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Resumen

Las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos han cobrado relevancia
en los ultimos dos afos debido a la actual pandemia de provocada por el
coronavirus SARS-CoV-2, debido a que, han sido utilizadas principalmente
para el diagnostico de personas infectadas con este virus, siendo hasta ahora,
la técnica PCR la mas utilizada para este proposito, sin embargo, existen
otras técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos conocidas como técnicas
isotérmicas que resultan menos complejas y més especificas a la hora de repli-
car un acido nucleico. De aqui que, estas técnicas sean capaces de integrarse
con otros sistemas fuera de un laboratorio para detectar la presencia de algin
tipo de acido nucleico.

Con base en lo anterior, se presenta el disefio de un biosensor de conducti-
vidad eléctrica que hace uso de la técnica conocida como C*D para detectar
la presencia de un acido nucleico cuando se somete a un proceso de am-
plificacién isotérmica LAMP. La técnica C*D permite realizar mediciones
sucesivas de forma no invasiva y eliminando completamente el riesgo de con-
taminacién de las muestras. Para la fabricacion de este sistema, se aprovecha
de una de las ventajas més significativas de este tipo de sensores que, es su
compatibilidad directa con la electréonica y que permite el acondicionamiento
y procesamiento de las senales que intervienen en el anélisis.

Se presentan los resultados de dos pruebas de calibracién y una prueba de
concepto realizadas con el biosensor que, muestran la viabilidad del método
propuesto mediante un andlisis en frecuencia que permite analizar las mues-
tras bajo prueba por medio de distintos pardametros cada uno con su propia
sensibilidad y limites de deteccién. Al final, se ha obtenido como resultado
un dispositivo con hardware minimo, en conjunto con una plataforma de
analisis robusta pero intuitiva para el usuario. Por otro lado, con la técnica
propuesta, se ha realizado un anélisis rapido, de alta sensibilidad, bajo costo
y compatible con métodos de amplificacién isotérmica.



Capitulo 1

Introduccion

En este capitulo se presenta la relacion que existe entre los bio-
sensores electroquimicos y las especies bioquimicas, en particular,
con los dcidos nucleicos y como es que, a partir de la conjuncion
de distintas técnicas se pueden desarrollar sistemas para la de-
teccion de ésta misma especie bioqui+mica. Con base en esto se
presenta la problemdtica que se busca resolver con este trabajo.

1.1. Planteamiento del problema

A partir de los estudios de los procesos bioquimicos [10] han surgido dis-
tintos biosensores que utilizan diversas técnicas para caracterizar especies
bioquimicas como proteinas, acidos nucleicos, anticuerpos, células y otras
particulas biolégicas. Para esta tarea se han utilizado métodos de deteccion,
monitoreo y transducciéon 6pticos, mecanicos, térmicos, quimicos, magnéti-
cos y electroquimicos, para recolectar, observar e interpretar las senales que
resultan del andlisis realizado. Dentro de los métodos eléctroquimicos, la
conductividad eléctrica ha sido utilizada como parametro de deteccién en
sistemas como los de electroforesis [11], sin embargo, en los tltimos anos esta
herramienta ha sido utilizada para la deteccién directa de acidos nucleicos
cuando son sometidos a diversas técnicas de amplificacion.

La amplificacién de acidos nucleicos [12] es una herramienta que ha si-
do relevante para la investigaciéon y en aplicaciones, como el desarrollo de
la medicina clinica, el diagnéstico de enfermedades infecciosas, la clonacién
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de genes y el control de calidad industrial. Dentro de estas técnicas la mas
utilizada es la conocida como reaccién en cadena de polimerasa (PCR por
sus siglas en ingles de quantitative Polymerase Chain Reaction), sin embargo,
esta prueba resulta demasiado compleja, considerando que, requiere del uso
de instrumentos sofisticados como por ejemplo, el uso de un termociclador,
por otro lado, los procesos de manipulacién de las muestras involucrados en
esta técnica son lentos y necesitan de recursos humanos altamente capaci-
tados para llevarlos a cabo, por tal motivo su implementacién resulta ser
exclusiva de laboratorios especializados. Con base en lo anterior, han surgido
otras técnicas conocidas como técnicas de amplificacion isotérmicas que no
presentan las desventajas ya mencionadas.

Ambas técnicas tienen como objetivo la amplificaciéon exponencial de mi-
les de fragmentos de acido nucleico con una minima muestra de éste, sin
embargo, por si solas no son capaces de indicar si la amplificacion se realizd
satisfactoriamente o, dicho de otra manera, si dentro de la muestra existia la
minima cantidad del acido nucleico bajo prueba para ser amplificado. Para
contrarrestar esta desventaja se utilizan en conjunto otras herramientas de
deteccion como, por ejemplo, las pruebas por fluorescencia, pruebas de tur-
bidez, electroforesis en gel y electroquimicas [13]. Estas dltimas, presentan
una ventaja sobre las demas, y es que, su instrumentaciéon es menos sofisti-
cada. Ademas son de tamano y precio reducido, pero su caracteristica mas
importante, es su estrecha compatibilidad con la tecnologia electronica que
permite realizar multiples mediciones paralelas, reduciendo asi el tiempo de
medicion y abriendo la posibilidad de realizar instrumentaciéon sencilla pa-
ra aplicaciones como: el analisis de sangre, cultivo celular y la deteccién de
secuencias de dcidos nucleicos [14].

El uso de biosensores electroquimicos radica en que, dentro de los pro-
cesos bioquimicos como la amplificacién de acidos nucleicos, las propiedades
eléctricas de las muestras se encuentran en un cambio constante. La con-
ductividad eléctrica es una de estas propiedades y una de las mas utilizadas
como método de deteccién en electroquimica [15,16]. El método de detec-
cién por conductividad usualmente utiliza electrodos que estan en contacto
con la muestra bajo prueba, sin embargo, esto provoca un efecto de polari-
zacion y un efecto de erosion electroquimica, ademaés, los electrodos suelen
contaminarse lo que puede provocar errores en las pruebas realizadas.

Una de las técnicas de detecciéon de conductividad que ha cobrado relevan-
cia en los ultimos anos es la técnica de deteccién de conductividad eléctrica
sin contacto de acoplamiento capacitivo (C*D por sus siglas en ingles de Ca-
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

pacitively Coupled Contactless Conductivity Detection) [17,18]. Esta técnica
consiste en depositar una muestra o soluciéon bajo prueba sobre una celda
electroquimica formada por dos electrodos separados una cierta distancia y
cubiertos por un material aislante, después, sobre uno de los electrodos se
introduce un voltaje de tipo sinusoidal que origina que la celda se polari-
ce, dando paso al movimiento de los iones dentro de la muestra, o dicho de
otra manera, se genere una sefial de corriente entre ambos electrodos. Asi,
la magnitud de la sefial de corriente es Unica para cada muestra bajo prue-
ba, considerando sus propiedades de conductividad, de aqui que, pueda ser
utilizada como método de deteccion.

Las técnicas de amplificacion isotérmica y la técnica de deteccion de con-
ductividad C*D [19] han sido utilizadas en conjunto para la deteccion de
acidos nucleicos, basandose en el hecho de que, durante el proceso de ampli-
ficacion realizado se liberan y se absorben iones en la soluciéon y de acuerdo
a la tasa de produccion de estos iones cambia la conductividad de la solucién
lo que representa la presencia del acido nucleico bajo prueba.

Con base en lo anterior, la unificacion de las técnicas de amplificacion iso-
térmica y la deteccién de conductividad sin contacto C*D pueden dar paso
al desarrollo de nuevas herramientas que puedan contrarrestar las dificulta-
des que enfrentan la técnica PCR y la deteccién de conductividad eléctrica
convencional para la deteccion de acidos nucleicos.

1.2. Motivaciéon y Objetivos

El estudio de los procesos biologicos y quimicos han provocado el desa-
rrollo de distintos biosensores que utilizan un amplia de gama de métodos
de deteccion a partir de distintos tipos de senales. Cuando estos métodos
son de caracter electricoquimico, la conductividad eléctrica ha resultado ser
util como parametro de deteccion para el estudio de especies bioquimicas, en
particular para la deteccién de acidos nucleicos que es la principal aplicacién
de este trabajo.

Para la deteccion de acidos nucleicos se ha recurrido principalmente a
la técnica PCR [20], la cual ha resultado efectiva para esta aplicacién. Sin
embargo, esta prueba requiere de infraestructura sofisticada y de recursos
humanos altamente capacitados y, por lo tanto, solo puede ser realizada den-
tro de los laboratorios especializados. Para enfrentar esta problematica, se
ha aprovechado la evolucién y el avance en la investigacién para la aplicacion

4
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de nuevas técnicas de amplificacién de acidos nucleicos que no requieren de
instrumentos complejos para efectuarse, permitiendo la integracion de otros
sistemas, como los biosensores electroquimicos. Estos tultimos, utilizan como
método de transduccién a los cambios en variables eléctricas resultantes de
las reacciones quimicas del mismo proceso de amplificaciéon, como lo es la
conductividad eléctrica.

Dentro de estos mismos sistemas resultan de interés los sistemas de detec-
cion de conductividad sin contacto debido a su composicion sencilla, facilidad
de operacién y a su gran capacidad de reutilizacion.

Con base en lo anterior, los objetivos de este trabajo son:

1. Disenar, fabricar y poner en funcionamiento un dispositivo electroqui-
mico para la deteccion del proceso de amplificacién de acidos nucleicos
a través de conductividad eléctrica.

2. Implementar la técnica C*D con instrumentacién relativamente sim-
ple para observar de manera detallada los cambios de conductividad
eléctrica debido a la técnica de amplificacién de acidos nucleicos cono-
cida como: amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP por sus
siglas en inglés de Loop Mediated Isothermal Amplification).

3. Desarrollar algoritmos robustos de procesamiento de sefiales para in-
crementar la sensibilidad y resolucion del método.

1.3. Contribuciéon

La amplificacién de acidos nucleicos a través de la técnica PCR ha cobra-
do relevancia en los tltimos dos anos debido a la actual pandemia que se vive
en todo el mundo por la presencia del virus SARS-CoV-2, pues ha sido utili-
zada para el diagnostico de personas infectadas por este virus, sin embargo,
también ha sido relevante como herramienta para la epidemiologia basada
en aguas residuales [21-23] que ha permitido conocer el comportamiento y el
esparcimiento del virus en distintas partes del mundo.

Con base en lo anterior el Instituto de Ingenieria de la Universidad Na-
cional Auténoma de México presentd un sensor electroquimico simple [24],
econémico y asequible para detectar material genético del virus SARS-CoV-2
para ayudar en el monitoreo epidemioldgico en aguas residuales utilizando
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una celda electroquimica formada por electrodos serigrafiados donde tiene
lugar la reaccién de amplificaciéon LAMP.

De acuerdo a lo anterior, este trabajo busca presentar una alternativa
mas que pudiera contribuir al monitoreo de este agente patogeno en aguas
residuales utilizando la misma técnica LAMP, pero esta vez, utilizando un
sistema C*D. Al final, se espera obtener como resultado un dispositivo con
hardware minimo, en conjunto con una plataforma de analisis robusta pero
intuitiva para el usuario. Por otro lado, con la técnica propuesta, se espera
poder realizar un analisis que sea rapido, de alta sensibilidad y bajo costo.

1.4. Estructura de la tesis

Este trabajo se ha dividido en 5 capitulos. En este mismo capitulo ya
se ha presentado la problematica que se busca resolver con este trabajo, asi
como también, las motivaciones y los objetivos que se han planteado para el
desarrollo del sensor propuesto.

En el siguiente capitulo se presentan todos los antecedentes tedricos que
permiten sustentar el disenio y el funcionamiento del sensor de conductividad.
Se presentan el concepto de biosensor, biosensores electroquimicos, distintos
tipos de sensores electroquimicos, la técnica de deteccién C*D y la técnica
de amplificacion de acidos nucleicos.

En el capitulo 3 se presenta la constitucion del sensor de conductividad
desarrollado, la descripcion y el principio de funcionamiento de cada uno de
sus elementos, al igual que, los procesos en los que se ven involucrados cada
uno de ellos.

En el capitulo 4 se presentan las pruebas a las que fue sometido el sensor
de conductividad. La primera de ellas fue el analisis de pruebas en elementos
eléctricos pasivos, dado que el sistema puede ser modelado a través de circui-
tos eléctricos basicos. La segunda prueba consistio en el analisis de soluciones
de electrolitos que permiten observar, en primera instancia, los cambios en
conductividad eléctrica al variar su concentracién, considerando que los valo-
res de conductividad eléctrica de estas sustancias se encuentran bien definidas
en la literatura. Por ultimo, con la técnica de amplificacion isotérmica LAMP
en conjunto con la técnica C*D se presentan los resultados del anélisis con
la presencia de agentes patdégenos en muestras de aguas residuales.

Para finalizar en el capitulo 5 se presentan las conclusiones derivadas
de las 3 pruebas realizadas con el sistema, de igual manera, se discuten las
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

futuras aplicaciones y mejoras que pudieran implementarse en un futuro para
el sensor propuesto.

Ahora que se han expuesto las motivaciones para el desarrollo de este
trabajo se aborda a continuacién todos los conceptos en los que se basa el
funcionamiento y la integracion del sensor de conductividad que se propone.



Capitulo 2

Antecedentes teoricos

En este capitulo se habla de todos aquellos conceptos que estdn
involucrados en el desarrollo de este trabajo, comenzando con el
concepto y la estructura de un biosensor, mencionando los dife-
rentes tipos de transduccion que utilizan pero enfocdndose en las
técnicas electroquimicas que son dependientes de una celda elec-
troquimica y como es que a partir de estas celdas se pueden aplicar
distintas técnicas amperométricas, potenciométricas y conducti-
métricas. Dentro de estas iltimas se encuentra la técnica C*D,
utilizada en este trabajo.

2.1. Biosensores Electroquimicos

De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IU-
PAC) el término biosensor se reserva para definir un dispositivo analitico que
incorpora un elemento biolégico intimamente asociado con un transductor fi-
sicoquimico, que en presencia de un analito produce una senal, generalmente
eléctrica discreta o de caracter continuo, proporcional a la cantidad presente
del mismo [25]. Los biosensores son un subconjunto de los sensores quimicos
y por lo tanto, comparten su estructura béasica que esta conformada por un
sistema de reconocimiento quimico o molecular (receptor) y un transductor
fisicoquimico [26]. Los dos elementos se encontraran en todo momento inter-
conectados, ya que, la senal de estimulo presente en el receptor que, puede ser
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de tipo electroquimico, éptico, térmico o basado en la variacion de la masa,
es transformada por el transductor en una senal secundaria. [27,28].

ELEMENTO ,
BIORECEPTOR SENSIBLE TRANSDUCCION
ENZIMA ELECTRODO == C%mﬁfggo Aco%ilaoggqpﬂf nTo
ANTICUERPO;
MICROBALANZA DE sy CAMBIO DE y
. CRISTAL DE CUARZO MASA
ORGANULO DETECTOR ===  RADIACION +
FOTOMETRICO ~ ELECTROMAGNETICA PROCESAMIENTO
BACTERIA DE SENAL
Actoo S — oo e
NUCLEICO S sefiaLes i )
= DETECTOR AMBIOS DE ELECTRICAS
CELULA TERMOMETRICO ENTALP{A
TEJIDO
COMPUESTO SENALES ELECTRICAS
MIMETICO

Figura 2.1: Composiciéon basica de un biosensor.

Adicionalmente, en la Figura 2.1 se muestra de manera mas especifica la
composicién de un biosensor [2], a través de 5 componentes principales que
son:

1. Bioreceptor presente en el analito y que proviene de las muestras
que se estan analizando, que generalmente son muestras de cultivos de
células humanas (sangre, orina, saliva, etc.), de alimentos, ambientales
(agua, muestras de suelos, vegetacién). Por otro lado, los bioreceptores
en si pueden ser acidos acidos nucleicos, células, anticuerpos enzimas u
otras especies bioquimicas.

2. Elemento sensible que da lugar a un evento biolégico especifico que
genera una senal. Algunos ejemplos de estos elementos [25] son las fibras
opticas, los electrodos, nanotubos, nanocables, marcadores fluorescen-
tes y nanoparticulas.

3. Transductor que transforma la sefial asociada al proceso de reconoci-
miento en una senal procesable generalmente de tipo eléctrica.

4. Etapa de acondicionamiento y procesamiento de la senal, con-
siderando que la mayoria de la veces la senal de salida del transductor

9
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es de tipo eléctrico, debera ser sometida a procesos de filtrado, ampli-
ficacion y digitalizacion para poder ser enviada a una computadora y
entonces someterla a un andlisis a través de algin software.

5. Interfaz de usuario que es la herramienta con la cual se observan los
resultados del andlisis.

Como se ha mencionado existen diferentes métodos de transduccién, sin
embargo, dados los alcances y caracteristicas de este trabajo solo se mencio-
naran los biosensores electroquimicos.

La electroquimica es la rama de la quimica que se ocupa de la relacién
que existe entre los efectos eléctricos y quimicos. Gran parte de este campo
se ocupa del estudio de los cambios quimicos provocados por el paso de
una corriente eléctrica y la generacion de energia eléctrica por reacciones
quimicas [29].

Con base en lo anterior se puede decir que un sensor electroquimico es un
dispositivo que puede convertir las reacciones de una muestra biologica en
una senal medible de corriente o potencial eléctrico, en una acumulacién de
carga o alterar de manera medible las propiedades conductoras de un medio
entre electrodos [2,30].

