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RESUMEN

Este trabajo de tesis doctoral titulado: “Espectrometria de masa
y rigidez basada en resonadores nanomecanicos” dirigido por el doctor
Francisco Javier Tamayo de Miguel (Instituto de Microelectronica de
Madrid — CSIC) y bajo la tutela del doctor Vicente Moreno de las Cuevas
(Facultad de Optica y Optometria, Departamento de Fisica Aplicada de
la Universidad de Santiago de Compostela) ha sido realizada en el
laboratorio de Bionanomecanica del Instituto de Microelectronica de
Madrid perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IMM-CSIC).

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral ha sido el
desarrollo de un espectrémetro de masa y rigidez basado en resonadores
nanomecanicos. Un resonador nanomecanico, tipo puente o palanca en
la escala micro- y nanomeétrica, es un tipo de dispositivo que se encuentra
enmarcado dentro de lo que se conocen como sistemas
nanoelectromecanicos o NEMS (“NanoElectroMechanical Systems”).
Los NEMS aparecen por primera vez con la invencién de la microscopia
de efecto tunel o STM (“Scanning Tunneling Microscopy”) y del
microscopio de fuerzas atomicas o AFM (“Atomic Force Microscope™).
Este tipo de microscopios se basa en la medida directa de la deflexion de
un resonador tipo palanca, o en la medida de su frecuencia de resonancia,
para realizar la topografia de superficies con resolucién atomica. Se
pueden ver como un fondgrafo en miniatura, en el cual se utiliza una
micropalanca con una punta afilada en su extremo libre. Para medir tanto
la deflexion como la frecuencia de resonancia de las micropalancas se
utiliza el método de deflexion de un haz l&ser, es decir, se hace incidir
un laser en el extremo libre de la micropalanca y el haz reflejado es
recogido por un fotodetector sensible a la posicién o un fotodetector
segmentado. Posteriormente, las micropalancas se empezaron a utilizar
como sensores tanto en modo estatico como en modo dinamico. Su uso
como sensores abarca campos tan amplios como la calorimetria, sensores
giroscopicos, sensores de masa, sensores de fuerza, detectores de
explosivos, deteccion de la hibridacion de ADN, sensores
optoplasmanicos, entre otros.



Los resonadores micro- y nanomecanicos se pueden utilizar
como sensores en dos modos de operacién: modo estatico y modo
dinamico. El principio de operacion en modo estdtico se basa en la
medida de la deflexion de la palanca debido a una diferencia de tension
entre sus dos caras. Por otra parte, el modo dindmico se basa en la medida
del cambio de la frecuencia de resonancia cuando el resonador sufre
algun tipo de interaccion, por ejemplo, mediante la adsorcién de
particulas sobre su superficie. En este trabajo nos hemos centrado en el
uso de resonadores nanomecénicos en modo dinamico.

Para comenzar este manuscrito se introduce la teoria
nanomecanica a partir de la teoria de la elasticidad, explicando el tensor
deformacion y el tensor de tensiones de un sistema elastico, asi como la
ley de Hooke. A continuacién, se describe la ecuacion de Euler-Bernoulli
y se resuelve tanto espacial como temporalmente para los dos tipos de
resonadores mas utilizados: resonador tipo puente, es decir, con sus dos
extremos anclados, y resonador tipo palanca, el cual solo tiene un
extremo anclado y el otro libre. Finalmente, se introduce el modelo del
oscilador arménico para modelizar la respuesta de los nanoresonadores.
Las ecuaciones descritas en el primer capitulo de este trabajo seran
utilizadas a lo largo de esta tesis doctoral y sientan las bases tetricas de
los resonadores nanomecanicos.

Aunque este trabajo estd centrado en el desarrollo de un
espectrometro de masa Yy rigidez nanomecanico basado en
micropalancas, también se han realizado estudios de diferentes
resonadores para ser utilizados en un futuro como sensores de masa y de
rigidez. Los resonadores unidimensionales, como los nanohilos de
silicio, han sido caracterizados y estudiados por el grupo de
Bionanomecanica y se han propuesto como excelentes candidatos para
Su uso como sensores de masa y rigidez nanomecanicos. Los avances en
las técnicas de nanofrabricacion y en la tecnologia del silicio estan
permitiendo tener un control de las dimensiones de los nanoresonadores
sin precedentes. Los nanohilos de silicio han sido fabricados mediante
técnicas “Bottom-up” en el Instituto de Microelectronica de Barcelona
(IMB-CSIC). Estos resonadores crecen horizontalmente en unas
trincheras prefabricadas sobre silicio. Para la medida de su frecuencia de
resonancia se ha desarrollado un sistema interferométrico tipo Fabry-



Perot, mediante un laser de Helio-Neon, el cual se enfoca en el extremo
libre del nanohilo, y un fotodetector que recoge la sefial reflejada en el
substrato. Basicamente, la sefial incidente y reflejada en el sustrato
genera una onda estacionaria la cual es modulada por la vibracion del
nanoresonador. De esta manera se consigue detectar el ruido
termomecanico, y por tanto, medir las frecuencias de resonancia
flexurales a partir de la transformada de Fourier de la sefial del
fotodetector.

Los nanohilos de silicio estudiados en este trabajo se presentan
con un grado de conicidad, es decir, el radio en el extremo anclado es
mayor que el radio en el extremo libre. Esta caracteristica, muchas veces
indeseable, hace que las frecuencias y las formas de los modos de
oscilacion cambien con respecto a los nanohilos uniformes. Esto se
traduce en un aumento drastico en la sensibilidad en masa, lo cual hace
de estos resonadores unos dispositivos muy interesantes para su
utilizacion como sensores de masa Yy rigidez. Para estudiar estos
nanoresonadores se han realizado simulaciones por elementos finitos, asi
como experimentos y un estudio teérico de como afecta este grado de
conicidad a las propiedades mecanicas de los resonadores. Mediante
estos estudios se ha obtenido como depende la forma del modo y la
frecuencia de resonancia de los dos primeros modos flexurales de
vibracion en funcion de la conicidad del nanohilo. Una caracteristica
interesante es la posibilidad de obtener el grado de conicidad sin la
necesidad de utilizar microscopios electronicos de barrido (SEM,
“Scanning Electron Microscope”), mediante la medida de la frecuencia
de resonancia de los dos primeros modos flexurales de oscilacion.
Aunque estos nanoresonadores unidimensionales poseen excelentes
caracteristicas como sensores, como es su reducida masa, sus altas
frecuencias de resonancia (~MHz) y sus altos factores de calidad (~10* —
10°), también poseen un importante inconveniente: su reducida area de
deteccidn. Esto ha hecho que los nanohilos de silicio no se hayan usado
como sensores de masa y rigidez en el espectrémetro desarrollado en este
trabajo.

Otro estudio realizado durante este trabajo de tesis doctoral ha
sido la caracterizacion de microcapilares resonantes de silice fundido
como sensores de densidad de liquidos en tiempo real y a presion



atmosférica. En los dltimos afios han ido apareciendo diferentes
publicaciones sobre microresonadores huecos en los cuales se hace fluir
un liquido por unos canales micro-fabricados en su interior. Estos
microresonadores tipo palanca necesitan de avanzadas técnicas de
microfabricacion, asi como laboratorios altamente especializados.
Debido a que el liquido y las particulas de intereses fluyen por el interior
de los microresonadores y, por tanto, pueden ser introducido en vacio, el
factor de calidad no se ve degradado y la sensibilidad del dispositivo
aumenta drasticamente si lo comparamos con las micropalancas
convencionales en liquido. Con estos dispositivos se han conseguido
medir la masa de proteinas, nanoparticulas y bacterias con una gran
sensibilidad. En este trabajo de tesis doctoral se ha desarrollado un sensor
de densidad de liquidos basado en microcapilares disponibles
comercialmente. El sensor se basa en un microcapilar resonante de silice
fundido tipo puente, es decir, anclado mecanicamente en sus dos
extremos. El sistema experimental consiste en un laser de diodo que se
hace incidir en la mitad de la region suspendida del microcapilar y el haz
transmitido es recogido por un fotodetector. Una ceramica piezo eléctrica
situada en uno de los extremos se utiliza para excitar el microcapilar
resonante en torno a su frecuencia fundamental de oscilacion. Mediante
un amplificador lock-in con PLL (“Phase-Locked Loop”, o lazo de
seguimiento de fase) se consigue seguir la frecuencia de resonancia del
primer modo flexural en el tiempo. El principio fisico del sensor se basa
en la medida del cambio relativo de la frecuencia de resonancia en
funcion de la densidad del liquido que fluye por su interior. Para ello se
hace pasar un liquido de referencia y cuando el liquido de interés fluye
por el interior del microcapilar, la frecuencia cambia. Este cambio
depende del cambio de densidad entre los liquidos. Con este sencillo y
barato sensor, realizable en la mayoria de laboratorios, se ha conseguido
detectar un 0.5% de etanol en agua con una responsividad de
0.0314 mL/g. En un futuro, estos resonadores se podrian utilizar como
sensores de masa y rigidez para la caracterizacion de entidades
macromoleculares simplemente disminuyendo su tamafo, lo cual
conlleva una disminucién de su masa y un aumento de su frecuencia de
resonancia. De esta manera se podrian alcanzar sensibilidades muchos



mayores, abriendo las puertas a nuevos sensores basados en la medida
de la oscilacién de microcapilares resonantes de silice fundido.

El pilar central de este trabajo de tesis doctoral ha sido el
desarrollo de un espectrometro de masa y rigidez nanomecanico para la
caracterizacion de nanoparticulas y entidades bioldgicas intactas. Los
espectrometros de masa convencionales son capaces de medir la relacion
carga/masa de especies moleculares cargadas con una gran precision. Sin
embargo, estan limitadas a especies ligeras, entre 100 Da 'y 100 kDa Y por
lo tanto poseen un bajo rango dindmico. Cuando se quieren caracterizar
particulas de mayor, tamafio la espectrometria convencional utiliza
diversas técnicas de fragmentacion, lo cual produce un espectro
complejo y dificil de interpretar. Por otra parte, un espectrometro basado
en resonadores nanomecanicos no necesita ionizar ni fragmentar las
especies, ya que se basa en la medida directa y en tiempo real del cambio
en la frecuencia de resonancia producida por la adsorcion de especies
sobre la superficie del resonador. Ademas, los resonadores
nanomecanicos no son sélo sensibles a la masa de los adsorbatos, sino
también a su rigidez. Por lo tanto, estos dispositivos se postulan como
extraordinarios candidatos para su utilizacion como sensores de masa y
rigidez. En los ultimos afios se ha demostrado la importancia que tiene
la rigidez en los procesos biologicos. Por ejemplo, la rigidez de una
célula sana difiere de la rigidez de una célula cancerigena o metastasica.
También se ha demostrado que la rigidez juega un papel vital en el ciclo
bioldgico de los virus, por ejemplo, el virus del VIH cambia
drasticamente su rigidez cuando pasa de estado latente a estado
infeccioso. Por tanto, existe la necesidad de nuevos sensores capaces de
caracterizar diferentes entidades por medio de su masa y rigidez.

En este trabajo se introduce la técnica de ionizacion mediante
electrospray utilizada para ionizar las particulas de interés presentes en
la disolucion y enviarlas al resonador. Para ello se ha utilizado la técnica
del electrospray o ESI (“ElectroSpray lonization™). EI ESI es una técnica
de ionizacion débil capaz de pasar las particulas de interés presentes en
una disolucién en estado liquido a particulas en fase gas. Junto con la
técnica MALDI (“Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization™), la ESI
es una de las técnicas mas utilizadas en espectrometria de masas



convencionales para la ionizacion de particulas. Se trata de una técnica
de ionizacién débil y que no produce fragmentacion.

El espectrometro de masa y rigidez basado en resonadores
nanomecanicos desarrollado en este trabajo se ha utilizado para la
caracterizacion de nanoparticulas de oro de 100 nm de diametro y de
bacterias Escherichia coli mediante la medida de su masa y rigidez. El
primer prototipo del espectrometro estaba formado por dos campanas de
vacio. La primera etapa se encontraba a presion atmosférica y era donde
se nebulizaban las particulas por medio de la técnica del el electrospray.
Un orificio separaba la primera etapa de la segunda la cual se encontraba
a una presion de 10 mbar y alojaba el sensor, es decir, la micropalanca.
Este primer prototipo tenia una serie de desventajas que se han ido
solventando a lo largo de este trabajo. El problema fundamental de este
primer prototipo era que las particulas de interés llegaban al resonador
sin estar completamente evaporado el solvente.

El prototipo final utilizado para la medida de la masa y rigidez de
particulas consta de tres etapas claramente diferenciadas. La primera
etapa esta a presion atmosférica y es donde tiene lugar la nebulizacién
de las particulas por medio de la técnica ESI. La segunda etapa se
encuentra a 10 mbar y alberga un capilar caliente, es decir, un tubo
metalico con un orificio interior de 400 — 500 um y una longitud de
110 mm el cual se encuentra a una temperatura de ~200 °c. Su funcion es
ayudar a la completa evaporacién del solvente, evitar que las particulas
se adhieran a las paredes gracias a la agitacion térmica y ayudar al guiado
de las particulas a la siguiente etapa de vacio deferencial mediante un
gradiente de presion. La segunda y tercera etapa diferencial estan
separadas por un “skimmer” con un orificio de 100 ym. La Ultima etapa
estd a una presion de 0.1 mbar y es donde se encuentra el sensor, es decir,
la micropalanca. Para la medida de las frecuencias de resonancia se
utiliza la técnica de la deflexién del haz. Como ya se ha explicado, un
haz laser es enfocado en el extremo libre de la micropalanca y la luz
reflejada se hace incidir sobre un fotodetector segmentado de cuatro
cuadrantes. La micropalanca se excita en torno a sus frecuencias de
resonancia mediante una ceramica piezoeléctrica situada debajo del
resonador. La sefial del fotodetector es pre-amplificada y enviada a un
amplificador lock-in con PLL. ElI PLL nos permite seguir hasta 6



frecuencias de vibracion simultdneamente en el tiempo con una buena
estabilidad.

El principio fisico de funcionamiento del espectrometro
nanomecanico se basa en la medida del cambio de las frecuencias de
resonancia de la micropalanca cuando una particula es adsorbida sobre
su superficie, es decir, se utiliza el nanoresonador en modo dindmico.
Cuando una particula aterriza sobre la superficie de la micropalanca su
frecuencia de resonancia cambia. Este cambio en la frecuencia de
resonancia es debido a dos efectos contrapuestos. Por un lado, el efecto
de masa hace que la frecuencia de resonancia disminuya, mientras que
por otro lado el efecto de rigidez hace que la frecuencia aumente. Esta es
la primera vez que se utiliza un microresonador como sensor de masa y
rigidez en un espectrometro en tiempo real para la medida de
nanoparticulas y entidades biologicas. En este trabajo se describe la
teoria de la espectrometria nanomecanica y como la masa y rigidez de
los adsorbatos afectan a la frecuencia de vibracion de los
microresonadores. Se introducen los efectos de borde, asi como la forma
y el angulo de adsorcién y como esto afecta de diferente forma a la
rigidez del sistema. El estudio realizado nos permite obtener, con gran
precision, el cambio esperado en las frecuencias de resonancia en
funcién de la posicion de adsorcion, de su masa y de su rigidez, asi como
de su forma y angulo de adsorcion. Sin embargo, lo que nos interesa es
obtener las propiedades del adsorbato a partir de la medida de los
cambios en frecuencia. Para ello se desarrolla el algoritmo del problema
inverso, es decir, a partir de los cambios relativos en las frecuencias de
resonancia de varios modos flexurales de vibracion, se obtienen los tres
parametros de interés: la posicion de adsorcion, el término de masa y el
término de rigidez. Finalmente se han realizado una serie de
experimentos para corroborar la teoria de la espectrometria
nanomemanica, asi como el método del problema inverso. Para ello se
ha utilizado el espectrometro desarrollado a lo largo de este trabajo para
la caracterizacion de nanoparticulas de oro de 100 nm de didmetro, asi
como de bacterias Escherichia coli mediante la medida de su masa y
rigidez. Uno de los resultados obtenidos de este estudio es que, si se
desprecia la rigidez del adsorbato a la hora de utilizar los resonadores
como sensores de masa, se subestima la masa del adsorbato, siendo este



efecto mayor cuando mas delgados sean los microresonadores. Esto
resalta la importancia de tener en cuenta la rigidez a la hora de utilizar
los resonadores como sensores de masa. Esta es la primera vez que se
obtiene el modulo de Young de bacterias intactas mediante
espectrometria nanomecanica. Para corroborar el resultado obtenido se
han caracterizado las bacterias mediante nanoindentacion con AFM
obteniendo magnificos resultados. La posibilidad de describir los
analitos que aterrizan en el resonador por medio de dos coordenadas
ortogonales, la masa y la rigidez, mejora, claramente, la selectividad de
la espectrometria nanomecéanica y abre las puertas a nuevas y relevantes
aplicaciones en biomedicina.



A mis padres,

A mi hermano,
A mi hijoy para ti,

Vanesa






AGRADECIMIENTOS

Desde que empece a elaborar este manuscrito me ha estado
rondado por la cabeza como agradecer a todas las personas que, de una
forma u otra, me han ayudado en estos cinco afios. Por un lado, me
apetece mucho escribir esta parte de la tesis, la cual es en la que mas
libertad me puedo tomar, pero por otro lado me entra el panico por no
saber hacerlo bien, o aun peor, por olvidarme de alguien. Bueno, espero
que no sea asi y estar a la altura. Empezaré por el principio.

AUn me acuerdo, como si fuese ayer, como el 22 de diciembre
del 2011, después de 6 meses de practicas en Eindhoven, llegué al
Instituto de Microelectronica de Madrid en Tres Cantos para una
entrevista con Javier Tamayo. Recuerdo como me sentd en una silla en
el laboratorio de Bionanomecanica (un sitio extrafio y lleno de equipos
raros), laboratorio que ahora considero mi casa, junto con Alvaro San
Paulo y me empezaron a realizar preguntas, muchas de las cuales, con
poco sentido, otras mas personales y algunas de caracter profesional. Ese
mismo dia Javi me dijo que contaba conmigo en su grupo. Sin duda, uno
de los dias mas felices en mi vida laboral. Recuerdo como le dije, “me
ha tocado el gordo de navidad” y como al acabar la entrevista me fui con
una sonrisa camino a pasar las navidades con mi familia en VVigo. Quiero
empezar agradeciendo a Javi por haber confiado en mi. Gracias por
haberme dado la oportunidad de empezar mi carrera cientifica en uno de
los mejores (para mi el mejor) grupo de investigacion del mundo. Tu
simpatia, sabiduria, tu arte escribiendo y sobre todo tu locura y alma de
nifio han hecho que estos 5 afios pasaran volando, de nuevo gracias.

Muchas gracias también a Montserrat Calleja. Gracias por
haberme permitido realizar la entrevista. Sé que era contigo y llegué
tarde, pero te aseguro gue sali con mucho tiempo de Sol. Me engafiaron
en el cercanias. Gracias por confiar en mi para formar parte de este grupo.
i Y aunque te empefies no salimos en la misma orla de la facultad de fisica
de la USC! Tu simpatia, tu sabiduria y tu disponibilidad para toda clase
de dudas y problemas han sido de gran ayuda durante estos 5 afios. Nunca
tendré palabras suficientes para agradecer a Javi y Montse toda la
confianza depositada en mi, muchas gracias. Gracias también a Alvaro
por toda tu ayuda y esos nanohilos tan buenos, gracias.



Todo este viaje comenzo con un profesor del Méster de la USC,
gracias Vicente Moreno de las Cuevas. Realizar el trabajo fin de master
contigo me ayudd a afianzar mi pasion por el mundo de la fisica
experimental. Las horas que pasé en el laboratorio alineando un laser con
fibras Opticas para implementar un sensor de desplazamientos
despertaron en mi la pasion por lo experimental. Gracias por ser tan
simpatico y tan buen profesor. Gracias por esas pachangas con los
compafieros del master. Todo esto ha comenzado gracias a ti, asi que, de
nuevo, muchas gracias.

Como no agradecer a uno de los grandes amigos que he hecho
durante la realizacion de mi tesis. Su locura, su forma de publicar como
si un hubiera un mafana, su manera de afrontar las noches de fiesta y su
contagiosa energia en el laboratorio me han guiado durante mi primer
afio. Después se marcho a hacer su postdoc a Paris, pero ahora ha
regresado para ayudarme (“martirizarme”) con las correcciones de mi
tesis. Gracias Edu, eres un crack. TU me ensefiaste el laboratorio el dia
de la entrevista y mientras me invitabas a un café en el TVL entendi que
queria trabajar aqui. Gracias por ser mi maestro, tanto en el laboratorio
como en las fiestas. Espero seguir trabajando contigo durante muchos
afios.

Hablando de maestros, gracias Dani. Puede que seas una de las
personas que conozco que mas me han demostrado su infinito
conocimiento de todo lo relacionado con la fisica. Tus simulaciones,
discusiones teoricas y experimentales, asi como tu disponibilidad, tanto
para implementar sistemas como para temas mas personales, han sido de
gran ayuda. Estoy seguro que mi tesis nunca hubiera sido la misma sin
ti, gracias por contagiarme tu amor por la ciencia.

Pedazo teorico. Asi te resuelve la ecuacion de nanohilos conicos
con funciones de Bessel de muchas especies, como te hace un algoritmo
para describir perfectamente las particulas que caen sobre un resonador.
Y todo sin protestar, siempre con una sonrisa y con su acento andald.
Muchas gracias Joselo por ser de tantisima ayuda. Algan dia te veremos
en la Ryder Cup, con tu gran drive, metiéndola dentro del Green (o como
se diga). Gracias. Y hablando de tedricos y experimentales, jjPini!!, no
veas como se te echa de menos en el laboratorio. Gracias Valerio por tu
disponibilidad para todo, ya sea para ayudarme a montar un sistema
experimental, para discutir sobre una férmula teérica, para simular en



Comsol o para ayudarme con programas en Matlab. Yo también te he
ayudado y ensefiado como cambiar la fuente y el tipo de letra en
PowerPoint (siempre fallando en lo bésico). Gracias Valerio por toda tu
ayuda y simpatia. Y ahora salsa, carnaval y.... sushi?, gracias Priscila
Kosaka. Tu alma brasilefia, llena de simpatia, bailoteos, musica y
siempre con una sonrisa, asi como tu espiritu japonés han sido de una
ayuda incalculable. Tus disoluciones, conocimientos en quimica y
biologia me han ayudado mucho. Muchas horas nos hemos pasado
probando diferentes tipos de disoluciones para el electrospray, y siempre
preparandolas en cualquier momento, a cualquier hora y bajo demanda.
Con un equipo asi es mucho mas facil hacer una tesis. Muchas gracias
Pris. Hablando de disoluciones y de conocimientos de biologia, Dra.
Carmen Martinez Dominguez, GRACIAS. Los dos empezamos casi
juntos nuestras tesis, y tU la has acabado antes, pero por poco...ya estoy
ahi. Gracias por ayudarme con la quimica, biologia y con las bacterias,
esos bichitos que tan bien han aterrizado sobre sobre las palancas. Tu
fuiste mi Carmen, y algo asi como una novia de laboratorio, con todo lo
bueno y lo malo de las relaciones. Gracias por ser como eres, gracias por
tu ayuda y por tus clases de baile. Gracias por tu sonrisa.

Muchas gracias también a todo el equipo de Bionanomecanica
que me ha acompafiado durante este viaje tan emocionante, divertido y
productivo. Empezando por Sheila que tanto me ayudé a adaptarme en
mi nuevo puesto de trabajo y a Mercedes con sus soldaduras y disefios
en CAD. Gracias también a Mario, “cazador de portales”, espero que
todo te vaya muy bien en tu nueva aventura con el BigData. Gracias Ali,
tanto la de dia como la de noche. Aun recuerdo como me cai encima de
ti en las fiestas de La Latina y no te reconocia, espero que sigas
disfrutando como DJ y como cientifica y gracias también a Guillermo
Mokry. También quiero dar las gracias a las nuevas incorporaciones. Y
diréis: “Si somos nuevos, ;qué nos tienes que agradecer?”, pues me
recordais a mi cuando empecé y con vosotros este grupo seguira siendo
el mejor, estoy seguro. Gracias Gopika, contigo he aprendido y mejoraré
mi inglés, gracias Xavi, no te preocupes, me caes muy bien, aunque te
empefies en lo contrario. Bienvenido Alberto, seguro que los
microcapilares empezaran pronto a darte alegrias y bienvenida Zofia (de
krakovia) de Poznan, tu acento polaco-andaluz le ha dado un nuevo aire
al laboratorio, seguro que los nanohilos de silicio te aportaran grandes
descubrimientos. Gracias Marina por tu preocupacion diaria sobre mi



estado animico (jejeje), es un placer trabajar contigo y estoy seguro que
aun nos quedan muchas cervezas juntos. Muchas gracias Sergio. Desde
el dia en que llegaste supe que hariamos muy buenas migas, siempre
dispuesto a ayudar, tanto con un chiste, una cancién o con un
experimento. Tus tonterias me recuerdan a las mias, tenemos que
plantearnos en serio ese canal de YouTube. Gracias por tu simpatia
diaria. Gracias Ana, aunque siempre vienes al laboratorio a
envenenarnos con el ozono, siempre lo haces con una sonrisa.

En cuanto a la gente del Instituto de Microelectronica de Madrid
comenzaré dando las gracias al maestro de recepcidn, siempre con una
sonrisa, tan eficiente y servicial. Siempre dispuesto a ayudar. Muchas
gracias Manuel, el IMM no seria lo mismo sin ti. Hablando de gente
servicial, gracias Margarita, que seria del centro sin ti. Haciendo muchas
veces el trabajo que no te corresponde, siempre ayudando a los
estudiantes y becarios. Gracias por estar ahi para solucionar toda clase
de problemas y para tomar un café cuando se necesita. Tu alma
reivindicativa le da un toque diferente al centro, gracias. Gracias a todo
el personal de mantenimiento, sobre todo gracias a Pulp6n, espero que
ahora estés mejor. Gracias también al personal administrativo, a la
gerencia, a la direccion del centro y a los informaticos. Vuestra ayuda ha
sido siempre muy util.

Es dificil agradecer colectivamente a todos mis comparieros del
IMM. Espero no alargarme mucho mas, pero si so6lo pongo gracias a
todos, o gracias y vuestros nombres, siento que no o0s estoy
correspondiendo como 0s merecéis y ademas me apetece un monton
agradeceros, uno a uno, a los que ahora considero ya mis amigos y una
parte importante de mi vida. Empezaré por lo gallegos:

Gracias Marcos por hacerme sentir como en casa desde el primer
dia. Por organizar tantas y tan buenas fiestas y salidas, por estar ahi
siempre que se te necesita, por tu humildad y tu generosidad infinita,
ijidesprendes amor!!l, gracias Penedo, nos vemos por los bares. Gracias
Elias, juntos hemos compartido, no solo un chalet en Tres Cantos, sino
también momentos inolvidables y muy divertidos (jjAla Celta!!), estoy
seguro de que te volveras a enamorar. Gracias lvan Prieto, compafiero de
mudanzas, compafiero de piso, compafero de pachangas (lanzador de
faltas a 200 km/h) y de fiestas. Siempre dispuesto a ayudar en todo sin
pedir nada a cambio. Como se dice na terriia: home campechano.



Gracias también a Xesus de Arzla por tantos y tan buenos momentos.
Gracias gallegos.

Y ahora mi morena, gracias por coger los chistes tarde, por ser
tan mafia, por rechazarme tantas veces (yo te esperare), por tu simpatia,
por tu caracter y tu genio, por tantas y tantas fiestas y anécdotas que
hemos compartido y por las que aun quedan por compartir. Empezamos
la tesis a la vez y la vamos a terminar casi a la vez. Lo que nunca se va a
terminar es nuestra amistad. Gracias Estela por formar parte de mi vida
y por ayudarme siempre que lo he necesitado, jjcastafiuelas!!. ; Quién ha
dicho que las rubias son tontas? Siempre dispuesta a ayudar, a hacer una
medida en el SEM, a cortar unos nanohilos con el FIB, a tomar una cafa
(o unas docenas), ella siempre est4 para todo (menos para Baiona). Esos
ojos azules (que son verdes), esa amabilidad, simpatia, ese enfoque
nocturno y esa samba de pucela hacen que te enamores de ella desde el
primer momento. Adn recuerdo la primera noche de fiesta, cuando
saltaste desde un escenario como una estrella del rock, pero sin
comprobar previamente que no habia nadie. Yo ain era un recién llegado
y pensé: “esta chica tiene que ser de mis mejores amigas”. Muchas
gracias Raquel, de verdad, me has ayudado mucho, tanto profesional
como personalmente.

Desde el dia en que nos presentaron y entré en el 105 supe que
serias una parte importante de mi vida. Me da la sensacion de que te
conozco desde hace mucho mas, como si formara parte de tu cuadrilla.
Gracias Etor por ser como eres, eres un ejemplo a seguir. Tu simpatia, tu
humor, tu cultura general (imposible ganarle en el Trivial), tu
disponibilidad, en fin, aqui tienes un amigo para lo que necesites, eres
como un hermano. Gracias Etor, te echamos de menos.

Gracias Fuster por estar tan loco. Por tener tantas y tan buenas
historias. Gracias por tu ayuda y tu disponibilidad, es un placer compartir
experiencias contigo. Tus ideas siempre me han ayudado.

Gracias Patricia, aunque tardé en ganarte, sé que ahora te caigo
bien, gracias por tu ayuda y tus consejos, siempre con una sonrisa.
Muchas gracias también a Carmen Robles, se te echa de menos, a ti, atu
“tuerking”, a la cecina de Leon y por su puesto a tu simpatia. Seguro que
ahora te ird mucho mejor. Gracias Blanca, compafiera de despacho. Ya
sé que no lo parece, porque no lo he pisado, pero era el mismo. Como
echo de menos también la flor del cerezo y el Valle del Jerte y, por su



puesto, a ti CrisVi. Al igual que con Patri, me costé caerte bien, y lo sé,
no puedes mentirme. Pero ahora sé que tengo una amiga en el Jerte.
Gracias por tu ayuda, por tu sonrisa, por esos findes viendo el cerezo en
flor, solo hay una cosa mas bonita: tus ojos. Gracias por todo. Gracias
Lorena, por estar siempre ahi, por recordarme que no estoy solo en el
mundo de los vagos mafaneros. Como mola dormir hasta la hora de
comer. Gracias por tu simpatia y tu disponibilidad. Gracias por
“ensefiarme” a hacer “Hadouken” con el scriber, por esas imégenes de
SEM y por mostrarme los secretos de la sala de litografia, jcon lo que te
gusta a ti el SU-8! Juntos hemos compartido alegrias y buenos chistes,
gracias mafiica.

Gracias también a Llorens, tu humor inteligente y tu simpatia
contagiosa hicieron que esos cigarros en la terraza fuesen diferentes. A
ver cuando te unes al club de los exfumadores. Gracias Pifiera por tantos
y tan buenos momentos. Gracias Benito por tu ayuda siempre que la he
necesitado. Gracias por tu locura. Echo de menos las discusiones entre
Fuster y t0. Tengo la sensacion de que si hubiera llegado unos afios antes
tendriamos muchas més historias que contar.

Gracias también a todos los comparieros de fatigas y laboratorios,
con los cuales no he compartido tantos buenos momentos como me
hubiera gustado: gracias Begofia por tu sonrisa, tus rizos son un pasote.
Gracias Marta, los pinchos de navidad con la guitarra siempre son mas
divertidos. Gracias también a Elena, Merce, Diana B, Diana M, Ripi,
Marco, Horacio, Ryu, Miguel, Kamal y Olga. Gracias a Fran y Dani, con
los que comparti mis primeros meses en el chalet de Tres Cantos (casa
Chon). Vuestra compafiia fue de mucha ayuda. Gracias también Jaime
Andres, Lili, Jero GoodBody, Andrés (jqué manera de comer!), Lucasz,
Pedro, Carolina (échale algo de carne, aunque sea un trocito de jamon a
esos caldos tan paliduchos que traes) y Mdnica. Agradecer también a
todos los que han pasado de una manera fugaz por el instituto: Rubens y
Roseli. Gracias también a Chemi, por tus discusiones futbolistica y tu
espiritu quinielista, en el fondo seguro que eres mas celtista que
madridista. Gracias también a Pedro por saber como bajarme los humos,
deja de ponerme nervioso, por favor.

Gracias también a los nuevos, que venis pegando “duro”. Marina
F. no te enfades tanto conmigo, espero que en Dinamarca todo te vaya
muy bien. Gracias Sandra por estar siempre ahi y por tu simpatia, tus



taconeos dan ambiente a los pasillos. Muchas gracias Joaquin por toda
tu ayuda, asi es mas facil compaginar la vida laboral y la familiar. Espero
que nunca te canses de traer esos postres tan ricos. Muchas gracias David
por sacar unas imagenes tan buenas con el SEM vy estar siempre
disponible para hacer una inspeccién cuando se necesita, espero que tu
doctorado vaya rodado. Espero no haberme olvidado de nadie.

Aunque estoy casi seguro de que nunca leeréis esto, gracias
Waldo y Mar. Me habéis ayudado mucho en momentos muy dificiles y
nunca os lo he agradecido lo suficiente. Gracias a todos mis amigos de
Vigo, en especial a Dani. Y muchas gracias a mis amigos de Santiago:
Alba, Chete, Turnes, David y Berni. Os echo mucho de menos. Muchas
gracias también a Nuria (de tu biélogo marino, informéatico, matemaético,
quimico, etc.), Joaquin y a las nifias por tan buenos momentos, y los que
aun nos quedan.

Muchas gracias a mi familia. Esta claro que esta tesis no existiria
si no fuese por ellos. Gracias papa y mama por dejaros la espalda
trabajando en el bar los 365 dias del afio, practicamente las 24h, para
poder pagarme la carrera. Siento haber tardado tanto. Confiabais més
vosotros en mi que yo mismo. Espero poder recompensaros. Gracias por
esas empanadillas y bocadillos de Jamén Asado del Nueva Amistad que
me han alimentado durante muchos afios. Gracias por la educacion que
me habéis dado, estoy orgulloso de ser lo que soy y eso os lo debo a
vosotros. Os quiero.

Gracias Fernando por ser como eres. Mas que un hermano mayor
has sido como otro padre. Me has educado y ayudado siempre que has
podido. Ya sé que al principio fue dificil (o eso decis, yo era un bebé y
no me acuerdo) pero ahora sé que sin ti yo no estaria donde estoy. Gracias
por toda tu ayuda, por tu confianza y por estar siempre ahi. Gracias
hermano. Muchas gracias Tere por ser mi cuiiada. Gracias por darme un
sobrinito (y ahijado) tan guapo y gracias por cuidar de mi hermano.
Muchas gracias Xian por estar ahi con esa sonrisa y esos 0jazos azules.
Espero saber corresponderos a todos.

Gracias también a todos mis tios y primos. En especial a Manu y
Mari. Ya sabéis que sois como hermanos para nosotros. Gracias también
a mis cufiados y cufiadas: José Luis y Lucia, Marta e Isma. Y gracias
también a mi suegro Manolo por tener tres hijas como tres soles, aunque
ya sabeéis que yo me he llevado la mejor.



