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Objetivos de la tesis El principal objetivo de esta Tesis es el desarrollo de un biosensor fotónico de alta sensibilidad basado en interferómetros Mach-Zehnder integrados (MZIs). Ya desarrollado, se presentan dos aplicaciones biosensoras: la primera queda enmarcada dentro del campo de la Genómica y consiste en la detección de reacciones de hibridación entre cadenas de ADN con un bajo límite de detección y de mutaciones en esas cadenas (cuyas secuencias complementarias corresponden a la del gen BRCA-1). La segunda está centrada en el campo de la Proteómica y consiste en la detección de bajas concentraciones de pesticida carbaril mediante un inmunoensayo de inhibición. Para conseguir una alta sensibilidad, los MZIs que constituyen este biosensor están basados en guías de ondas TIR y se diseñan para tener comportamiento monomodo y alta sensibilidad superficial. Su fabricación se realiza con la tecnología microelectrónica del silicio, que facilita la posterior integración de los emisores y detectores de luz, sistemas de fluídica, sistemas de modulación de la señal, etc. para obtener así futuros prototipos compactos. Es necesario buscar un montaje experimental robusto y estable con bajos niveles de ruido y deriva. Además se trata de diseñar una configuración que permita obtener una mayor información en las medidas biosensoras. Es el caso de la configuración de doble polarización, por la cual se pueden obtener respuestas en ambas polarizaciones para una misma señal de medida. Además, la mínima señal detectable por cambio de fase del dispositivo (3 veces la desviación estándar del ruido) permite conocer su límite de detección en el cambio del índice de refracción externo. Para evaluar las altas prestaciones del dispositivo desarrollado se ha de realizar una caracterización óptica del mismo, como es el comportamiento modal de las guías que lo constituyen (han de ser monomodo), el estudio de las pérdidas propagación en sus tramos rectos y curvos, de las pérdidas de inserción, de las pérdidas de acoplamiento de los modos guiados entre ramas o del ruido y de la deriva del sistema. En el desarrollo del biosensor se ha de funcionalizar la superficie del transductor de forma adecuada e inmovilizar las biomoléculas receptoras. Técnicas como las de fluorescencia o radiomarcaje permiten conocer si el protocolo seguido de biofuncionalización de la superficie sensora es el correcto. Como se puede observar, en esta memoria se combinan distintas disciplinas y ha englobado el trabajo de grupos especializados en campos muy diferentes: Tecnología Microelectrónica, Óptica Integrada, Fluídica, Bionanotecnología, Química, Biología.... mostrando la necesidad del trabajo multidisciplinar para poder desarrollar biosensores integrados con un amplio rango de aplicaciones biotecnológicas y médicas. De hecho, las aplicaciones biosensoras que se presentan están íntimamente relacionadas con las demandas actuales requeridas por la Genómica y la Proteómica. Así, la detección de dos mutaciones puntuales en el gen BRCA-1 es una novedosa aplicación que convierte al biosensor MZI en una herramienta muy poderosa para utilizarse en un gran número de aplicaciones biomédicas y clínicas. Por otro lado, la detección de muy bajas concentraciones del pesticida carbaril permite emplear el biosensor MZI en la detección de contaminantes ambientales con una alta sensibilidad.
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CAPÍTULO 1 Introducción En la actualidad, son muchos los campos a nivel industrial, a nivel de control y aprovechamiento de los recursos naturales, a nivel sanitario y médico, etc. que demandan el desarrollo de sistemas cada vez más avanzados que permitan analizar, recoger y procesar la información requerida a tiempo real y con una gran sensibilidad. Estos sistemas, conocidos como biosensores, están ya presentes en nuestra vida cotidiana (en nuestra casa, en la clínica, en los hospitales, en los distintos laboratorios farmacéuticos y de investigación, etc.) y tienen un amplio rango de aplicaciones, todas con la finalidad de mejorar nuestra calidad de vida. La historia de los biosensores comenzó en 1962, cuando el científico americano Leland Clark, en el artículo publicado en 1962 en la revista Annals of the New York Academy of Sciences (Clark, L.C. Jnr. Ann. NY Acad. Sci. 102, 29-45, 1962)1, describía cómo conseguir que los sensores electroquímicos fueran más selectivos añadiendo enzimas. El experimento consistía en que el enzima glucosa oxidasa quedaba atrapada en un electrodo de oxígeno mediante una membrana de diálisis. Detectando los cambios en la concentración de oxígeno próximos a la enzima, podía conocerse su actividad, por lo que el sensor químico de oxígeno se convertía en un biosensor. De hecho, a esta configuración la llamó electrodo enzimático, que en definitiva es el primer dispositivo que se puede considerar como biosensor. Posteriormente, en 1975, se comercializaría el primer analizador de glucosa (por la compañía Yellow Spring Instruments – Ohio), basado en la detección amperométrica del peróxido de hidrógeno. Actualmente millones de personas de todo el mundo utilizan el biosensor de glucosa. Sin embargo, el término biosensor comenzó a utilizarse a partir de 1977 cuando se desarrolló el primer dispositivo utilizando microorganismos vivos inmovilizados en la superficie de un electrodo sensible a amonio2. Este dispositivo se utilizaba para detectar el aminoácido arginina y sus creadores lo llamaron “sensor bioselectivo”. Posteriormente para acortar, se denominó “biosensor” y este término ha permanecido desde entonces para designar la unión entre material biológico y un transductor físico. A partir de ese momento el diseño y las aplicaciones de los biosensores en distintos campos de la química analítica ha continuado creciendo3. Durante los últimos años, los numerosos avances en el ámbito de la nanobiotecnología, microelectrónica y fotónica han impulsado el desarrollo del campo de los biosensores4,5. El número de publicaciones científicas, revisiones y patentes sobre biosensores desarrollados en esta última década ha sido muy elevado, lo que refleja el gran interés que despierta en la comunidad científica. El desarrollo de los biosensores ha estado centrado principalmente en el campo del diagnóstico clínico y existe un interés más reciente en los campos medioambiental, químico, farmacéutico, agroalimentario y militar9.
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1.1 Definición de biosensor Un biosensor se define como un dispositivo compacto de análisis que incorpora: a) Un elemento de reconocimiento biológico (ácido nucleico, enzima, anticuerpo, tejido, célula…) preparado para detectar específicamente una sustancia, aprovechando la exquisita especificad de las interacciones biomoleculares. b) Un sistema de transducción al que está asociado el receptor y que permite procesar la señal producida por la interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito.