Los biosensores electroquimicos se han utilizado en distintos rubros como
en la salud para realizar diagnésticos en el entorno del paciente, en proble-
mas genéticos como céncer [31] o diabetes [32] y en el andlisis de distintas
medicinas [33]. También han sido utilizados en el control de calidad de ali-
mentos [34], en la caracterizacion de distintas especies bioquimicas [35] y
para distintos estudios del ambiente que involucran la calidad y el control
de suelos y del agua [36,37]. Todas estas aplicaciones se deben a su gran
robustez, implementacién sencilla, portabilidad, bajo costo, pero sobretodo,
a su compatibilidad directa con la electronica.

Bajo la denominacion de sensores electroquimicos se pueden mencionar
3 tipos de sensores: amperométricos, potenciométricos y conductimétricos,
su clasificacion va de acuerdo a sus modos de deteccién o medicién. Antes
de describir cada uno de estos sensores es importante mencionar que todos
ellos comparten el uso de una celda electroquimica [38] que en su forma mas
basica consiste de una solucién idnica que se encuentra en contacto directo
con dos barras conductoras mejor conocidas como electrodos, en la Figura
2.2 se puede observar de mejor manera su composicion.

10
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Conductor Conductor
eléctrico eléctrico

Solucién iénica

Figura 2.2: Composiciéon bésica de una celda electroquimica.

2.1.1. Celdas electroquimicas

Como ya se menciono, el arreglo de las celdas consiste de dos electrodos
y una soluciéon iénica conductora, este arreglo es conocido como un sistema
de dos electrodos [39,40], los cuales llevan el nombre de electrodo de trabajo
y electrodo auxiliar, en la Figura 2.3 se puede observar su composicion. En
este sistema se aplica un potencial entre ambos electrodos y los cambios de-
tectados en forma de corriente son medidos en el electrodo de trabajo y su
magnitud depende del potencial aplicado y de las propiedades de la sustan-
cia i6nica, por otro lado, el electrodo auxiliar tiene como principales tareas
cerrar el circuito y mantener un potencial constante independientemente del
valor de la corriente que fluya. La corriente que se genera es debido a una
reaccién conocida como redox (reduccién + oxidacién), en donde existe una
transferencia de electrones y dentro de las celdas ocurre que uno de los elec-
trodos es denominado catodo en donde ocurre la semirreacién de reduccion y
se aceptan electrones, mientras que, en el otro electrodo, denominado anodo,
ocurre la semirreacion de oxidacién en donde se ceden electrones.

El sistema de dos electrodos presenta ciertas desventajas entre las que se
encuentran la dificultad para mantener un potencial constante en el electrodo
auxiliar y también se presenta una caida de potencial debida a la resistencia
propia de la solucién y la corriente que esta fluyendo, mejor conocida como
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auxiliar

Figura 2.3: Composiciéon de un sistema de 2 electrodos.

potencial iR. Para combatir esa probleméatica se presenta el sistema de tres
electrodos [39] mostrado en la Figura 2.4, en donde, ademds del electrodo
de trabajo y el electrodo auxiliar, se agrega un electrodo de referencia. El
electrodo de referencia tiene como tarea controlar y monitorear el potencial
que se encuentra en el electrodo de trabajo y de esta manera minimizar el
impacto de iR.

Dado que, los electrodos son los elementos sensibles en las celdas, vale la
pena recalcar la funcién de cada uno de ellos de la siguiente manera

= Electrodo de trabajo es el elemento mas importante dentro de la
celda, debido a que, sobre su superficie ocurre la reaccién electroquimica
que se desea caracterizar. Generalmente el material de estos electrodos
es un metal noble como el oro, la plata, el cobre o el platino, aunque
también pueden ser de pasta de carbono o de grafito.

= Electrodo auxiliar es el elemento que permite cerrar el circuito y
contribuye a un mejor flujo de cargas. Este electrodo puede estar hecho
del mismo material que el electrodo de trabajo, sin embargo, debe ser
de un tamano mayor para que la reaccion en este sea mas lenta y no
opaque a la que esta sucediendo en el electrodo de trabajo.

» Electrodo de referencia es un elemento que mantiene un valor de
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/N
\J

16 de referencia

lrdy

tdo de trabajo

acirodo auxiliar

Figura 2.4: Composiciéon de un sistema de 3 electrodos.

potencial constante y si se ve a la celda como un circuito eléctrico
tendria la misma funciéon que la tierra, de esta manera, con el elec-
trodo de referencia cualquier cambio de potencial en la celda se debe
solo al electrodo de trabajo. Los electrodos de referencia son de una
composicion mas compleja como el electrodo normal de hidrogeno o el
electrodo de calomel, también se utilizan electrodos de metal-sal como
el de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl).

Ambas celdas mostradas son tambien conocidas como celdas electroliticas
y su caracteristica principal es que requieren de un potencial externo para
generar una reaccion redoz, sin embargo, existen de otro tipo en donde a
partir de una reaccién redox espontanea se genera un potencial y corriente
eléctrica conocidas como celdas galvénicas [40].

La composicion basica de una celda galvanica se muestra en la Figura 2.5
donde se observan dos electrodos que estan sumergidos de forma separada en
una solucién iénica, adicionalmente, la soluciones iénicas se unen con la ayuda
de un puente salino que evita la contaminacion de las sustancias mientras se

13



CAPITULO 2. ANTECEDENTES TEORICOS

Céatodo Anodo

Electrodo de cobre Electrodo de cinc

Puente salino

Solucion CuS0,+ > Solucién ZnS0,

Figura 2.5: La reaccion de zinc metédlico con una soluciéon acuosa de iones de
cobre en una celda galvanica.

mantiene la reaccién y también permite cerrar el circuito.

De igual forma en la Figura 2.5 se muestra el ejemplo més utilizado de
una celda galvanica que esta formada por un electrodo de zinc sumergido en
una solucién de sulfato de zinc (ZnSOy), un electrodo de cobre sumergido en
sulfato de cobre (CuSOy) y un puente salino que es un tubo que contiene una
solucién de cloruro de potasio (KCl). La generacion de corriente eléctrica en
la celda se da en principio por el movimiento de electrones que se mueven del
electrodo de zinc al electrodo de cobre a través del conductor externo, luego
dentro de las soluciones se da un fenémeno de migraciéon donde los iones
de zinc son empujados desde el electrodo, de manera contraria, los iones de
cobre son atraidos hacia el electrodo y en el puente salino los iones de potasio
son atraidos hacia el electrodo de cobre y los iones de cloruro son atraidos
hacia el electrodo de zinc, por ultimo, en las superficies de los electrodos se
da una reaccion redox en donde el cobre se reduce y el zinc se oxida.

Ahora que se mencionaron los arreglos basicos de las celdas se pueden
describir de mejor manera los diferentes tipos de sensores electroquimicos.

2.1.2. Sensores Amperométricos

Los dispositivos amperométricos [26,30] son un tipo de sensor electro-
quimico que miden continuamente la corriente resultante de la oxidacion o
reduccion de una especie electroactiva en una reaccién bioquimica. El proce-
so de amperometria se refiere a la deteccién de las variaciones de corriente a
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través del tiempo mientras se mantiene un potencial constante en un celda
electroquimica, especificamente, entre un electrodo de trabajo y un electrodo
de referencia. Estos sensores requieren de un estimulo de potencial externo
que puede ser de un valor constante o escalonado, de esta manera los picos
de corriente medida representan la concentracion del analito presente en la
solucion. Estos sensores se caracterizan por su gran selectividad ya que para
cada especie existirda un valor distinto de corriente.

Uno de los métodos mas representativos de estos sensores es la voltam-
perometria que, se basa en medir una corriente cuando se hace variar un
potencial en una celda. La respuesta en corriente eléctrica se observa a tra-
vés de los valores maximos y minimos que se logren obtener, de tal modo que
representan las concentraciones del analito bajo prueba. Existen distintas
técnicas de voltamperometria entre las que destacan:

= Voltamperometria de barrido lineal

Voltamperometria de pulso normal

Voltamperometria de pulso diferencial

Voltamperometria de onda cuadrada

Voltamperometria ciclica

Voltamperometria AC

En aplicaciones bioquimicas la detecciéon amperométrica [41] trabaja con
microorganismos, antigenos, anticuerpos y acidos nucleicos que se involucran
en reacciones redor con enzimas, o en una reacciéon de bioafinidad en la
superficie de un electrodo de trabajo.

2.1.3. Sensores Potenciométricos

En los sensores potenciométricos [2,30] una diferencia de potencial es me-
dida entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia para obtener
informacion 1til de la actividad de los iones en una reaccion electroquimica,
ya sea que, esté fluyendo o no corriente entre ambos electrodos. El trans-
ductor puede ser un electrodo selectivo de iones (ISE), que es un sensor
electroquimico basado en peliculas delgadas o membranas selectivas como
elementos de reconocimiento.
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La relacion entre el potencial que se mide y la concentracion se puede ver
por medio de la ecuacién de Nernst que esta dada de la siguiente manera:

RT
Eceldga = Egelda - ﬁ

In Q, (2.1)

donde FE..q, representa el potencial de la celda que se mide cuando no hay
corriente, E,,. es una potencial constante que se aporta a la celda, R es
la constante universal de los gases, T" es la temperatura constante de la cel-
da dada en grados Kelvin, n es el niimero de electrones intercambiados en
la reaccion redox, F' es la constante de Faraday y @ es el indice entre la
concentracion de iones en el anodo y la concentracion de iones en el cato-
do. Cuando se utiliza directamente la ecuaciéon de Nernst para determinar la

concentracion de un analito se conoce como potenciometria directa.

Los sensores potenciométricos se pueden aplicar como método alternati-
vo para determinar eléctricamente el punto de una reaccién bioquimica en el
que cantidades iguales de soluciones opuestas alcanzan un estado de equili-
brio. Esto se conoce como medir un punto final de titulaciéon con la técnica
conocida como titulacién o valoraciéon potenciométrica. Al realizar una titu-
lacién a corriente constante o cero, el punto final se identifica a partir de las
variaciones en el potencial del electrodo, que son causadas por cambios en la
concentracion de la solucion que contiene al ion determinante del potencial.

Otro tipo de sensores potenciométricos utilizan transistores de efecto de
campo (FET). Estos sensores utilizan un campo eléctrico para controlar el
comportamiento eléctrico y la resistencia de un canal entre dos electrodos
de materiales semiconductores. Existen diferentes dispositivos FET como el
transistor de efecto de campo metal-éxido-semiconductor (MOSFET), tran-
sistor de efecto de campo metal-semiconductor (MESFET), transistor de
efecto de campo modificado quimicamente (CHEMFET) y aquel que entra
dentro de lo sensores potenciométricos conocido como transistor de efecto de
campo sensible a iones (ISFET), en este dispositivo la puerta es sustituida
con un electrodo selectivo de iones, que solo reacciona a un solo tipo de ion
que generalmente es una membrana con caracteristicas eléctricas compatibles
con la especie que se desea analizar. Estos dispositivos se utilizan para medir
cambios de pH, concentraciones de iones y para estudiar la cinética de las
reacciones biocataliticas que involucran enzimas.
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2.1.4. Sensores Conductimétricos

Los sensores conductimétricos [1,2] miden la capacidad de un analito
como las soluciones electroliticas, para conducir corriente eléctrica entre dos
electrodos, dicho de otra manera, miden la conductividad eléctrica basandose
en el hecho de que, una soluciéon iénica se comporta como un conductor y
en consecuencia obedece la ley Ohm. De acuerdo a lo anterior, la variable
que refleja esta capacidad de conduccion y que tiene relaciéon directa con el
potencial de estimulo y la corriente que se genera en la celda, es cominmente
la resistencia eléctrica R que esta definida como:

[
R=p. (2.2)

donde [ representa generalmente la longitud de un material, pero en este
caso es el espacio que existe entre los electrodos, A para este caso representa
el area superficial de los electrodos y por ultimo, p es la resistividad que,
despejando de 2.2 podemos establecer como:

A
pP= RT?
la resistividad es la capacidad de un material o sustancia para oponerse
al paso de la corriente eléctrica, por lo tanto, resulta ser el inverso de la

conductividad eléctrica o que se puede definir como:

(2.3)

1 1 l
a—p—RxA—ka, (2.4)
sus unidades estdn dadas en Q tem™! o en S em™! donde S son Siemens.
El término mostrado como 1/R representa la conductancia G, es el inverso
de la resistencia eléctrica y su unidad estd dada en S. Las mediciones de
conductividad se dan en una celda conductimétrica como la mostrada en la
Figura 2.6 donde se observan dos electrodos separados una cierta distancia.
Con esto en mente el término [/A es conocido como constante de celda k y
su valor es tnico para cada arreglo de electrodos.

La relacién que existe entre la conductividad o y la concentracién C' (mol
cm™3) de la sustancia bajo prueba, se da por medio de la de conductividad
molar A de la siguiente manera:

A= (2.5)

Qls
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Figura 2.6: Composicion de una celda conductimétrica.

Ya sea que se requiera medir conductividad o resistividad el parametro
detectado por la celda es resistencia o conductancia en principio, por lo que,
una de las maneras clasicas de medir estos parametros es a través de un
puente de Wheatstone [42] donde la resistencia bajo prueba es sustituida por
las terminales de los electrodos como se muestra en el arreglo de la Figura 2.7.
La resistencia de la sustancia bajo prueba se puede obtener de la siguiente
manera

R, = Rv&. (2.6)
Ry

Este arreglo de dos electrodos resulta efectivo, sin embargo, es suscepti-
ble a un efecto de polarizaciéon debido a la acumulaciéon de los iones en la
superficie de los electrodos, como consecuencia, surge la celda de 4 electrodos
o 4 puntas [42] mostrada en la figura 2.8. En esta celda los electrodos mas
externos se encuentran conectados a una fuente de energia que permite que
circule una corriente sobre ellos, en contraste, los electrodos internos al no
estar en contacto directo con la fuente experimentaran un flujo de corriente
casi nulo, por consiguiente, al medir el voltaje v,; entre estos se puede hacer
una relaciéon directa con la corriente 75 que esta fluyendo en la celda para
obtener la resistencia R, que pertenece, solo a la solucion bajo prueba des-
preciando en mayor parte los efectos negativos de la contaminacién de los

electrodos de la siguiente manera

Ly

18



CAPITULO 2. ANTECEDENTES TEORICOS

Rx

Figura 2.7: Composicion de una celda con puente de Wheatstone.

Existen otros tipo de celdas que resultan mas complejas [43] como por
ejemplo:

Celda de electrodos planos paralelos

Celda de Van der Pauw

Celda de electrodos planos

Celda de electrodos cilindricos coaxiales

Al igual que los sensores amperometricos estos sensores requieren de un
potencial o voltaje de estimulacion, ya sea, de corriente directa (DC) o de
corriente alterna (AC), se prefiere el segundo método para disminuir el ya
mencionado efecto de polarizacion que anade un valor no deseado de resisten-
cia, adicional al de la solucién bajo prueba, debido a que, al estar alternando
la polaridad los iones estan en constante movimiento y por lo tanto es mas
complicado que los iones se adsorban a los electrodos. Al trabajar con volta-
jes de corriente alterna se introduce un concepto mas completo de resistencia
eléctrica conocido como impedancia.

2.1.5. Impedancia eléctrica

La impedancia [44] representa la oposicién al flujo de una corriente eléc-
trica cuando un sistema es excitado por una senal de tipo sinusoidal. Si se
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Fuente de
alimentacion

Figura 2.8: Composiciéon de una celda con el arreglo de las 4 puntas.

considera una sefial de voltaje v(t) = Vcos(wt+¢) a una frecuencia w = 27 f
dada, con Vy vy ¢ como la amplitud y la fase de la senal, la cual se puede
representar de forma fasorial como:

V = Vyel?, (2.8)

donde Vo = |V] es la magnitud y ¢ = £V es la fase.
Y si se asume que la senal es aplicada a un sistema entonces también se
tiene una corriente i(t) = Iy cos(wt+ ¢) representada de forma fasorial como:

I=|L|Zo, (2.9)

a la relacion que existe entre la senial de voltaje y la de corriente se le conoce
como impedancia eléctrica, y estd definida para una frecuencia arbitraria w
como el cociente entre el fasor de voltaje V y el fasor de corriente I, cuya
expresion es:

\%

Z(jw) = ¥ (2.10)
la impedancia es una magnitud de cardcter complejo por lo que j se denota
como la representacién de un nimero imaginario de valor /—1. Considerando
lo anterior la impedancia tiene una parte real y una parte imaginaria, asi que

se puede representar en el plano rectangular como:
Z =R+ jX, (2.11)
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con R como la parte real que se denomina como resistencia y X como la
parte imaginaria que se denomina como reactancia eléctrica. La reactancia
eléctrica puede ser tanto capacitiva como inductiva, aunque, por ahora solo
se considera la capacitiva que, estda dada como:

(2.12)

donde C representa un valor de capacitancia.

Aligual que la resistencia la impedancia tiene una magnitud reciproca co-
nocida como admitancia que también es de caracter complejo y esta definida
como:

1
Y=_=-G+B. (2.13)

en este caso B es el inverso de la reactancia y es conocido como susceptan-
cia que de igual manera puede ser capacitiva o inductiva, mientras que G
continua siendo la conductancia.