Y, por ultimo, gracias a ti, Vanesa. Gracias por haber jugado a
Krynea, a ese juego tan friki, y por haber hecho de mi estancia en
Eindhoven mucho més llevadera. Cuando volvi senti que ya te conocia.
Gracias por llevarme a ver esas vistas tan bonitas en Naron. Gracias por
haber tenido paciencia y saber esperarme. Muchas gracias por haberte
venido a vivir conmigo a Colmenar Viejo, gracias por tu valentia, gracias
por el si, espero estar a la altura. Y, por su puesto, muchas gracias por
hacerme papd, gracias por Iker e Iker gracias por ser como eres. Que
sepas que he aprendido yo mucho mas de ti de lo que tu aprenderas de
mi. Contigo he aprendido a tener paciencia y a ser mas responsable.
Espero ser un buen padre para ti. Las palabras no pueden describir lo que
siento por vosotros, pero creo que ya sabéis lo agradecido que os estoy,
y aunque no lo digo nunca ya sabéis lo mucho que os quiero.

De nuevo gracias a todos los que habéis participado, de una
manera u otra, en esta tesis. Muchas gracias a todos, esto no hubiera sido
posible sin vosotros.

GRACHS



Indice

INTRODUCCION ...t 5
1. Contexto historico y CientifiCo .........ccocooevvveiniiiiiciiinns 5
2. Motivacion y ObjJetiVos ........ccceveeieiiieiicie e 11
3. EStructura........ccooiviii 15
REfOTONCIAS ...cvvvrrererrerssieriisserssserssssssssss st ssssasssss s snaens 19
CAPITULO 1.ttt 23
1. Teoria de ReSONAOIES .....cccooiiiinmeirieiiiieieisieesieeenes 23
1.1.  Teoria de la Elasticidad ... 23
1.1.1.  El Tensor Deformacion ... eereeeermseesssseeessssesessssesessaeeees 24
1.1.2.  El Tensor de Tensiones w27
1.1.3.  Ley de HOOKE....iscirsecsrsssssrsssssssssssissssssssssssssssssssanenns 30
1.2.  Ecuaciéon de Euler-Bernoulli .31
1.2.1.  Energia de Deformacion y Ecuaciones de Equilibrio .......... 32
1.2.2.  Deflexion en Palancas.......sss 33
1.2.3.  Euler-Bernoulli......snn.
1.2.4.  Solucidén de la Ecuacién de Euler-Bernoulli. .......ccccnneruvnen.
1.3, OSCilador ATMOMNICO ...ceeueeeeeerreessseeessesesssssesssesesssesesssesssssessssesssssesssasess 43
REfOIONCIAS ..creveverrrrrrssirersssssss s srass 47
CAPITULO 2 oo 49
2. Nanohilos de Silicio Como Sensores de Masa............. 49
2.1.  Introduccién .49
2.2, Nanohilos de SIliCIO ...rrerirsrssesrsesssssssssssssssssssssssssaeses 50
2.2.1.  Fabricacién de los Nanohilos de Silicio ......cenreerensrennns 50



2.2.2.  Ecuacién de E-B para Nanohilos no Uniformes........cccuuceuue. 52

2.2.3.  Simulacion por Elementos Finitos.....enmeesnsernseesseeennns 57
2.3.  Experimento y ReSUltados ....emenernneeesmeesseesseessesssssessesssessnes 59
2.3.1.  Sistema EXperimental ......eneeeesssessessesssesnnss 59
2.3.2. Resultados 61
2.3.3.  Sensibilidad y Minima Masa Detectable ........cccccorenerernrenens 64
2.4.  Conclusiones .67
REfOTONCIAS ...evvrrererrerseserssserssserssssssssss st ssssasssn s 69
CAPITULO 3.ttt 73
3. Microcapilares Resonantes de Silice............cc.ccevevenne. 73
3.1. Introducci6én .73
3.2. Microcapilares de SIliCe...eenmreeseerseeerseeesssesesssesesssesssseeess 74
3.2.1.  Ecuaciéon de Euler-Bernoulli para Microcapilares................ 75
3.2.2.  DeteCCiOn OPtiCa.mmmmmmmmmmmmeeemsisssssseessssssssesseesssssssssseessssssssssssessssns 78
3.3.  Experimentos y Resultados .79
3.3.1.  Sistema EXperimental .........eienssiisssesssesssseennss 80
3.3.2.  Resultados 81
3.3.3.  ReSPONSIVIAA eeoeeerieeirensieeseesssemsseessseesseessssesssessseessessssssssesssessanes 84
3.4.  Conclusiones .86
RESOTECIAS .ovrvverreererrreresesersseserissssssse st sesssssssssssssssssessssssssssesss s sssssssssssssssesssasssssssasssanens 89
CAPITULO 4 ..ot 93
4. Espectrometro de Masa y Rigidez Nanomecanico:
Sistema exXperimental ... 93
4.1. Introduccién .93
4.2.  Técnica de Ionizacion Mediante Electrospray .......occeoeneees 94
372 U 010) o Lo 16 T =74 1o ) P 95
4.3.  Espectrometro de Masa y Rigidez .......urerrmrernerersesessnesessneeennns 99
4.3.1. Etapadel ElectroSpray . 104
4.3.2. Etapa de Transferencia .. 105




4.3.3. Etapa de DetecCiOn ......ceeneeennressssesesesssesssssssessssssssssssseens 108

4.4. Conclusiones 110
RECIOINCIAS ...currereerreeeresesserssessesessessssssssess s s s sssss s ss st e ss s 111
Capitulo b .o 115
5. Espectrometria de Masa y Rigidez Nanomecénica de
Nanoparticulas y Bacterias...........cccoveiriiniiiiiiiiscnccces 115
5.1.  Introduccién 115
5.2.  Teoria de la Espectrometria Nanomecanica .........coeeneeenneens 116
5.2.1.  Efectos de Borde y Angulo de AdSOrCion........uvveessssseeess 122
5.2.2. Desacoplo de la Masa, Rigidez y Posicién de Adsorcion. 127
5.3. Espectrometria de Nano-Particulas de Oro........eneens 131
5.3.1. Verificacion del Algoritmo del Problema Inverso........c.cc...... 133
5.3.2. ESpectrometria de GNPS......ieneeinmsesmssssssssssssssssssssssssssans 136
5.4. Espectrometria de Masa y Rigidez de Bacterias E. coli ........... 144
5.4.1.  Espectrometria de Bacterias ........ieeeesen: 146
5.5.  Conclusiones 156
R ] 21 =2 o 1 KT 159
APENAICE A oottt ettt ra e 163
A.  Métodos de Transduccion y Excitacion
NANOMECANICA. . ..ottt sr et eneas 163
A.1. Métodos de TranSAUCCION ...oweeeeeeemeesmeersesssessssessssesssesssseesssessseesssssssens 163
A.1.1. Métodos de Transduccion EIECtrica.....cmenmennrenssessseesseeenne 164
A.1.2. Métodos de Transduccion OPtiCa.. ... . rmmmrrressssseersssssseessns 165
A.1.3. Técnica de Deflexion del Haz 168
A.2. Métodos de EXCILACION ...cueeeureeeerreeesneesseersesssesessssssesssessssssssesssssssssssssens 170
A.2.1. Excitacién Piezoeléctrica .. 170
2] (=1 =2 o o KOO 173




CONCLUSIONES GENERALES
LISTA DE PUBLICACIONES

PATENTES




INTRODUCCION

1. Contexto historico y
cientifico

Este trabajo de tesis doctoral, desarrollado dentro del grupo de
Bionanomecanica en el Instituto de Microelectronica de Madrid
perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IMM-
CSIC), se encuentra enmarcado dentro del campo de la nanotecnologia.
La nanotecnologia se define como la manipulacion de la materia en la
escala nanométrica (1nm =10"°"m), donde al menos una de las
dimensiones esta entre 1 y 100 nm. Citando al premio Nobel de Fisica
Richard Feynman en su famoso discurso en la “American Physical
Society” que tuvo lugar el 29 de diciembre de 1959 en la universidad de
Caltech (Instituto Tecnoldgico de California): “There’s Plenty of Room
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at the Bottom™, que se puede traducir como “Hay mucho espacio al
fondo” dénde se sentaron las bases de lo que ahora se conoce como
nanotecnologia. En esta famosa conferencia, Feynman especul6 con la
posibilidad de controlar, fabricar y manipular objetos en la escala
nanomeétrica. El estudio de las nuevas e interesantes propiedades fisicas
(Opticas, mecénicas, térmicas, eléctricas, ...) en la nanoescala han
permitido la fabricacion de nuevos dispositivos que han revolucionado
todos los campos de la ciencia y, podemos decir, sin miedo a
equivocarnos, que esto no ha hecho méas que empezar.

El impacto de la nanotecnologia sera crucial en campos como la
biologia, la biotecnologia y la medicina, entre otros. Los sistemas
biol6gicos estdn gobernados por procesos que ocurren en el mundo
nanométrico. La mayoria de las proteinas y particulas virales poseen
dimensiones en el rango de las decenas de nanémetros. Por ejemplo, un
virion de VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) se puede
aproximar a una esfera con un didmetro de ~100 nm , mientras que una
particula viral del Ebola, que tiene forma lineal, mide aproximadamente
~1 um de largo por 80 nm de didmetro. A su vez, en las celulas y bacterias
los procesos que regulan su crecimiento y las interacciones
intermoleculares tienen lugar en la nanoescala. Por ejemplo, los
liposomas que conforman las paredes celulares tienen un espesor de
decenas de nanémetros?.

En el afio 1982 Gerard Binnig y Heinrich Rohrer, de los
laboratorios de IBM, inventan el microscopio de efecto tinel, STM* (del
inglés “Scanning Tunneling Microscopy”) lo cual supone una revolucién
en el campo de la nanotecnologia y por lo cual reciben el Premio Nobel
en 1986. Este invento tiene especial relevancia en la realizacion de este
trabajo de tesis doctoral debido a que es la primera vez que se utiliza una
micropalanca como elemento sensor. Un STM esta formado por una
micropalanca que posee una punta metalica en su extremo libre. Esta se
posiciona muy cerca de una superficie conductora (~A4) y cuando se
aplica un voltaje entre la punta metélica y la muestra se genera una
corriente por efecto tunel entre ellas. El principio de funcionamiento se
basa en mantener esta corriente constante (~1 n4) mientras se realiza un
barrido a la muestra que queremos caracterizar. Como esta corriente
depende de la distancia entre la punta y la muestra es necesario
desplazarla verticalmente para mantener la corriente constante, lo que
permite reconstruir la topografia de la muestra. Se puede ver, grosso

6



modo, como un fonografo en miniatura. Con esta técnica se ha logrado
obtener una resolucién atémica®, es decir, se ha conseguido la
“visualizacion de los atomos” que conforman la materia. Sin embargo,
una de las desventajas de la técnica del STM es que estd limitada a
muestras conductoras.

Solo cuatro afios mas tarde, la invencion del microscopio de
fuerzas atomicas®, AFM (del inglés “Atomic Force Microscope™) en
1986 por Binning y Quate del “Edward L. Ginzton Laboratory”
(Universidad de Stanford) y Gerber de IBM, marca otro importante hito
en el avance imparable de la nanotecnologia. De nuevo, una
micropalanca con una punta afilada en su extremo libre conforma la base
de este invento. Sin embargo, en este caso el principio de funcionamiento
se basa en la medida de la deflexién de la micropalanca debido a las
interacciones entre la punta y la muestra sin necesidad de aplicar un
voltaje. Mientras que en el caso del STM lo que se mantiene constante
es la corriente de efecto tanel, en el AFM es la deflexion de la palanca,
pudiendo obtener la topografia de la superficie, sin la necesidad de que
las muestras sean conductoras. A este principio de operacion se le conoce
como modo estético. Actualmente la mayoria de laboratorios alrededor
del mundo poseen este instrumento tan potente y versatil, con la
capacidad de adquirir imagenes de alta resolucion de la topografia de
diferentes tipos de sustratos.

La microscopia de fuerzas atémicas experimentd un avance
significativo cuando en el afio 1987, H. K. Wickramasinghe y
colaboradores, de IBM, utilizaron la vibracion de una micropalanca para
explorar la topografia de la superficie®®. Este nuevo método de
caracterizacion es conocido como modo dinamico. El principio de
operacion del modo dindmico es similar al del modo estatico. Cuando
una micropalanca es sometida a un campo de fuerzas, no solo se produce
una deflexion, sino que también cambia su frecuencia de resonancia. Por
lo tanto, para mantener la frecuencia de oscilacion constante es necesario
variar la posicion vertical de la palanca con la muestra. Esta técnica
aumenta la resolucion espacial consiguiendo reconstruir la topografia de
la muestra con resolucion sub-nanométrica’. Ademas, debido a que las
fuerzas de interaccion entre la punta y la muestra, como las fuerzas de
van der Waals, interacciones dipolo-dipolo y fuerzas electroestaticas,
son detectables antes de producirse el contacto, el AFM puede ser



utilizado en modo no-contacto® y por lo tanto como un método de
caracterizacion no invasivo.

Es en el afio 1994 cuando el grupo de Welland y Gerber, de IBM,
utilizan por primera vez una micropalanca como elemento sensor. La
micropalanca estaba compuesta por dos materiales distintos y cuando se
calentaba, debido a la diferencia del coeficiente de expansion térmico de
los materiales, se producia su deflexion®. El sensor era capaz de detectar
cambios de calor del orden de pj (10-*2 J) en modo estatico. Un afio mas
tarde, en 1995, el grupo de Thomas Thundat, del Oak Ridge National
Laboratory (Tennessee), publica dos articulos en los cuales detectan
vapor de agua'® y de mercurio'! usando micropalancas en modo
dinamico. Thundat detecté cambios en la frecuencia de resonancia de las
micropalancas debido a la adsorcion de masa sobre la superficie del
resonador, siendo esta la primera vez en la que se utilizan las
micropalancas como sensores de masa. En el afio 1997 R. Berger y
colaboradores, de IBM, publican un articulo en la revista Science donde
utilizan micropalancas para medir in situ la tension superficial inducida
por la union de alcanotioles?. A partir de estas publicaciones aparecen
nimeros estudios sobre el uso de las micropalancas como sensores??,
sentando las bases de lo que hoy se conoce como sensores basados en
sistemas nanomecanicos, NEMS415 (del inglés
“NanoElectroMechanical Systems”).

La aplicacidn de estos sensores nanomecanicos en la biologia y
medicina fue inminente. Solo seis afios después de la aparicion del
primer articulo sobre el uso de resonadores nanomecanicos como
sensores, aparece en el afio 2000 una publicacion en la revista Science
del grupo de Ch. Gerber y J.K. Gimzewski, de IBM, en el que se detecta
la hibridacion de cadenas de ADN midiendo la deflexion de
micropalancas debido a la diferencia de tension superficial generada
entre sus dos caras®®.

En el afio 2006 Daniel Ramos y Javier Tamayo, del grupo de
Bionanomecanica del Instituto de Microelectronica de Madrid (IMM-
CSIC), publican un trabajo donde utilizan resonadores hanomecanicos
tipo palanca en modo dindmico como sensores de masa y rigidez
observando, por primera vez, como la adsorcion de bacterias cerca del
extremo libre de la palanca genera una disminucion de la frecuencia de
resonancia mientras que la adsorcion cerca del extremo anclado provoca
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un aumento de la frecuencia de resonancial’. Mientras que el cambio
negativo en frecuencia es debido a la adsorcién de una masa sobre el
resonador, el cambio positivo en frecuencia se produce debido a un
aumento en la rigidez del sistema. Unos afilos mas tarde, en el 2010,
Eduardo Gil-Santos y colaboradores del grupo de Bionanomecanica
(IMM-CSIC) publican un trabajo en la revista Nature Nanotechnology
donde consiguen mejorar la sensibilidad mediante el uso nanohilos de
silicio como sensores de masa y rigidez nanomecanicos®. El
experimento consistia en la medida de la deposicion localizada de
carbono crecido mediante un microscopio electrénico de barrido.

Un afio antes, en el 2009, el grupo de Michael Lee Roukes del
California Institute of Technology, Caltech (Pasadena, California)
publican un articulo en la revista Nature Nanotechnology donde utilizan,
por primera vez, un resonador nanomecanico como elemento sensor en
un espectrometro de masa®®, midiendo cambios en la frecuencia de
resonancia del primer modo flexural de vibracion de una estructura tipo
puente. En el afio 2012 publican un nuevo articulo en la misma revista
donde miden la masa de proteinas y nanoparticulas de oro utilizando el
mismo espectrometro de masas nanomecanico en tiempo real?, pero esta
vez midiendo los dos primeros modos flexurales de oscilacion, abriendo
las puertas a nuevos dispositivos de espectrometria de masas basado en
resonadores nanomecanicos.

Los avances en las técnicas de nanofabricacion y en la industria de
los semiconductores posibilitan la disminucién del tamafio de los
resonadores con un alto grado de calidad y reproducibilidad. Los
nanoresonadores alcanzan altas frecuencias de resonancia y masas
minusculas, aumentando su resolucion como sensores de masa hasta
limites atomicos. En el afio 2012 el grupo de A. Bachtold, del Instituto
Catalan de Nanotecnologia (ICN-CSIC), publica un articulo en la revista
Nature Nanotechnology donde presenta un sensor nanomecénico? con
una resolucién de yoctogramos (10-24 g), es decir, la masa de un proton.
El resonador es un nanotubo de carbono con una longitud de ~150 nm el
cual vibra a una frecuencia de ~ 2 GHz. Sin embargo, la disminucion del
tamano de los resonadores para su utilizacion como sensores de masa y
rigidez posee un gran inconveniente: su area de deteccion. Por lo tanto,
existe la necesidad de encontrar una relacion de compromiso entre su
tamafio y el area de deteccion.



A diferencia de un espectrémetro nanomecéanico, un espectrometro
de masas convencional mide la relacion carga/masa de especies
moleculares cargadas con gran precision. Utilizan campos eléctricos y
magnéticos para guiar los iones hasta los detectores y, de esta manera,
clasificar las diferentes especies. Sin embargo, estan limitados a
pequefios analitos, entre 100 Da hasta los 100 kDa Y, por lo tanto, poseen
un reducido rango dinamico??%. Para entidades de mayor tamafio se
utilizan diversas técnicas de fragmentacion, obteniendo un espectro
complejo y dificil de interpretar y, por lo tanto, la necesidad de realizar
laboriosos tratamientos de datos para poder reconstruir el analito inicial.
El espectrémetro nanomecanico no necesita de la fragmentacion ni
ionizacion de las especies, ya que se basa en la medida directa y en
tiempo real de los cambios en la frecuencia de resonancia del resonador
a medida que las particulas son adsorbidas sobre su superficie. Los
cambios en frecuencia producidos por un adsorbato son debidos a dos
efectos contrapuestos: por un lado, el efecto de masa hace que la
frecuencia disminuya y, por otro lado, el efecto de rigidez hace que la
frecuencia aumente. Por lo tanto, la espectrometria nanomecanica® se
postula como un excelente candidato para medir no solo la masa, sino
también la rigidez de compuestos biolégicos macromoleculares
complejos.
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2. Motivacion y Objetivos

Este trabajo de tesis doctoral esta centrado en el estudio de los
resonadores micro- y nanomecanicos para su utilizacion como elemento
sensor en un espectrometro de masa y rigidez nanomecanico. Para ello
se realiza el estudio de diferentes tipos de resonadores, desde nanohilos
de silicio hasta microcapilares resonantes de silice fundido.

La medida de la rigidez en entidades biologicas tiene gran
importancia en biologia y medicina. Recientemente, se ha descubierto
que la rigidez de las células es diferente dependiendo de si son células
sanas, cancerigenas o metastasicas?®. Sucede lo mismo en virus y
bacterias, en los cuales la rigidez tiene una importancia vital en sus ciclos
bioldgicos naturales. Por ejemplo, el virus del VIH cambia drasticamente
su rigidez cuando pasa de estado latente a un estado infeccioso?. De ahi
la importancia de desarrollar nuevos sensores biologicos que permitan
medir, no solo la masa, sino también la rigidez de entidades bioldgicas.

El objetivo central de este trabajo de tesis doctoral ha sido el
desarrollo de un espectrémetro de masa y rigidez basado en resonadores
micro- y nanomecanicos. Este trabajo esta inspirado en un articulo
publicado en el afio 2009 en la revista Nature Nanotechnology por el
grupo de M. L. Roukes del California Institute of Technology (Caltech),
donde demostraron, por primera vez, el uso de resonadores
nanomecanicos como elemento sensor en un espectrometro de masa®.
En el espectrémetro desarrollado por este grupo se utiliza un resonador
nanomecanico con una estructura tipo puente y, mediante la medida de
cambios en la frecuencia de resonancia del primer modo flexural debido
a la adsorcion de particulas individuales, se estima el valor de la masa de
los adsorbatos. Para la nebulizacion de las particulas de interés, desde
presidn atmosférica hasta el resonador situado en alto vacio, se utilizan
dos técnicas de ionizacion diferentes: la técnica de electrospray, ESI (del
inglés “ElectroSpray lonization”) y la técnica MALDI (del inglés
“Matrix-Assisted Laser Desoption lonization™). En un trabajo posterior
del mismo grupo (2012), con el mismo sistema experimental, utilizaron
la medida de los dos primeros modos flexural de vibracion de un
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resonador nanomecanico tipo puente, detectando, por primera vez,
proteinas individuales. El espectrometro desarrollado tenia una altura de
2m Y necesitaban de grandes bombas turbomoleculares para alcanzar un
alto vacio en la campana de deteccion (< 1072 torr). Ademas, utilizaba
hexapolos para el guiado de los iones hacia el resonador, asi como la
necesidad de criogenizar el elemento sensor con la finalidad de mejorar
la adhesion de las particulas sobre su superficie e incrementar su
sensibilidad, el cual se encontraba a una temperatura de 40k. Estas
condiciones eran necesarias para conseguir medir particulas del orden de
~kDa con una alta resolucion. Sin embargo, el espectrémetro no tenia en
cuenta la rigidez del adsorbato y necesitaba de complejos equipos de
laboratorio para su correcto funcionamiento. Para la medida y excitacion
de las frecuencias de resonancia utilizaba resonadores tipo puente con
circuitos embebidos con tres terminales eléctricas, con lo cual era
necesaria la utilizacion de conexiones eléctricas con el exterior, asi como
de avanzadas técnicas de nanofabricacion. Debido a estos inconvenientes
es de esperar que este tipo de equipos no lleguen a ser utilizado de
manera practica en clinicas y laboratorios.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar un sistema mas
sencillo y compacto, que ademas pueda caracterizar las particulas no sélo
por su masa, sino también por su rigidez. En este trabajo se ha
desarrollado un espectrémetro de masa y rigidez con una altura total de
0.5 m, sin la necesidad de guias de iones, de sistemas de criogenizado ni
conexiones eléctricas en el resonador, lo que abarata y simplifica la
fabricacion de los dispositivos. El sistema desarrollado utiliza un
resonador tipo palanca localizado a un bajo vacio de 0.1mbar y a
temperatura ambiente. Para la medida de las frecuencias de resonancia
se utiliza la técnica de deflexion del haz'*. El espectrometro ha
demostrado ser capaz de medir la masa y rigidez de nanoparticulas de
oro individuales de 100 nm de didmetro, asi como de bacterias E. coli.
Para poder medir la rigidez de las particulas, ademéas de su masa y su
posicién de adsorcion, ha sido necesario seguir al menos tres modos de
oscilacién diferentes de manera simultanea.

Un objetivo secundario, pero no por ello menos importante, ha
sido el estudio de resonadores unidimensionales como son los nanohilos
de silicio, SINWs (del inglés, “Silicon NanoWires”) conicos, siguiendo
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los trabajos del grupo de Bionanomecénica con SiNWs donde se ha
demostrado la gran sensibilidad en masa y rigidez de estos
resonadores'®?®28 L os resonadores unidimensionales han sido
propuestos como excelentes candidatos para ser utilizados como
elementos sensores en un espectrometro de masa y rigidez, gracias a su
baja masa, altas frecuencias de resonancia y elevados factores de calidad.
Sin embargo, su utilizacién se ve limitada por un factor importante: el
area de deteccion.

Otro de los estudios realizados ha sido el trabajo desarrollado
con microcapilares resonantes de silice fundido para su utilizacion como
sensores de masa y rigidez. Su fécil accesibilidad comercial y su bajo
coste han motivado la investigacion de estos microcapilares suspendidos
para su uso como sensores biolégicos. Como primer paso hacia la
implementacidn de un espectrometro se ha propuesto su utilizacién como
sensor de densidad de liquidos en tiempo real y a presion atmosférica.
En los ultimos afios han surgido diferentes publicaciones donde se
utilizan resonadores huecos como sensores de masa®®3!. Estos
resonadores tiene la ventaja de que por su interior puede fluir un liquido
de interés con las particulas bioldgicas a detectar, por ejemplo, una
solucion de buffer con células. Como el liquido fluye por su interior, el
resonador puede ser introducido en alto vacio, con lo cual su factor de
calidad no se ve degradado®®, a diferencia de lo que ocurre cuando el
resonador se encuentra en un liquido y, ademas, tampoco compromete la
funcionalidad y propiedades del material biolégico. Uno de los grupos
mas destacados en este campo es el de Scott R. Manalis del
Massachusetts Institute of Technology (MIT), el cual publicé en 2007 un
trabajo en la revista Nature donde demostraba el gran potencial de estos
resonadores huecos®*. En este estudio se utilizaban resonadores tipo
palanca introducidos en alto vacio y se hacia fluir las particulas de interés
por unos microcanales embebidos en su interior. Siguiendo la frecuencia
de resonancia del primer modo de oscilacion se consiguié medir la masa
de bacterias, nanoparticulas de oro, microparticulas de poliestireno y
también anticuerpos. Uno de los inconvenientes de estos dispositivos es
la necesidad de utilizar técnicas complejas de nanofabricacion. En este
trabajo de tesis doctoral se ha propuesto el uso de los microcapilares
resonantes de silice fundido como una posible alternativa, barata y
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sencilla de implementar, los cuales podrian utilizarse como sensores de
masa y rigidez en un futuro.
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3. Estructura

Este trabajo de tesis doctoral se encuentra dividido en 5 capitulos
y un apendice, comenzando con el desarrollo teérico de los resonadores
nanomecanicos hasta la aplicacion experimental de la teoria.

En el capitulo 1 se recoge una introduccion general a la teoria de
los resonadores nanomecanicos. Se comienza con un resumen de la
teoria de la elasticidad, describiendo tanto el tensor deformacion como
el tensor de tensiones de sistemas elasticos. A continuacion, se introduce
la ecuacion de Euler-Bernoulli, la cual se utiliza para describir el
movimiento flexural de los resonadores nanomecéanicos utilizados en
este trabajo. Ademas, se resuelve la parte temporal y espacial de la
ecuacion de Euler-Bernoulli, tanto para el caso de un resonador tipo
palanca como para un resonador tipo puente. Finalmente se realiza una
breve comparativa con el modelo del oscilador armonico. Las ecuaciones
descritas en este capitulo seran utilizadas a lo largo de esta tesis doctoral.

En el capitulo 2 se ha realizado un estudio sobre el impacto de la
conicidad en nanohilos de silicio, para su aplicacion como sensores de
masa, mediante la medida de la frecuencia de resonancia de sus dos
primeros modos flexurales de oscilacion. Para ello, se ha desarrollado un
sistema interferométrico para detectar las vibraciones subnanométricas
de estos nanoresonadores unidimensionales. En este capitulo también se
realiza una breve descripcion del proceso de fabricacion mediante
técnicas de crecimiento conocidas como “Bottom-up”. Debido a su
fabricacion, los nanohilos pueden presentar un grado de conicidad, es
decir, que el radio en el extremo anclado sea diferente del radio en el
extremo libre. Esta conicidad hace que las frecuencias de resonancia y la
forma de los modos de vibracion difieran de nanohilos con seccion
uniforme. Esto hace que la sensibilidad en masa de los nanohilos cénicos
mejore sustancialmente siendo, por lo tanto, un tipo de resonadores muy
interesantes para su utilizacién como sensores.

En el capitulo 3 se estudian los microcapilares de silice fundidos
como un tipo de resonadores huecos. Los microcapilares de silice
fundido se encuentran disponibles comercialmente con diferentes formas
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y tamarfios, siendo baratos, accesibles y faciles de manipular. En este
capitulo se implementa un sensor de densidad de liquidos en tiempo real.
Para ello se desarrolla un sistema experimental que consiste en un haz
laser enfocado en el capilar y en un fotodetector que recoge el haz
transmitido. EI microcapilar resonante se encuentra anclado por ambos
extremos, es decir, en una configuracion tipo puente. A su vez, se
desarrolla la teoria para capilares y se realizan simulaciones por
elementos finitos con la finalidad de localizar la zona de méxima
transduccion Optica de la vibracion del resonador. Finalmente, se ha
estudiado la responsividad del dispositivo, definida como la relacion
entre el cambio relativo de la frecuencia de resonancia y la variacion en
la densidad, mediante la realizacion de una serie de experimentos
consistentes en la medida de la densidad de diferentes mezclas binarias
de liquidos, consiguiendo detectar hasta un 0.5% de etanol en agua con
una responsividad de 0.0314 mL/g.

En el capitulo 4 se describe el sistema experimental que ha sido
el pilar central de este trabajo de tesis doctoral: el espectrometro de masa
y rigidez nanomecanico. Se introducen los conceptos fundamentales de
la técnica de ionizacién mediante electrospray, la cual ha sido utilizada
para nebulizar particulas sobre un resonador nanomecanico. Se describe
brevemente el primer prototipo de espectrémetro elaborado en el
Instituto de Microelectrénica de Madrid, IMM-CSIC, y como ha ido
evolucionando hasta el prototipo actual, el cual cuenta con tres partes
claramente diferenciadas. La primera parte contiene la etapa del
electrospray, que se encarga de la nebulizacion de las particulas de
interés. La segunda parte se encarga de la transferencia de las particulas
y consta de un capilar caliente, cuya funcién es la evaporacion del
solvente y el guiado de particulas a la tercera etapa la cual contiene el
elemento sensor que, en nuestro caso, es un resonador nanomecanico.

En el capitulo 5 se introduce la teoria de la espectrometria
nanomecanica. Se realiza un estudio de como la masa y la rigidez de una
particula adsorbida sobre la superficie de un resonador nanomecanico
cambian sus frecuencias de vibracion. Mientras que la masa del
adsorbato hace que la frecuencia de resonancia disminuya, la rigidez
hace que la frecuencia aumente. En este capitulo también se estudia
como influye la forma de adsorcion de las particulas, asi como los efectos
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de borde, y de cdmo estos efectos afectan la respuesta dinamica de
nuestros sensores nanomecanicos. Asimismo, se desarrolla un algoritmo
para calcular la masa, la rigidez y la posicién de adsorcion de particulas
a partir de la medida del cambio relativo en la frecuencia de resonancia
de varios modos de vibracion medidos de manera simultanea y, a
continuacion, se valida el algoritmo con experimentos. Los experimentos
se realizan con nanoparticulas de oro de 100 nm de diametro y bacterias
E. coli, siendo esta la primera vez que se mide la masa y la rigidez
simultdneamente de nanoparticulas individuales y bacterias con
resonadores nanomecanicos. Finalmente se calcula el médulo de Young
de las bacterias E. coli y se compara el valor obtenido con medidas
realizadas del modulo de Young mediante indentacién con AFM
obteniendo excelentes resultados.

En el Apéndice A se introducen brevemente los diferentes
métodos de transduccidn y excitacion nanomecanicos, describiendo, con
mayor detalle, el método utilizado para la medida de las frecuencias de
resonancia de los resonadores nanomecanicos utilizados en el
espectrometro.

Por ultimo, se recogen las conclusiones generales de este trabajo
de tesis doctoral.
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CAPITULO 1

1. Teoria de Resonadores

1.1. TEORIA DE LA ELASTICIDAD

La teoria de la elasticidad es la parte de la fisica que estudia la
mecénica de los sélidos considerdndolos como medios continuos. Se dice
gue una deformacion es elastica si el sélido recupera su forma inicial
cuando dejan de actuar las fuerzas que causaron dicha deformacion, es
decir, se trata de una deformacion reversible'2. Sus fundamentos fueron
establecidos a principios del siglo XIX por Cauchy y Poisson. En esta
seccion se resume la teoria fundamental utilizada a lo largo de este
trabajo de tesis doctoral. Para ello, primero se introduce el tensor
deformacion y el tensor de tensiones en solidos y se relaciona la tension
y la deformacién que sufre un sélido por medio de la ley de Hooke. En
la siguiente seccion, se describe y resuelve la ecuacién de Euler-
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Bernoulli. Por Gltimo, se modeliza el comportamiento de un resonador
por medio del oscilador armonico.

1.1.1. EL TENSOR DEFORMACION

Un solido tiende a cambiar de forma y volumen bajo la accion de
fuerzas externas. Para estudiar cdmo se produce la deformacién de un
solido, empezaremos definiendo la posicién de un punto cualquiera de
un sélido de manera analitica mediante un vector r(x;) con componentes
Xi =X,Y,Z.

A7z

. dr '
gy q
dr'
Il = ' (L p

r \J

r

Y

X

Figura. I.1. Deformacion general de un sélido sometido a fuerzas externas.

Cuando el sélido es deformado bajo la accion de una fuerza
externa, cada punto del mismo se desplaza. Sea r el vector posicion de
un punto p cualquiera del sélido antes de la deformacion y ' el vector
posicién del punto p’ después de la deformacién. El desplazamiento de
este punto vendra dado por un vector u = ' — r el cual se conoce como
vector desplazamiento (Figura 1.1).

La distancia entre dos puntos infinitesimalmente proximos (p y
q) vendra dado por,

dr = \/dx? + dy? + dz? (11)

y la distancia después de la deformacion sera,

dr' = /dx'? + dy'? + dz" (1.2)
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A no ser que se diga lo contrario se usaré el convenio de Einstein
de indices repetidos® de tal forma que,

dr =./dx?, dr' =,/dx'? dondei=1,2,3 (1.3)

Las coordenadas del punto después de la deformacion (x';) seran
funcién de las coordenadas del punto antes del desplazamiento (x;). Por
lo tanto, el vector desplazamiento u se puede expresar en funcion de las
coordenadas x;, ya que dr’ = dr + du. Finalmente, podemos escribir la
ecuacion 1.2 como,

dr' = /(dx; + duy)(dx; + du;) (1.4)
Sustituyendo du; = %dxk tenemos,
k

oy, ou; du; (1.5)
2 — dr? + 2 —"dx. i — .
dr dr- + e dx;dx; + Ox, 0% dx,dx;

Como el segundo término de la derecha se extiende sobre los
subindices i y k, se puede expresar,
aui

Juy,
a dxidxk = O—XI dxl-dxk

(1.6)

Intercambiando en el tercer término los subindices i y j, y
. i P . a
teniendo en cuenta que se puede escribir el término 2 % dx;dx, en forma
i

- o ou; d 4 . .
simétrica como (a—;“ + %) dx;dxy, se tiene que la distancia entre puntos
k i

después de la deformacion viene dada por,
dr'? = dr? 4 2g;;dx;dx; 1.7

Donde se define el tensor &;; como tensor deformacion,

_ 1 aui auk n au] au] (18)
) Ox, 0x; 0x;0x

Usando la notacion u; ; = a—zl podemos reescribir la ecuacion 1.8
J

de forma méas compacta de la siguiente manera,
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1 (1.9)
EL']' = E (ui‘k + uk,i + Uj,iu]',k)
Por definicion se trata de un tensor simétrico, es decir,
Eij = Eji (110)

y, por tanto, puede ser diagonalizado, lo que implica que podemos elegir,
en cualquier punto del solido, un sistema de ejes coordenados (ejes
principales del tensor) de manera que solo las componentes diagonales
del tensor sean distintas de cero, &;; # 0, &5, # 0, &35 # 0, teniendo en
cuenta que no todos los puntos del sélido tendran los mismos ejes
principales, es decir, que si el tensor esta diagonalizado en un punto del
cuerpo, en general no lo estara en otros puntos del mismo.

