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Resumen

En la dltima década, el uso del fendmeno de transmisién éptica extraordinaria
(EQOT, por sus siglas en inglés) ha experimentado un notable crecimiento, espe-
cialmente en el campo del biosensado. Los biosensores basados en EOT son
altamente sensibles a cambios en el indice de refraccion, permitiendo la detec-
cion precisa de biomoléculas en concentraciones extremadamente bajas. Este
proyecto se enmarca en el desarrollo y optimizacién de biosensores basados en
EOT.

El objetivo principal de este trabajo es adaptar un sistema biosensor basado en
el fendbmeno de transmision dptica extraordinaria a un sistema biosensor que
funcione en modo de reflexion, utilizando peliculas de oro nanoestructuradas.
Este nuevo sistema busca replicar las capacidades de deteccion del biosensor
basado en EOT cuando funciona en modo de transmision. La viabilidad de este
cambio a modo de reflexion se evalla principalmente a través de la sensibilidad
y precision en la deteccion de cambios en el indice de refraccién.

Para alcanzar este objetivo, se disefidé y evalué un montaje experimental en modo
de reflexion. Se utilizaron chips de oro nanoestructurados y se llevaron a cabo
mediciones de sustancias con diferentes indices de refraccién. El estudio incluye
la comparacion de los maximos y minimos de los espectros obtenidos. Ademas,
se compard la sensibilidad éptica del sistema en ambas configuraciones.

Los resultados muestran que es posible obtener una sensibilidad 6ptica de de-
teccion comparable en las dos configuraciones. Se observo que las posiciones
de los picos de reflexién varian linealmente con el indice de refraccion.

Este trabajo demuestra que la adaptacidén de un biosensor basado en transmision
Optica extraordinaria a un sistema de reflexion es viable y efectiva. El sistema bio-
sensor en modo de reflexion no solo mantiene la sensibilidad éptica del sistema
original, sino que también abre nuevas posibilidades para diferentes aplicaciones
en las que se puede determinar el indice de refraccién de sustancias que no son
transparentes a partir de medidas menos invasivas.






Summary

In the last decade, the use of extraordinary optical transmission (EOT) phenome-
na has experienced remarkable growth, especially in the field of biosensing. EOT-
based biosensors are highly sensitive to changes in refractive index, allowing the
accurate detection of biomolecules at extremely low concentrations. This project
is part of the development and optimisation of EOT-based biosensors.

The main objective of this work is to adapt a biosensor system based on the
extraordinary optical transmission phenomenon to a biosensor system operating
in reflection mode, using nanostructured gold films. This new system aims to
replicate the detection capabilities of the EOT-based biosensor when operating in
transmission mode. The feasibility of this switch to reflection mode is assessed
primarily through the sensitivity and accuracy in detecting changes in refractive
index.

To achieve this goal, an experimental setup in reflection mode was designed and
evaluated. Nanostructured gold chips were used and measurements of substan-
ces with different refractive indices were carried out. The study includes the com-
parison of the maxima and minima of the spectra obtained. In addition, the optical
sensitivity of the system in both configurations was compared.

The results show that it is possible to obtain comparable optical detection sensiti-
vity in the two configurations. The positions of the reflection peaks were found to
vary linearly with the refractive index.

This work demonstrates that the adaptation of a biosensor based on extraordinary
optical transmission to a reflection system is feasible and effective. The biosensor
system in reflection mode not only maintains the optical sensitivity of the original
system, but also opens up new possibilities for different applications in which
the refractive index of non-transparent substances can be determined from less
invasive measurements.
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Introduccion

1.1 Motivacion

En la dltima década, el uso del fendmeno de transmisidén éptica extraordinaria
(EOT, por sus siglas en inglés) ha experimentado un notable crecimiento, espe-
cialmente en el campo del biosensado. Los biosensores basados en EOT son
altamente sensibles a cambios en el indice de refraccion, permitiendo la detec-
cion precisa de biomoléculas en concentraciones extremadamente bajas [3].

La creciente demanda de diagndsticos médicos rapidos y precisos ha impulsa-
do el desarrollo de biosensores avanzados. Los biosensores basados en EOT
ofrecen la posibilidad de detectar una amplia gama de enfermedades, desde in-
fecciones virales y bacterianas hasta el cancer, con una precision y rapidez que
no se pueden lograr con métodos convencionales [4, 5, 6]. La capacidad de estos
sensores para operar en tiempo real en entornos complejos y con fluidos biologi-
cos los hace extremadamente valiosos en aplicaciones clinicas.

Ademas, la miniaturizacion y la integracion de estos sensores en dispositivos
portatiles pueden revolucionar el campo de la salud personalizada, permitiendo
el monitoreo continuo y no invasivo de la salud de los pacientes [7, 8]. Esto es
particularmente relevante en el contexto actual, donde la deteccién temprana y
el monitoreo constante son cruciales para el manejo efectivo de enfermedades
cronicas y emergentes.

Los biosensores basados en EOT han sido ampliamente utilizados para detectar
biomoléculas, estudiar la cinética de unién de pequefias moléculas a sus protei-
nas objetivo, y analizar respuestas celulares a factores microambientales[4]. Sin
embargo, su aplicacion en la deteccién de estructuras bioldgicas complejas como
las células ha sido limitada, aunque prometedora. En particular, estos sensores
pueden discriminar entre células tumorales y no tumorales debido a las diferen-
cias en la organizacién y estructura de la corteza de actina, una red de filamentos
de actina situada justo debajo de la membrana celular que es esencial para la
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division celular y la invasiéon tumoral[4].

El estudio de la reflexion optica en peliculas de oro nanoestructuradas para la de-
terminacién de indices de refraccion es crucial debido a varias razones clave. En
primer lugar, la reflexién Optica ofrece una alternativa complementaria a la trans-
misidn Optica extraordinaria (EOT), permitiendo la deteccién de biomoléculas y
células en condiciones donde la transmision no es viable o es menos eficiente.
Esto es especialmente relevante en entornos de quiréfano, donde la configu-
racion de sensores debe ser compacta, no invasiva y adaptable a superficies
irregulares. Los sensores basados en reflexién pueden ser integrados en instru-
mentos portatiles y utilizados in situ durante procedimientos médicos, proporcio-
nando resultados en tiempo real sin la necesidad de complejas configuraciones
de laboratorio. Ademas, el uso de la reflexion dptica mejora la robustez del siste-
ma frente a perturbaciones externas y permite su aplicacion en fluidos biolégicos
opacos o altamente absorbentes. La capacidad de estos sensores para operar
eficientemente en entornos clinicos y quirirgicos expande significativamente su
utilidad y potencial impacto en el diagnostico y tratamiento de enfermedades,
contribuyendo al avance de la salud personalizada y la medicina de precision.

1.2 Marco teodrico

La luz es una forma de radiacién electromagnética que se propaga en forma
de ondas transversales. Estas ondas estan compuestas por campos eléctricos y
magnéticos que oscilan perpendicularmente entre si y a la direccion de propa-
gacién de la onda. La luz, al igual que todas las ondas electromagnéticas, puede
describirse por parametros como la longitud de onda, la frecuencia y la velocidad
de propagacion.

En medios homogéneos, las ondas electromagnéticas se propagan de acuerdo
con las ecuaciones de Maxwell, y su comportamiento dependen del indice de
refraccién del medio. Sin embargo, en situaciones donde la luz interactua con
interfaces entre medios con indices de refraccidn diferentes, se pueden producir
fendmenos interesantes como la reflexion, la refraccién y la generacién de ondas
evanescentes [9].

La necesidad de biosensores eficaces y precisos es critica en el campo de la
biomedicina, especialmente para la deteccion y caracterizaciéon de células tumo-
rales. El desarrollo de métodos rapidos y sin etiquetas para diferenciar entre cé-
lulas tumorales y normales en muestras bioldgicas sigue siendo un desafio [4].
La capacidad de detectar y analizar células individuales en tiempo real podria
proporcionar informacién valiosa para el diagnostico y tratamiento del cancer,
asi como para la investigacién de procesos celulares clave como la proliferacion,
diferenciacion y migracion [5, 6, 10].
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Ondas evanescentes

Una onda evanescente es una onda no propagante en un campo cercano cuya
intensidad muestra un decaimiento exponencial con la distancia desde el limite
en el cual la onda se produjo [5]. Este fendmeno ocurre debido a la necesidad de
continuidad de los campos electromagnéticos en las fronteras entre medios con
diferentes propiedades [10]. Las ondas evanescentes son una propiedad general
de las ecuaciones de ondas y pueden ocurrir en cualquier contexto donde estas
ecuaciones sean aplicables [11].

La ecuacion de onda en un medio homogéneo se puede expresar como:

J’E
VE—pe—5 =0 1.1
He=5 (1.1)
donde E es el campo eléctrico, u es la permeabilidad del medio y € es la permi-
tividad del medio [5]. Cuando una onda electromagnética encuentra una interfaz
entre dos medios con diferentes indices de refraccion, la continuidad del campo
eléctrico y su derivada a través de la interfaz deben ser mantenidas [10].

Para una onda que incide sobre la interfaz con un angulo mayor al angulo critico,
no habra transmisién en el segundo medio, y se formara una onda evanescente
[12]. La solucion de la ecuacion de onda en esta situacidon muestra que el campo
decae exponencialmente con la distancia z desde la interfaz:

E(z) = Ege (1.2)

donde Ej es la amplitud inicial y £ es el nUmero de onda evanescente en la direc-
cién perpendicular a la interfaz [11].

Existen diversas formas de generar ondas evanescentes, tales como la reflexion
interna total en una interfaz entre dos medios, el uso de guias de onda Opticas y
la interaccidn con estructuras nanomeétricas como rejillas de difraccién o superfi-
cies plasmonicas [5]. Estas ondas son mas intensas cerca de la interfaz donde
se forman y se atentan rapidamente a medida que se alejan de ella [10].

