compuestos. Los niveles de concentracién de algunos de estos
compuestos pueden variar desde partes por trillon (ppt) a partes por millén (ppm) [4].

Todavia no se ha determinado el origen celular y bioquimico de muchos de estos
compuestos organicos, ademas de que algunos pueden manifestarse debido a causas o
fuentes externas. Hasta el momento no se puede dar un diagnéstico preciso sobre el
estado de salud de una persona analizando las muestras de VOCs. Sin embargo, una
de las ventajas es que algunos compuestos, tales como el isopreno y las cetonas, se
manifiestan en cantidades relativamente altas en pacientes que padecen Diabetes
Mellitus tipo 2 (DMT2) [5].

Las cetonas son compuestos quimicos que se producen cuando se presentan
bajos niveles de insulina en la sangre y el cuerpo utiliza la grasa en lugar de la glucosa
para generar energia [6].


https://paperpile.com/c/eEZm8g/HTPeO
https://paperpile.com/c/eEZm8g/zu2Hz
https://paperpile.com/c/eEZm8g/iv8pK
https://paperpile.com/c/eEZm8g/ybvuh
https://paperpile.com/c/eEZm8g/73qtp
https://paperpile.com/c/eEZm8g/JYCD9

Esto supone un gran reto en la actualidad, investigar sobre nuevos métodos para
detectar a tiempo enfermedades como la diabetes o el cancer. Detectar sintomas en una
etapa temprana reduciria la tasa de mortalidad de las personas con estos padecimientos.
Aun existe mucha falta de informacién en este campo, sin embargo, en los ultimos afios
se ha encontrado una correlacién de la cantidad de VOCs presentes en una persona con
diferentes enfermedades, ya que estos compuestos funcionan como marcadores
biolégicos para detectar anormalidades en el organismo. [4]

Con los avances y el desarrollo tecnoldgico se han creado distintos tipos de
biosensores, que, a diferencia de los sensores, estos cuentan con un componente
bioldgico que al interactuar con un analito se produce una reaccién catalitica o vinculante,
generando una sefal eléctrica cuantificable, proporcional al analito de interés [7].

En este trabajo se abordan los distintos tipos de biosensores y técnicas de
medicion, tales como la amperometria, potenciometria y voltametria, que permiten
traducir esta sefial eléctrica cuantificada, de tal manera que una persona especialista en
el area de la salud pueda realizar un diagndstico o determinar un tratamiento adecuado
para la enfermedad analizada.

Se optd por trabajar con biosensores de tipo electroquimicos amperométricos, ya
que resultan ser sensores de bajo costo, ademas de presentar caracteristicas como bajo
consumo de energia, alta sensitividad y selectividad. Ademas, la respuesta del biosensor
se puede describir mediante las leyes de Faraday y las Leyes de Fick [8].

Se utilizaron herramientas de cémputo numérico como MATLAB para realizar una
simulacidén de la curva caracteristica de respuesta de un biosensor tipico a fin de
compararla con un experimento realizado por en 2009 por Diaz-Diaz et al. [9]. También
se utilizd el software Proteus (v8.9) de Labcenter Electronics para simular el
comportamiento de un biosensor ante una concentracion de analito. Se simulé la
respuesta en corriente y se comparo con los resultados obtenidos de nuestra simulacion
en MATLAB.

La simulacion para la etapa de procesamiento de la sefial se realizé con ayuda del
entorno de desarrollo Arduino IDE, debido a su compatibilidad con el software de Proteus
y la facil instalacién de médulos virtuales e interfaces de despliegue de datos.

Este proyecto fue llevado a cabo en conjunto con El Nucleo de Investigacion
Cientifica y Desarrollo Tecnolégico (NICDET), una institucion privada dedicada a la
investigacion cientifica y tecnoldgica. La propuesta de NICDET fue desarrollar el
biosensor con nanotubos de 6xido de indio (In203) para la adsorcion de cetonas, y

10
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https://paperpile.com/c/eEZm8g/VsLFI
https://paperpile.com/c/eEZm8g/6Ce8c

fabricar un sistema de electrodos mediante la técnica de litografia de haz de electrones
ya que en sus instalaciones cuentan con el equipo necesario para trabajar con litografia.

Se contempla el uso de la técnica de Litografia por haz de electrones para fabricar
sensores con arreglos de nanoelectrodos (Nano Electrode Arrays 6 NEASs). La litografia
por haz de electrones consiste en trazar patrones en escalas muy pequeinas en el orden
de los nandmetros al remover o agregar material en un sustrato. Por ejemplo, en la
industria de los semiconductores, se utiliza frecuentemente esta técnica y con ayuda del
disefio asistido por computadora (CAD por sus siglas en inglés) se generan mascaras
utilizadas para replicar patrones en obleas de silicio [10]. Se realizaron algunas pruebas
de impresion de patrones en obleas de silicio en las instalaciones de NICDET con la
intencién de usarse como base para el posterior disefio y desarrollo de los sensores
electroquimicos para la deteccion de cetonas en el aliento de personas.

1.1 Antecedentes

Desde que Leland C. Clark y Champ Lyons propusieron en 1962 el concepto inicial
para biosensor tipo electroquimico basado en electrodos de enzimas de glucosa para
monitorear la glucosa en la sangre se ha observado un gran desarrollo en los ultimos
anos en el desarrollo de dispositivos para el control de la diabetes. Las enzimas son
catalizadores que presentan una caracteristica importante de alta selectividad y se
espera un aumento en el uso de aplicaciones con procesos biocataliticos. Debido a estos
avances y al desarrollo de dispositivos para deteccion, las industrias alimenticias,
ambientales y médicas se han visto beneficiada [11].

Se han realizado experimentos con trioxido de tungsteno (WO3) para sensores de
gas ya que permite crear dispositivos pequefios, robustos y con bajos costos de
fabricacion, lo que resulta altamente atractivo para dispositivos médicos portatiles de
deteccidon de enfermedades. En estos experimentos se comprobd6 que el WO3 responde
a distintos marcadores biolégicos presentes en el aliento como lo son, las cetonas,
amoniaco, mondxido de carbono, sulfuro de hidrégeno, tolueno y 6xido nitrico. [12].
También se realizaron otras pruebas con nanoparticulas de WO3 dopadas con cromo y
silicio, las cuales presentaron alta selectividad y sensibilidad ante las cetonas, lo cual
permitid su deteccion en niveles relativamente bajos de hasta 20 ppb. La desventaja de
este método es que para poder utilizar las nanoparticulas como detectores de cetonas
es necesario trabajar con temperaturas de 300-450°C, lo que resulta impractico al
momento de crear un dispositivo portatii ya que seria necesario alcanzar estas
temperaturas y a su vez mantener un nivel de consumo de energia eléctrica razonable

[3].
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1.2 Planteamiento del problema

En 2008 se estimé que los biosensores de glucosa abarcaban un 85% del
mercado de biosensores y representaba un valor de 5 mil millones de ddlares [13]. Un
mercado tan grande da lugar a realizar cada vez mas investigaciones sobre
enfermedades como la diabetes para poder desarrollar nuevas tecnologias que faciliten
su deteccién temprana. Anteriormente se han desarrollado electrodos de enzimas
amperométricos basados en oxidasa de glucosa (GOx) y han jugado un papel importante
en el tema de la realizacion de pruebas de sangre sencillas para monitorear la glucosa
en la sangre [14].

El monitoreo de glucosa en la sangre es indispensable para saber si los niveles
de glucosa del paciente estan dentro de los niveles de glucosa recomendados, para
evitar los riesgos que conllevan especialmente niveles altos en la salud de las personas.
Dicho monitoreo lo realizan glucometros comerciales cuyo funcionamiento requiere una
puncién cutanea para la obtencion de la muestra de sangre a utilizarse para la medicion.
Sin embargo, hasta el momento de la elaboracion de esta tesis, no existe en el mercado
un biosensor disefado, para realizar de manera no invasiva, el diagndstico y deteccion
de manera efectiva la Diabetes tipo 2.

1.3 Justificacion del tema de tesis

Cuando el cuerpo humano, a nivel celular, genera energia mediante el propio
consumo de las grasas acumuladas y no mediante los azucares produce cetonas, las
cuales pueden ser detectadas a través del aliento de la persona. En 2017, Chien, PJ et
al. tomaron muestras del aliento de 55 personas saludables y 25 personas con algun tipo
de diabetes (4 con diabetes tipo 1 y 21 con diabetes tipo 2). En pacientes saludables la
media del nivel de concentracion de cetonas fue de 750 ppb y 15.4 ppb para isopropanol,
mientras que en pacientes diabéticos la media fue de 1207.7 ppb en el nivel de
concentracion de cetonas y 23.1 ppb en el nivel de concentracion de isopropanol [15].
Asimismo, las cetonas pueden ser detectadas con ayuda de diversos materiales tales
como los nanotubos de 6xido de indio (In203) [16]. Gracias a estudios como éstos se
considera la posibilidad de correlacionar el nivel de concentracion de cetonas en el
aliento con un posible riesgo de padecer algun tipo de diabetes; para tal propdsito resulta
necesario disefiar un sistema electronico de transduccion para biosensor capaz de
detectar altos niveles de concentracion de cetonas y con ello apoyar o facilitar el
diagndstico para la deteccion temprana de la Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT?2).
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De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), las tres
principales causas de muerte en México en 2017, por enfermedades y problemas
relacionados a la salud fueron: enfermedades del corazén, diabetes mellitus y tumores
malignos. De las 703047 defunciones registradas, un 15.2% murié debido a problemas
de diabetes, representando 106,525 defunciones sobre el total [17].

El desarrollo de un dispositivo electronico para la deteccion de VOCs mediante
aliento presenta dos ventajas principales: la primera es facilitar un sistema auxiliar para
diagnosticar la diabetes mellitus tipo 2 de manera efectiva y a tiempo, y la segunda es
reducir considerablemente las molestias en pacientes al realizarse las pruebas de sangre
para diabetes eliminando el aspecto invasivo de los glucémetros comerciales, lo cual
supondria un impacto positivo en la sociedad, ya que se espera que el proyecto pueda
beneficiar a este sector de la poblacion con problemas derivados de la diabetes.

1.4 Hipotesis

La Diabetes Mellitus tipo 2 es detectable al correlacionar el nivel de concentracion
de cetonas en el aliento con la cantidad de glucosa en la sangre; de tal forma que un
sistema electrénico de biosensor mediante litografia por haz de electrones (EBL por sus
siglas en inglés) resulta beneficioso como apoyo para la deteccién temprana de DMT2.

1.5 Propuesta de solucién

El proyecto propuesto para la tesis se inicia en conjunto con El Nucleo de
Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnologico (NICDET), una institucion privada
dedicada a la investigacion cientifica y tecnolégica.

La propuesta de NICDET fue trabajar con nanotubos de 6xido de Indio (In203).
[43]. Este material reacciona ante el analito objetivo (cetona) proporcionando una
corriente de salida muy pequefia del orden de los microamperios, la cual se puede
procesar para desplegar un dato cuantitativo en pantalla, que puede ser interpretado por
un profesional de la salud, quien tomara las medidas necesarias para cuidar de la salud
del paciente.

Se propone disefiar y simular un circuito de biosensor para deteccion de cetonas,
que genere una pequeia sefal de corriente en la escala de los microamperios (MA). La
sefal de corriente requiere ser procesada previamente para poder manipularla con ayuda
de un microcontrolador. Debido a que la sefial de salida del biosensor es analdgica, es
necesario transformarla a una sefial digital con ayuda de un Convertidor Analdgico-Digital
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(ADC por sus siglas en inglés) para poder ser procesada con un microcontrolador. La
sefal de salida digitalizada por el ADC posteriormente pasa a través de un
microcontrolador como Arduino o un médulo WiFi ESP8666 y se programa en el entorno
de programacion Arduino IDE para poder despegar los datos en una pantalla. La sefal
de corriente del biosensor es proporcional al nivel de concentracidon de cetonas
detectado. En la figura 1 se presenta un bosquejo general del sistema completo.

leuw
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BIOSENSOR CIRCUITO DE PROCESAMIENTO INTERFAZ
ACONDICIONAMIENTO DE DATOS GRAFICA

Figura 1. Esquema general del modelo integral del biosensor.