2.1.6. Modelo de circuitos eléctricos equivalentes

Se puede ver a la celda electroquimica como una impedancia formada por
la resistencia de la solucion y dos capacitores como se muestra en la figura
2.9. Los capacitores se forman debido al efecto de doble capa [1] que se da
cuando se aplica un potencial entre los electrodos que permite que se pola-
ricen, ocasionando que los iones de la solucién con una carga opuesta sean
adsorbidos sobre la superficie de los electrodos formando asi una regiéon cono-
cida como plano interno de Helmholtz, enseguida, a una distancia x se crea
un segundo plano formado por los iones de la soluciéon que un principio tenian
la misma polaridad que el electrodo y que por lo tanto fueron expulsados,
sin embargo, ahora la mayoria son atraidos por las cargas que se encuentran
sobre los electrodos, a esta segunda region se le conoce como plano externo
de Helmholtz. En la Figura 2.10 se presenta un ejemplo de este proceso. De
igual manera, es visible la formacion de dos planos polarizados separados por
una determinada distancia, esta descripcion es muy similar a la definicién de
un capacitor. Vale la pena mencionar que la distancia de separaciéon esta
dada por las moléculas del disolvente que solvatan a los iones.

A partir de lo anterior, se puede hablar de un modelo de circuito eléctrico
equivalente que, en su forma mas béasica estd formado por una resistencia
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Figura 2.9: Circuito equivalente basico de una celda electroquimica.

y capacitor conectados en serie, aunque se han presentado otros modelos
mas completos [45] como el modelo de Randles mostrado en la figura 2.11.
Este modelo es utilizado para describir el comportamiento de los sensores
electroquimicos que utilizan a la impedancia eléctrica como parametro de
caracterizacion. El modelo esta formado por 4 elementos

1. La resistencia de la solucién bajo prueba Rg
2. La capacitancia de doble capa Cpy,
3. La resistencia de transferencia de carga Ror

4. La impedancia de Warburg Zy,

La resistencia de transferencia de carga Rcr representa la dificultad que
experimenta un electrén para transportarse entre atomos y moléculas, por
otro lado, la impedancia de Warburg estd relacionada con el proceso de difu-
sion del proceso electroquimico de la solucion bajo prueba, en especifico con
su coeficiente de difusion, que de igual manera depende de la concentracion
y de la frecuencia del voltaje AC de estimulacién. La fase de estd impedancia
siempre es de 45°.
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Figura 2.10: Representacién esquemética del efecto de doble capa eléctrica [1].

Figura 2.11: Circuito equivalente de Randles.

Dos de las técnicas que se basan en este y otros modelos para evaluar las
propiedades intrinsecas de algin material e investigar los procesos particu-
lares involucrados en la conductividad, resistividad o la capacitancia de un
sistema electroquimico, son la espectroscopia de impedancia electroquimica
y la deteccion de conductividad sin contacto acoplada capacitivamente.
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2.1.7. Espectroscopia de impedancia electroquimica

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) [30,45,46] es una
técnica simple, rapida, de bajo costo y no invasiva utilizada en sistemas
electroquimicos que se basa en el concepto de impedancia eléctrica para la
caracterizacion de superficies de electrodos, procesos de corrosiéon, estudios
de membranas y la optimizacion de celdas de combustible.

La técnica consiste en aplicar una senal de voltaje de tipo sinusoidal a
una celda electroquimica que responde al estimulo con una senal medible de
corriente eléctrica, luego, al relacionar ambas senales como se muestra en la
ecuacion 2.10 se puede obtener un valor de impedancia eléctrica. Este proceso
se repite variando la frecuencia de la senial de voltaje en un determinado rango
de frecuencias, de tal forma que, se obtiene un valor de impedancia por cada
una de las frecuencias seleccionadas, considerando que la impedancia esta en
funcién de la frecuencia. Con los distintos valores de impedancia es posible
construir un espectro de impedancias para evaluar las propiedades intrinsecas
de algin material e investigar los procesos particulares involucrados en la
resistividad y la capacitancia del sistema electroquimico.

Generalmente los espectros de estas pruebas se presentan por medio de
un diagrama de Nyquist o a través de diagramas de Bode y para poder inter-
pretarlos se utilizan circuitos eléctricos equivalentes que, como se habia men-
cionado anteriormente representan las propiedades del sistema bajo prueba.
En la Figura 2.12 se presenta el diagrama de Nyquist que contiene el espectro
del ya mencionado circuito equivalente de Randles, donde es posible observar
el valor de Rg en la interseccion del semicirculo con el eje Zr. Luego Ror se
encuentra en el otro extremo y su valor estd dado como Rg + Rer —2DCpy,
donde D representa un coeficiente de difusiéon caracteristico. Enseguida el
valor de la capacitancia de doble capa Cpj, se encuentra en el punto maximo
del semicirculo y estd dada como w = 27 f = 1/ (RerCpy). Por tltimo, la
linea con un angulo de 45° representa a Zy, que se puede extrapolar del eje
L.

Los sistemas de espectroscopia de impedancia eléctroquimica estan com-
puestos generalmente por dos elementos: un circuito potenciostato y un ana-
lizador de respuesta en frecuencia (FRA) [46], un ejemplo se muestra en la
Figura 2.13. El circuito potenciostato [47] mostrado estd formado por una
celda de tres electrodos y dos amplificadores operacionales llamados ampli-
ficador de control y amplificador de transimpedancia. El trabajo del ampli-
ficador de control es monitorear el voltaje entre el electrodo de trabajo y el
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Figura 2.12: Diagrama de Nyquist del circuito equivalente de Randles.

electrodo de referencia para asegurar que el valor de ambos sea el mismo en
todo momento, por otro lado, el amplificador de transimpedancia tiene como
tarea transformar la senal de corriente a una senal de voltaje proporcional.

El analizador de respuesta en frecuencia [48] es un instrumento de medi-
cion utilizado para analizar componentes, circuitos y sistemas en el dominio
de la frecuencia. Su funcionamiento consiste en generar una sefial que se in-
troduce a un sistema, esta senal viaja a través del sistema, de modo que en
su salida se genera otra de caracteristicas similares que posteriormente es
filtrada e introducida nuevamente al analizador para medir su amplitud y su
fase con ayuda de detectores sensibles a la fase.

En los biosensores electroquimicos la técnica de espectroscopia de impe-
dancia electroquimica se utiliza para observar cambios en las propiedades
eléctricas derivadas de eventos de reconocimiento bioldgico en las superficies
de electrodos modificados [2]. Un ejemplo de uso es para monitorear la unién
de algun tipo de ADN. En esta aplicacién se depositan cadenas simples de
ADN entre los espacios que forman un arreglo de electrodos interdigitados
para funcionar como elemento de reconocimiento biolégico, de tal manera
que, cuando los electrodos entren en contacto con una solucion idnica que
contiene otra cadena simple de ADN complementaria, se genere una union
que provoque un incremento en la impedancia total del sistema. En este
ejemplo la celda esta formada por los electrodos interdigitados mostrados en
el Figura 2.14, el uso de estos electrodos se ha incrementado de gran mane-
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Figura 2.13: Sistema de espectroscopia de impedancia electroquimica.

ra debido a la ventajas que ofrecen y las cuales se abordan en las siguiente
secciones considerando que en este trabajo también son utilizados.

2.2. Electrodos interdigitados

Los electrodos interdigitados [3,45,49,50] son un tipo sensor plano que
esta compuestos por dos electrodos metalicos con un patrén repetitivo similar
a un dedo depositados de forma paralela sobre un sustrato aislante, de igual
forma son conocidos como electrodos tipo peine. La mayoria de las veces se
puede identificar a los electrodos como electrodo de excitacion y electrodo
de deteccién, otras de sus caracteristicas a tener en cuenta son: las barras
de recoleccion, el namero de dedos, la longitud y el ancho de cada dedo, asi
como el espacio que hay entre cada uno de ellos. Su estructura se muestra en
la Figura 2.15. Este tipo de electrodos se utilizan frecuentemente en sensores
de gas, sensores de humedad y en distintos biosensores.

En particular su uso en biosensores electroquimicos se debe a su facil
miniaturizacion, su bajo costo y a su sencillo proceso de fabricacién, sin
embargo, su caracteristica mas llamativa es que no se necesita modificar su
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Figura 2.14: Celda electroquimica de electrodos interdigitados para el reco-
nocimiento de ADN [2].

estructura para analizar distintas soluciones, ya que, la interfase electrodo-
soluciéon provoca cambios eléctricos que pueden proporcionar informacién
de los parametros intrinsecos de la muestra. Los electrodos interdigitados
suelen ser vistos como sensores capacitivos debido a su estructura y a su
capacidad de medir cambios en las propiedades dieléctricas generados por
la interaccién entre los electrodos y la soluciéon, no obstante, también es
posible observar cambios en la conductividad o resistividad que transmiten
informacion relacionada con la densidad, la concentracién o la impedancia
de la solucion.

Su principio de funcionamiento es muy similar al de un capacitor de placas
planas paralelas, por lo que, para poder explicarlo se puede considerar que
se aplica un voltaje a un capacitor de tal forma que sus placas se polarizan y
se crea un campo eléctrico que viaja de una placa a la otra. Si durante este
proceso se decide abrir lentamente las placas, como se muestra en la figura
2.16, se obtendra un arreglo coplanar que ocasiona que el campo eléctrico
se estire y abarque un mayor espacio. Ahora, teniendo en cuenta el arreglo
de los electrodos interdigitados se puede decir que cada uno de los dedos
representa una placa, de manera que, al estar polarizadas de forma distintas
e intercaladas se crean varias protuberancias de campo eléctrico que viajan de
un electrodo a otro, esta naturaleza repetitiva permite que haya una senal mas
estable. Es importante mencionar que la forma y la capacidad de penetracion
del campo dependen del espacio que haya entre los electrodos. Finalmente,
cuando los electrodos entran en contacto con algiin material o solucion bajo
prueba se modifica la distribucién del campo eléctrico generando cambios en
los parametros eléctricos que permiten obtener informacion de la muestra
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Figura 2.15: Composicion y caracteristicas de un arreglo de electrodos inter-
digitados.

depositada.

Viendo el arreglo de electrodos interdigitados como una celda electro-
quimica se puede establecer un circuito equivalente como el mostrado en la
figura 2.17 donde se tiene a R, como la resistencia conjunta de los cables y las
barras colectoras, Cs como la capacitancia geométrica entre dos electrodos
cuando se une con una soluciéon bajo prueba, R, continua siendo la resisten-
cia de la solucién entre los electrodos, del mismo modo, la capacitancia de
doble capa esta presente solo que, en este caso se muestra como un elemento
de fase constante CPFEpy,.

Como se mencion6 anteriormente con los electrodos interdigitados se pue-
den observar en general los cambios en la capacitancia C' efectiva de la celda
cuando se deposita una sustancia bajo prueba que, modifica la constante die-
léctrica del medio entre los dos electrodos, de manera que la capacitancia se
puede de acuerdo a la siguiente ecuacion:

C = €€, X k, (2.14)

donde ¢y es la permitividad del vacio, €, es la permitividad relativa de la
solucion bajo prueba y k es la constante de la celda.
Si se requiere observar cambios en la resistividad o conductividad se debe
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Figura 2.16: Esquema de la transiciéon de un capacitor de placas paralelas a
un sensor plano [3].

Figura 2.17: Modelo de circuito equivalente para un arreglo de electrodos
interdigitados.

obtener el valor de la resistencia de la solucién de la siguiente manera:

Ry = ps X k (2.15)

donde p; es la resistividad de la soluciéon bajo prueba y k es la constante de
la celda. Para los electrodos interdigitados se puede calcular a k& [51] con la
siguiente ecuacion:

po o VW (2.16)

=2L(N =)

aqui S representa el espacio entre los dedos de los electrodos, W es el an-
cho de los dedos, L es la longitud de los dedos y N el es niimero de dedos
considerando ambos electrodos.
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2.3. Deteccion de conductividad sin contacto
acoplada capactivamente (C*D)

La técnica de deteccién de conductividad sin contacto acoplada capaciti-
vamente (C*D) [16,18] es una técnica electroquimica reciente que introduce
un nuevo tipo de celda que evita el efecto de polarizacién y la erosién de los
electrodos, debido a que, la soluciéon bajo prueba y la celda nunca entran en
contacto. Es utilizada frecuentemente en los sistemas de electroforesis capi-
lar como elemento de deteccion para la caracterizacion de distintas especies
como iones, peptidos, proteinas, carbohidratos, esteroides, acidos nucleicos,
vitaminas, farmacos y células.

La electroforesis capilar [52] es una técnica analitica que se basa en el
efecto de doble capa y en el fendmeno de migracion de especies con carga
eléctrica para la separacion y cuantificacion de diferentes analitos como son
iones, biomoléculas y células de acuerdo a su relaciéon carga-masa.

Para explicar su funcionamiento se debe tomar en cuenta la Figura 2.18
en donde se muestran dos electrodos sumergidos de forma separada en un
reservorio que contiene una sustancia buffer, de igual manera, en estos reser-
vorios se sumergen los extremos de un pequeno tubo capilar flexible que esta
cargado negativamente. Luego dentro de uno de estos reservorios se deposita
la sustancia bajo prueba y enseguida con la fuente de poder se aplica un alto
voltaje de DC entre los electrodos que crea un campo eléctrico, al mismo
tiempo, en la pared del capilar que esta cargada negativamente se presenta
el efecto de doble capa donde se forma una primera region llamada capa fija
que contiene cationes que son atraidos por la carga negativa del capilar, sin
embargo, los cationes atraidos neutralizan parcialmente la carga negativa en
el capilar por lo que ahora la superficie puede atraer mas cationes formando
una segunda region llamada capa movil, donde la concentraciéon de cationes
es mayor a la de aniones, hacia el centro del capilar la concentracion de iones
es la misma y es aqui que, debido al exceso de cationes en la region movil se
da el fenémeno de migracién que, genera un flujo neto de especies llamado
flujo electroosmotico en donde se separan las distintas especies que forman
a la solucion bajo prueba conforme a su relacion carga-masa, por la afinidad
de diferentes aditivos presentes en la solucion buffer y por la viscosidad del
sistema.

Por si sola la electroforesis capilar no es capaz de entregar un resultado
por lo que es necesario utilizar un detector que funciona de manera indepen-
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Figura 2.18: Sistema basico para aplicar la técnica de electroforesis capilar.

diente, la mayoria de la veces se utilizan sistemas de naturaleza 6ptica que
permiten caracterizar a los analitos de acuerdo a su nivel de absorbancia o
flourescencia [53], sin embargo, algunas especies de iones pequenios no pue-
den ser detectados por estos sistemas. Con base en lo anterior se propuso la
deteccion de conductividad eléctrica basada en arreglos convencionales [16]
donde los electrodos de deteccion se colocaban al final del capilar de separa-
cion y estaban en contacto directo con la soluciéon bajo prueba, no obstante,
debido a la dificultad de construir celdas con dimensiones que coincidieran
con los diametros internos de las columnas de separaciéon, la deteccion de
conductividad por contacto nunca fue ampliamente adoptada y se abandoné
la fabricacion de este tipo de detectores.

Como alternativa se presenté el primer sistema de deteccién C*D mostra-
do en la Figura 2.19 [54,55]. Es un arreglo axial formado por dos electrodos
tubulares galvanizados colocados a lo largo del exterior del capilar de forma
separada, de tal forma que, cuando se este llevando a cabo una prueba con
el sistema de electroforesis se excite uno de los electrodos con una senal de
voltaje AC provocando que se genere una respuesta medible en forma de una
senal de corriente eléctrica en el otro electrodo. En cada momento que el flujo
electroosmotico permite el paso de una especie idénica la senal de corriente
cambia su amplitud, reflejando asi un cambio en la conductividad, de manera
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que, cada una de las especies tendra su propio valor caracteristico en un de-
terminado tiempo. Los resultados son enviados a un sistema computacional
y con los datos obtenidos se puede entregar un resultado a través de una
grafica conocida como electroferograma, que muestra la senal proporcional a
la conductividad en funcién del tiempo de cada una de las especies presentes
en el soluciéon bajo prueba.

Electroferograma

Senal AC
Corriente Capilar
%. -V
- s

Alto voltaje DC Alto voltaje DC

Electrodo

Figura 2.19: Arreglo axial C*D empleado como detector en un sistema de
electroforesis capilar.

Enfocdndose solo en el sistema C*D se puede decir que esta formado
por una celda con una superficie aislante, un electrodo de excitaciéon, un
electrodo de detecciéon, una fuente de voltaje AC de alta frecuencia y una
unidad de deteccion de sefial (figura 2.21). Los dos electrodos se colocan sobre
la superficie de la celda aislante separados por una determinada distancia.
El arreglo C*D al igual que otras celdas se puede representar por medio
de un circuito equivalente mostrado en la figura 2.20, en este caso, los dos
electrodos, la celda aislante y la soluciéon bajo prueba, forman capacitores de
acoplamiento (C} y Cy), también se considera la capacitancia parasita (C,)
que es formada debida al acoplamiento entre los electrodos y el aire. Por
ultimo, la soluciéon depositada entre los dos electrodos es equivalente a una
resistencia (Ry).

El principio de funcionamiento del detector C*D [15,17,56-59] consiste
en aplicar una senal de voltaje AC sobre el electrodo de excitacién, lo que
origina que la celda aislante se polarice, a su vez, esto induce el movimiento
de iones dentro de la muestra debido a la formacion de una diferencia de
potencial interfacial, luego, en el electrodo de detecciéon ocurre lo mismo, lo
que genera una corriente entre ambos electrodos.
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Figura 2.20: Modelo de circuito equivalente para un sistema C*D.