La onda evanescente se caracteriza por:

» Decaimiento Exponencial: La amplitud de la onda evanescente decrece ex-
ponencialmente con la distancia desde la interfaz, lo que significa que su
intensidad es significativa solo en una regién cercana a la interfaz (de unos
pocos nandmetros a micrémetros) [4]. Una representacién grafica de este
fenédmeno se puede ver en la figura 1.1.

» Propagacion en la Superficie: Aunque la onda evanescente no se propaga
en el segundo medio, si lo hace a lo largo de la interfaz.

Las ondas evanescentes se forman en situaciones donde una onda electromag-
nética encuentra una interfaz con un material de indice de refraccion menor.
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Dielectric /\ /\ /\ /\
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Figura 1.1: Representacion esquematica de las ondas evanescentes que se propagan a lo largo de una interfa-
se metal-dieléctrico. La densidad de las oscilaciones de carga, asociadas con los campos electromagnéticos,
se denominan ondas de superficie-plasmones. A la derecha se muestra la dependencia exponencial de la
intensidad del campo electromagnético en funcién de la distancia desde la interfaz. Estas ondas pueden ser

excitadas de manera eficiente con luz en el intervalo visible del espectro electromagnético. [1]

Consideremos una onda incidente en la interfaz entre dos medios con indices
de refraccién n; y np, donde n; > n,. Para un angulo de incidencia mayor que el
angulo critico, se produce la reflexién total interna y, como resultado, se genera
una onda evanescente. La solucion de las ecuaciones de Maxwell en este con-
texto proporciona las ecuaciones que describen el comportamiento del campo
eléctrico y magnético de la onda evanescente.

La componente z del vector de onda en el medio 2 es imaginaria y se define

como.
N0 .
kzzziK:z—C \/n?sin? 6; — 13 (1.3)

El campo eléctrico E de la onda evanescente decae exponencialmente con la
profundidad z en el medio 2 y se puede expresar como:

E(x,z,1) = Ege b= @) =Kz (1.4)

donde: - Ey es la amplitud del campo eléctrico, - k, = %n;sin 6; es la componente
del vector de onda paralela a la interfaz, - k es el coeficiente de decaimiento
evanescente.

El campo magnético H asociado se describe por una expresion similar:

H(x,z,1) = Hye! ¥ =) g =Kz (1.5)

Aqui, Hy es la amplitud del campo magnético.

La profundidad de penetracion de la onda evanescente, definida como la dis-
tancia a la cual la amplitud del campo decae a 1/e de su valor en la interfaz,

es:

_ ¢ (1.6)

1
K an/;ﬁsin2 Qi—n%

Estas ecuaciones describen como las ondas evanescentes se forman y decaen
exponencialmente en el medio con menor indice de refraccion.

d, =
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Plasmones superficiales

Cuando un campo electromagnético interactla con la superficie de un metal, los
electrones libres del metal pueden resonar colectivamente, generando ondas de
densidad de carga que se propagan a lo largo de la interfaz. Estas ondas se co-
nocen como plasmones superficiales y son particularmente intensas en metales
como el oro y la plata debido a su alta densidad de electrones libres [10].

Los plasmones superficiales (SPs, por sus siglas en inglés) son un caso de onda
evanescente que ocurre en una interfaz metal-dieléctrico. Son oscilaciones cohe-
rentes de electrones en la superficie de un metal que se producen en respuesta a
un campo electromagnético incidente. Estas oscilaciones se generan en la inter-
faz entre un metal y un dieléctrico y estan confinadas a la superficie, decayendo
exponencialmente el campo electromagnético que producen en ambas direccio-
nes perpendiculares a la interfaz.

Para que un campo electromagnético incidente pueda excitar un plasmoén super-
ficial, debe cumplir ciertas condiciones especificas de longitud de onda y angulo
de incidencia. En particular, la frecuencia de la luz incidente debe coincidir con
la frecuencia de resonancia de los plasmones superficiales, y el componente del
vector de onda de la luz incidente a lo largo de la interfaz debe igualar al vector
de onda del plasmén superficial. Esta resonancia puede ser lograda mediante la
nanoestructuracidén del metal, como la creacién de rejillas o nanohendiduras, que
ayudan a acoplar la luz incidente con los plasmones superficiales al proporcionar
el momento adicional necesario para cumplir con las condiciones de resonancia
[10, 13].

La resonancia de plasmones superficiales (SPR, por sus siglas en inglés) es
un fendmeno en el cual estos plasmones son excitados resonantemente por la
luz incidente. La principal diferencia entre plasmones superficiales coherentes
resonantes y una simple oscilacién coherente de electrones radica en la reso-
nancia: mientras que la oscilacién coherente de electrones se refiere a cualquier
movimiento sincrénico de electrones, los plasmones superficiales coherentes re-
sonantes se refieren especificamente a aquellos que son inducidos y sostenidos
por la resonancia con un campo electromagnético incidente [10, 13].

Matematicamente, la condicion para la existencia de SPs en la interfaz entre
un metal y un dieléctrico se puede derivar de las ecuaciones de Maxwell, y se
expresa como:

en(®)+€,=0 (1.7)

donde ¢, (w) es la permitividad del metal, que depende de la frecuencia w de la
luz incidente, y €, es la permitividad del dieléctrico [10, 13].

Para un metal con una permitividad compleja ¢, () = €, + i€, la condicién de
resonancia se cumple cuando la parte real de la permitividad del metal es igual
en magnitud y opuesta en signo a la permitividad del dieléctrico.
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El vector de onda del plasmon superficial k,, se relaciona con el vector de onda
de la luz incidente k y el angulo de incidencia 6 mediante la siguiente expre-
sién:

ksp =ksin 6 (1.8)

La relacién de dispersion para los SPs describe como varia el numero de onda
del plasmén superficial con la frecuencia de la luz incidente. Esta relacién de
dispersion se puede escribir como:

o [ €.&
kyp = —4 | —— 1.9
=\ et ey (L.9)

donde k,, es el numero de onda del plasmon superficial, o es la frecuencia an-
gular de la luz incidente, y ¢ es la velocidad de la luz en el vacio. Esta relacion
de dispersion muestra las condiciones bajo las cuales los SPs pueden ser ex-
citados y cédmo estas condiciones dependen de las propiedades del metal y el
dieléctrico.

A continuacién, se muestra una grafica que ejemplifica las condiciones bajo las
cuales los plasmones superficiales entran en resonancia, en términos de la rela-
cién de dispersion:

1.
w/op .
w=cky
0.6
(Dsp:CDpf\/Z ——————————————————————————————————— R ———
0.61
w‘( €1€9 )1/'
¢ \€1 + €
0.4
0.2
;III
fll
U 05 1 15 2 25 3

ky (arbitrary units)

Figura 1.2: Relacién de dispersion para los plasmones superficiales. La linea azul representa la relacion de

dispersién de la luz en el vacio (@ = ck,), mientras que la linea roja muestra la relacién de dispersién de
o |/ €&
c £1+&
onda paralelo a la superficie (k,) coincide con el vector de onda de la luz incidente. [2]

los plasmones superficiales (k, = ). La frecuencia de los SPs (@) se alcanza cuando el vector de
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Transmision Optica Extraordinaria

La transmisién Optica extraordinaria (EOT, por sus siglas en inglés) es un fené-
meno Optico en el que la luz se transmite a través de una pelicula metalica con
aberturas de dimensiones inferiores a la longitud de onda de la luz, con una efi-
ciencia mucho mayor de lo que se podria esperar de la teoria clasica de la Optica.
Este fenémeno fue observado por primera vez por Ebbesen et al. en 1998 cuan-
do descubrieron que una matriz de agujeros en una pelicula metalica permitia
una transmisién de luz mucho mayor que la predicha por la teoria convencional
[6]. Dicha teoria convencional es la teoria de la difraccién de Bethe, desarrolla-
da por Hans Bethe en 1944. Bethe describié como las ondas electromagnéticas
interactian con pequenas aperturas en una pantalla metalica, generando cam-
pos electromagnéticos secundarios debido a las corrientes y cargas inducidas en
los bordes de la apertura.Este modelo tedrico es fundamental para entender los
principios basicos que determinan cémo se transmite la luz a través de apertu-
ras metélicas, y se expresa matematicamente mediante una expansion multipolar
[14].

En el desarrollo matematico de la teoria de Bethe, la potencia radiada P por una
pequena apertura circular en una pantalla metélica se puede aproximar mediante
la expansion multipolar de los campos electromagnéticos. La amplitud del cam-
po eléctrico E en la apertura se expande en una serie de modos multipolares.
El término dominante en la expansidn es el dipolar eléctrico, seguido por el cua-
drupolar eléctrico y asi sucesivamente. La expansién multipolar para el campo
eléctrico E y el campo magnético H en coordenadas esféricas se expresa co-
mo:

E(l’) = (almX[(rln) (kr) + blmxl(f,,) (kl’)) (1.10)

l

s
-

N
I
—_

s

l
y <c,m (kr) +d, X”(/«»)) (1.11)

I=1m=-1

1 2 . . - .
Donde Xl(m) y X,(m) son funciones vectoriales esféricas regulares e irregulares, res-
pectivamente, Yy a;,, bim, cim,di, SON 10s coeficientes multipolares que dependen
de las condiciones de frontera y la geometria de la apertura.

Este desarrollo matematico permite comprender cémo los diferentes modos mul-
tipolares contribuyen a la propagacién y transmision de la luz a través de peque-
nas aperturas, y cdmo estos efectos pueden ser manipulados para mejorar la
eficiencia de transmision, sin embargo, no predicen la transmisién extraordinaria
observada para algunas longitudes de onda superiores al diametro de las aper-
turas.