Biosensor Amplificación



SEÑAL



= analito



Capa biológica de reconocimiento molecular



Reproducción de los datos



Transductor



El principio de detección de un biosensor se basa en la interacción específica entre el compuesto de interés y el elemento de reconocimiento biológico. Como resultado de esta unión, se produce la variación de parámetros fisicoquímicos que son detectados por el transductor, produciendo una señal cuantificable indicativa de la presencia del analito sometido a estudio y proporcional a su concentración en la muestra. El receptor biológico y el transductor, están integrados conjuntamente. Las dos características principales de un biosensor son su alta sensibilidad y su alta selectividad, de tal forma que el dispositivo interaccione exclusivamente con el compuesto de interés y no con otros de propiedades similares. Además de estas dos características esenciales, existen otras muchas como son su alta fiabilidad (los sistemas de transducción deben permanecer inalterados por la muestra a medir) y su alta estabilidad, necesaria para poder obtener medidas precisas y de alta sensibilidad. Han de ser capaces de realizar análisis a tiempo real y de medida directa (sin necesidad de marcador), de tal forma que se puede estudiar la dinámica de interacción (constante de afinidad, asociación, disociación…) y por tanto elucidar los mecanismos fundamentales de dicha interacción. Esta característica diferencia a los biosensores de las técnicas analíticas convencionales, como son la fluorescencia o el marcaje radiactivo, que necesitan de un marcador para poder realizar el análisis biológico o clínico requerido. Muchos de ellos han de tener las ventajas de portabilidad y miniaturización para poder realizar el análisis in-situ y a pie de campo. Gracias a los desarrollos en microelectrónica y nanotecnología (incluyendo las avanzadas técnicas de micromecanizado y nanofabricación), se han logrado reducir las dimensiones de estos dispositivos. De esta forma, pueden ensamblarse varios de ellos en un mismo sistema que realiza varias tareas a la vez (medida sumultánea de distintos analitos con la misma
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cantidad de muestra, es la capacidad de multianálisis) y son aplicables a ensayos donde el tamaño físico del dispositivo, el volumen de la muestra (del orden de nanolitros o picolitros) o localización de la medida son factores limitantes. Por otro lado, los biosensores han de ser fabricados con bajo coste. Esta última característica es difícil conseguir, pues el elemento transductor y los biorreceptores que constituyen el biosensor suelen encarecer el dispositivo. Aún así, con los avances de la ingeniería genética (que permite la creación de nuevas biomoléculas o de las ya existentes, pero a gran escala) y de la nanotecnología e ingeniería de materiales (que permite la fabricación de nanoestructuras de nuevos materiales de bajo coste y con las propiedades deseadas) se busca fabricar biosensores de alta sensibilidad y selectividad e introducirlos en el mercado para así estar al alcance del mayor número de beneficiarios. Es necesario que tengan un tiempo de vida largo: la estabilidad química, física y mecánica del elemento de reconocimiento condicionan el tiempo de vida del dispositivo. Es importante que el dispositivo no tenga que ser sustituido o desechado si está integrado en una línea de producción de una industria. También es bueno que permitan tiempos de análisis cortos, para poder realizar medidas directas de forma rápida y contínua. Es importante también evitar un pretratamiento de la muestra, que supone ahorro de tiempo, materiales y reactivos. El manejo de los biosensores ha de ser sencillo para el mayor número posible de usuarios. En cuanto a sus aplicaciones7, son muchas las que pueden encontrarse en la literatura y determinarán el tipo de biosensor a emplear. Debido a su alta sensibilidad y selectividad, los biosensores pueden ser usados para detectar numerosas sustancias químicas o biológicas, de muy bajo peso molecular, como drogas, toxinas, moléculas orgánicas (glucosa, colesterol, antibióticos, etc), pesticidas, proteínas (albúmina, insulina, inmunoglobulina, antígenos, etc.). Aunque el rango de aplicación más amplio es el campo biomédico y clínico, también son empleados en otros muchos, como los de la terapéutica, veterinaria, agricultura, monitorización de procesos industriales y control de polución y medio ambiental.