La corriente que se genera es detectada por la unidad de detecciéon de
sefial que es en esencia un amplificador de transimpedancia que transforma
esta senal de corriente a una de voltaje proporcional. La relacién entre la
senal de respuesta y la senal de voltaje del generador reflejan la admitancia
total del sistema que esta constituida por la reactancia de los capacitores
de acoplamiento, la capacitancia parasita y la resistencia de la solucién bajo
prueba, siendo esta tultima la variable de interés, por lo que, los valores de
reactancia de los 3 capacitores deben atenuarse. La capacitancia de los ca-
pacitores de acoplamiento es de un valor que ronda los picoFarads, de aqui
que, de acuerdo a la expresion 2.12 se necesita que la senal de excitacion
tenga una frecuencia alta que permita reducir el valor de la reactancia, ge-
neralmente se eligen frecuencias de entre 100 kHZ y 5 MHz. La capacitancia
parasita por otro lado, tiene un valor alto (uF), de manera que, la reactancia
parasita puede ser facilmente atenuada con la frecuencia seleccionada para
los capacitores de acoplamiento. De esta manera, los cambios en la senal de
respuesta se deben unicamente a la conductancia de la muestra bajo prueba.

La senal de salida de la unidad de deteccion es de naturaleza alterna y
con una frecuencia relativamente alta, por tal motivo, la mayoria de las veces
se emplea un rectificador que convierta la sefial a un valor de voltaje continuo
que permite emplear de manera mas sencilla técnicas de acondicionamiento
o digitalizacion para un mejor analisis de datos.

Los sistemas C*D por si solos han sido utilizados en algunos casos para
el estudio de suelos [60], para el conteo de células de bacterias [61], para
el estudio de conservadores de comida [62], para el anélisis de componentes
del cemento [63] y en el monitoreo del proceso de amplificacion de acidos
nucleicos [19], misma aplicacién que se utiliza en este trabajo y por lo tanto
resulta de interés este proceso que se presenta a continuacién.
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Figura 2.21: Composicién bésica de un sistema C*D.

2.4. Amplificacién de acidos nucleicos

La amplificacién de dcidos nucleicos [12,64] es una herramienta molecular
utilizada en distintos campos de la investigacion y en campos orientados a
aplicaciones, como el desarrollo de medicina clinica, el diagnodstico de enfer-
medades infecciosas, la clonacion de genes y el control de calidad industrial.
El principio béasico de esta herramienta consiste en preparar una solucién
que contiene cantidades pequenas de algin tipo de acido nucleico que son
sometidas a cambios de temperatura junto con otros elementos reactivos que
permiten su replicaciéon de forma exponencial.

Considerando que el proceso es dependiente de la temperatura se puede
clasificar a las técnicas de amplificacién en dos categorias basadas en sus
requerimientos de temperatura llamadas: técnicas de amplificacion por ter-
mociclado y técnicas de amplificacién isotérmica. Las primeras requieren de
diversos cambios de temperatura durante el proceso de replicacién y para
realizar esta tarea se hace uso de un termociclador que es un instrumento
que permite variar la temperatura de manera secuencial de un contenedor.
Por otro lado, las técnicas isotérmicas no requieren ser sometidas a cambios
de temperatura, puesto que, solo requieren que la soluciéon se encuentre a
una temperatura de entre 60 a 65 °C para realizar la replicacién del acido
nucleico objetivo.
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Dentro de la categoria de amplificacion por termociclado se encuentra la
primer técnica de amplificacion desarrollada y la mas utilizada hasta hoy en
dia, llamada reaccién en cadena de polimerasa (PCR) [20].

2.4.1. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Para amplificar un 4dcido nucleico por PCR se requiere formar una solucién
con los siguientes elementos:

» Acido nucleico objetivo

= Una enzima llamada polimerasa encargada de la replicacién y sensible
a la temperatura.

= Iniciadores o primers que son fragmentos complementarios de la se-
cuencia del acido nucleico objetivo que funcionan como guia para que
la polimerasa pueda realizar la replicaciéon. Se utilizan dos primers uno
que sea complemento del inicio de la secuencia del acido nucleico obje-
tivo y uno mas que sea complemento de su secuencia final.

» Desoxinucleétidos (dNTPs) que sirven como enlace para unir a las
nuevas copias del acido nucleico objetivo.

= Cloruro de Magnesio u otro cofactor necesario para activar la poli-
merasa.

= Una solucién amortiguadora o buffer que mantenga el pH de toda
la mezcla.

La solucién antes mencionada es sometida a un proceso que se puede
dividir en 3 etapas llamadas:

1. Desnaturalizacion.
2. Alineamiento.

3. Extensién del acido nucleico.

En el principio de la etapa de desnaturalizacion el dcido nucleico objetivo
se encuentra de manera establece, es decir, con sus dos hebras unidas por sus
nucleétidos naturales, enseguida la solucién se calienta a una temperatura de
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entre 90 y 96 °C, lo que provoca que el adcido nucleico objetivo se separe en
dos hebras simples, o dicho de otra manera, se desnaturalice.

Ahora que el acido nucleico se ha separado comienza la etapa de alinea-
miento, de tal forma que, la solucién se enfria a una temperatura de entre 40
y 60 °C que permite que los iniciadores se emparejen con la hebras simples,
uno por el extremo del inicio y el otro por el extremo del final de cada una
de las hebras.

Para la tltima etapa se aumenta una vez mas la temperatura de la solu-
cion hasta 72 °C, esto causa que la polimerasa se active y comience a realizar
su trabajo que es fabricar nuevas copias del acido nucleico. Cuando la polime-
rasa encuentra el extremo donde se dio el proceso de alineamiento, comienza
a unir, con ayuda de los nucleotidos, al iniciador y a la hebra de manera que
esta union sirve como un molde que le permite continuar este proceso hasta
el final de la hebra para generar una nueva copia del acido nucleico objetivo.
Al final de esta etapa se tienen dos copias del acido nucleico de modo que, si
se repite todo el proceso se tendran cuatro copias y si se continua realizando,
cada una la de las copias servird como molde para nuevas copias lo que da
como resultado una replicacion exponencial del modo 2". Las tres etapas se
presentan en la Figura 2.22.

MDDV  ADN molde
TTTTT LLLLI Primers especificos .,
Extension del
* Enzima ADN polimerasa acido nucleico
RADT  Nuclestidos QULITTTTITTTITT
L

Desnaturalizacion Alineamiento G T

Trrrrrrrrrrrrreenrnmred II|I|IIIIIIIIIIIIII|

I —22C 72°C
sy ¥ 60° C

37°C A Tiempo‘

Figura 2.22: Proceso completo de la técnica PCR.

La principales desventajas de la PCR es que esta sujeta al uso del ter-
mociclador y a otros instrumentos sofisticados que provocan que sea de uso
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exclusivo en los laboratorios especializados, por otro lado, el proceso de re-
plicacion es lento ya que puede tardar hasta horas para finalizar y por tiltimo
al utilizar varios instrumentos requiere de recursos humanos altamente ca-
pacitados para poder llevar a cabo una prueba, por estas razones, surgieron
como alternativa las técnicas de amplificacion isotérmica.

2.4.2. Amplificacién isotérmica mediada por bucle (LA MP)

Como ya se mencion6 anteriormente, las técnicas de amplificacion iso-
térmica [12, 64, 65] no requieren del uso de un termociclador o ciclos de
temperatura para llevar a cabo la amplificacion de acidos nucleicos y por
lo tanto, ofrecen ventajas potenciales sobre las de termociclado en cuanto a
velocidad, costo, escala y portabilidad. Estas técnicas han surgido gracias al
descubrimiento y desarrollo de nuevas enzimas de polimerasa.

Entre las técnicas de amplificaciéon isotérmica se encuentran algunas co-
mo:

= Amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA)

Amplificacion de desplazamiento de hebra (SDA)

Amplificaciéon exponencial del circulo rodante (E-RCA)

Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

Amplificacion dependiente de helicasa (HDA)

Método de amplificaciéon de ramificacion (RMA)

Cada una de estas técnicas presenta sus propios procesos y el explicar
cada una de ellas esta fuera de los alcances de este trabajo, por lo que, solo
se hace énfasis en la técnica LAMP, misma que se utiliza en la aplicacion del
sistema propuesto.

LAMP [12,66] utiliza procesos similares a los involucrados en la técnica
PCR, es decir, la desnaturalizacion del acido nucleico, el alineamiento de los
iniciadores y la extension del acido nucleico. La solucién utilizada en LAMP
estda formada por los siguientes elementos:

= Acido nucleico objetivo
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La polimerasa Bacillus stearothermophylus(BstDNA).

4 Iniciadores, 2 internos (FIP y BIP) y 2 externos (F3 y B3).

Desoxinucleétidos (dNTPs).

Cloruro de Magnesio u otro cofactor.

Una solucién amortiguadora o buffer.

Al no tener ciclos de temperatura se dice que la técnica LAMP es de un
solo paso, aunque se puede identificar tres procesos para la replicacién del
acido nucleico objetivo

1. Produccién del material de inicio.
2. Amplificacién ciclica.

3. Elongacion y reciclado.

Los procesos de esta técnica resultan un tanto complejos y por tal motivo
es necesario describir las secuencias que forman la estructura del acido nuclei-
co objetivo y de los iniciadores. En principio las secuencias que permiten la
replicacion estan denominadas como F2¢ y B2, estas secuencias estan unidas
al fragmento de acido nucleico objetivo con la ayuda de dos secuencias inter-
nas llamadas Flc y B1, en el otro lado, F2c y B2 estan unidas las secuencias
externas F3c y B3, para observarlo de mejor manera se presenta esta estruc-
tura en la figura 2.23. El iniciador FIP esta formado por las secuencias Flc
y F2, mientras que, BIP esta formado por las secuencias B2 y Blc, los dos
iniciadores restantes contienen las secuencias F3 y B3. La letra ¢ en todos
los casos indica que son complementarias. Para comprender de mejor manera
los procesos que se van a describir a continuacién se presenta la figura 2.24.

El primer proceso inicia con la separacion del acido nucleico objetivo en
dos hebras simples, luego, el iniciador FIP se alinea con la hebra superior
juntando su secuencia F2 con la secuencia complementaria F2c¢ de una de
las hebras simples, después, con ayuda de la polimerasa se crea una nueva
cadena doble, sin embargo, la secuencia Flc se encuentra elevada y no se
complementa con la secuencia de la hebra superior, por esta razon, cuando
el iniciador F3 se encuentra con la hebra doble desplazaréd a la inferior para
formar una nueva hebra doble. La hebra simple que fue desplazada ahora
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Figura 2.23: Secuencias del dcido nucleico objetivo e iniciadores [4].

se encuentra con el iniciador BIP y sus secuencias B2 y B2c se juntan para
formar una cadena doble, pero del mismo modo, Blc queda elevada y no
se complementa con la secuencia inferior, por lo que, en el momento que
B3 encuentre a la hebra doble las separara nuevamente para formar ella
misma otra hebra doble. Por ultimo, la hebra que ha sido desplazada dos
veces contiene las secuencias F1 y Flc en uno de sus extremos y por el otro
lado tiene las secuencias B1 y Blc, esto provoca que se atraigan y se junten
formando dos semibucles en los extremos de la hebra y de esta manera se
crea el producto que permite la replicacion ciclica del dcido nucleico objetivo.

Para el siguiente proceso, se debe observar que la hebra con los dos semi-
bluces es compatible en uno de sus extremos con el iniciador FIP y por otro
lado, la secuencia F1 que cierra el semibucle izquierdo esta alineada con la
hebra superior a través de la secuencia Flc. Con esta dos observaciones en
mente se pueden describir dos eventos, en principio, la polimerasa ayudara
a que la secuencia F1 genere una nueva hebra que provoca que el semibucle
derecho se desdoble,enseguida, en el otro extremo el iniciador FIP se alinea
justo en el bucle izquierdo de la nueva hebra doble, aqui, se forma otra cadena
doble que desprendera parcialmente a la que antes habia creado F1 quedan-
do enganchada solo por el lado izquierdo por la secuencia F1, por ultimo, el
extremo que quedo suelto estda formado por la secuencias Blc y Bl que se
atraen y forman un nuevo bucle. Este proceso se repite una gran cantidad
de veces hasta formar una especie de cadenas que son el indicador de que
el acido nucleico se ha replicado. Es necesario mencionar que también existe
el caso en donde la hebra con dos semibluces es compatible con el iniciador
BIP, sin embargo el proceso es el mismo que se presento para el iniciador
FIP.

En el proceso de elongacién y reciclado se toman todas las hebras que
han sido desplazadas para seguir formando mas cadenas hasta obtener re-
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peticiones alternativamente invertidas de la secuencia objetivo en la misma
hebra. Es evidente la complejidad de los procesos en LAMP pero es gracias
a esto que es mucho mas especifica y eficiente que PCR.

Para finalizar resulta relevante mencionar que, tanto las técnicas isotér-
micas como las de termociclado no son capaces de entregar un diagnostico o
resultado que indique que se ha amplificado el acido nucleico objetivo, es por
esta razon que se combinan con distintos tipos de biosensores [64] basados en
técnicas de fluorescencia, quimioluminiscencia, electroquimioluminiscencia,
ensayos calorimétricos, resonancia de plasmones superficiales, fotoelectroqui-
micos y electroquimicos.

Hasta este punto se han abordado todos los conceptos que sostienen el
principio de funcionamiento del sensor de conductividad propuesto, partiendo
de la descripcién de los biosensores, pero haciendo énfasis en los biosensores
electroquimicos, siendo esta clasificacion a la que pertenecen los detectores
tipo C*D de los cuales, también se han descrito sus origines y su composicién
principal, de igual manera, resulté de interés describir los procesos involucra-
dos en las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos, teniendo en cuenta
que, la principal aplicacion del sensor que aqui se presenta es identificar si
estos procesos ocurrieron. Con estos conceptos en mente, en el siguiente capi-
tulo se explica la composicion particular y el funcionamiento de los elementos
que componen el sensor C*D que se ha desarrollado para este trabajo.
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Figura 2.24: Proceso completo para la técnica LAMP.
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Capitulo 3

Diseno del sensor de
conductividad C*D

A lo largo de este capitulo se da a conocer a fondo el diseno del
sensor de conductividad eléctrica describiendo las caracteristicas,
los principios de funcionamiento y el trabajo que realiza cada uno
de los elementos que lo conforman.

El sensor propuesto estd compuesto por 6 elementos principales: una
computadora, un microcontrolador, el médulo AD9834 que es un generador
de senales, una unidad de deteccién compuesta principalmente por unos elec-
trodos interdigitados de tamano reducido y un amplificador de transimpen-
dancia, un circuito rectificador de precision y por ultimo el médulo ADS1220
que es un convertidor analogico-digital. En la Figura 3.1 se muestra el dia-
grama de bloques del sensor propuesto.

El funcionamiento del sensor comienza cuando el usuario, a través de la
computadora envia la senal de comienzo del andlisis, la computadora se co-
munica con el microcontrolador y este inmediatamente comienza a enviar los
comandos de configuracién para el modulo AD9834 que, con la informacion
recibida genera una senial de tipo sinusoidal a una determinada frecuencia.

La senal generada es ingresada inmediatamente a la unidad de deteccion,
compuesta por los electrodos interdigitados sobre los cuales debe colocarse
una capa aislante para poder depositar la muestra bajo prueba. En cuanto
la senal sinusoidal es ingresada se genera una senal de corriente entre los
electrodos y la magnitud de esta senal dependera de la conductancia de la
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Figura 3.1: Composicién del sensor de conductividad C*D propuesto.

muestra bajo prueba. Enseguida la senal de corriente es ingresada al segundo
elemento de la unidad de deteccion que es un amplificador de transimpedan-
cia y su trabajo es transformar esta senal de corriente en una senal de voltaje
proporcional que es enviada al circuito rectificador.

El circuito rectificador tiene como tarea eliminar las pulsaciones de la
senal producida en la etapa anterior para obtener una senal de voltaje de co-
rriente directa que tiene una amplitud igual al voltaje pico de la senal pulsante
y que corresponde a la conductancia de la sustancia bajo prueba. Por tltimo,
el voltaje de corriente directa es enviado al médulo ADS1220 que se encarga
de digitalizar los valores de su amplitud y enviar los datos directamente al
microcontrolador, lo que también permite enviarlos a la computadora para
llevar a cabo el analisis y mostrar los resultados al usuario.

A continuacién se describen de manera més detallada la funcién y la
estructura de cada uno de los elementos que componen el sensor propuesto.

3.1. Computadora

La computadora es el primer elemento que compone la estructura del
sensor, ademaés, es el medio que le permite al usuario tener el control de su
funcionamiento y con el cual también puede observar los resultados obtenidos.

Para realizar estas tareas se hace uso de un puerto USB de la computadora
que sirve de conexion fisica y en cuanto al uso de software se utilizo el lenguaje
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de programacién Python para desarrollar un programa que despliega una

interfaz que, le confiere al usuario la capacidad de observar en tiempo real los

cambios en amplitud de la senal derivados del analisis que se esté realizando.
El software desarrollado estd compuesto por 3 etapas principales:

1. Etapa de comunicacion
2. Filtrado de datos

3. Despliegue y captura de informacién

3.1.1. Etapa de comunicaciéon

Para la primer etapa la computadora debe comunicarse con el siguien-
te elemento que en este caso es el microcontrolador, por lo tanto, se hace
uso del protocolo de comunicacién serial USB [67] que establece un puer-
to de comunicacion entre ambos dispositivos sirviendo estos de receptor y
transmisor, segin se requiera. Para enviar los datos primero se selecciona el
puerto de comunicacion asignado al microcontrolador por la computadora,
generalmente conocido como puerto COM, posteriormente se fija una velo-
cidad de transmisién en bits por segundo (las méas comunes son 4800, 9600,
115200). Finalmente como se muestra en la Figura 3.2 se envian o se reciben
de manera ordenada y en tramas de 8 bits los datos que corresponden a los

valores capturados por el convertidor analdgico-digital y son interpretados
de acuerdo al cédigo ASCIL

123 456 7 8iPIF

ol1 1 00H0|1 OT‘«
L

11

Bits de datos |} | Bit de fin
11
1 1

Bit de parada

«

Bit de inicio

Figura 3.2: Arreglo de la trama de datos para el protocolo de comunicacion
serial.
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3.1.2. Filtrado de datos

En la segunda etapa los datos obtenidos son sometidos a un filtro digital
paso-bajas de primer orden basado en un circuito RC [68] con la intencién de
reducir el ruido de la senal proveniente de la etapa de rectificacién y poder
observar de forma depurada la senal de corriente continua deseada.