1.6 Objetivo general

Disefar un sistema electronico de transduccién, amplificacion y visualizacion de
una sefal eléctrica de un biosensor de Diabetes Tipo 2 para la industria médica, basado
en litografia de haz de electrones.

1.6.1 Objetivos particulares

1. Especificar el modelo de la dinamica del biosensor EBL.

Examinar la respuesta en corriente del biosensor ante concentracién del analito
(cetonas).

Caracterizar el tiempo de respuesta del biosensor.

Fabricar un circuito impreso para sensado mediante técnica de EBL.

Definir el tipo de transductor electroquimico para el biosensor EBL.

Determinar un amplificador adecuado para la sefial eléctrica emitida por el
biosensor EBL.

Analizar la sefial amplificada del biosensor EBL.

8. Establecer los mddulos que componen nuestro sistema de biosensor EBL.

N

2

~
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1.7 Metas y alcances

De acuerdo con un reporte presentado por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), en México, las tres principales causas de mortalidad por
enfermedades y problemas relacionados con la salud en 2017 fueron las enfermedades
del corazédn, la diabetes mellitus y los tumores malignos. Se registré un total de 703,047
defunciones ese ano, de las cuales 106,525 murieron por problemas relacionados a la
diabetes, lo que representa un 15.2% del total. Se espera que el proyecto pueda alcanzar
a beneficiar a este sector de la poblaciéon que padece diabetes al mejorar la posibilidad
de detectar sintomas tempranos de diabetes mediante el monitoreo de cetonas en el
aliento.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 Biosensores

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) un
biosensor se define como "un dispositivo que transforma informaciéon quimica, que
abarca desde la concentracion de un componente de muestra especifico hasta el analisis
de composicion total en una sefal analiticamente util." [18].

El biosensor puede detectar diversos elementos bioldgicos como células,
microorganismos, tejidos, organelos, enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, entre otros.
La respuesta del biosensor ante estos elementos puede producir una sefal cuantificable
qgue se puede procesar [19]. Los componentes principales de un biosensor tipico son el
biorreceptor, que interactua con el analito y el transductor y convierte esta interaccion en
una senal eléctrica, como lo muestra la figura 2. La respuesta del transductor puede ser
amplificada por un circuito detector para procesarla y desplegarla en una pantalla [20].

L
i ® _ Analito
L00

Seial biologica _ Bioreceptor

Q Transductor

Seiial fisico-quimica | ra I
mier

Q P de seiial

Seiial eléctrica

Figura 2. Estructura de un biosensor. [21]

Los biosensores pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de transductor que
utilizan. Pueden ser del tipo electroquimico, 6ptico, piezoeléctrico o calorimétrico.

2.1.1 Biosensores electroquimicos
Los biosensores electroquimicos son dispositivos que convierten informacion
quimica en una senal eléctrica medible, que puede ser de corriente, voltaje, carga e

impedancia. Los transductores electroquimicos se utilizan para fabricar sensores en los
cuales la concentracion de analito es proporcional a la sefial eléctrica registrada [18].
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2.1.2 Biosensores 6pticos

Los biosensores Opticos son dispositivos que transforman una senal no éptica en
una sefial optica. Se utilizan ampliamente para desarrollar sensores quimicos 6pticos
que transforman la informacion quimica en sefiales opticas [18].

2.1.3 Biosensores piezoeléctricos

Este tipo de biosensores estan basados en el acoplamiento del elemento
biolégico con un material piezoeléctrico. El material piezoeléctrico vibra en respuesta al
campo magneético y se une a un elemento de reconocimiento [22].

2.1.4 Biosensores calorimétricos

El funcionamiento de este tipo de sensores esta basado en el principio
calorimétrico que involucra la medicion del cambio de temperatura en la reaccion entre
el elemento biolégico de reconocimiento y el analito de interés. Este cambio de
temperatura se puede correlacionar a la cantidad de reactantes consumidos o los
productos formados [23].

2.2 Componentes basicos de un sistema de biosensor
Un sistema de biosensor consta de tres componentes esenciales:

i) Detector: reconoce el elemento bioldgico de interés.

ii) Transductor: convierte una forma de energia en otra. En un biosensor, un transductor
convierte el reconocimiento del elemento biolégico en una sefal.

iii) Sistema de salida: implica la amplificacion y visualizacién de la senal.

Dependiendo del elemento de biorreconocimiento, el detector de biosensor se puede
clasificar en varias categorias, a saber, catalitico (enzimas, organulos, tejidos), afinidad
(anticuerpo-antigeno) y receptores hibridos (ADN). [24]
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Figura 3. Diagrama esquematico del biosensor que consta de tres componentes:
detector, transductor y sistema de salida.

Una variedad de transductores fisicos y quimicos suelen ser utilizados para
monitorear los eventos de reconocimiento biolégico. Se puede clasificar en general en
dispositivos electroquimicos, opticos y mecanicos, como se muestra en la Figura 3. El
principio de funcionamiento de los transductores mecanicos (por ejemplo, piezoeléctricos
y MEMS) en biosensores se basa en el cambio de propiedad mecanica de la capa
delgada que se adhiere a la superficie del transductor debido a la reaccion de
biorreconocimiento. El transductor piezoeléctrico mas popular es la microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM) donde la frecuencia de oscilacion de QCM varia debido a
cambios en el grosor de las capas delgadas que se adhieren a la superficie del cristal
como resultado de una reaccion de biorreconocimiento. Con respecto al transductor
Optico, los métodos de resonancia de plasmoén de superficie (SPR), espectroscopia de
reflexion interna que incluye fluorescencia de reflexion interna total (TIRF) y métodos de
elipsometria (TIRE) se encuentran entre las técnicas mas ampliamente divulgadas [25].

2.3 Técnicas de deteccion electroquimica

Los biosensores electroquimicos funcionan mediante la transduccion al
transformar la deteccidon de elementos biologicos en sefales electroquimicas
detectables. En el campo de los biosensores existen varios tipos de elementos de
deteccion, tales como, células, acidos nucléicos, anticuerpos y microorganismos. Sin
embargo, las enzimas presentan propiedades especiales de unidn y actividades
biocataliticas, lo cual les ha permitido ocupar un lugar especial en este campo. En la
bioelectroquimica, existen diferentes técnicas utilizadas para monitorear las reacciones
electroquimicas [26].
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2.2.1 Amperometria

Los sistemas amperométricos miden la corriente resultante de la oxidacion o
reduccion de un elemento electroactivo en la superficie de los electrodos en una reaccion
bioquimica. La amperometria hace referencia al proceso de medir las variaciones de la
corriente en el tiempo mientras se mantiene un potencial constante entre los electrodos
de trabajo (WE) y referencia (RE). La corriente esta relacionada a la concentracion del
analito presente en la solucion [26].

2.2.2 Potenciometria

En la potenciometria se mide el potencial de una solucion entre dos electrodos,
un electrodo indicador y un electrodo de referencia. El potencial se relaciona con la
concentracion del analito presente [26].

2.2.3 Voltametria ciclica

El método voltamétrico consiste en aplicar un potencial entre el electrodo de
referencia y el electrodo de trabajo para obtener evidencia analitica al determinar la
corriente resultante. La voltametria ciclica es uno de los métodos mas utilizados para
obtener informacion en el potencial de reduccidn y oxidacion e investigar los mecanismos
y parametros cinéticos, como constante de la razén de cambio electroquimico,
involucrados en las reacciones de soluciones electroactivas de analitos [26].

2.2.4 Electrodos utilizados en electroquimica

El contra electrodo, también conocido como electrodo auxiliar, es un electrodo que
se utiliza para cerrar el circuito de corriente en la celda electroquimica, y por lo general,
se fabrica de materiales inertes (Platino, Oro, grafito, etc.) y tiene poca influencia en la
reaccion electroquimica. Otro factor a considerar es que la corriente fluye entre WE y
CE, por lo tanto, el area superficial total de CE debe ser mayor al area de WE para evitar
limitaciones en la cinética del proceso electroquimico [27]. El electrodo de referencia es
un electrodo que tiene un potencial estable conocido y se utiliza como punto de referencia
en la celda electroquimica para controlar y medir potencial. La alta estabilidad del
electrodo de referencia se obtiene por medio de un sistema redox con concentraciones
constantes de cada uno de los componentes de la reaccion redox. Ademas, el flujo de
corriente a través del electrodo de referencia se mantiene cercano a cero utilizando el
CE para cerrar el circuito de corriente en la celda junto con una muy alta impedancia de
entrada en el electrometro (mayor a 100 Gohm) [27]. El electrodo de trabajo es donde
ocurre la reacciéon de interés. Generalmente los electrodos de trabajo se fabrican con
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materiales inertes al igual que el contraelectrodo. El tamafio y la forma del electrodo
varian dependiendo de la aplicacion [27].

2.3 Celda electroquimica

Un biosensor electroquimico generalmente se compone de una celda con tres
electrodos: un electrodo de trabajo, un contraelectrodo (también llamado auxiliar) y un
electrodo de referencia, como podemos ver en la figura 4 [28]. En toda celda
electroquimica siempre hay al menos dos electrodos presentes, el electrodo de trabajo
(WE) o indicador, y el electrodo de referencia (RE). Por lo general, es de interés la
reaccion que ocurre en el electrodo de trabajo. Las condiciones en este electrodo se
controlan de tal manera que se facilite la deteccidén de un solo analito [29].

Electrodo de trabajo

I CIRCUITERIAEXTERMNA

ntraelectrodo

4

3
‘B
«©

KH__A_/\E_J\_/\;H_/\._J\Q_.A_/

Cy
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A A

region de anélisis —/

Figura 4. Celda electroquimica de 3 electrodos. [29]

2.5 Celda Simplificada de Randles

Para simular un sistema de biosensor se puede utilizar un modelo denominado
Celda Simplificada de Randles, que se aprecia en la figura 5. La celda de Randles es
uno de los modelos mas simples para representar una celda electroquimica. Contiene
una Resistencia de Solucién (Rs), un capacitor de doble capa (Cdl) y una resistencia de
transferencia de carga (Rct), también llamada resistencia de polarizacion. Ademas de
ser un modelo practico, el circuito de Randles sirve como punto de partida para modelos
mas complejos [30].
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Figura 5. Celda Simplificada de Randles. [30]
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La resistencia de solucion es un factor significativo en la impedancia de una celda
electroquimica. Los potenciostatos modernos de tres electrodos compensan la
resistencia de solucion Rs entre el electrodo de referencia (RE) y el contraelectrodo (CE).
Sin embargo, se debe tomar en cuenta cualquier resistencia de solucién entre RE y CE.
Existe una doble capa eléctrica en la interfaz entre un electrodo y el electrolito que lo
rodea. Esta doble capa se forma mientras los iones de la solucion se adsorben en la
superficie del electrodo. Un espacio aislante separa el electrodo cargado de los iones
cargados. Las cargas separadas por el aislante forman un capacitor. El metal sumergido
en el electrolito se comporta como un capacitor. El valor de Cai depende de muchas
variables, tales como el potencial del electrodo, temperatura, concentracién iénica, tipos
de iones, capas de 6xido, impurezas, etc. [31].

Se le llama "polarizar" al electrodo cuando el potencial del electrodo se aleja de
su valor en circuito abierto. Cuando se polariza un electrodo, puede provocar un flujo de
corriente a través de las reacciones electroquimicas que ocurren en la superficie del
electrodo. La cantidad de corriente es controlada por la cinética de las reacciones y la
difusién de los reactivos ya sea que se acerquen o se alejen del electrodo [31].

2.6 Potenciostato

El potenciostato es un instrumento utilizado frecuentemente para experimentos
electroquimicos. Su funcién es controlar el voltaje a un valor constante entre el electrodo
de trabajo (WE) y el electrodo de referencia (RE). En la figura 6 se puede observar el
esquema de una celda electroquimica simple [31], [32].

Required
E = const
working electrode reference alectrode

Figura 6. Celda electroquimica simple.