El fendbmeno de EOT se produce cuando la luz incidente genera plasmones su-
perficiales en la superficie de la pelicula metalica. Estos plasmones, a su vez,
excitan modos de resonancia en los agujeros, lo que permite que la luz sea
transmitida a través de la pelicula con una eficiencia sorprendentemente alta
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para algunas longitudes de onda. La condicién para la resonancia se puede des-
cribir por la relacion de dispersidén de los plasmones superficiales(ecuacion 1.9)

El mecanismo de EOT se puede entender mejor observando las interacciones
entre la luz incidente, los plasmones superficiales y los modos de resonancia en
los agujeros. Cuando la luz incide sobre la pelicula metélica, excita plasmones
superficiales en la interfaz entre el metal y el dieléctrico. Estos plasmones luego
excitan modos de resonancia en los agujeros, que actian como antenas, per-
mitiendo que la luz sea transmitida a través de la pelicula. La eficiencia de esta
transmision esta fuertemente influenciada por la geometria de los agujeros, su
distribucion periddica y la longitud de onda de la luz incidente.

La condicién de resonancia de los plasmones superficiales esta relacionada con
la periodicidad a de la matriz de agujeros y, en el caso de una matriz cuadrada,
puede describirse mediante la ecuacion:

a Em&a
p— () — 1.12
7 \/m2+n2 En+ &g ( )

donde 4,,, es la longitud de onda de la luz en la que ocurre la resonancia para
los érdenes (m,n) donde m y n son numeros enteros y periodicidad a.

Anomalias de Rayleigh

Las anomalias de Rayleigh son otro aspecto importante a considerar en el es-
tudio de la EOT. Estas anomalias ocurren cuando la longitud de onda de la luz
incidente coincide con las longitudes de onda especificas(descritas por la ecua-
cion 1.13) determinadas por la estructura periddica de la matriz de agujeros, lo
que da lugar a una fuerte difraccién de la luz. La condicién para las anomalias
de Rayleigh puede expresarse como:

Ap = —2

msin 6

(1.13)

donde Ax es la longitud de onda de la anomalia de Rayleigh, a es la periodicidad
de la matriz de agujeros, m es el orden de difraccion, y 6 es el angulo de inciden-
cia de la luz. Las anomalias de Rayleigh se observan como picos intensos en los
espectros de transmisidén y se superponen a los picos de EQT [5].



Objetivos

El objetivo de este trabajo es desarrollar un sistema de deteccion que utilice
reflexion Optica en lugar de transmision para la deteccién de células y tejidos
tumorales. Este nuevo sistema busca replicar las capacidades de deteccién del
biosensor basado en EOT, previamente utilizado con éxito en modo de transmi-
sion [4], para obtener resultados comparables mediante reflexion. Ademas, se
pretende que el nuevo sistema sea portatil, lo que facilitaria su uso en diversas
aplicaciones biomédicas y permitira la realizacién de mediciones fuera del labo-
ratorio.
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Métodos

En este capitulo se explica el montaje experimental con el que se han tomado
las medidas tanto por transmisién como por reflexién. También se explica cémo
se han analizado las mediciones con el cédigo que se ha programado en python.
Para complementar el sistema de toma de medidas se explica la estructura de
los chips utilizados para la medicién y las muestras que se han medido a lo
largo del trabajo. Por ultimo se explica una medida de ejemplo para ilustrar el
proceso.

3.1 Método experimental

El montaje experimental y el sistema de medida varian para cada caso debido
a las dos situaciones de medida distintas, la del montaje de transmision y la del
montaje de reflexién.

En primer lugar se definira el montaje y el método de medida de transmisién ya
que es la base del trabajo y el sistema que ha probado funcionar correctamente
en trabajos anteriores.

Transmision

El montaje en el régimen de transmision es el representado en la figura 3.1 don-
de: el elemento 1 corresponde al microscopio utilizado para la toma de la imagen
del chip con la muestra. Este microscopio tiene una fuente de luz integrada que
se utiliza para la iluminacion del chip y por ende para la produccién de los co-
rrespondientes efectos plasmoénicos. El elemento 2 de la figura corresponde a un
joystick conectado a la plataforma del microscopio que permite el movimiento de
la muestra con gran precisidon y registro de coordenadas. El elemento 3 de la figu-
ra corresponde a la primera parte del espectrometro, véase, la red de difraccién
que separa la luz espectralmente. La luz que va al espectrémetro se encamina

17
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mediante una fibra éptica multimodo que recibe la imagen de la muestra y esta
conectada al microscopio. Una vez separada la luz espectralmente esta se dirige
al elemento 4 de la figura, un detector compuesto por una serie de CCDs que
captan la luz con cierta separacién. Este detector esta refrigerado por efecto Pel-
tier para minimizar el ruido detectado por los CCDs tomando las medidas a una
temperatura de -65°C. Los datos recogidos por este detector van al elemento 5
de la figura, el ordenador con el que se procesa la sefal. En este ordenador con
el programa asociado al espectrometro se asigna la intensidad de luz captada en
cada CCD a una longitud de onda.

El sistema de toma de datos con este montaje consiste en los siguientes pa-
SOS:

1. Toma del espectro de oscuridad: Este espectro se toma una sola vez al
principio de la toma de medidas y vale para eliminar el ruido asociado de los
CCD a las medidas.

2. Toma del espectro de referencia: Este espectro se toma siempre antes de
hacer una medida. La referencia puede ser el espectro de la propia fuente.
En este caso se desplaza el chip del camino de la luz y se toma el espectro.
La referencia también puede ser el espectro de la fuente a través del oro.
En este caso se mueve el spot de luz a la zona no nanoestructurada del
chip(una lamina de oro de espesor uniforme).

3. Toma del espectro de la muestra: Una vez se tiene la referencia se toma el
espectro apuntando el spot de luz a la zona nanoestructurada del chip. El
programa de medida hace el célculo del porcentaje de transmitancia para
cada longitud de onda.

En este montaje en especifico se tiene que ajustar la fibra optica y la potencia de
la fuente de forma que la fibra este alineada para dar la mayor respuesta posi-
ble para la potencia de la fuente elegida evitando la saturacion de los CCDs. En
combinacién con esto se puede modificar el tiempo de integracién del fotodetec-
tor. Este montaje también requiere de la seleccidn de ciertos rangos de longitud
de onda permitidos por las caracteristicas de la red de difraccion. El rango usado
en las medidas tomadas es desde los 650nm hasta los 930nm. El microscopio
utilizado también permite regular el tamano del spot de iluminacién.

Las mediciones se realizaron inicialmente capturando el espectro de oscuridad
y el de referencia para cada medicion. Posteriormente, se decidié tomar el es-
pectro de oscuridad una sola vez para todas las mediciones, debido a su nula
variacion con el tiempo. El espectro de referencia se continué tomando en cada
medicion para considerar posibles variaciones, especialmente cuando se utilizé
como espectro de referencia el espectro a través de la lamina de oro ya que era
distinto dependiendo de la zona debido a variaciones de espesor 0 pequefos
danos que pudiese tener el chip. Una vez obtenidos los espectros de oscuridad
y de referencia, se puede comenzar con la toma de medidas. El procedimiento
realizado consiste en tomar 10 mediciones de la muestra para tener en cuenta
posibles variaciones en los resultados y por ende poder obtener un error estadis-
tico asociado.


Yael
¿Qué ventajas tiene usar como referencia el oro? Depues dice que hay inconvenientes al usar este metodo porque el espesor y las imperfecciones hace que varie mucho entre puntos. Además, al final como que el contraste será menor no?
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Es importante recalcar que la medicion del espectro de referencia y del espec-
tro de la muestra requieren del enfoque del microscopio ya que por la refraccion
producida por un material de distinto indice de refraccion al del aire(el chip con
la muestra), el plano focal es distinto y un spot de luz no enfocado da respuestas
indeseadas en la intensidad del espectro.

Figura 3.1: Montaje de transmisién. 1: Microscopio(la fuente de luz esta integrada). 2: Joystick. 3: Red de
difraccién. 4: Fotodetector. 5: Ordenador.

Figura 3.2: Montaje de transmision del laboratorio con las componentes equivalentes de la figura 3.1 indi-

cadas en la imagen.

Reflexion

En el montaje de reflexion a diferencia del de transmisién, la fuente de luz no
esta integrada en el microscopio por lo que se utiliza una fuente hal6gena co-
rrespondiente al elemento 1 de la figura 3.3. Se usa una fuente halégena para
tener senal en un espectro amplio en la region visible y que abarque el infrarrojo
cercano. La luz producida por esta fuente se dirige al microscopio sobre el que
se posiciona la muestra por una fibra éptica. Esta fibra se usa como emisora y
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receptora de luz. Tiene un acoplador(elemento 2 de la figura) por el que la luz
se dirige a la muestra del microscopio(elemento 3)(no es el mismo microscopio
que el del régimen de transmisién). Cuando la luz llega a este microscopio, se
refleja en la muestra y vuelve a introducirse en la fibra de forma que cuando llega
al acoplador parte de esta luz vuelve a la fuente y parte se dirige al espectréme-
tro(elemento 4). Este espectrometro al contrario que en el montaje de transmision
no tiene refrigeracién y es de un tamarnio muy inferior(lo cual es idéneo para con-
vertir este sistema en uno portatil). Los datos recibidos por el espectrometro se
transmiten por una conexién USB al ordenador(elemento 5).

La toma de espectros de referencia y oscuridad es andloga en ambos regime-
nes. El espectro de oscuridad se toma desconectando la fibra del espectrometro
y tapando la entrada para evitar luz de fondo.