Cuando el tensor deformacion ¢;; esta diagonalizado en un punto
del sélido tendremos que el elemento de longitud definido en la ecuacion
1.7 vendréa dado por,

dr'? = (8;j + 2¢;;)dxidx; = (1 + 2&)dx? + (1 + 2&5)dxZ + (1 + 2e3)dx3 (1.12)

donde ¢,,¢,,; son los valores principales del tensor deformacion, es
decir, las componentes diagonales. La ecuacion 1.11 es la suma de tres
términos independientes y, por tanto, la deformacién de un elemento de
volumen en el s6lido se compone de las deformaciones a lo largo de los
tres ejes ortogonales. Las longitudes dx,, dx,, dx; a lo largo de los
correspondientes ejes principales se convierten en dx'; = /1 + 2¢;, dx', =
J1+2¢, Y dx's = \[1+ 2¢, respectivamente. Por lo tanto, el alargamiento
relativo vendra dado por % = /T+25—-1 a lo largo del eje
principal i.

Vamos a considerar como primera aproximacion que las
deformaciones que sufre un sélido son pequefias y, por tanto, las
componentes del vector desplazamiento también lo seran. Esto nos
permite despreciar los términos de segundo orden en el tensor
deformacion, es decir, para la elasticidad lineal tenemos que,

1
Ei}' = E (ui‘k + uk,i) (112)
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Por lo tanto, el alargamiento relativo a lo largo de los ejes
principales del tensor en un punto dado del sélido se puede aproximar a
J1+2¢—1=~¢;, es decir, son los valores principales del tensor «;;.
Desarrollando la ecuacion 1.12 tenemos las componentes del tensor
deformacion en la teoria de la elasticidad lineal vienen dadas por,

du av ow
Exx = & Eyy = a_y €2 =3

Jdu
Exy = Eyx (By 6x>
d
Exz = Ezx = ( u ) (1.13)

BV
£y = £y = ( )

1.1.2. EL TENSOR DE TENSIONES

Cuando un sélido se encuentra en equilibrio térmico con su
entorno todas las partes del cuerpo se hallan en equilibrio mecénico v,
por lo tanto, la resultante de la suma de las fuerzas, asi como de los
momentos que actdan sobre el mismo, es igual a cero. Sin embargo,
cuando un solido es sometido a una fuerza externa se produce la
deformacion. El s6lido deja de encontrarse en equilibrio y como
consecuencia aparecen unas fuerzas internas que tienden a llevarlo
nuevamente a su posicion de equilibrio. Estas fuerzas internas se
conocen como tensiones internas y son debidas a fuerzas moleculares y
por lo tanto de corto alcance.

Cuando se aplica una fuerza sobre el volumen, esta fuerza sera la
suma de todas las fuerzas que actdan sobre cada uno de los elementos
del solido. Por tanto, podemos definir F como la fuerza por unidad de
longitud. La fuerza total que se ejerce sobre el solido puede escribirse
como, [, Fdv. Teniendo en cuenta la tercera ley de Newton*, las fuerzas
de los distintos elementos de volumen se anulan mutuamente en
concordancia con la igualdad de la accion y la reaccion. Para cualquier
elemento del sdlido, cada una de las tres componentes [, F;dv se puede
expresar en una integral de superficie aplicando el teorema de Gauss® o
de la divergencia, donde F serd la divergencia de un tensor de segundo
orden,
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F=V-o (1.14)

es decir,
_ 0oy (1.15)
L 6X]
obteniendo que,
do;; 1.16
fFidV=f—’dv=j§cUdﬁ (1.16)
v v 0%;

El tensor o;; se denomina tensor de tensiones y tiene en cuenta,
como su propio nombre indica, la distribucion de tensiones en el medio
continuo. La figura 1.2 representa un elemento diferencial de volumen
donde se muestran las tensiones normales y tangenciales en cada cara.
Como se puede observar, el primer indice hace referencia a la
componente normal de la cara y el segundo a la direccion del tensor, por
ejemplo, o,, representa la tension en la cara perpendicular a y en la
direccion z, por tanto, las tensiones normales tienen el indice repetido.

z A

0-Z Z

Oyz

v‘<

X
Figura 1.2. Elemento diferencial de volumen donde se representan las componentes
del tensor de tensiones originados por la aplicacion de una fuerza F.
Desarrollando el tensor de tensiones tenemos que,

0;; =

ij Oyx Oyy Oyz

(Uxx Oxy sz) (1.17)

Ozx Ozy Ozz
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El momento que actla sobre una regién del cuerpo viene dado
por el producto vectorial, M = F x r, que podemos expresar haciendo uso
del tensor de Levi-Civita como,

Mi = eijkfijde (118)
14
donde el tensor de Levi-Civita® se define como,
1si(i,j, k) es(1,2,3),(2,3,1) 0(3,12) (1.19)
€ijk = [—1 si (i,7,k) es (3,2,1),(2,1,3) 0 (1,3,2)
0 en otros casos
por lo tanto, el momento de fuerzas se puede expresar como,
(1.20)

Mij = j(FlX] —2 E,Xl)dV
14

Sustituyendo en la ecuacion 1.20 la ecuacién 1.15, podemos
reescribir el momento de fuerzas de la siguiente forma,

M :J<60i1x —alex->dV= f d(0uXy — O ;) dv
ik aXl k aXl g axl
v g (1.21)

& il axl kl axl

Donde podemos expresar %=6kl, siendo 5, la delta de

1
Kroneker, y por lo tanto 6,0, =04 Y 810, = 0. Haciendo uso del
teorema de Gauss®, la integral de volumen puede ser expresada como una

integral de superficie tal que,

Ml'k = f(o'ﬂxk — o‘klxi)dnl — f (O-jk - O'k])dV
s v (1.22)

Para que M;, pueda ser expresada como una integral de superficie
debe cumplirse que el tensor de tensiones sea simétrico, es decir, oy, =
ox;. Por lo tanto, podemos escribir el momento de fuerzas que actdan
sobre una region del sélido como,
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My = I(Fixk — Fyx)dv = J-(Gjlxk — o x;)dmy
v s (1.23)

Mi = eijkfaijxkdn,
N

1.1.3. LEY DE HOOKE

Una vez que se ha definido el tensor deformacion y el tensor de
tensiones, introduciendo asi la teoria de la elasticidad lineal, el siguiente
paso sera relacionar la deformacion que sufre un sélido con la tension
aplicada. Para ello se hara uso de la ley de Hooke’ para deformaciones
pequefias, la cual establece una deformacidn lineal entre la tension y la
deformacion. Supongamos un alargamiento en la direccion x en el
elemento diferencial de volumen (Figura 1.2) generado por una tension
0. ESta tension producird un estrechamiento en las direcciones
perpendiculares tal que,

_1 v v (120

Las constantes E y v se conocen como modulo de Young
(definido por primera vez por Thomas Young en 1807) y coeficiente de
Poisson (definido por Siméon Poisson 1830°s) respectivamente y
dependen del material. De la misma manera podemos encontrar las
deformaciones producidas por las tensiones o,, Y a,, Obteniendo,

1

Exx = 7\ Oxx — V(Uyy +0,7)
£ )

1

&y =% (ayy —V(0x + Uzz))

E (1.25)

1
kezz = E(O'ZZ - v(o*xx + ayy))

Para obtener las componentes cruzadas haremos uso de las
propiedades tensoriales de la tension y de la deformacion. Para ello
aplicamos una rotacion %a un sistema de coordenadas (x,y) situandonos

en un sistema (x’,y") de tal manera que podemos escribir el tensor como

Oy

o' = 0

0 ., .
s ] y por lo tanto el tensor deformacion en el sistema (x',y")
xy
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Oxy(1+v)

vendra dado por &' =| * oo (1w |- AAPlicando la rotacion inversa
Xy
0 5
para volver al sistema de referencia (x,y) obtenemos ¢ =
0 Oxy(1+v)
oy (147) g . EI mismo proceso se puede aplicar a las componentes

E
xz 'y yz'y, por lo tanto, podemos escribir las componentes cruzadas como,

1+v
Exy = Tcrxy
_ 1+v
Exy = E Oxz (1.26)
1+v
\&yz = —5 vz
En forma tensorial,
1 (1.27)
Eij = E [(1 + V)O'ij — vakk(Y,-j]
O reciprocamente,
E v (1.28)
Uij = (1 + V) [gl'j + 1—2v gkkal']'

Las ecuaciones 1.27 y 1.28 son conocidas como ecuaciones
constitutivas, las cuales constituyen la base de la teoria lineal de la
elasticidad.

1.2. ECUACION DE EULER-BERNOULLI

Una de las ecuaciones mas utilizadas a la hora de modelizar la
respuesta dinamica flexural de resonadores unidimensionales es la
ecuacion de Euler-Bernoulli®. Primero se describe la energia de
deformacion y las ecuaciones de equilibrio de resonadores
unidimensionales. A continuacién, se estudia la deflexion flexural pura
de una estructura libre para llegar, finalmente, a la ecuacién de Euler-
Bernoulli.
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1.2.1. ENERGIA DE DEFORMACION Y ECUACIONES DE EQUILIBRIO

El trabajo que realiza una fuerza para deformar un solido se
almacena en forma de energia potencial elastica. Volviendo a nuestro
elemento diferencia de volumen (Figura 1.2) la tensién o,, genera una
fuerza de valor o, dydz produciendo un alargamiento ¢,,.dx. Como hemos
visto, existe una relacion lineal entre o, Y ¢, Y por tanto, el trabajo viene
dado por dW=%axxexde. Es decir, la energia potencial elastica de

deformacion de un elemento de volumen se expresa como,

1 1.29
du = Eo-ijgijdv ( )

La energia total es la suma del trabajo realizado por cada
componente de la tension por separado y, por lo tanto, la energia es
conservativa. Es decir, estamos despreciando perdidas de energia por
disipacion.

Para obtener las ecuaciones de equilibrio vamos a considerar una
variacion de la energia potencial elastica tal que,

1 1.30
5U=E5fau Sijdv=f0'ij6$ijdv= 0 ( )
que en funcién de los desplazamientos se puede escribir como,
_ 65ui _ d aO'ij (131)
oU = fO'U ax] av = f ax] (Gij5ui)dV J‘ axJ 6uidV

Al igual que en la ecuacion 1.21 del momento hacemos uso del
teorema de Gauss®,

do;; 1.32
oU = faijSuide —J-a—xuﬁuldV ( )
j

Pueden existir dos tipos de fuerzas actuando sobre el sistema:
fuerzas volumétricas y fuerzas de superficie. El trabajo total vendra dado
por,
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ow = foijeXt6uide +fF15uldV (133)

Igualando las ecuaciones 1.32 y 1.33 obtenemos,

(1.34)

Xj

— 6. )uds; — [ (2% + F,) su,av
(01 — 03*)6u;dS; 5x, i) oW

Donde F; es la fuerza por unidad de volumen actuando en la
direccidn i. Mientras que la integral de superficie nos da las condiciones
de contorno, la integral de volumen nos da las ecuaciones diferenciales
de equilibrio:

Desarrollando obtenemos finalmente las ecuaciones diferenciales
de equilibrio:

00,y N 00y, K 00y,
Ox ay 0z

8
Il
(e

do. do. do.
L L S

E, = 1.36
Ox dy 0z i (1.30)

<

00, 005, 00,
E
7x | PN

1.2.2. DEFLEXION EN PALANCAS

En este apartado se desarrolla la teoria que nos llevard a la
ecuacion de Euler-Bernoulli para estructuras tipo palancas y estructuras
tipo puentes. Se denominan palancas a aquellas estructuras que tienen
una dimension caracteristica mucho mayor que las otras dos y en las
cuales uno de sus extremos esta libre, mientras que las estructuras tipo
puente tienen ambos extremos anclados. Cuando una estructura de este
tipo sufre una deflexidn, existira una superficie de la misma en la cual la
deformacion seré nula. Esta superficie se conoce como superficie neutra.
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Eje —-
Neutro

Figura 1.3. Deflexion de una estructura tipo puente de longitud L, anchura b y espesor
h, asi como una seccién longitudinal de la estructura tipo puente, donde se puede
apreciar el eje neutro.

En la figura 1.3 se representa una estructura tipo puente de
longitud L, anchura b y espesor h, sufriendo una deflexion. Al tratarse de
una estructura cuya longitud es mucho mayor que su anchura y
considerando deflexiones flexurales puras, la coordenada transversal no
juega ningun papel en el problema y, por tanto, la superficie neutra pasa
a ser un eje neutro. En el caso de que el material sea is6tropo y uniforme
el eje neutro se encuentra en la mitad del espesor de la estructura. El
desplazamiento en el plano que sufre este eje neutro es nulo, mientas que
el desplazamiento fuera del plano (coordenada z) sera el mismo para
cualquier punto a lo largo del espesor y, por tanto, sélo dependera de
coordenada x, es decir:

uy =0 u, = ug = Px) (1.37)

En condiciones de equilibrio la fuerza externa debera
compensarse con las fuerzas internas, es decir, F;dn — g;;dn; = 0. Como
las deflexiones son pequefias tenemos que n tendra direccion z, y por
tanto, a primer orden en z tenemos que: o,, = 0. Aplicando estas
condiciones sobre las ecuaciones 1.12 y 1.28 tenemos,

Uyz = “Uzx (1.38)

Y lo tanto,
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M) (1.39)
dx

Uy, = —2

Obteniendo que la componente x de la deformacion para
pequefias deformaciones se escribe como,

0%y (x)
Exx = _Ziz
0x (1.40)
Por tanto, la componente x de la tension viene dada por,
2
Oyxx = —ZE g LIJ(ZX)
Ox (1.41)

1.2.3. EULER-BERNOULLI

A continuacion, se obtiene la ecuacion de Euler-Bernoulli a partir
de las ecuaciones descritas en las secciones anteriores. Para ello
realizaremos las siguientes aproximaciones:

e El material es is6tropo, homogéneo y elastico.

e EIl sdlido tendra una dimension caracteristica mucho
mayor que las otras dos.

e Se considera deflexion pura.

e Las deflexiones son mucho menores que su espesor y sin
fuerzas de cizalla.

En condiciones de equilibrio, el momento total sera igual al
generado por las fuerzas internas, por lo tanto, usando las ecuaciones
1.23 y 1.41 podemos escribir,

M, = —J-f z? Ea Y dydz (142)

0x?

ya que el resto de las componentes del momento son nulas. Si nos fijamos
en la ecuacion 1.42 vemos que el momento en la direccion y viene dado
por el mddulo de Young multiplicado por la segunda derivada del
desplazamiento y por una integral de superficie la cual, por definicion,
es el seqgundo momento de area, I, = [f z2dydz, es decir:
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0%y (x) (1.43)
M, = -EI, Ox2
Considerando el equilibrio de fuerzas y momentos en una
seccion de la palanca, la fuerza total sobre la seccion es,

JF,
Z P (1.44)
ox
Az
0F,
F,+—dx
FZ ox oM
M | M, +—>d
y ox
NS — >
-~'\ Eje neutro e X

Figura 1.4. Esquema de los momentos y fuerzas que acttan sobre una seccién de la
palanca, donde se muestra el eje neutro.

En equilibrio, la suma de las fuerzas y momentos presentes en
una seccion de la palanca es igual a cero. Si nos fijamos en la figura 1.4
podemos escribir,

oM

X oF, (1.45)
> M =My + Bdx— (M, + S 2dx ) = (B +5Zdx)dx = 0
ox

Ox

Por lo tanto, se obtiene que la fuerza y el momento interno estan
relacionados de la siguiente manera:

_ oM, (1.46)
z ox

Aplicando la segunda ley de Newton?, la cual relaciona la suma

de las fuerzas netas aplicadas sobre un cuerpo con la aceleraciéon que
. . 2 .

adquiere por su masa, es decir, 3 F = ps =, donde p es la densidad

del material y S el area, que para el caso de la palanca de la figura 1.3

viene dada por S = bh.
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Usando las ecuaciones 1.43 y 1.46 llegamos finalmente a la
ecuacion de Euler-Bernoulli:

02W(x,t) 02 02¥(x,t) (1.47)
P +W<E1 92 )‘0

Las soluciones de la ecuacion de Euler-Bernoulli depende de las
condiciones de contorno y nos proporciona informacion acerca del
comportamiento dindmico de estructuras que cumplan las condiciones
numeradas al inicio de esta seccion.

Otra manera de llegar a la ecuacién de Euler-Bernoulli es
mediante la lagrangiana del sistema. Supongamos una material con una
densidad homogeénea p. La energia cinética, T, por unidad de longitud
vendra dada por,

A\ L. A (x, )\ (1.48)
<z ( at )

y la energia potencial, u, por unidad de longitud,

RO 2W(x, 1)\’ (1.49)
o)+ dx?

donde Db=%Eh3 y se denomina rigidez flexural de la palanca.

Recordemos que b es la anchura de la palanca mientras que h es el

espesor.

Por tanto, la lagrangiana del sistema viene dada por,

oL (PG ’ UGl {60 ’ (1.50)
— 27 ac ) 2"\ axe

Aplicando las ecuaciones de Euler-Lagrange® tenemos

nuevamente la ecuacién de Euler-Bernoulli, ya que el segundo momento
h b

de area para una palanca de anchura b y espesor h es, I = [?, [* z*dydz =
2 2

b s
12"
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1.2.4. SOLUCION ESPACIAL Y TEMPORAL DE LA ECUACION DE
EULER-BERNOULLI.

En este apartado se resuelve tanto la parte espacial como la parte
temporal de la ecuacion de Euler-Bernoulli. Para ello consideraremos
que laseccién a lo largo de la palanca es uniforme y por lo tanto podemos
escribir la ecuacion 1.47 como,

02W(x,t) 0¥ (x, 1) (1.51)
pS— G+ EI— 3= =0

Para resolver la ecuacién 1.51 aplicaremos el método de
separacion de variables cuya solucién viene dada por,

Y(x,t) = P(x)ett (1.52)

Donde w es la frecuencia angular de la estructura. Sustituyendo
la ecuacion 1.52 en la 1.51 tenemos,

0*P(x)e't f a*(x)ewt (1.53)
a2z dx*
Es decir,
by () - 0*P(x) (1.54)
pSY(x) 7 —Ele't 7

Y por lo tanto podemos escribir,

gl 641/1(x) 6zeiwt
— ox* _ _0dt2 _ _ 2
pS Yo et 7 (155

Finalmente, tenemos la ecuacion de la parte espacial viene dada
por,

Y L (L56)
ax4 —-q w(x) - 0

Donde,
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. 2PS (1.57)
T =g

La solucidn general para la ecuacion 1.56 se puede escribir como,
Y (x) = A, sinh(gx) + A, cosh(gx) + A5 sin(gx) + A, cos(gx) (1.58)

Las constantes 4,, 4,, 4; y A, Se determinan imponiendo las
condiciones de contorno del problema.

Como caso particular se resolvera la ecuacion 1.58 para una
estructura tipo palanca, es decir, con un extremo fijo y otro libre, como
el mostrado en la figura 1.5a, ya que sera la estructura mas utilizada a lo
largo de esta tesis doctoral. También se mostrara el resultado para el caso
de una estructura tipo puente, como el mostrado en la figura 1.5b, en la
cual ambos extremos estan anclados.

Figura 1.5. Forma de los modos flexurales fundamentales obtenidos mediante
simulaciones por elementos finitos para: a. una estructura tipo palanca con un extremo
fijo y el otro extremo libre y b. para una estructura tipo puente con ambos extremos
fijos.

Las condiciones de contorno del problema para el caso de una
palanca son que en el extremo fijo (x=0) el desplazamiento y la
pendiente son nulos, mientras que en el extremo libre (x = L) son nulas
la curvatura y su derivada, es decir,

P(0) =0
op(0)
=0
ox (1.59)
(L)
ok
(L)
ax3 0
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Aplicando la primera condicion de contorno a la ecuacion 1.58 se
obtiene facilmente que:

YO)=A4,+4,=0 > A,=-4, (1.60)
Por lo tanto, la ecuacion 1.58 queda de la forma,
W(x) = A, sinh(gx) + A,[cosh(gx) — cos(gx)] + A; sin(gx) (1.61)
Aplicando ahora la segunda condicion de contorno tenemos que,

' (0) = q[A; cosh(0) + A,[sinh(0) + sin(0)] + A5 cos(0)] (1.62)
=qlA; +4A3]=0 - A;=-A4;

donde y'(x) = algi"), es decir,

Y(x) = A;[sinh(gx) — sin(gqx)] + A,[cosh(gx) — cos(gx)] (1.63)
Aplicando ahora la tercera condicion de contorno,

Y"" (L) = q%A,[sinh(qL) + sin(qL)] + A,[cosh(qL) + cos(qL)] = 0

sinh(gqL) + sin(qL) (1.64)
! cosh(qL) + cos(gL)

A2=_

Por tanto, podemos escribir ecuacion 1.63 como,

PY(x) = A; |sinh(gx) — sin(gx)
(1.65)

sinh(qL) + sin(qL)
cosh(qL) + cos(qL)

[cosh(gx) — cos(gx)]
Finalmente, aplicando la cuarta condicion de contorno llegamos
a la siguiente ecuacion de auto-valores,
cosh(q,L) cos(q,L) = —1 (1.66)

La ecuacién de auto-valores no es resoluble analiticamente y se
tiene que resolver numéricamente obteniendo para los primeros auto-
valores B, = q,L = 1.8751, 4.694, 7.8547, 10.9955, 14.137168, 17.2787,
20.4203,...como se puede comprobar de la figura 1.6.
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cosh(&)cos(&) + 1

Figura 1.6. Solucién grafica de la ecuacion de auto-valores para una estructura tipo
palanca con un extremo fijo y otro libre. Los puntos de corte con el eje nos dan los auto-
valores.

Por tanto, la ecuacion 1.57 se convierte en una ecuacién de auto-
valores tal que la frecuencia angular natural de oscilacion de la estructura
viene dada por:

, BLEL (1.67)
“n =704

Teniendo en cuenta que f = % se obtiene que la frecuencia de
resonancia del modo » viene dada por,

B |E
fn = Sz pA (1.68)

mientras que para la parte espacial tenemos que,

Yn(x) = A, [sinh(g,x) — sin(g,x)

sinh(q,L) + sin(q,L) (1.69)
Bl cosh(q,L) + cos(q,L) [cosh(gnx) — cos(q,x)]

La ecuacion 1.69, la cual describe la forma espacial de los modos
de oscilacidn, se puede normalizar utilizando diferentes criterios. Uno de
los criterios mas utilizados es definir fOL Y, () P, (x)dx = L6,,,,, Siendo, de
esta forma, los modos ortogonales entre si. De esta manera los valores
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A,, dependen del modo, siendo los primeros valores A, = 0.7341, 4, =
1.0284, A; = 1.000,...y ¥, (L) = —2(=1)"*,

Una manera préctica y elegante de reescribir la ecuacion 1.69 es
definir el pardmetro adimensional ¢ = f de tal manera que la posicion

estd normalizada a la longitud de la palanca, y g, = ¢,L de tal forma que,

lpn(f) = An Sinh(ﬁnf) - Sin(ﬁn'f)

sinh(B,,) + sin(B,,) (1.70)
~ cosh(B,) + cos(B,) [cosh(Bn§) — cos(B,$)]

Otra forma de escribir la ecuacion 1.70 es fijandose en que 4,, =

c05(Bn)+cosh(Bn) — —(_1)n
T IR de tal manera que ahora ,(L) = —2(-1)", y por lo tanto

tenemos,

Y (§) = cosh(B,$) — cos(By$)

cos(By) + cosh(By) . : 171
() ¥ smhGay B (Bad) = sin(6a)] G

Procediendo de manera similar a la usada para el caso de la
estructura tipo palanca, podemos obtener la solucion para el caso de una
estructura tipo puente. En este caso las condiciones de contorno vienen
dadas por,

Y(0) =0
op(0)
) ox \
Y(L) =0 (1.72)
W)
ox 0

Lo cual nos lleva a la siguiente ecuacion de auto-valores,
cosh(q,L) cos(q,L) =1 (1.73)

Los cuatro primeros auto-valores para el este caso son g, = q,L =
47300, 7.8532, 10.9956 y 14.1372. Para el caso de una estructura tipo
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puente, la forma de los modos es simétrica con respecto a su centro y
viene dada por la siguiente ecuacion,

wn(f) = COSh(ﬁnf) - COS(ﬁnf)

cos(fn) — cosh(Bn) [sin(Bn¢) — sinh(B,é)]

+ (1.74)
Sin(ﬁn) - Sinh(ﬁn)

donde se ha utilizado la misma normalizaciéon que para el caso de la
estructura tipo palanca.

a ., b .,
= 14 = 14
=3 =
= =
2. 04 2.0
E =
<< <<
14 14
J——Tercer Modo
_2-—Cuart0 Modo , 2 '
0.0 0.5 1.0 0.0 05 1.0
Posicidn Relativa (&) Posicién Relativa (&)

Figura 1.7. Forma de los cuatro primeros modos flexurales de vibracién para: a. una
estructura tipo palanca y b. para una estructura tipo puente. La posicion estd
normalizada a la longitud del resonador.

La figura 1.7 muestra la forma de los cuatro primeros modos
flexural de vibracion para una estructura tipo palanca con un extremo
libre y otro fijo (figura 1.7a) y para una estructura tipo puente con ambos
extremos fijos (figura 1.7b). La posicién estad normalizada a la longitud
del resonador.

La forma de los modos y las frecuencias obtenidas mediante la
teoria de Euler-Bernoulli seran utilizadas a lo largo de esta tesis doctoral.
Los resonadores utilizados cumplen los requisitos descritos al inicio de
esta seccion.

1.3. OSCILADOR ARMONICO

En esta seccion se introduce el modelo del oscilador arménico, el
cual nos servira para estudiar el comportamiento dinamico de los
resonadores. En el caso mas simple, no existe disipacion de la energia y
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un oscilador armoénico se puede modelizar mediante una masa puntual m
y un muelle con constante eléstica k como se muestra en la figura 1.8.

Figura 1.8. Modelo del oscilador arménico simple con una masa puntual my un muelle
ideal con constante elastica k.

La lagrangiana de este sistema viene dado por,
1 /0 1 (1.75)
L=sm(5) -k

Obteniéndose la ecuacion del movimiento,

0%z (1.76)
m ﬁ = —kz

Y la frecuencia angular de resonancia del oscilador es,

k
W = = (1.77)

En la préactica, el movimiento de oscilacion esta sujeto a unas
fuerzas de disipacion'®!! que se oponen al movimiento de manera
proporcional a la derivada temporal del desplazamiento. Para el caso de
los resonadores utilizados a lo largo de esta tesis doctoral, los efectos
disipativos son mudltiples y aditivos'?. Estos pueden ser clasificados,
dependiendo de su origen, en intrinsecos y extrinsecos. Los intrinsecos
son debidos al propio material o defectos estructurales como, por
ejemplo, pérdidas en la superficie y amortiguamiento termoelastico®*4,
Mientras que los efectos disipativos extrinsecos estan relacionados con
el acoplamiento del resonador al medio que los rodea, ya sea debido a su
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anclaje a un sustrato®® o a las interacciones hidrodinamicas con el medio
circundante. Por ejemplo, no es lo mismo tener el resonador en vacio, en
aire o en liquido®®!" ya que la respuesta dinamica del resonador se vera
alterada, no solamente debido a la disipacion con el medio, sino también
a efectos dispersivos que aumentan la masa efectiva del resonador debido
al desplazamiento del medio. Estos efectos producen que la respuesta
dinamica del resonador cambie afiadiendo nuevos términos a la ecuacion
1.76,

0%z 0z (1.78)
t+y—+kz=0

(m+m)az+ry;

Donde m’ es la masa afiadida por el fluido y y es el término
disipativo, incluyendo tantos los efectos intrinsecos como extrinsecos.
En la mayoria de los casos los resonadores se encuentran en vacio y por
lo tanto m' = 0.

En este punto ya estamos en condiciones de definir el factor de
calidad, @, como la relacion que existe entre la energia almacenada y la
energia disipada por ciclo de oscilacion. La energia almacenada es igual
al valor maximo de la energia cinética, mientras que la energia disipada
viene dada por el término disipativo. Estas energias se pueden calcular
para un periodo determinado obteniéndose, finalmente, que el factor de
calidad viene dado por,

mw, (1.79)

Un alto @ indica una baja disipacion de energia y viceversa. Si el
resonador se encuentra sometido a una fuerza externa armonica la
ecuacion 1.76 se reescribe de la siguiente manera,

9%z 9z ot (1.80)
mﬁ+ya+kz = Fye

La amplitud de oscilacion en el espacio de Fourier'® viene dada
por,

45



Fo/m
\/(wg —w?)? + (%)2

Alw) = (1.81)

En la figura 1.9 se muestran diferentes respuestas dinamicas de
oscilacion variando el factor de calidad del resonador, es decir, se
representa la amplitud normalizada de oscilacion del resonador A(f),
frente a la frecuencia de oscilacion f. Donde simplemente se ha

cambiado la frecuencia angular » por f = %

e I =
(=) (o] [l
P 1 i

Amplitud Normalizada
=

0.0 T L] T T T
30 40 50 60 70
Frecuencia de Resonancia (kHz)

Figura 1.9. Respuesta en frecuencia de resonancia obtenida utilizando la ecuacion 1.81,
fijando la frecuencia de resonancia a 50 kHz y variando el factor de calidad (Q =5, 10
y 50).

Como se puede ver en la figura 1.9, la respuesta en frecuencia no
es del todo simétrica. Esto es debido al ruido®® 1/f intrinseco a la
ecuacion 1.81. El factor de calidad también se puede calcular a partir de
la relacion entre la frecuencia y la altura a media anchura?’, FWHM (del
inglés “Full Width at Half Maximum’’) como,

Q= \/?FI/I(;)I(-)IM —

La ecuacion 1.81 serd utilizada a lo largo de este trabajo de tesis
doctoral para ajustar las resonancias experimentales y obtener los valores
del factor de calidad y las frecuencias de oscilacion.
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CAPITULO 2

2. Nanohilos de Silicio Como
Sensores de Masa

2.1. INTRODUCCION

En este capitulo se describira el efecto que tiene sobre las
propiedades dindmicas de resonadores nanomecanicos basados en
nanohilos de silicio (SINWSs) la disminucion de su seccion transversal.
Para la implementacion de un espectrometro de masa y rigidez es
necesario estudiar qué resonadores se comportan mejor COmo Sensores.
Entre los multiples candidatos, los SINWSs tienen la ventaja de poseer una
baja masa y alta frecuencia de resonancia.

Se empezara introduciendo los SiNWs, asi como una breve
descripcion sobre su fabricacién. Seguidamente se detallard como se
debe modificar la ecuacion de Euler-Bernoulli para tener en cuenta el
grado de conicidad que presentan estos resonadores, comparando los
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resultados con simulaciones por elementos finitos. A continuacion, se
explicara el sistema experimental utilizado para la medida de las
frecuencias de resonancia de estos resonadores unidimensionales
nanomecanicos. Finalmente, se realizara un estudio de la sensibilidad de
masa, asi como de la minima masa detectable con estos nanohilos de
silicio y como el grado de conicidad mejora la sensibilidad con respecto
a los nanohilos uniformes.

2.2. NANOHILOS DE SILICIO

Recientemente, los nanoresonadores unidimensionales, como los
nanohilos de silicio® o de otros materiales*®, o los nanotubos de
carbono®®, se han convertido en dispositivos utilizados en diversas
aplicaciones, desde sensores - bioldgicos® hasta componentes
electrénicos®®, entre otros. Gracias a su baja masa, altas frecuencias de
resonancia y altos factores de calidad son excelentes candidatos para ser
utilizados como sensores de masa®*? y rigidez! en un sistema de
espectrometria nanomecéanico. Entre otras aplicaciones, los nanohilos de
silicio también son utilizados como transistores'**®, células solares?®,
materiales termoeléctricos’*°, asi como para el estudio de fenomenos
cuanticos?®-%,

2.2.1. FABRICACION DE LOS NANOHILOS DE SILICIO

Los SiNWs utilizados en este trabajo de tesis doctoral han sido
fabricados en el Instituto de Microelectronica de Barcelona (IMB-CNM,
CSIC) en el grupo del doctor Alvaro San Paulo?*?®. La figura 2.1 resume
los pasos seguidos para su fabricacion.

Primero se crece térmicamente una capa de oxido de silicio de
160 nm sobre una oblea de silicio sobre aislante, SOI (del inglés “Silicon
On Insulator”). A continuacion, mediante litografia Optica y ataque
ionico reactivo, RIE (del inglés “Reactive lon Etching”) se fabrican unas
microtrincheras con las paredes orientadas en la direccion cristalografica
<111> de las cuales creceran los SINWs.
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Oxido enterrado

Substrato

Figura 2.1. Descripcion del proceso de fabricacion de los nanohilos de silicio conicos.
1. Crecimiento de Oxido térmico sobre una oblea de SOI. 2. Fabricacion de las
trincheras mediante litografia y RIE. 3. Proceso de crecimiento mediante VLS de los
SiNWs. 4. Dispositivo final donde se puede apreciar la trinchera, el substrato y los
SiNWs.

Para ello, se introduce la muestra con las microtrincheras
prefabricadas en una disolucién de nanoparticulas de oro, GNPs (del
inglés, “Gold Nano-Particles ) con un didmetro de entre 80 — 150 nm.
Esta dispersion en el didmetro nos proporcionara diferentes tamafios de
nanohilos. Las técnicas de fabricacion mas utilizadas para obtener
estructuras en la nanoescala se pueden clasificar en: las técnicas “top-
down”, donde se parte de un material y se le da forma, y las técnicas
“bottom-up”, donde las nanoestructuras crecen mediante procesos
quimicos. Los resonadores utilizados en este trabajo se han crecido
mediante una técnica “bottom-up "*"?8 conocida como VLS? (del inglés
“Vapor-Liquid-Solid ). Los SINWSs crecen a presion atmosférica en un
reactor a 800 °C con el 10% de Hao/Ar como gas de dilucion y de arrastre.
Se utilizan flujos de 270 y 45 s.c.c.m (cm3/min). Para mantener la presion
de vapor constante se utiliza SiCls en fase liquido burbujeante a 0°C.
Finalmente, la capa de 6xido es atacada mediante un ataque humedo de
HF. La distancia entre los SiNWs y el sustrato es controlable a partir del
tiempo de ataque. Ademas, el grado de conicidad también puede ser
controlado mediante un ajuste apropiado de la ratio molar de SiCls/Ha.
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Por lo tanto, mediante un buen control de las condiciones de crecimiento
se pueden conseguir SINWs extremadamente largos y uniformes o con
un grado de conicidad controlado.

