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ABSTRACT:

The analysis of the interference modes has an increasing application, especially in the field of optical
biosensors. In this type of sensors, the displacement Av of the interference modes of the transduction
signal is observed when a particular biological agent is placed over the biosensor. In order to
measure this displacement, the position of a maximum (or a minimum) of the signal must be
detected before and after placing the agent over the sensor. A parameter of great importance for this
kind of sensors is the period P, of the signal, which is inversely proportional to the optical thickness
hO of the sensor in the absence of the biological agent. The increase of this period improves the
sensitivity of the sensor but it worsens the detection of the maximum. In this paper, authors analyze
the propagation of uncertainties in these sensors when using least squares techniques for the
detection of the maxima (or minima) of the signal. Techniques described in supplement 2 of the ISO-
GUM Guide are used. The result of the analysis allows a metrological educated answer to the question
of which is the optimal period P, of the signal.
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RESUMEN:

El andlisis del comportamiento de los modos de interferencia tiene una aplicacién cada vez mas
amplia, especialmente en el campo de los biosensores dpticos. En este tipo de sensores se observa el
desplazamiento Av de los modos de interferencia de la sefal de transduccién al reconocer un de-
terminado agente bioldgico. Para medir ese desplazamiento se debe detectar la posicién de un
maximo o minimo de la sefial antes y después de dicho desplazamiento. En este tipo de biosensores
un pardmetro de gran importancia es el periodo P, de la sefial el cual es inversamente proporcional
al espesor 6ptico h0 del sensor en ausencia de agente bioldgico. El aumento de dicho periodo mejora
la sensibilidad del sensor pero parece dificultar la deteccién del minimo o maximo. Por tanto, su
efecto sobre la incertidumbre del resultado de la medida presenta dos efectos contrapuestos: la
mejora de la sensibilidad frente a la dificultad creciente en la deteccién del minimo 6 maximo. En
este trabajo, los autores analizan la propagacién de incertidumbres en estos sensores utilizando
herramientas de ajuste por MM.CC. para la deteccién de los minimos o maximos de la sefial y técnicas
de propagacioén de incertidumbres descritas en el suplemento 2 de la Guia ISO-GUM. El resultado del
andlisis permite dar una respuesta, justificada desde el punto de vista metrolégico, de en que
condiciones es conveniente o no aumentar el periodo P, de la sefial.

Palabras clave: Biosensores, Interrogaciéon Optica, Metrologia, Medida, Incertidumbre.
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1. Introduccion metabolomics, lipidomics) esta incrementando la

Actualmente se considera que hay una gran
necesidad de desarrollar herramientas de
diagnéstico capaces de asegurar sensibilidad,
rapidez, sencillez y asequibilidad para
aplicaciones en sectores como la salud, la

demanda de nuevas tecnologias con una clara
orientacién hacia la medicina y el diagndstico
personalizado con el objeto de hacer frente a
cambios en los tratamientos en el caso de
enfermedades complejas.

alimentacién, el medioambiente o la seguridad. Para desarrollar los sistemas de biodeteccién,
En el ambito clinico se necesitan profundos es necesario conjuntar varias disciplinas
avances tecnolégicos capaces de ofrecer analisis cientificas que van desde la micro y nano
rapidos, con baja incertidumbre, fiables y tecnologia a las técnicas eficientes de
asequibles en coste y que tengan como interrogacién oOptica, biometrologia y toda la
consecuencia la mejora clinica y econémica a inmunoquimica asociada a la inmovilizacién de
partir de un diagndstico eficiente. En concreto, bio-receptores y el reconocimiento selectivo de
hay un interés creciente por la descentralizacién sustancias.

del diagndstico clinico mediante plataformas de
deteccion cercanas al usuario final, denominadas
POCs (Point Of Care devices). La utilizacién de
POCs (referidas al diagnéstico cercano al usuario
final o fuera del laboratorio de andlisis clinico),
mediante deteccion in vitro (IVD) sera
extremadamente util en centros de salud,
clinicas o unidades hospitalarias, entornos
laborales o incluso en el hogar.