Para controlar este voltaje es necesario cumplir con ciertas condiciones. El
electrodo de referencia mantiene un voltaje constante referido al potencial del electrodo
de hidrégeno (establecido por convencion como punto de referencia). Un cable de plata
cubierto por una capa de cloruro de plata sumergido en una solucién de cloruro es un
electrodo de referencia simple. Sin embargo, cuando la corriente pasa a través de este
electrodo, se polariza, haciendo que su potencial cambie con la corriente. Por lo tanto,
se debe impedir que fluya corriente a través del electrodo de referencia. De esta manera
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se mantiene un potencial constante. Para lograr este objetivo se requiere un tercer
electrodo denominado contraelectrodo, tal como podemos ver en la figura 7. Se forza el
flujo de corriente entre el electrodo de trabajo y el contraelectrodo, la corriente debe ser
suficiente para mantener el potencial constante en el electrodo de trabajo con respecto
al electrodo de referencia [32].

current input
—_—O
required:
E = const

- ~
p— (@)

L 1
.‘/ \:
L !.\ -/J.‘

working electrode counter electrode
reference electrode

Figura 7. Celda electroquimica controlable.

2.7 Principio de funcionamiento de los biosensores

El funcionamiento de los biosensores amperométricos esta basado en el principio
de la difusidon ya que el analito atraviesa un medio poroso que se opone. Asimismo,
ocurre una reaccion quimica en la cual se consume una sustancia y se genera otra. Es
similar a la difusién de calor, donde se transfiere energia de un sistema de mayor
temperatura a uno de menor temperatura mientras el material se opone a la transferencia
[33].

El modelo matematico para un sensor de tipo amperométrico involucra la
interaccién de un mediador, la concentracion del analito o sustrato y las constantes de
cinética quimica de la reaccion involucrada en el proceso de biorreconocimiento. En las
ecuaciones 1, 2, 3 y 4 podemos observar la dindmica de interaccién entre mediador
sustrato y productos.

0Se 928,

E: DSeW_V(MerSe)’ (1)
oM, %M,

ot = Dye oxz V(Me:Se)r (2)
oP, 9%°M,

ot = Dp, o2 + V(Me'Se): (3)
Ee _ 1 1 1 (4)

V' keat  kreaSe = koxMe'
Donde:
S, = sustrato o analito
M, = mediador
P, = producto
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Ademas, el producto del coeficiente de difusion y el laplaciano de la concentracion
de una sustancia y un tercer término que representa la razén de generacion o consumo
de alguna de las sustancias. El ultimo término involucra las constantes de cinética
quimica, quienes dictan la velocidad a la que ocurre la reaccion.

2.8 Corriente de respuesta del biosensor

La corriente del biosensor se relaciona al proceso de difusidn; es decir que se
describe mediante las leyes de Faraday y Gauss que establecen que el gradiente de
concentracion del producto es proporcional a la corriente de respuesta. [34] La ecuacion
que describe la corriente de respuesta es:

i(t) = neFAD 22— (5)
Donde:
[ = corriente eléctrica
n, = Intercambio de electrones
F = Constante de Faraday
A = Area de trabajo del electrodo
D, = Coeficiente de difusion del producto

£ = Gradiente de concentracién del producto (respecto a distancia)

2.9 Amplificador de transimpedancia

Muchos de los dispositivos electrénicos, entre ellos los biosensores, generan en
la salida una senal de corriente proporcional al analito de interés. A veces es necesario
utilizar un dispositivo denominado amplificador de transimpedancia (TIA por sus siglas
en inglés) o convertidor de corriente-voltaje (convertidor I-V), como el de la figura 8 para
generar en la salida una senal de voltaje en relacion a la corriente de entrada [35].
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Figura 8. Esquema general del amplificador de transimpedancia.
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CAPITULO 3
ASPECTOS COMPUTACIONALES

3.1 Software

En este apartado se describe el software utilizado para realizar las simulaciones
del biosensor y el sistema electronico.

3.1.1 Proteus Design Suite

Proteus Design Suite es un software para disefio electronico y simulacion de
circuitos, desarrollado por Labcenter Electronics Ltd. Proteus cuenta con dos programas
principales: ISIS (Intelligent Schematic Input System), el cual permite disefiar planos del
circuito eléctrico y ARES (Advanced Routing and Editing Software), que es una
herramienta utilizada para fabricar placas de circuito impreso (PCB, Printed Circuit
Board). Proteus cuenta con una interfaz amigable con el usuario, ya que permite
manipular componentes electrénicos de una forma sencilla. Al crear un documento nuevo
se muestra en pantalla el area de trabajo (figura 9) y para crear un circuito electronico
solamente es necesario elegir un componente de la libreria de componentes,
seleccionarlo y arrastrarlo hacia el area de trabajo. El prototipado de circuitos se puede
hacer de manera rapida, comparado con otros paquetes de software. Si se requiere
hacer una modificacion en los valores de los componentes simplemente es necesario
acceder a las propiedades del elemento y realizar las modificaciones sin necesidad de
borrar y colocar el componente nuevamente. [36]
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Figura 9. Software para disefio y simulacion de circuitos ISIS.
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A continuacion, se presenta una tabla para analizar las ventajas y desventajas del
software a considerar para la simulacién del circuito.

Ventajas Desventajas
Funcionamiento Sencillo Es una plataforma de pago
Simulaciones rapidas Solo disponible para Sistema Operativo

de Windows
Amplia libreria de componentes Menos componentes comparado con

otros software

Captura de esquematicos Existen mejores opciones para
simulacién
Facil fabricacién y disefio de PCBs Licencia costosa

Tabla 1. Comparativa de ventajas y desventajas de Proteus.

3.1.1.1 Norma de disefio IPC-2221B para circuitos impresos

Existen estandares en la industria para la mayoria de los aspectos del disefio de
PCBs. La norma IPC-2221B cubre los requisitos basicos para disefio de circuitos
impresos y se abordan temas referentes al montaje y conexiones entre elementos
mecanicos, eléctricos y electromecanicos. Una de las recomendaciones de esta norma
es que se definan los requisitos de desempefio del producto final antes de comenzar con
el disefio de la placa [37].

Para el disefio se toman en cuenta varios aspectos que pueden afectar o alterar
el funcionamiento deseado del circuito. Por ejemplo, es necesario definir si el circuito se
sometera a condiciones ambientales como altas temperaturas, calor generado por los
componentes, vibraciones y golpes que pueda sufrir la placa. También se toma en cuenta
los aspectos de la reparacion del circuito, si es necesario hacer reparaciones o
reemplazar algun componente de manera periédica [37].

Otros factores importantes a tomar en cuenta son la seleccion de componentes
para la placa, ya que existen muchos fabricantes y los circuitos encapsulados u otros
elementos tales como resistencias, capacitores, conectores, etc., se presentan en varios
tamafos o cuentan con distinto porcentaje de tolerancia, dependiendo de las
necesidades del usuario [37].
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3.1.2 MATLAB

MATLAB es un software de cdmputo numérico que combina un entorno de
escritorio con un lenguaje de programacion que facilita el manejo de operaciones con
arreglos y matrices, tal como se muestra en la figura 10. MATLAB ofrece la posibilidad
de convertir algoritmos en cédigos de C/C++ Y HDL para ejecutarse en sistemas
embebidos. Ademas cuenta con el software Simulink que permite disefiar una amplia
gama de modelos de los sistemas ingenieriles. [38]

v [CRTIN ]

Figura 10. Programa para computo numérico MATLAB.
3.1.2 EasyEDA

Las herramientas EDA (Electronic Design Automation) son herramientas utilizadas
para disefar y producir sistemas electronicos. El software de EasyEDA se utiliza para
disefiar el esquema del circuito para fabricar la placa impresa. En la figura 11 se puede
apreciar el area de trabajo principal dentro del software de EasyEDA. La ventaja de este
software es que el circuito se puede disenar de manera online sin la necesidad de instalar
programas adicionales. Otra de las ventajas que presenta el software es que al terminar
de disenfar el circuito se pueden descargar los archivos para realizar el pedido de la placa.
Ademas, incluye un catalogo extenso de modelos de componentes que se pueden
solicitar al fabricante [39].
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Figura 11. Programa para disefio de circuitos EasyEDA.

3.2 Entornos de desarrollo
3.2.3 Arduino IDE

El Arduino IDE (Integrated Development Environment), mostrado en la figura 12
es un entorno de programacion que nos permite escribir nuestros programas y
transferirlos a la placa de desarrollo Arduino o a un Modulo WiFi como el ESP8266 [40].

© shetch_mar2ta Arduino 161 x ]
1

Botones acceso
rapido

Mensajes de
status
Notificaciones del
programd

Figura 12. Entorno de desarrollo para Arduino.
3.3 Métodos de Monte Carlo

Los métodos de Monte Carlo son técnicas empleadas para calcular probabilidades
y otras cantidades por medio de secuencias de numeros aleatorios. Se puede plantear
un modelo matematico para el sistema del biosensor. Cuando se trabaja con sistemas
de multiples ecuaciones existe la posibilidad de que no se encuentren todos los datos
para resolver el sistema. Cuando no se pueden determinar ciertos parametros mediante
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métodos tradicionales se recurre al uso de métodos no deterministas o estadisticos como
el método de Monte Carlo. El método consiste en proponer valores aleatorios para las
incégnitas en un sistema de ecuaciones, resolver las ecuaciones y medir el error respecto
a un sistema de referencia hasta que el error sea cercano o igual a cero [41]. En lafigura
13 se presenta el diagrama de flujo con los pasos empleados para resolver el sistema el
sistema de ecuaciones que modelan el comportamiento de la respuesta en corriente del

biosensor.

INICIO

Establecer modelo de referencia

l

Proponer modelo matemdtico

1

Indicar pardmetros e incognitas

l

Proponer valores aleatorios para
las incégnitas

1

Resolver sistema de ecuaciones

¢El error es igual o
cercano a cero?

Figura 13. Diagrama de flujo para solucion de sistema de ecuaciones mediante
métodos de Monte Carlo.

Mediante el software de MATLAB se pretende simular la respuesta en corriente del
biosensor ante la concentracion de cetonas. El objetivo de obtener la curva de respuesta es para
establecer el rango de corrientes que genera el biosensor para poder disefiar un circuito de
transduccién y amplificacion. Se espera que el rango de corrientes se encuentre en el orden de
los microamperios. Proteus cuenta con una amplia libreria de componentes para simular cada
uno de los médulos que componen el sistema de biosensor. Se eligié trabajar con Arduino debido
a la compatibilidad de librerias entre Arduino y Proteus, facilitando la simulacion de un sistema
integral dentro de un mismo programa. Finalmente, al verificar el correcto funcionamiento en
simulacion con el software de Proteus se pretende utilizar EasyEDA para generar el disefo de la
placa impresa del circuito (PCB).
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CAPITULO 4
METODOLOGIA

Como marco procedimental y para el desarrollo del presente proyecto se utilizo la
metodologia de disefio en ingenieria segun la ABET (Accreditation Board for Engineering
and Technology 2020-2021) para la busqueda de un producto funcional a través del logro
de los objetivos planteados en el capitulo 1, buscando la sinergia e integracién de las
areas pertinentes de la electrénica industrial.

4.1 Proceso de disefio en ingenieria basado en ABET 2020-2021

El desarrollo del presente proyecto se basa fundamentalmente en los procesos de
disefio en ingenieria, tratado como un proceso que representa la secuencia de pasos en
el curso de los intentos para el logro de los objetivos propuestos. En general se toma en
consideracion que el disefio en la ingenieria corresponde a un proceso de disefio de un
sistema, componente o proceso para satisfacer las necesidades y especificaciones
deseadas dentro de las limitaciones. Es un proceso de toma de decisiones iterativo y
creativo en el que se aplican las ciencias basicas, las matematicas y las ciencias de la
ingenieria para convertir recursos en soluciones. [42]

En la sistematizacion basica de los pasos se propone trabajar mediante:

1) Definiciéon de las especificaciones de diseio: se delimitan los parametros
fisicos tanto de entrada como de salida del sistema de adquisicion y
procesamiento de datos. Los requerimientos técnicos de transduccion,
amplificacion y visualizacion de energia e informacién. Asimismo, si las hubiese,
posibles restricciones incluyen accesibilidad, estética, cddigos, constructibilidad,
costo, ergonomia, extensibilidad, funcionalidad, interoperabilidad,
consideraciones legales, mantenibilidad, fabricabilidad, comerciabilidad,
regulaciones de politicas, cronograma, estandares, sustentabilidad o usabilidad.