2.2.2. ECUACION DE EULER-BERNOULLI PARA NANOHILOS CON
SECCION NO UNIFORME

Como vimos en el capitulo 1 la ecuacion que describe el
comportamiento espacial y temporal de resonadores que tienen una
dimension caracteristica mucho mayor que las otras es la ecuacion de
Euler-Bernoulli. Como en este caso tenemos dispositivos en los cuales
la seccion no es uniforme, es decir, el radio del nanohilo depende de «x,
tenemos que reescribir la ecuacion 1.45 de la siguiente manera®,

62

—pwiSEYn () + 55 <

EI(S) 62%(5)) _ 0 (2.1)
9&2 a

I* 9

Donde se ha normalizado la coordenada x a la longitud del
nanohilo de tal manera que ¢ = x/L y se ha separado la parte temporal de
la espacial, tal y como se ha visto en el capitulo 1, obteniendo finalmente
W, (& t) = P, (§)elnt, La seccion, asi como el segundo momento de area,
ahora dependen de la coordenada longitudinal adimensional, ¢.

Para un cilindro uniforme la seccién y el segundo momento de
area vienen dados por,

Sci = TR?

n 2.2
Iy = ZR4 (2.2)

Si consideramos que el radio del nanohilo varia de manera lineal
con la longitud podemaos escribir el radio del SINW como,

R(§) = Ro(1 - af) (2.3)

Donde R, es el radio en la base del nanohilo (en el anclaje).
Definimos « = “=". como el grado de conicidad del nanohilo , de tal
0

manera que R(0) = R, Y R(1) = Ry, siendo R, el radio en el extremo libre.
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Para obtener una solucion analitica de la ecuaciéon de Euler-
Bernoulli se proponen los siguientes cambios de variables®’:

S = So(1 —ad)™
1) = I,(1 — ad)™*? (2.4)

Usando la ecuacion 2.4 en la ecuacion 2.1 y teniendo en cuenta
que para el caso de los SINWs conicos m = 2, tenemos que,

0’ 0%, (8) (2.5)
(1 — 2 4, _ 4 —
(1= ad)*Yn (OB + a¢2 <(1 as) a¢2 ) 0
desarrollando,
AU (§) + 1207 az;l);z(‘;) +(1-af) (—80:63;!];3(5) +(1-af) a‘*;pgf)) =0 (2.6)

4 - -
Donde p* = w222 Por lo tanto, la frecuencia de resonancia

Elg ©

g [en, (2.7)
=50 pSo

La frecuencia de resonancia tiene la misma forma que para el
caso de un nanohilo con seccién uniforme, lo que varia son los auto-
valores B, que se obtienen a partir de imponer las condiciones de
contorno a la ecuacion espacial.

viene dada por,

La solucion de la parte espacial dada por la ecuacién 2.6 se puede
expresar como una combinacion de funciones de Bessel®! de la siguiente
manera,

4
oz A 500) + B (Ba0) + G B0 + DaaBo0) 4

PYa(§) =

Donde K, es la funcion de Bessel modificada de segunda especie

y segundo orden, J, es la funcion de Bessel de primera especie y segundo

orden, v, es la funcion de Bessel modificada de segunda especie y

segundo orden y 1, es la funcion de Bessel modificada de primera especie
y segundo orden, y donde:
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2(1 — ad) '/ (2.9)

a

(:

Las constantes 4,, B,, C, Y D,, Se obtienen a partir de imponer las
condiciones de contorno del problema. Como se trata de SINWs en los
que tenemos un extremo anclado y el otro libre las condiciones de
contorno son las mismas que las descritas en la ecuacion 1.59. Aplicando
estas condiciones a la ecuacion 2.8 se obtiene el siguiente sistema de
ecuaciones?:

AK, (2ﬁ”) + B,J, <2£"> +C,Y, (2/?") + Dy, (2’8") =0

—AuKs (2ﬁ”) + BnJs (2/?”) CnYs (2'8”) Dypls (ZB") =0

An (mmﬁal + 24)Ko(Bnay) + daPay +ﬁ6)Kl(ﬁna2)>
2 -
B, (VI= 0 - 20 + = D)
3 (2.10)
+Cp (ﬂ(ﬁﬁcﬁ = 24)Yo(Braz) — 4(1(3%0(1 '86))/1(311“2))
+ D, <V 1—a(Baay + 24)h(Braz) + 2fn -;6)1/1 (Bna2)> =0
An((Bnay (B2ay + 72) + 384)Ky (Bnay) + 12B,a,(Bra; + 16)K0(,3na2))
+ Bn(lzﬁnaz(ﬁrzlal —16)Jo(Braz) = (Bray(Biay —72) + 384’)]1(.3110‘2))
+ Co((Bnay (BEay — 72) + 384)Y; (Byaz) + 12Bnaz(BEay — 16)Ko(Braz))
+ Bp(12Bpa2(B2ay + 16)Io(Braz) — (—BEas (Baay + 72) — 384) 1, (Braz))
=0
Donde,
( 4(1 —a)
a =
! a? (2.11)
2Vl -«
(%2 =~

El sistema de ecuaciones dado por 2.10 es homogéneo y por lo
tanto para obtener una solucion no trivial el determinante de la matriz
debe ser cero. A partir de este determinante se obtiene la ecuacion de
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auto-valores. El sistema de ecuaciones se resuelve mediante el software
de calculo matematico Wolfram Mathematica™. Cada g, obtenido
resolviendo la ecuacion de auto-valores depende del pardmetro «, es
decir, la frecuencia de oscilacion, asi como la forma del modo dependerad,
I6gicamente, del grado de conicidad del SINW.

La dependencia de g, con el grado de conicidad « no tiene
solucion analitica conocida y debe ser resuelta numericamente. La figura
2.2 muestra la dependencia de los dos primeros modos de vibracion.
Mediante un ajuste polindmico se obtiene una dependencia aproximada

para g, (a) y B, (a).

d 3 b
» Solucién Numérica ’ 474 . « Solucién Numérica
2.84— - Ajuste Polinémico /! . Ajuste Polinémico
4.6 .
2.64 . .
— f 1 “u
02,44 & @ 4.5
a‘ﬂ l)
2.2 - e
w',f 4.4
2.0- e S
T et 4.3 oot
00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10
o a

Figura 2.2. Solucién numeérica (puntos) y ajuste polinomico (linea discontinua) para:
a. los auto-valores del primer modo, B, (a) y b. del segundo modo, B, (a) en funcion
de la conicidad, a.

Los dos polinomios obtenidos en el ajuste mostrado en la figura
2.2 viene dados por?®,

fi(a) = 1.150a* — 1.115a3 + 0.697a? + 0.336a + 1.875

B,(a) = 21.337a’ — 59.437a° + 66.091a° — 36.654a* (2.12)
+10.501a3 — 1.512a2 — 0.440a + 4.694

El ajuste para el primer modo da un R? = 0.999999 mientras que
para el segundo modo R? = 1, lo cual garantiza un buen ajuste para ambos
casos. Como es de esperar, si el nanohilo es uniforme, siendo por tanto
a = 0, obtenemos el mismo resultado dado por la ecuacion de auto-
valores 1.66. Una propiedad interesante es que la relacion entre los
cuadrados de estas dos funciones dan una dependencia lineal para valores
de 0 <a<0.9, es decir, la relacion entre las frecuencias propias de

55



oscilacion del segundo y primer modo flexural se puede aproximar por
la siguiente ecuacion (figura 2.3),

]% ~ 6.267 —4.103a (2.13)

1

Por lo tanto, se puede conocer el grado de conicidad que
presentan los SINWs simplemente midiendo las frecuencias del primer y
segundo modo y aplicando la ecuacion 2.13, lo cual proporciona un
nuevo y sencillo método para la caracterizacion de este tipo de
resonadores sin la necesidad de realizar medidas en un microscopio de
barrido electrénico, SEM (del inglés, “Scanning Electron Microscopy ).
Ademas, esta ecuacion no depende ni de la longitud ni del material de
los resonadores.

601 *\ . Solucién Analitica

5.5+ . —- Ajuste Lineal
5.0 4 N
i -

45 “
W V4.0 - N
3.5 Y

3.0 >

2.5 N,

T T T T T

00 02 04 06 08 10

Figura 2.3. Solucién numérica (puntos) y ajuste lineal (linea discontinua) obtenido para
la relacion entre la frecuencia del segundo modo y la del primer modo en funcidn del
grado de conicidad.

Para obtener la solucion de la parte espacial, es decir, la forma de
los modos, es necesario conocer 4, B,,, C, Y D,,. El sistema de ecuaciones
2.10 es indeterminado, por tanto los coeficientes B,, C, y D, Seran
proporcionales a 4, y el nuevo sistema de ecuaciones se reduce a tres
ecuaciones. Sin embargo, el sistema de ecuaciones sera no-homogeéneo.
Resolviendo este sistema de ecuaciones?® obtenemos los valores B,, C, Y
D, Y la expresidn para la forma de los modos en funcion de a.
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2.2.3. SIMULACION POR ELEMENTOS FINITOS

Para confirmar los resultados obtenidos en la seccion anterior se
realizaron simulaciones mediante el método de elementos finitos, FEM
(del inglés “Finite Element Method”) utilizando ¢l software comercial
Comsol Multiphysics™.

Para realizar las simulaciones se ha utilizado el médulo de “Solid
Mechanics” y un estudio “Eigenfrecuency”. La geometria consiste en un
cilindro donde uno de sus extremos estd anclado y con radio fijo,
mientras que el otro extremo se encuentra libre. La longitud se fijaa L =
10 um. El material seleccionado en la libreria de Comsol es “Poly-Si”
con una densidad p = 2320 kg/m®y un modulo de Young E = 160 GPa.
El mallado utilizado es de tipo tetraédrico con un numero de elementos
alrededor de 80k y 500k grados de libertad. Dejando fijo el radio del
extremo anclado y reduciendo, de manera progresiva, el radio del
extremo libre del SINW, se obtiene la forma de los modos para diferentes
grados de conicidad. Como se puede ver en figura 2.4, la forma del modo
depende claramente de «.

Figura 2.4. Simulacién FEM mostrando el primer modo de oscilacion para tres
nanohilos con diferente grado de conicidad, x =0, a =0.4y a = 0.6.

Una manera de estudiar estos dispositivos como sensores de masa
y rigidez es mediante la caracterizacion, no solo de la forma del modo,
sino también de la curvatural®?, ya que, como se vera en detalle en el
capitulo 5 de este trabajo de tesis doctoral, el cambio en frecuencia
debido a la masa de un adsorbato es proporcional a la forma del modo al
cuadrado, mientras que el cambio en frecuencia debido a su rigidez lo es
a la curvatura al cuadrado.
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Figura 2.5. Forma del modo para: a. primer modo y b. segundo modo en funcién del
grado de conicidad. Curvatura para: ¢. primer modo y d. segundo modo en funcién del
grado de la conicidad. Los puntos representan simulaciones y la linea la solucion
analitica. La forma del modo esta normalizada al maximo desplazamiento para cada a.

En las figuras 2.5a y 2.5b se representan la forma del primer
segundo modo flexural, respectivamente, mientras que en las figuras
2.5C y 2.5d se representan las curvaturas correspondientes, obtenidas
mediante simulaciones FEM (puntos) y mediante la ecuacién analitica
2.8 (linea) en funcion del grado de conicidad, a. Tanto la forma del modo
como la curvatura concuerdan perfectamente. La amplitud de la forma
de los modos de vibracion se encuentra mas localizada hacia el extremo
libre conforme aumenta la conicidad. Por otro lado, la curvatura del
primer modo se reduce significativamente en el extremo fijo y el maximo
se desplaza a posiciones intermedias conforme aumente la conicidad. La
zona de méaxima curvatura del segundo modo, situada en el centro, se
desplaza hacia el extremo libre.
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2.3. EXPERIMENTO Y RESULTADOS

En este apartado se describe el sistema experimental utilizado
para la medida de las frecuencias de resonancia de los SiNWSs. Las
frecuencias de resonancia obtenidas experimentalmente se comparan con
la teoria analitica. Se demuestra que, a partir de la medida de las dos
primeras frecuencias flexurales de oscilacion se puede deducir el grado
de conicidad y finalmente se muestra la sensibilidad en masa mediante
un sencillo célculo de la minima masa detectable en funcion del grado
de conicidad, mostrando la importancia de utilizar los resultados
analiticos obtenidos en la seccion anterior.

2.3.1. SISTEMA EXPERIMENTAL

Las frecuencias naturales de vibracion de los SiNWs se han
medido con el sistema 6ptico interferométrico’3 (Apéndice A) mostrado
en la figura 2.6.

PC Bomba
e Bomba Turbomolecular
Rotatoria ||| Il
Camara
Fotodetector CCD
Aislante Fuente de Luz :E
Faraday
] .
Laser HeNe i e Lu_u)“—m
Filtro Divisor Pellicle  Objetivo
Variable de haz Campanade vacio

Figura 2.6. Sistema experimental interferométrico utilizado para la medida de las
frecuencias de resonancia de los SINWs. Un laser de HeNe es enfocado mediante un
objetivo en los SiNWSs que se encuentra en una campana a alto vacio. El haz reflejado
es enviado a un fotodetector por medio de un divisor de haz. La sefial del fotodetector
es enviada a una tarjeta de adquisicion de datos para ser finalmente tratada en un
ordenador (PC).

Un laser de Helio-Nedn (HeNe, 1=632.8nm, P =20mw,
Thorlabs Inc.) es enviado a través de un aislante Faraday (Newport) para
evitar inestabilidades en el laser debido a reflejos que puedan volver a
introducirse en la cavidad Optica. La potencia del haz laser se controla
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mediante un filtro neutro variable entre 10 y 500 uw a la entrada de la
campana de vacio. El haz es enfocado en los nanohilos por medio de un
objetivo 50x, con una distancia de trabajo de 12 mm (Mitutoyo, NA 0.55),
consiguiendo un tamafio de spot de aproximadamente ~1 um. El haz
reflejado por el sustrato es enviado a un fotodetector (PDA36A-EC,
Thorlabs Inc.) por medio de un divisor de haz. El haz incidente y
reflejado producen una interferencia Fabry-Perot, la cual es modulada
por la vibracién del resonador****. Debido a las dimensiones
nanométricas de la seccion transversal de los SiNWSs, inferiores a media
longitud de onda del haz incidente, la reflexion producida por el
resonador es despreciable. No obstante, la onda estacionaria, producida
por la interferencia entre el haz incidente y reflejado, interacciona con el
campo evanescente del modo optico confinado en el nanohilo, y los
desplazamientos del nanohilo modifican la intensidad recogida en el
fotodetector. Las amplitudes de oscilacion termomecénicas de los SINWs
son del orden de Angstroms lo cual pone de manifiesto la enorme
sensibilidad de este método de transduccion 6ptico®®. Mediante una
tarjeta de adquisicion de datos (Osciloscopio/Digitalizador de 12 Bits,
200 MS/s, PCI-5124 de National Instruments) y un programa
implementado en LabVIEW (National Instruments) se obtienen las
frecuencias de resonancia realizando la transformada de Fourier a la
sefial procedente del fotodetector. Los SiNWs se encuentran en una
campana de vacio (10° mbar) para minimizar la disipacion de energia
debido al medio que los rodea®. Para ello se utiliza una bomba
turbomolecular (Turbo-V 81-M, Agilent Technologies) y una bomba
rotatoria (Hanning E2, E7TB4V3-7-351, Leybold Trivac). Para visualizar
el correcto posicionamiento del laser sobre los SiNWs se utiliza una
fuente de luz blanca y una cdmara con dispositivo de carga acoplada,
CCD (del inglés “Charge-Coupled Device”, Lumera Infinity). La
posicién de los SiNWs se controla por medio de un nanoposicionador de
tres ejes (Attocube).

El sistema experimental mostrado en la figura 2.6 se ha utilizado
para realizar estudios sobre la importancia de la polarizacion del haz
laser para la medida del desplazamiento de los SINWs. Aunque estos
experimentos no forman parte de la presente tesis doctoral y no se
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explicard con detalle los resultados obtenidos, a continuacion, se
resumird los aspectos mas importantes.

Para la caracterizacion dinamica en funcion de la polarizacion se
introduce en el sistema interferométrico un polarizador lineal®, el cual
nos permite controlar con que polarizacion se miden los SiNWs. Uno de
los aspectos mas importantes, ademas de la polarizacion del haz
incidente, es la distancia entre el SINWs y el sustrato, asi como el radio
de los mismos, lo cual provoca que el acoplamiento opto-mecéanico3%-4:
entre el resonador y el laser se maximice o minimice. Esto se traduce en
que, dependiendo de la polarizacion del haz, el radio del resonador y la
distancia entre el sustrato y el resonador, la vibracién de los SINWs puede
estar localizada en un méaximo de sensibilidad, mejorando enormemente
la deteccion del mismo, o en un minimo, con lo cual se volveria
invisible3*. Como la sensibilidad depende del radio de los resonadores y
estos son coénicos, un mismo SiNW puede ser medido con mucha
sensibilidad en una posicion longitudinal del mismo con una
polarizacién determinada, mientras que puede ser invisible en otra
posicion diferente con la misma polarizacion. Este fenémeno fisico
también permite “enfriar” o “calentar” los resonadores, es decir, hacer
que vibren muy poco o que vibren mucho*?. Los trabajos de opto-
mecanica con SiNWs se han desarrollado a lo largo de esta tesis doctoral
colaborando con los Dr. Eduardo Gil-Santos y Dr. Daniel Ramos en el
grupo del Dr. Francisco Javier Tamayo (Bionanomechanic Lab, IMM-
CSIC).

2.3.2. RESULTADOS

El sistema experimental descrito anteriormente se ha utilizado
para la medida del ruido termomecanico entorno a las dos primeras
frecuencias de resonancia de los SINWs. La figura 2.7 muestra el espectro
térmico de los dos primeros modos flexurales de vibracion de un SINW.
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Figura 2.7. Espectro termomecanico para a. el primer y b. el segundo modo flexural
de vibracion de un nanohilo de silicio conico.

Debido a la ruptura de la degeneracion de los modos aparecen
dos resonancias en las cuales el resonador vibra en planos ortogonales?.
Este fendmeno fue estudiado y caracterizado por el Dr. Eduardo Gil-
Santos durante su tesis doctoral. EI primer modo flexural presenta dos
resonancias, una en f;; = 3.30 MHz Y la otra en f,, = 3.32 MHz. Mientras
que para el segundo modo flexural la resonancias se encuentran en f,; =
13.08 MHz Y f,; = 13.18 MHz. Los subindices 1, 2, s y f hacen referencia
al primer modo, segundo modo, oscilacidon lenta del modo o de mas baja
frecuencia (“slow ) y oscilacion rapida o de mayor frecuencia (“‘fast”),
respectivamente. La separacion entre degenerados es muy similar en
ambos modos y para el estudio de la conicidad solo usaremos por
convenio la frecuencia de oscilacién de mayor amplitud.

Para corroborar la ecuacion 2.13 se realizaron una serie de
medidas del ruido termomecénico de distintos nanohilos y se
caracterizaron los mismo por SEM. La figura 2.8 es una imagen de SEM
del mismo nanohilo del espectro termomecénico de la figura 2.7.
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Figura 2.8. Imagen de SEM de un nanohilo de silicio en el que se aprecia claramente
el grado de conicidad (Ry = 46.30 nm, R; = 19.85 nm).

Se caracterizaron diez SiNWs diferentes mediante SEM y se
midieron sus frecuencias de resonancia. Los datos se encuentran
resumidos en la tabla 2.1

i | Lum) | R om) | Relom) | | g (i) | g )

- 7.49 163 1985 0571 3.32 13.15
675 4710 2065 0562 3.38 13.27
BER 520 13665 11800 0136 1.05 5.80
B v s 7145 02 0.79 424
1637 683 4975 0272 0.70 338
B o2 w58 1967 0578 3.38 13.27
7.59 488 1985  0.593 3.13 12.11
BE &7 67 1657 0660 2.89 11.18
BEl 0 1905 13150 o118 1.02 5.73
836 5175  17.60  0.660 2.75 10.59

Tabla 2.1. Datos de diez SiNWs caracterizados mediante SEM donde se muestra su
radio inicial y final y su grado de conicidad, asi como las frecuencias del primer y
segundo modo.

Como se puede observar en la tabla 2.1 el radio de los nanohilos
utilizados en este trabajo de tesis doctoral van desde los 15nm hasta
150 nm Yy sus frecuencias de resonancia entre 700 kHz Y 13 MHz para el
primer y segundo modo respectivamente, mientras que el factor de
calidad ronda los 10k. La longitud varia desde las 6 um hasta los 20 um.
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Las medidas obtenidas de los radios y frecuencias de resonancia
se han utilizado para corroborar las ecuaciones 2.7 y 2.13 como se puede
comprobar en las figuras 2.9a 'y 2.9b.

a - b
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Figura 2.9. a. Relacién entre las frecuencias de resonancia del segundo y primer modo
de nanohilos coénicos frente a su grado de conicidad. b. Frecuencia de resonancia
normalizada a la del nanohilo uniforme equivalente con radio R para el primer modo
(negro) y segundo modo (rojo). Datos experimentales (puntos) y solucion analitica
(linea discontinua)

Para un nanohilo uniforme, es decir, que el radio sea constante a
lo largo de su longitud, la relacién entre las frecuencias del segundo y
primer modo es 6.267 que es el valor al que tiende la figura 2.9a para
a =0. En la figura 2.9b se representan las frecuencias de resonancia
normalizadas a la frecuencia del nanchilo uniforme equivalente con
radio constante igual al radio en la base del nanohilo frente a su grado de
conicidad. Para el célculo de la frecuencia uniforme se ha usado la
ecuacion 2.7. Se puede ver que los datos experimentales concuerdan, en
gran medida, con el modelo analitico. Las barras de error son debidas a
la incertidumbre en la medida de los radios.

2.3.3. SENSIBILIDAD Y MiNIMA MASA DETECTABLE

En este apartado se analiza cdmo afecta el grado de conicidad a
la sensibilidad en masa, asi como a la minima masa detectable que son
dos parametros interesantes para caracterizar los nanohilos de silicio para
su uso como sensores de masa. Definimos la sensibilidad, R, del
resonador frente a un estimulo externo como la variacion de la
frecuencia de resonancia debido a este. En el caso de adsorcion de
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particulas en el resonador la variacion de la frecuencia de resonancia
vendra dada por la suma de los efectos de masa y rigidez, es decir:

O Ofn (2.14)

= om, ok,

Donde m, , k, Y f, son la masa efectiva, rigidez efectiva y
frecuencia del modo n, tal que:

1
!( my = j P S(EPa(©)2dE
(2.15)
|
{

0"y
o= | El(f)< ;”52(5)) s

Donde se ha usado la normalizacién descrita en el capitulo 1. Por
lo tanto, la sensibilidad en masa sera proporcional a la forma del modo
al cuadrado mientras que la sensibilidad en rigidez lo sera a la curvatura
del modo al cuadrado.

Se ha analizado en caso particular del efecto de la conicidad de
los nanohilos en la sensibilidad en masa. La minima masa detectable del
sistema viene dada por:

2m, ~ (2.16)

M = ——=6f = R;'6
M 7 Of =Raof

Donde % es la responsividad en masa del sistema y s5f es el
minimo cambio detectable en frecuencia. Por lo tanto, la minima masa
detectable de un SINW cénico difiere de la de un SiINW uniforme debido
a los cambios en las frecuencias y a las formas de los modos, es decir,
debido a los cambios temporal y espacial de la resolucién de la ecuacion
de Euler-Bernoulli de los SiNWs cénicos. Por un lado, el grado de
conicidad cambia la masa inercial con respecto al SINW uniforme debido
a la disminucion del volumen, y por otro lado modifica la forma de los
modos de oscilacion lo cual se traduce en una reduccién adicional de la
masa efectiva del sistema.
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Figura 2.10. a. Responsividad de un SiNW cénico normalizado a uno uniforme frente
al grado de conicidad para el primer modo (linea negra) y segundo modo (linea roja).
b. Minima masa detectable de un SINW conico normalizado al SiWN uniforme frente a
su grado de conicidad para el primer modo (linea negra) y segundo modo (linea roja).

La figura 2.10a muestra la responsividad del sistema para los dos
primeros modos flexurales de oscilacion normalizada a la del SINW
uniforme con la misma longitud y radio R,. Como se puede observar la
responsividad se incrementa por un factor superior a 20 para « > 0.8.

Finalmente, se ha estimado la minima masa detectable
considerando que el minimo cambio en frecuencia esta limitado por el
ruido de las fluctuaciones termomecanicas, es decir:

sup = |Een 2BW (217)
=" B, nf,0n

Donde B es el ancho de banda, BW (del inglés, “BandWidth),
Q,, s el factor de calidad del modo n, E,, = k5T €S la energia térmicay E,
es la energia oscilacion. La figura 10b muestra la minima masa
detectable de un SINW cénico de nuevo normalizado a un SINW uniforme
con la misma longitud y radio Rr,. La temperatura, Bw, factor de calidad
y energia de oscilacion se consideran iguales para ambos casos. El
aumento de la sensibilidad debido al grado de conicidad no es
simplemente debido a una disminucion en la masa del SINW ya que para
el caso particular de « = 1 la masa inercial se reduce 1/3 sin embargo la
minima masa detectable es al menos tres érdenes de magnitud menor.
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Esto es debido a que conforme aumenta el grado de conicidad la amplitud
de oscilacion se concentra hacia el extremo libre del resonador lo cual se
traduce en una disminucion de la masa efectiva del modo.

2.4. CONCLUSIONES

El estudio realizado con nanohilos de silicio con seccion no
uniforme nos ha llevado al desarrollo de una nueva expresion analitica
para describir, tanto espacial como temporalmente, estas nanoestructuras
en funcion de su grado de conicidad. Las medidas experimentales
realizadas en un sistema interferométrico Fabry-Perrot se han utilizado
para corroborar las ecuaciones obtenidas al resolver la ecuacion de Euler-
Bernoulli para nanohilos con seccion no uniforme. Estos resultados
permiten obtener el grado de conicidad de este tipo de estructuras
midiendo los dos primeros modos de oscilacidn sin necesidad de realizar
ningun tipo de inspeccion Optica. Estas ecuaciones pueden ser utilizadas
para calcular con mayor precision la masa y rigidez de adsorbatos en el
caso de utilizar estos dispositivos como sensores de masa Yy rigidez.
Finalmente, se ha estimado la minima masa detectable, comparandola
con la de un resonador uniforme, siendo al menos dos oOrdenes de
magnitud mejor para el primer modo flexural de oscilacion y tres 6rdenes
de magnitud para el segundo modo debido fundamentalmente a la
localizacion de la vibracion hacia el extremo libre. Ademas, el méximo
de la curvatura del primer y segundo modo se desplazan hacia el extremo
libre lo que permitiria medir masa y rigidez en una mayor area del
resonador. Estos resonadores muestran excelentes caracteristicas para
ser utilizados como sensores en espectroscopia de masa y rigidez,
teniendo como Unica desventaja su baja seccion eficaz de captura, lo que
podria solventarse en un futuro con el uso de mdltiples resonadores o el
guiado de las particulas.
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CAPITULO 3

3. Microcapilares Resonantes
de Silice

3.1. INTRODUCCION

Tras haber estudiado el comportamiento de los SINWSs, uno de los
resonadores nanomecanicos mas pequefios que se han propuesto como
sensores, en este capitulo nos centraremos en la aplicacion de
microcapilares resonantes de silice fundido como sensores de densidad
de liquidos. Estos resonadores, aun siendo mas grandes y con menor
sensibilidad, estan disponibles comercialmente, son mas baratos y faciles
de implementar. En este trabajo se estudiaran sus propiedades mecanicas
para ser utilizados como sensores de densidad de liquidos en tiempo real
y a presion atmosférica. Estos dispositivos podrian utilizarse en un
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trabajo futuro para medir, ademas de la densidad, la viscosidad, masa y
rigidez de entidades bioldgicas in situ.

3.2. MICROCAPILARES DE SILICE

Los microcapilares de silice fundido estan disponibles
comercialmente en diferentes tamafios y son ampliamente utilizado en
diversos campos como la cromatografia de gases?, electroforesis capilar,
CE? (del inglés “Capillary Electrophoresis™) cromatografia liquida de
alta eficacia, MHPLC® (del inglés “High-Performance Liquid
Chromatography”) anélisis de plasma de sangre*® y reacciones
bioldgicas y quimicas®®. Esto es debido a que la medida de la densidad
y viscosidad de liquidos tiene gran importancia en la industria
farmacéutica, quimica, petrolifera y alimentacion, entre otras. Entre los
instrumentos comerciales para medir la densidad de liquidos basado en
resonadores estan los macrotubos oscilantes en forma de U°® (figura 3.1a),
en los cuales se mide la densidad de los liquidos que fluyen por su
interior midiendo su frecuencia de resonancia (entre 40 — 400 Hz), usando
voliumenes de muestra alrededor de los mililitros y con un limite de
deteccion ~10ug/mL. Sin embargo, para una gran variedad de
aplicaciones, como el analisis de sangre utilizando sistemas de point-of-
care (POC), seguimiento de procesos biolégicos y reacciones quimicas,
existe la necesidad de reducir la cantidad de muestreo al orden de pL, asi
como mejorar su limite de deteccion. Actualmente existen dos técnicas
basadas en resonadores micrométricos para la medida de la densidad y
viscosidad de liquidos'® resonadores mecanicos en la escala
micrométrica como las micropalancas®®-1* (figura 3.1b) y resonadores
suspendidos con microcanales®>*® (figura 3.1c), SMRs (del inglés
“Suspended Microchannel Resonators™). Los primeros se basan en la
medida de la interaccion hidrodinamica entre el liquido y el resonador
por medio del cambio en la frecuencia y en el factor de calidad®%. Por
otro lado, los SMRs se basan en la miniaturizacion de los macrotubos U.
Normalmente, estos sensores tienen forma de palanca con un microcanal
embebido en su interior. Como el liquido fluye por el interior del
resonador este puede ser introducido en alto vacio, de tal manera que se
consigue aumentar la resolucion en la frecuencia debido a que se
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minimiza la disipacion de energia con el medio ?> mejorando, de esta
manera, el factor de calidad.

Figura 3.1. Tipos de densimetros basados en resonadores mecéanicos. a. Macrotubo
oscilante en forma de U por el cual fluye el liquido y la densidad se calcula a partir de
los cambios en se frecuencia de resonancia. b. Micropalanca sumergida en el liquido el
cual cambia el factor de calidad y la frecuencia de oscilacién debido a las interacciones
hidrodinamicas con el medio. c. Micropalanca con microcanales embebidos por los
cuales fluye el liquido, produciendo cambios en su frecuencia de resonancia.

Los SMRs representan el estado del arte de sensores de
densidad!®!’ los cuales consiguen medir volimenes de 5—10pL con
limites de deteccion de 4 -—10ug/mL. Sin embargo, la tecnologia
necesaria para su fabricacion es complicada y no accesible en la mayoria
de laboratorios. En este trabajo de tesis doctoral se han propuesto los
microcapilares de silice fundido como alternativa a los sensores
existentes en la literatura para la medida de la densidad de liquidos. La
frecuencia fundamental de resonancia del microcapilar lleno de liquido
ha sido medida para mezclas binarias obteniendo un limite de deteccion
en aire de 50 ug/mlL, el cual es solo cinco veces mayor que el obtenido
con los SMRs en vacio®®. Ademas, los sensores basados en
microcapilares puede ser facilmente implementado?, siendo posible su
integracion con sistemas UHPLC y CE, asi como en citometria.

3.2.1. ECUACION DE EULER-BERNOULLI PARA MICROCAPILARES

Las medidas de la frecuencia de resonancia de los microcapilares
se han realizado usando los resonadores con ambos extremos anclados,
es decir, como estructuras tipo puente. Los microcapilares comerciales
tienen, por lo general, un pequefio recubrimiento de poliamida que
protege el capilar. El recubrimiento de poliamida puede ser retirado
fisica o quimicamente. La figura 3.2 muestra una imagen de microscopio
de un capilar, como el usado en este trabajo, al cual se le ha retirado la
poliamida aplicando calor. Para ello se quema el recubrimiento hasta que
gueda completamente negro y con cuidado se limpia la superficie
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utilizando papel de sala blanca y etanol. Otro método seria mediante
ablacion laser con un laser excimero o de CO2 o bien mediante ataque
quimico con é&cido sulfirico, soluciones causticas?®, etc. Para la
realizacion del sensor de densidad mostrado en este capitulo no se ha
retirado el recubrimiento ya que le aporta robustez y puede ser facilmente
manipulado sin dafarse. Sin embargo, retirdandolo se conseguiria reducir
su tamafio y, por tanto, aumentar su sensibilidad, asi como la posibilidad
de observar las particulas que fluyen por su interior.

a b

Poliamida

—

500 um

Figura 3.2. a. Fotografia de un microcapilar de silice fundido de 375 pm de didmetro
exterior y 150 um de didmetro interior y con un espesor de la poliamida de 22 um. b.
Dibujo esquematico de las dimensiones donde ¢, es el espesor del recubrimiento de
poliamida, R, el radio exterior y R; el radio interior. La fotografia muestra el capilar
con y sin el recubrimiento de poliamida.

La ecuacion 1.74 del capitulo 1 representa la forma de los modos
para el sensor de densidad implementado mediante un microcapilar con
ambos extremos anclados. La figura 3.3 muestra la forma del primer
modo analitica (linea) y mediante simulaciones FEM (puntos). Las
simulaciones se han realizado con el software comercial Comsol
Multiphysics™ utilizando el modelo “solid mechanics”. Se ha utilizado
un mayado tetraédrico con aproximadamente 40k elementos y 200k
grados de libertad.
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Figura 3.3. Forma del primer modo fundamental de oscilacién obtenido mediante la
ecuacion analitica (linea) y FEM (puntos) del microcapilar, normalizada a la maxima
amplitud. EI recuadro muestra la forma del modo obtenida mediante simulaciones.