En el caso de este montaje, el microscopio solo vale para ubicar el spot de luz en
el chip ya que las medidas no requieren del sistema de lentes del microscopio.
Los espectros de referencia en este caso solo pueden corresponder a la reflexién
en la lamina de oro ya que para tomar el espectro de la fuente se requeriria un
montaje distinto o un espejo perfecto que no cambie el espectro en la reflexidn.
En este caso no hay que seleccionar longitudes de onda ya que el espectrome-
tro tiene un rango fijo desde aproximadamente 350nm hasta aproximadamente
1050nm.

La toma de datos en este caso también se hizo normalmente con la medicion
de 10 espectros de la muestra con el mismo objetivo que en el otro montaje.
En este caso por el funcionamiento del programa y del espectrémetro tiene mas
importancia el tiempo de integracion para la obtencion de la sefal, la cantidad de
espectros que se utilizan para el promediado y la anchura del boxcar que se usa
para minimizar el ruido.

Figura 3.3: Montaje en régimen de reflexion. 1: Fuente de luz. 2: Acoplador. 3: Microscopio. 4: Espectré-

metro. 5: Ordenador.
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3.2 Analisis de los espectros

El parametro relevante a estudiar en este trabajo es la posicion espectral de los
picos que se observan por transmision y reflexién. A partir de la posicién de los
picos y su desplazamiento con el aumento del indice de refraccion se puede ob-
tener la sensibilidad de cada pico. La sensibilidad de cada pico corresponde a
la pendiente de un ajuste lineal de la posicion de cada pico para el indice de
refraccion de cada medida.

Con esta sensibilidad para cada chip y pico se conforma el biosensor como tal
ya que es la calibracién necesaria para determinar el indice de refraccién de una
muestra. Para obtener la posicion de los picos en cada espectro y la sensibilidad
del chip se han programado funciones de cddigo que se explican a continuacion.

El analisis de los datos se ha llevado a cabo en python(especificamente Jupy-
terLab como editor de codigo). Para construir estas funciones se han necesita-
do distintos modulos que se han importado al principio del programa para poder
usarlos posteriormente en las funciones. Estos imports se pueden ver en el apén-
dice 1.

En el caso del andlisis hay diferencias entre los montajes de transmision y re-
flexion, por ejemplo los datos que se obtienen por transmision se procesan en
formato .asc mientras que los datos de reflexidn se procesan en formato .txt.
Para poder cargar estos archivos en sus formatos especificos en python se han
definido dos funciones de lectura para cada archivo. Estas funciones se pueden
ver en el cédigo del apéndice 2.

Dado que los espectros de reflexidon y de transmisién tienen distinto rango es-
pectral se ha construido una funcién capaz de tomar los datos de cierta region.
Esta funcién también vale en caso de tener una zona muy ruidosa del espectro,
normalmente en los extremos, para poder eliminar esa parte en la busqueda de
extremales de interés para poder determinar el indice de refraccion de las mues-
tras. Esta funcion se puede ver en el apéndice 3.

Debido a que los espectros tienen en general ruido, se requiere de un sistema de
filtrado para minimizar el efecto de este ruido a la hora de determinar la posicién
de los extremales. Para esto se ha construido una funcién «filtro» que toma la
mediana de un grupo de datos para eliminar los outliers producidos por ioniza-
cion espontanea de los CCDs y que aplica un filtro gaussiano para suavizar el
espectro. Esta funcion se puede ver en el apéndice 4.

Una vez se tiene un espectro suavizado con se puede determinar automatica-
mente la posicion de los extremales. Para ello se ha definido una funcién que
encuentra esas posiciones y devuelve una lista con las posiciones espectrales.
Esta funcién se puede ver en el apéndice 5.

Como se ha explicado en el método experimental, se toman 10 medidas de cada
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muestra por lo que se tienen 10 posiciones espectrales para un mismo maximo
o minimo. Para utilizar estas posiciones y poder tener un error estadistico se ha
construido una funcién que toma los posiciones de los extremales para tener una
posicion media y una desviacion estandar como error. Esta funcién se puede ver
en el apéndice 6.

Finalmente, con las posiciones de los maximos y su error se puede realizar un
ajuste lineal de la posicion espectral de cada pico respecto al indice de refrac-
cion de la muestra de cada medida para obtener una pendiente que equivale a
la sensibilidad del chip, esta sensibilidad es independiente para cada extremal.
Se ha construido una funcién que obtiene la pendiente del ajuste con su error, la
ordenada en el origen del ajuste con el error y una variable «y,,.;» con objetivos
de representacion grafica. Esta funcién se puede ver en el apéndice 7.

A partir de las funciones de codigo expuestas se puede hacer el andlisis de las
medidas tomadas cambiando los parametros de cada funcion para adecuarlas a
las necesidades especificas de cada medida.

3.3 Chip

Cuando se habla de chip cabe recalcar que no se trata de un microchip que
funcione en base a la electronica como uno se pueda imaginar sino que se trata
de una estructura como la vista en la representacion de la figura 3.4 donde la
parte azul clara corresponde a cuarzo sobre el que estd depositado el chip y
la parte naranja a oro. Este chip es una lamina metdlica de espesor E con una
zona del chip marcada con nanoagujeros de diametro D deispuestos de manera
periddica con periodicidad P.

1o
—
m

D! IP

Figura 3.4: Esquema de representacion del chip. D: Didmetro de los nanoagujeros. P: Periodicidad de los
nanoagujero. E: Espesor del oro.

A lo largo de este trabajo se han utilizado 3 tipos de chips con diferentes ca-
racteristicas. Estos chips se han llamado chip «A», chip «B» y chip «C» y se
han medido 3 chips «A»(que se denominaran «A;», «Ay» y «As») y uno de cada
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uno de los otros dos. Las caracteristicas asociadas a cada uno de los chips se
pueden ver en la tabla 3.1.

‘P/nm D/mm E/nm

A | 550 110 60
B | 780 170 80
C | 780 340 80

Tabla 3.1: Pardmetro de los 3 distintos chips

3.4 Muestras usadas

A lo largo de este trabajo se han medido diferentes muestras. La medida de
la sensibilidad de un extremal de un chip requiere de muestras con distintos
indices de refraccion respecto a los que mirar el desplazamiento de los picos.
Para cumplir con esta condicion se han preparado disoluciones de glucosa en
agua en porcentajes de 10%, 20%, 30% y 40% en peso y se ha medido su
indice de refraccion con un refractometro de Abbe. De esta forma y sumando el
agua pura como muestra se tienen 5 puntos respecto a los que hacer el ajuste de
la sensibilidad. Los indices de refraccion medidos para las distintas disoluciones
se pueden ver en la tabla 3.2.

Disolucién ‘ Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40 %

no | 1333 1,348 1,364 1,382 1,401

Tabla 3.2: Indices de refraccién de cada disolucién hecha para medir la sensibilidad de los chips.

Las medidas hechas en este trabajo que no requieren de calculo de la sensi-
bilidad se han hecho siempre con agua como es el caso de la medida de la
relevancia del tamario y posicién del spot de iluminacién que se vera en el ca-
pitulo de resultados. La medida del espectro de una huella(también se vera en
los resultados) si que se ha hecho con disoluciones para poder compara entre
distintas huellas.

3.5 Medida

Esta seccidn trata de ilustrar el procesado de una medida ya que todas las me-
didas tomadas se procesan de forma similar. En la figura 3.5 se puede ver una
serie de 10 espectros de medidas por transmisién tomadas utilizando agua como
muestra y aire como referencia.

Las lineas verticales rojas representan los maximos de cada espectro y las azu-
les los minimos. La determinacién de la posicién espectral de estos picos se ha
hecho aplicando las funciones de codigo explicadas en la seccidén de analisis de
espectros.
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Figura 3.5: Conjunto de 10 medidas por transmision de agua destilada como muestra en el chip «Aj».
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A partir de las 10 medidas se obtiene una posicion media de cada extremal junto
con su desviacion estandar, representada como la zona sombreada alrededor
de cada extremal en la figura 3.6. El espectro de esta figura es uno de los 10
espectros de la figura 3.5 escogido a conveniencia. Cuando se determina la po-
sicion de los extremales con su error, el propio codigo proporciona en pantalla
los valores numeéricos.
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Figura 3.6: Espectro de representacion de las medidas de la figura 3.5 con las posiciones medias de los
extremales, la zona sombreada a su alrededor es el margen de error.
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Resultados

En esta seccién se han estudiado distintos factores que afectan a los espectros
observados en una medida espectroscépica. estos factores son el tamario y la
posicion del spot de iluminacién. También se ha medido la sensibilidad de los
extremales relevantes de 3 chips «A», un chip «B» y un chip «C».

Para asemejar una media a una situacién de quiréfano también se ha hecho
el estudio del espectro obtenido al tomar como muestra sélo una huella dejada
sobre el chip.

4.1 Dependencia entre el tamano del spot y el espectro observado

Se realizaron ciertas comprobaciones en el sistema de transmision. Una de es-
tas comprobaciones es que una medida con un spot de iluminaciéon que ocupa
toda la zona del array de nanoagujeros da la misma respuesta que una medida
con un spot de diametro reducido. De esta manera si ambos producen una res-
puesta similar se podria pasar a una configuracién de medicidn por reflexion con
un tamano del spot grande. Este estudio de la dependencia con el tamafo del
spot se ha hecho hasta el punto en el que el spot era mayor al tamarno del array
y por tanto parte de la luz incidia directamente en el oro no agujereado del chip.