Los chips desarrollados en el Centro Laser de
la UPM estan basados en celdas biosensoras, que
se han denominado BICELLs [4,5]. Cada celda
puede estar programada para detectar una
determinada sustancia o elemento extrafio.
Cuanto menor sea el tamafio de estas celdas,
mayor sera la capacidad de analizar multiples
analitos de forma simultdnea y menor sera el
coste por andlisis. El sistema ofrecera ventajas

Por otra parte, el desarrollo de la gendmica, muy competitivas en comparacién con las
protedmica y otras tecnologias conocidas como técnicas de andlisis clasicas. Entre otras, cabe
“omics” (sufijo inglés utilizado para referirse, por destacar la rapidez en el tiempo de andlisis. La
ejemplo, a genomics, transcriptomics, proteomics, tecnologia permitira desarrollar biochips de bajo
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coste para andlisis cercanos al usuario final y
biotarjetas para monitorizacién mas eficiente de
terapias y tratamientos. Con esta tecnologia se
facilitara el acceso a la prevencion y se acercara
el diagndstico al usuario final, de tal forma que la
transferencia de esta tecnologia tendra un
elevado impacto social. Por otra parte, es
destacable el trabajo realizado en el disefio de
plataformas de lectura de los biochips. Las
plataformas de lectura de los biochips son una
parte esencial ya que son las encargadas de
traducir la informacién generada por los
biochips y servir de interfaz con el usuario final.

2. Principio de funcionamiento

El procedimiento que utilizan estos biosensores
para la detecciéon de la presencia del agente
bioldgico es la observacion del desplazamiento
Av en frecuencia de los modos de interferencia
de la sefial luminosa que incide sobre la muestra
al depositarse una cierta cantidad de dicho
agente sobre el biosensor (Fig. 1).

Dicha sefial interferencial se genera del
siguiente modo: un haz de luz blanca (Fig. 2) se
hace incidir, con un 4ngulo 6, sobre un
interferometro  sencillo tipo  Fabry-Perot
compuesto por un substrato (medio 3) y una
lamina delgada (medio 2) de espesor z, y con
diferente indice de refraccién que el substrato.
Sobre dicha lamina delgada se deposita el agente
biolégico y al hacerlo se puede considerar que el
espesor z de la ladmina aumenta, pudiendo

Sin capa
biologica

Con capa
bioldgica

2

0,

Medio @

ademas variar el indice de refracciéon n de este
medio, y por ende se produce una variacién en el
espesor Optico efectivo h [8]. En nuestro modelo
hemos considerado que el indice de la capa
bioldgica es similar al de la lamina delgada del
interferémetro (p.e. una simple capa de 6xido de
silicio de indice de refraccién similar al de una
capa biolégica y del orden de 1,4). Esta
aproximacién nos permite simplificar el modelo
y los calculos.

La intensidad del haz reflejado se mide a
diferentes frecuencias v (o longitudes de onda
A=c/v, siendo c¢ la velocidad de la luz).
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Fig. 1. Desplazamiento de la sefial interferencial.
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Fig. 2: Esquema de un biosensor no estructurado.
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y la intensidad del haz incidente se puede
calcular la reflectividad R de la ldamina delgada.
Dicha reflectividad R es funcién tanto del
espesor 6ptico h como de la frecuencia v (o de la
longitud de onda A):

A

R(V' h) = Ripea + Ecos(d)v) = (1)

donde,
v = 7Tc/(thosB)' (2)

o}
A

R(l, h) = R‘med + Ecos(d)l)v (3)

donde
=2 h 7] 4
o = nA/ZCOS’ (4)

y donde R,.; es el valor medio de la
reflectividad y A es la amplitud pico-pico de las
variaciones en la reflectividad. Se observa que
dicha sefial es una sefial cosenoidal, presentando
un primer maximo en v =0 y periodo
P, = c/(2hcosf) inversamente proporcional al
espesor optico h. El argumento de la funcién
coseno (¢) representa la diferencia de fase ente
el haz incidente y el haz reflejado. Es habitual
también representar esta sefial en funcién del
numero de ondas ¥V =1/ 1 (6 ¥ = v/c):

A
R(W,h) = Rypeq + Ecos(4m7hcost9). (5)