La frecuencia de resonancia dada por la ecuaciéon 1.68 debe ser
modificada teniendo en cuenta el espesor de la poliamida, y el tamafio de
los radios interior y exterior del capilar. Con estas condiciones, la
frecuencia fundamental de resonancia del microcapilar se puede
reescribir de la siguiente manera®:

~ 4.7302\/ E.(R: — RY)
Anl? [p.(R§ —RY) + piR? (3.1)

Donde L es la longitud del capilar, R, ¥ R;, el radio exterior e
interior del capilar, respectivamente. E., p. son el médulo de Young y la
densidad del capilar y p, la densidad del liquido. Tanto la densidad como
el modulo de Young del capilar se puede aproximar por la suma
ponderada de los materiales que forman el capilar, en este caso, el silice
fundido y la poliamida. De tal forma que el mddulo de Young del
microcapilar se expresa como E, = xEg;, + (1 — x)E, y su densidad como
pe = xpsio, + (1 —x)p,, siendo x € [0,1] el porcentaje de silice, Eg;p, =
77 GPa Y E, = 3.2 GPa el modulo de Young del silice y de la poliamida, y
siendo py;p, = 2230 Kg/m® Y p, = 1430 Kg/m® la densidad del silice y la
poliamida, respectivamente.
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3.2.2. DETECCION OPTICA

La medida de los microcapilares resonantes se ha realizado
mediante el método de transmision?, es decir, un laser es enfocado en el
microcapilar y el haz transmitido es recogido por un fotodetector
(Apéndice A). Para estudiar la sensibilidad al desplazamiento del
resonador mediante el método de transmision del haz laser, se realizaron
simulaciones FEM con el software comercial Comsol Multiphysics™.
De esta forma se obtiene la posicion 6ptima a la cual se tiene que enfocar
el haz laser para ser méas sensibles al desplazamiento del resonador. Estas
simulaciones han sido realizadas por el Dr. Daniel Ramos. Se ha
utilizado el moédulo “Electromagnetic Waves” realizando un estudio en
2D de la seccion transversal del capilar. EI material utilizado en la
libreria para el material del resonador es “Corning 7940 —fused silica”.
El mallado utilizado es de tipo tetraédrico con un numero de elementos
alrededor 1.3M y 10M grados libertad. La simulacion consiste en hacer
incidir un haz Gaussiano y barrer transversalmente el haz por la seccion
del microcapilar. A continuacién, se integra la sefial transmitida para
diferentes posiciones transversales del campo lejano teniendo en cuenta
una apertura numérica de 0.28, ya que es la apertura numérica del
objetivo utilizado en este trabajo. Mediante este estudio se identifican
dos regiones Optimas para la medida de la vibracion de los
microcapilares: una cerca del eje (posicion 2 en la figura 3.4) y la otra
cerca del centro del microcapilar (posicion 5 en la figura 3.4). El madximo
que aparece en el punto 3 puede ser debido a la poliamida, la cual no se
ha considerado a la hora de realizar las simulaciones FEM.
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Figura 3.4. Calibracion del método de transduccion Optica para la medida del
desplazamiento del microcapilar. La grafica muestra las componentes DC y AC de la
sefial del fotodetector a la frecuencia de resonancia del microcapilar en funcion de la
posicion transversal del laser. La parte superior muestra la simulacion FEM de la
distribucion del campo electromagnético resultante de la interaccion del laser y el
microcapilar para diferentes posiciones.

La grafica de la figura 3.4 fue realizada mediante un micro-
posicionador motorizado (NanoMAX TS 341, Thorlabs Inc.). Para cada
posicién, aproximadamente cada 2 um, se obtiene la componente AC y
DC de la frecuencia de resonancia del microcapilar utilizando un lock-in
(HF2LI, Zurich Instruments). EI microcapilar es excitado mediante una
cerdmica piezoeléctrica, como se explicara con mas detalle en la
siguiente seccion.

A partir de ahora, las medidas experimentales del sensor de
densidad, han sido realizadas con el laser enfocado cerca del extremo del
microcapilar, es decir en la posicion 2 ya que se tiene un maximo de
sensibilidad de la sefial. En esta configuracion la responsividad, definida
como el cambio relativo de la potencia ptica detectada con respecto a la
posicion del microcapilar®, es de 0.132 um™! y el desplazamiento en
ruido = 10 nm/vHz.

3.3. EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

En este apartado se describen los experimentos realizados y los
resultados obtenidos en la medida de la densidad de liquidos. Primero se
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describira el sistema experimental utilizado para las medidas de las
densidades de las mezclas binarias desde 0.5% hasta 10% en volumen, de
etanol en agua Milli-Q®, glicerol en agua Milli-Q® y detergente Triton-
X100 en etanol. A continuacion, se mostraran los resultados obtenidos
con el sensor de densidad de liquidos en aire.

3.3.1. SISTEMA EXPERIMENTAL

La figura 3.5 muestra el sistema experimental utilizado para las
medidas de la densidad de mezclas binarias.

Valvula j% 084 2 thgau:o]
Jeringas 2o /////
Anclaje ) :zyo
Co— Frecuencia (kHz)
Laser Capilar Objetivo
O N
Anclaje Fotodetector
PZT|A

Figura 3.5. Sistema experimental utilizado para la medida de la densidad de liquidos.
Un laser es enfocado en el microcapilar y el haz transmitido es recogido por un
fotodetector. La frecuencia de resonancia del capilar se sigue mediante un amplificador
lock-in con lazo de seguimiento de fase (PLL) y el capilar se excita mediante una
cerdmica piezoeléctrica (PZT). La gréafica del recuadro superior muestra dos
resonancias. El capilar lleno con agua (azul) tiene una menor frecuencia de resonancia
que con etanol (rojo) ya que el etanol es menos denso que el agua.

El microcapilar utilizado en este trabajo tiene un radio interior de
75 um 'y exterior es 187 um con 22 uym de recubrimiento de poliamida. El
resonador es anclado mecanicamente por ambos extremos obteniendo
una longitud de 4.5 mm lo cual proporciona una frecuencia natural de
oscilacion de ~78kHz. En uno de los extremos se encuentra una
cerdmica piezoeléctrica, PZT (del inglés “Lead Zirconate Titanate”)
utilizada para excitar el microcapilar a su frecuencia fundamental. Un
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laser de diodo (3 mw, 639 nm, Schafer-Kirchhoff GmbH) es enfocado en
el medio de la parte suspendida del capilar y cerca del perimetro ya que
es el lugar de mayor sensibilidad, como se ha estudiado previamente.
Mediante un objetivo 10x (Mitutoyo, NA 0.28) el haz transmitido es
enfocado en un fotodetector (PDA36A-EC, Thorlabs Inc.). La sefal
recogida por el fotodetector es enviada a un amplificador lock-in con un
lazo de seguimiento de fase, PLL (del inglés, “Phase-Locked Loop™),
(HF2LI, Zurich Instruments) y el microcapilar es excitado por medio de
una ceramica piezoeléctrico a su frecuencia fundamental usando el PLL.
Por el capilar se hace circular un liquido de referencia y mediante una
véalvula se hace pasar el liquido de interés. El flujo del liquido es
controlado mediante una bomba de jeringa (neMESY'S, Cetoni GmbH)
equipada con una valvula de inyeccion de baja presion. El flujo se
mantiene durante todas las medidas en 0.5 uL/s. En la figura 3.5 el liquido
de referencia es agua y cuando se activa la valvula el liquido que se
introduce es etanol. En la grafica se puede ver como la frecuencia
fundamental de resonancia del capilar (f,, = 77.7 kHz) con agua (py,o =
998 Kg/m?) aumenta (fg.ano: = 78.54 kHz) cuando se hace pasar etanol
debido a que la densidad del etanol (pziano = 789 Kg/m?) €s menor. El
factor de calidad es alrededor de 130 y esta dominado por la interaccion
hidrodinamica entre el capilar y el aire?®. La frecuencia fundamental de
resonancia esta relacionada con la densidad del liquido que fluye por su
interior. Por lo tanto, utilizaremos esta relacion para implementar el
sensor de densidad basado en microcapilares de silice fundido.

3.3.2. RESULTADOS

Los experimentos se han realizados con el laser enfocado cerca
del perimetro del microcapilar donde el voltaje en el fotodetector
presenta un maximo como se ha visto anteriormente (posicion 2 en la
figura 3.4). Los microcapilares resonantes se han utilizado para medir la
densidad de mezclas binarias de etanol-agua Milli-Q®, glicerol-agua
Milli-Q®, variando la concentracion desde 0.5% hasta el 10% en volumen
y detergente Triton-X100-etanol variando la concentracion desde 2%
hasta 10% en volumen. Las medidas se han realizado a temperatura
ambiente. La tabla 3.1 resume las densidades de los liquidos utilizados
para realizar las mezclas binarias.
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| p(Ke/m) |

Agua 998
Etanol 789
Glicerol 1261
Triton-X100 1070

Tabla 3.1. Densidades a temperatura ambiente de los liquidos utilizados para realizar
las mezclas binarias.

Las mezclas binarias fueron realizadas por la Dra. Carmen
Martinez Dominguez y la Dra. Priscila Monteiro Kosaka, siendo el
volumen utilizado para cada medida 300uL. Los experimentos se
realizaron como sigue: primero se introduce el liquido de referencia y se
sigue la frecuencia de resonancia del microcapilar por medio del PLL.
La frecuencia de muestreo seleccionado en el PLL fue de 7.02 muestras
por segundo, es decir, se adquiere un dato cada ~0.142 s. Seguidamente
se activa la valvula para que se introduzca la mezcla binaria a analizar.
Finalmente se vuelve a introducir el liquido de referencia.

La figura 3.6a muestra una serie de medidas en tiempo real del
cambio relativo en la frecuencia de resonancia para mezclas binarias de
etanol-agua. El cambio relativo en la frecuencia de resonancia se define
como:

=fmix _fref (32)

Af e

Donde f,., es la frecuencia del capilar con el liquido de referencia
Y fmix €S la frecuencia de resonancia con la mezcla binara. Como la
densidad del etanol es menor que la del agua, la frecuencia de resonancia
aumenta a medida que aumenta la concentracion de etanol.
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Figura 3.6. Serie de medidas en tiempo real del cambio relativo en frecuencia para: a.
mezclas binarias de etanol-agua Milli-Q®, b. glicerol-agua Milli-Q® y c. Triton-X100-
etanol. La leyenda indica la proporcion en volumen de etanol, glicerol y Triton-X100
en el liquido de referencia.

La figura 3.6b muestra las medidas obtenidas para las mezclas
binarias de glicerol-agua. En este caso, como el glicerol es mas denso
que el agua, la frecuencia de resonancia disminuye a medida que
aumenta la concentracion de glicerol. De la misma manera se ha
realizado la medida utilizando como liquido de referencia etanol para
mezclas binaria de Triton-X100 en etanol (figura 3.6¢). Al igual que para
el caso del glicerol-agua, la frecuencia de resonancia decrece a medida
gue aumenta la concentracién de Triton-X100 en etanol ya que la
densidad del Triton-X100 es mayor que la del etanol. En el momento en
que la mezcla alcanza la region suspendida del microcapilar la frecuencia
de resonancia empieza a cambiar hasta alcanzar un cambio maximo que
corresponde a la mayor concentracion de la mezcla en el interior del
capilar. Después la frecuencia de resonancia regresa a su valor original.
El proceso tarda aproximadamente 10 min lo cual corresponde con el
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volumen utilizado de 300uL dividido entre la velocidad del flujo
(0.5 uL/s). La ausencia de un intervalo plano en el cambio méaximo de las
medidas se atribuye a un proceso de difusién en el circuito que conecta
las jeringas con el capilar. Las diferentes pendientes en la entrada y salida
de la mezcla pueden ser consecuencia de la viscosidad, la tension
superficial y la interaccion entre el liquido y las paredes del capilar. En
un trabajo futuro se podria correlacionar las diferentes pendientes con
propiedades reoldgicas de los liquidos.

3.3.3. RESPONSIVIDAD

La responsividad de este dispositivo ha sido caracterizada
representando graficamente el maximo cambio de la frecuencia relativa
frente a la variacién de densidad. La figura 3.7 muestra los puntos que
han sido obtenidos de tres mezclas diferentes: etanol-agua, glicerol-agua
y Triton X100-etanol. Los datos de la tres mezclas se ajustan linealmente
a una recta cuya pendiente nos da la responsividad del dispositivo? (r)
definido como el valor absoluto de la relacion entre el maximo cambio
relativo en la frecuencia de resonancia y la variacién en densidad en
unidades de mL/g.

500 -

~, @ Glicerol-Agua
S e A Etanol-Agua
—_ ‘*h m TritonX100-Etanol
g 01 — - Ajuste Lineal
o, »-4
Q‘ ¥Q
= ~
e -*
: -500 - @7
< o' g
N
-1000 AN
) |

© 2001 000 001 002 003
Ap (g/mL)

Figura 3.7. Variacién maxima del cambio relativo en frecuencia frente a la variacién
de densidad (simbolos). Los datos se han obtenido a partir de tres mezclas binarias:
etanol en agua, glicerol en agua y Triton-X100 en etanol, en diferentes concentraciones
desde 0.5% a 10%. La linea discontinua muestra el ajuste lineal cuya pendiente nos
proporciona la responsividad del dispositivo.
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El wvalor experimental obtenido de la figura 3.7 es R =
0.0314 mL/g. El valor tedrico de la responsividad se obtiene de manera
aproximada utilizando las ecuaciones 3.1y 3.2 y viene dado por:

aApl 2 RO z zpptpRO
p‘g[(R_i) _1]+ RZ T

‘G(Af) 1 1

o (3.3)

Donde p, Yy p, son la densidad del silice y de la poliamida,
respectivamente. El valor tedrico de la responsividad para el
microcapilar utilizado en este trabajo es de 0.0334 mL/g, el cual es un 6%
mayor que el valor experimental. Esta diferencia se atribuye a problemas
de difusion en el circuito y a cambios en la temperatura.
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Figura 3.8. a. Estabilidad de la frecuencia del primer modo flexural de vibracion del
microcapilar utilizado en este trabajo medido con el lock-in con PLL frente al tiempo
(fo =77.623 kHz). b. Varianza de Allan de la frecuencia de resonancia relativa
frente al tiempo de integracion.
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Con el fin de determinar el limite de deteccion en la variacion de
la densidad se ha caracterizado la estabilidad en la frecuencia de
resonancia (figura 3.8a) mediante la varianza de Allan®?’ definida como
la mitad de la media de los cuadrados de la diferencia entre dos lecturas
consecutivas de la desviacion en la frecuencia en un intervalo de tiempo
7, es decir?®:

M
Thian D = 5 =5 2, O + 1] = Y[l 00

m=1

Donde y[m] representa la media del cambio relativo en

frecuencia para un tiempo de integracion . Se calcula la varianza de
Allan para diferentes tiempos de integracion = = qT, ¢ = 1..n, donde T
es el tiempo de muestreo utilizado en el lock-in PLL para este
dispositivo. Se alcanza una estabilidad en frecuencia de 1.6 x 107° para
tiempos promedios de 3s lo cual dividido por la responsividad del
dispositivo nos da un limite de deteccion de =~ 50 ug/mL. La
responsividad puede ser aumentada disminuyendo el espesor de las
paredes del microcapilar, como se puede comprobar en la ecuacion 3.3.
Como ejemplo, si el espesor de las paredes se reduce a 15 um, es decir
(Ro — R)/R; ~ 0.2 se consigue aumentar la responsividad del sistema 5
veces, lo cual pone de manifiesto el potencial de este sensor y abre la
puerta a nuevos avances en la miniaturizacion de estos dispositivos.

3.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se han estudiado los microcapilares suspendidos
de silice para ser utilizados como sensores de densidad. Una de las
ventajas de estos dispositivos es que estan disponibles comercialmente
en diferentes formas y tamarios y son ampliamente utilizados en diversos
campos. En este trabajo se han utilizado los microcapilares como
resonadores huecos anclados a ambos extremos, es decir, como
estructuras tipo puentes. Para la medida de la frecuencia de resonancia
del capilar se utiliza un método éptico de transmision. Este método se
basa en la deteccion, mediante un fotodetector, de la dispersion de un haz
laser enfocado cerca del perimetro en la mitad de la region suspendida
del microcapilar, ya que es la zona de mayor sensibilidad al
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desplazamiento del resonador como se ha demostrado con simulaciones
FEM y medidas experimentales. Para detectar la vibracion del
microcapilar se implement6 un sistema experimental utilizando una
ceramica piezoeléctrica, un laser de diodo y un fotodetector. La
sensibilidad del dispositivo se puede incrementar notablemente
disminuyendo el tamafo del capilar, tanto en su longitud como en el
grosor de sus paredes. Los resultados de este trabajo abren la puerta a un
sistema de analisis basado en microcapilares mediante la miniaturizacién
para analizar propiedades reoldgicas de fluidos.
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CAPITULO 4

4. Espectrometro de Masa y
Rigidez Nanomecanico:
Sistema experimental

4.1. INTRODUCCION

En este capitulo se explica con detalle el espectrometro de masa
y rigidez basado en resonadores micro- y nanomecanicos implementado
a lo largo del presente trabajo de tesis doctoral, el cual ha sido el pilar
central de este trabajo. El sistema utiliza la conocida técnica de
ionizacion mediante electrospray™? para nebulizar las particulas de
interés y, por medio de una etapa de transferencia, guiarlas hacia el
resonador, el cual actia como elemento sensor. Comenzaremos
explicando los fundamentos basicos de la técnica de ionizacion mediante
electrospray. A continuacion, se detalla cada uno de los elementos que
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forman el espectrometro de masa y rigidez, asi como su evolucion desde
un primer prototipo hasta el sistema final utilizado para las medidas
experimentales.

4.2. TECNICA DE [ONIZACION MEDIANTE

ELECTROSPRAY

La técnica de ionizacion mediante electrospray, ESI (del inglés
“ElectroSpray lonization”) permite transferir a fase gas en forma de
iones los solutos presentes en una solucion®. Estos iones pueden ser
detectados posteriormente mediante espectrometria de masa, MS (del
inglés, “Mass Spectrometry”). Se pueden utilizar diferentes tipos de
analitos como nanoparticulas de oro?, polimeros®, 4cidos nucleicos?,
proteinas®, bacterias®, virus’, etc. La principal ventaja de esta técnica es
que los analitos pueden estar presentes en forma de iones o en estado
neutro. Cuando se trata de compuestos iénicos la técnica ESI permite
ionizarlos mediante la asociacién con uno 0 mas iones presentes en la
solucion. La ESI-MS es una técnica con numerosas aplicaciones en
biomedicina, bioquimica, farmacologia, etc.

La combinacién de ambas técnicas, ESI y MS, ha supuesto una
gran revolucion en el campo de la espectrometria. Prueba de ello es que
en el afio 2002 el quimico y profesor universitario estadounidense John
Fenn (profesor en la Universidad de Princeton y catedratico en la
Universidad de Yale) comparti6 un cuarto del Premio Nobel en
espectrometria de masas por sus trabajos con el ESI-MS con Koichi
Tanaka (por el desarrollo del MALDI) y Kurt Wthrich (por sus trabajos
en espectroscopia NMR, del inglés “Nuclear Magnetic Resonance”)
reconociendo la importancia de la técnica ESI. Citando a Fenn en la
lectura del Nobel®: “Hace unos afios la idea de hacer proteinas y
polimeros volar por medio de ESI parecia tan improbable como hacer
que un elefante volara, pero hoy es una técnica estandar de la
espectrometria de masas”. La técnica del electrospray comenzoé en los
afios 1960 cuando el quimico norteamericano Malcolm Dole y
colaboradores se interesaron en la determinacion de la masa de
macromoléculas mediante la espectrometria de masa. Lograron
introducir un polimero de poliestireno (51000 ba) en fase gas como
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especies cargadas®. La idea surgié mientras trabajaba como consultor®
en una compariia que se dedicaba a la pintura de coches y se interesé por
el método que usaban para pintar los coches mediante pequefias gotas
conocida como electrospray. Su trabajo llegd a manos del Profesor
Seymour Lipsky (YYale Medical School) que también trabajaba en
espectrometria de masas. El trabajo inspiré a Fenn que era un experto en
el campo del haz molecular mediante sistemas de “nozzle-skimmer” y
comenzo6 una minuciosa investigacion en la espectrometria de masas
basada en la técnica del electrospray'!*3. El desarrollo de la técnica de
ESI-MS es debida fundamentalmente a estas dos personas, Malcolm
Dole y John Fenn.

La ESI es una técnica de ionizacion débil capaz de ionizar
especies quimicas intactas y macromoléculas por medio de maltiples
cargas. La energia residual retenida por el analito es muy pequefia y, por
tanto, no produce fragmentacion. Ademas, también se conservan las
interacciones no covalentes muy débiles en fase gas'®. La técnica ESI es
una poderosa herramienta para la produccion de iones bioldgicos
macromoleculares como proteinas y acidos nucleicos. Su uso se esta
extendiendo en campos tan importantes como la proteémica, que es
actualmente una de las areas en investigacion quimica que crece con
mayor rapidez*®.

En este trabajo de tesis doctoral se va un paso mas alla en cuanto
al tamafo de las entidades a analizar y se utiliza la técnica de ESI para
nebulizar tanto particulas inorganicas, como son las nanoparticulas de
oro, asi como entidades bioldgicas macromoleculares, como bacterias®
Escherichia coli. Gracias a esta tecnica es posible transferir estas
“macroparticulas” desde una disolucion hasta nuestro transductor
nanomecanico, que se encuentra en bajo vacio, sin dafarlas. A
continuacion, se detalla el proceso de nebulizacion mediante ESI.

4.2.1. CoNO DE TAYLOR.

Como se puede ver en la figura 4.1 el ESI consta de una botella
contenedora que alberga la disolucién junto con las particulas a estudiar,
un capilar afilado, que va desde el recipiente hasta la entrada del
espectrometro, un hilo conductor para aplicar alto voltaje, HV (del

95



inglés, “High Voltage™), que en nuestro caso es un hilo de cobre bafiado
en plata, y un tubo para aplicar presion al recipiente, p., y hacer fluir la
disolucion hasta la punta del capilar afilado. En nuestro espectrometro el
capilar afilado es de PEEK (Polieteretercetona, del inglés “PolyEther
Ether Ketone”) que es un polimero termoplastico semicristalino muy
resistente al uso y de poco desgaste, asi como resistente a la mayoria de
los solventes comunes. En nuestro montaje experimental, el diametro
exterior del capilar de PEEK es de ~ 1.5 mm, con un diametro interior que
puede ser de 25 um, 50 um 0 62 um dependiendo de la aplicacion. La salida
de este capilar se encuentra situada entre 10 — 30 mm del contraelectrodo,
es decir, de la entrada al espectrémetro, el cual actia como toma de tierra.

Cono def\Taylor Hilo HV

HY conductor
] Capilar PEEK

Botella
contenedora

Cono de Taylor

Y Pluma

<

Figura 4.1. Sistema de lonizacion mediante Electrospray. La disolucién, con las
particulas de interés, se encuentra en una botella contenedora cerrada herméticamente.
Cuando se aplica una presion P a la botella, la disolucion fluye por el capilar PEEK
hacia el extremo afilado. Al aplicar un alto voltaje (HV ON, 3 — 5 kV) se genera el
cono de Taylor produciendo una pluma de microgotas cargadas, como se aprecia en la
microfotografia inferior derecha.

Cuando se aplica un potencial a una solucion, que sea lo
suficientemente conductora, los iones positivos y negativos se moveran
bajo la influencia de este campo eléctrico, creando una concentracion de
iones positivos cerca de la superficie del menisco y negativos lejos. Esto
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creara una distorsion del menisco originando el cono de Taylor!81® el
cual estard dirigido hacia el contraelectrodo como se puede ver en la
figura 4.1. Para generar el conocido cono de Taylor®!1® y producir la
nebulizacion de las particulas se siguen los siguientes pasos:

a. Se llena la botella contenedora con la disolucion y las particulas
de interés y se cierra herméticamente.

b. Se aplica una presion P, a la botella contenedora haciendo que la
disolucion fluya por el capilar PEEK hacia la parte afilada.

c. Cuando aparece una gota en la punta afilada del capilar se aplica
un HV 3-5 kv generando el cono de Taylor y la nebulizacién de
las particulas.

Cuando un analito es transferido desde la solucion a iones en fase
gas por medio del ESI se produce una serie de procesos: a) la produccion
de gotas cargadas en la parte afilada del capilar del electrospray a partir
del cono de Taylor, por donde se nebuliza la solucién mediante una
pequefia presion y un alto voltaje, b) la disminucion y desintegracion de
las gotas cargadas debido a la evaporacion del solvente, resultando en
gotas cada vez mas pequefias capaces de producir iones en fase gas vy,
por altimo c) la formacién de iones en fase gas a partir de las diminutas
gotas cargadas.

El campo eléctrico generado en la punta del ESI, Ez,, es muy
elevado, del orden de Ez; = 10° V/m. Una relacién aproximada para
calcular el valor del campo eléctrico generado entre la punta del ESI y el
contraelectrodo viene dado por*17,

(4.1)

donde v es el potencial aplicado, r, es el radio exterior del capilar y d es
la distancia entre la punta del capilar y el contraelectrodo. Un caso tipico
en este trabajo es Vv =4000V, d =10mm Y r, =1 mm obteniendo un
campo eléctrico Egg =2.17-10° V/m. El voltaje aplicado puede ser
positivo o negativo®'?, Con el fin de aumentar la reproducibilidad de los
experimentos, en este trabajo de tesis doctoral se ha usado siempre un
voltaje positivo para producir la nebulizacion de las particulas. EI campo
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eléctrico requerido E,, en el extremo del capilar necesario para la
formacion del cono de Taylor y la produccidn de gotas cargadas se puede
aproximar por la siguiente ecuacion?,

~

2y cos @ 1/2 (4.2)
Eon ~ < )
EoTe

Y el potencial necesario,

v <rcy cos 9)1/2 | (4d> (4.3)
on =\ 2¢, n T,

Donde ¢, = 8.854-107'2 F/m es la permitividad del vacio, y es la
tension superficial del solvente y 6 el angulo de semiapertura del cono
de Taylor:!819 (9 = 49.3). Como ejemplo, la tension superficial del agua
es 0.073 N/m, obteniendo que el voltaje necesario para la formaciondel
cono de Taylor es v,,, ~ 6 kV. Como se puede observar en la ecuacion 4.3
uno de los parametros que determinan el voltaje necesario para generar
el cono de Taylor es el valor de la tension superficial del liquido, por lo
tanto, disminuyendo la tensién superficial se consigue generar el cono de
Taylor con un voltaje menor. En los experimentos llevados a cabo en
este trabajo de tesis doctoral usaremos un tensoactivo tipo polisorbato
(Tween® 20), que es un tipo de detergente y emulsionante o 2-Propanol,
para realizar las disoluciones, como veremos en el siguiente capitulo.

La tension originada por los iones positivos se ve contrarrestada
por la tension superficial del liquido. Si el campo eléctrico es lo
suficientemente alto aparece un fino hilo en el extremo del cono, cuya
superficie esta cargada con un exceso de iones positivos (ver figura 4.1,
microfotografia del cono de Taylor). Este hilo se rompe en pequefias
gotas monodispersas produciendo una pluma de microgotas cargadas.
Durante el proceso se produce la evaporacion del solvente reduciéndose
el tamafio de la gota, pero conservando la carga lo cual hace que aumente
el campo eléctrico. A un tamafio dado la fuerza de repulsion entre las
cargas superficiales de la gota se vuelve igual a la fuerza de la tension
superficial del liquido alcanzando el limite de Rayleigh®,

1/2
dry = 87(goVREy) (4.4)
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Donde qg,, Rz, SON la carga y el radio de gota en el limite de
Rayleigh. El radio sigue disminuyendo debido a la evaporacién lo que
produce la fision de la gota en “gotas hijas”, también conocido como
explosion coulombiana?! generando gotas mas pequefias. Existen dos
mecanismos propuestos para explicar la formacion de iones en fase gas?*
25 el modelo de carga residual, CRM (del inglés “Charge Residue
Model”) propuesto por Dole® y el modelo de evaporacion de iones, IEM
(del inglés “lon Evaporation Model”) propuesto por Iribarne y
Thomson?2’, Este proceso se repite hasta que el solvente es totalmente
evaporado y, finalmente, se obtienen las particulas de interés en fase gas,
las cuales son dirigidas hacia el elemento sensor del espectrometro que
en nuestro caso es un resonador nanomecanico tipo palanca, como se
vera mas adelante.

4.3. ESPECTROMETRO DE MASA Y RIGIDEZ

El espectrometro de masa y rigidez desarrollado a lo largo de la
presente tesis doctoral consta de tres etapas claramente diferenciadas que
se explican con detalle a continuacion. Sin embargo, inicialmente, el
sistema estaba formado por dos etapas: la primera etapa se encontraba a
presion atmosférica y era el lugar en el cual se nebulizaban las particulas,
mientras que la segunda etapa se encontraba a 10 mbar y era donde estaba
el resonador nanomecanico. Todas las diferentes etapas estan fabricadas
en aluminio. La etapa de deteccion, en la cual se encuentra el sensor,
tiene dos ventanas para poder realizar la medida del resonador mediante
la técnica de deflexion del haz, que se explica con detalle en el Apéndice
A.

La figura 4.2 muestra el primer prototipo disefiado por el Dr.
Eduardo Gil-Santos en el Instituto de Microelectronica de Madrid, IMM-
CSIC. En la imagen se puede observar el capilar de PEEK en la parte
superior conectada a la botella contenedora y a la entrada del
espectrometro. En la campana inferior se puede ver las conexiones
necesarias para realizar el vacio mediante una bomba rotatoria (Trivac
E2, Oerlikon Leybold) conectada a un lateral de la campana, y el sensor
de presion. Una camara CCD (del inglés “Charge-Coupled Device”) es
utilizada para asegurar la correcta formacion del cono de Taylor. Este
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primer prototipo tenia una serie de inconvenientes que se han ido
solventando a lo largo de este trabajo de tesis doctoral.

:
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Figura 4.2. a. Fotografia general del primer prototipo del espectrometro de masa y
rigidez, donde se puede apreciar el sensor de presion, una pantalla para verificar la
correcta formacion del cono de Taylor mediante una cdmara CCD y el mddulo ESI para
aplicar presion y voltaje a la solucion. b. Fotografia donde se aprecian las dos etapas
que conforman el espectrometro c. Dibujo esquematico. EIl sistema contaba con dos
campanas de vacio: la superior donde nebulizaban las particulas, etapa del ESI, y la
inferior que albergaba el resonador, etapa de deteccion.

Uno de los problemas que presentaba era debido a la proximidad
entre la fuente del electrospray y el sensor, lo cual producia que el
solvente llegara sin estar completamente evaporado. Otro era la no
uniformidad del flujo de particulas generadas por el espectrometro
debido a la fuerza de arrastre que sufrian las particulas, ya que la bomba
de vacio estaba situada en uno de los laterales de la campana. Esto hacia
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que la mayor parte de los adsorbatos no se depositara sobre el sensor, ya
que seguia el flujo del aire hacia el lateral. La altura total de este primer
prototipo era de 250 mm, donde 150 mm son de la etapa de deteccion y
100 mm de la etapa del ESI.

La imagen 4.3a muestra una fotografia en campo oscuro?® con un
objetivo 50x (LU Plan Fluor, ANn:0.8, Nikon) donde se aprecian
nanoparticulas de oro (pequefios puntos rojos) nebulizadas con el primer
prototipo con restos de solvente, mientras que la figura 4.3b muestra
restos de solvente y suciedad. Para realizar estos experimentos se
utilizaron muestra de silicio (10 mm x 10 mm) previamente sonicadas en
una disolucion de piranha (3:1 de H202/H2SO4), aclaradas
abundantemente con agua Milli-Q® y finalmente secadas bajo un flujo
de N2, comprobando bajo microscopio la correcta limpieza de las
muestras antes de ser nebulizadas con el ESI.

Figura 4.3. Fotografias de microscopio 6ptico en campo oscuro (50x) de una muestra
de silicio nebulizada con el primer prototipo, donde se aprecian los restos de solvente
y suciedad. a. Resto con forma de gota depositada con el espectrometro donde se
aprecia los restos de solvente y b. los restos de suciedad. Los pequefios puntos rojos
corresponden a GNPs de 100 nm.

La disolucién utilizada para estos primeros experimentos fue de
50: 50 etanol/disolucién de nanoparticulas de oro de 100 nm de diametro
en buffer de citrato (Sigma-Aldrich). Para generar el cono de Taylor se
aplicd una presion a la botella de P~(0.050 — 0.1) mbar y un alto voltaje
de v~4kv. Estos primeros resultados marcaron el camino para la
implementacién de un sistema mas eficiente.

Para solucionar el problema de los restos de solvente y suciedad
se introduce una nueva etapa de transferencia entre la campana del ESI
y la del sensor, en la que se encuentra un capilar caliente que se encarga
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de la completa evaporacion del solvente y ayuda al guiado de las
particulas. Por otro lado, para mejorar el flujo de particulas, se modifica
la campana del sensor conectando la rotatoria por debajo del resonador
y consiguiendo, de esta manera, generar un flujo uniforme y en eje. A
continuacion, se introduce de manera general el prototipo final del
espectrometro de masay rigidez y, seguidamente, se describe, con mayor
detalle, cada una de las partes del espectrometro por separado.

La figura 4.4 muestra la version mejorada del espectrémetro de
masa Yy rigidez, el cual consta de tres etapas de vacio claramente
diferenciadas®. La primera etapa, al igual que en el primer prototipo, se
encuentra a presion atmosférica y es donde tiene lugar la nebulizacion de
las particulas por medio de la técnica del electrospray’12°,

De nuevo, la etapa del ESI estd formada por una botella
contenedora, un capilar PEEK, un mddulo controlador ESI (ES3020,
loner) y una cdmara CCD (Dino Lite) que se utiliza para la visualizacién
de la correcta formacion del cono de Taylor. La segunda campana de
vacio, la etapa de transferencia, se encuentra a una presion de 10 mbar,
que se consiguen mediante una bomba de membrana (MV 2 NT Vario).
En ella se encuentra un capilar caliente®**2? (Triplemass BV) que ayuda
a la completa evaporacion del solvente y a la transferencia de las
particulas, ya que evita que las particulas se adhieran a su superficie
debido a la energia adicional que proporciona el aumento de la
temperatura. Y, por Gltimo, la etapa de deteccion, la cual alberga el
sensor, que en nuestro caso es un resonador nanomecanico tipo
palanca®3®, como se detalla a continuacion.

La etapa de deteccion se encuentra a una presion 0.1 mbar que Se
consigue mediante una bomba rotatoria (Oerlikon Leybold, Trivac E2).
Esta etapa ha sido modificada afiadiendo un maodulo en la parte inferior
con un orificio en el eje de simetria que contiene al sensor para, de esta
manera, conseguir un flujo uniforme.
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Figura 4.4. a. Fotografia general del espectrometro. b. Fotografia del espectrometro
donde se detallan las tres campanas de vacio diferencial: etapa del ESI, etapa de
transferencia y etapa de deteccidn. c. Dibujo esquematico donde se distingue el capilar
afilado PEEK, la cdmara CCD, el capilar caliente, la posicion del sensor (NEMS), las
ventanas y las salidas de las bombas de membrana y rotatoria. Las modificaciones
respecto al primer prototipo se encuentran marcadas en color azul.

A su vez, se han aumentado el tamafio de las ventanas para
facilitar el alineamiento del método de transducciédn optico utilizado. Su
interior ha sido disefiado para albergar unos nanoposicionadores y asi
poder implementar un sistema de escaneo en 2D, con el que sera posible
la medida de matrices de resonadores y facilitar el correcto
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posicionamiento del elemento sensor. La altura total del espectrometro
de masas Yy rigidez es de 500 mm, donde 290 mm se corresponden con la
etapa de deteccidn, 110 mm con la etapa de transferencia y 100 mm con la
etapa del ESI, las cuales se describen con detalle a continuacion.