Para realizar este filtro se aplica el concepto de transformada Z para
discretizar la funcién de transferencia de un filtro de primer orden en tiempo
continuo. La funcién de transferencia en el dominio de Laplace para un filtro
paso-bajas de primer orden esta dada de la siguiente manera:

Vols) _ 1
Vi(s) 1+ RCs’

donde V,(s) representa el voltaje de salida, V;(s) es el voltaje de entrada, R
es la resistencia y C es la capacitancia. Ahora para pasar al dominio Z es
necesario aplicar un estimulo conocido al modelo anterior, como puede ser
una entrada de tipo escalén y a partir de la ecuacion de respuesta se puede
obtener la transformada Z que da como resultado la siguiente funcién:

(3.1)

Vo(z) _ (L—e o)z
V) el (3:2)

que es la funcién de transferencia, correspondiente al filtro pasa bajas de
primer orden de tipo digital. Enseguida, es necesario aplicar la transformada
7 inversa y de esta manera obtener una ecuacion que represente el compor-
tamiento del sistema en el tiempo discreto y se puede escribir de la siguiente
manera:

Volk] = e RC X volk — 1] + (1 — e ") x vk — 1], (3.3)

donde v,[k] representa el valor de voltaje filtrado, v,[k — 1] es un valor de
voltaje filtrado en un tiempo k — 1, v;[k — 1] es un valor de voltaje no filtrado
en un tiempo kK — 1 y T es el tiempo de muestreo. Por ultimo, debemos
considerar la frecuencia de corte del filtro paso-bajas [69] que esta dada por
la siguiente expresion:

B 1
~ 2rRC’

despejando el término % podemos reescribir la ecuacién (3) como:

Je (3.4)
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vo[k] = e 2™l s [k — 1] + (1 — 72Ty x [k — 1], (3.5)

esta ultima expresion es la que se ha introducido al programa desarrollado
y en la cual se debe tomar en cuenta la frecuencia de corte y el tiempo de
muestreo. En este caso se tomd como frecuencia de corte 1 Hz, considerando
que el voltaje que se desea observar es de corriente continua, por esta razon,
las senales con una frecuencia mayor a 1 Hz son omitidas. Por otra parte, el
tiempo de muestreo se debe adecuar al mismo valor que se establece en el
convertidor analogico-digital, en este aspecto se decidié tomar un tiempo de
10 ms.

El proceso de filtrado comienza tomando valores para v,[k—1] igual a cero
y v;[k — 1] es el primer valor que es enviado desde el convertidor analogico-
digital, al sustituir esos valores en la expresion (5) obtendremos el primer
valor v,[k]. Para el siguiente ciclo el valor v,[k] pasa a ser v,[k — 1] y v;[k — 1]
es el segundo valor que ingresa a la computadora o dicho de otra manera el
dato que no ha sido filtrado. Este proceso se repite hasta que el usuario de
por terminado el analisis.

3.1.3. Despliegue y captura de informacién

La ultima etapa del programa consiste el desplegar a través de una ven-
tana la grafica de los valores obtenidos de la etapa de filtrado. Para realizar
esta accion se utilizo el médulo de Python conocido como Matplotlib que,
es una biblioteca completa para crear visualizaciones estaticas, animadas e
interactivas. De este modulo se empleo la funcién animation que nos permite
dibujar la grafica en tiempo real de los datos filtrados. Animation necesita
recabar la informacién de lo que va a mostrar, especificamente, el tipo de
figura que va a mostrar, que para este caso es una grafica y se muestra en la
Figura 3.3. También requiere llamar la funciéon que se esta empleando para
obtener la informacién y asi dibujar cada punto de la grafica, esta funcion es
la que se utiliza para filtrar los datos. Y por ultimo, se tiene que definir un
intervalo de tiempo para mostrar cada uno de los puntos y tiene el mismo
valor que el tiempo de muestreo.

Para guardar la informacion es necesario que el usuario interrumpa la
animacién de la grafica. Anteriormente los datos filtrados se almacenaron
en un variable y para guardar esa informaciéon en un archivo que el usuario
pueda manipular, se utiliza el médulo de Python Pandas, que nos permite
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Figura 3.3: Imagen de muestra de la interfaz desarrollada.

tomar la informacion almacenada en la variable y a partir de esta crear un
archivo con valores separados por comas, también conocido como archivo
CSV. Este tipo de archivos son faciles de manipular y son compatibles con
otro tipo de software como lo es Ezcel, OpenOffice Calc, Matlab y el mismo
Python, solo por mencionar algunos.

3.2. Microcontrolador

El microcontrolador es el enlace de comunicacién entre la computadora,
el generador de funciones y el convertidor analégico-digital, ya que, a través
de distintos protocolos de comunicacion envia la informaciéon correspondiente
a la configuracion que deben adoptar. Para este trabajo, se eligio la tarjeta
de desarrollo Arduino leonardo que se muestra en la Figura 3.4.

Arduino Leonardo esta basada en el microcontrolador ATmega32u4 [70],
dentro de sus principales caracteristicas se encuentran: 20 terminales de en-
trada/salida digitales (7 de ellas pueden ser usadas como salida PWM), co-
nexion micro USB, conector DC de alimentacién, es compatible con los pro-
tocolos de comunicacién serial USB, I*C' y SPI, siendo esta ultima una de
las razones por la cual se eligid, sin embargo, la principal razon es que ya
existen bibliotecas de configuraciéon compatibles con el entorno de desarrollo
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Figura 3.4: Terminales y caracteristicas de la placa de desarrollo Arduino
Leonardo.

de Arduino para el generador de funciones y el convertidor analégico-digital,
por ese motivo la configuracion de los dispositivos se ve simplificada. La placa
integra todo lo necesario para que el microcontrolador opere, solo se necesita
conectar a la computadora por el cable USB.

La interconexién fisica entre dispositivos se da a través de las terminales
dedicadas para la comunicacion serial de interfaz de periféricos mejor conoci-
da como SPI [5,71] (en la Figura 3.4 se observan en el lado inferior derecho).
Este protocolo de comunicacién se basa en el envio de datos en tramas de 8
bits en serie y de manera sincrona y para este proposito se establecen roles de
maestro y esclavo entre dispositivos, en este caso el microcontrolador es maes-
tro, mientras que el generador de funciones y el convertidor analdgico-digital
son esclavos. El envio de las tramas de datos se da por medio 3 terminales:

1. Master Out Slave In (MOSI): desde esta terminal el maestro envia
datos, mientras que el esclavo los recibe.

2. Master In Slave Out (MISO): desde esta terminal el maestro recibe
datos mientras que el esclavo envia datos.

3. Serial Clock (SCLK): Sobre este terminal se encuentra una sefal de
reloj que genera el maestro para sincronizar la transmision y recepcion
de datos entre dispositivos.
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El proceso de comunicaciéon mostrado en la figura comienza cuando el
maestro genera y envia la senal de reloj al esclavo para posteriormente en-
viar los datos. En este caso el microcontrolador primero envia mediante la
terminal MOSI los datos de configuraciéon del generador de funciones y ter-
mina inmediatamente la comunicacion. Enseguida selecciona al convertidor
analégico-digital como esclavo y por el mismo medio envia los datos de con-
figuracién. A continuacién se inicia el proceso de andlisis del sensor y en el
momento que se tiene un resultado el convertidor envia los datos del anali-
sis por la terminal MISO al microcontrolador. La comunicacién sigue activa
hasta que el usuario de por terminado el anélisis.

Master Mosl Slave
| W/
0 7
1 SCLK 6
2 - 5
3 4
4 55 3
5 ] 2
6 1
7 0
N MISO |

Figura 3.5: Transferencia de datos en el protocolo de comunicaciéon SPI [5].

El altimo trabajo que tiene el microcontrolador es enviar los datos a la
computadora en cuanto los recibe del convertidor y este proceso es similar al
ya descrito en la seccion 3.1.1.

3.3. Generador de funciones

El generador de funciones tiene como proposito crear la senal de traba-
jo, es decir, una senal de tipo sinusoidal a una frecuencia dada. Para este
trabajo se utiliza el médulo AD9834 creado por Analog Devices mostrado
en la Figura 3.6. Es un dispositivo capaz de crear hasta dos senales de tipo
sinusoidales, triangulares y cuadradas con una frecuencia de hasta 37.5 MHz.
Puede ser polarizado con voltajes de entre 3.3 V y 5V, por lo que la mayoria
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de los microcontroladores puede alimentarlo sin inconvenientes, considerando
también, que su consumo no supera los 20 mW.

Figura 3.6: Generador de funciones AD9834.

3.3.1. Principio de funcionamiento

El funcionamiento del generador se basa en la técnica conocida como sin-
tesis digital directa DDS [6], que es un método para generar senales analdgi-
cas a partir de una sefial variable en el tiempo en forma digital. De acuerdo al
diagrama mostrado en la Figura 3.7 la técnica requiere de tres componentes
principales:

1. Acumulador de fase.
2. Convertidor de fase a amplitud.

3. Convertidor digital-analégico.

El proceso de generacion de una sefial con esta técnica se fundamenta en
el hecho de que la senales sinusoidales tienen una fase angular repetitiva que
va de 0 a 27. Con esto en mente se puede cuantizar este rango de acuerdo a
la resolucion del acumulador de fase, para el médulo AD9834 la resolucién
es de 28 bits por lo tanto, el rango se divide en 22® valores. Para comprender
esto de mejor manera podemos observar la Figura 3.8, en donde se tiene
una circunferencia y sobre el origen de esta se dibuja un vector que esta
apuntando a cada uno de los puntos o estados dados por el acumulador de
fase que en la figura tiene una resolucién de 16 bits. A fin de que el vector
pueda recorrer toda la circunferencia y mostrar un ciclo entero de la senal, se
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RELOJ DE
REFERENCIA

- CIRCUITERIA DDS

N r } ‘
} ACUMULADOR DE| ALGORITMO DE L DAC _,f\J

FASE CONVERSION AMP/SEN

N e iy

INFORMACION QUE

REPRESENTA LA |||||.
FRECUENCIA DE SALIDA |||||I|
COMO UNA FRACCION DE Al

LA FRECUENCIA DEL t TIEMPO
RELOJ DE REFERENCIA DISCRETO

Figura 3.7: Constitucién bésica de un generador DDS [6].

emplea un contador que esta sincronizado con una frecuencia de referencia
dada por el mismo oscilador con el que cuenta el AD9834 que es de 70 MHz.

Tamano del salto

M x f
fo= ZNC

0000...0

1111.4

n Numero de Puntos

B 256

12 4096

16 65535
20 1048576
24 16777216
28 268435456
32 4294967296

48 281474976710656
Figura 3.8: Circunferencia de divisién de fase [6].

Si se quieren mostrar senales de diferentes frecuencias el vector debe mo-
verse en incrementos distintos a uno, es decir, tomando menos puntos para
generar la senal como se muestra en la Figura 3.9 en donde el espacio entre
puntos tiene un valor de 2 y debido a esto se pueden dibujar dos ciclos, esto
significa que conforme aumente la frecuencia el niimero de puntos para cada
ciclo se vera reducido. El espacio entre puntos es conocido como palabra de
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: Amglitude:

Time

Ampiitude _:

U,
Time

Figura 3.9: Circunferencia de divisién de fase.

sintonia y se denomina con la letra M.
En resumen podemos establecer que la frecuencia de la senal deseada esta
dada de la siguiente manera

_ M x f ref
Jout = “on
donde f,,; es la frecuencia de salida del DDS, M es el valor de la palabra de
sintonia, f,.¢ es la frecuencia de referencia del sistema y n es la resolucién
del acumulador de fase.

El proceso continua con el convertidor de fase a amplitud y su trabajo es
interpretar cada valor de fase como un valor digital de una senal sinusoidal,
dicho de otra manera, entrega el seno de cada valor de la fase. Para realizar
estd tarea aprovecha el valor del contador y lo compara con valores de una
direccion de memoria que almacena los datos de la amplitud. Es evidente que
dada la resolucién del acumulador de fase (2%%) se necesitarfa una memoria
con una gran capacidad de almacenamiento, por lo que, los disenadores han
optado por reducir la cantidad de bits para representar la amplitud de la
senal, en este caso a 14 bits, también se aprovechan de la simetria de las
senales sinusoidales teniendo en cuenta que, solo se requiere la informacién
de una cuarta parte de la senial para poder dibujar un ciclo completo.

Para finalizar, los datos de amplitud que arroja el convertidor de fase a

(3.6)
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amplitud son ingresados a un convertidor digital-analogico de 10 bits que
transforma los valores digitales en una senal de salida analdgica con valores
de voltaje que van de acuerdo los rangos de operacién del AD9834. También
es importante mencionar que la senal puede ser filtrada para obtener una
sefial mas suave y que no sea evidente el escalonamiento debido al proceso
de conversion.

3.3.2. Configuraciéon del médulo AD9834

El médulo AD9834 debe configurarse para poder generar una sefial y para
ese propoésito cuenta con una memoria, de la cual, se modifican sus registros.
El principal de los registros es conocido como registro de control y tiene
una capacidad de 16 bits y cada uno de estos puede tomar un valor binario
que representa cierta funcionalidad, entre estas funciones se encuentran: la
seleccion del acumulador de fase, el contador a utilizar, la funcién de reinicio,
la funcion de inactividad y el tipo de conversion de datos. De igual manera
cuenta con registros para establecer el tipo de senal que se va a generar, su
frecuencia y fase.

Estos registros de memoria son modificados para cubrir especificamente
las necesidades de cada usuario, sin embargo, no resulta una tarea trivial
y es aqui donde resalta la razén que nos llevo a eligir el modulo AD9834.
El motivo se resume en que, este modulo es directamente compatible con
el entorno de desarrollo de Arduino donde ya existe una biblioteca llamada
AD98zx que permite simplificar la configuracion del AD9834 en un alto
nivel de configuracién, basta con establecer el inicio de la comunicacién con
el microcontrolador y enseguida mediante la funcién

ApplySignal(tipo de senal,canal de la senal,frecuencia,fase),

de la cual se modifican sus argumentos para establecer el tipo de senal, el
canal de la senial, su frecuencia y la fase. Por supuesto dependera de las ne-
cesidades de cada proyecto el nivel de configuracién que se requiera para este
dispositivo, pero para cubrir las necesidades de este trabajo resulta suficiente
lo que brinda Arduino.

Al final se ha configurado el médulo AD9834 para entregar una senal de
tipo sinusoidal con una frecuencia de 2 MHz sin ningtin defasamiento. La
frecuencia se eligié de acuerdo a las caracteristicas de la unidad de deteccién
que se describe en la siguiente seccion.
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3.3.3. Acondicionamiento de la senal generada

La senal sinusoidal que arroja el generador tiene una amplitud de 470
mV,, montada sobre un voltaje de corriente directa de 235 mV debido a la
técnica que utiliza para generar dicha senal, por lo tanto, para poder trabajar
con la senal es necesario amplificarla y retirar el voltaje de corriente directa
para trabajar sobre un nivel cero. Para realizar ambas tareas se emplea un
filtro activo paso-altas de primer grado no inversor [72].

El principio de funcionamiento del filtro activo es el mismo que el de un
filtro pasivo, excepto que para esta configuracion se agrega al circuito un
amplificador operacional que va a permitir la amplificacion de la sefial que
ha sido filtrada. La configuracion de dicho filtro se muestra en el circuito de
la figura 3.10 donde se tiene como elementos al ya mencionado amplificador
operacional, resistencias y capacitores.

Cc1

J1 4., 7u
Sefial AD9834

1 |1

LA

R1
300k

GND

Figura 3.10: Circuito del filtro activo paso-bajas.

Para adecuar la configuracion a las necesidades de este trabajo podemos
ver al circuito como un filtro pasivo paso-altas del cual su salida es ingresada a
un amplificador operacional en configuracién no inversora. Bajo este concepto
podemos decir que la frecuencia de corte f, del filtro [69] estd dada como:

1

fc = ma (37)

donde R; es la resistencia y C' el capacitor que conforman el circuito. Con-
siderando que se desea suprimir el nivel de corriente directa, se plantea una
frecuencia de corte de 0.1 Hz, entonces se propone un valor de capacitor de
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4.7 uF y solo resta calcular el valor de la resistencia despejando de la ecuacion
3.7 de la siguiente manera:

1
2 f.C”

1
R, = ~ 330kS2.
" (2m)(0,1)(4,7 x 1079)
Una vez que se definieron los componentes del filtro podemos establecer
el indice de ganancia para el amplificador operacional. El voltaje de salida v,

para la configuracién no inversora [72] estd dado como:

R (3.8)

Ry
o — Uin 1 y 3.9
! Vin X ( + Rg) (39)

aqui vj, es la senal de entrada o en este caso la senal filtrada, R es la resis-
tencia de realimentacién y R la dltima resistencia que conforma el circuito.
Por otro lado el componente:
R
(1+ %)
Ry

establece la ganancia de la senal y es importante para saber en que magnitud
se debe amplificar la senal teniendo en cuenta que la amplitud inicial de la
senial es de 470 mV y que la sefial que se requiere debe tener 5 V. Con estas
dos amplitudes podemos obtener un cociente tomando como dividendo los 5
V y como divisor la amplitud inicial de 470 mV. De esta manera obtenemos
un valor de aproximadamente 11 y bajo estas circunstancias se eligen valores
de 1 k) para Ry y de 10 k€2 para R que al sustituir en la componente de la

ga’lla’ll(na‘ s€ tlSIle‘
( )

1000
por ltimo, sustituyendo en la ecuacion 3.9 tenemos que el voltaje de salida
o mejor dicho, la amplitud de la senal de trabajo es:

v, = 0,470 x 11 = 5V.