1.2 Clasificación Los biosensores se clasifican en función del tipo de transductor empleado, que permite traducir la interacción biológica en una señal medible y cuantificable por el usuario y en función de la naturaleza del elemento de reconocimiento o receptor biológico5,6,8. Tal como se presenta en la Tabla 2, los receptores biológicos empleados pueden ser enzimas, orgánulos tejidos o células completas, anticuerpos, ácidos nucleicos, aptámeros, polímeros de impresión molecular o ácidos nucleicos peptídicos. Los transductores pueden ser electroquímicos, ópticos, mecanoacústicos y termoeléctricos, principalmente.
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Tabla 1: Criterios de clasificación de los biosensores



Elemento de reconocimiento o receptor biológico • • • • • •



•



Enzima Orgánulo, tejido, célula completa Anticuerpo Ácidos nucleicos Aptámeros Polímeros de impresión molecular (PIM) Ácidos nucleicos peptídicos (PNA)



Sistema de transducción •



•



• •



Electroquímicos: amperométricos, potenciométricos, conductométricos Ópticos: absorción, fluorescencia, onda evanescente Mecanoacústicos: piezoléctricos, nanomecánicos Termoléctricos



La elección del material biológico depende de las características del compuesto a analizar, sin embargo la elección del transductor está condicionada por el tipo de elemento de reconocimiento elegido, ya que éste determina cuál será la variación en las propiedades físico –químicas que ocurra como consecuencia de la interacción. Además, dependiendo del tipo de interacción que se establece entre el receptor biológico y el analito, los biosensores pueden considerarse como de medida directa, a partir de la medida de las características del analito, o indirecta, empleándose un reactivo auxiliar que experimenta un cambio en sus propiedades cuando el analito interacciona con el receptor.



1.2.1 Biosensores según el receptor biológico Teniendo en cuenta el elemento de reconocimiento biológico y la naturaleza de la interacción, los biosensores se pueden dividir en dos grandes categorías: Biosensores catalíticos: En este tipo de biosensores, la reacción de afinidad o reconocimiento biológico produce una modificación química del analito, que hace posible la detección. Las biomoléculas receptoras (biocatalizadores) pueden ser enzimas o sistemas multienzimáticos aislados, orgánulos celulares, células completas o tejidos animales o vegetales en los que estos sistemas se encuentran en su medio natural. Biosensores de afinidad: se basan en la interacción del analito de interés con el receptor biológico, sin que exista transformación catalítica, produciéndose una reacción de equilibrio en la que se forma un complejo analito-receptor. Esta reacción es una reacción de afinidad con un enlace esencialmente irreversible. Entre los receptores de bioafinidad son de mencionar los anticuerpos, lecitinas, ADN, aptámeros y PNAs.



1.2.2 Biosensores según el transductor Transductores electroquímicos: transforman la señal producida por el elemento de reconocimiento con el analito en una señal eléctrica cuantificable. Son los sensores más desarrollados hasta el momento debido a que son simples de fabricar y de usar, rápidos y fiables. Entre estos biosensores los biosensores amperométricos9 miden la intensidad de la corriente eléctrica asociada al flujo de electrones involucrados en los procesos redox (que se producen por la reacción biológica que ocurre en los electrodos), los biosensores potenciométricos10 usan electrodos selectivos a ciertos iones para determinar los cambios en la concentración de los iones escogidos y los biosensores 6