4.3.1. ETAPA DEL ELECTROSPRAY

La etapa del ESI, como su propio nombre indica, contiene el
maodulo del electrospray. Esta etapa se encuentra a presion atmosférica y
es donde tiene lugar la nebulizacion las particulas de interés. La imagen
4.5 muestra una fotografia de esta etapa.

4 d

ilfq ﬂ

Botella
contenedora
Capllar PEEK
Botella 1
contenedora i

| ETAPA DEL ESI

Figura 4.5. a. Fotografia general de la etapa del ESI donde se distingue el capilar
PEEK, la conexion HV y P, asi como la botella contenedora y la cAmara CCD para
visualizar la correcta formacion del cono de Taylor. b. Fotografia de la campana ESI
donde se aprecia como se conecta el capilar PEEK por la parte superior de la campana.
c. Fotografia desde abajo donde se puede ver la punta del capilar afilado.
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La etapa del ESI mide 100 mm de altura y tiene un diametro
externo de aproximadamente 100 mm. La botella contenedora (Schott,
Duran Group) es de 100 mL y en su interior alberga un vial (Eppendorf)
de 1.5 —2mL con la disolucion de interés. Un hilo de cobre bafiado en
plata se introduce en el vial, enroscado en el capilar PEEK (ver figura
4.1), y se conecta mediante un conector BNC (del inglés “Bayonet Neil-
Concelman”) de HV al modulo ESI (Electrospray ES-3020, loner).
Mediante un tubo conectado a la botella se aplica una presion p. a través
del mddulo ESI, como se puede ver en la figura 4.5. El capilar PEEK
(SGE, Analytical Science) utilizado en este sistema va desde la botella
hasta la entrada del espectrometro de manera continua. Su longitud es de
500 mm Y su didmetro interno es de 25 um, 50 um 0 62 um dependiendo de
la aplicacion. El didmetro exterior es de 1/16", es decir, 1.58 mm
aproximadamente, mientras que el didmetro exterior de la parte afilada
del capilar donde se genera el cono de Taylor es de 0.4mm,
aproximadamente. La distancia entre la punta afilada del capilar PEEK
y la entrada al espectrometro, es decir, a la etapa de transferencia es de
10 — 30 mm. Cuando se aplica una presion a la botella contenedora el
liquido fluye hacia la parte afilada del capilar. En el momento en el que
aparece una gota de la disolucion en la parte afilada, se aplica un HV y
se genera el cono de Taylor. Mediante la camara CCD se comprueba la
formacion y estabilidad del cono de Taylor. Las particulas nebulizadas
pasan a la etapa de transferencia, donde se encuentra el capilar caliente.

4.3.2. ETAPA DE TRANSFERENCIA

A diferencia del primer prototipo, el espectrometro
implementado incluye una etapa de transmision en la que se aloja un
capilar caliente'®?23132 E| capilar caliente tiene una resistencia térmica,
la cual se calienta en funcion de la intensidad aplicada, y un sensor de
temperatura RTD (del inglés, “Resistance Temperatura Detector ”), es
decir, un sensor de tipo resistivo basado en la variacion de la resistencia
con la temperatura. El capilar caliente ha sido calibrado para poder
controlar su temperatura a partir de la medida del valor de su resistencia.
Para ello se us6 un termémetro comercial (Termopar tipo K, TC Direct)
y se midio la resistencia RTD con un multimetro (Fluke, 83V).
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La gréfica 4.6a muestra el ajuste lineal realizado para la
calibracién, mientras que la figura 4.6b muestra como una fotografia del
capilar caliente en donde se pueden ver las inserciones o “insets”. Las
inserciones son tubos de metal que se introducen en el interior del capilar
caliente. Ademas, son facilmente reemplazables y pueden ser limpiadas
con diferentes disolventes. Los diametros interiores disponibles de las
inserciones son de 400 um y 500 um Y tienen una longitud total de 110 mm.
El ajuste lineal obtenido en la gréafica de la figura 4.6a nos proporciona
la temperatura a la que se encuentra el capilar en funcion del valor de la
resistencia, la cual se monitoriza constantemente con un multimetro. La
temperatura del capilar caliente en los experimentos realizados a lo largo
de este trabajo estd comprendida entre 170 °C - 200 °C.

El ajuste lineal del capilar caliente viene dado por:
T (°C) = (1.627 £+ 0.04)R — (152.9 + 4.5) (4.5)

donde T es la temperatura a la que se encuentra el capilar caliente en
grados Celsius y R el valor de la resistencia en ohmios medido con el
multimetro.
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Figura 4.6. a. Calibracion del capilar caliente. La grafica muestra las medidas
experimentales, asi como el ajuste lineal. b. Fotografia del capilar caliente con las
inserciones o “insets”, donde se detalla la entrada del capilar caliente, es decir, donde
nebuliza las particulas y la salida hacia la etapa de deteccion.

El capilar caliente se conecta por medio de un pasa-muros (ver
figura 4.7) a una fuente de alimentacion (ISO-Tech, IPS 4303).
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Dependiendo de la intensidad aplicada se consigue controlar la
temperatura. El valor de la resistencia se mantiene en torno a
(190 — 220) O, mientras que el valor del voltaje e intensidad de la fuente
de alimentacion entorno a (15 — 20) V y (1 — 1.5) 4, respectivamente.

O'h Bomba de | Fuente
¥ membrana ‘ o S | alimentacién

e . R/

Figura 4.7. a. Fotografia general de la etapa de transferencia, donde se distingue la
insercion, la salida de la bomba de membrana y el pasamuros para las conexiones
eléctricas del capilar caliente. b. Fotografia lateral donde se aprecia el conector de
teflon utilizado para sujetar el capilar caliente y mantenerlo en eje y el multimetro para
medir la resistencia de la RTD. c. Fotografia desde abajo donde se aprecia la salida de
lainsercion del capilar caliente hacia la campana de deteccién, asi como las conexiones
eléctricas.

La figura 4.7a muestra una fotografia general de la etapa de
transferencia. El capilar caliente se encuentra ajustado por medio de unos
encajes de teflon, los cuales ayudan a aislar térmica y eléctricamente el
capilar caliente del resto del sistema y lo mantiene alineado en el eje de
simetria del sistema. La funcidn del capilar caliente es ayudar a la
completa evaporacion del solvente, asi como evitar que las particulas se
gueden adheridas en su interior gracias a la agitacion térmica. Las
particulas nebulizadas en la etapa del ESI son guiadas por medio de un
gradiente de presion en el interior del capilar y pasan a la siguiente etapa
del espectrometro, es decir, a la etapa de deteccion, por medio de un
“skimmer”. En la figura 4.7b se distingue el pasa-muros y las conexiones
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utilizadas para medir y controlar el capilar caliente. La figura 4.7c
muestra una fotografia tomada desde debajo de la campana de
transferencia donde se aprecian las conexiones de la fuente de
alimentacion y del multimetro, asi como la salida del capilar caliente
hacia la siguiente etapa del espectrometro de masa y rigidez, es decir,
hacia la etapa de deteccion cuyo funcionamiento se detalla a
continuacion.

4.3.3. ETAPA DE DETECCION

La etapa de deteccion consta de dos partes diferenciadas. La
primera contiene al sensor y las ventanas y la segunda las conexiones
eléctricas y de vacio. Como ya se ha mencionado, la etapa de
transferencia y la de deteccion estan conectadas mediante un
“skimmer”!® que ayuda al guiado de las particulas hacia la Gltima etapa
del sistema. EI “skimmer”, que tiene forma de cono truncado, consta de
un orificio de entrada de 8 mm y una altura de 10 mm, y un orificio de
salida de 100 um. Esta situado en el eje del capilar caliente a una distancia
de 10 mm. La figura 4.8a muestra una fotografia general de la campana
del sensor donde se puede apreciar el “skimmer”, las ventanas, las
conexiones eléctricas y de vacio, asi como el laser y el fotodetector
utilizados para medir la frecuencia de resonancia de los resonadores
mediante la técnica de deflexion del haz (Apéndice A). La altura total es
de 290 mm, de los cuales 160 mm corresponde a la parte superior donde
se aloja el sensor y 130 mm a la inferior donde se realizan las conexiones
eléctricas y de vacio. El resonador se encuentra situado sobre un soporte
de teflén y encima de una ceramica piezoeléctrica (Apéndice A), que se
utiliza para excitar el resonador a sus frecuencias de resonancia®® (figura
4.8b). La etapa de deteccion consta de unos nanoposicionadores de tres
dimensiones, XYZ (ANPx101, ANPz101, ANC350, Attocube) que
permite controlar el correcto posicionamiento del resonador. Bajo el
sensor, y en su mismo eje, se encuentra un orificio de 30 mm de didmetro
(figura 4.8c), al cual esta conectado a la bomba rotatorio, generando un
flujo uniforme y en eje de las particulas procedentes de la etapa de
transmision.
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Figura 4.8. a. Fotografia general de la etapa de deteccion donde se distingue el
“skimmer ” a la entrada de la campana, el laser y el fotodetector (QPD) empleados para
la medida de las frecuencias de resonancia mediante la técnica de deflexion del haz, las
ventanas y las conexiones eléctricas y de vacio. b. Fotografia donde se muestra el
interior de la campana con los nanoposicionadores, el sensor y una cerdmica
piezoeléctrica (PZT). c. Fotografia donde se aprecia el sensor y el orificio en eje.

Las ventanas tienen un recubrimiento interior de 0xido de estafio
de indio, ITO (del inglés “Indium Tin Oxide”) proporcionando a la vez
conductividad eléctrica y excelente transmision oOptica en el espectro
visible. La conductividad eléctrica evita interacciones con particulas
cargadas conectando toda la campana a tierra. Ademas, las ventanas
tienen que ser transparentes en el espectro visible ya que, para la medida
de los resonadores, como ya se ha mencionado, se utiliza un método de
transduccion optico conocido como técnica de deflexion del haz
(Apéndice A), donde se utiliza un laser que emite en 632 nm.
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4.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha descrito detalladamente el espectrometro
de masa y rigidez basado en resonadores nanomecanicos que se ha
desarrollado a lo largo de este trabajo de tesis doctoral, desde un primer
prototipo hasta el espectrometro definitivo.

La espectrometria de masa convencional mide la relacion carga-
masa de particulas desde 100 ba hasta 100 kDa con alta precision. Sin
embargo, su rendimiento esta limitado a especies pequefias y se ve
fuertemente degradada cuando se quieren caracterizar especies mas
grandes como macromoléculas bioldgicas. Para solventar este problema
se han propuesto los resonadores nanomecanicos como excelentes
candidatos para la medida de la masa de particulas sin necesidad de
caracterizar su relacion carga-masa y con un alto rango dindmico.
Aunque existen otras técnicas de ionizacion, como la técnica MALDI, la
técnica de ionizacion mediante electrospray (ESI) es el método maés
utilizado para ionizar las especies y enviarlas al detector del
espectrometro.

En este capitulo se ha detallado el funcionamiento de la técnica
de ionizacién mediante electrospray, el cual ha sido el método de
nebulizacion utilizado en este trabajo para enviar las particulas al
resonador nanomecanico. Se ha comenzado describiendo un primer
prototipo del espectrémetro nanomecanico, el cual presentaba una serie
de inconvenientes que se han solventado y, finalmente se detalla el
prototipo definitivo del espectrometro de masa y rigidez, que consta de
tres etapas claramente diferenciadas. La primera parte del espectrometro
es la etapa del electrospray, la cual se encarga de la nebulizacion de las
particulas de interés por medio de la técnica ESI. A continuacion, la etapa
de transferencia, que contiene un capilar caliente, el cual se encarga de
la completa evaporacion del solvente, asi como a la transmision eficiente
de los analitos a la Ultima etapa, es decir, la etapa de deteccidn. Esta etapa
contiene el elemento sensor, en nuestro caso un resonador nanomecanico
tipo palanca, asi como una ceramica piezoeléctrica utilizada para excitar
el resonador, unas ventanas y unos nanoposicionadores para su correcto
posicionamiento.
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CAPITULO 5

5. Espectrometria de Masa y
Rigidez Nanomecanica de
Nanoparticulas y Bacterias

5.1. INTRODUCCION

La identificacion de especies es un problema fundamental en
diversos campos como la quimica, biologia, medicina, etc. La
espectrometria de masas convencional identifica especies por su relacion
carga-masa con una gran sensibilidad!? (< 10724 g) pero esta limitada a
analitos muy pequefios (< 107*°g) y por lo tanto posee un bajo rango
dindmico, desde 100 Da a 100 KDa, donde 1 Da = 1.66054 - 1072*g es la
unidad de masa atomica. Ademds, su rendimiento decrece
significativamente para grandes entidades, como es el caso de
nanoestructuras y entidades bioldgicas macromoleculares. En estos
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casos, la espectrometria convencional fragmenta de manera sucesiva los
analitos mediante diversos métodos de disociacion, lo que produce un
patron espectral en masa muy complejo y dificil de interpretar. Los
resonadores nanomecanicos, como los tipo palanca o puentes®*, han
demostrado su gran potencial como sensores de masa>® ya que poseen
una gran sensibilidad (~Da) y un amplio rango dinamico, permitiendo la
caracterizacion tanto de nanoestructuras’® como de complejos
macromoleculares biol6gicos™®.

En este ultimo capitulo se introducen los fundamentos béasicos de
la espectrometria de masa y rigidez basada en resonadores
nanomecanicos. Para ello se comenzara describiendo la teoria de la
espectrometria nanomecéanica y coémo la masa y la rigidez de los analitos
afectan a la frecuencia de resonancia del resonador. A continuacion, se
describen los efectos de borde del adsorbato, asi como la forma de
adsorcion y como esto afecta a la rigidez total del sistema modificando
el cambio relativo en la frecuencia de resonancia. Para calcular la
posicion de adsorcidn, la masa y la rigidez de las particulas depositadas
en el resonador mediante el espectrometro, se desarrolla un algoritmo
para realizar el desacoplo de la masa, rigidez y posicion de adsorcion a
partir de los cambios relativos en la frecuencia de resonancia de varios
modos de oscilacion. Finalmente, se muestran los experimentos
realizados con nanoparticulas de oro de 100nm de diametro y con
bacterias Escherichia coli, siendo esta la primera vez que se mide, de
manera simultanea, la masa y la rigidez de particulas individuales y
bacterias mediante espectrometria nanomecanica.

5.2. TEORIA DE LA ESPECTROMETRIA

NANOMECANICA

El principio fisico de la espectrometria nanomecéanica se basa en
que cuando una particula es adsorbida en la superficie de un resonador,
su frecuencia de resonancia cambia, y este cambio esta relacionado con
la rigidez y la masa, tanto del adsorbato como del resonador, asi como
con la posicion de adsorcion. Por tanto, si tenemos perfectamente
calibrado el resonador, podremos obtener la masa y rigidez del
adsorbato.
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Como se vio en el capitulo 1, la energia cinética y potencial de
un resonador tipo palanca vienen dadas por las ecuaciones 1.48 y 1.49.
Utilizando la ecuacién de los modos de vibracion flexurales (ecuacion
1.69) e integrando a lo largo de la longitud de la palanca, obtenemos la
energia cinética, T,, y la energia de deformacion o potencial, U,, antes de
producirse la adsorcion, como:

1 51
Ty = 5 Amewk cos*(wnt) ®.1)
1 Bo\* (5.2)
Uy = 57 AREVcRE (T2) cos?(wnot)
c

Donde 4,, w,, Y B, SONn la amplitud, la frecuencia angular y el
autovalor correspondiente al modo de vibracion n, respectivamente. E es
el médulo de Young, v el volumen y h el espesor. El subindice ¢ hace
referencia al resonador, que en nuestro caso es una micropalanca, y el
subindice 0 hace referencia a antes de producirse la adsorcion. Destacar
que, como se trata de un movimiento arménico, el valor medio de la
energia cinética varia con el cuadrado de la frecuencia mientras que el
valor medio de la energia potencial o de deformacion no depende de la
frecuencia. Definimos el valor medio de la energia cinética efectiva

como () = -2 y utilizando el método de Rayleigh-Ritz!2* obtenemos
0

2
W

que:

w? = @ (63)
(T)

Durante el movimiento del resonador, el valor medio de la
energia cinética y potencial deben ser iguales. Esta igualdad (ecuacion
5.3) nos proporciona el valor de la frecuencia de resonancia del sistema
y nos permite explicar, de una manera sencilla, el principio fisico del
efecto que tiene la adsorcion de particulas sobre el resonador. Para ello
supongamos una particula con masa, pero sin rigidez, que es adsorbida
en el resonador. Al no tener rigidez, la energia potencial no se modifica.
Por lo tanto, para mantener el valor medio de la energia cinética, la
frecuencia de resonancia debe disminuir debido al aumento en la masa
total del sistema. Por otro lado, supongamos ahora que una particula sin
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masa, pero con rigidez, es adsorbida sobre la superficie del resonador.
Esto provocard un aumento en la energia potencial, debido al sobrecoste
energético necesario para doblar el adsorbato durante la oscilacion del
resonador. Para mantener el balance entre la energia potencial y cinética
del sistema, ya que la particula no tiene masa, la frecuencia de resonancia
debe aumentar.

Supongamos ahora que se produce una adsorcion de una particula
pequefia sobre el resonador y, por tanto, se produce una pequefia
variacion en la energia cinética y potencial, lo que implica cambios en la
frecuencia de resonancia. De tal manera que podemos escribir la
frecuencia, energia cinética y potencial después de la adsorcion como:

Wy = Wypo + Aw,
(U) = (Uy) + AU) (5.4)
(T) =(T) + MT)

Utilizando la ecuacién 5.3, el cambio relativo de la frecuencia

angular debido a una adsorcién sobre la superficie del resonador para
pequenfias perturbaciones se puede aproximar por,

Aw, 10— w?, (5.5)

= 2
(,Uno 2 (A)no

Y utilizando las ecuaciones 5.4 tenemos,

Aw, 5 1<A(U) B A(T')) (5.6)
Wno T2 (Ug) (Ty)

Por lo tanto, el cambio relativo debido a una adsorcion viene dado
por el balance entre la variacion relativa del promedio de la energia de
deformacion y cinética efectiva. Es decir, un aumento en la energia
cinética, por ejemplo, debido a una masa, produce una disminucion en la
frecuencia mientras que un aumento de la energia de deformacion, por
ejemplo, debido a una particula que aporte rigidez al sistema, produce un
aumento en la frecuencia.
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Supongamos que se adhiere un adsorbato sobre la superficie del
resonador. La variacion de la energia cinética debida al adsorbato se
puede escribir como:

5P = 3 [ peAbE @ &7

Donde el subindice a hace referencia al adsorbato. Usando la
aproximacion de que la forma del modo no cambial**®, la cual es valida
para adsorbatos pequefios en comparacion con el tamafio del resonador,
podemos escribir el cambio relativo en energia cinética como:

NT) _Pa (5.8)

(To) me

Lﬁmw

Para el caso del cambio relativo de la energia media de
deformacion o energia potencial, hay que tener en cuenta el cambio en
el eje neutro debido a la rigidez del adsorbato (ver figura 5.1), por tanto,
la variacion de la energia de deformacion no depende solamente del
adsorbato, sino también de la variacion que se produce en el interior de
la palanca.

A Z
|_avsorsaro JEN
L X i dha§ Benewro |
PALANCA

Figura 5.1. Cambio en el eje neutro debido a un adsorbato depositado en la superficie
de la micropalanca. El eje neutro permanece inalterado, salvo en la zona donde se ha
producido la adsorcion, la cual se desplaza hasta la nueva posicion z = h,,.

Para calcular la nueva posicion del eje neutro, igualamos a cero
las tensiones longitudinales a lo largo de la palanca, lo que implica que
se deba cumplir la siguiente relacion?’:

he he
2 2 tha
E. J-_%(z —hy)dz +E, f% (z—hy)dz=0 (59)
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Obteniendo facilmente la nueva posicion del eje neutro como:

_ Eghg(hg +h0) (5.10)
n Z(Eaha + EChC)

Por tanto, el valor promedio de la variacién de energia de
deformacidn, suponiendo que tanto el resonador como el adsorbato estan
constituidos por materiales is6tropos y homogéneos, viene dado por:

ANU) =

AZEgho(Eqh3 + E ho(4h2 + 6hgh, + 3h2)) f a2y, 0\’ s (5.11)
24(Ehy + E.hy) N\ ox?

Usando la ecuacion 5.2 podemos escribir el cambio relativo del
valor promedio de la energia potencial como,

3 2 2 4 2 2 5.12
MUY Eqho(Eqh3 + Echo(4h2 + 6hghg + 3h2)) (L_) f <a ¢n(x)> is (5.12)

(U()) B Echhg(Eaha +Echc) ﬁn axz

Estas formulas son validas tanto para adsorbatos tipo capa plana,
que cubran toda la superficie de la palanca, como para adsorbatos
puntuales. Para el caso de una capa homogénea tenemos que la integral
de volumen de la forma del modo al cuadrado del adsorbato viene dada
por [ Wi(x)dv =V,, mientras que la integral de superficie del cuadrado

2 2 4 .-
de la curvatura es f, (2222 ds = 22y, por tanto, podemos escribir el

ax? L
cambio relativo en frecuencia debido a una capa homogénea depositada
sobre toda la superficie del resonador como?’:

Aw,  1mg  Eghg(Ehd + Ech (4h% + 6hoh + 3h2)) (5.13)

Wno 2 me Echg (Eaha + Echc)

La ecuacién 5.13 se puede aproximar para el caso de capas
delgadas comparadas con el espesor de la palanca y con mddulo de
Young mucho menor que el de la palanca, como es el caso de los
materiales bioldgicos, por la siguiente expresion mas compacta y
elegante®*:

~
=~

Wno 2m, 2E.h,

Doy 1mg  3Eh, (5.14)
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En el espectrometro de masa y rigidez desarrollado en este trabajo
de tesis doctoral, las entidades depositadas sobre el resonador son
particulas individuales y lo suficientemente pequefias para considerar
que la forma del modo de vibracién no se ve afectada. Por tanto, podemos
escribir que la integral de volumen de la forma del modo al cuadrado
viene dada por [ wi(x)dv ~ yi(x,)V,, mientras que la integral de

superficie de la curvatura al cuadrado es [, (%)2 ds ~ (62;";;‘0))2 bola
donde x, es la posicion de adsorcion de la particula. Finalmente,
podemos escribir el cambio relativo en frecuencia de resonancia debido
a la adsorcion de particulas puntuales sobre la superficie del resonador

como:

= __Lljn( 0) + 2

Aw,  1m, E Vy(Eahd + E.h (4h2 + 6h,h, + 3h2)) (LC)4 <02¢(x0)>2 (5.15)
Wno 2E V.hZ(E hg + Ech,) Bn

Al igual que para el caso de capas delgadas se puede aproximar
la ecuacion 5.15 para adsorbatos cuyo espesor y médulo de Young son
menores que los de la palanca, obteniendo que el cambio relativo en
frecuencia para particulas individuales viene dado por®8:

Awy, _ 1ma 3E,V, 4 92Yr(xo) (5.16)
o m, Vn (o) + 5 (1 “To. | )(ﬁn) ( %2 )

Donde se ha definido el parametro n, que da cuenta de la relacién
entre el espesor del adsorbato y el espesor de la palanca, como:

hy 5.17

n=gt (5.17)

Como se puede ver en la ecuacion 5.16 el cambio relativo en la
frecuencia de resonancia de un resonador debido a la adsorcion de una
particula puntual es debido a dos términos: el término de masa, que es
proporcional a la forma del modo al cuadrado y el término de rigidez,
que es proporcional a la curvatura del modo al cuadrado. El término de
masa contribuye de manera negativa mientras que el de rigidez lo hace
de manera positiva al cambio de frecuencia. Una implicacion directa es
que el efecto de masa en la frecuencia de resonancia se incrementa
cuando la adsorcidn se produce en regiones de la palanca en las cuales la
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amplitud del modo de oscilacién es mayor (mayor energia cinética),
mientras que el efecto de rigidez es mayor si la adsorcién se produce en
regiones donde la curvatura de la palanca es mayor (mayor energia
potencial) como se puede ver en la figura 5.2.

a 4y b
4 ——Primer Modo 4
—— Segundo Modo
3_—Tercer Modo ~ 3
—— Cuarto Modo %_—‘:‘
o =
==
S—
-+ 2
o
==
Sa—
1
T T T T 0 7 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Posicién Relativa (x/L ) Posicién Relativa (x/L )

Figura 5.2. a. Amplitud normalizada del modo al cuadrado (término proporcional al
efecto de masa) y b. curvatura normalizada del modo al cuadrado (término proporcional
al efecto de rigidez) para el primer (negro), segundo (rojo), tercer (azul) y cuarto (verde)
modo flexural de vibracion. El efecto de masa es proporcional a la forma del modo al
cuadrado mientras que el efecto de rigidez es proporcional al cuadrado de la curvatura
del modo.

La figura 5.2 muestra dos graficas en las cuales se representa el
cuadrado de la forma del modo: y2(x,) (figura 5.2a) y el término

(Z—C)4 ("2;";‘0))2 (figura 5.2b), proporcional a la curvatura del modo al

cuadrado, para los primeros cuatro modos flexurales de vibracion de una
resonador tipo palanca. EI primero nos da informacion sobre el término
de masa y el segundo sobre el término de rigidez. Por ejemplo, el primer
modo flexural (linea negra) es mas sensible a la masa en la region
proxima al extremo libre (x = L.) mientras que cerca del extremo anclado
(x = 0) es la zona mas sensible a la rigidez del adsorbato.

5.2.1. EFECTOS DE BORDE Y ANGULO DE ADSORCION

Como hemos visto, la adsorcion de una particula sobre la
superficie del resonador tiene dos efectos contrapuestos en la frecuencia
de resonancia: mientras que el efecto de masa hace que la frecuencia de
resonancia disminuya, el efecto de rigidez hace que la frecuencia de
resonancia aumente. En la ecuacion 5.16 descrita anteriormente no se
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han tenido en cuenta varios efectos importantes que han sido estudiados
en profundidad por el Dr. José Jaime Ruz en el laboratorio de
Bionanomecanica en el Instituto de Microelectronica de Madrid, IMM-
CSIC, durante la realizacion de su tesis doctoral®® y que se resumen a
continuacion sin entrar en mucho detalle sobre su desarrollo tedrico.

Uno de los efectos mas importantes a tener en cuenta es la
relajacion de los bordes del adsorbato y como esto afecta al término de
rigidez. Hasta ahora se ha considerado el adsorbato como una extension
de la palanca en la direccion z, pero con otra densidad y otro médulo de
Young Yy siendo la deformacion del adsorbato la misma que sufre la
palanca (ver figura 5.1). Sin embargo, para adsorbatos reales, como es
obvio, los bordes estan libres de deformarse y pueden liberar parte de la
tension producida por la deflexion de la palanca. Para estudiar con mayor
precision cémo afectan los efectos de borde sobre la frecuencia de
resonancia se ha llevado a cabo un estudio en 2D. Debido a que los
bordes del adsorbato estan libres de deformarse liberan parte de la
tension producida por la deflexion de la palanca, haciendo que la
deformacion del adsorbato sea menor y, por lo tanto, el coste energético
se reduzca considerablemente, produciendo que el cambio relativo en la
frecuencia de resonancia, debido al término de rigidez, se sobreestime.
Supongamos un adsorbato alargado orientado segun el eje largo de la
palanca, como el de la figura 5.3. Cuando la palanca se deforma lo hace
también el adsorbato. Sin embargo, la deformacion que sufre el
adsorbato en los bordes es distinta que la que sufre en el centro®®.

7 Efecto de borde

o -

- ~

”

ADSORBATO

~

PALANCA

_—-—’--’—-_‘-___7 —-—\-‘\

Figura 5.3. Representacion grafica de los efectos de borde. Como se puede ver, los
bordes estan libres de deformarse. Esto se traduce en que los efectos de rigidez son
menores en los extremos del adsorbato.
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La contribucion del término de rigidez al cambio relativo en la
frecuencia de resonancia debe ser modificada de la siguiente manera:
Af

——5(0— Aarm))
fo_2 p(n g1

(5.18)

Donde K esta relacionada con la curvatura de la forma del modo
(ver ecuacién 5.16) como:

_ EaSaLt(Wn ()" (5.19)
~ ESBE

Donde s, = L,h, Y S. = L.h. Son el area del adsorbato y de la
palanca, respectivamente, mientras que p(»n) es el término descrito en la
ecuacion 5.16, es decir:

p(m) = 3+ 6n + 4n° (5.20)

El nuevo término que da cuenta de los efectos de borde tiene la
siguiente forma®®-1°:

B(n) tanh (—pggsa) (5.21)

Aa

g(/la' 77) S

Siendo 1, el coeficiente entre la longitud y el espesor del

adsorbato:
_ L, (5.22)
Ao = h

Las funciones p(n) y B(n) dependen de la forma del adsorbato®.
Mientras que para el caso de un rectangulo en 2D la funcion p(n) viene
dada por la ecuacion 5.20, para calcular el valor de B(n) se ha realizado
un estudio mediante simulaciones por elementos finitos obteniendo que
B(n) =~ 5.45 + 13.92n + 10.537n2.

Al introducir esta correccion, el cambio en frecuencia debido al
término de rigidez ya no depende solamente del parametro n sino que
ahora también depende del parametro 1,. Cuando 2, es muy pequefio, el
cambio debido a la rigidez también sera muy pequefio pudiendo
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despreciarse’®?%?!, Sin embargo, para adsorbatos tipo capa delgada en
los que su espesor es despreciable frente a su extension, es decir, para 1,
grandes, el segundo término de la ecuacion 5.18 tiende a cero y el cambio
en frecuencia debido a la rigidez se puede aproximar por el término que
corresponde a la rigidez de la ecuacion 5.16. Es en la zona intermedia,
donde se encuentran la mayoria de las entidades biologicas individuales,
en la cual este nuevo término, que tiene en cuenta los efectos de borde,
cobra mayor importancia.

Otro pardmetro importante que modifica el cambio relativo en
frecuencia debido al término de rigidez, para adsorbatos que no
presentan simetria esférica o circular, es el angulo de adsorcion con
respecto al resonador, «, como se puede ver en la figura 5.4. Para tener
en cuenta este parametro es necesario realizar una extensiéon en 3D del
modelo descrito anteriormente.

Figura 5.4. Dibujo esquemético donde se representa un adsorbato con forma
rectangular con longitud L,, altura h, y anchura b, en la superficie de un resonador
tipo palanca de longitud L., altura h. y anchura b, orientado con un angulo e con
respecto al eje x, de la palanca.

Para recalcar la importancia de angulo de adsorcion, supongamos
un adsorbato con forma de paralelepipedo de longitud L,, anchura b, y
espesor h,, como se muestra en la figura 5.4. Si la adsorcion se produce
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de forma longitudinal a la palanca, los bordes del adsorbato son pequefios
en comparacion con su extension a lo largo del eje de la palanca, por
tanto 1, serd grande y el término g(1,, 1) pequefo, es decir, los efectos de
borde seran despreciables. Sin embargo, si el adsorbato estd orientado
perpendicularmente, su espesor serd del orden de su extensién con lo cual
A, Seréd pequerio y el término g(4,,n) proximo a p(n), y por tanto, en este
caso los efectos de borde seran muy importantes. Este ejemplo pone de
manifiesto la importancia que tiene la orientacion del adsorbato sobre la
superficie del resonador. Para tener en cuenta este efecto se ha realizado
un estudio en funcion del angulo de adsorcion'®®22 os resultados
obtenidos nos permiten escribir la variacion relativa del cambio de
frecuencia debido al término de rigidez en funcion del angulo de
adsorcion como:
Af

K
7 =7 0D — gQam) cos* @ — g (ia,m) sin' @ = gas (e e, ) sin’ 20)
0

(5.23)

Donde u, es el cociente entre la anchura y el espesor del
adsorbato, es decir:

b 5.24
Ua = h_a ( )

a

Y « es el angulo de adsorcion con respecto al eje x de la palanca.
Para esta extension al modelo en 3D el valor de k viene dado por:

_ EaVaLer (x0)? (5.25)
EVeBx

Mientras que la funcion g,s(4,, ua, 1), que esta relacionada con la

componente cruzada de la energia de deformacion, se puede expresar
16.
como-°:

asAas i) = aog(Ag, g Mas(Ag, g, 1) + a1 (g, Ag, 1) + a2(Ag, g, n)] (5.26)

Donde ay, a, Y a, vienen dadas por:

*p(n) sinh (345 (217)1‘1)2 sinh (345(277)Ha)2

Go(ar e = BT 1~ cosh(Bas (1) Ae) cosh(Bas (D) 2
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2
Gt ) = Bs(n) A coth 22520 <Cosh(B4s(n)#a) cosh 2:5%) —1) &:20

a;(Ag, g, n) = — sinh(Bys(1)A,) sinh(Bys () ptg)

La funcién B,s(n) debe ser calculada numéricamente y, para el
caso de un paralelepipedo, viene dada por:

Bys(n) = 0.90 — 0.347 + 0.167? (5.28)

La ecuacion 5.23 describe el cambio relativo en frecuencia
debido al término de rigidez que sufre un resonador cuando un adsorbato
es adsorbido sobre su superficie teniendo en cuenta los efectos de borde,
forma y orientacion del adsorbato. Cuando el &ngulo de adsorcion es 0 0
n/2 la ecuacion 5.23 se transforma en la ecuacion 5.18 como es de
esperar. Para los casos 4, > 1 Yy u, » 1 (limite de capa delgada) la
ecuacion se reduce a la forma sin efectos de borde, es decir, a la parte
correspondiente con el término de rigidez de la ecuacion 5.16, mientras
que para el caso A, = u, = 0 (limite particula puntual) la ecuacion tiende
a cero y los efectos de rigidez son despreciables.

5.2.2. DESACOPLO DE LA MASA, LA RIGIDEZ Y LA POSICION DE
ADSORCION

La teoria de la espectrometria nanomecanica nos permite predecir
los cambios en frecuencia debido a la adsorcion de particulas sobre la
superficie del resonador. Los cambios en frecuencia no solo dependen de
la posicion de adsorcion, de la masa y de la rigidez del adsorbato®”1823,
sino que también son importante otros parametros como el radio de
contacto o la forma de adsorcion®'%%2 ya que afectaran de distinta
manera a la rigidez del sistema, como ya hemos visto en la seccién
anterior.

Mediante el espectrometro de masa y rigidez descrito en el
capitulo 4 se pueden medir cambios en frecuencia producidos por la
adsorcion de particulas individuales. Sin embargo, lo que nos interesa es
poder obtener informacidn practica de estos cambios. Para ello serd
necesario desacoplar la posicion de adsorcion, la masa y la rigidez del
adsorbato mediante un algoritmo. La obtencidn de estos tres pardmetros
a partir de los cambios en la frecuencia de resonancia de los distintos
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modos de vibracion se denomina problema inverso. A continuacion, se
describe con detalle el algoritmo del problema inverso desarrollado en
este trabajo.