Estas medidas se han llevado a cabo con el chip «A;» en contacto con agua des-
tilada manteniendo la intensidad de iluminacién constante y variando la apertura
del diafragma de campo para variar el tamano del spot de luz sobre el array de
la muestra. La progresion del aumento del spot se ejemplifica en las fotos de la
figura 4.1.
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3 4 5

Figura 4.1: Progresién de la variacién del tamaiio del spot sobre el array del chip.

Los espectros asociados a los spots de la figura 4.1 se pueden observar en la
figura 4.2.
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Figura 4.2: Comparacién de espectros de distintos tamafios de spot con ciertos extremales marcados como
lineas verticales para marcar la maxima discrepancia en cada caso.

En la figura 4.2 se puede ver que si hay ligeros cambios a medida que se cam-
bia el tamano del spot sobre el chip. Considero que este cambio de la forma
del espectro es debido principalmente a la variabilidad normal entre medidas y a
el ruido extra asociado a una apertura pequefa para la misma intensidad de la
fuente y no a algun efecto fisico, ya que incluso los spots tomados con apertu-
ras muy pequenas abarcan muchos nanoagujeros. Los maximos y minimos en
general mantienen su posiciéon difiriendo en algunos casos por la presencia de
picos poco intensos en algunos espectros. Aun asi, la regién espectral que va de
750nm a 850nm mantiene una posicion de sus picos con poca variabilidad.
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4.2 Dependencia entre la posicion del spot y el espectro observado

En este caso, tomando un tamano de spot fijo se ha estudiado la relevancia de
la posicion del spot. Se ha desplazado del array de nanoagujeros para ver la va-
riacion del espectro a medida que se iluminaba una mayor proporcién de oro no
nanoestructurado.

Los espectros se han tomado con el montaje en transmision. Una vez mas se ha
usado el chip «A;» en contacto con agua destilada como muestra. Las fotografias
de la figura 4.3 ilustran la posicion del spot respecto al chip.

1 2 3 4 5 6

Figura 4.3: Progresion del desplazamiento del spot respecto al array de nanoagujeros.

Los espectros de transmision asociados a las medidas tomadas con un des-
plazamiento progresivo de los spots como se puede ver en la figura 4.3 estan
representados en la figura 4.4.
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Figura 4.4: Espectros asociados al desplazamiento del spot sobre el array de nanoagujeros. Cada posicién
corresponde a una posicion del spot que se puede ver en la figura 4.3.
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En la figura 4.4 se puede observar claramente como, a medida que el spot se
desplaza y la lamina de oro no agujereada abarca mayor parte del spot que la
parte agujereada, se va perdiendo el contraste de los picos de transmisién optica
extraordinaria hasta que se dejan de apreciar.

Este estudio se intentd hacer en reflexiéon y en ese proceso se observé una de las
mayores peculiaridades de este sistema. A pesar de que a través del objetivo del
microscopio se observaba un spot de tamafo mayor al del array de nanoaguje-
ros, la respuesta observada no correspondia con una zona agujereada del chip y
se obtenia una respuesta muy débil en intensidad con picos muy poco definidos.
A medida que se desplazoé el spot para alejarse del array se observd un aumento
de la respuesta significativo hasta alcanzar el maximo cuando gran parte del spot
se veia sobre oro no agujereado. Teniendo este hecho en cuenta y comprobando
que al cambiar la orientacion del chip y alejar la fibra éptica, se llegd a la con-
clusién que, debido a la divergencia de la luz de la fibra, el spot observado por
los oculares del microscopio y el spot efectivo de la fibra es distinto.(Ver figura
4.5)

Spot
observado

Spot efectivo

Figura 4.5: Representacion del spot efectivo respecto al spot observado a través de los oculares del micros-

copio en la zona de nanoagujeros del chip.

Dado que la salida de la fibra no tiene ningun sistema 6ptico se esperaria que el
spot efectivo se encontrase en el centro mientras que el fenémeno observado es
un desplazamiento de esa posicion. La explicacion es que la fibra o la muestra se
encuentra inclinada. Tras comprobar que la muestra se encontraba posicionada
correctamente se llego a la conclusion de que la inclinacién de la fibra es la
causa. Una representacion de esta inclinacion se puede ver en la figura 4.6.



4.3 Sensibilidad 6ptica de los chips 31

Caso esperado Caso observado

Spot
efectivo

Luz Luz
perdida perdida

Luz

perdida Luz

perdida

Figura 4.6: Representacion del efecto de la inclinacién de la fibra sobre el spot observado y efectivo en el
chip.

4.3 Sensibilidad 6ptica de los chips

Como se ha explicado en el capitulo de métodos, se ha medido la sensibilidad
Optica de 5 chips utilizando las muestras de agua destilada y de disoluciones de
glucosa.

La sensibilidad 6ptica es el desplazamiento que se observa en la posicion de los
extremales por unidad de indice de refraccion que se aumenta en la muestra. La
determinacién de esta sensibilidad es necesaria ya que es la base sobre la que
se determina el indice de refraccién de una medida.

Se comparan los resultados numéricos de las sensibilidades de cada chip tanto
en transmision como en reflexion. Dado que cada extremal tiene una sensibilidad
asociada, so6lo se mostraran los valores de extremales sensibles.

Chip A

Se han medido 3 chips con las caracteristicas del chip «A». En la medida del
chip «A;» falta el dato de medida del agua destilada por un fallo de medida por lo
que se ha hecho el ajuste para la obtencién de sensibilidad con 4 puntos en vez
de los 5 planeados originalmente.

En la figura 4.7 se pueden ver espectros medidos con muestras de disoluciéon de
glucosa al 10% y al 40% en el montaje de transmision para comparar el cambio
en el espectro y en la posicidén de sus extremales.
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Figura 4.7: Espectros representativos de las mediciones con muestra disolucién de glucosa al 10% y al 40 %
por transmision en el primer chip «viejo». Las lineas rojas indican los maximos y las azules los minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada disolucion
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.1.

\ Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40% \ Sensibilidad (nm/RIU) \
762,7+0,8 342,84 16,3
353,74+ 12,5

751,2+0,3  757,8+0,3

746,1+0,3
789,3+0,3  791,5+0,5

Maiximo 1
776,3+0,3 781,7+0,3

Minimo 1
Tabla 4.1: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de

refraccién de la figura 4.7.
El ajuste de las sensibilidades de la tabla 4.1 junto con otros extremales menos

sensibles se puede ver en la figura 4.8.
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Figura 4.8: Ajuste lineal de la posicion de los extremales de la medicion de la sensibilidad por transmisién
del chip «A1». Los puntos corresponden a los valores experimentales, sus barras de error se ven enmasca-
radas con la escala. La linea continua es el ajuste.

En la figura 4.9 se pueden ver espectros medidos con muestras de agua desti-
lada y disolucién de glucosa al 40% en el montaje de reflexion para comparar el
desplazamiento de los espectros.
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Figura 4.9: Espectros representativos de las mediciones de agua y disolucién de glucosa al 40 %por reflexién
para el chip «A». Las lineas rojas indican los mdximos y las azules los minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada muestra
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.2.
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Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40% | Sensibilidad (nm/RIU) ‘

Miximo 3 | 862,7+0,3 868,2+0,3  873,5+0,3  880,3+0,6 349,9+7.4
Minimo 1 | 724,740,3  731,04£0,3  736,0+0,3  743,5+0,3  748,5+0,3 352,7+15,3
Minimo 3 | 841,4+0,3 846,4+0,3  851,4+0,3 857,7+0,3  864,5+0,6 332,144,6

Tabla 4.2: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de
refraccion dellafiguradi

El ajuste de las sensibilidades de la tabla 4.2 junto con otros ajustes menos
sensibles o0 cuyos puntos se pierden al aumentar el porcentaje de glucosa de la
disoluciéon medida se puede ver en la figura 4.10.
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Figura 4.10: Ajuste lineal de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por reflexion
del chip «A».Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a

los ajustes.

Con espectros muy similares se han hecho ajustes para los chips «A;» y «Asz».

En la tabla 4.3 se pueden ver las posiciones espectrales de los extremales con
su sensibilidad del chip «A,» por transmision. En la tabla 4.4 se pueden ver las
posiciones espectrales de los extremales con su sensibilidad del chip «A;» por
reflexion.
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\ Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa 30%  Glucosa 40 % \ Sensibilidad (nm/RTU) \

Miximo 1 | 712,8+0,3 718,0+0,3  724,3+0,3  732,240,3  740,3+0,3 407,94 10,1
Minimo 1 | 772,7+£0,3  779,2+0,3  784,7+0,3  791,2+0,3  796,9+0,3 354,34+ 12,6

Tabla 4.3: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de

refraccion medidas con el chip «Ay» por transmision.

Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30% Glucosa 40% | Sensibilidad (nm/RIU) ‘

Miximo 1 | 779,240,3  784,3+0,3  789,8+0,3  796,0+0,3  801,4+0,3 326,5+7,2
Miximo 2 | 829,4+0,3 833,9+0,3 839,2+0,3 847,1+0,3  854,6+0,6 362,1418,9
Minimo 1 | 799,5+£0,3 803,0+£0,3  807,5+0,3  813,6+0,6 264,24 14,3

Tabla 4.4: Datos de la posiciéon de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de
refraccion medidos con el chip «Ap» por reflexion.

En la tabla 4.3 se pueden ver las posiciones espectrales de los extremales con
su sensibilidad del chip «As» por transmisién. En la tabla 4.4 se pueden ver las
posiciones espectrales de los extremales con su sensibilidad del chip «As» por
reflexion.