conductométricos determinan cambios en la conductancia asociados con cambios en el ambiente iónico de las soluciones. Hemos de resaltar, como una variante de los biosensores potenciométricos y haciendo uso de la tecnología del silicio, los biosensores basados en transistores de efecto campo (FET)11,12, que se fundamentan en las variaciones de potencial producidas entre una aislante (que recubre al silicio) y un electrolito cargado unido a su superficie. Constan de tres microelectrodos, estando uno de ellos modificado por el receptor biológico, el cual se encuentra sumergido en un medio líquido junto con un electrodo de referencia. La interacción con el analito produce un cambio en la intensidad de la corriente entre los otros dos electrodos cuando se ha aplicado una diferencia de potencial entre ellos. Transductores mecanoacústicos: Los transductores acústicos o de masa, miden los cambios en la frecuencia básica de oscilación de un cristal (9-14 Hz), cuando se genera un incremento de masa en su superficie debido a una reacción de reconocimiento molecular. A este grupo pertenecen los sistemas basados en cristales piezoeléctricos, los cuales vibran con una frecuencia determinada al estar sometidos a una señal eléctrica externa. Un cambio de masa en su superficie produce un cambio en m ∆f su frecuencia de resonancia, que viene relacionada por la expresión ∆m = c , con f mc la masa del cristal y f la frecuencia de resonancia. Este es el caso de la microbalanza del cristal de cuarzo (QCM)13. Cuando la oscilación sólo se produce en la superficie del cristal, en vez de todo el volumen, los biosensores se denominan de onda acústica superficial (SAW). Por otro lado, los transductores mecánicos14, son estructuras móviles o flexibles que permiten medir la interacción bioquímica que se produce en su superficie a partir de sus efectos en el comportamiento estático (cambio de deflexión) y/o dinámico (cambio de la frecuencia) del propio transductor. Los más utilizados son los que usan micropalancas fabricadas con la tecnología estándar del silicio15-17, aunque pueden utilizarse otros materiales18, como polímeros o materiales piezoeléctricos. Son muy sensibles y permiten detectar el movimiento a escala nanométrica, sin embargo están todavía en desarrollo, pues la interpretación de la señal obtenida por la interacción bioquímica que se produce es compleja, ya que hay una gran cantidad de variables que afectan al movimiento de la micropalanca.



Transductores ópticos: son aquellos que detectan la reacción de reconocimiento a través de cambios producidos en la propagación de la luz, ya sea a través de la longitud de onda, intensidad (debido a cambio de absorción o dispersión) o velocidad (cambios de índice de refracción). Los transductores ópticos serán los que más atención se dedique en este capítulo. Su utilización presenta claras ventajas sobre los transductores electroquímicos, ya que no es necesario un electrodo de referencia, no existe interferencia eléctrica, se pueden utilizar en ambientes que resulten agresivos para los eléctricos y pueden efectuarse medidas a diferentes longitudes de onda. Suelen ser más sensibles, poseen mayor estabilidad mecánica, menor tamaño y peso más reducido. La implementación de los transductores ópticos puede realizarse a través de los componentes ópticos convencionales (fibras ópticas, prismas, espejos, divisores de haz…). Sin embargo, esta forma de proceder puede tener una serie de desventajas, como 7



son un elevado tamaño y peso de los elementos ópticos citados, que impiden una integración y miniaturización del dispositivo y por tanto su manejo y transporte es peor, disminuyendo además la estabilidad del sistema de medida, con el correspondiente incremento del ruido en la señal detectada. Por ello, para solventar estos problemas, los biosensores ópticos comienzan ha desarrollarse bajo el marco de la fotónica integrada.