Para finalizar esta parte es necesario mencionar que en cuanto a los ma-
teriales se eligieron capacitores electroliticos y resistencias de carbén de pre-
cision y el amplificador seleccionado es el LM7171 fabricado por Texas Ins-
truments que es de propdsito general pero cuenta con un amplio ancho de
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banda de trabajo de 200 MHz mientras consume solo 6.5 mA de corriente.
Por tal motivo resulta adecuado para acondicionar la senal de trabajo que es
de frecuencia relativamente alta.

3.4. Unidad de deteccion

La unidad de deteccién es el elemento mas importante de todos los que
componen el sistema propuesto debido a que contiene los elementos funda-
mentales que requiere un sistema C*D que son:

1. Electrodo de excitacion.
2. Electrodo de deteccion.

3. Convertidor de corriente a voltaje.

Los primeros dos elementos estan contenidos dentro de un mismo elemen-
to que son unos electrodos de tipo interdigitados y son directamente el sensor
de sistema ya que cuando sobre ellos se coloca un aislante y se deposita la sus-
tancia bajo prueba ambos forman capacitores de acoplamiento, y la solucion
entre los dos electrodos es equivalente a una resistencia. Cuando se introduce
la senal de trabajo al electrodo de excitacién se obtiene una senal corriente
que es transformada en una senal de voltaje a través del tercer elemento de
la unidad de deteccion y luego a partir de la nueva senial obtenida, se puede
implementar la deteccion de conductividad. A continuacion se presentan las
caracteristicas de cada uno de los elementos de la unidad de deteccién.

3.4.1. Electrodos interdigitados

Los electrodos elegidos como sensor son de tipo interdigitados en confi-
guracion bd y su muestran en la Figura 3.11. En cuanto a sus caracteristicas
tienen 5 mm de ancho por 10 mm de alto, un espesor de 70 pum y estan
formados de oro cobre y niquel depositados sobre tereftalato de polietileno
(PET). Cada uno de sus dedos tiene un ancho de 45 pum y un espacio entre
ellos de 55 pm.

El aislante colocado sobre los electrodos es cinta adhesiva transparen-
te tipo Diurex hecha con polipropileno bi-orientado (BOPP) de 40 pum de
espesor.
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i S5um

45
; 45um

Figura 3.11: Electrodos interdigitados tipo bd.

El proceso en el que se ven involucrados los electrodos comienza cuando
se deposita una sustancia sobre los electrodos y se introduce la senal de
trabajo por el primer electrodo, se crea una diferencia de potencial entre los
electrodos que excita a las particulas dentro de la sustancia, generandose
un fenémeno de migracion, lo que da lugar a una corriente eléctrica que es
detectada por el segundo electrodo que esté conectado a un amplificador de
transimpedancia del cual se habla enseguida.

3.4.2. Convertidor de corriente a voltaje

La mayoria de los componentes electronicos trabajan con senales de volta-
je, sin embargo, el sensor C*D entrega una sefal de corriente eléctrica como
salida y por tal motivo, es necesario convertir esa sefial a una de voltaje de tal
manera que los demés elementos del sistema puedan interpretarla y trabajar
con ella.

Para realizar esta tarea se utiliza un amplificador en configuracion de
convertidor de corriente a voltaje también conocido como amplificador de
transimpedancia [72] y como lo indica su nombre se utiliza para amplificar
una sefial de corriente a una de voltaje proporcional. La composicién de este
amplificador se muestra en la Figura 3.12.

Para comprender el funcionamiento de este amplificador debemos tomar
en cuenta que entre ambas terminales existe tierra virtual y que por las
mismas caracteristicas de los amplificadores operacionales existe una gran
impedancia de entrada en sus terminales y por lo tanto, el inico camino que
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Sefial de colrriente

+5V

GND

Figura 3.12: Amplificador operacional convertidor de corriente a voltaje.

encuentra la senal de corriente generada i, es por conducto de la resistencia
de realimentacion y como resultado se obtiene un voltaje de salida vyr4 que
estd dado de la siguiente manera:

VTiA = —Rf X ig, (310)

donde Ry es la resistencia de realimentacion y su magnitud determina la
ganancia de la sefial de corriente i,. Para poder elegir el valor de Ry [73] se
debe tomar en cuenta el valor maximo de voltaje de amplificacion v,,q., €l
valor minimo de voltaje v,,;, v la corriente maxima que se desea medir %,,,,.
Con lo mencionado anteriormente, el valor de la resistencia se calcula de la
siguiente manera:

Ry = Jmoz — Tmin, (3.11)

Zmalr
Para este trabajo se emplearon distintos valores de resistencias para Ry de
acuerdo a los valores de corriente que se median, por lo tanto, en el siguiente
capitulo en cada una de las pruebas se menciona el valor de resistencia uti-
lizado en las pruebas realizadas. Los valores que se mantuvieron constantes
son el voltaje v,,q. v €l voltaje v,,;, con valores de 5 V y 0 V respectivamente.

3.4.3. Acondicionamiento de las senales

Se realizaron dos ajustes a las sefiales involucradas en la unidad de detec-
cién, el primero de ellos tiene que ver con la salida de voltaje del amplificador
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de transimpedancia y el segundo esta relacionada directamente con la senal
de trabajo.

En cuanto a la senal de salida del amplificador de transimpedancia, se
puede observar en la ecuacion 3.10 que, existe un signo menos que acompana
al producto de la resistencia por la corriente debido a que es una configuracion
inversora y por lo tanto, el voltaje de salida esta defasado 180°, lo cual, no
refleja el comportamiento original de la corriente de salida del sensor. A fin de
eliminar el defasamiento de la senal se agrega un amplificador operacional a la
salida de amplificador de transimpedancia en configuracién inversora [72] y de
ganancia 1 para conservar la amplitud. La configuracion inversora se muestra
en la Figura 3.13 y su voltaje de salida estd representado del siguiente modo:

Vo = —— X —UTIA (312)

en la ecuacion la division entre Ry y R; establece la ganancia de voltaje, pero
dado que es 1 ambas tienen el mismo valor que se establecié en 10kS2. De
esta manera al sustituir en la ecuacién anterior se tiene que:

10000

o= — T~ X — o — y
% 10000 UTIA v UTrA

asi se elimina el defasamiento y recuperamos la forma original de la senal
proporcional a la corriente.

R1
10k

1
—

J2
Voltaje de silida TIA

GND +5V

Figura 3.13: Amplificador operacional inversor.
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Para cubrir las necesidades de los amplificadores operacionales en las
configuraciones transimpedancia e inversora se utilizo el circuito integrado
ADS8066 fabricado por Analog Devices que es un encapsulado que contiene
dos amplificadores operacionales basados en transistores fastFET de bajo
ruido de operacién (7 nV/vHz y 0.6 fA/v/Hz), con un ancho de banda de
145 MHz y un voltaje de operacion de 5 V.

El segundo ajuste realizado tiene que ver con la senal de trabajo que es
ingresada al primer electrodo y como se ha estado mencionando, la sensibili-
dad de un sistema C*D reside en la resistencia de la sustancia bajo prueba.
El modelo eléctrico del sistema esta representado por tres capacitores y una
resistencia, de ahi que generalmente se utilicen senales de frecuencia rela-
tivamente altas que atenten la parte reactiva de la impedancia total que
representa el sensor para el sistema.

Las frecuencias de trabajo para un sistema C*D van desde los 200 kHz
hasta 2.5 MHz y como se habia anticipado al realizar un barrido de frecuen-
cias con el sensor en el rango mencionado se observa, como en la grafica de
la Figura 3.14 que, conforme la frecuencia aumenta, el voltaje de salida tam-
bién lo hace, no obstante, al depositar una sustancia sobre los electrodos la
sensibilidad del sistema era insuficiente incluso en el valor més alto del rango.

0.2

0.18f

0.167

0.14f
0.12¢

Voltaje DC [V]
o

0.087

0.06 \ \ \ s ‘ s ‘ ‘ ‘
1 1.214161.8 2 22242628 3

Frecuencia [Hz] x10

Figura 3.14: Gréfica del voltaje de salida del rectificador en funcién de la
frecuencia.

Lo anterior esta relacionado directamente con los electrodos elegidos, ya
que, como se ha mencionado en otros trabajos [56,74,75] el pequefio espacio
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entre los electrodos provoca que tengan una resistencia pequena, igualmente,
los capacitores que se forman tienen una capacitancia reducida (ordenes de
hasta femtoFarads en algunos casos) lo que resulta contraproducente ya que,
incluso en frecuencias altas su aportacion a la impedancia total es mucho
mayor a la resistencia y por tal motivo, la sensibilidad del sistema se reduce.
Aunado a lo anterior resulta necesario considerar a la capacitancia parasita
que aporta de igual manera a la reduccién en la sensibilidad del sistema
aunque en menor medida.

Para comprobar lo ya mencionado se utilizé un analizador de impedancias
(Analog Discovery 2 Digiligent) que nos permitié observar los parametros
eléctricos de los electrodos, obteniendo valores de resistencia de 802 2 y de
11.2 pF para los capacitores.

Con el fin de enfrentar esta problemética se decidié aplicar el concepto
de frecuencia de resonancia [44] que, es aquella donde la reactancia capaci-
tiva X¢ y la reactancia inductiva X de un circuito tienen el mismo valor.
Para entenderlo de mejor manera se considera que la impedancia Z total del
circuito RLC [44] en serie estd dada como:

Z=R+j(X,—X.), (3.13)

y en el caso en donde X, = X, se tiene que:

Z =R.

Bajo este concepto se agrego un inductor de 470 uH que estd conectado
en serie con el primer electrodo y se encontré la frecuencia de resonancia que
estd definida como:

1
fr= VIO (3.14)

al sustituir los valores de capacitancia e inductancia utilizados tenemos que
la frecuencia es de aproximadamente 2.2 MHz, sin embargo, con la ayuda de
un analizador de redes (Analog Discovery 2 Digiligent) se integré el arreglo
mostrado en la Figura 3.15 con el cual al realizar un barrido de frecuencias
que iba desde 1 MHz hasta 3 MHz se pudo observar que la frecuencia de
resonancia real es de aproximadamente 2 MHz que es la frecuencia que se
programo en el generador para realizar las pruebas que se presentan en el
siguiente capitulo. En la grafica de la Figura 3.16 se observa los resultados
arrojados por el analizador de redes y como se esperaba en la frecuencia de
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resonancia se observa la mayor amplitud considerando que la impedancia se
reduce drasticamente.

Unidad de deteccién

V\Vin
Y/

lout
Generador de
Funciones

 \/ANALOG
DISCOVERY!|

= J/\ADIGILENT /| d
/ \ 5

l Analizador
de
Redes

Figura 3.15: Arreglo formado con el analizador de redes Analog Discovery 2
Digiligent.

2.5

‘frgR‘

1.5}

Amplitud Voltaje [V]

0

112141618 2 22242628 3
Frecuencia [Hz] c®

Figura 3.16: Grafica de la amplitud de la senal de salida en funcién de la
frecuencia.
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3.5. Rectificador de senal

Con el propésito de poder observar y analizar los cambios en amplitud del
voltaje de salida de la etapa anterior se rectifico la senial, de tal manera que,
se obtuviera un voltaje de corriente continua proporcional a su voltaje eficaz
Vrus, €l cual contiene la informacién necesaria y con el que también resulta
mas sencillo promediar los valores de amplitud. Para realizar esta accion se
utiliza un rectificador de precision.

R2 R4 RS

Figura 3.17: Circuito electrénico basico de un rectificador de precision.

Un rectificador de precisién [72] es un circuito electrénico basado en am-
plificadores operacionales encargado de obtener un voltaje pulsante o recti-
ficado que, en comparaciéon con los rectificadores pasivos puede trabajar con
seniales con una amplitud por debajo del voltaje de encendido de un diodo
rectificador.

En la Figura 3.17 se muestra el circuito basico de un rectificador de preci-
sion de onda completa que esta compuesto por dos amplificadores, dos diodos
y varias resistencias. Su funcionamiento se puede explicar planteando dos ca-
sos que involucran al semiciclo positivo y al negativo de la senal de entrada.

Cuando se presenta el semiciclo positivo, la salida del amplificador Al es
negativa y por lo tanto, el diodo D1 esta polarizado directamente, mientras
que, el diodo D2 esta polarizado inversamente. Con lo anterior podemos
contemplar al amplificador A1 como si estuviera en configuracioén inversora
y su salida es:
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VoAl — — (Zj) V;. (315)

La salida de Al va directamente a la terminal inversora del amplificador
A2 y considerando que la terminal inversora de Al y la terminal no inversora
de A2 se encuentran unidas podemos decir que son equipotenciales con un
voltaje de cero, en consecuencia, también podemos considerar al amplificador
A2 en configuracién inversora y su voltaje de salida esta dado como:

R
vy = — (Pj’) Yo, (3.16)

sustituyendo de la ecuaciéon 3.15 se tiene:

w=-(7) (- (7))
o R4 Rl (2 )
y tomando a R; = Ry = R4 = Ry se puede concluir que:

Vp = ; (3.17)

En el caso del semiciclo negativo la salida del primer amplificador es
positiva, de aqui que, el diodo D1 se encuentra polarizado en inversa y el
diodo D2 estd polarizado en directa. Al igual que en el caso anterior Al puede
verse como un amplificador inversor solo que en este caso las resistencia de
realimentacion es R3 y su salida se puede expresar como:

R3>
Voal = — | — | v;. 3.18
n=—(F (3.18)

Ahora la salida de A1 ingresa por la terminal no inversora del amplificador
A2 y observando que ambas salidas inversoras son equipotenciales se puede

concluir que se encuentran conectadas a tierra y por lo tanto, el amplificador
A2 puede considerarse un amplificador no inversor cuyo voltaje de salida es:

R
Vo = <1 + Ri) VoAl (3.19)

sustituyendo de la ecuaciéon 3.18 se tiene:

o () (- ()0,
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para este caso debemos considerar que Ry = Ry = R; = 2R3 y de este modo
se establece que el voltaje de salida es:

v, = ;. (3.20)

Basandose en lo anterior se puede concluir que el rectificador de preci-
sién es un circuito que transmite ambos semiciclos de una senal de corriente
alterna pero los convierte a una sola polaridad en su salida.

Para este trabajo se disefié un rectificador de precision cuyo circuito se
muestra en la Figura 3.18. El arreglo que se propone se puede explicar en
tres etapas. En la etapa 1 se conserva el amplificador que representa el nu-
cleo del rectificador, sin embargo, su salida es enviada a una etapa de filtrado
(Etapa 2), la cual elimina las pulsaciones de la senal previamente rectificada
y entrega un voltaje a directo a su salida, + VDC y -VDC, para el semiciclo
positivo y negativo, respectivamente. Por ultimo la etapa 3 estd compuesta
por dos amplificadores no inversores con ganancia 2 cuyas salidas represen-
tan al voltaje eficaz Vzys asociado a la sefial proveniente de la unidad de
deteccion, proporcionando la siguiente relacion:

V. = Vinrs (326) (f) (2)(2) = 1,0004Vinss (3.21)

3.6. Convertidor analégico-digital

El dltimo elemento del sistema Cy D propuesto es el convertidor analégico-
digital y su trabajo es recibir el voltaje de corriente directa proveniente de la
salida del rectificador y transformarlo en datos digitales que son enviados al
microcontrolador.

El convertidor seleccionado para esta tarea es el ADS1220 fabricado por
Tezxas Instruments mostrado en la Figura 3.19. Este convertidor cuenta con
una resolucion de 24 bits con un voltaje de referencia de 0 a 2.048 V que nos
permite ampliar la sensibilidad del sistema, permitiendo observar cambios
minimos en el voltaje de salida. También tiene una velocidad de muestreo
de hasta 2000 muestras por segundo, suficiente para las necesidades de este
trabajo considerando que se esta trabajando con voltajes de corriente conti-
nua. Por tltimo, se puede alimentar con una fuente de 5 V consumiendo una
corriente de tan solo 120 uA.

65



CAPITULO 3. DISENO DEL SENSOR DE CONDUCTIVIDAD C*D
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Figura 3.18: Circuito del rectificador de precision propuesto.

3.6.1. Principio de funcionamiento

El convertidor ADS1220 utiliza la técnica conocida como XA [7-9, 76]
para convertir el voltaje directo proveniente del rectificador a datos digitales.
La configuracion basica de este tipo de convertidores que se muestra en la
Figura 3.20 esta compuesta de: un modulador XA y un filtro digital que a su
vez esta conformado por un filtro digital paso-bajas y un filtro de diezmado.

El proceso comienza cuando la sefial continua es ingresada a la entrada del
modulador que se encarga de convertir la senal con solo 1 bit de resolucion,
a un senal de pulsos que representa el voltaje de la senal analégica como se
muestra en la Figura 3.21. Dicho de otra manera el modulador genera una
cadena de unos y ceros que al ser promediados puede obtenerse el valor de
amplitud de la sefial de entrada.