\ Agua Glucosa 10%  Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40% \ Sensibilidad (nm/RIU) \

Miaximo 1 | 717,24£0,3 721,8+0,3  728,4+0,3  739.0£0,3  746,6+0,3 448)5 + 25,4
Minimo 1 | 774,6+0,3 781,2+£0,3  786,34£0,3  792,3+0,3  798,0-0,3 339,64 13,5

Tabla 4.5: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de
refraccién medidos con el chip «Az» por transmision

Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30% Glucosa 40% | Sensibilidad (nm/RIU) ‘

Miximo 1 | 780,5+0,3  785,6+0,3  791,1+£0,3  797,6+0,3  803,3+0,3 338,6+5,8
Miximo 2 | 831,34£0,3 837,04£0,3  841,7+0,3 848,0+0,3  855,8+0,3 352,5+11,0
Minimo 1 | 800,140,3 804,0£0,3  808,1+0,3  814,240,3 285,5+14,6

Tabla 4.6: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de
refraccion con el chip «Ajz» por reflexion.

Los ajustes de los datos de estas tablas se pueden ver en el anexo.
Chip B

En la figura 4.11 se pueden ver espectros medidos con muestras de agua desti-
lada y disolucién de glucosa al 40% en el montaje de transmision para comparar
el desplazamiento de los extremales.
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Figura 4.11: Espectros representativos de las mediciones de agua destilada y disolucién de glucosa al 40 %

por transmision para el chip «B». Las lineas rojas indican los maximos y las azules minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada muestra
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.7.

Glucosa 10%  Glucosa20%  Glucosa 30%  Glucosa 40 % ‘ Sensibilidad (nm/RIU) ‘

‘ Agua
Miéximo 1 | 708,0£2,0 712,5+0,8 717,0+4,0 724,0+1,1 726,0+3,0 346,8+13,2
Miéximo 2 | 785,5£0,5 792,0+0,5 799,0£2,0 805,6£0,3 813,0£0,3 400,4+4,2
Minimo 1 | 761,6£0,3 768,7+1,4 778,2+0,3 788,0+£0,3 797,0+0,6 523,8+8,4

Tabla 4.7: Datos de la posicién de los extremales de la figura 4.11.

El ajuste de las sensibilidades de la tabla 4.7 se puede ver en la figura 4.12.
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Figura 4.12: Ajuste lineal de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por transmisién
del chip «B». Los puntos corresponde a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a los

ajustes.

En la figura 4.13 se pueden ver espectros medidos con muestras de agua desti-
lada y disolucién de glucosa al 40% en el montaje de reflexion para comparar el
desplazamiento de los extremales.
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Figura 4.13: Espectros representativos de las mediciones de agua y disolucién de glucosa al 40 % por refle-
Xién para el chip «B». Las lineas rojas indican los mdximos y las azules los minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada muestra
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.8.



38 Sensibilidad 6ptica de los chips 4.3

‘ Agua Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40 % ‘ Sensibilidad (nm/RIU) ‘

Miximo 1 | 783,1+0,7 788,5+0,7  795,3+1,0  803,3+0,3  810,1+0,6 411,5+13,6
Minimo 1 | 802,1+1,0 806,5+1,0 811,6+0,6 817,4+1,3 822,2+1,0 297,4+7,1

Tabla 4.8: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante cambio de indice de
refraccién de la figura 4.13.

Los datos de las posiciones espectrales de la tabla 4.8 se pueden ver en la figura
4.14.
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Figura 4.14: Ajuste lineal de la posicién de los extremales relevantes dela medicion de la sensibilidad por
reflexién del chip «B».

Chip C

En la figura 4.15 se pueden ver espectros medidos con muestras de agua desti-
lada y disolucién de glucosa al 40% en el montaje de transmisién para comparar
el desplazamiento de los espectros.
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Figura 4.15: Espectros representativos de las mediciones de agua y disolucién de glucosa al 40 % por trans-

misién para el chip «C». Las lineas rojas indican maximos y las azules minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada muestra
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.9.

Glucosa 10% Glucosa20% Glucosa30%  Glucosa 40 % ‘ Sensibilidad (nm/RIU) ‘

‘ Agua
Miaximo 1 | 697,3£0,3 700,8+0,3 704,4+0,3 720,2+0,3 723,24+0,3 420,9+66,9
Miéximo 2 | 779,0£0,3  785,0£0,3 791,8+0,3 799,7+£0,3 806,4+0,3 408,5+38,5
Minimo 1 | 750,4£0,3 759,1+£0,3 767,0£0,3 777,6£0,3 787,4+£0,3 544,0£7,7

Tabla 4.9: Datos de la posicién de los extremales con mayor desplazamiento ante el cambio de indice de
refraccion de la figura 4.15.

El ajuste de las sensibilidades de la tabla 4.9 junto con otros ajustes menos
sensibles se pueden ver en la figura 4.16.
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Figura 4.16: Ajuste lineal de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por transmisién
del chip «C». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden al

ajuste.

En la figura 4.17 se pueden ver espectros medidos con las muestras de agua
destilada y disolucién de glucosa al 40% en el montaje de reflexién para compa-
rar el desplazamiento de los espectros.
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Figura 4.17: Espectros representativos de las mediciones de agua y disolucién de glucosa al 40 % por refle-

xién para el chip «C». Las lineas rojas indican méximos y las azules minimos.

Los datos de las posiciones espectrales de cada extremal para cada muestra
junto con su sensibilidad se encuentran en la tabla 4.10
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| Agua Glucosa 10%  Glucosa20%  Glucosa30%  Glucosa40% | Sensibilidad (nm/RIU) |

Miximo 1 | 808,5+£0,3 813,2+0,3  818,0+0,3  826,34+0,3  833,2+0,3 368,84 16,3
Minimo 1 | 683,240,3 691,6+0,3  698,6+0,3  707,4+0,3  715,4-+0,3 470,94+ 12,5

Tabla 4.10: Datos de la posicién de los extremales de mayor desplazamiento ante cambio de indice de
refraccién asociados a la figura 4.17.

El ajuste de sensibilidades de la tabla 4.10 junto con otros ajustes menos sensi-
bles se pueden ver en la figura 4.18.

Sensibilidad del chip C en Reflexidn

840 B —
Ajuste maximo 1 .
—— Ajuste minimo 1 _{__)———(_{__
# Datos maximo 1 _;7!_{__)0—7—(
820 Datos minime 1 __7_{__)—*.—”_{_
_)—*‘_’_f__)_7
-

800
£
£ 780
™
£
£
X
S 760
T
°
[ =
S 740
=)
W
o
o

720

700 / /

680

1.33 1.34 1.35 1.36 1.37 1.38 1.39 1.40

indice de refraccién (RIU)

Figura 4.18: Ajuste lineal de la posicién de los extremales de la medicion de la sensibilidad por reflexién
del chip «C». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden al
ajuste.

Comparacion de sensibilidades

En la tabla 4.11 se pueden ver las sensibilidades maximas para cada chip en
ambos montajes.

Chip ‘ «Ap» «Ap» «Az» «B» «C»

Transmisién | 353)7==120Sn407)9==101n448)52=25/4  523,8:8,4  544,0+7,7
Reflexién | 352,7415,3 362,14+18,9 352,5+11,0 411,5+13,6 470,9+£12,5

Tabla 4.11: Sensibilidades médximas para cada chip en cada montaje. Todas las unidades son nm/RIU

Ante los resultados presentados en la tabla 4.11 esta claro que el mejor chip para
tomar medidas es el chip «C» ya que es el mas sensible tanto en transmision
comorenireflexion. Cabe destacar que la prominencia de los extremales de este


Yael

Yael
Cual es la diferencia?



42 Efecto de medida de una huella 4.4

chip es menor a la del chip «A». Esta prominencia podria causar problemas en la
medida de muestras muy opacas en transmision. El sistema en reflexién deberia
de funcionar independientemente de la opacidad de la muestra.

4.4 Efecto de medida de una huella

Se pretende explicar este tipo de chips como biosensores épticos por reflexion,
para identificar la naturaleza de distintos tejidos biolégicos a partir del indice de
refraccion del medio en el que se encuentran. Al colocar el tejido biolégico en
contacto con los chips, sobre estos queda impregnada una huella cuyo indice de
refraccidén es posible que esté relacionado con la naturaleza del tejido(por ejem-
plo, podria ser un marcador de tejido tumoral).

A falta de contenido biolégico accesible con facilidad se han tomado como mues-
tras las disoluciones de glucosa en agua del 10% y del 40%. Las huellas de
estas muestras se han hecho mojando una esponja en ambas disoluciones y po-
niéndolas en contacto con el chip durante unos segundos para después retirar la
esponja.

En la figura 4.19 se puede ver una serie de mediciones tomada con la huella
de disoluciéon 10% glucosa sobre el chip «A;» por reflexion. Los espectros se
tomaron en orden y en ellos se puede ver un leve desplazamiento al rojo(aumento
del indice de refraccién) en cada medida. Esto es probablemente debido a que el
agua de la disolucion se evaporaba a medida que el tiempo pasaba aumentando
asi la concentracion de glucosa en cada medida.


Yael
COmo se compara el indice de refracción obtenido de esta medida con el de las disoluciones?

Que penetración tiene el plasmón sobre la huella?
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Figura 4.19: Serie de mediciones de la huella de una esponja mojada en disolucién de glucosa al 10% con
el chip «A1» por reflexion. Las lineas rojas indican maximos y las azules minimos.

En la figura 4.20 en cambio se puede ver el espectro representativo de la medi-
cion de la huella de disolucién de glucosa al 40 % con el chip «A;» por reflexion.
En esta medicién no se ha observado un aumento temporal del indice pero si
se tiene un espectro correspondiente a un indice mayor al n = 1,401 de la diso-
lucién ya que sus extremales estan mas desplazados hacia el infrarrojo que en
la medida de la sensibilidad de la disolucién. Esto probablemente se deba a que
se tiene el mismo problema de evaporacion pero ha saturado teniéndose asi la
medicién del indice de refraccion de la propia glucosa.