1.3 Fotónica integrada El término Óptica Integrada (mejor llamado fotónica integrada) fue introducido por primera vez en 1969 por Miller19, para describir la idea inicial de crear circuitos integrados ópticos análogos a los electrónicos, en que se utilizaran fotones en lugar de electrones. De esta forma, no sólo quedaban satisfechas las demandas requeridas por el campo de las telecomunicaciones, que solicitaba la necesidad de transmitir una gran cantidad de información a gran velocidad y que pudiera llegar a cualquier lugar, sin prácticamente atenuación ni distorsión alguna. También quedaban satisfechas las demandas requeridas por los campos medioambientales, de la medicina, de la clínica y de la industria alimentaria y militar, que demandaban biosensores ópticos estables, robustos y compactos, que tuvieran un fácil acceso a la zona de la interacción con la luz y que fueran altamente sensibles. En la actualidad, estos biosensores deben tener una alta capacidad de multianálisis y poder integrarse con sistemas microeléctrónicos y micromecánicos muy precisos, haciendo uso de la tecnología CMOS. Esta integración permite obtener un sistema total de menor coste, altamente sensible y multianalítico, en que las distintas funciones ópticas, electrónicas, de fluídrica y de recogida y procesado de la señal de medida, junto con las fuentes de inserción de luz, queden integradas en lo que se llamará un Microsistema Total de Análisis (µ-TAS). Tres descubrimientos claves en la década de los sesenta revolucionaron la óptica moderna e iniciaron el nuevo campo de la optoelectrónica. El primero fue el invento del láser por T.H.Maiman en 1960, el segundo gran acontecimiento se produjo con la fabricación de los dispositivos ópticos semiconductores para la generación y detección de luz (propuestos en 1963 por Z.I. Alferov y H. Kroemer) y el tercero la implementación de nuevas técnicas de fabricación para la obtención de fibras baratas, con pérdidas de propagación muy bajas (en 1970 se presenta la primera fibra óptica con pérdidas de 17 dB/km, una fibra óptica de sílice dopada con titanio). Estas pérdidas estaban por debajo del umbral de 20 dB/km, valor límite para que las fibras ópticas puedan ser aplicadas como medio de transmisión en las líneas de comunicaciones, tal como fue propuesto por Charles Kao en su tesis doctoral en 1966. El primer enlace trans-oceánico fue el TAT-88 y comenzaría a operar en 1988. Desde entonces se ha empleado fibra óptica en multitud de enlaces transoceánicos, entre ciudades y poco a poco se va extendiendo su uso desde las redes troncales de las operadoras hacia los usuarios finales. Así, la óptica clásica, que inicialmente hacía uso de los elementos convencionales ópticos, como lentes, espejos, filtros, etc. estaba obligada a describir una familia mucho más compleja de dispositivos como láseres, detectores de semiconductor, moduladores de luz, etc. Su funcionamiento debía describirse tanto en términos de óptica como de electrónica, apareciendo una nueva disciplina llamada fotónica20.
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La aparición de nuevos dispositivos fotónicos, resultantes de la unión de la óptica y de la electrónica, hace que aparezcan otras subdisciplinas dentro de la fotónica: la electro-óptica, la óptica cuántica, la electrónica cuántica y la óptica no lineal, entre otras. La rama de la óptica que combina alguna de estas disciplinas es la llamada óptica integrada, o en forma más precisa, fotónica integrada. El elemento esencial de la fotónica integrada es la guía de ondas21, una estructura por la que la luz viaja por reflexión total interna (TIR) en una película delgada llamada núcleo, de un índice de refracción mayor que el de los medios que le rodean (Figura 2). Cuando el ángulo de incidencia de la luz, φ, supera un valor denominado ángulo crítico, toda la radiación que incide sobre la intercara del núcleo con los medios que lo rodean es reflejada hacia el interior del núcleo y la luz permanece guiada por la estructura. Con esta guía de ondas básica se pueden fabricar diversos dispositivos ópticos, similares a los de la óptica convencional, sobre un único sustrato, como pueden ser interconectores, divisores de potencia, reflectores de guías de onda, acopladores direccionales, polarizadores, divisores de haz, moduladores de fase, moduladores de intensidad, conversores de modos TE – TM, etc. De este modo se elimina la necesidad de ajustes mecánicos entre componentes y la inestabilidad de los sistemas ópticos convencionales, además de lograr dispositivos más robustos, compactos, de pequeño tamaño y bajo coste. Otras ventajas son el fácil alineamiento de sus elementos ópticos, la alta velocidad de operación, el pequeño voltaje necesario para controlar la luz, la alta densidad de potencia que puede transmitirse, la posibilidad de interactuar con efectos acusto-ópticos, etc. Debido a la pequeña longitud de onda empleada en fotónica integrada, propia de la luz guiada, es posible llegar a miniaturizar los elementos ópticos como si de circuitos electrónicos se tratara, obteniendo circuitos y dispositivos ópticos integrados del orden de micras.



Fig.2 Estructura básica de la guía de ondas



Sin embargo, este pequeño tamaño de los dispositivos tiene también desventajas, como la pequeña zona de interacción para lograr ciertos efectos sobre el control de la luz (modulación, conmutación, etc) o como las pérdidas que se producen en las guías de onda (sobre todo en los tramos curvos), lo que ha limitado el número de componentes que se puedan integrar en un único sustrato. Además, la estructura de las capas que configuran las guías de onda han de tener una calidad óptica muy alta (baja rugosidad, elevada uniformidad), para conseguir unas condiciones óptimas de guiado (bajas pérdidas de propagación e inserción, pequeña dispersión, etc).
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Las guías ópticas más empleadas para el diseño y fabricación de complejas estructuras geométricas de guiado22 (guías curvas, uniones en Y, acopladores direccionales, uniones en U, uniones Y-Y, divisores 3dB, acelerómetros, V-grooves, etc) son las guías de onda acanaladas, en las que el confinamiento de la luz se produce en dos dimensiones a lo largo de canales con una anchura de unas pocas micras, frente a las guías de onda planas, en las que la luz viaja confinada en una sola dimensión y que históricamente fueron las primeramente fabricadas. Los medios que rodean al núcleo son llamados recubrimientos de sustrato y de núcleo (que muchas veces es el medio externo). a)



b)



Entre las muchas guías de onda acanaladas, tres son las más comunes y ampliamente usadas en la fabricación de dispositivos fotónicos integrados. La primera es la guía de ondas stripe y es la más sencilla de construir, en donde se deposita una capa de un material de índice de refracción más alto que el del sustrato y por un proceso de ataque se consigue el escalón, tal como aparece en la Figura 4 (a). Si el proceso de ataque no es completo y no llega al sustrato, tenemos también una guía de ondas acanalada, a pesar de que la altura y el espesor de la estructura han sido controlados, pues la luz queda confinada por la diferencia de espesor entre el núcleo y la capa lateral. Es la llamada guía de ondas rib (Figura 4 (b)) y es la que usaremos en esta Tesis. También se pueden construir guías acanaladas depositando un canal cuyo índice de refracción sea mayor que el del medio externo, pero menor que el del núcleo, tal como se ve en la Figura 4 (c). El otro tipo de guía de ondas es la guía de ondas acanalada enterrada (Figura 4 (d)). En este caso la guía de ondas se fabrica induciendo un crecimiento local en el índice de refracción del sustrato, generalmente a través de métodos de difusión.
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Fig. 4 Diferentes tipos de guías de ondas acanaladas según el método empleado para conseguir el confinamiento lateral de la luz.