Esta senal alcanza valores extremos
(maximos o minimos) en v, cuando:
Vi m
c/(2hcos®) ~ 2’ (6)
o}
c m
=m—, (T = ——). 7
Vm = M g cos6 (vm 4hcost9) (7)

Si m es par se estd ante un maximo y si m es
impar ante un minimo. La sefal interferencial se
registra sin capa biolégica (h = h,) y con capa
biolégica (h = h,) (ver Fig. 1), observandose un
desplazamiento Av,, en el extremo (maximo o
minimo) m:

Ym,0 _ E

c/(2hycosh) ~ 2’ (8a)
Ym,1 _m

c/(2h,cos0) 2’ (8b)
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Avip = Vim0 — Vi, 1, (8¢)
Operando se obtiene:
Ave = c (1 1) _
Vm = m4cos€ hy hy)
(9)
_ c Ah
= M coso hohy’

donde Ah es la diferencia de espesores dpticos
Ah = hy—h,;. Con el fin de simplificar se
denominara “espesor éptico medio” a la cantidad

h = \/hyh; . Por tanto:
¢ Ah
Avy, = mmﬁ, (10a)
) 1 Ak
M = moe (10b)

La cantidad C de material 6ptico depositado
es, con bastante buena aproximacién, una
funcién lineal del incremento de espesor 6ptico
Ah. Por tanto, podria utilizarse la siguiente
expresion donde « es una constante de
proporcionalidad (a determinar durante la
calibracién del sensor frente a materiales de
referencia certificados u otros patrones

equivalentes con trazabilidad adecuada):
C = alh. (11)

Pero Ah no se mide directamente, lo que se mide
es Avy,; por tanto:

1 4cosf -
C=a (— h2> Avy,

m c (12)

= CpyAvpy,

donde c,, es el coeficiente de sensibilidad (ver
Ref. [3], apartado 5.1.3) de C respecto de Avy,. La
sensibilidad (ver Ref. [7], 4.12) S del sensor seria
el inverso de cp,. En el caso de trabajar con el
numero de ondas ¥ se obtendria la siguiente
expresion, donde cpy representaria el coeficiente
de sensibilidad de C respecto de 7:

1 ~
C=alh=a <—40059h2) AV, =
m (13)

= CAyAf/'m.

3. Detecciéon del maximo (o minimo)
de la senal

El objetivo es detectar el minimo o maximo x* de
una sefal del tipo y = y(x) de la cual se conocen
un conjunto de puntos (x;,y;). Se posee una

© Sociedad Espafiola de Optica
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estimacién razonable x, de x* y para detectar el
minimo/maximo se va a proceder a ajustar una
parabola a los puntos (x;,y;) que estan situados
en el entorno del punto x,, mas concretamente
aquellos puntos para los cuales |x; — x,| < a. Se
supondra que se utilizan los puntos x; =
xi—a)+[2a/(n—-D]E-1), i=12,..,n ,
que se encuentran en el intervalo |x; — xy| < a,
siendo n el nimero total de puntos utilizados y
E, =2a/(n—1) el espaciado entre puntos o
resolucion. El ajuste de la parabola podria ser
descrito del siguiente modo, donde b,, b,, b3, son
las incégnitas a determinar:

X; — Xg X — Xo\? _
bi+b; () +bs (=) =y (14)
parai=1,2,..,n,0

donde

Xi — Xo
w; = .
a

(16)

El sistema de ecuaciones anterior puede ser
reescrito en formato matricial del modo
siguiente, donde se ha utilizado la expresién
w; =—1+4+[2/(n—D]@{ - 1):

A-b=y, (17)
donde:
[1 wy w? ]
1w, w2
1 Wn-1 Wrzz—l
1w, w? |
1 -1 1 (18a)
| 2 2 2]
| 1 -1+5 (F14h)
2 2 \2 ’
[ -5 (1-35) ‘
1 1 1
y
by
b= bzl, (18b)
bs
Y1
V2
y=| ¢ | (18¢)
Yn-1
"y, |
Opt. Pura Apl. 47 (1) 27-34 (2014) -31-