Al tener solo 1 bit de resolucién la conversion contiene un alto ruido
de cuantizacién, sin embargo, el mismo modulador esta compuesto por un
integrador que permite manipular ese ruido y enviarlo a frecuencias mas altas
que la frecuencia de muestreo f, y, dado que esta frecuencia debe ser por lo
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Figura 3.19: Convertidor analégico-digital ADS1220.
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Entrada . | Modulador LN

Analdgica Delta-Sigma

_____________________________ Frecuencia de datos

]
3 ]
| Filtro ™ i [
Digital Diezmador f——
Salida Digital

Figura 3.20: Composicién bésica de un convertidor tipo XA [7].

menos dos veces mayor a la frecuencia de la senal de entrada, la mayor parte
del ruido puede ser eliminado sin alterar la informaciéon que corresponde a
la senal. Para eliminar ese ruido de altas frecuencias se emplea un filtro que
generalmente es un filtro paso-bajas digital de promediado que tiene una
frecuencia de corte igual a fs.

El proceso concluye cuando los datos de salida del filtro paso-bajas son
ingresados al filtro de diezmado y para comprender su funcionamiento es
necesario recordar que la trama de datos o el tren de pulsos trabajan en
la frecuencia de muestreo y aunque esto permite reconstruir la sefial original
con una alta resolucién se requeriria de una gran capacidad de procesamiento
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Figura 3.21: Flujo de pulsos a la salida del modulador [8].

para trabajar con tantos datos, de ahi que sea necesario ralentizar el flujo de
estos. Para realizar dicha accién se emplea el filtro de diezmado que descarta
algunas de las muestras a un ritmo determinado por una frecuencia f,, y asi,
se puede establecer una relacion entre fy v fq que se conoce como frecuencia
de diezmado (DR) y representa al nimero de muestras a la salida por cada
muestra que envia el modulador. DR puede verse como:

_

fa

El descartar datos puede verse como una desventaja, no obstante, se debe
considerar que el convertidor sigue trabajando dentro de un ancho de banda
que contiene a la frecuencia de la senal de entrada y bajo este concepto se
puede elegir una frecuencia f; que actué como frecuencia de corte, que sea
muy cercana a la frecuencia original y que reduzca aun mas la cantidad de
ruido, dando asi como resultado un DR de valor alto. Este proceso puede
observarse en la Figura 3.22 que muestra a la senal en el dominio de la
frecuencia y el efecto de diezmado.

Para concluir se puede decir que aunque a la salida del filtro de diezmado
la cantidad de puntos se menor, seguiran siendo suficientes para crear una
copia digital y fiel de la senal analdgica.

DR (3.22)

3.6.2. Configuracion del convertidor ADS1220

Antes de explicar el proceso de configuracion del convertidor ADS1220
es necesario mencionar algunas otras de sus caracteristicas adicionales a las
ya mencionadas al principio de esta seccion, entre las que se encuentran: 4
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Ruido de cuantizacion
fs/fp = frecuencia de diezmado (DR)

TFFFFF FFFFFF

Figura 3.22: Proceso de diezmado de los datos [9].

canales de entrada con los cuales se pueden realizar medidas diferenciales
entre canales de entrada, adicionalmente, la senales de entrada pueden ser
amplificadas internamente ya que cuenta con un amplificador de ganancia
programable (PGA) con ganancias de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128, sin embargo,
al amplificar la senal reduce el voltaje de referencia que es por defecto 2.048
V.

La configuracion del convertidor es muy similar a la del generador de
funciones, puesto que comparte el mismo protocolo de comunicaciéon SPI
ya explicado en la seccién correspondiente al microcontrolador y, por otro
lado, también cuenta con una memoria que puede modificarse para recibir
instrucciones y enviar informaciéon. Dentro de esa memoria cuenta con un
registro principal de control que le permite al usuario modificarlo para que el
convertidor realice acciones de prendido y apagado, de reinicio, de comienzo
de conversion, de lectura y escritura en otros registros de memoria y de entrar
en estado de suspension.

El segundo registro de memoria importante es del modo de conversién
que puede ser: continuo para una sola terminal, continuo en medida diferen-
cial, intermitente para una sola terminal, intermitente en medida diferencial.
Otros registros son los que establecen la ganancia del PGA, el voltaje de
referencia que puede ser el de 2.048 V o uno externo que el usuario puede

definir.

También es posible establecer la velocidad de muestreo que puede ser
de 20, 45, 90, 175, 330, 600 y 1000 muestras por segundo, por ultimo, la
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resolucion del convertidor puede modificarse en un maximo de 23 bits ya que
el ADS1220 es capaz de recibir voltajes negativos y por lo tanto, utiliza uno
de sus bits para definir el signo del valor de amplitud.

La modificacion de cada uno de los registros de memoria mencionados se
lleva a cabo en el entorno de desarrollo de Arduino a través de la biblioteca
llamada Protocentral ADS1220 que nos permite establecer los parametros
del convertidor en un alto nivel y en pocas lineas de codigo.

El dltimo trabajo que queda por realizar es convertir los valores decimales
enviados por el convertidor al micrcontrolador a un valor de voltaje V' de la
siguiente manera:

n X V;e f
G x 227
donde n es el valor recibido por el microcontrolador, V,.r es le voltaje de
referencia elegido, G es el valor de ganancia seleccionado para el PGA y se
considera el valor maximo de resolucion de 23 bits.

Con este 1ltimo elemento se puede concluir la descripcién del sensor C*D
propuesto, de esta manera y, considerando la composiciéon nuclear de este
tipo de sensores se presento: la superficie aislante, la celda electroquimica, la
fuente de voltaje AC y la unidad de deteccion de senal, asi como otros elemen-
tos complementarios que permiten el acondicionamiento y el procesamiento
de las senales de trabajo, por lo tanto, en el siguiente capitulo se muestran
las pruebas que se realizaron con el sistema descrito y sus resultados.

V= (3.23)
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Capitulo 4

Pruebas y Resultados
experimentales

A fin de de corroborar el correcto funcionamiento del sensor pro-
puesto y cumplir con los objetivos planteados al principio de este
trabajo, se realizaron tres pruebas principales: prueba con elemen-
tos eléctricos pasivos, medicion utilizando soluciones de electro-
litos y la mds tmportante, el monitoreo de la presencia de agen-
tes patogenos por medio de conductividad eléctrica en muestras
de aguas residuales cuando se aplica la técnica de amplificacion
isotérmica LAMP. De esta manera en las siguientes Secciomes
se describen los materiales utilizados, los arreglos realizados, los
procedimientos y los resultados obtenidos para cada una de las
pruebas.

4.1. Prueba con elementos eléctricos pasivos

Como se ha estado mencionando a lo largo de este trabajo los sistemas
de tipo C*D observan los cambios en conductividad que estdn relacionados
directamente con la resistencia de la sustancia bajo prueba y por lo tanto,
esta resistencia puede ser emulada con una resistencia eléctrica de carbén
convencional.

La razoén principal de trabajar con resistencias convencionales es examinar
el desempeno del convertidor de corriente a voltaje en los rangos de corriente
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en los que trabajan los sistemas C*D [54] que van desde los pA hasta los
mA y teniendo en cuenta que al ser una resistencia la frecuencia de la senal
no es relevante. Para la prueba se seleccion6 un rango de corriente que va
desde 10 pA a 5 pA, considerando que es un rango que requiere de una gran
amplificacion y donde la senial pudiera contener gran cantidad de ruido. En la
seccion 3.4.2 se explicd que la resistencia de realimentacién del amplificador
de transimpedancia se selecciona de acuerdo al rango de corriente y de voltaje
con el que se va a trabajar y es calculada de acuerdo a la siguiente expresion:

Ry = Jmax — Tmin, (4.1)
Zma:c
donde v,,4, es el voltaje maximo con valor de 5 V, v,,;, es el voltaje minimo
con valor de 0 V e 7,,4, es el valor maximo de corriente en el rango seleccio-
nado, es decir, 10 pA. Sustituyendo de la ecuacion tenemos que el valor de
resistencia que necesitamos es de:
5—0
Ry = (10 x 10-5) — (5 x 10-9) P00k
Una vez que se conoce el valor de la resistencia de alimentacién se procede
a calcular el valor de la resistencia que actia como sustancia bajo prueba y
teniendo en cuenta que deseamos que fluya la corriente méxima, se puede
recurrir a la ley de Ohm [44] con la que se puede encontrar que la resistencia
que se requiere para que fluyan 10 pA de corriente es:

v 5
) 10 x 106 500kL},

es evidente que la relacién es uno a uno, sin embargo, si se necesita que fluyan
diferentes valores de corriente se deben elegir distintos valores de resistencias
y en este caso se eligieron 5 resistencias mas para tener distintos valores en
el rango seleccionado de acuerdo a la Tabla 4.1.

El siguiente ejercicio consiste en observar a través de la interfaz progra-
mada el voltaje a la salida del convertidor que es proporcional al valor de
corriente real observado por el convertidor de corriente a voltaje y, que debe
ser similar a los valores de corriente teodricos utilizando la misma resistencia
Ry.

Considerando que la interfaz muestra el voltaje del rectificador vgysg, €s
necesario reconstruir el valor de salida del convertidor a partir de la expresion
3.21, por otro lado, es imprescindible recordar que al ser un valor RM .S debe
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Tabla 4.1: Valores de corrientes tedricas para las pruebas de calibracién.

Resistencia [k2] | Corriente [pA]
500 10.0
600 8.33
700 7.14
800 6.25
900 5.56
1000 5.0

ser multiplicado por v/2 y el resultado de esa multiplicacién también debe
ser multiplicado por 2 para obtener el valor pico a pico de la senal original, o
dicho de otra manera, obtener el valor del voltaje de salida del amplificador
de transimpedancia vyy4 que queda de la siguiente manera:

UrrA = VRMS X \/§ X 2. (42)

Para cada resistencia se realizaron 5 mediciones tomando 500 muestras
que se promediaron y al finalizar se obtuvieron los valores de voltaje RM S
mostrados en la Tabla 4.2 al igual que los voltajes de salida del amplificador
de transimpedancia.

Tabla 4.2: Valores de voltaje RMS y voltajes pico a pico del TIA de las
pruebas de calibracion

Resistencia [kw] | vrars [V] | vrra [V]
500 1.69 4.79
600 1.45 4.09
700 1.21 3.43
800 1.10 3.12
900 0.98 2.78
100 0.93 2.63

Enseguida con los valores del voltaje de salida de amplificador de transim-
pedancia se obtuvieron los valores de corriente despejando de la ecuacion 3.10
del voltaje de salida:

i=— (4.3)
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Tabla 4.3: Valores de corrientes reales.

Resistencia [k2] | Corriente [pA]
500 9.58
600 8.18
700 6.87
800 6.24
900 9.57
1000 5.26

Con estos mismos valores se pudo obtener la grafica que se muestra en la
Figura 4.1 donde se observa el comportamiento de la corriente en funcion de
la resistencia y como se esperaba la corriente es inversamente proporcional a
la resistencia. Continuando con el analisis también se realizé el ajuste lineal
que indica como es que la resistencia ejerce un efecto lineal sobre la variable
de respuesta que en este caso es la corriente.

10X 0®
$ = - 8.589e-09 x + 1.339e-05
R? = 0.9423 O Corriente medida
—_ Ajuste lineal
< g °
9
o °
= o
3 6
(-]
(]
4

500 600 700 800 900 1000
Resistencia [kOhms]

Figura 4.1: Valores de corriente medidos en funcién de los valores de resis-
tencia nominales para las pruebas de calibracion.

Para finalizar se hizo la comparacion entre los valores de corriente tedricos
y los valores de corriente reales para poder establecer el porcentaje de error en
las mediciones. Los resultados se muestran en la Tabla 4.4 y de ahi podemos
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Tabla 4.4: Comparacion entre los valores de corriente tedricos y los valores
de corriente medidos

Corriente Teérica [uA] | Corriente Medida [pA] | % de Error
10.0 9.58 4.22
8.33 8.18 1.79
7.17 6.87 3.85
6.25 6.24 0.09
5.56 5.57 0.23
5.0 5.26 5.21

concluir que a pesar de que existe un error, este no va mas alla del 6 % y por
lo tanto, se encuentra dentro de los limites permisibles que indican que el
convertidor de corriente a voltaje se encuentra trabajando de forma correcta
y con lo cual entonces se pueden realizar pruebas con sustancias reales.

4.2. Medicion de conductividad en electroli-
tos

Los electrdlitos [77] son sustancias que en solucién permiten la conduccién
de la corriente eléctrica, debido a que se separan o se ionizan en un solven-
te dado, produciendo iones o especies quimicas cargadas eléctricamente. La
cantidad de iones que producen o que estan presentes en la solucién esta
relacionada con su capacidad para conducir la corriente eléctrica, o dicho de
otra manera, esta relacionada directamente con su conductividad. Lo ante-
rior, se puede comprobar al trabajar con soluciones que contengan diferentes
concentraciones de una sustancia de electrolitos.

Aunque se establece un cambio en la conductividad lo que se observa es
un cambio en la conductancia [78] de las soluciones cuando estédn deposita-
das sobre una celda de conductividad, de igual forma, al ser un cambio de
conductancia entonces se puede observar como un cambio de resistencia que,
de una u otra manera, son las variables a las que reaccionan los sensores de
tipo C*D. Por tal motivo, en distintos trabajos [15,19,53,55-59] donde se
han implementado estos sistemas se utilizan soluciones de electrélitos para
comprobar su correcto funcionamiento y una de las sustancias mas socorridas
para realizar dichas pruebas es el cloruro de potasio (KCl).

De esta manera la segunda prueba consiste en observar los cambios en el
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voltaje de salida del sistema cuando se depositan soluciones con diferentes
concentraciones de KCI sobre los electrodos recubiertos por el aislante. Las
concentraciones elegidas son 0.1 M, 0.2 M, 0.3M, 0.4 M y 0.5 M de KClI y
se depositaron sobre los electrodos 20 pl. de cada una de estas con la ayuda
de una jeringa para insulina con capacidad de 0.5 ml. También es necesario
mencionar que la resistencia Rf que se utilizé para esta prueba tiene un valor
680 €2, tanto en esta prueba como en la de aplicacion.

Como primer ejercicio se considerd que no solo se estaba depositando una
sustancia que provoca que la resistencia cambie sino que, en general puede
ser vista como una impedancia total [14], de tal forma que, si contiene una
parte reactiva, entonces la frecuencia de resonancia, la amplitud y la fase de
senal deberian verse afectadas por esta sustancia. Asi que, con la ayuda del
analizador de redes mencionado en la seccién 3.4.3 se realizo un andlisis en
frecuencia que permitiera observar los cambios en la senal debido a cada una
de las sustancias depositadas en los electrodos.

La prueba en concreto consistio en realizar 5 barridos de frecuencias de 1
MHz hasta 3 MHz tomando 1000 muestras a lo largo de ese rango para cada
una de las concentraciones elegidas y al final se promediaron los valores de
cada barrido. Los resultados de este ejercicio se pueden observar en la grafica
de la Figura 4.2.

2.5

— Control 50F — C(;ntrol
a) —0.1M KCI b) —0.1M KCI
0.2M KCl 0.2M KCl
27 —0.3M KCl —0.3M KCl
_ —0.4M KCl e 0r —0.4M KCl |1
>, — 0.5M KCl ol —0.5M KCl
o 157 1 2 |
> —_
= 2 50+
E 17 3
< e
05. -100
0 : : : : -150 : : : :
1.9 2 2.1 2.2 2.3 2.4 1.9 2 2.1 2.2 2.3 2.4
Frecuencia [Hz] «10° Frecuencia [Hz] «10°

Figura 4.2: Gréficas de amplitud (a) y fase (b) para cada una de las concen-
traciones de KCI.

Los resultados de esta prueba comprueban que como se esperaba la ampli-
tud y la fase se modifican para cada una de las concentraciones y que por tal
motivo existe una frecuencia de resonancia especifica en cada caso, también
resulta evidente que en el rango de frecuencias cada una de las partes que
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componen a la impedancia que representa a la sustancia bajo prueba, toma
un papel dominante en determinados puntos, siendo los puntos maximos en
la grafica de la amplitud los que representan la parte resistiva y que son los
que mas interesan en este andlisis. Con base en lo anterior se puede decir
que, los cambios de amplitud cuando se depositan diferentes concentraciones
son un reflejo de que la conductancia de las sustancias es distinta y que la
sustancia mas conductiva resulta ser la de mayor concentracién, en este caso
0.5 M.

Para observar de mejor manera se han separado los 3 parametros mas
importantes mostrados en la grafica de la Figura 4.2, es decir, amplitud, fase
y frecuencia de resonancia. De esta manera en las graficas de las Figuras 4.3,
4.5y 4.4 se puede observar el comportamiento de cada uno de los parametros
mencionados a partir de las diferentes concentraciones de KCl. En cada caso
se establecié una relacion lineal y con base en esta se encontraron los coefi-
cientes de la ecuacion lineal que mejor predice el comportamiento del sensor.
Por otro lado, el ajuste lineal ha permitido observar las discrepancias entre
los valores de salida del analizador que se han medido y los valores de salida
esperados. Por ultimo, se encontraron los coeficientes de determinacién para
cada caso y es evidente que los mejores resultados son para la frecuencia de
resonancia y la fase.

225
y = 0.3718*x + 1.989 5
221'R2 = 0.8987
—2.15
— )
©
2 21
=3 @
<205
. ®
?
® Datos KCI
Ajuste Lineal
1.95 : : : :
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion[M]

Figura 4.3: Cambios de amplitud cuando se utilizan diferentes concentracio-
nes de KCIL.