Yael
Falta la referencia sobre la cual se mide el corrimiento.
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Figura 4.20: Espectro representativo de la medicién de la huella de una esponja mojada en disolucién de
glucosa al 40 % con el chip «A;» por reflexion. Las lineas rojas indican maximos y las azules minimos.

Ante los resultados observados parece que el uso de los chips como biosensores
no es inmediato. La aproximacién de huella utilizada tiene problemas claros como
la evaporacién del medio liquido. Estos problemas son dificiles de solucionar con
la misma aproximacién. Una solucién seria modificar el sistema para cambiar la
huella de una esponja por el contacto con alguna especie de gel que mantenga
constante su indice de refraccidén. Esta aproximacién seria mas cercana al caso
realista de poner el chip en contacto directo con el tejido del paciente.

4.5 Comparacion entre espectros de transmision y reflexion

La comparacién de los espectros medidos por transmisioniy reflexion es nece-
saria ya que si se observa que son complementarios, todos los estudios hechos
por transmisidén se podrian aplicar directamente por reflexidn.

Para comparar estos espectros se ha tomado la medida de una muestra biolégica
de indice de refraccién aproximado n = 1,343 y se han comparado los espectros
medidos con el chip «As» por reflexién y por transmisién tanto en referencia oro
como en referencia aire. Esta comparacién se puede ver en la figura 4.21. Cada
espectro de la figura tiene distinta escala. El marco de representacion de ca-
da espectro se ha igualado ya que el parametro relevante es la posicion de los
extremales.


Yael
¿Qué pasa con la absorción?
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5 Comparacion de espectros: Transmision y Reflexién .
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Figura 4.21: Comparacién de los espectros medidos con el chip «Az» por reflexién y por transmisién re-
ferencia oro y aire con una muestra de indice aproximado n = 1,34. Las escalas de cada espectros son
distintas.

En la figura 4.21 se puede ver como los espectros aparentan ser complemen-
tarios hasta que se alcanzan los 800nm donde todas las mediciones tienen un
maximo. a partir de ese punto espectral, la medida de reflexion presenta extre-
males que no se observan en las medidas de transmision.

Los espectros de transmision, como se ha dicho anteriormente, estan muy estu-
diados y ya se tienen simulaciones bastante precisas de mediciones. En cambio,
los espectros de reflexion no han sido explorados a profundidad, para intentar
simular el espectro de reflexion observado se han llevado a cabo simulaciones
en «Lumerical FDTD». El procedimiento de simulacidén se puede ver en el anexo.

Finalmente considero que las anomalias detectadas se deben a que en el mon-
taje de reflexion no se tiene una onda plana. El perfil gaussiano de la onda de luz
del sistema de reflexion actia como un haz incidente en dngulo. De esta forma,
la periodicidad del chip no es solo la de fabricacion sino que hay otras periodi-
cidades efectivas consecuencia de este haz. Por estas periodicidades efectivas
aparecen mas extremales que no corresponden con las medidas en transmi-
sién.

Reflexion (oro)
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Propuesta de montaje por reflexion

En este capitulo se presenta un nuevo montaje para el sistema de reflexion que
permite la portabilidad del sistema. También permite el enfoque correcto del spot
de iluminacién y su observacién.

Para este montaje se han mantenido la fibra éptica, la fuente de luz halégena y
el espectrofotdmetro utilizados en el montaje de reflexién ya que son portatiles y
cumplen con su funcién.

El nuevo montaje consiste en una serie de componentes que se montan sobre
un carril 6ptico de 95mm de ancho y 500mm de largo [15]. Este carril correspon-
de al elemento 1 de la figura 5.1. La fibra éptica(elemento 2) se conecta a un
puerto colimador de fibra éptica [16](elemento 3). Este puerto de fibra dptica se
usa para alinear y dirigir la luz de la fibra. La luz luego se proyecta hacia una
lente(elemento 5), con distancia focal de 12cm. Tanto la lente como el puerto de
fibra estdn montados sobre un banco éptico(elemento 4) [17] que a su vez esta
sobre un poste para regular su distancia al carril. El poste esta sujeto con una
base para postes [18] sobre un soporte pegado al carril(elemento 6) [19].

La luz que atraviesa la lente se ve focalizada sobre la muestra. La muestra tiene
un control de movimiento en X e Y manejado por una plataforma con tornillos
de precision [20]. Esta plataforma esta sujeta al carril mediante un soporte a 90°
con agujero central hecho por encargo para cumplir con las dimensiones de la
plataforma de la muestra. El soporte a 90° esta sujeto al carril sobre una placa
que se pega al carril(elemento 7) [21].

El sistema de vision de la muestra consiste en un telescopio portatil DinoLi-
te(elemento 8) [22] sujeto por un sistema de pinzas(elemento 9). El microscopio
esta conectado a un ordenador(elemento 10) en el que se ve la imagen captada
por el microscopio.
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Figura 5.1: Esquema del nuevo montaje de reflexion. 1: Rail 95mm. 2: fibra 6ptica. 3: Fiber port. 4: Fiber
bench. 5: Lente. 6: Rail carriage. 7: Rail plate. 8: Microscopio. 9: Soporte del microscopio. 10: Ordenador

Este sistema permitiria la observacién de un spot de iluminaciéon que se corres-
pondiese al spot efectivo. También permitiria la modificacion del tamario del spot
acercando la muestra a la lente. La mayor ventaja de este sistema es la portabi-
lidad ya que tiene dimensiones reducidas.



Conclusiones

En el estudio de la dependencia del tamario y posicion del spot se ha visto que un
amplio rango de tamanos y posiciones permiten la medida sin incurrir en grandes
cambios en el espectro. Esta constancia en la medida simplifica mucho la toma
de datos ya que evita tener que hacer un barrido de spots pequefios sobre toda
la superficie del chip. A pesar de ello queda clara también la necesidad de tener
un buen alineamiento para poder obtener el espectro mas idéneo. También hay
que tener en cuenta la apertura numérica de la iluminacién del sistema ya que
puede incurrir en cambios en el espectro observado.

En este trabajo se ha probado la viabilidad de la utilizacién de los chips plasmo-
nicos estudiados como biosensores por reflexién obteniendo sensibilidades de
medida comparables a las sensibilidades por transmision.

Se ha determinado también la diferencia entre chips. De esta diferencia se ha
concluido que el chip «C» es el mas sensible espectralmente tanto en transmi-
sibn como en reflexién aunque al aumentar el espesor del chip se ha perdido
contraste en intensidad en los picos.

En el estudio de la medida con una huella como muestra se han visto las limita-
ciones que tiene el montaje ya que el problema de la evaporacion de la muestra
no es evitable. Este contratiempo deja la puerta abierta al estudio de formas mas
complejas de medida.

Se ha visto como los espectros de transmisidn y reflexién no son completamente
complementarios. Esta diferencia deja como trabajo futuro el estudio de las cau-
sas de las diferencias entre los espectros. También seria interesante estudiar si
la mayor cantidad de extremales observados en reflexién puede ser una ventaja
en la determinacién de indices de refraccién.

Finalmente considero que se ha conseguido probar que un sistema de reflexion
es posible porque aunque los espectros de transmision y reflexién no son com-
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pletamente complementarios y por ende no se pueden utilizar los mismos extre-
males con las mismas sensibilidades para la medicidn, se pueden utilizar otros
extremales distintos con un comportamiento igualmente lineal. Asi, usar estos
chips en reflexion es posible para una medicion.
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Anexo

Sensibilidad chip «Ay» y «Az»

Grafico de sensibilidad del chip A2 Transmisién
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Figura 1: Ajuste de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por transmisién del
chip «Az». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a los
ajustes
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Grafico de sensibilidad del A2 Reflexion
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Figura 2: Ajuste de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por reflexién del chip
«Ay». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a los ajus-
tes

Grafico de sensibilidad del chip tumoral en transmision
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Figura 3: Ajuste de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por transmisién del
chip «A3z». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a los
ajustes
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Grafico de sensibilidad del chip A3 Reflexion
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Figura 4: Ajuste de la posicién de los extremales de la medicién de la sensibilidad por reflexién del chip
«Aj3». Los puntos corresponden a los valores experimentales. Las lineas continuas corresponden a los ajus-

tes

Simulacion de espectros obtenidos

Las simulaciones utilizadas en transmisién en «Lumerical» utilizan una aproxima-
cién de onda plana como haz incidente. Se introducen los parametros del chip
utilizado y de la muestra en contacto. Finalmente se toma la transmitancia del
chip como la luz total que atraviesa chip y muestra. La primera aproximacion a la
simulacién en reflexion es usar la misma disposicién y monitorear la luz reflejada
por el chip en vez de la transmitida. La comparacién del espectro medido y de
esta simulacién con dos indices de refraccion de la muestra distintos para ver el
desplazamiento se puede ver en la figura 5.
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. OComparacic’m de espectros: Reflexion medida experimental y simulacién
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Figura 5: Comparacién del espectro medido y simulado para dos indices de refraccion de la muestra distin-

tos.

En la figura 5 se puede ver como el espectro simulado se aleja mucho del espec-
tro medido. Esto se debe a varios factores, principalmente, a que la aproximacion
de onda plana no se puede usar con el haz de luz que sale de la fibra 6ptica. Tam-
poco se ha tenido en cuenta el cuarzo sobre el que esta depositado el chip de
oro. Una simulacién teniendo en cuenta el cuarzo(indice de refraccién n=1,5) y
tomando una aproximacion gaussiana del haz ademas de una aproximacion en
la captacion de luz en un punto, de forma similar a lo ilustrado en la figura 4.6, se

puede ver en la figura 6.