Son varios los materiales que se usan como sustratos de las guías acanaladas, en función de las aplicaciones que se quieran realizar. Entre ellos tenemos el vídrio23, el niobato de litio (LiNbO3)24, 25, los semiconductores III-V26,27, los polímeros28,29 y el silicio30,31. El silicio es el más adecuado para el desarrollo de biosensores ópticos integrados, porque: 1. Es un material que se puede obtener a bajo coste y con muy alta calidad. 2. Es un material compatible con la tecnología microelectrónica, por lo que los dispositivos ópticos y microlectrónicos pueden integrarse en el mismo sustrato, a través de la tecnología planar, que está muy desarrollada. 3. Las excelentes propiedades mecánicas del silicio permiten utilizar técnicas de micromecanizado para la fabricación de gran variedad de microdispositivos (guías acanaladas con escalones de alturas del orden de nanómetros; V-grooves para las fibras ópticas, marcas de alineamiento, cubetas, válvulas y bombas; dispositivos para microdesplazamientos, aprovechando las propiedades eléctricas o térmicas del material; etc) y así formar los denominados microsistemas. 4. Es un material que permite un alto contraste de índices entre el núcleo de las guías y su recubrimiento, lo que permitirá que la luz vaya muy poco confinada por el núcleo y gran parte de ella se extienda por sus alrededores (campo evanescente). Como veremos en el Capítulo 1, esta propiedad permitirá obtener biosensores ópticos con una alta sensibilidad superficial. Para la fabricación de los dispositivos ópticos integrados basados en el silicio, se hace uso de la tecnología planar22, en que todos los componentes están localizados en la superficie superior del sustrato de silicio. El primer paso a seguir en esta tecnología, es la fabricación de las obleas, proceso que se puede obtener mediante diversos métodos como el Czochralski o el método de zona flotante. A continuación, éstas se oxidan mediante un proceso de oxidación térmica, la cual puede ser seca o húmeda, si se usa vapor de agua u oxígeno en el proceso. Para transferir los motivos geométricos que determinarán la geometría final del dispositivo, se realizan procesos de fotolitografía o grabado (mediante una material fotosensible o fotoresina) y ataque, el cual también puede ser químico o humedo y seco, en función de si los agentes atacantes están en disolución en un medio acuoso o si el mecanismo del ataque ocurre en atmósfera gaseosa. En este último, los mecanismos pueden ser puramente físicos
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(sputtering, i.e.), químicos (ataque por plasma) o una combinación de ambos (RIE o haz de iones reactivos). En muchas ocasiones es necesario añadir ciertos tipos de dopantes (boro, arsénico o fósforo) en el sustrato o en las capas crecidas, mediante un proceso de impurificación a través de mecanismos como la difusión o la implantación iónica. De esta forma las propiedades (ópticas, mecánicas, térmicas, etc.) de los materiales que constituyen el dispositivo final pueden ser muy variadas y llegar a controlarse en función de la aplicación requerida. En otros muchos casos, se puede querer depositar capas delgadas de diversos materiales como óxidos, polisilicio, metales, semiconductores, etc. Las técnicas de deposición son muy variadas y dependen si en el proceso se produce una reacción química o física. Así, si en el proceso hay reacción química (deposición química en fase de vapor o CVD), podemos hablar de las técnicas CVD a presión atmosférica, de la técnicas CVD a baja presión (LPCVD) o de la técnicas CVD asistidas por plasma (PECVD), entre otras. Sin embargo si el mecanismo de la reacción en el proceso de deposición es físico, estaremos hablando de la deposición física en estado de vapor o PVD, que puede realizarse mediante técnicas como las de evaporación, la de sputtering o por epitaxia de haces moleculares (MBE). Para conseguir integrar los dispositivos ópticos fabricados con los circuitos eléctricos, se implementan electrodos metálicos en las áreas de interés32. Para ello, se evapora el metal sobre el sustrato mediante un proceso de metalización. Los mecanismos de metalización son muy variados y muchas veces se usan técnicas como las de PVD o las de sputtering. Una vez realizados los contactos eléctricos y dependiendo de las propiedades ópticas de los materiales crecidos, el dispositivo óptico ya fabricado puede utilizarse para las aplicaciones requeridas.