2) Simulacién de los médulos o elementos del sistema: se hace uso del
modelado matematico, creacidon de esquematicos y/o diagramas (especialmente
electrénicos) y la consecucion de uso de software respectivamente de naturaleza
numeérica-matematica o electrénica para realizar las iteraciones de busqueda de
desempeno o respuesta definida del sistema segun las especificaciones de
disefio.

3) Montaje y fabricacion fisica de médulos: una vez que se obtiene la certeza en
el desempefio deseado de los mddulos o etapas del sistema electronico de
transduccion, amplificacion y visualizacion se procedera a la construccion fisica
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de los circuitos impresos o PCB (Printed Circuit Boards); asi como de la
fabricacion del circuito impreso para sensado mediante técnica de litografia por
haz de electrones.

4) Pruebas de funcionamiento de médulos e integracién: teniendo los disefios
modulares de los componentes del sistema electronico, asi como sus respectivas
simulaciones y disposicion fisica de los elementos, habra de realizarse una
verificacion practica del funcionamiento de cada parte del sistema antes de llevar
a cabo la integracion.

En la figura 14 se puede apreciar mediante un diagrama de flujo la serie de pasos que
se describe como la metodologia a seguir para la consecucion del logro de los objetivos.

Especificaciones de
disefio

Y

Modelacion y
creacion de
esquemasidiagramasl

\

Simulacion

\

Montaje y
fabricacion

\

Pruebas de
funcionamento

Y

Integracién

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de diseno basado en ABET 2020-2021.
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CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la metodologia de disefio en ingenieria definida en el capitulo 4,
el primer paso es definir las especificaciones de disefio para el biosensor. Previo al
disefio del circuito transductor amplificador para el biosensor, es necesario delimitar el
rango de niveles de corriente de entrada del circuito transductor con el que opera. Con
base en la ley de Faraday para la difusidn, asi como de la ley de Fick para difusion se
llevé a cabo un modelo matematico para calcular la respuesta en corriente del
biosensor contemplado en el presente trabajo y se realizé una simulacion del
comportamiento de la respuesta de un biosensor con una reaccion especifica y se
grafico en MATLAB. Después de observar el rango de corrientes obtenidas de la
simulacion investigo en la literatura el comportamiento de otras curvas de corriente de
otros biosensores [33].

5.1 Modelado de la reaccion quimica del biosensor

El modelo matematico y la curva de respuesta en corriente de un biosensor se
pueden simular si se conoce el proceso quimico de la operacion del sensor. Para validar
los datos primero se realizd6 una prueba de simulacion de curva de respuesta de un
biosensor con La propuesta de NICDET fue trabajar con un biosensor para deteccion de
particulas especificas (VOC) utilizando nanotubos de 6xido de indio funcionalizados con
particulas de TiO2. En la ecuacién (6) se muestra la reaccién quimica del proceso del
biosensor [43].

SUSTRATO MEDIADOR PRODUCTOS
C,Hs0H(gas) + 60~ (ads)—> 2C0,(g) + 3H,0(g) + 6e~ (6)

5.1.1 Consideraciones y calculos

Partimos del hecho que toda la dinamica de deteccion del biosensor se desarrolla
a partir de las ecuaciones acopladas (1), (2), (3), (4) y (5). En donde vale la pena empezar
por distinguir que S, M y P representan las funciones concentraciones del sustrato
(cetonas), mediador (oxigeno) y productos (de los cuales nuestro interés se centra en los
moles de electrones que entendemos como corriente eléctrica), respectivamente; dichas
funciones son espacio temporales. V se entiende como un potencial de interaccion entre
Sy M. Por otra parte, Ds, Dm y Dp son los coeficientes de difusion para sustrato, mediador
y productos, respectivamente. Y finalmente n, F y A son constantes. La meta es encontrar
el comportamiento de la corriente i. Para ello analizamos la estructura de su expresion
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matematica: consideremos un mol de electrones transferidos, o bien, n = 6, la constante
de Faraday es F = 96,485.332 y que el area de trabajo del electrodo sea alrededor de A
= 0.005 cm?. Al sustituir se obtiene que:

i(t) = 4,824.26 D, 2 (7)

Para conocer la corriente se requiere conocer tanto el coeficiente de difusion de
los productos, como el gradiente concentracion de los productos en el sensor. Esto tiene
absolutamente todo el sentido porque dicta practicamente la forma en que se genera la
corriente en la reaccidon quimica (6). Luego entonces, la tarea consiste esencialmente en
hallar P(x,t) y el coeficiente de difusién del producto Dp. Para lo cual se trabaja con el
sistema de ecuaciones diferenciales parciales (1), (2) y (3) en conjunto con la cinética
quimica (4).

Se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones: generalmente en una
persona saludable la concentracion de cetonas en el aliento es de 0.8 ppm, mientras que
las personas diabéticas presentan concentraciones de 1.7 a 3.7 ppm [44]. El peso
molecular de las cetonas es de 58.08 g/mol.

Por lo tanto, se consideraron estos valores para indicar la cantidad de
concentracion de cetonas en el aliento de una persona diabética expresado en unidades
de concentracion molar (M), que se refiere al numero de moles de soluto disueltos en un
determinado volumen.

Concentracion de la cetonas = (1.7 %) (10010‘gmg) (1.7 S;ngég) =2.9269x10°M (8)

Después se estima que una persona ingiere en promedio una cantidad de 0.5 litros
de aire por inhalacion [45] , del cual aproximadamente 21% es oxigeno. Al exhalar se
reduce la cantidad de oxigeno a un 16% aproximadamente [46]. Se toma como base el
volumen molar de un gas ideal, que es de 22.4 L/mol (0.0446 moles/L) y con ello
podemos calcular la concentracién de oxigeno ingerido por una persona.

mol

Concentracion del oxigeno = (0.5L)(0.16) (0.0446 T) = 3.568x1073M (9)

En el experimento de [43] el TiO2 se prepara con una mezcla y se agrega 1 ml de
solucion en la plantilla del biosensor. El TiOz2 se utiliza para mejorar el mecanismo de
sensado de los tubos de In203. La masa molar del TiO2 es de 79.866 g/mol y su densidad
es de 4.23 g/cm? [43]. Podemos calcular el nivel de concentracion del TiO2 que se coloca
en la plantilla del biosensor.
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Concentracion del TiO, = ( L mot )(4'23 g) (1cm3)( 1t ) = 5.2963x1072M (10)

79.866g 1cm3 0.001L 1000 ml

En resumen, las concentraciones estimadas para el proceso de deteccién de
cetonas de nuestra investigacion:

Concentracién de la cetonas = 2.9269x10™°M
Concentracion del TiO, = 5.2963x1072M
Concentracion del oxigeno = 3.568x1073M

Por otra parte, de la literatura se obtuvieron los siguientes coeficientes para
difusion de cetonas en el aire. [47]

1 cm?

Coeficiente de difusion del analito: DS = 1.24x10~

2
cm
Coeficiente de difusiéon del mediador: DM = 1.1x107° ~

Los datos restantes, que son el coeficiente de difusién del producto (Dp) y los
coeficientes de cinética quimica (Kcat, kred, kox), s& desconocen y para ello fue necesario
determinarlos mediante calculo numérico a partir de las ecuaciones de la dinamica del
biosensor.

5.1.2 Obtencion de coeficientes mediante el método de Monte Carlo

En el script de MATLAB (ver anexo 1) se utiliza el método de Monte Carlo para
obtener los datos faltantes. EI método consiste en realizar pruebas aleatorias repetidas
para obtener soluciones a problemas matematicos. Se obtuvieron los siguientes
parametros para el conjunto de ecuaciones basadas en el principio de la difusion:

kcat = 15_1
kred = 15_1

ko, = 1s71
cm?
D, = 1x1075 —
s

Donde k4, krea ¥ kox representa los coeficientes de cinética quimica y D,, el coeficiente
de difusién del producto.

33


https://paperpile.com/c/eEZm8g/027Q

5.2 Simulacion en MATLAB

Después de obtener todos los parametros restantes se graficaron las curvas de
comportamiento de la dinamica del biosensor.

5.2.1 Concentracion de cetonas

De la simulacion en MATLAB se obtuvo una grafica de la concentracion de cetonas
en funcién de la distancia y tiempo, que podemos ver en la figura 15.
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Figura 15. Concentracion de cetonas en funcién de la distancia y tiempo.

Se pudo observar que la concentracion respecto a la distancia permanece
constante en el tiempo. El tiempo de respuesta exhibido por el biosensor en el
experimento de [9] fue de 4 minutos. Se tomd una muestra de perfil de concentracién vs
Distancia después de 300 segundos (5 minutos), tal como se aprecia en la figura 16.
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Figura 16. Perfil de concentracion de cetonas en funcién de la distancia.
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5.2.2 Concentracién del producto

En la figura 17 se muestra la concentracion del producto resultante respecto a la
distancia y el tiempo.
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Figura 17. Concentracion del producto en funcion de la distancia y tiempo.

5.2.3 Concentraciones del analito, mediador y producto

A partir de las figuras 15 y 17 se pueden obtener los perfiles de concentracién
normalizados, en la figura 18 se puede observar cada una de las sustancias empleadas
en la reaccion.

ion VS Distancia
T

I
ACETONA
OXIGEND
RESPUESTA|

08
08—

04—

Concentracion
|

02—

2 1 | 1 1 |
o 01 0z 03 o4 05 06 or [ X:] 09 1
Distancia

Figura 18. Perfil de Concentracion de cetonas y oxigeno.

5.2.3.1 Derivada parcial del producto respecto a la distancia
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Si se deriva parcialmente la figura 17 respecto a la distancia se obtiene la grafica
de la figura 19.

Producto

a- [Mic

distanc
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Distancia - x * 2e-005 [cm)

Figura 19. Derivada parcial del producto respecto a la distancia.

Al analizar el modelo matematico, se observa que la corriente es proporcional a la
curva mostrada en la figura 17.

La curva de la figura 19 presenté un comportamiento inversamente proporcional a
la distancia. En la figura 16 se muestra la concentraciéon del analito respecto a la
distancia. Se puede observar que disminuye de manera exponencial.

5.2.3.2 Gréfica de Corriente vs Concentracion de analito

Con ayuda de MATLAB se dividi6 el vector de la figura 19 con el vector de la figura

16 y se obtuvo una grafica de comportamiento lineal que muestra la corriente respecto a
la concentracion del analito (cetonas), tal como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Grafica de Corriente vs Concentracion de cetonas.
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5.2.3.3 Grafica de Corriente vs Concentracion de analito

Si se compara la simulacion contra el experimento realizado por [9], en la figura
21, se observa que la diferencia es minima.

Corr1iente Normalizada VS Concentracion Normalizada de ACETONA - SIMULACION VS EXPERIMENTO
T T T T T ——

— SIMULACION
z ——— EXPERIMENTO
205 ] - 1
c
o
G
O ———
0 [} — | | 1 |
0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracion - acetona [M]
Figura 21. Grafica comparativa de la simulacion vs el experimento de Diaz-Diaz et al.
(2009).

A pesar de que no se contaba con varios de los parametros, se realizaron calculos
mediante las técnicas de Monte Carlo y se ajustaron para llegar a los resultados
obtenidos. Sin embargo, fueron obtenidos a partir de operaciones que minimizan el error
entre la respuesta del biosensor y los resultados que se obtuvieron en la fase
experimental. Entre mas pequefio el error, mayor seria la exactitud de la funcién que
representa el experimento.

5.3 Disefio y simulacion de circuitos

Para realizar las simulaciones del circuito para el biosensor se utilizé el software
Proteus (v8.9) de Labcenter Electronics. La simulacion para cada etapa se realizd
primero de manera individual para verificar la funcionalidad de cada una. Se simuld
primero la etapa del circuito de biosensor y posteriormente la salida se conecté a un
circuito de acondicionamiento. En las curvas de comportamiento de corriente del
biosensor obtenidas en MATLAB (seccidn 5.2.3.2) se observo que el rango de corriente
de operacién es de 0 hasta 2000 nA (o 2 yA). Al comparar la curva de respuesta obtenida
en simulacion con las curvas obtenidas de otros experimentos se observé que el rango
de corriente en algunos casos es mayor, llegando incluso hasta los 150 pA. También se
observé un comportamiento cuasilineal en estas curvas de respuesta de corriente por lo
que se decidié trabajar con una muestra de la sefial tomando en cuenta un rango de 0 a
50 pA [48], [44].
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5.3.1 Simulacioén de biosensor
De acuerdo con la seccion 2.5, cuando no se cuenta con el biosensor real, se

puede realizar un esquema basico de la celda electroquimica del biosensor a partir del
modelo de la Celda de Randles (figura 22).
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Figura 22. Celda de Randles (con indicacion de electrodos).