La solucién que proporciona un ajuste por
minimos cuadrados ordinarios [6] al problema
anterior es la que se muestra a continuacion,
donde U, es la matriz de covarianzas (ver GUM-
S2 [2], apartado 3.20) del vector b de incognitas
y S, es el residuo medio cuadratico después del
ajuste:

b = (ATA)!ATy = (ATA) " !s2. (19)

Cuando el numero de puntos es muy elevado,
situacion relativamente habitual (por ejemplo, la
sefial completa de la Fig. 1 contiene 1,2x10%
puntos y en la zona del minimo cercano a 360
THz se podrian utilizar del orden de 600
puntos), la matriz (ATA)~! podria aproximarse
mediante la siguiente expresion:

(] 9/4 0 -—15/4
(ATA)‘lz—I 0 3 0 ] (20)
M-15/4 0 45/4

y por tanto:

U, = (ATA) 152 =
1] 9/4 0 -—15/4 21)
=- o 3 0 |s2
Ml-15/4 0 45/4

Para hallar el minimo o maximo x* habria
que derivar e igualar a cero la expresion de la
parabola ajustada:

b2 X* - xo
"(x*)=—+4+2b =0, 22
y () =2+ 2b— (22)
de donde se obtiene:
b, b, (n- 1)Ex

* —_—
X"=Xg——a=x

- 23
2b, ° 2b, 2 (23)

Propagando incertidumbres en la expresion
anterior y sabiendo que u(b,, b3) =0 (ver Ec.

(21)):
u?(x*) = u?(x,) +

b, 2
+ [@ (n— 1)] W2(E,) + o

2
ab,

a 2 2 2
+<E> w?(b,) + (Zbg) w2 (by).

Si  x,=x%, puede comprobarse que
V' =xg=x*)=b,/a=0. Por tanto,
desaparecerian las contribuciones asociadas a E,
y bs. Por otro lado, la componente u(x,) no esta
asociada al proceso de determinacién del
minimo 6 maximo, sino a la trazabilidad de las

© Sociedad Espafiola de Optica



OPTICA PURA Y APLICADA. www.sedoptica.es.

medidas en el eje horizontal. Asimismo, al hallar
el desplazamiento Ax* =x; —x; de estos
minimos o maximos la contribucién de x,
apareceria tanto en Xx; como en xj,
desapareciendo. Por ello, la Gnica componente
que se retendra serd u(b,), que ademas, de
acuerdo con la Ec. (21) es u?(b,) = 3s2/n, esto
es:

u(x*) = u(b,), (25a)

3

u(Ax™) = \/§|% — ﬁse. (25b)

u(b,) =

El pardmetro b; es funcién de la segunda
derivada de la sefial en x;, = x*, y"'(x* = x,) =
2b;/a?. Por otro lado, en una sefial cosenoidal de
periodo P, y amplitud pico pico 4, dicha segunda
derivada toma el wvalor y"(x*=x,) =
—2m%A/P?. Por consiguiente, b; = —mw?Aa?/P2.
Pero E, =2a/(n—1), de donde nxn—1=
2a/E,. Por tanto, para este tipo de sefales se
tendria:
u(Ax*) = %S‘zf =
Pz " o
x (26)
V3 P?
T2 \/_SNR ’

donde SNR (Signal to Noise Ratio en inglés) es la
relacion sefal-ruido (4/s,). Como se observa,
dicha incertidumbre disminuye al crecer la
semiamplitud a del intervalo a lo largo del cual
se realiza el ajuste. Sin embargo, a no puede
crecer indefinidamente, puesto que para valores
elevados de a la paradbola ya diferiria
significativamente del comportamiento de la
sefial. El error ¢ que se comete al aproximar una
sefial cosenoidal de periodo P, y amplitud pico-
pico A por una parabola alrededor de uno de sus
minimos o maximos es del orden de:

€=0 [4! 2 ( ;)4]' (27)

Con el fin de limitar al maximo el efecto de la
posible separacién de la pardbola frente a la
sefial cosenoidal se puede fijar el valor maximo
de a (y por tanto 6ptimo) de modo que ¢ sea, por
ejemplo, del orden de un décimo de s,:

Opt. Pura Apl. 47 (1) 27-34 (2014)

1A (2 a)4 _Se )8
£*u2\"p) T10 (28)
y por tanto:
(2-41/10)Y* /s, \1/4
~ e 29
Qopt o P, (A) . (29)

Introduciendo este resultado en la Ec. (26) se
obtiene la siguiente expresion:

2V3

u(Ax*) = —\/5(2 /10)77 .