Cuando medimos un cambio en la frecuencia de resonancia, por
ejemplo, del primer modo flexural, existen infinitos valores posibles de
posicién, masa y rigidez para el mismo cambio en frecuencia (ecuacién
5.16). En la literatura existen dos maneras de solventar este problema:
mediante la adsorcidn localizada'®?* o mediante la medida simultanea de
varios modos de vibracion'#!>?2, La adsorcion localizada consiste
basicamente en limitar el area de deteccion del resonador a aquella zona
que nos interesa. Por ejemplo, si queremos medir la masa podemos
funcionalizar!®? el extremo libre de la palanca para que las particulas de
interés solo se adhieran en esa zona, ya que la contribucion de la masa al
cambio relativo en frecuencia es proporcional al cuadrado de la amplitud
del modo de vibracion, mientras que si queremos medir rigidez se
funcionalizaria el extremo anclado. De esta manera la posicion ya no es
una incdgnita en nuestro problema, ya que la tendremos perfectamente
definida en nuestro sistema de ecuaciones. Este método de adsorcion
localizada presenta una serie de inconvenientes como son la reduccion
del &rea de deteccion o la necesidad de técnicas avanzadas laboratorio
para funcionalizar o limitar zonas especificas de adsorcién del resonador.

El espectrometro de masa y rigidez desarrollado a lo largo de este
trabajo de tesis doctoral utiliza la técnica multimodal, es decir, se miden
simultaneamente los cambios relativos en frecuencia de varios modos de
vibracion416:222627  Cada modo de vibracion tiene una forma vy
curvatura diferente (ver figura 5.2) y, por tanto, una contribucion
diferente al cambio relativo en frecuencia debido a la posicion de
adsorcion, masa y rigidez del adsorbato. Supongamos que estamos
midiendo ~ frecuencias de resonancia simultineamente y una particula
es adsorbida en la posicion ¢ = */,, lo que provocara un cambio relativo
en la frecuencia de resonancia distinto para cada modo que vendra dado
por:

B , 1 (d*Y, (&))" (5:29)
Qn - Am‘bn(fo) + As ﬂf{( dfz )
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Donde la ecuacion 5.29 es una forma méas elegante y compacta
de reescribir la ecuacién 5.16, teniendo en cuenta los efectos de borde y
la forma del adsorbato estudiados anteriormente. Donde Q,, = Af,/fo0 €S
el cambio relativo en frecuencia de resonancia, y,, s la forma del modo
n-esimo, g, es el autovalor correspondiente al modo n-ésimo, &, es la

_1mg

posicion de adsorcion normalizada a la longitud de la palanca, 4,, = >~
es la relacion entre la masa del adsorbato y la masa del resonador y que

llamaremos término de masa, mientras que el término A, = =%, |o

2 V.E.
[lamaremos término de rigidez. Donde T, contiene informacion sobre la
forma del adsorbato y los efectos de borde descritos anteriormente. Al
término T,E,, lo llamaremos mddulo de Young efectivo del adsorbato.
Como se puede ver en la ecuacion 5.29, mientras que el cambio relativo
en la frecuencia de resonancia tiene una dependencia lineal con los
términos de masa y rigidez, la dependencia es no lineal con la posicién
de adsorcién. Esto implica que conociendo la posicién de adsorcién
podremos obtener los términos de masa y rigidez a partir de dos
ecuaciones, siempre y cuando sean linealmente independientes.
Supongamos que medimos N modos, la ecuacion 5.29 se puede ver como
un sistema de N ecuaciones con tres incognitas: &, A,, Y A,.

Con el espectrémetro de masa y rigidez desarrollado se pueden
seguir hasta 6 frecuencias de oscilacion simultaneamente (Apéndice A)
mediante el uso de un amplificador lock-in con PLL y la opcidn de multi-
frecuencia (HF2LI-PLL-MF, Zurich Instruments). Ademas, el ruido en
frecuencia se puede asumir como gaussiano?® de tal forma que estamos
en condiciones de definir la funcion de densidad de probabilidad®2%% |
PDF (del inglés “Probability Density Function”) de los cambios relativos
en frecuencia para cada modo n, como:

_(-Qn_lf‘n)z
20p,

e

PDF(Q,) = oI (5.30)
Donde u, Yy g, son el valor medio y la desviacion estandar del
cambio relativo en frecuencia medidos experimentalmente con el
espectrometro correspondiente al modo n. Como en nuestro caso
medimos N modos de manera simultanea, definimos la funcion densidad
de probabilidad conjunta, JPDF (del inglés “Joint Probability Density
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Function”), que nos da la probabilidad de que ocurran N saltos en N
modos de vibracion de manera simultdnea. Como todas las funciones de
densidad individuales son normales, la funcién conjunta serd una
distribucion multinormal®, es decir:

_(@-mzi@-m)" (5.31)
2
@mN/2 12l

Donde @ = (Q,,94,...,Qy), M €s el vector de valores medios del
cambio relativo en frecuencia y = es la matriz de covarianza:

JPDF(Q) = ¢

M= (ﬂl, Uz, "'nuN) (532)
of 0102P12 -+ O10NP1N
y = 9192P12 0'22 (5.33)
0'10Np1N O'AZI

Donde p;; es la correlacion entre los modos i y j. u; Y o; son la
media experimental y la desviacion estandar del cambio relativo en
frecuencia del modo i medidos con el espectrometro de masa y rigidez.
Para obtener el valor de la posicion de adsorcion, el término de masa y
el término de rigidez es necesario expresar la ecuacion 5.31 en funcion
de las variables: &, A,, ¥ A,. Para ello utilizamos la ecuacion 5.29 en la
ecuacion 5.31 de tal manera que podemos escribir la funcion densidad
de probabilidad conjunta como: JPDF(&,, A, As)

La resolucion del problema inverso consiste en encontrar el trio
de valores (&, A, A) que maximiza la funcion densidad de probabilidad
conjunta. Matematicamente, esto es equivalente a encontrar el trio de
valores que minimizan el siguiente funcional?®:

F = (Q(Eo, A, As) — M)~ (Q(Eg, Ay, A) — M)" (5.34)

Por lo tanto, el problema se reduce a encontrar los valores de
posicion de adsorcion, término de masa y término de rigidez que
minimicen el funcional dado por la ecuacion 5.34. A continuacion, se
detallan los experimentos donde se ha aplicado el algoritmo del problema
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inverso para la obtencion de la posicion de adsorcion, el término de masa
y el término de rigidez.

5.3. ESPECTROMETRIA DE MASA Y RIGIDEZ DE NANO-

PARTICULAS DE ORO

En este apartado se detallan las medidas experimentales
realizadas con el espectrdmetro de masa y rigidez de nanoparticulas de
oro (GNPs) y se pone en préactica el método del problema inverso. Los
experimentos fueron realizados utilizando el espectrometro descrito
previamente en el capitulo 4. Para ello se han utilizado nanoparticulas de
oro 100 nm de diametro (Sigma Aldrich), las cuales se presentan en una
solucion de buffer de citrato. La disolucidn utilizada en el espectrometro
fue preparada con la ayuda de la Dr. Priscila Monteiro Kosaka del grupo
de Bionanomecénica del Instituto de Microelectronica de Madrid, IMM-
CSIC. Las GNPs son previamente lavadas mediante centrifugacion y
filtrado (8000 rpm, 10 min, 25°C ) en un vial de 1 mL, del cual 950 pL del
liquido sobrante es retirado del vial y se afiaden 950 uL de agua Milli-Q®
de nuevo al vial de 1mL, repitiendo el proceso de lavado y centrifugado
por triplicado. Este proceso se realiza para evitar la presencia de sales de
la solucidon del buffer comercial y otras impurezas que puedan producir
ruidos indeseados en las medidas de los cambios relativos de la
frecuencia de resonancia. En el tltimo paso del lavado, las particulas son
resuspendidas en una disolucion preparada con agua Milli-Q® con 0.5%
de Tween 20® que, como ya se ha mencionado en el capitulo anterior, es
un tensoactivo tipo polisorbato que disminuye la tension superficial de
la disolucion permitiendo la formacién del cono de Taylor y, por tanto,
la consiguiente nebulizacion de las particulas, aplicando un menor
voltaje a la disolucién. La concentracion de las GNPs se caracterizo
mediante un  Bioespectrofotometro  (Eppendorf) siguiendo el
procedimiento descrito por Haiss®l. La disolucion es ajustada para
conseguir una concentracion de 3-10° GNPs/mL. Destacar que, durante
el desarrollo de este trabajo se han probado diferentes tipos de
disoluciones y concentraciones para las GNPs, desde el mismo buffer de
citrato sin ningun filtrado ni tratamiento, el cual producia muchos
cristales de sal en el resonador y, por tanto, eventos producidos por
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adsorciones no deseadas, hasta disoluciones de 50:50 agua Milli-Q® y
etanol, pasando por disoluciones de agua Milli-Q® con diferentes
concentraciones de sales tipo NaCl, las cuales producian inestabilidades
en el cono de Taylor. Finalmente, la disolucién utilizada para los
experimentos con nanoparticulas ha sido la preparada con agua Milli-Q®
con 0.5% de Tween 20® consiguiendo, de esta manera, un cono de Taylor
estable, asi como la ausencia de cristales de sal en la superficie del
resonador. A continuacion, se describe y caracteriza la palanca utilizada
en el espectrometro de masa y rigidez para los experimentos realizados
con las GNPs.
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Figura 5.5. a. Imagen SEM en falso color de la micropalanca de nitruro de silicio
utilizada para los experimentos con las GNPs, cuya longitud nominal es de 50 um,
anchura 15 um y espesor 100 nm. b. Resonancia experimental del primer modo
flexural de vibracién medido en aire mediante el método de deflexion del haz
obteniendo una frecuencia de f = 44.08 kHz, y un factor de calidad de Q = 5.62.
Los puntos azules son los datos experimentales mientras que la linea negra representa
el ajuste a la ecuacién 1.81.

En la figura 5.5a se muestra una imagen de SEM, en falso color,
de la micropalanca de nitruro de silicio (si;n,) utilizada para los
experimentos con las GNPs. Las dimensiones de la palanca han sido
caracterizadas mediante SEM de alta definicion obteniendo una longitud
de L, = 50.60 + 0.17 wm, anchura b, = 14.68 + 0.06 um Yy €SPesOr h, =
99.6 + 2.8 nm. La figura 5.5b muestra la frecuencia de resonancia del
primer modo flexural, caracterizados en aire y a temperatura ambiente
mediante el método de deflexidn del haz. La respuesta en frecuencia se
ha ajustado usando la ecuacion 1.81 del oscilador armonico descrito en
el capitulo 1, obteniendo una frecuencia de resonancia de f; = 44.08 +
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0.01 kHz y un factor de calidad de @, = 5.62 £+ 0.02. Utilizando la teoria
descrita por el profesor John E. Sader®233, las dimensiones de la palanca,
la frecuencia y el factor de calidad se obtienen los valores de la densidad,
pe = 3374+ 94 kg/m®, y modulo de Young, E.=241+22GPa, del
resonador. La caracterizacion del resonador nanomecanico es necesaria
para poder obtener la masa y el modulo de Young efectivo del adsorbato,
como se puede deducir de los términos de masa y rigidez descritos
anteriormente: (4,,, A;).

5.3.1. VERIFICACION DEL ALGORITMO DEL PROBLEMA INVERSO

Para verificar el desarrollo teérico explicado anteriormente se ha
realizado un experimento consistente en la deposicion de siete
nanoparticulas de oro individuales y su posterior localizacion mediante
inspeccion optica, con la ayuda de un microscopio en campo oscuro® y
de un microscopio electronico de barrido. Durante la deposicion se ha
utilizado el espectrometro de masa y rigidez y se han detectado un total
de siete eventos utilizando el amplificador lock-in con PLL para los tres
primeros modos flexurales de vibracion de la micropalanca.
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Figura 5.6. Amplitudes normalizadas de la frecuencias de resonancia de la palanca
utilizada para los experimentos con las GNPs, fluctuaciones del cambio relativo en
frecuencia en partes por milldn y desviacién de Allan correspondiente para a. primer
modo  (negro), f1~51.3kHz,Q,~150, b. segundo modo (azul),
f2~319.4 kHz,Q,~1100 y c. tercer modo (rojo) flexural de vibracion,
f3~863.8 kHz, Q;~1500.
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En la figura 5.6 se muestran las respuestas en frecuencia de los
tres primeros modos flexurales de la micropalanca medidos a 0.1 mbar en
la etapa de deteccion del espectrometro descrito en el capitulo 4
mediante la técnica de deflexion del haz (Apéndice A), asi como una
grabacion de 200s de las fluctuaciones en la frecuencia relativa y la
desviacion Allan®223% correspondiente antes de comenzar con la
adsorcion de nanoparticulas (ver ecuacion 3.4 en el capitulo 3.3.3). La
frecuencia de resonancia y el factor de calidad son: para el primer modo
flexural fi~51.3 kHz,Q,~150, para el segundo modo
f>~319.4 kHz, Q;~1100, y para el tercer modo f;~863.8 kHz, Q;~1500. Para
calcular las frecuencias y factores de calidad se ajustan las respuestas en
frecuencia de resonancia de la figura 5.6 utilizando la ecuacion 1.81 del
oscilador armoénico. La desviacion Allan, o,,.,(z) para las tres primeras
frecuencias flexurales de oscilacién al tiempo de adquisiciéon de 70 ms
son 6.0, 2.3y 1.0 p.p.m. respectivamente. En el experimento con GNPs el
lock-in con PLL adquiere un punto de las frecuencias de oscilacion, de
cada uno de los tres modos, cada 70 ms. Este tiempo de muestreo es méas
que suficiente para asegurarnos de que solo se produzca una adsorcion
dentro del tiempo de adquisicion.

La figura 5.7a muestra la medida en tiempo real del cambio
relativo en frecuencias de resonancia en partes por millén de los tres
primeros modos flexurales de vibracion de la micropalanca durante la
adsorcion de las siete nanoparticulas de oro. Se observan siete eventos
los cuales han sido numerados para su identificacion sobre la superficie
del resonador. Mediante un software implementado en Matlab se calcula
el cambio relativo en la frecuencia de resonancia para cada evento
teniendo en cuenta que: i) el cambio en frecuencia ocurre mas rapido que
el tiempo de adquisicion, que en este caso es 70 ms, ii) el cambio ha de
ser mayor al menos que el doble de la desviacion Allan del ruido en
frecuencia y iii) debe producirse un cambio en frecuencia en, al menos,
dos modos simultaneamente.

Finalmente, los valores del cambio relativo en frecuencia, asi
como la desviacion estandar del mismo, son utilizados en el algoritmo
del problema inverso para calcular el minimo del funcional 5.34. Con los
siete eventos medidos con el espectrometro (ver figura 5.7a), se ha
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aplicado el método del problema inverso y se ha calculado la posicién de
adsorcion de las siete GNPs.
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Figura5.7. a. Medida en tiempo real del cambio relativo en la frecuencia de resonancia
de los tres primeros modos flexurales de vibracion durante la adsorcién de GNPs. Se
observan siete eventos en frecuencia en un tiempo de 20 min, que han sido numerados
e identificados en (b). b. Imagenes de campo oscuro y SEM donde se observan
claramente las GNPs. c¢. Gréfica de la posicion de adsorcion calculada mediante el
algoritmo del problema inverso frente a las posiciones obtenidas mediante la inspeccion
Optica, observandose una excelente correlacion.

Con el fin de corroborar las posiciones obtenidas mediante la
resolucion del problema inverso, la micropalanca utilizada se
inspecciona con un microscopio Optico en campo oscuro®* (LU Plan
Fluor, AN: 0.8, Nikon) y con un SEM de alta resolucion (SEM, FEI
Verios 460) obteniendo la posicion de las particulas sobre la palanca??.
La grafica de la figura 5.7c muestra una perfecta correlacién entre los
datos obtenidos con el algoritmo del problema inverso y mediante la
inspeccion oOptica y SEM. En la imagen de SEM de falso color de la
figura 5.7b se distinguen perfectamente las GNPs (en azul cian) sobre la
superficie de la micropalanca. Este experimento pone de manifiesto el
potencial de la teoria de la espectrometria nanomecanica y el sistema
experimental desarrollado, validando el algoritmo del problema inverso.
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5.3.2. ESPECTROMETRIA DE GNPS

A continuacion, se analizan un total de 120 eventos durante la
adsorcion de GNPs mediante el algoritmo del problema inverso. En los
experimentos realizados con las GNPs se han seguido los tres primeros
modos flexurales de vibracion mediante el amplificador lock-in con PLL.
Destacar que, durante la realizacion de este trabajo de tesis doctoral, se
realizaron muchos experimentos y se almacenaron centenares de
cambios en frecuencia pero, finalmente, mediante el software
desarrollado en Matlab con las condiciones descritas anteriormente, se
han seleccionado un total de 120 eventos. Destacar también que las
medidas realizadas con el espectrometro de masa y rigidez con las GNPs
se consigue una eficiencia de adsorcion de nanoparticulas mucho mayor
que en los experimentos descritos anteriormente para la verificacion del
algoritmo del problema inverso, donde se han detectado siete saltos en
aproximadamente 20 min. Esto es debido a que para la deposicién de las
siete GNPs se ha posicionado el resonador sobre el soporte en la etapa
de deteccidn (ver capitulo 4.3.3) lejos de la zona de méaxima adsorcién
de particulas, ya que nos interesaba tener pocas GNPs para poder realizar
la inspeccidn oOptica.

La figura 5.8a muestra una serie imagen en campo oscuro®* de las
GNPs adsorbidas sobre un sustrato limpio de silicio después de 15 min,
30 min, 45 min Y 60min de nebulizacién con el espectrometro de masa y
rigidez. La figura 5.8b muestra una ampliacion de la zona central de la
figura 5.8a después de nebulizar 60min donde se distinguen
perfectamente las GNPs sobre la superficie del sustrato de silicio. La
figura 5.8c representa la densidad superficial de GNPs en funcion del
radio para un tiempo de nebulizacion de 60 min. El centro del radio es
calculado como el centro masas de todas las GNPs que aparecen en la
imagen de campo oscuro. Se aprecia claramente como decae la densidad
de GNPs a medida que nos alejamos del centro de la nube.
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Figura 5.8. a. Serie de imagenes Opticas en campo oscuro de las GNPs para diferentes
tiempos de nebulizacion: 15, 30, 45 y 60 min. b Imagen ampliada de las GNPs en
campo oscuro de la region recuadrada en la imagen de 60 min, donde se distinguen
las GNPs. c. Densidad superficial de GNPs en funcidn del radio después de nebulizar
el sustrato durante 60 min. El centro del radio se calcula como el centro de masas de
la distribucion de las GNPs. d. Densidad superficial de GNPs para diferentes tiempos
de nebulizacion (puntos azules) y ajuste lineal (linea roja discontinua) utilizada para
estimar la eficiencia del flujo de GNPs sobre la superficie del resonador.

Por ultimo, la figura 5.8d representa la densidad superficial de
GNPs, calculada en un circulo de radio 300 um y con centro el centro de
masas de la distribucién de nanoparticulas, en funcion del tiempo de
nebulizacién (simbolos). El ajuste (linea roja discontinua) arroja un flujo
de nanoparticulas de ~250 GNPs/min en un area de 300%m um?, es decir,
aproximadamente 103 (GNPs/um?-min) . Como la palanca utilizada
tiene un area de ~750 um? se estima aproximadamente un evento por
minuto.

La figura 5.9 muestra una de las medidas en tiempo real del
cambio relativo en frecuencia de los tres primeros modos flexurales de
vibracion durante la adsorcion de GNPs sobre la palanca, donde se
observan claramente los cambios en frecuencia relativa simultaneos e
instantaneos. El tiempo total de la medida es de aproximadamente
80 min. En la grafica ampliada, entre el tiempo 1000s y 2000s, Se
observan con mayor detalle los saltos en frecuencia producidos por la
adsorcion de GNPs individuales. Los experimentos con el espectrometro
de masa y rigidez nanomecanico muestran, de media, aproximadamente
una adsorcion cada minuto, en buen acuerdo con la gréafica de la figura
5.8d.
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Figura 5.9. a. Medida en tiempo real durante aproximadamente 80 min de los tres
primeros modos flexurales de vibracion durante la adsorcion de GNPs. b. Zoom de la
zona comprendida entre 1000s y 2000 s. Se observan saltos instantaneos y
simultaneos en las frecuencias de resonancia en el momento en que cada nanoparticula
es adsorbida sobre la superficie del resonador.

Después de aplicar el problema inverso a las 120 adsorciones se
calcula la funcion densidad de probabilidad de la masa y del modulo de
Young efectivo dado por T,E, de las GNPs. Para recalcar la importancia
del término de considerar la rigidez del sistema, se realiza el calculo de
la masa de las GNPs con la teoria de la espectrometria nanomecanica sin
tener en cuenta el término de rigidez!*>?°?° La masa de las
nanoparticulas considerando el término de rigidez es de 11.6 + 3.8 fg,
mientras que si no consideramos el término de rigidez en la
minimizacién del funcional dado por la ecuacion 5.34 la masa decrece a
10.3 + 3.7 fg, es decir, no considerar la rigidez subestima la masa de los
adsorbatos en un 10%, aproximadamente, lo que pone de manifiesto la
importancia del término de rigidez para calcular la masa de los
adsorbatos con mayor precision?? en espectrometria nanomecanica.

Con el fin de corroborar los resultados experimentales obtenidos
mediante la espectrometria nanomecanica, las nanoparticulas de oro han
sido calibradas mediante dos técnicas de caracterizacion diferentes:
mediante SEM de alta definicion y mediante un AFM. Para ello una
muestra de silicio de 5 x 5mm fue limpiada cuidadosamente con una
solucion de Piranha durante 15 min, enjuagada por triplicado con agua
Milli-Q® y secada bajo un flujo de N2. El sustrato limpio de silicio se
sumerge en una solucion de 0.001% w/v de poli-lisyne en agua Milli-Q®
durante 60 min y a 25 °C bajo una agitacion suave. Después, la muestra de
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silicio es sumergida en una solucion de GNPs con una concentracion de
108 GNPs/mL en agua Milli-Q® durante 60 min. Finalmente es aclarada
con agua Milli-Q® y secada bajo un flujo de N.. La muestra fue
inspeccionada en el SEM mediante la adquisicion de 100 imagenes de
1x 1um?, como se puede observar en la figura 5.10a. Las imagenes
fueron tratadas con el programa ImageJ, midiendo un total de 260 GNPs,
mediante el cual se realiza el calculo de su area, suponiendo que son
perfectamente esféricas. Conociendo la densidad del oro pg,, =
19300 kg/m? se calcula la densidad de probabilidad en masa de las GNPs
caracterizadas mediante SEM, como se observa en la figura 5.10Db,
obteniendo un valor medio en masa de 11.6 +5.7 fg, en muy buen
acuerdo con la masa obtenida con el espectrometro nanomecanico.
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Figura 5.10. a. Imagenes de SEM de las GNPs depositadas sobre un sustrato de silicio
y b. gréfica de la densidad de probabilidad calculada a partir de la medida de 260
nanoparticulas obteniendo una masa de 11.6 + 5.7 fg.

A su vez, se caracterizaron mediante AFM (Bruker) un total de
215 nanoparticulas arrojando un valor medio de la masa de las GNPs de
11.4 + 2.8 fg. La figura 5.11 muestra una imagen de AFM de la medida
de las alturas de las GNPs utilizando el modo “PeakForce Tapping”.
Conociendo la altura de las nanoparticulas medidas por AFM vy
considerando las nanoparticulas perfectamente esféricas se calcula la
densidad de probabilidad en masa. EI AFM fue previamente calibrado
utilizando una muestra de calibracion (TGS1, NT-MDT). La altura
media de las GNPs es de 103 + 9 nm.
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Figura 5.11. a. Imagen de AFM para la calibraciéon de las GNPs y b. densidad de
probabilidad calculada a partir de la medida de la altura mediante AFM de 215
nanoparticulas obteniendo una media en masade 11.4 + 2.8 fg.

Finalmente, en la figura 5.12a se representa la densidad de
probabilidad de la masa de las 120 GNPs depositadas sobre la palanca
mediante el espectrémetro de masa y rigidez, considerando y
despreciando el término de rigidez, asi como la densidad de probabilidad
calculada a partir de las imagenes SEM. La figura 5.12b muestra una
imagen SEM en falso color donde se distinguen perfectamente las GNPs
(azul cian) sobre la superficie del resonador después de los experimentos.
Como se puede observar, la caracterizacion realiza mediante SEM y
AFM estan en muy buen acuerdo con el valor obtenido considerando el
término de rigidez en la teoria de la espectrometria nanomecanica.
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Figura 5.12. a. Densidad de probabilidad de la masa de las GNPs medidas con el
espectrometro y aplicando el algoritmo del problema inverso considerando rigidez
(rojo) y despreciando rigidez (azul). Calibracion de la masa de las GNPs mediante SEM
(linea discontinua) la cual se ajusta perfectamente con la masa considerando rigidez.
b. Imagen SEM en falso color de una palanca después de la adsorcion de GNPs. Se
puede observar las zonas 1 y 2 ampliadas donde se distinguen perfectamente las GNPs.

En la figura 5.13 se representa la distribucion de probabilidad del
modulo de Young efectivo dado por el término T,E,, donde recordemos
que el término T, tiene informacion sobre la forma del adsorbato y los
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efectos de borde que se han descrito en la seccion anterior. Para calcular
la rigidez efectiva es necesario conocer el volumen de las GNPs, ya que
1VgEq

A =-20T,. Para ello se ha usado el valor obtenido de la masa para cada
ctc

adsorcion y el valor de la densidad del oro para estimar el volumen de
las nanoparticulas. La medida de la rigidez efectiva se realiza para
corroborar los valores obtenidos, ya que para caracterizar las particulas
seria suficiente clasificarla mediante el término de masa y el término de
rigidez, es decir: A,,, A, que son nuestros observables.

El valor medio de la rigidez efectiva del adsorbato es 130 +
96 GPa. El efecto de la rigidez de una GNPs adsorbida sobre la superficie
del resonador deberia ser despreciable, ya que se considera como una
masa puntual y los efectos de borde serian enormes como hemos visto
anteriormente. Sin embargo, los resultados experimentales arrojan un
valor de la rigidez efectiva considerable.
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Figura 5.13. Densidad de probabilidad de la rigidez efectiva de las 120 GNPs calculada
utilizando el algoritmo del problema inverso. En la imagen SEM en falso color se puede
ver la palanca de perfil (naranja) utilizada durante la adsorcién de nanoparticulas (azul
cian) donde se aprecia la fuerte adhesion entre las nanoparticulas y la palanca

Para explicar el efecto de la rigidez, las GNPs depositadas
mediante el espectrometro de masa y rigidez han sido inspeccionadas
mediante SEM y AFM, donde se puede apreciar como las nanoparticulas
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se aplastan contra la superficie del resonador disminuyendo su altura y
aumentando considerablemente la superficie de contacto, como se puede
ver en la imagen SEM en falso color de la figura 5.13. En la figura 5.14a
se representa las medidas realizadas con el AFM de las GNPs adsorbidas
después de su nebulizacion con el espectrometro sobre la superficie de
la palanca, las cuales arrojan un valor medio de altura de 59.0 + 7.8 nm,
como se puede observar en el histograma de la figura 5.14b. La altura
medida es un 59% menos que la altura nominal media aportada por el
fabricante, asi como las medidas de AFM realizadas antes de la
nebulizacion (figura 5.11). Este aplastamiento al que son sometidas,
debido probablemente al impacto y a las fuerzas de adhesion, nos
permiten obtener un valor de la rigidez efectiva.
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Figura 5.14. a. Imagen de AFM de las alturas de las GNPs después de su nebulizacién
y b. histograma el cual arroja un valor medio de la altura de 59.0 + 7.8 nm.

Con el fin de comprobar el efecto de la rigidez efectiva, se han
realizados simulaciones por elementos finitos, considerando la forma
aplastada las nanoparticulas, es decir, como casquetes esféricos de altura
60 nm, como la obtenida por AFM después de los experimentos, y un
volumen de v = 5.24 x 10° nm? correspondiente al de una nanoparticula
de 100 nm de didmetro. Se calculan los cambios relativos en frecuencia
para los tres primeros modos flexurales de vibracion variando la posicion
a lo largo de la palanca. A continuacion, se aplica el algoritmo del
problema inverso obteniéndose una rigidez efectiva promedia de 165 GPa
en buena concordancia con los resultados experimentales?®. Las
simulaciones fueron realizadas por el Dr. Jose Jaime Ruz.
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La forma poco homogénea de la densidad de probabilidad de la
rigidez efectiva de las GNPs que se observa en la figura 5.13 es debida a
la forma de la adsorcién de las nanoparticulas las cuales, como es légico,
no se adhieren de la misma manera y, por tanto, los efectos de borde son
diferentes en cada una de las adsorciones..

Estos experimentos muestran por primera vez la medida
simultanea de lamasa y la rigidez efectiva de nanoparticulas individuales
con espectrometria nanomecanica.

5.4. ESPECTROMETRIA DE MASA Y RIGIDEZ DE

BACTERIAS E. COLI

Finalmente, aplicamos la técnica de la espectrometria
nanomecénica para la medida de la masa y rigidez de bacterias
individuales. La caracterizacion de microorganismos es esencial para el
diagnostico rapido de enfermedades y el tratamiento efectivo de
infecciones. La mayoria de las técnicas utilizadas se basan en el estudio
de las propiedades medias de una poblacion, ignorando la gran
heterogeneidad que existe entre las diferentes células. La técnica
desarrollada durante este trabajo de tesis doctoral nos permite analizar,
con un alto rendimiento, microorganismos individuales mediante la
caracterizacion de dos coordenadas ortogonales: el término de masa y el
término de rigidez. Ambos pardmetros nos proporcionan informacion
sobre la conformacion estructural, propiedades patoldgicas y
propiedades mecanicas®®. La masa de entidades bioldgicas intactas es
generalmente estimada mediante SEM o interferometria Optica, sin
embargo, estas medidas son indirectas y requieren asunciones sobre las
propiedades de los materiales que conforman la célula®’. Por otro lado,
la técnica méas utilizada para la caracterizacion de las propiedades
mecanicas es la nano-indentacion® mediante el contacto entre una punta
de AFM y la entidad biolégica®. Sin embargo, el AFM es una técnica de
caracterizacion lenta, ya que se basa en la indentacion punto a punto de
toda la superficie de las células. Por lo tanto, el espectrometro
nanomecanico desarrollado en este trabajo se postula como un excelente
candidato para la caracterizacion de complejos bioldgicos, sorteando los
problemas de las técnicas estandares de caracterizacion.
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En este apartado se detallan los resultados obtenidos en el
espectrometro nanomecéanico con bacterias Escherichia coli DH5a (E.
coli). Las células han sido cedidas por el Dr. Jesis Mingorance del
Departamento de Microbiologia del Hospital La Paz (Madrid). Las
disoluciones fueron preparadas por la Dra. Carmen Martinez
Dominguez. Para la preparacion de la disolucion 10 mL de buffer Luria-
Bertani (LB, Sigma-Aldrich) se inoculd con 50 uL de cultivo E. coli en
fase estacionaria y se cultivaron durante toda la noche a 37°C con
agitacion suave antes de su utilizacion. Para evitar la formacién de
residuos en el medio de cultivo, las bacterias fueron recolectadas
mediante centrifugacion a 4400 rpm durante 25 min a 20°C, repitiendo el
proceso por triplicado. Finalmente, las bacterias son resuspendidas en
50% propanol-2/agua Milli-Q®, siguiendo el procedimiento descrito por
Goodacre®. La concentracion de las bacterias se ajustd a 10° bacterias/
mlL caracterizadas mediante un Bioespectrofotometro (Eppendorf).

Los resonadores utilizados para los experimentos con las
bacterias son palancas comerciales de nitruro de silicio con una capa de
Ti/Au de 45nm de espesor para mejorar la reflexion del laser (MLCT-
010, Bruker). Cada uno de estos chips comerciales estan compuestos por
6 resonadores, 5 de ellos son triangulares y uno es rectangular. Para los
experimentos se ha utilizado el rectangular. Las dimensiones nominales
proporcionadas por el fabricante son 200um de longitud, 20 um de
anchura y 0.55 um de espesor. Las dimensiones exactas, al igual que para
la palanca utilizada en los experimentos con las GNPs, fueron
caracterizadas mediante SEM para la correcta calibracién de las
micropalancas, obteniendo una longitud L. =201.27 +0.76 um, una
anchura b, =23.42+0.38um Yy Un espesor h, = 556 + 10 nm. La figura
5.15a muestra una imagen en SEM de una palanca como la utilizada para
los experimentos con las bacterias y en la figura 5.15b se muestra una
grafica del ruido termomecanico de la frecuencia de resonancia del
primer modo flexural de vibracion medido en aire.
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Figura 5.15. a. Imagen SEM del chip utilizado para los experimentos con las bacterias.
Se puede distinguir el resonador tipo palanca. b. Pico de resonancia del primer modo
flexural de vibracion en aire: f = 14.55 kHz, Q = 22.42. Los puntos azules son los
datos experimentales mientras que la linea negra representa el ajuste a la ecuacién 1.81.

Al igual que en la espectrometria de las nanoparticulas, la palanca
utilizada para los experimentos con las bacterias ha sido calibrada
mediante el método de Sader®>®. A partir de la medida del espectro
termomecénico del primer modo flexural de la palanca en aire obtenemos
la frecuencia de resonancia, f = 14.55 kHz, y el factor de calidad, @ =
22.42 kHz mediante un ajuste (linea negra) utilizando la ecuacién 1.81.
Con estos valores y las dimensiones del resonador caracterizadas
mediante SEM se obtiene una densidad de p. = 4127 + 103 kg/m® y un
modulo de Young de E, = 171 + 13 GPa. La calibracion de la palanca es
necesaria para el desacoplo de la masa y rigidez del resonador del de las
bacterias.

5.4.1. ESPECTROMETRIA DE BACTERIAS

En este apartado se detallan las medidas realizadas durante la
adsorcion de las bacterias. En este caso, se han seguido los cuatro
primeros modos flexurales de vibracion de la palanca. La figura 5.16
muestra los espectros de resonancia de los cuatro primeros modos
flexurales de vibracion medidos mediante la técnica de deflexion del haz
a 0.1 mbar en la etapa de deteccion del espectrémetro de masa y rigidez.
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Figura 5.16. Frecuencia de resonancia de: a. primer modo (negro), f1 =
14.97 kHz,Q, = 370, b. segundo modo f, = 93.64 kHz,Q, = 720, c. tercer

modo f; = 262.24 kHz, Q; = 1500 y d. cuarto modo f, = 514.46 kHz,Q, =
2000 flexural de vibracién de una palanca como la utilizada en los experimentos con
las bacterias medidas a 0. 1 mbar en el espectrometro.

La frecuencia de resonancia y el factor de calidad para el primer
modo flexural son f,~14.97 kHz, Q,~370, para el segundo modo son
f,~93.64 kHz, Q,;~720, para el tercero modo son f;~262.24 kHz, Q;~1500 Y
para el cuarto f,~514.46 kHz, Q,~2000. L0S espectros de resonancia son
ajustados a la ecuacion 1.81 para calcular el factor de calidad y la
frecuencia de resonancia.
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Figura 5.17. cambio en frecuencia relativa en partes por millon y desviacion de Allan
para: a. primer modo, b. segundo modo, c. tercer modo y d. cuarto modo flexural de
una palanca como la utilizada en los experimentos con las bacterias.