Sin embargo, como no se logro llevar a cabo el experimento con un biosensor real,
se optd por realizar una simulacion en Proteus, debido a que contaba con la capacidad
para generar una sefial de corriente con los parametros deseados, de 0 a 50 pA, tal como
se observa en la figura 23.
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Figura 23. Fuente de corriente en Proteus.

En la literatura se encontraron ejemplos de otros biosensores de distintos gases y
VOCs, basados en In203 y se observo que la corriente de operacion de estos biosensores
se encuentra en el rango de los microamperes [48], [44]. Se tom6 como base un ejemplo
de un biosensor de gas basado en In203 que se encontrd en la literatura (Figura 24) en
el que el rango de corriente de operacion del biosensor alcanza un maximo aproximado
de 150 pA. [48]
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Figura 24. Grafica de corriente de operacion de un biosensor basado en In20s.
[48]

Debido al comportamiento lineal se decidié trabajar con una sefal de 0 a 50 pA.
Se simulé en Proteus una sefial de corriente que comienza en 0 y se incrementa de
manera gradual hasta 50 pA. En la investigacion se encontraron graficas de
comportamiento de corriente de biosensores y estas presentan un comportamiento lineal
o “escalonado” con crecimiento cuasilineal, proporcional al nivel de concentracién del
analito, por este motivo en Proteus se simulé una sefal que incrementa la corriente de
manera gradual para simular el aumento de concentracion de las cetonas, tal como se
aprecia en la figura 25.

643 ‘ Time/Current |

638 | | I8 14u

633 | { I 12u
628 l ~~J
623 L Pt

o~

618 l o
/

Current signal (i Afem®)

813 1 o~

0.00
0.00 30 60 90 12 15 18 21 24 2T 3

603
L]

Time (s)

a) b)

Figura 25. a) Grafica cronamperométrica de la respuesta de un biosensor, b)
grafica cronoamperométrica simulada en Proteus de la respuesta de un biosensor.

Cabe destacar que en la simulacion de MATLAB (seccion 5.3) se obtuvo un tiempo
de respuesta de aproximadamente 300 s (5 minutos). Sin embargo, debido a la baja
velocidad de simulacion de Proteus y para efectos practicos se simul6 una sefal con una
duracion diez veces menor de 30 segundos, tal como se puede ver en la figura 26.
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Figura 26. Simulacion de corriente de entrada en Proteus.

La sefial de salida del biosensor pasa por un amplificador de transimpedancia para
poder transformar la sefial de corriente del circuito a una sefial de voltaje. Esto es para
poder procesar la sefal con un microcontrolador. Se consideraron algunos
amplificadores operacionales como el LM741 y el LM324 ya que son econdmicos y de
facil adquisicion. Sin embargo, se encontré un circuito integrado mas adecuado, el
LMP7721 y se selecciond debido a que esta catalogado como el amplificador que
requiere menos corriente de polarizacién en el mercado (3 fA), mucho mas baja que la
del LM741 con 1.5 yA. Ademas cuenta con un bajo valor de densidad ruido (6.5 nV/VHz)
y al igual que el LM741 y el LM324 es un componente facil de encontrar y a bajo costo
[49].

5.3.2 Disefio del amplificador de transimpedancia

La primera etapa consiste en transformar la senal de corriente emitida por el
biosensor en una senal de salida de voltaje, para poder procesarla y que pueda ser
interpretada posteriormente por un microcontrolador.

Se conoce que el biosensor genera una corriente de respuesta en la escala de los
microamperes. Se simul6 una senal de corriente que va de 0 a 50 pA en un intervalo de

30 segundos para la entrada del circuito amplificador de transimpedancia. El voltaje de
salida del amplificador de transimpedancia esta dado por:

Vour = _iian (11)
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Para obtener el valor de la resistencia Rf se considerd un voltaje maximo de salida Vout
de 5 V y la corriente maxima del biosensor de 50 pA.

5V = (50 pA)Rs (12)
Despejando Rf se obtiene el valor de la Resistencia

5V
Vout = m = 100k.Q (13)

En la simulacion se logré verificar la transformacion del nivel de la sefal de
corriente en un nivel de voltaje, tal como se observa en la figura 27.
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Figura 27. Etapa de amplificador de transimpedancia.

5.4.2.1 Fendmeno de pico de ganancia

Existe un fendbmeno a considerar, conocido como pico de ganancia, que puede
presentarse en la region de altas frecuencias. Para estabilizar el sistema, es necesario
agregar un capacitor en paralelo con la resistencia de realimentacion Rf, en este caso
R11 de la figura 28, tal como se muestra en la figura 28 [50]. Al hacer esto, la pendiente
de la ganancia de ruido (o Noise Gain) del amplificador de transimpedancia y la curva de
ganancia de lazo abierto del OPAMP se interceptan con una pendiente menor a 20
db/década, logrando evitar el pico de ganancia [51].

Sin embargo, no existe mucha preocupacion en este aspecto ya que la respuesta
en simulacion del biosensor fue de aproximadamente 300 s (5 minutos) se maneja una
frecuencia relativamente lenta y este fendmeno de pico de ganancia se presenta al
manejar altas frecuencias.
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Figura 28. Amplificador de transimpedancia con capacitor en paralelo con Rf.

5.3.3 Amplificador inversor

Debido a la configuracién del amplificador de transimpedancia, el voltaje de salida
es negativo. Para que el voltaje sea positivo, la sefal de salida del convertidor de
transimpedancia pasa a través de un circuito de OPAMP en configuracién inversor, tal
como podemos apreciar en la figura 29 del lado derecho.

El voltaje de salida del OPAMP en configuracién de Inversor se calcula mediante:
R
Vour = _éVin (14)

Por lo tanto, para obtener una ganancia unitaria, se eligieron valores iguales para
Rf y Ri. En este caso elegimos valores de resistencias de 1 kQ para que el voltaje de
entrada fuera exactamente igual al voltaje de salida, solo que con signo contrario.

Vour = —Vin (19)
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Figura 29. Etapa de OPAMP inversor (sefalado por el recuadro punteado rojo).

5.3.4 Convertidor Analégico-Digital (ADC)

En la siguiente etapa, la sefial analdgica de voltaje de salida del OPAMP inversor
se convierte a una sefal digital para procesarla posteriormente con un microcontrolador.
Esto se hizo en la interfaz de Arduino IDE, tal como se puede ver en la figura 30.

5.3.5 Procesamiento de datos

Para las ultimas dos etapas (Procesamiento de datos e interfaz grafica), procesamiento
de datos e interfaz grafica, se utilizé6 el médulo de Arduino y con ayuda del entorno de
desarrollo Arduino IDE se generd un codigo para desplegar los datos en el médulo de la
pantalla LCD, como se aprecia en la figura 30.
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Figura 30. Procesamiento de sefial con ADC + Arduino.
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5.3.6 Integracion de componentes

Después de verificar el funcionamiento adecuado de cada moddulo de
amplificacion de sefial de manera individual, se enlazaron todos los mddulos para
generar un circuito que incluyese las ultimas tres etapas del sistema completo tal como

se puede apreciar en la figura 31.

Lep2
LMofeL

u3

s

LNPTTZIMA: - -

A
B

..... c"

o

Figura 31. Esquema completo del sistema electronico para biosensor.

Al ajustar el valor de la sefal de corriente de entrada (que representa el nivel de
concentracion de cetonas) en el amplificador de transimpedancia, se ajusta de manera
proporcional el valor de salida del OPAMP inversor.

Para probar el comportamiento de respuesta, se realizaron pruebas con diferentes
sefales de entradas para observar la respuesta del sistema electrénico para biosensor.
Se puede observar en el osciloscopio virtual, tal como se muestra en la figura 32, que,
entre mayor es la concentracion de analito, mayor es la corriente generada por el
biosensor, por lo tanto, la sefial de voltaje de salida del sistema se incrementa.
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Figura 32. Sefiales de corriente de salida amplificada del biosensor(amarillo).

5.3.7 Comparativa de respuestas

Con esto se obtuvo la respuesta esperada del objetivo propuesto, ya que en la
simulacion se logré observar una respuesta del nivel de concentracion de cetonas
Realizamos una
comparacion entre la respuesta esperada contra la respuesta obtenida en nuestra
simulacién para verificar la funcionalidad de nuestro sistema electronico, tal como se

proporcional al nivel de la sefal de corriente de salida del biosensor.

observa en la figura 33.
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Figura 33. Comparativa de respuesta esperada vs. respuesta obtenida.
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5.4 Desarrollo de circuito mediante Litografia de Haz de
Electrones (EBL)

La parte propuesta para la tesis sobre el trabajo con litografia mediante haz de
electrones se realiz6 en conjunto con El Nucleo de Investigacion Cientifica y Desarrollo
Tecnologico (NICDET), una institucidon privada dedicada a la investigacion cientifica y
tecnolégica. La propuesta de NICDET fue trabajar con nanotubos de 6xido de Indio
(In20s3). Este material reacciona ante el analito objetivo (cetona) generando una corriente
muy pequeia del orden de los microamperios, la cual se puede procesar para desplegar
un dato cuantitativo en pantalla, que puede ser interpretado por un profesional de la
salud, quien tomara las medidas necesarias para cuidar de la salud paciente.

Se propuso trabajar con Litografia por haz de electrones (EBL por sus siglas en
inglés). Esta técnica consiste en trazar patrones en una diversidad de materiales en
escalas de micrometros o nandémetros. La maquinaria moderna de EBL permite trazar
estructuras nanométricas en superficies de algunos milimetros cuadrados [34].

Se realizaron algunas pruebas con obleas de silicio en las instalaciones de
NICDET para fabricar un circuito impreso mediante litografia. Sin embargo, debido a
cuestiones de confidencialidad por parte de los laboratorios en NICDET se omitieron
algunas imagenes o informacion muy especifica sobre el procedimiento.

5.4.1 Limpieza previa

En la primera etapa de limpieza se utilizé un bafo ultrasénico, como se puede ver
en la figura 34 y tres agentes de limpieza para eliminar cualquier tipo de contaminante
sobre la superficie de la oblea de silicio donde se imprimié el patron del circuito: acetona,
isopropanol y agua desionizada.

El bano ultrasonico consiste en realizar una limpieza profunda mediante la
introduccion de ondas de ultrasonido en el agua. Estas ondas producen un fendmeno
conocido como cavitacién, el cual es una serie de implosiones dentro del agua que
permiten el rompimiento de la estructura molecular en las particulas para conseguir una
limpieza uniforme en las piezas, que seria dificil lograr por medio de los métodos
tradicionales.

El primer paso consistio en limpiar la oblea con acetona y colocarla en el bafio

ultrasonico durante 5 minutos, se retird la oblea con ayuda de unas pinzas y se seco con
nitrégeno debido a sus propiedades de pureza.
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En el segundo se limpi6 la oblea con isopropanol y nuevamente se coloco en el
bafio ultrasonico por 5 minutos para limpiarlo nuevamente con nitrégeno. En el tercer
paso la limpieza fue con agua desionizada y se repitié el mismo procedimiento.

Figura 34. Estacion de bafo ultrasonico.

5.4.2 Deposicion de resina

Se utilizé un equipo conocido como Spin Coater, que se puede ver en la figura 35,
con el cual se distribuyd un recubrimiento de resina de manera uniforme encima de la
oblea de silicio. Después de colocar la resina encima de la oblea con ayuda de una
pipeta, tal como se aprecia en la figura 36, la maquina realizé una rotacién a alta
velocidad para esparcir la resina de manera uniforme con ayuda de la fuerza centrifuga.
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Figura 36. Colocacion de recubrimiento de resina en la oblea.

Se selecciond una velocidad de rotacion de 2000 rpm y un tiempo de 1 minuto, tal
como se muestra en la figura 37.
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Figura 37. Seleccién de parametros.