5 (30)
FWHM,E, - SNR'8 =

= 1.09,/FWHM,E,, - SNR™%/8,

donde FWHM,, (Full Width at Half Maximum) es
la anchura de la transicion a media altura:
FWHM, = yP,. Para sefhales cosenoidales
y=1/2.

4. Componente asociada a la
deteccion del maximo (6 minimo)

Al propagar incertidumbres en las Ecs. (11),
(12), la componente u,, (C) de la incertidumbre
de C asociada a la medida de Av,, seria
Upy (C) = cppu(Avy,) y por tanto:

1 4cosf .
up(0) = (==

2
3 )u(Avm) = o

= cpu(Avy,).
Si para la deteccion de los extremos v, g, Vi 1 S€
utiliza el procedimiento descrito en el apartado

3, entonces, de acuerdo con la ecuacién (30) se
obtendria:

u(Av,,) = B/E,FWHM,, - SNR™%/8, (32)
donde:

e E, es la resolucién (distancia en frecuencia
entre dos puntos consecutivos),

e FWHM, eslaanchura de la transicidn,

¢ SNR es la relacién sefial-ruido: SNR = A/s,,
donde s, es el residuo minimo cuadratico
después de realizar el ajuste por minimos
cuadrados del polinomio. Valores tipicos de
esta relacién sefial-ruido pueden estar entre
10y 104

© Sociedad Espafiola de Optica
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e [ es una constante que depende del tipo de
curva que siga la sefial. En el caso de
cosenoides, f = 1,09.

Introduciendo este resultado en la expresiéon
de la incertidumbre de la cantidad de material
bioldgico:

© (1 4c039h)
uA =a *
’ m (33)
- 8/E,FWHM,, - SNR™5/8,
6
1 4cosf .
sy (€) = affy (= ———F?)-
(34)
E,P, - SNR™5/8,
Anteriormente se ha indicado que

P, = c/(2hcosf). Asimismo, dado que Ah K h
podra escribirse h = hy = h; = h = c/2P,cosé.
Introduciendo estos cambios en la expresion
anterior de u,,(C) y reagrupando términos se
obtiene:

Upy =

( ﬁ‘/— cosB) m

Si se trabaja con el numero de ondas ¥ en vez de
con la frecuencia v, la ecuacion anterior seria:

upy(C) =

( 'B‘/_COSQ)

donde P; = 1/(2hcosf) es el periodo de la sefial
expresado en numero de ondas y E; es la
resoluciéon expresada también en numero de

(35)
—3/2E1/2 SNR- 5/8

36
_3/2 ~1/2 SNR™ 5/8 ( )

Por otro lado, el valor de ¥ = mc/(4hcos0)
debe estar cercano al centro Vie,q del
intervalo de trabajo del detector. Si estuviera
fuera de dicho intervalo no se podria detectar el
minimo. Por tanto:

1 1 c

~

m

Veentral " 4hcosB’ (37)

Introduciendo estos cambios y reagrupando
términos de nuevo se obtiene la expresién final
para la componente de la incertidumbre
asociada a la deteccién del minimo/maximo:

Upy )=

- (a[z’\/? 2ccc)st9)

De nuevo, si se prefiere utilizar el nimero de
ondas v en vez de la frecuencia v, la ecuacién

1 E” (38)
5
77 SNRT/E,

Veentral P

anterior quedarfa en la forma (donde
Veentrat = Veentrai/€):
upy(€) =
¢ 1 B (38)
= - - SNR™%/8,
(aﬁﬁ ZCOSQ) Vcentral Pl/z

5. Resultados y discusion

Con el fin de mostrar un ejemplo numérico, en la
Tabla I se recogen los resultados correspon-
dientes al andlisis de las sefiales representadas
en la Fig. 1.