1.4 Biosensores ópticos integrados La mayoría de los biosensores ópticos integrados tienen en común (Figura 5) el hecho de que la guía de ondas (incluimos también la fibra óptica, constituyendo los biosensores de fibra óptica u optrodos33) es la estructura básica que los forma y que el principio de detección utilizado por todos ellos es el del campo evanescente. Aunque la luz en una guía de ondas se propaga confinada prácticamente en el núcleo de la misma (modos guiados), hay una parte de ella (denominada campo evanescente) que se extiende por los medios adyaccentes (recubrimiento o medio externo) y que decae exponencialmente con la distancia al núcleo (distancia de penetración). Esta distancia de penetración suele ser de unos cientos de nanómetros (50-500 nm) y es la que permite detectar los cambios que se producen en el medio externo cuando una reacción bio(química) se está llevando a cabo (entre el receptor biológico inmovilizado en la superficie de la guía y el analito que reacciona). La magnitud del cambio en la propagación de la luz, depende de la concentración del analito y de la constante de afinidad de la interacción, obteniendo así una medida cuantitativa de esta interacción.
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Fig. 5 Guía de ondas convencional por la cual se propaga un modo electromagnético guiado. Observamos su campo evanescente interaccionado con el medio externo.



Las guías de onda de los biosensores ópticos integrados, pueden ser guías de ondas dieléctricas convencionales (Figura 2), ya descritas en el apartado anterior, en que la luz se propaga por un medio dieléctrico (núcleo) rodeado de otros dos de índice de refracción menor (recubrimiento) y las basadas en el fenómeno de resonancia de plasmón superficial (SPR), por la excitación de plasmones (densidades de carga) superficiales que se propagan en la intercara de un metal y un dieléctrico. Estas últimas dan lugar al biosensor de plasmón de resonancia superficial34 (SPR), que es un biosensor ya comercializado y ampliamente descrito en la literatura. Como se ha comentado anteriormente, en los biosensores ópticos integrados los analitos a detectar inducen un cambio en el índice de refracción del medio exterior. Si el cambio de índice se produce en la parte imaginaria del índice de refracción (o constante de absorción), hablamos de biosensores de absorción, que necesitan una referencia para poder eliminar las posibles variaciones de intensidad debidas a las fuentes de luz. Mucho más empleados y sensibles, son los biosensores que detectan cambios en la parte real del índice de refracción del medio exterior y que generan una variación en la velocidad de propagación de la luz guiada, o lo que es lo mismo, en su índice de refracción efectivo. Entre otros y que serán descritos a continuación, tenemos: el biosensor de resonancia de plasmón superficial (SPR), el acoplador por red de difracción (grating coupler), el espejo resonante (resonant mirror) y los biosensores interferométricos (como son el interferómetro de polarización o de Fabry-Perot y el de Young o el inteferómetro Mach-Zehnder, que proporcionan una referencia interna para compensar las posibles fluctuaciones de índice de refracción, adsorciones inespecíficas o cambios de temperatura). En la siguiente tabla se muestran los límites de detección de algunos de estos biosensores ópticos de campo evanescente. Tabla 2: Límites de detección de los biosensores de campo evanescente



Transductor SPR Espejo resonante Acoplador de red Interferómetro de polarización Interferómetro de Young Interferómetro Mach-Zehnder (MZI)



Límite de detección (pg/mm2) 1-5 6 1-10 2 0.2 0.06 (en esta Tesis)
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1.4.1 Acoplador de red (Grating coupler) Propuesto primeramente por Tiefenthaler35 y Lukosz36en 1989, este biosensor consta de una red de difracción fabricada en una guía de ondas con un núcleo de alto índice de refracción (n=1.75-1.92, SiO2 dopado con TiO2) sobre un sustrato de bajo índice (generalmente vídrio), que permite obtener un valor alto en la longitud de penetración del campo evanescente y por tanto un biosensor muy sensible. La red de difracción permite acoplar la luz en la guía de ondas y el ángulo al que se produce el acoplo cambia cuando se produce una variación en el índice de refracción del medio exterior a la guía (Figura 6). Las medidas de pueden realizar, midiendo el ángulo de acoplo o el de desacoplo37.



Fig. 6 Esquema del acoplador por red de difracción. Las medidas se pueden realizar midiendo a) el ángulo de acoplo o b) el ángulo de desacoplo



Son muchas las aplicaciones que se han realizado con el acoplador de red como biosensor óptico integrado. En todas ellas, los receptores biológicos se inmovilizan sobre la red de difracción. Las aplicaciones más conocidas38-40 son las de detección de drogas, de pesticidas (con un límite de detección del orden nM) e iones metálicos y las del estudio de la afinidad de ciertas reacciones y cinética de células vivas.



1.4.2 Espejo resonante (Resonant Mirror) Su principio de operación está basado en la reflexión interna total frustrada y fue propuesto en 1993 por R. Cush y colaboradores41 (Figura 7). El dispositivo es un prisma con el que se acopla luz, a través de una capa dieléctrica de bajo índice (con un espesor de 1 mm), en una guía de ondas de alto índice (de espesor alrededor de los 100 nm). La luz, que se acopla en la guía, inmediatamente se desacopla, experimentando un cambio de fase de π. Este ángulo de resonancia depende del índice de refracción del medio exterior a la guía y para determinarlo se incide con una haz polarizado lineal a 45º y se analiza la luz reflejada con un polarizador cruzado. El detector a la salida del analizador sólo medirá intensidad cuando la polarización TE (transversal eléctrica) o TM (transversal magnética) pase por el ángulo de resonancia. El dispositivo se puede usar variando el ángulo y manteniendo constante la longitud de onda o fijando el ángulo y cambiando la longitud de onda.
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Fig. 7 Esquema del espejo resonante (Resonant Mirror)



Este dispositivo ha sido empleado para numerosas aplicaciones, como en la detección de la hibridación de ADN42 y en el estudio de la cinética de interacción proteína-proteína43.