5.4.3 Soft Bake

En la siguiente etapa se coloco la oblea recubierta de resina en un horno, como
se observa en la figura 38, lo cual sirvid para ayudar a evaporar los solventes de la
pelicula y densificar la resina. Este proceso es conocido como Soft Bake.

Figura 38. Horno para Soft Bake.
La oblea se horned a una temperatura de 15 °C durante un minuto, tal como se
muestra en la figura 39.
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Figura 39. Ajuste de tiempo y temperatura.

5.4 .4 Alineacion de mascara

El equipo de alineacion de la figura 40 contaba con dos compartimientos, uno para
colocar el sustrato y el otro para colocar la mascara. Se introdujo la oblea de silicio en la
parte izquierda, y en la parte derecha se coloco la mascara con el patron deseado, tal
como se aprecia en la figura 41. El equipo de alineacién contaba con unas guias internas
de referencia, cuya finalidad era ayudar a determinar si el sustrato y la mascara estaban
perfectamente alineados.

Figura 40. Equipo de alineacion.
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Figura 41. Colocacion del sustrato (izquierda) y mascara (derecha).

5.4.5 Exposicion a la luz Ultravioleta (UV)

En el equipo de exposicion UV de la figura 42, la resina es expuesta a la luz UV
para disolver o curar la fotoresina. La mascara se expuso a un haz de luz UV de alta
intensidad durante 50 segundos para evaporar las partes fotosensibles del patrén
impreso en la capa del sustrato.

Figura 42. Exposicién a la luz UV.
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5.4.6 Revelado de patron

La etapa del revelado consistio en disolver la resina no deseada para revelar el
patrén del circuito. Se coloco un liquido revelador (Microposit MF-319 Developer) durante
1 minuto, tal como se puede apreciar en la figura 43. Posteriormente se sumergi6 la oblea
en agua desionizada para detener la reaccion quimica del revelador ya que si se dejaba
mas tiempo existia el riesgo de perder algunas partes del patron.

A

Figura 43. Colocacion de oblea en liquido revelador.

5.4.7 Metalizacion

Aqui es donde se utiliza el equipo de la figura 44 y la técnica de evaporacion
mediante haz de electrones para metalizar las partes del patrén deseado. En este caso
utilizamos cromo para metalizar el patron.

Figura 44. Equipo para evaporacion por haz de electrones.

Se coloco la oblea en un porta sustrato, como se muestra en la figura 45 y se fijo
con ayuda de una cinta especial.
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Figura 45. Porta sustrato. Vista lateral (derecha) y vista superior (izquierda)

El porta sustrato se colocé en la parte de superior. En la parte inferior se
encuentraba el crucible, que es un contenedor donde se colocé el material a evaporar,
que en caso fue cromo. Se cerro el shutter de tal manera que quedo colocado debajo del
porta sustrato, mostrado en la figura 46.

Porta sustrato
Shutter

Crucible

Figura 46. Colocacién de oblea en liquido revelador.
Ya que se colocaron todos los elementos en su posicion correcta se cerro la puerta

del equipo y se seleccionaron los parametros proporcionados en NICDET para iniciar el
proceso de evaporacion por haz de electrones, tal como se observa en la figura 47.
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Figura 47. Seleccion de parametros.

5.4.8 Lift off y limpieza

En la ultima etapa se lleva a cabo una limpieza con acetona y bafno ultrasénico
para eliminar residuos y partes no deseadas del depdsito, a esto se le conoce como lift
off.

Por ultimo se realizé nuevamente una limpieza utilizando el mismo procedimiento
del primer paso. Se limpidé la oblea en 3 pasos con acetona, isopropanol y agua
desionizada, y se sumergio en bafos ultrasonicos de 5 minutos, tal como se muestra en
la figura 48.

Figura 48. Limpiea y resultado final.

5.5 Consideraciones para el disefio del circuito impreso

Después de verificar el funcionamiento de la simulacion del sistema en Proteus se
optd por utilizar el software de EasyEDA para transferir el circuito y disefar la placa
impresa del circuito (PCB por sus siglas en inglés). Y de acuerdo con la seccion 3.1.1.1,
una de las normas que existen para el disefio de circuitos impresos es la IPC-2221B [37].
Se eligié esta norma porque es una de las mas utilizadas en la industria para fabricacion
de PCBs.
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Se plante¢ disefiar y fabricar un circuito econdmico, portatil y practico para facilitar
la deteccion de cetonas en el aliento para brindar un apoyo en el diagnostico temprano
de Diabetes Mellitus Tipo 2. De la misma manera, como se definié en la metodologia
(seccidén 4.1) El primer paso fue definir los requisitos de funcionamiento del producto final
antes de iniciar con el disefio de la placa.

Las primeras consideraciones de acuerdo a la norma IPC-2221B son la
temperatura ambiente, el calor generado por los componentes de la placa, golpes y
vibracion. Se considero que el circuito seria utilizado en alguna institucion médica donde
se mantiene una temperatura ambiente de alrededor de 25°C.

En cuanto al tamafno se propuso crear un circuito con unas dimensiones maximas
de 3.5 cm de largo por 2.5 cm de ancho. Esto a fin de reducir el espacio en la mayor
medida posible para que el circuito pueda ser colocado dentro de un dispositivo fabricado
con una carcasa de plastico.

El circuito seria utilizado de manera manual por personal médico, sosteniéndolo
en la mano y colocando el dispositivo cerca de la boca del paciente para tomar una
muestra de aliento, por lo que se considera que no estaria sujeto a vibraciones. Si el
circuito cae al suelo, el impacto seria absorbido por la carcasa de plastico del dispositivo.

5.5.1 Disefio de circuito en EasyEDA

Proteus cuenta con un software para convertir el esquematico del circuito
simulado en un esquematico para circuito impreso. Sin embargo, el software de
EasyEDA también cuenta con una opcién para dibujar el esquematico del circuito y
generar un archivo para circuito impreso y ademas cuenta con un servicio para realizar
la orden de fabricacion del circuito impreso con la opcién de seleccionar los componentes
con las caracteristicas deseadas ya soldados a la placa. Por lo tanto, se tomo el circuito
realizado en Proteus (seccion 5.4.6) y después de haber verificado el funcionamiento se
dibujo6 el esquematico en la plataforma de EasyEDA, tal como se observa en la figura 49.
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Figura 49. Esquematico del circuito en EasyEDA.

Posteriormente con el mismo software se procedio a realizar la conversion al formato
correspondiente para circuitos impresos, como se puede ver en la figura 50.

Figura 50. Esquematico del circuito en EasyEDA en formato para PCB.
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5.5.2 Etapa del Amplificador de transimpedancia

La salida biosensor emite una sefal de corriente en la salida que fluye por una
etapa de amplificador de transimpedancia para transformar la sefial de corriente en una
sefal de voltaje. Se selecciond el amplificador LMP7721 debido a su bajo nivel de
densidad de ruido (6.5 nV/VHz), ademas de su costo y facilidad de adquisicion [49].

De acuerdo a la hoja de datos del fabricante, una de las consideraciones a tener
en cuenta es que se debe utilizar una técnica de proteccion para evitar fugas de corriente.
Para esto se aislan los las terminales de entrada trazando una pista alrededor del circuito
integrado, tal como se muestra en la figura 51, de esta manera el circuito integrado queda
protegido de las fugas de corriente [49].
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Figura 51. Ejemplo de esquematico mostrando pista de proteccion trazada.
Por lo tanto se trazaron las pistas de proteccidn correspondientes en el software de
EasyEDA resultando en el esquematico que se muestra en la figura 52.

Figura 52. Esquematico del circuito en EasyEDA en formato para PCB con pistas de
proteccion trazadas.
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5.5.3 Conexiones para suministro eléctrico de los amplificadores

Los amplificadores operacionales trabajan con voltajes positivos y negativos en
saturacion, por lo que se incluy6 una terminal en la parte inferior de la placa impresa del
circuito con sus respectivas conexiones a tierra, +5V y a -5V. Como ambos
amplificadores funcionan con el mismo nivel de voltaje se realizé una conexién comun
para compartir el suministro, tal como se muestra en la figura 53.

5.5.4 Conexiones de entrada y salida

Del lado izquierdo de la placa se incluyé un conector para conectar la terminal de
la sefial de salida del biosensor a la entrada del circuito Amplificador de transimpedancia
(etiquetado como IN). Del lado derecho se colocé el conector (etiquetado como OUT)
con la sefial de salida de voltaje ya amplificada para conectarla a un microcontrolador y
que este pueda procesar la senal. Las conexiones se pueden observar en la figura 53.

Figura 53. Esquema de conexiones para el circuito impreso en EasyEDA.

5.5.3 Placa de circuito impreso (PCB)

Finalmente, después de completar el disefio del circuito con todas las
consideraciones pertinentes se realizé la orden de compra y fabricacién de la placa
impresa. Al recibir la placa impresa se procedié a soldar los componentes electronicos
restantes y el resultado final se muestra en la figura 54.
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Figura 54. Placa de circuito impreso para el biosensor.
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5.6 Simulacién fisica del biosensor y pruebas fisicas del
sistema electronico para biosensor

El biosensor propuesto para esta investigacion suministra una corriente de salida
proporcional al nivel de concentracion de cetonas en el aliento. De la literatura se
obtuvieron graficas con corrientes de operacion en el rango de los microamperes [48],
[44].

Desafortunadamente no se logré obtener el sensor para realizar pruebas fisicas y
para poder probar el sistema de amplificacion del circuito propuesto para el presente
trabajo se buscaron alternativas para generar un suministro de corriente en el orden de
los microamperes. Como se menciono en la seccion 2.5 una de las opciones era utilizar
un modelo llamado Celda Simplificada de Randles. Sin embargo, se propuso una opcion
alternativa al biosensor modelado por la Celda de Randles, basado en el Circuito
Integrado LM334 (figura 55).

vi R v~

a) b)
Figura 55. (a) Encapsulado del circuito integrado LM334 y (b) esquema de terminales.

Se eligio este circuito integrado debido a que operaba en un rango de 1 YA hasta
10 mA, lo cual proporcionaba bastantes opciones a la hora de hacer experimentos ya
que se pueden probar la operacion del circuito con multiples rangos de corrientes. De la
hoja de datos proporcionada por el fabricante se obtuvo un esquematico para disefiar
una fuente de corriente sencilla, tal como se observa en la figura 56. [52]
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Figura 56. Fuente de corriente con circuito LM334.
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Para el voltaje de entrada V;, se eligié trabajar con una fuente de 5 V y para la
resistencia de ajuste R,,; se eligio un potenciometro de 100 kQ ya que con estos valores
se logré generar el rango de corriente mas cercano al rango deseado de 0 a 50 pA. El
valor mas bajo para corriente que se logro obtener fue de 0.7 pA. Sin embargo, tomando
en cuenta el comportamiento de tipo lineal de otros biosensores encontrados en la
literatura se propuso trabajar con un rango de 1 a 50 pA. Los valores elegidos para V;,, y
R,.: NOs permiten incluso generar una corriente maxima de aproximadamente 550 pA en
caso de requerir hacer pruebas con rangos de corriente mayores. Se realizaron las
conexiones de acuerdo al esquematico y se realizé una medicién de la corriente
generada por el circuito LM334 para simular el comportamiento del biosensor, tal como
se muestra en la figura 57.

Figura 57. Medicion de corriente proporcionada por el circuito LM334.

Posteriormente se conectd la salida de corriente del circuito LM334 a la entrada
del circuito de transduccién de la figura 54. Al circuito LM334 se le conectd un
amperimetro para medir la sefial de corriente de salida y a la salida del circuito de
transduccion para el biosensor se conectdé un medidor de voltaje para verificar que el
valor de la sefal de voltaje fuera proporcional al valor de la sefial de corriente emitida por
el biosensor de acuerdo con la ecuacion (11). Las conexiones para los medidores se
realizaron de acuerdo al diagrama de bloques que se muestra en la figura 58.
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Figura 58. Diagrama de bloques para la conexién de medidores de corriente y voltaje.

En la figura 59 se observan las conexiones en fisico de los medidores de corriente
y voltaje y se comprobd que el voltaje de salida del circuito de transduccion es
proporcional a la corriente emitida por el circuito LM334 que funciona como modelo para
el biosensor.

HIOKI

Figura 59. Conexiones en fisico de los medidores de corriente y voltaje.