Los resultados correspondientes a las columnas
“Sin Capa Biolégica”, “Con Capa Biolégica” y

“Desplazamiento” se han obtenido
ondas.
TABLAI
Resultados correspondientes a las sefiales de la Fig. 1.
Sin Capa Biolégica Con Capa Biolégica | Desplazamiento | Divisién | Prediccién
Max 6 Min
Vo T Upy (vg) v; £ Upy(vy) Av + Up,(Av) | deEscala | Uy, (Av)
(THz) SNR SNR
(THz) (THz) (THz) (THz) (THz)
310 311.95+0.02|3x103 | 309.83+0.02 | 5x103 -2.12+0.02 0.029 0.02
365 366.09+£0.04 |4x10% | 363.81+0.04 | 4x102 -2.28+0.05 0.029 0.07
420 419.31+0.06 |4x102 | 416.95+0.06 | 4x10? -2.36%0.09 0.029 0.06

Todas las incertidumbres son incertidumbres expandidas evaluadas para k=2 (aprox. 95%)
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utilizando las técnicas de ajuste por minimos
cuardados descritas en el apartado 2. Las
incertidumbres que en ellas aparecen se han
estimado de acuerdo con el suplemento 2 de la
GUM [2]. En la columna “Prediccion” se han
incluido las incertidumbres que proporcionaria
la ecuacion aproximada, Ec. (30). Se comprueba,
a partir de los resultados anteriores, que la Ec.
(30) predice de forma bastante razonable la
componente u,,, (C).

Supuestos fijos los siguientes elementos:

e el agente bioldgico a detectar, es decir, la
constante «;

e el tipo de curva de la sefial (p.e. cosenoidal) y
el procedimiento de deteccion del minimo
(p-e. mediante ajuste por minimos cuadrados
de un polinomio de grado 2), es decir,
estarian fijadas las constantes f y y;

e larelacion ruido-sefial, SNR;

los Unicos parametros que se podrian variar en
esas condiciones serian:

e el periodo de la sefal B, a través de la
variacion del espesor dptico del sensor h (la
relacion entre ambos es P, = ¢/(2hcos8));

e laresolucién E,,.

En las anteriores condiciones, lo que
determina la incertidumbre componente de la
incertidumbre u,, = up,(C) de la cantidad C de
agente biolégico depositado es la relacién E, /P, :
la incertidumbre crece con la raiz cuadrada de
E,/P,. Por tanto, para reducir la contribucién de
esta componente habria que:

e reducir la resolucién E,, (siempre y cuando
no aparezca correlacion entre errores de
puntos consecutivos, en cuyo caso ya no
servirfa de nada seguir reduciendo Ila
resolucion);

e incrementar el periodo de la sefial P, a través
de la reducciéon del espesor oOptico h del
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sensor. Lo maximo que se podria reducir h de
modo que el minimo obtenido siguiera
estando cerca del centro del rango de
deteccion del detector, seria:

1P _
2'vmax — Veentrals

(39)

de donde:

c

h_ L= = )

an 4‘Vcentralcose 4‘17cem:ralcose (40)
Para las sefiales de la Fig. 1, tratando de

mantener la posicion del minimo cerca de

Veentrar = 310 THz (que es donde la relacién

sefial-ruido es mejor, del orden de 5x103) y

trabajando con 8 = 0, se obtendria h = 240 nm.

6. Conclusiones

Utilizando técnicas de ajustes por minimos
cuadrados (las cuales seran objeto de estudio en
el documento JCGM 107, [1]), y de propagacion
de incertidumbres en mensurandos n-
dimensionales (descritas en el documento JCGM
102:2011, [2]) se ha dado una respuesta
metroldgica a dos problemas de dificil solucidn:

e Eleccion o6ptima de la semiamplitud a del
intervalo a lo largo del cual ajustar una
parabola para determinar el minimo de una
sefial

¢ Eleccién o6ptima del ancho de la sefial
(FWHM,) cuando ésta puede variarse
eligiendo conveniente, por ejemplo, el
espesor optico h del sensor.

El andlisis realizado cubre solamente la
componente de la incertidumbre asociada a la
determinacion de los minimos (o maximos) de la
sefial. Naturalmente, al tener en cuenta otras
componentes, apareceran otros condicionantes
que pueden, quiz3, modificar las
recomendaciones dadas en el presente articulo.
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