El segundo ejercicio que se realizdé con las sustancias de electrolitos fue
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5 x10*
¢
4y =8.806e+04*x - 4051
R? = 0.9466
L3 §
©
(&)
g 2 8
=}
]
! o
B
09 & Datos KCI
Ajuste Lineal
-1 ‘ ‘ ‘ w
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion [M]

Figura 4.4: Cambios de la frecuencia de resonancia para cada una de las
concentraciones de KCl.
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Figura 4.5: Cambios de fase para cada una de las concentraciones de KCI.

observar los cambios en el voltaje de salida del sistema que mostraba la
interfaz programada para cada una de las concentraciones de KCI cuando
se utiliza una sefial sinusoidal con una frecuencia fija de 2 MHz. La prueba
consistié en depositar nuevamente con ayuda de la jeringa de insulina 20
1l de cada concentracién de KCl y posteriormente tomar 500 muestras del
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voltaje de salida para cada una en 5 ocasiones para al final promediar los
valores. Los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 4.5 y en la
gréafica de la Figura 4.6.

Tabla 4.5: Valores de voltaje de salida para cada concentracion junto con la
desviacion estandar de cada medicion.

Concentraciéon KCI Voltaje R.M S Desviacién estandar
M] promedio V]
V]

0 1.328 0.07009
0.1 1.314 0.07391
0.2 1.302 0.07318
0.3 1.279 0.07080
0.4 1.269 0.06649
0.5 1.245 0.06086
1.5

14+

-
w

Voltaje RMS [V]
o

117+

a2 ah q)“ q,N\ b 5\“
5 £ \(\0\0' \(\0\0‘ %\0\0' \(\0\0‘ \(\0\0‘

Figura 4.6: Valores de voltaje RMS que arrojé el sistema C*D.

De este segundo ejercicio se puede mencionar que para cada una de las
concentraciones existe un valor distinto de voltaje a la salida del sistema,
esto quiere decir que cada una de las sustancias presenta su propio valor de
conductividad, sin embargo, en este caso se observa que mientras la concen-
tracion aumenta, el voltaje disminuye, esto se debe a lo ya visto en la prueba
anterior en donde la frecuencia de la senal juega un papel importante en la
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amplitud de la senal. Lo anterior no representa ningtin problema ya que el
sistema es capaz de diferenciar entre una sustancia u otra de acuerdo a su
capacidad conductiva.

Ahora que se ha comprobado el correcto funcionamiento del sistema con
sustancias reales, es momento de darle una aplicacion real al sistema, que en
este caso es realizar el analisis de una sustancia que resulta de una amplifi-
caciéon de ADN de tipo LAM P de un agente patdgeno.

4.3. Monitoreo de los cambios de conductivi-

dad eléctrica debido al método de ampli-
ficacion LAMP

La ultima prueba que se realizo es una aplicacion directa para el sistema
C*D propuesto, en donde se observan los cambios de conductividad a tra-
vés del voltaje de salida cuando se utiliza como sustancia bajo prueba una
solucion que contiene el acido nucleico de un agente patégeno que ha sido
amplificado por medio de la técnica LAM P.

El objetivo principal de esta prueba es comprobar que el sistema puede
diferenciar entre una sustancia que si contiene el acido nucleico y una que no
lo contiene para poder establecer un diagnoéstico. Por otro lado, también se
busca que el sistema no solo sea capaz de entregar un resultado positivo y
negativo, sino que, al igual que en la prueba pasada tenga la oportunidad de
diferenciar entre concentraciones, para que mas adelante pueda cuantificar
la carga del patogeno que se encuentra en la sustancia, en caso de que sea
utilizado para esta aplicacion.

Cuando se realiza un amplificacion de acidos nucleicos a través de la téc-
nica LAM P la sustancia resultante del proceso experimenta un cambio en
su conductividad eléctrica [13,19] debido a que cuando el ADN objetivo es
separado y la polimerasa utiliza los iones de magnesio para unir los nucle6-
tidos a las cadenas simples, se genera un cambio en las fuerzas iénicas de la
mezcla. Esta reaccion se puede describir con las siguientes ecuaciones:

(DNA), _,+dNTP — (DNA), + P07 +2H", (4.4)

PO 4 2Mg*" — Mg, P,O7 |, (4.5)
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2Tris +2H™' < 2Tris — HY, (4.6)

estas ecuaciones muestran que cuando la polimerasa (dsDNA) utiliza a los
iniciadores y a los nucledtidos (ANTPs) para formar nuevas cadenas se pro-
duce una sal de pirofosfato de magnesio y protones. Asi el consumo de los
iniciadores y los nucleotidos, mas la sal que se forma, dan lugar a un cam-
bio en la fuerza iénica general de la solucion LAMP que contiene el acido
nucleico del patdgeno.

Para esta prueba se utilizaron 5 concentraciones de una soluciéon LAM P:
0.001x1073,0.01x1073,0.1x1073, 1x1073 y 10x 1073, todas dadas en ng/ulL.
Para la prueba se depositaron 20 uL. de cada una de las concentraciones so-
bre los electrodos, posteriormente con ayuda del analizador de redes se hizo
un barrido de frecuencias de 1 MHz hasta 3 MHz tomando 1000 puntos a lo
largo de ese rango para cada una de las concentraciones y los resultados se
pueden observar en la gréfica de la Figura 4.7.
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Figura 4.7: Graficas de amplitud (a) y fase (b) para cada una de las concen-
traciones de la soluciéon LAMP.

Los resultados de esta prueba arrojan que para cada una de las concentra-
ciones de la solucién LAMP existe una frecuencia de resonancia caracteristica
y de este modo se puede decir que existe un valor propio de impedancia con-
siderando el defasamiento que hay entre cada una de las curvas. Una vez mas,
cada punto maximo representa la conductancia de cada una de las soluciones
bajo prueba y considerando que conforme aumenta la concentracion de las
muestras también aumenta la amplitud se puede decir que son directamente
proporcionales.
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Para corroborar lo anterior se realizd el mismo ejercicio que en la prueba
anterior del KCl y se analizaron por separado los comportamientos de la am-
plitud, la fase y la frecuencia de resonancia en funcién de la concentracion de
la soluciéon LAM P, pero, en este caso se utilizo la escala logaritmica conside-
rando la magnitud de las concentraciones. Los resultados de este andlisis se
muestran en las Figuras 4.8, 4.9 y 4.10, en donde se observan las ecuaciones
lineales que permiten modelar el comportamiento del sensor con las distintas
concentraciones. El ajuste lineal por otro lado nos muestra el comportamien-
to ideal de cada parametro y en este caso la amplitud y la fase resultan ser
los mejores medios para caracterizar cada una de las concentraciones tenien-
do en cuenta los valores de los coeficientes de determinaciéon R? obtenidos
(0.9915 y 0.9815 respectivamente).

2.3
$
y =0.09981*x + 2.131 1
221 7, .
R =0.9915
% 21t ¢ ]
>
%
E 2+ i
<
¥
1.9+ .
® Datos LAMP
{ Ajuste Lineal
18 1 1 1
-3 -2 -1 0 1
Log(Concentracion)

Figura 4.8: Cambios de amplitud cuando se utilizan diferentes concentracio-
nes de la solucion LAM P.

Por otro lado, con estas mismas ecuaciones se han obtenido los valores de
sensibilidad del sistema para cada uno de los parametros. Para la amplitud
se obtuvo un valor de 0.0998 m, para la frecuencia se tiene un valor
de 5371 ﬁgz/um’ mientras que, para la fase se obtuvo un valor de -3.004

grados

Log(ng/pL) " . . » .
De igual forma, a partir de la informacién de las rectas de ajuste se en-
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Figura 4.9: Cambio en la frecuencia de resonancia para cada una de las
concentraciones de la soluciéon LAM P.

cuentra el limite de deteccién [79] que, es la concentracién minima de analito
en la muestra que puede ser detectada en el rango de concentracién que va,
desde 0.001-10 x1073 ng/uL. En el caso en donde se utiliza la amplitud de
la senial como parametro de deteccion se encontrd un limite de detecciéon de
0.5268x1072 ng/uL. Por otra parte, el limite de deteccién cuando se utiliza
la frecuencia es de 0.0509x 1072 ng/uL. Por ultimo, cuando se utiliza la fase,
el limite de deteccién es de 0.3876x 1073 ng/uL. Asi, se puede decir que el
sensor de conductividad es capaz de detectar si esta presente el acido nucleico
amplificado con la posibilidad de diferenciar entre distintas concentraciones a
través de diferentes parametros de deteccién. Para observar de mejor manera
los resultados obtenidos se presenta la Tabla 4.6.

Con esta prueba se puede corroborar que el sensor de conductividad C*D
propuesto, es capaz de detectar la presencia de un acido nucleico que ha
sido sometido a un proceso de amplificacién de tipo LAM P con base en los
valores de sensibilidad y los limites de detecciéon encontrados que, comparados
con instrumentos comerciales especializados en la cuantificacion de acidos
nucleicos, como lo son los fluorimetros [80, 81], resultan bastantes similares,
teniendo en cuenta que, los limites de deteccién de estos instrumentos son de
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Figura 4.10: Cambios de fase cuando se utilizan diferentes concentraciones

de la solucién LAMP.

Tabla 4.6: Valores de sensibilidad y limites de detecciéon para cada parametro

de medicion

Parametro de deteccion ‘ Sensibilidad ‘ Limite de deteccion
Amplitud 0.0998 @ 0.5268x 1073 ng/uL
Frecuencia 5271 fopmernry | 0-0509% 1073 ng/uL

Fase -3.004 #g/w 0.3876x 10~ ng/uL

hasta 0.005 ng/uL en un rango de concentracién que va desde los 0.5 pg/uL
hasta 4000 ng/uL. Con el andlisis de estos resultados solo resta dar una
conclusion que permita discutir si se han cumplido los objetivos propuestos

y plantear el trabajo a futuro que se pueda realizar con este sensor.
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Conclusiones y trabajo a futuro

En este trabajo de tesis se disend y se puso en funcionamiento un biosensor
eletroquimico de conductividad eléctrica sin contacto para el monitoreo de
especies bioquimicas que tuvo como aplicacion principal el reconocimiento de
un agente patoégeno en muestras de aguas residuales cuando son sometidas
a una técnica de amplificaciéon LAMP que se ha desarrollado en el Instituto
de Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México.

El biosensor utiliza la técnica conductimétrica conocida como C*D que,
en comparacion de las técnicas convencionales de conductividad, no provoca
efectos de polarizacion ni de erosion electroquimica y ademas, elimina com-
pletamente el riesgo de la contaminaciéon de la celda electroquimica al no
estar en contacto con la muestra bajo prueba.

Aprovechando la estrecha compatibilidad que existe entre los sensores
electroquimicos y la electrénica, se implemento un sistema C*D portable y
constituido por médulos electrénicos que permitieron la generacion, el acon-
dicionamiento y digitalizacion de senales de manera asequible. Es importante
resaltar que la celda electroquimica de este sensor esta constituida por un
arreglo de electrodos interdigitados que, de igual manera, no tienen un eleva-
do costo y contribuyen a la miniatiruzacion del sistema y al uso de muestras
minimas para poder entregar un resultado. Si bien, el uso de estos electrodos
introdujo una nueva probleméatica para el estudio de las muestras, también
permitio darle otro enfoque a su analisis a través de un estudio en frecuencia.
Junto con el hardware utilizado, también se desarrollo una pequena interfaz
con ayuda de las herramientas que ofrece el lenguaje de programacién Python
para que el usuario observar las variaciones de las senales provenientes del
sistema C*D y pueda guardar todos los datos obtenidos.
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Es asi que el sistema C*D presentado, resulta innovador considerando
que elimina el uso de cualquier instrumento de laboratorio y de esta manera
pueda representar una alternativa para realizar pruebas en cualquier lugar
que se requiera.

Con el hardware y software unificado se llevaron a cabo tres pruebas que
permitieran corroborar el correcto funcionamiento del sistema C*D. En prin-
cipio se realizé una prueba con elementos eléctricos pasivos con el objetivo
principal de comprobar que toda la electréonica estuviera trabajando de for-
ma correcta, en especial el amplificador de transimpedancia. Por lo tanto,
se simul6 un sistema bajo prueba con la ayuda de resistencias eléctricas de
carbono, bajo el hecho de que éstas no generarian ningin defasamiento en
la senal y por esta razén al conocer su valor nominal y relacionarlo con la
amplitud de la senal de voltaje se podia conocer la amplitud de la corriente
que circulaba por la resistencia. De esta manera, se eligieron distintas resis-
tencias y se calcularon los valores de corriente que en teoria debian circular
por las resistencias y al compararlos directamente con los valores obtenidos
a la salida del amplificador de transimpedancia las pruebas mostraron que
el sistema estaba trabajando correctamente considerando que los valores de
corriente mostrados a la salida eran muy similares a los valores teodricos al no
rebasar un porcentaje de error del 6 %.

Como segunda prueba se hizo el andlisis de soluciones de electrélitos que
permitiran observar, en primera instancia, los cambios en conductividad eléc-
trica al variar su concentracion. Para esta prueba se depositaron sobre la celda
electroquimica distintas concentraciones de cloruro de potasio (0.1 M, 0.2 M,
0.3 M, 0.4 M y 0.5 M), esperando que la senal de salida del amplificador de
transimpedancia tuviera una amplitud distinta para cada una de ellas. Para
realizar estas mediciones se tomo en cuenta que cuando se utilizan electro-
dos interdigitados las capacitancias de acoplamiento que se forman llegan
a ser tan pequenas que, sin importar que frecuencia se elija para la senal
de voltaje de entrada, éstas siempre opacarian la parte resistiva que es la
variable de interés, por tal motivo, se recurrié al concepto de frecuencia de
resonancia con la intencion de contrarrestar la parte capacitiva del circuito
equivalente. De este modo se agregé al diseno un inductor que contrarresta
la parte capacitiva y con ayuda de un analizador de redes se pudo encontrar
la frecuencia en donde ambas partes se eliminaban entre si, de tal forma que
solo se observaria la parte resistiva.

Con esta modificacién se realizé la segunda prueba en dos partes, la pri-
mera de ellas fue un analisis en frecuencia para cada concentracion de cloruro
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de potasio donde se observa y concluye que cada una de las concentraciones
podia ser vista como una impedancia de la cual se ateniia completamente su
parte capacitiva permitiendo asi resaltar el punto en donde la senal de salida
es maxima y representa la conductividad de la concentracién. En la segunda
parte se hizo el andlisis de cada muestra con una frecuencia fija que corres-
ponde a la frecuencia de resonancia de la celda electroquimica sin ningin tipo
de sustancia sobre su superficie, de tal forma que, cuando se deposite una
sustancia sobre la celda la amplitud de la sefial de salida del sistema C*D
se modifica. Al realizar esta prueba con cada una de las concentraciones de
cloruro de potasio, se obtuvieron distintos valores de voltaje a la salida del
sistema concluyendo que es capaz de diferenciar entre distintas sustancias de
acuerdo a sus propiedades eléctricas con una sensibilidad de 0.3718 V/M.

En la tltima prueba el sensor C*D fue utilizado para detectar la presencia
de agentes patogenos en muestras de aguas residuales que han sido sometidas
a la técnica de amplificaciéon isotérmica LAMP. Durante el proceso de ampli-
ficacion LAMP se liberan y se absorben iones en la solucion. De acuerdo con
la tasa de produccién de estos iones cambia la conductividad de la solucion lo
que representa la presencia del acido nucleico bajo prueba. Con base en esto,
se eligieron varias soluciones que contenian distintas concentraciones del ma-
terial genético del agente patogeno bajo prueba, y se colocaron sobre la celda
para realizar un analisis en frecuencia considerando que, esta prueba muestra
la conductancia caracteristica de cada una de las concentraciones. De esta
prueba surge una de las caracteristicas mas llamativas del sensor desarrollado
ya que, si bien es posible observar los cambios de conductancia por medio de
los cambios de amplitud, también es posible hacerlo a través de la fase y la
frecuencia. Cada uno de estos parametros de deteccion presentan su propia
sensibilidad y limites de deteccion, esto significa que el sistema podria ser ca-
paz de trabajar con diferentes concentraciones de acuerdo a las necesidades
de la sustancia bajo prueba que se quisiera analizar. De acuerdo a todo lo
anterior, se puede decir que el sistema, no solo es capaz de diferenciar entre
soluciones que contienen material genético amplificado y soluciones que no
lo contienen sino que, es capaz de diferenciar entre soluciones con diferentes
concentraciones de material genético.

Con las tres pruebas realizadas se reafirma el desarrollo de un sensor
C*D de hardware minimo en conjunto con una plataforma de analisis sencillo
que tiene la capacidad de realizar pruebas sucesivas de forma no invasiva y
eliminando completamente el riesgo de contaminacion de las muestras para
detectar la presencia de acidos nucleicos. Resulta relevante mencionar que el
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sensor propuesto no presenta ningun tipo de marcado o etiquetado y por lo
tanto, pudiera se empleado no solo para la deteccion de acidos nucleicos, sino
también para otro tipo de especies bioquimicas considerando que la superficie
de los electrodos reacciona en funcion de la sustancia que se le deposita.

La versatilidad de la técnica propuesta, y las modificaciones presentadas
respecto al estado del arte, constituye una innovadora solucién al problema
de C*D cuya aplicaciéon pudiera ser extensiva a diferentes procesos. Ejemplo
de ellos es que, ya se ha comentado el interés de que este sistema pudiera
ayudar a las investigaciones realizadas en el Instituto de Ingenieria de la
UNAM relacionadas con la epidemiologia basada en aguas residuales y con
distintas pruebas de electroforesis capilar.
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