1.4.3 Interferómetro de doble polarización Propuesto inicialmente por Lukosz44 en 1991, este dispositivo inteferométrico se basa en una guía de ondas que soporta modos TE y TM, los cuales tienen diferentes constantes de propagación (Figura 8). La luz linealmente polarizada que incide en la guía, excita los modos TE y TM que se propagan por el núcleo de la guía, de tal forma que la luz recogida a la salida tendrá polarización elíptica. El estudio del grado de esta elipticidad nos dará información de los procesos que han tenido lugar en el medio exterior a la guía.



Fig. 8 Esquema del biosensor basado en el interferómetro de doble polarización



Entre sus aplicaciones tenemos su uso como refractómetro y como sensor bioquímico45, con límites de detección de 2 pg/mm2 en adsorción superficial46.



1.4.4 El biosensor de resonancia de plasmón superficial (SPR) Es un dispositivo basado el fenómeno de resonancia de plasmón superficial47, debido a la excitación de plasmones superficiales en la intercara de un metal y un dieléctrico48,49. Un plasmón superficial es una oscilación de la densidad de carga superficial que se propaga entre la intercara de un medio dieléctrico y un metal. La intensidad máxima del plasmón superficial se localiza en dicha intercara, mientras que su amplitud decae exponencialmente, en ambos medios, con la distancia a la intercara 15



(campo evanescente). Para generar un plasmón superficial se debe excitar la superficie del metal en contacto con el dieléctrico, de manera que verifique la condición de resonancia, es decir, que los vectores de la onda incidente y del plasmón superficial coincidan (condición de resonancia). De esta forma, atendiendo a la Figura 9, se debe satisfacer la siguiente relación:



k sp = k x ,d =



2π



λ



εm ⋅εd εm + εd



(1)



con ksp el vector de onda de propagación de los plasmones superficiales y kx,d la componente paralela del vector de ondas de la luz en la intercara metal-dieléctrico. Las constantes dieléctricas de los medios metal y dieléctrico son εm y εd respectivamente. Es importante destacar que los plasmones superficiales son ondas TM, se excitan por tanto solamente con la polarización TM de la luz para frecuencias situadas en el rango visible del espectro, con altas pérdidas en el infrarrojo cercano. En la Figura 9, el ángulo θ es el ángulo incidente de la luz, que se convierte en el ángulo de resonancia cuando se produce la excitación óptica de los plasmones superficiales.
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Fig. 9 Descripción del fenómeno de resonancia de plasmón superficial



Cuando se alcanza la condición de resonancia, se observa un mínimo en la intensidad de la luz reflejada para el ángulo de resonancia. El espesor de la capa metálica es un parámetro crítico para obtener esta condición y para el oro alcanza un valor en torno a los 50 nm para una longitud de onda de λ=633 nm. Existen varios métodos para lograr la excitación de los plasmones superficiales (por reflexión total interna en estructuras acopladas por prisma, por redes de difracción y mediante luz guiada en una guía recubierta con una película delgada de metal). El más común es el que fue propuesto por Kretcschmann y Raether49, en el que se coloca una lámina delgada de metal sobre la base de un prisma, de modo que al hacer incidir la luz a través del prisma, se puede excitar el plasmón superficial en la intercara metaldieléctrico (Figura 10). El ángulo de incidencia de la luz al que se produce la resonancia depende, entre otros factores, del índice de refracción del medio exterior al metal, por lo que esta configuración puede usarse como biosensor50 para estudiar las reacciones biológicas que ocurran en el medio externo, sobre la lámina metálica.
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Fig. 10 Biosensor de resonancia de plasmón superficial de doble canal



Son muchas las aplicaciones que se presentan en la literatura con el biosensor SPR51. Entre las más comunes podemos citar las aplicaciones en el campo medioambiental52-54 (detección de contaminantes), las aplicaciones en el campo de la genética55,56 (diagnóstico de enfermedades genéticas, secuenciación de ADN, etc.), las que estudian la cinética de interacción57-59(entre parejas antígeno-anticuerpo, proteínaproteína, ADN-proteína, ADN-ADN etc.) o las aplicaciones en el campo clínico60 (detección de agentes patógenos y drogas). Como se comentó en la Tabla 2, el límite de detección de este biosensor óptico está en torno a 1-5 pg/mm2 de material biológico adsorbido en la superficie sensora. Este límite no es suficiente para la detección de bajas concentraciones de moléculas de bajo peso molecular ( 
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