La figura 5.17 muestra una medida de la frecuencia relativa
durante 200s y la desviacion de Allan correspondiente de los cuatro
primeros modos flexurales de vibracién de la palanca utilizada para los
experimentos con las bacterias antes de comenzar la nebulizacion. El
tiempo de adquisicion utilizado en el amplificador lock-in con PLL para
los experimentos con las bacterias es de 20 ms, es decir, el PLL adquiere
un punto cada 20 ms. La desviacion de Allan para los cuatro primeros
modos flexurales de vibracion a eso tiempo de adquisicion son 0.82, 0.10,
0.02 Yy 0.03 p.p.m., respectivamente. La desviacion de Allan se utiliza para
calcular el cambio minimo en la frecuencia relativa que es considerado
como una adsorcion de bacteria, como ya se ha explicado en la
espectrometria con GNPs.

148



d
0
~
S
o
E-2004
(-
P
< ] -
——Primer Modo
—— Segundo Modo
-400 1 ——Tercer Modo
—— Cuarto Modo
0 200 400 600 800 1000 1200
b Tiempo (s)

Figura 5.18. a. Medida en tiempo real de los saltos en la frecuencia relativa de los
cuatro primeros modos flexurales de vibracién durante la adsorcion de bacterias. b.
Micropalanca utilizada en los experimentos con las bacterias (Bruker, MLCT-010)
donde se aprecia una bacteria E. coli individual sobre la superficie del resonador. Los
recuadros muestran imagenes de SEM de la bacteria con una mayor amplificacion.

Considerando las mismas condiciones descritas anteriormente en
los experimentos realizados con las GNPs, se han obtenido un total de
189 saltos en frecuencia, los cuales han sido analizados utilizando el
algoritmo del problema inverso. La figura 5.18a muestra una medida en
tiempo real del cambio relativo en la frecuencia de resonancia de los
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cuatro primeros modos flexurales de vibracion durante la adsorcion de
bacterias. Cada salto instantaneo se corresponde con la adsorcion de una
bacteria individual sobre la superficie del resonador. En la figura 5.18b
se muestra una imagen SEM en falso color de una Unica bacteria E. coli
depositada sobre el extremo libre de la micropalanca dentro del
espectrometro de masa y rigidez. En la imagen se puede observar con
claridad que la bacteria esté intacta y fuertemente adherida a la superficie
del resonador.

Las bacterias han sido caracterizadas por microscopia Optica de
campo oscuro y SEM después de su nebulizacion. La longitud media de
las bacterias utilizadas en los experimentos es L, = 1.87 £ 0.52 um Y el
diametro es h, = 0.49 + 0.05 um en buen acuerdo con las dimensiones de
las bacterias en su estructura nativa. La figura 5.19a muestra una serie de
imagenes SEM de las bacterias E. coli sobre la superficie de la
micropalanca, mientras que en la figura 5.19b se pueden observar
iméagenes tomadas en campo oscuro®* con un objetivo 50x Yy 20x.

20 pm

Figura 5.19. a. Iméagenes SEM de bacterias depositadas con el espectrometro. La
imagen superior muestra una E. coli vista de perfil sobre la palanca utilizada como
sensor. Las imagenes inferiores muestran el extremo libre y el anclado del resonador
con bacterias sobre sobre su superficie. b. Imagenes de campo oscuro obtenidas con un
objetivo 50x (izquierda) y 20x (derecha) donde se distinguen las E. coli depositadas
sobre la palanca después de su nebulizacion.

Los resultados obtenidos de las dimensiones de las bacterias son
utilizados para calcular el mddulo de Young a partir del término de
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rigidez, A, el cual es el observable, al igual que en el caso de la
espectrometria de las GNPs.

La figura 5.20 muestra la distribucion de probabilidad en masa
de las bacterias despues de aplicar el algoritmo del problema inverso a
los 189 eventos, considerando y despreciando el término de rigidez.
Como se puede observar, al igual que para el caso de las GNPs, el valor
en masa despreciando el término de rigidez es, aproximadamente, un
10% menor que el valor considerando rigidez, lo cual vuelve a poner de
manifiesto la importancia del término de rigidez en la espectrometria
nanomecanica.
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Figura 5.20. Densidad de probabilidad de masa de las bacterias E. coli aplicando el
algoritmo del problema inverso a las 189 adsorciones considerando la rigidez (rojo) y
despreciando el término de rigidez (azul).

El valor medio obtenido para la masa de las bacterias E. coli es
de 318 + 95 fg, la cual concuerda con los valores estimados de la masa
de una bacteria E. coli seca obtenidos mediante SEM y resonadores
suspendidos con microcanales®”4!. La amplia distribucion de la densidad
de probabilidad en masa es debido a la gran heterogeneidad en tamario y
propiedades mecanicas, tipica de las poblaciones celulares como se
comprobd con inspeccion Optica y de SEM (ver figura 5.19).

Para calcular la rigidez efectiva, es decir el termino E,T, de las
bacterias es necesario conocer previamente su volumen, al igual que para
el caso de la espectrometria de las GNPs, ya que el término de rigidez,
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que es el observable que calculamos, viene dado por 4, = >, donde
ctc

conocemos el volumen y el mddulo de Young de la palanca. A su vez
hemos calculado previamente la masa de las bacterias con el algoritmo
del problema inverso. Como ya se ha explicado anteriormente, las
dimensiones de las bacterias han sido caracterizadas mediante SEM y
microscopia de campo oscuro, obteniendo una densidad de masa para las
bacterias de p, = 900 + 100 kg/m*. La figura 5.21 muestra la densidad de
probabilidad de la rigidez efectiva de las bacterias, siendo la primera vez
que se mide la rigidez de entidades bioldgicas individuales mediante
espectrometria nanomecanica?2.
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Figura 5.21. Densidad de probabilidad de la rigidez efectiva obtenida a partir de los
189 saltos de la frecuencia relativa, durante la adsorcion de las bacterias E. coli,
calculada utilizando el algoritmo del problema inverso.

La forma de la distribucion de la rigidez efectiva puede ser
explicada debido a la forma cilindrica caracteristica de las bacterias E.
coli. La forma de la funcion r, para adsorbatos con forma cilindrica ha
sido estudiada en profundidad por Dr. José Jaime Ruz durante la
realizacion de su tesis doctoral, realizando un estudio del virus mosaico
del tabaco® (TMV), el cual también tiene forma cilindrica, obteniendo
que el valor de la funcion r, para este tipo de adsorbatos se puede escribir
como:
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Fe(a' Aal T, 77) = p(ﬂa,T) - go(la'n r]) cos*a — g90(rJ 77) sin* a — Yas (/-{aJ r TI) sin? 2a (535)

Donde se ha considerado que la bacteria es un cilindro de radio
R, Yy longitud L,. Por lo tanto, redefinimos los parametros »n = Z:J Yy, =
ZLT“. Es decir, el parametro A, tiene informacién de cuanto de largo es

a

comparado con su radio, mientras que el término , tiene informacion de
su radio con respecto al espesor de la palanca. Mientras que la definicion
R¢

dep=r =5, donde R, es el radio de contacto entre la bacteria y el

resonador®®, es decir, el radio de la superficie de la bacteria que esta en
contacto directo con la palanca.

Para calcular que forma tiene la funcion densidad de probabilidad
I, se realizaron simulaciones de Monte-Carlo generando un total de 100k
valores para T, utilizando la ecuacion 5.35 y variando los pardmetros de
acuerdo con los valores observados mediante SEM y microscopia de
campo oscuro (figura 5.19). Por lo tanto, el pardmetro 1, se varid
siguiendo una distribucién normal con media 3.81 y desviacion 1.06,
mientras que el pardmetro n se varié siguiendo una distribucion normal
de media 0.88 y desviacion 0.07, el angulo de orientacion entre 0 y 90
grados de manera aleatoria y el parametro r entre 0.1 y 0.6. La funcién de
distribucion obtenida para estos valores se ajusta perfectamente a la
siguiente funcion:

PDF(T,) = (ag + a;T, + a,I2)e~°Te (5.36)

Donde a, = 0.695, a, = —0.556, a, = 0.175 Y ¢ = 0.162 con un coeficiente
R? = 0.992. La forma de esta funcidn densidad de probabilidad es debida
a la diferente contribucion que producen los efectos de borde
dependiendo del angulo de adsorcion, como se ha explicado
anteriormente. Cuando la bacteria es adsorbida longitudinalmente los
efectos de borde son pequefios y la rigidez efectiva aumenta mientras que
si la adsorcion se produce transversalmente los efectos de borde son
enormes Yy la rigidez efectiva serd pequefia. El estudio realizado nos
permite estimar, por primera vez, el modulo de Young de las bacterias
E. coli mediante espectrometria nanomecanica. La figura 5.21 representa
la rigidez efectiva, que llamaremos £, = T,E,. Por lo tanto, la funcion
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analitica para el nuevo ajuste utilizada para estimar el médulo de Young,
E,, viene dada por:

o 2 CE
1 E E =
5 f
PDF(Eef)zE—<a0+a1EL+a2 Ee,z )e Eg
a a a

(5.37)

A partir de la ecuacion 5.37 podemos obtener el valor del médulo
de Young de las bacterias, ya que el parametro E, es el Unico pardmetro
libre del ajuste. Por lo tanto, utilizando los valores experimentales
obtenemos un valor de E, = (4.2 + 1)GPa. En la figura 5.22 se presentan
los valores experimentales obtenidos con el espectrometro, asi como el
ajuste dado por la ecuacion 5.37, del cual se obtiene el valor del médulo
de Young de las bacterias. El valor obtenido puede parecer bastante alto
para tratarse de entidades bioldgicas, pero hay que tener en cuenta que
ha sido obtenido para bacterias secas, ya que los experimentos se realizan
en vacio.
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Figura 5.22. Densidad de probabilidad de la rigidez efectiva de las bacterias E. coli
obtenida después de aplicar el algoritmo del problema inverso a las 189 adsorciones
medidas con el espectrémetro de masa y rigidez. El ajuste obtenido a la ecuacion 5.37
arroja un valor para el mddulo de Young de las bacterias de (4.2 + 1)GPa. Como se
puede ver en los “insets”, los valores de rigidez altos son debidos a la adsorcion
longitudinal sobre la superficie de la palanca, mientras que los valores bajos se
corresponden a adsorciones transversales.
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Para corroborar el valor obtenido mediante espectrometria
nanomecénica se ha medido el modulo de Young mediante
nanoindentacion con AFM. Las bacterias caracterizadas han sido
previamente nebulizadas con el espectrometro sobre un sustrato de
silicio limpio. Se utiliza el modelo DMT (Derjagin, Muller, Topotov)
proporcionado por el software del AFM (Bruker), para la estimacion del
maodulo de Young, el cual puede ser resumido en la siguiente ecuacion:

4 E 1 5.38
F=3a—yn VRS " o
Donde F es la fuerza aplicada, que se obtiene en la curva de la
fuerza a la hora de realizar la indentacion, E es mddulo de Young, que es
el parametro a ajustar, v es el ratio de Poisson, R es el radio de la punta 'y
5 es la profuncidad de indentacion. EI AFM utilizado fue un Nanoscope
IV Multimode (Bruker) en modo “PeakForce Tapping” y la palanca
utilizada para la medida tiene una constante elastica de 200N/m
(TAP525, Bruker) con una punta con un radio de curvatura, calibrado
previamente mediante AFM y SEM, de 250 nm, aproximadamente.

La figura 5.23a muestra una imagen en AFM de una de las
bacterias caracterizadas mediante la técnica de indentacion durante este
trabajo de tesis doctoral.

442 nm b ~ 012+

Densidad de Probabilidad (GPa

4

1 2 3
Modulo de Young (GPa)

Figura 5.23. a. Imagen de altura de una bacteria E. coli caracterizada mediante AFM
después de ser nebulizada con el espectrémetro. La altura media de la bacteria es de
460 + 20 nm. b. Distribucion de la densidad de probabilidad del médulo de Young
obtenido mediante indentacion de la bacteria mostrada en (a) utilizando el modelo
DMT. El valor medio del modulo de Younges 3.6 + 0.8 GPa.
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Los valores del médulo de Young obtenidos para diferentes
bacterias E. coli depositadas con el espectrometro y caracterizadas
mediante indentacién con AFM se encuentran en el rango de 3 — 5 GPa,
lo cual estd en muy buen acuerdo con los resultados obtenidos con el
espectrometro de masa y rigidez. La figura 5.23b muestra la distribucion
de densidad de probabilidad del modulo de Young obtenido mediante el
modelo DMT de la bacteria mostrada en la figura 5.23a. El valor medio
obtenido del moddulo de Young es de 3.6 +0.8GPa. Por lo tanto, la
espectrometria de masa y rigidez nanomecanica se postula como un
excelente candidato para la caracterizacion de complejos
macromoleculares bioldgicos intactos, abriendo la puerta a una nueva
técnica de clasificacién de microorganismos a partir del estudio de sus
dos coordenadas ortogonales: su masa y rigidez.

5.5. CONCLUSIONES

En este ultimo capitulo se ha estudiado la teoria en la cual se basa
la espectrometria nanomecanica, introduciendo, junto al término de
masa, el término de rigidez en el célculo del cambio relativo en
frecuencia producido por la adsorcion de particulas sobre la superficie
de un resonador nanomecénico. Se ha visto como el término de masa
influye en la frecuencia de resonancia haciendo que esta disminuya
mientras que, por otro lado, el término de rigidez hace que la frecuencia
aumente. El nuevo modelo desarrollado tiene en cuenta la forma del
adsorbato y como, debido a su tamafio finito, sus bordes estan libres de
relajarse, lo cual introduce un nuevo término en la teoria de la
espectrometria nanomecanica. Este fenomeno tiene importantes
consecuencias como son la dependencia con el &ngulo de adsorcién sobre
la superficie de la palanca, asi como también el radio de contacto, es
decir, la fuerza de adhesién entre el adsorbato y el resonador,
propiedades importantes que hasta el momento no habian sido tenidas en
cuenta. La teoria desarrollada permite conocer el cambio relativo en
frecuencia producido por un adsorbato, teniendo en cuenta tanto la masa
como la rigidez del mismo. A su vez, se ha desarrollado el algoritmo del
problema inverso para obtener el término de masa, el término de rigidez
y la posicion de adsorcién a partir de los cambios relativos de la
frecuencia de resonancia de varios modos de vibracion. EI método se
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basa en encontrar los valores del término de masa, rigidez y posicion de
adsorcion que maximizan la funcién de densidad de probabilidad
conjunta multinormal para los modos de vibracion, es decir, encontrar
los valores méas probables en masa, rigidez y posicion que generen los
cambios relativos en frecuencia de los diferentes modos de vibracion.

Finalmente se ha comprobado el modelo tedrico desarrollado
mediante la caracterizacion de nanoparticulas y bacterias. Para la medida
de las GNPs se ha verificado la teoria mediante la adsorcion de siete
nanoparticulas y su posterior localizacion mediante SEM y mediante el
algoritmo del problema inverso. Se ha calculado la masa para un total de
120 GNPs considerando y despreciando la rigidez, demostrando que si
no se considera la rigidez se subestima la masa en un 10%. A su vez se
ha calculado la rigidez efectiva de las GNPs corroborando los resultados
con simulaciones por FEM. También se han caracterizado un total de 189
adsorciones de bacterias E. coli calculando su término de masa y rigidez
mediante el algoritmo del problema inverso. Por Gltimo, se ha estimado
el valor del modulo de Young a partir de la teoria desarrollada para
particulas cilindricas y se ha corroborado el resultado con medidas
mediante indentacion por AFM con excelentes resultados.

Los experimentos realizados en este trabajo estiman por primera
vez el modulo de Young de entidades biologicas individuales mediante
la espectrometria nanomecéanica, abriendo las puertas a futuras
aplicaciones para la caracterizacion de complejos bioldgicos
macromoleculares a partir de dos coordenadas ortogonales: término de
masa y término de rigidez.
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APENDICE A

A. Métodos de Transduccion y
Excitacion Nanomecanica

A.1. METODOS DE TRANSDUCCION

En este apéndice se describen los diferentes métodos de deteccidn
y excitacibn mas comdnmente utilizados con resonadores
nanomecanicos, centrandonos en el método de deflexion del haz y la
excitacion piezoeléctrica, ya que son los métodos utilizados en el
espectrometro de masa y rigidez desarrollado en este trabajo.
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Los dispositivos estudiados en esta tesis doctoral son resonadores
micro- y nanomecanicos, como estructuras tipo palanca o puente, los
cuales requieren técnicas de transduccion que permitan monitorizar en
tiempo real sus vibraciones con una resolucion sub-nanométrica. Los
sistemas de medida mas utilizados se pueden agrupar en dos grandes
grupos: los sistemas Opticos y los sistemas eléctricos. Entre los sistemas
de transduccion eléctrica destacan la lectura piezorresistiva, la lectura
piezoeléctrica, la lectura capacitiva y el efecto tunel, mientras que en los
sistemas de transduccion dpticos destacan los sistemas interferométricos
y las técnicas de deflexion del haz. A continuacion, se describiran
brevemente los sistemas de transduccidn eléctrica y Optica mas
utilizados.

A.1.1. METODOS DE TRANSDUCCION ELECTRICA

La piezorresistividad se define como el cambio de la resistividad
de un material debido a su deformacion. Esta propiedad permite medir el
movimiento de los resonadores mediante una medida directa del cambio
de su resistencia®. Para ello es necesario la fabricacion de los resonadores
con materiales piezoresistivos. Las resistencias tipicas en este tipo de
resonadores son del orden de kQ y la configuracion mas utilizada es la
del tipo puente de Wheatstone. Esta técnica tiene la desventaja de que
presentan derivas mecanicas producidos por cambios térmicos propios
del efecto Joule, asi como la necesidad de realizar conexiones eléctricas
externa.

Por otro lado, la lectura piezoeléctrica? requiere la fabricacion de
resonadores con materiales piezoeléctricos, como por ejemplo ZnO. El
efecto piezoeléctrico induce cargas transitorias en la capa piezoeléctrica
cuando se deforma el resonador®. La principal desventaja de este método
de transduccion es la necesidad de realizar contactos eléctricos, asi como
la necesidad de grandes espesores de materiales piezoeléctricos para una
buena transduccién de la sefial y poseen, ademas, poca velocidad de
lectura, la cual esta limitada por el circuito eléctrico.

Otro método de transduccion es el método capacitivo®.Este
método se basa en la medida del cambio de la capacitancia entre un
material conductor en el resonador nanomecanico y otro fijo, separados
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por una pequefa distancia. La capacitancia entre dos placas plano
paralelas es inversamente proporcional a la separacion entre ellas, por lo
tanto, la sensibilidad del método mejora cuanto menor es la separacion.
Una de las desventajas de este método son las variaciones producidas por
el dieléctrico del medio, por lo que estos sistemas no se pueden utilizar
en medios conductores como soluciones con electrolitos tipo sales, asi
como la necesidad de realizar conexiones eléctricas, al igual que todos
los métodos de transduccidn eléctricos. Por otro lado, tanto los métodos
piezoresistivos y piezoelétricos como los métodos capacitivos tienen la
ventaja de ser compactos y de poder realizar la excitacion y lectura con
el mismo resonador simultdneamente.

Por ultimo, el efecto tinel de los electrones® se produce cuando
la distancia entre una punta afilada y un resonador nanomecanico es
inferior al nanémetro. Cuando se aplica un voltaje entre la punta y el
resonador se produce un flujo de electrones. La corriente tnel depende
de la distancia entre el resonador y la punta, por tanto, monitorizando
esta corriente se puede medir el movimiento del resonador. Estos
sistemas presentan una alta sensibilidad, pero con una respuesta no lineal
y un rango dindmico limitado. Ademas, la fabricacion de este tipo de
dispositivos requiere de un gran esfuerzo, asi como también la necesidad
de realizar conexiones eléctricas con el exterior.

A.1.2. METODOS DE TRANSDUCCION OPTICA

Por otro lado, los sistemas de lecturas épticos destacan por su alta
sensibilidad, su facil implementacion, la posibilidad de utilizarse en
liquidos, asi como de ser métodos de deteccion poco invasivos. Los
métodos de transduccion Optica se pueden dividir en: métodos
interferométricos, métodos de transmision, métodos de deflexion del haz
y métodos optomecanicos.

Los métodos interferométricos se basan en la interferencia
constructiva y destructiva que se produce cuando un haz laser se refleja
entre dos superficies plano-paralelas. Los métodos interferométricos se
caracterizan por tener una alta sensibilidad , por encima de 1 pm/vHz,
(1 pm = 10712 m), permitiendo la deteccion de las vibraciones
termomecanicas de NW°®. Como ya se ha visto en el capitulo 2 una de las
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configuraciones mas utilizadas es la configuracion Fabry-Perrot, la cual
se ha utilizado a lo largo de este trabajo de tesis doctoral para la medida
de las frecuencias de resonancia de los nanohilos de silicio descrito en el
capitulo 2. Otra de las configuraciones es la configuracion tipo
Michelson, en la cual se toma como referencia un espejo fijo, siendo el
resonador el otro punto de reflexion del haz. La configuracién tipo
Michelson es la base de las medidas realizadas en las instalaciones
LIGO, las cuales han conseguido la deteccion de ondas gravitacionales’.

Otro método de transduccion Optico utilizado a lo largo de esta
tesis es el conocido como método de transmision®®, (o “scattering” hacia
delante) el cual se ha utilizado para la medida de los microcapilares de
silice fundido. Este método también ha sido utilizado para la medida de
la frecuencia de resonancia de nanohilos. Como ya se ha mencionado,
uno de los propoésitos del estudio de los SiNWs era su posible
implementacién como sensor en el espectrometro de masa y rigidez. Se
utilizaron nanohilos comerciales de plata/galio (Ag.Ga) crecidos
coaxialmente en la punta afilada de un hilo de tungsteno
(NaugaNeedles).
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Figura A.1. a. Fotografia del sistema experimental usado para la medida de la
frecuencia de resonancia de los NWs de AgzGa mediante el método de transmisién.
b. Esquema del método éptico de transmisién utilizado para la medida del ruido
termomecanico del NWs. La imagen del SEM muestra la amplitud de vibracion del
primer modo del NW. c. Espectro termomecanico del primer modo del NW medido
enaire (f = 1.4 MHz).
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La figura A.1 muestra el sistema experimental utilizado para la
medida de estos resonadores con el primer prototipo del espectrometro.
Para realizar la medida de la resonancia de los nanohilos un laser de
HeNe (1 = 633 nm, 10 mW, Newport) es enfocado en el extremo libre del
resonador por medio de un objetivo 50x (distancia de trabajo 20.5 mm,
apertura numérica 0.42, Mitutoyo) y el haz transmitido es nuevamente
enfocado con otro objetivo 50x de las misma caracteristicas Y,
finalmente, colimado hacia un fotodetector (PDA10A-EC, Thorlabs
Inc.) que recoge la sefial dispersada por el resonador. La figura muestra
un espectro de resonancia termomecénico de un NW de Ag>Ga medido
en aire. La frecuencia de resonancia es de 1476.6 + 0.6 kHz Yy el factor de
calidad de 7.1 +0.1. Estos resonadores, aun presentando muy buenas
caracteristicas para ser utilizados como sensores gracias a su reducida
masa y su alta frecuencia de resonancia, tienen un serio inconveniente
debido a su reducida area de deteccion. Un resonador tipo palanca tiene
una mayor superficie de deteccién, el cual fue uno de los motivos
fundamentales para ser elegidos finalmente como sensores en el
espectrometro de masa Yy rigidez. Estos resonadores unidimensionales
podrian utilizarse en el futuro en un espectrémetro de masa y rigidez que
consiguiera guiar, mediante cuadrupolos o hexapolos por ejemplo, los
analitos al nanohilo.

Por dltimo, los métodos de deteccién optomecanicos basados en
cavidades Opticas presentan la mayor sensibilidad al desplazamiento,

pudiendo alcanzar 10~'® m/+/Hz, es decir, muy por debajo de lo que
mide un atomo®°. El principio fisico de deteccion esta basado en el
acoplamiento de una cavidad Optica a un resonador nanomecanico. La
vibracion del resonador varia las dimensiones de la cavidad optica y, por
tanto, si inyectamos luz en la cavidad, la intensidad estard modulada
debido a esta vibracion®?,

A continuacion, se describe la técnica de deflexion del haz
utilizada en el espectrometro de masa y rigidez para la medida de la
vibracion de las micropalancas.
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A.1.3. TECNICA DE DEFLEXION DEL HAZ

Para la medida de los modos de vibracion de los resonadores
nanomecanicos tipo palanca utilizados como elementos sensor en el
espectrometro de masa y rigidez, se ha utilizado la técnica de deflexion
del haz. Esta técnica consiste en un haz laser, que se enfoca cerca del
extremo libre del resonador, y un fotodetector, el cual recoge la sefial
reflejada en el resonador (figura A.2a).

Fotodetector *

Resonador

Figura A.2. a. Método de deflexion del haz. Un l&ser se enfoca cerca del extremo libre
del resonador y el haz reflejado es recogido por un fotodetector. b. Fotografia de
resonadores tipo palanca y triangulares comerciales utilizados para AFM (Bruker
MLCT-010). c. Representacion esquematica del desplazamiento del haz laser en el
fotodetector debido al cambio de la pendiente entorno a eje X e Y.

El método de deflexion del haz es el més utilizado tanto en AFM
COMO en sensores micro- y nanomecanicos'?%, Mediante este método se
puede medir tanto las deflexiones estaticas** como las dinamicas de los
resonadores'®®, La figura A.2b muestra un chip comercial utilizado en
AFM (MLCT-010, Bruker) donde se pueden distinguir cuatro
resonadores de nitruro de silicio con forma triangular, con longitudes
desde 75 um a 300 wm y un resonador rectangular con una longitud de
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200 um 'y 20 um de ancho. El espesor es de 515 nm con un recubrimiento
de 45 nm oro cuya funcion es mejorar la reflexion del haz laser. El haz
laser utilizado para la medida de los resonadores en el espectrémetro de
masa Y rigidez es de tipo diodo (51nano Fl, Schéafter + Kirchhoff) con
una longitud de onda 1 = (642 + 5) nm. El laser se encuentra acoplado a
una fibra y mediante un colimador (60FC-T, Schafter + Kirchhoff) y una
lente (13M-60, Schafter + Kirchhoff) se enfoca cerca del extremo libre
del resonador.

El foco del laser es de 60 mm, la distancia de trabajo es de 54 mm,
la apertura numérica es de 0.125 y la potencia de laser a la salida es
ajustable entre 0—21mw . El laser también cuenta con un aislante
Faraday para evitar que las reflexiones externas vuelvan a introducirse
en su interior y produzca inestabilidades.

El fotodetector utilizado en la técnica de deflexion del haz puede
ser un fotodiodo sensible a la posicion, PSD (del inglés “Position
Sensitive Detector”) o un fotodiodo segmentado. En este Gltimo caso, la
sefial luminosa de cada segmento se convierte en corriente eléctrica de
manera independiente. También se han conseguido detectar
desplazamientos del orden de Angstroms con fotodetectores no
segmentados, localizando el haz reflejado en el borde de la region
fotosensible!’. El fotodetector (S4349, Hamamatsu) utilizado en el
espectrometro desarrollado en este trabajo de tesis doctoral esta dividido
en 4 cuadrantes o segmentos, QPD (del inglés “Quadrant Photo-
Detector”) como se esquematiza en la figura A.2c. Estos fotodetectores
segmentados presentan la ventaja de ser sensibles tanto a los
desplazamientos flexurales como a los torsionales, como se deduce de la
figura A.2c. La posicion a la que se debe enfocar el haz en el resonador
para obtener la mayor sensibilidad al desplazamiento depende del modo
que se quiera medir, siendo mayor en la zona de mayor pendiente. Por
ejemplo, para medir el primer modo flexural la mejor posicion es cerca
del extremo libre. Mediante esta técnica y la utilizacion de un sistema de
escaneo en 2D se ha conseguido medir matrices de resonadores tipo
palancas obteniendo simultaneamente informacion sobre la topografia
estatica y la forma de los modos de oscilacion®® flexurales y torsionales.
Finalmente, la corriente generada en cada segmento del fotodetector es
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amplificada por medio de unos pre-amplificadores I/V (DHPCA-199,
FEMTO) vy la sefial es adquirida por un amplificador digital lock-in
(HF2LI, Zurich Instruments) con lazo de seguimiento de fase, PLL (del
inglés “Phase-Locked Loop”) y multi-frecuencia. Mediante esta técnica
se consigue medir varias frecuencias de resonancia simultaneamente de
los resonadores utilizados en el espectrometro con una gran resolucion,
detectando cambios relativos en frecuencia del orden de ppm?.

A.2. METODOS DE EXCITACION

Con el fin de excitar los resonadores a sus frecuencias de
resonancia se ha utilizado un metodo de excitacion mecano-acustica
mediante el uso de una cerdmica piezoeléctrica. Principalmente, la
necesidad de excitar los resonadores es debida a dos motivos: por un
lado, la amplitud de vibracion por ruido termomecénico suele ser sub-
nanomeétrica lo cual complicaria su deteccion, y por otro lado para
realizar el seguimiento de las frecuencias de resonancia mediante un PLL
es necesario tener la fase bien definida, por lo tanto, es necesario excitar
el resonador.

Existen diferentes métodos de excitacion como por ejemplo la
excitacion electrostatical®, magnética?, piezoeléctrica®!, térmica®? o por
efecto Joule?®, magnetostrictiva®*, o mediante métodos Gpticos como la
excitacion foto-térmica®® o por fuerzas Opticas?®. A continuacion, se
describe la excitacién piezoeléctrica, ya que es el método de excitacion
utilizado en este trabajo, tanto para los resonadores utilizados en el
espectrometro (capitulos 4 y 5), como para el microcapilar de silice
utilizado como densimetro (capitulo 3).

A.2.1. EXCITACION PIEZOELECTRICA

En el caso del espectrometro y del microcapilar de silice se ha
utilizado una ceramica piezo-eléctrica la cual va adherida al resonador.
En el espectrémetro, el soporte de teflon de la campana del sensor
descrita en la seccién 4.3.3 estd disefiada para albergar una ceramica
piezo-eléctrica de 5mm x 5mm x 2 mm (PICMA®, PImicos). Mediante
cinta de carbono se adhiere el chip que contiene los resonadores encima
de la ceramica. De esta forma se consigue que la vibracion se transmita
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de manera eficiente. Mediante la aplicacion de una diferencia de voltaje
entre los extremos del material piezo-eléctrico se produce la dilatacion y
contraccion del material, actuando sobre la micropalanca. Se trata de un
sistema de excitacion sencillo, pero que presenta una serie de desventajas
como, por ejemplo, la aparicion de resonancias espurias provenientes del
chip, del propio soporte o del liquido que lo rodea®’. Ademas, este
método de excitacion estd limitado por su ancho de banda, a diferencia
de los métodos Opticos los cuales pueden alcanzar frecuencias mucho
mayores. Las cerdmicas piezo-eléctricas utilizadas en este trabajo llegan
a frecuencias de resonancia del orden de 600 kHz, pudiendo excitar a
frecuencias mayores, pero degradando considerablemente su amplitud.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo de tesis doctoral se ha centrado en el desarrollo de
un espectrémetro de masa y rigidez, tanto para particulas inorganicas
como para entidades bioldgicas. A lo largo de la tesis se ha estudiado
diferentes tipos de resonadores, tanto desde un punto de vista tedrico
como experimental, incluyendo el estudio de nanohilos de silicio conicos
y microcapilares resonantes de silice fundido, asi como de micropalancas
de silicio y de nitruro de silicio.

Se han desarrollado modelos matematicos que tiene en cuenta el
grado de conicidad de los SINW y que ponen de manifiesto su incremento
en sensibilidad gracias a esta caracteristica, normalmente indeseable a la
hora de la fabricacion de resonadores. Para nanohilos con un grado de
conicidad « > 0.8 la minima masa detectable se mejora en mas de un
orden de magnitud si lo comparamos con un nanohilo uniforme. Tanto
la forma del modo como la frecuencia de resonancia de los nanohilos
dependen fuertemente de su grado de conicidad. Un efecto interesante de
la dependencia del grado de conicidad con la frecuencia de resonancia es
la posibilidad de calcular la conicidad de un nanohilo midiendo los dos
primeros modos flexurales de vibracion a partir de una sencilla ecuacion,
evitandonos, de esta manera, la necesidad de una caracterizacion
mediante SEM.

Del mismo modo se han estudiado microcapilares resonantes de
silice fundido. Se ha implementado un sencillo sistema experimental
como sensor de densidad de masa de liquidos en tiempo real y a presion
atmosférica. El sistema experimental consta de un microcapilar
comercial, un laser y un fotodetector. El laser se hace incidir sobre el
centro de la region suspendida del microcapilar y el haz transmitido es
recogido por un fotodetector. Por medio de una cerdmica piezo-electrica
se excita el capilar en torno a su frecuencia de resonancia y mediante un
amplificador lock-in con PLL se consigue seguir en el tiempo la
frecuencia de resonancia. El sensor se basa en que cuando un liquido
fluye por el interior del capilar su frecuencia de resonancia cambia en
funcion de la densidad del liquido. Con este sencillo y barato sistema
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experimental se ha conseguido un limite de deteccion en aire de 50 ug/mL
y una responsividad experimental de 0.0314 mL/g.

Finalmente, el desarrollo de un espectrometro de masa y rigidez
ha permitido la medida, por vez primera, de la masa y rigidez de
entidades organicas e inorganicas abriendo la puerta a nuevos sistemas
de caracterizacion basado en estas dos coordenadas ortogonales: término
de masa y término de rigidez. El espectrometro implementado a lo largo
de este trabajo de tesis doctoral esta formado por tres etapas claramente
diferenciadas. La primera se encuentra a presion atmosférica y es donde
tiene lugar la nebulizacion de las particulas por medio de la conocida
técnica de electrospray. Las particulas son nebulizadas hacia una
segunda etapa que se encuentra a 10 mbar y que contiene un capilar
caliente para ayudar a la completa evaporacion del solvente y a su vez
facilitar el guiado hacia la tercera etapa donde se localiza el resonador
nanomecanico Y la cual se encuentra a 0.1 mbar. Con el espectrometro de
masa y rigidez nanomecéanico se ha medido la masa de nanoparticulas de
oro de 100 nm de diametro (~11 fg) asi como la masa de bacterias E. coli
(~318 fg) Y se ha conseguido estimar, por primera vez, tanto el médulo
de Young efectivo de GNPs como el médulo de Young de bacterias E.
coli (E = 4.2 GPa) mediante resonadores nanomecanicos. También se ha
demostrado que si no se tiene en cuenta el término de rigidez en la teoria
nanomecénica la masa de los adsorbatos se subestima, lo cual es
particularmente importante para el caso de resonadores ultra-finos. Por
tanto, la espectrometria de masa y rigidez nanomecanica se postula como
una potente herramienta para la clasificacion de entidades biol6gicas
intactas por medio de la caracterizacion de su masa y rigidez.
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