- OCc:mparacic’m de espectros: Reflexion medida experimental y simulacic'm0 007
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Figura 6: Comparacion del espectro medido y simulado teniendo en cuenta el cuarzo bajo el oro y una

captacion de luz en un punto.
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En la figura 6 se puede ver como el espectro simulado todavia no coincide con
el espectro medido. A pesar de ello, se observa un maximo en los 800nm como
en el espectro medido. Este maximo parece estar relacionado a una anomalia
de Rayleigh causada por el cuarzo. Siguiendo con el razonamiento de que el
maximo de los 800nm es causado por una anomalia de Rayleigh se ha llevado
a cabo otra simulacién variando el indice de refraccion del cuarzo a n=1,45y se
ha introducido una capa de 2nm de titanio que se encuentra entre el cuarzo y el
oro. Esta nueva simulacion se puede ver en la figura 7.

. CComparacién de espectros: Reflexion medida experimental y simulaciéno 005
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Figura 7: Comparacién del espectro medido y simulado cambiando el indice de refaccién del cuarzo e
introduciendo una capa de titanio entre el cuarzo y el oro.

En la figura 7 se puede ver como el espectro simulado empieza a parecerse mas
al espectro medido a pesar de la reaparicién del minimo en los 800nm donde se
encuentra el maximo medido. Se ha hecho otra simulacién aumentando la regién
de simulacion para que el titanio se tenga en cuenta y se ha modificado el tiempo
de simulacion para que converja y se ha obtenido el espectro de la figura 8.
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CComparacién de espectros: Reflexion medida experimental y simulaciéno 007
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Figura 8: Comparacion del espectro medido y simulado con regién de simulacién aumentada y mayor
tiempo de simulacién.

En la figura 8 se puede ver como el espectro simulado se parece mas al medido
aunque sigue habiendo diferencias en algunas longitudes de onda. Viendo los
cambios ocurridos con pequenas modificaciones en los muchos parametros que
afectan al espectro detectado se ha decidido que la simulacién de los espectros
obtenidos supera el objetivo de este trabajo.

Dada la cantidad de parametros que afectan al espectro medido se abre la puer-
ta a trabajos futuros para entender correctamente el origen de los extremales
observados en los que se haga un estudio del efecto de todos los parametros
tales como: los indices de refraccion de todos los componentes del sistema, la
aproximacion gaussiana del haz y su punto de partida, la forma de recepcién de
luz, el angulo de incidencia, etc.



Apéndice de cadigo

# Imports utilizados a lo largo del programa
import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from scipy.signal import find_peaks

from scipy.signal import medfilt

from scipy.ndimage import gaussian_filterld
from scipy.optimize import curve_fit

import hbpy

Listing 1: Imports utilizados en algin punto del c6digo

#Programa de lectura de datos en formato ASCII (los <«
datos obtenidos por el sistema en transmisidn)
def asci(nombre_archivo):
# Inicializar arrays vacios para las dos columnas

columnal = []
columna2 = []
try:
# Abrir el archivo en modo lectura
with open(nombre_archivo, ’r’) as archivo:
# Leer lineas del archivo
lineas = archivo.readlines ()

# Iterar sobre las lineas y extraer datos
for linea in lineas:
# Dividir la linea en columnas (usando <+
tabulacidén como separador)
datos = linea.split(’\t?)

# Convertir los datos a numeros y <
agregar a las columnas

columnal.append (float (datos [0]))

columna?2.append (float (datos[1]))

59
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except FileNotFoundError:
print (f"Error: No se encontrd el archivo ’{«
nombre_archivo}’")
return None, None

# Convertir listas a arrays de numpy
array_columnal np.array(columnal)
array_columna?2 np.array (columna?2)

return array_columnal, array_columna?2

# Programa de lectura de los txt de reflexidm, el <«
programa es distinto porque por la diferencia de <
formato, el txt tiene titulos y final

def txt(ruta_archivo):

# Inicializar arrays vaclos para las dos columnas

columnal = []
columna2 = []
try:
# Abrir el archivo en modo lectura
with open(ruta_archivo, ’r’) as archivo:
# Leer lineas del archivo
lineas = archivo.readlines ()

# Ignorar las primeras 17 lineas de titulos

datos_inicio = 17

lineas_datos = lineas[datos_inicio:-1] # <«
Excluir la dltima linea

# Iterar sobre las lineas de datos y <
extraer datos
for linea in lineas_datos:
# Dividir la linea en columnas (usando <
tabulacidén como separador)
datos = linea.split(’\t?)

# Convertir los datos a numeros y <
agregar a las columnas

columnal.append (float (datos [0]))

columna?2.append (float (datos[1]))

except FileNotFoundError:

print (f"Error: No se encontrdé el archivo ’{«
ruta_archivol}’")
return None, None

# Convertir listas a arrays de numpy
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array_columnal = np.array(columnal)
array_columna2 = np.array(columna?2)

return array_columnal, array_columna2

Listing 2: Cédigo de python para la lectura de archivos

def recortar_datos(datosx, datosy, valor_inicial, <«
valor_final) :
# Si el valor inicial es 0O, mantener el inicio <

original
if valor_inicial == O0:
indice_inicio = 0
else:
indice_inicio = np.where(datosx[0] >= ¢

valor_inicial) [0] [0]

# Si el valor final es O, mantener el final ¢
original

if valor_final == O:

indice_final len(datosx [0])

else:
indice_final np.where (datosx [0] <= «
valor_final) [0]J[-1] + 1

# Recortar el primer array de datos
datosx_recortados datosx [0] [indice_inicio: ¢
indice_final]
datosy_recortados
indice_final]

datosy [0] [indice_inicio:¢>

# Recortar los deméds arrays de datos en los mismos <>

indices
for i in range(l, len(datosx)):
datosx_recortados = np.vstack ((+

datosx_recortados, datosx[i][indice_inicio:«
indice_finall))

datosy_recortados = np.vstack ((+
datosy_recortados, datosy[i][indice_inicio:¢
indice_finall))

return datosx_recortados, datosy_recortados

Listing 3: Cédigo de python de acotado espectral

# Sistema de filtrado de datos que toma la mediana para<>
eliminar outliers y
# haga un smoothing después para intentar definir <
correctamente la posicidén de los maximos
def filtro(datos, kernel_mediana, ventana_smoothing):
# creacidén de arrays de los datos
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filtrados = []

for columna_y in datos:
# Filtrar y suavizar los datos

columna_y_filtrada = medfilt(columna_y, ¢«
kernel_size=kernel_mediana)
columna_y_suavizada = gaussian_filterld(+

columna_y_filtrada, sigma=ventana_smoothing)
filtrados.append (columna_y_suavizada)
return filtrados

Listing 4: Cddigo de python de filtrado espectral para eliminar ruido

def maxmin(datos, prominencia, anchura):
#creacidén de arrays de los datos
maximos = []
minimos []

for columna_y in datos:
# Encontrar maximos y minimos locales
maximos_locales, _ = find_peaks(columna_y, ¢
prominence = prominencia, width = anchura)
minimos_locales, = find_peaks (-columna_y, <

prominence = prominencia, width = anchura)

# Agregar a la lista de maximos y minimos
maximos .append (maximos_locales)
minimos.append (minimos_locales)

return maximos, minimos

Listing 5: Cédigo de python de bisqueda de posicién de mdximos y minimos

# Funcidén que obtiene la media del indice de posicidén <
del maximo y minimo con su desviacidén estandar
# Los valores obtenidos son de INDICE. Para obtener los<
valores en nandmetros hay que tomar datos_x[indice] <
(se hace en otra funcidn)
def media_desviacion(datos):
medias = []
desviaciones = []

# Transponer los datos para que cada fila <
represente una columna
datos_transpuestos = np.array(datos).T

# Iterar sobre cada columna de datos

for columna in datos_transpuestos:
media_columna = int(round(np.mean(columna), 0))
desviacion_columna = int(round(np.std(columna),+

0))
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# Agregar la media y la desviacidén estandar de ¢+
la columna actual a las listas respectivas

medias.append (media_columna)

desviaciones.append(desviacion_columna)

return medias, desviaciones

Listing 6: Cédigo de python de obtencién de media y desviacion estdndar de maximos y minimos

def

ajuste_lineal_ponderado(x, y, y_err):

nonn

Realiza un ajuste lineal ponderado utilizando mi<>
nimos cuadrados.

Parameters:

- x: Array de valores de x.

- y: Array de valores de y.

- y_err: Array de incertezas de los valores de y.

Returns:
- pte: Pendiente de la recta ajustada.
- ord: Ordenada al origen de la recta ajustada.
- pte_err: Error en la pendiente de la recta <
ajustada.
- ord_err: Error en la ordenada al origen de la <
recta ajustada.
- y_pred: Valores ajustados de y.
# Funcidén lineal
def lineal(x, a, b):
x_array = np.array(x) # Convertir x en un <
array de NumPy
return a * x_array + b # Multiplicacidn <«
elemento por elemento y suma

# Calcular las inversas de las varianzas
inv_varianzas = 1.0 / np.array(y_err) **2

# Realizar ajuste polindmico ponderado
coefficients, cov_matrix = np.polyfit(x, y, 1, w=<¢

inv_varianzas, cov=True)

# Obtener los parametros ajustados
pte, ordenada = coefficients

# Obtener los errores en los paréametros ajustados
pte_err, ord_err = np.sqrt(np.diag(cov_matrix))

# Obtener el ajuste lineal para comparar con los <
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datos
y_pred = lineal(x, pte, ordenada)

return pte, ordenada, pte_err, ord_err, y_pred

Listing 7: Cédigo de python de obtencién de sensibilidad con error y ordenada en el origen con error de un
extremal
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