Después de realizar la medicidén de voltaje de salida y comprobar que el nivel de
voltaje fuera proporcional al nivel de la corriente de salida del circuito LM334 acorde a la
ecuacion (11) para la cual de propuso un valor en la resistencia de retroalimentacion
Ry = 100 k) del amplificador de transimpedancia, se procedio a conectar la sefial de
salida del circuito transductor a un microcontrolador ya que uno de los objetivos es
procesar la sefal y desplegar los datos en un elemento visualizador o pantalla. Utilizando
el potenciometro de la figura 59 se ajusto el nivel de corriente de salida del circuito LM334
para simular un incremento en la concentracion de cetonas en el aliento de una persona.
De acuerdo a la literatura el rango de nivel de concentracién de cetonas en el aliento de
personas diabéticas oscila entre 1.7 y 3.7 ppm [44]. Se configurd la herramienta Serial
Plotter para mostrar en pantalla la simulacion del nivel de cetonas en el aliento de una
persona en partes por milléon, proporcional al nivel de corriente de salida emitida por el
biosensor, tal como se aprecia en la figura 60 [48].
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Figura 60. Grafica de la simulacion del nivel de concentracion de cetonas en el aliento
de una persona.

De acuerdo a la metodologia propuesta para el presente trabajo (seccion 4.1) el
ultimo paso es realizar las pruebas de funcionamiento de los mddulos y su integracion.
Por lo tanto, una vez comprobado el funcionamiento de cada uno de los modulos se
afiadié un componente visualizador, ya que el proyecto fue disefiado con el propédsito de
que un elemento del personal médico pudiera observar en pantalla el nivel de
concentracion de cetonas en el aliento de una persona para poder realizar un
seguimiento adecuado y proporcionar un diagnostico para la deteccion temprana de la
DMT2. En la figura 61 se presenta un diagrama de bloques con la integracién de cada
uno de los médulos que conforman nuestro sistema de transduccion para el biosensor.

Potenciémetro

Circuito de
LM334 — transduccion para |—] Microcontrolador [—] Pantalla LCD
biosensor

Amperimetro

Figura 61. Diagrama de bloques con la integracion completa del sistema de
transduccion para biosensor.

En la figura 62 se muestra la simulacién fisica del sistema completo del biosensor
integrando cada uno de los modulos presentados en el bosquejo general inicial propuesto
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en la figura 1. En la pantalla se puede observar el nivel simulado de concentracién de
cetonas presente en el aliento de una persona, correspondiente al nivel de corriente
emitido por el biosensor.

Figura 62. Integracion completa de los médulos del sistema de transduccion para
biosensor de cetonas.

Tomando como base la grafica de corriente de operacién de un biosensor de
In203-NiO encontrado en la literatura en la cual se muestra la curva de corriente contra
voltaje, se tomaron muestras midiendo la corriente generada por el circuito LM334 en
intervalos aproximados de 5 yA. En la curva obtenida de la literatura se muestra una
relacion lineal de corriente respecto al voltaje [48]. Se tomaron las muestras con el
objetivo de verificar que el comportamiento de la emulacion presentara una relacion
lineal. Los resultados de las mediciones se presentan en la tabla 2

Voltaje (V) Corriente (PA)
0.07 0.7
0.53 5
1.01 10
1.56 15.3
2.01 19.8
2.53 25.0
3.16 31.2
3.54 35.1
4.02 40.1
4.27 45.4
4.8 50.4

Tabla 2. Muestras de voltaje y corriente del circuito emulador de biosensor
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Al graficar los puntos de la tabla 2 mediante MATLAB se obtiene la siguiente
curva de corriente contra voltaje (figura 63) en donde se puede observar que existe una
relacion de tipo cuasilineal entre la corriente emitida por el circuito emulador de
biosensor LM334 y el voltaje medido a la salida del circuito transductor amplificador.

4 Figure 1
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Figura 63. Curva de corriente-voltaje del circuito emulador de biosensor LM334.

En el material de investigacion proporcionado por NICDET no se encontré una
curva de respuesta de corriente para el modelo especifico propuesto de un biosensor de
In203 con TiO2 que relacionara la cantidad de corriente medida en el biosensor contra el
nivel de concentracion de cetonas en el aliento del paciente [43]. Sin embargo, en la
literatura si se encontraron curvas que relacionan la el nivel de corriente medido en el
biosensor y el nivel de concentracion de cetonas. En la figura 64 se muestran las curvas
para un sensor de nitruro de indio (InN) y un sensor de nitruro de indio con platino como
catalizador (InN-Pt). En el trabajo de investigacion se menciona que para ambos
sensores existen relaciones lineales con coeficientes de determinacion R? = 0.978 para
el sensor de InN y R? = 0.981 para el sensor de InN-Pt con pendientes m =24.1ym =
11.5 respectivamente. Para un valor de 10 ppm se generd una corriente de 37.5 pA [44].
[44], [53].

= Bare InN sensor 4 Pi- InN sensor
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Figura 64. Curva de corriente (UA) contra concentracién de cetonas (ppm) para
sensores de nitruro de indio (INN).
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También se encontré otro trabajo de investigaciéon en el que se menciona un
sensor enzimatico que se basa en el acoplamiento de cetonas con peréxido de hidrogeno
(H202) formado mediante alcohol dehidrogenasa secundario (s-ADH) y utiliza un
cofactor NADH para la medicién de las cetonas. Las mediciones de concentracion se
hicieron mediante una técnica de cromatografia de gas con espectometria de masas
(GC-MS). El sensor presentd un comportamiento lineal ya que la corriente medida se
incrementd de manera proporcional conforme aumentaba el nivel de concentracion de
cetonas, tal como se observa en la figura 65. Se menciona que se obtuvieron mediciones
de corrientes aproximadas de 570 nA para una concentracion de 1.1 ppm y una corriente
de 2900 nA para 23.3 ppm de cetonas y para el modelo de regresion lineal se obtuvo un
coeficiente de determinacién R? = 0.994 lo que indica la linealidad de la respuesta del
sensor enzimatico [54].

A
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Figura 65. Curva de corriente (uA) contra concentracién de cetonas (ppm) obtenida
mediante deteccién GC-MS.

Tomando como base los valores mencionados en el trabajo de investigacion se
puede generar un modelo matematico. Se utilizé la férmula (16) para encontrar la
pendiente y sustituyendo los valores encontrados (17) se obtuvo el valor m = 104.95.
Después se utilizé la ecuacion (18) de la linea recta y al sustituir los valores en (19) se
obtiene el valor de b (20). Finalmente obtenemos un modelo para calcular la corriente
generada por el biosensor de acuerdo con el nivel de concentracion de cetonas
detectado (21).

m = % (16)
m =220 = 104.95 (17)
y=mx+b (18)
570 = 104.95(1.1) + b (19)
b = 454.55 (20)
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corriente = 104.95 * concentracion + 454.55  (21)

Después de obtener la ecuacion que relaciona el nivel de corriente con el nivel de
concentracion de cetonas en partes por millén en el aliento de una persona se hizo un
ajuste en el cdédigo del microcontrolador para poder observar en pantalla el nivel de
concentracion de cetonas proporcional al nivel de corriente medido a la salida del circuito
emulador de biosensor LM334., tal como se puede observar en la figura 66.

Sensor enzimatico Simulacion fisica
Corriente (pA) |Concentracién (ppm) Corriente (pA)|Concentraci6n (ppm)
0.57 1.10 - -
0.70 2.34 0.70 1.72
1.00 5.20 1.00 6.38
1.30 8.06 1.30 8.71
1.60 10.91 1.60 10.57
1.90 13.77 1.90 15.69
2.20 16.63 2.20 17.56
2.50 19.49 2.50 18.95
2.80 22.35 2.80 22.21
2.90 23.30 2.90 23.61
a) b)

Figura 66. Mediciones de corriente vs. concentracion de cetonas a) sensor enzimatico
[54] y b) simulacion fisica.

Mediante MATLAB se grafico la curva de comportamiento de corriente-
concentracion de cetonas del sensor enzimatico encontrado en la literatura [54] contra la
curva de comportamiento de la simulacion fisica (ver figura 67).
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Figura 67. Comparativa de curva de comportamiento corriente-concentracion de sensor
enzimatico (azul) y simulacion fisica (rojo).
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De la informacién obtenida en MATLAB se obtuvo un valor de Suma de cuadrados
debidos al error (SSE) de 0.182 lo cual nos indica se puede estimar con poca
incertidumbre la concentracion de cetonas (ppm) dependiendo de la cantidad de
corriente medida a la salida del circuito emulador de biosensor. Se obtuvo un valor de
error cuadratico medio (RMSE) de 0.1508 y el valor de la R? fue de 0.9976 lo cual los
confirma el comportamiento de tipo lineal en el sistema y los valores son muy similares
a los valores obtenidos en el experimento del sensor enzimatico [54].

5.7 Discusion general

El area de estudio del analisis del aliento de las personas para detectar
compuestos volatiles organicos que sirvan como indicadores potenciales para
enfermedades es un campo relativamente nuevo con bastante terreno por explorar.
Actualmente no existe un estandar para definir cual es el rango exacto de concentracién
de cetonas en el aliento que indique que una persona padece o es propensa a padecer
DMT2 ya que se han identificado miles de compuestos que pueden alterar el organismo,
por lo que resulta complicado dar un diagndstico exacto sobre el estado de salud de una
persona. Sin embargo, se ha descubierto que ciertos compuestos como las cetonas
presentan una concentracién significativamente mayor en personas con DMT2 respecto
a personas saludables por lo que es posible tomar precauciones y recomendar
tratamientos preventivos a estas personas. Con los avances actuales de la tecnologia se
han desarrollado biosensores basados en materiales altamente sensibles a estos
compuestos con lo que se pueden fabricar dispositivos para ayudar en la deteccién de
enfermedades. Los biosensores se pueden clasificar de acuerdo al tipo de transductor
utilizado, pueden ser de tipo electroquimico, éptico, piezoeléctrico o calorimétrico. Para
la presente investigacidon se optd por trabajar un biosensor basado en transductor
electroquimico ya la concentracion del analito es proporcional a la sefial eléctrica que
registran y resulta mucho mas sencillo trabajar con biosensores cuyas curvas de
respuesta en corriente presentan comportamientos lineales o cuasilineales [18].
Mediante una simulacion con ayuda de MATLAB se simulé la respuesta en corriente del
biosensor ante una concentracion de cetonas. Por cuestiones de tiempo la investigacion
se hizo considerando el modelo especifico de un biosensor basado en Oxido de indio
decorado con Platino por su alta sensibilidad ante cetonas [16]. Se encontraron otros
trabajos sobre biosensores basados en In203 combinados con otros compuestos como
Platino con Oxido de Zinc [53]. También se encontrd una investigacion sobre nanofibras
sintetizadas de In203 para la deteccién de cetonas. [53], [54]. Sin embargo, estas
investigaciones se realizaron bajo condiciones controladas dentro de laboratorios
altamente equipados.
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Se investigaron varios tipos de biosensores para la medicion del nivel de
concentracion de cetonas en el aliento, existieron discrepancias en los datos en cuanto
a la simulacioén realizada con MATLAB, a la informacion obtenida de la literatura y a las
mediciones realizadas de manera fisica, esto es debido a que existen muchos factores
que pueden influir en el comportamiento del biosensor. Los materiales son probados en
ambientes controlados y con equipo de alta tecnologia. Una de las limitantes en este
trabajo de investigacién fue que no se contaba con equipo especializado para llevar a
cabo mediciones mas precisas. Otros factores que influyen en el comportamiento del
biosensor son el tiempo de respuesta, la cantidad de concentracion minima y la
temperatura de operacion, que en muchos casos alcanzan hasta 400 °C. En la tabla 3
se muestra una lista de otros sensores de gas para deteccion de cetonas analizados en
la literatura en la cual se observa bastante diferencia entre cada uno de los factores
previamente mencionados [54].

Material Minima concentracion Tiempo de Temperatura de
detectada (ppm) respuesta (s) operacion (°C)
In203 25 10 400
WOs 0.2 3.5 400
ZnO 100 30 200
ZnO+Ni+ luz UV 100 300 25
LaFeOs 500 33 275
TiO2 1 10 500
GaN 500 10 350
InN 0.4 150 200

Tabla 3. Lista de sensores de gas para deteccion de cetonas.

Dentro de las instalaciones de NICDET se trabajé en la fabricaciéon de un circuito
eléctrico impreso en una oblea de silicio mediante la técnica de litografia de haz de
electrones propuesta para el presente trabajo de investigacion. Desafortunadamente por
cuestiones externas no se logré obtener el sensor de In203 propuesto por NICDET y no
se contaba con el equipo adecuado para trabajar con este material, por lo cual solo se
trabajo el comportamiento del biosensor en simulacién con mediante MATLAB y Proteus.
De igual manera por motivos de confidencialidad dentro de la empresa NICDET no se
permitid incluir el disefo del biosensor dentro del trabajo de investigacion. Una de las
limitaciones de Proteus fue la cantidad de componentes que maneja en su libreria. Se
propuso trabajar con una placa de microcontolador ESP8266 por su tamafio entre otras
ventajas sobre placas como Arduino. Al momento de realizar la investigacién solo se
podia simular el sistema con un moédulo de Arduino. La investigacién se limité a estudiar
los componentes eléctricos que estuvieran incluidos dentro de la libreria de Proteus para
poder simular de manera virtual el sistema completo, observar la respuesta y tener una
referencia al momento de comparar los resultados con la simulacion fisica.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

Se cumplié el objetivo general del trabajo de disefiar un sistema electronico de
transduccion, amplificacion y visualizacion de una senal eléctrica de un biosensor para
DMT2. Aunque se trabajo con la técnica de litografia de haz de electrones no se logré
trabajar con el biosensor de manera fisica propuesto por NICDET. Se trabaj6 en la
fabricacion de obleas de silicio con un diametro de 2.5 cm.

Tomando como base las leyes de Fick se especificd el modelo de la dinamica del
biosensor EBL. La mayoria de los parametros se obtuvieron de la literatura y los datos
faltantes se obtuvieron mediante métodos de Monte Carlo. Se examind la respuesta en
corriente del biosensor ante concentracion de cetonas mediante una simulacion virtual y
se analizo el sistema en un intervalo de 300 segundos. Se caracterizé el tiempo de
respuesta de un biosensor. Se pudo observar el comportamiento de la respuesta en
corriente del biosensor al obtener la curva cronoamperométrica mediante una simulacion
en MATLAB. No se logré realizar la simulacion fisica con el biosensor basado en In20s.
Sin embargo, para el circuito de transduccion y amplificacion si se fabricd, mediante una
compafia externa, un circuito impreso en placa de cobre recubierta con resina con
medidas de 3.5 x 2.5 cm. No se logré fabricar el circuito impreso mediante la técnica de
EBL propuesto para esta investigacion. Aunque si se trabajo con la técnica de EBL dentro
de las instalaciones de NICDET para fabricar un circuito impreso en una oblea de silicio.
La oblea era de diametro de 2.5 cm y el proceso de fabricacién de las obleas era de
aproximadamente 3 horas.

Se logroé definir el tipo de transductor para el biosensor. Se propuso trabajar con
un biosensor de tipo electroquimico debido ya que el la respuesta en corriente presenta
un comportamiento cuasilineal. Se sustituyd el sensor basado en In203 por el circuito
LM334 configurado como fuente de corriente y se configuré6 de manera que el circuito
proporcionara una sefal de corriente de 1 a 10 yA. De igual manera se podia ajustar
para generar un valor maximo de 550 pA en caso de requerir hacer mas pruebas.

Se logro fabricar un circuito de transduccion y amplificacion mediante el circuito
LMP7721. Se logré comprobar el funcionamiento adecuado realizando las mediciones
de corriente generadas por nuestro modelo de biosensor mediante un amperimetro y las
mediciones de voltaje de salida del circuito de transduccion con ayuda de un voltimetro
y se comprobd que el nivel de voltaje de salida del circuito era proporcional al nivel de
corriente de salida emitida por el circuito LM334. Se configuré el circuito de tal manera
que a un nivel de corriente de 1 pA le correspondia un nivel de voltaje de 0.1 V. Si se
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requiere hacer una correspondencia diferente entre estos dos parametros se pueden
ajustar los valores de la resistencia y el capacitor del circuito amplificador de
transimpedancia.

Mediante la herramienta Serial Plotter de Arduino se analizé el comportamiento de
la sefal amplificada del biosensor que representaba el nivel de concentracion de cetonas
en el aliento de una persona. Se ajusto la sefal de corriente del circuito LM334 y se
mostro en pantalla un nivel de concentracion de cetonas de aproximadamente 1.2 ppm.
Se recomienda comparar los resultados con otras curvas de respuesta para observar la
correspondencia que existe entre la corriente emitida por el biosensor y el nivel de
concentracion de cetonas detectado.

Se establecieron los modulos que componen el sistema de biosensor. Se
realizaron pruebas de funcionamiento de cada uno de los mdédulos por separado y
finalmente se integraron todos los componentes en un sistema completo de transduccion,
amplificacion y visualizacion.

Como recomendaciones para trabajos futuros se sugiere utilizar software mas
avanzado para simulacion de circuitos electronicos, como PSpice, debido a que las
simulaciones virtuales realizadas en este tipo de software son mas fieles al
comportamiento real de los componentes electronicos. A pesar de que el
comportamiento de las curvas de respuesta en corriente observado en otros trabajos de
investigacion era relativamente lento, de aproximadamente 300 segundos, para la
simulacion se redujo el tiempo y se generd una sefial de corriente que alcanzaba su valor
maximo en 30 segundos debido a limitaciones en velocidad del software de Proteus.
También Se recomienda realizar una simulacion fisica con el material para poder analizar
si existira un comportamiento diferente al resultado obtenido mediante la simulacion del
biosensor utilizando un circuito LM334 configurado como fuente de corriente.
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ANEXOS
A. Script de MATLAB

clear; close all;

m = 0;

x0 = 0;

xf =1.0e-003;

xL = 50;

t0 = 0;

tf = 300;

tL = 50;

x = linspace(x0,xf,xL);
t = linspace(t0,tf,tL);
n=06;

F =96485.332;

A =0.005;

Km = 8.6e-005;
tolerancia = 5;
eMemoria = 100;
eMemoria2 = 100;
nA = 0;

nB = 0;
kcatMemoria = 9908;
kredMemoria = 9908;
koxMemoria = 9908;
operaciones = 0;
global TCPO;

global H2020;
global DCQO;

global Dp;

global Et;

global kcat;

global kred;

global kox;

global index1;
global index2;
global index3;
global index4;
global index5;

LogL = 10;

Log0 = 0;
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Logf = 6;

Et = 5.2963e-002;

kcat = logspace(Log0,Logf,LogL);
kred = logspace(LogO0,Logf,LogL);
kox = logspace(Log0,Logf,LogL);
Dp = logspace(-7,-5,LogL);
index1 =1;

index2 = 1;

index3 = 1;

index4 = 1;

index5 = 1;

TCPO = 2.9269e-005;
H2020 = 3.568e-003;
DCQO = 5.2963e-002;

for index1 = 1:length(Et)

for index2 = 1:length(kcat)

for index3 = 1:length(kred)

for index4 = 1:length(kox)

for index5 = 1:length(Dp)

sol
pdepe(m,@pdex1pdeMonteCarlo,@pdex1icMonteCarlo,@pdex1bcMonteCarlo,x,t);
TCP = sol(:,:,1);

H202 = sol(:,:,2);

DCQ = sol(:,:,3);

DCQx = diff(DCQ);

i = n*F*A*Dp(index5)*DCQx*1e009;
subTCP =TCP(;, 1);

subTCP = subTCP.";

subTCP(:,50) = [];

coli=i(:, 1);

coli = coli.’

a1l =1.3e007;

b1=10.5;

iDiaz = a1*subTCP + b1;

[r,a2,b2] = regression(subTCP,coli);
eA = abs((coli-iDiaz)./iDiaz);
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eP = 100*mean(eA);

if eP <= tolerancia
disp('Combinacién correcta')
nA=nA+1,;

eMemoria = eP

Et(index1)

kcat(index2)

kred(index3)

kox(index4)

Dp(index5)

index1Memoria = index1;
index2Memoria = index2;
index3Memoria = index3;
index4Memoria = index4;
index5Memoria = index5;
elseif eP < eMemoria2
nB=nB + 1;

eMemoria2 = eP;
EtMemoria = Et(index1);
kcatMemoria = kcat(index2);
kredMemoria = kred(index3);
koxMemoria = kox(index4);
DpMemoria = Dp(index5);
index1Memoria = index1;
index2Memoria = index2;
index3Memoria = index3;
index4Memoria = index4;
index5Memoria = index5;
end

operaciones = operaciones + 1;
index5

end

index4

end

index3

end

index2

end

index1

7



end

eMemoria
eMemoria2
nA

nB
kcatMemoria
kredMemoria
koxMemoria
DpMemoria

index1 = index1Memoria;
index2 = index2Memoria;
index3 = index3Memoria;
index4 = index4Memoria;
index5 = index5Memoria;

sol
pdepe(m,@pdex1pdeMonteCarlo,@pdex1icMonteCarlo,@pdex1bcMonteCarlo,x,t);

TCP = sol(:,:,1);
H202 = sol(:,:,2);
DCQ = sol(:,:,3);

DCQx = diff(DCQ);

i = n*F*A*Dp(index5)*DCQx*1e009;
subTCP = TCP(;, 1);

subTCP = subTCP."

subTCP(:,50) = [];

coli =i(:, 1);
coli = coli.’;
a1 =1.3e007;
b1 =0.5;

iDiaz = a1*subTCP + b1;
[r,a2,b2] = regression(subTCP,coli);

figure('Name','Respuesta en corriente - Simulacion');

subplot(3,1,1)
plot(subTCP, coli)
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title('Corriente VS Concentracion de CETONAS - SIMULACION")
xlabel('Concentracion - cetonas [M]')

ylabel('Corriente - i [nA]')

subplot(3,1,2)

plot(subTCP,coli)

hold on

plot(subTCP, iDiaz)

title('Corriente VS Concentracion de CETONAS - SIMULACION VS EXPERIMENTO')
xlabel('Concentracion - cetonas [M]')

ylabel('Corriente - i [nA]')
legend('SIMULACION',/EXPERIMENTOQ")

nomsubS = subTCP / max(subTCP);

nomiDiaz = iDiaz / max(iDiaz);

nomi = coli / max(coli);

subplot(3,1,3)

plot(nomsubS, nomi)

hold on

plot(homsubS, nomiDiaz)

title('Corriente  Normalizada VS Concentracion Normalizada de CETONAS -
SIMULACION VS EXPERIMENTQ")

xlabel('Concentracion - cetonas [M]')

ylabel('Corriente - i [nA]")
legend('SIMULACION','EXPERIMENTOQ')

figure('Name','Concentracion VS Distancia (Normalizado)');
nomx = x / max(x);

nomTCP = TCP / max(TCP);

nomH202 = H202 / max(H202);

nomDCQ = DCQ / max(DCQ);
plot(nomx,nomTCP(:,1))

hold on

plot(nomx,nomH202(:,1))

hold on

plot(nomx,nomDCQ(:,1))

title('Concentracion VS Distancia (Normalizado)')
xlabel('Distancia')

ylabel('"Concentracion')
legend('CETONAS','OXIGENO','RESPUESTA")

79



B. Script de Arduno IDE

/l include the library code:
#include<LiquidCrystal.h>
float voltaje_salida = AQ;
float concentracion;

float voltaje;

float corriente;

/[ initialize the library by associating any needed LCD interface pin
// with the arduino pin number it is connected to
constintrs=13,en=12,d4=11,d5=10,d6 =9, d7 = 8;
LiquidCrystal Icd(rs, en, d4, d5, d6, d7);

void setup()

{
Serial.begin(9600);
Icd.begin(16,2);

¥

void loop()

{
concentracion = analogRead(voltaje_salida);
voltaje = concentracion*(5.0/1023.0);
concentracion = (9.5279*voltaje*10) - 4.33;

Icd.setCursor(0,0);
Icd.print("concentracion:");
Serial.printin("concentracion");

Icd.setCursor(0,1);
Icd.print(concentracion*1.00000);
Serial.print(concentracion*1.00000);
lcd.print(" ppm");

Serial.printin(" ppm");

delay(5000);

Icd.clear();
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