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Resumen

La deteccion de una cadena de ADN especifica se basa en la deteccion del evento de desnaturalizaciéon o
hibridacién del ADN. Existen muchos principios diferentes para detectar la reaccién de hibridacion, pero la
mayoria de estas técnicas necesitan un paso de marcaje de las hebras de ADN objetivo. Por tanto, un
conveniente principio de detecciéon de hibridacion de ADN seria el que no necesite de pasos intermedios.
Esto puede cumplirse mediante la implementacion de sensores basados en transistores de efecto de campo
(usando la tecnologia CMOS) y cuya superficie sensible de 6xidos metélicos de alta calidad, sea lo
suficientemente sensible para convertir un cambio de pH (asociado al evento de hibridaciéon o

desnaturalizacién de ADN) a un cambio electronico que pueda ser procesado por un dispositivo MOSFET.

Se fabricaron EG-ISFETs (transistores de efecto de campo sensibles a iones con compuerta extendida) con
oxido de aluminio (Al.03) y 6xido de titanio (TiO2), como superficies sensibles a iones de hidrégeno, en los
laboratorios de Nanoelectronica y Microelectronica del INAOE. Se obtuvieron sensibilidades de 68 mV /pH
para la estructura Glass/Al/Al.O;, 54 mV /pH para la estructura Si/SiOx/Ti/TiO. y 51mV/pH para
Glass/Ti/TiO-. Todos siendo sensibilidades altas comparadas con un ISFET comercial basado en nitruro de

silicio (SisN,4), como superficie sensible, cuya sensibilidad medida fue de 46.5 mV /pH.

Con estructuras EG-ISFET se lograron detectar los eventos de desnaturalizacion de ADN sin necesidad de
usar un paso de marcaje o inmovilizaciéon de las hebras de ADN. Para ello, dentro del laboratorio de
Investigacion en Microbiologia Médica y Biotecnologia de la UDLAP se resuspendieron cadenas de 20 pares
de bases con secuencias repetidas de cada oligonucle6tido (poly-A, poly-T, poly-C y poly-G). Posteriormente
se detectaron los eventos de desnaturalizaciéon de cadenas sencillas de ADN, suspendidas en solucién buffer
TE (pH=8), usando estructuras EG-ISFET ([Si/SiOx/Ti/TiO-]+MOSFET comercial [ALD110804]).
Realizando una medicién constante de corriente de drenaje durante rutinas de calentamiento (25 — 55°C)
por 11 minutos, se obtuvo un cambio en la tendencia de la corriente de drenaje de 47uA para las cadenas de
Adenina y Timina cuando la temperatura era de 45°C. Para la Citosina y Guanina, se obtuvo un cambio de
41uA a 48°C. Estas temperaturas corresponden a las temperaturas de fusion de las cadenas A-T y C-G, las

cuales se obtuvieron por mediciones espectrofotométricas de absorbancia.

En trabajo futuro se disefiaran y fabricaran arreglos bi-dimensionales integrados que utilicen este tipo de
EG-ISFET, los cuales habilitaran un bajo consumo de potencia y un procesamiento de sefial sencillo lo que
posiblemente los convertira en herramientas de identificacién molecular en campo, importantes para poder
identificar epidemias emergentes, secuenciacion genética de especies de interés o para identificar de manera
precisa y altamente reproducible, los mecanismos principales durante los eventos de hibridacion y

desnaturalizacion de cadenas de ADN a partir de una transduccion de sefiales electroquimicas a electronicas.



Abstract

The detection of a specific DNA chain is based on the detection of DNA hybridization and denaturalization
events. There are many different principles for detecting the hybridization reaction, most of these techniques
require a step for labeling target DNA strands. Therefore, a convenient principle of detection of DNA
hybridization would be one that does not need intermediate steps. This can be achieved through the
implementation of sensors based on field effect transistors (using CMOS technology) whose sensitive surface
of high quality metal oxides, is sensitive enough to convert a pH change (associated with the event of

hybridization or denaturation of DNA) to an electronic change that can be processed by a MOSFET device.

EG-ISFETs (Ion-Sensitive Field Effect Transistors with Extended Gate) were fabricated with aluminum
oxide (Alo03) and titanium oxide (TiO:), as surfaces sensitive to hydrogen ions. This was done at the
Nanoelectronics and Microelectronics laboratories, INAOE. Sensitivities of 68 mV /pH were obtained for
Glass/Al/Al.O; structure, 54 mV /pH for the Si/SiOx/Ti/TiO. structure and 51 mV /pH for Glass/Ti/TiO-.
These are high sensitivities for pH detection as compared to a commercial ISFET based on silicon nitride

(SizNy), as a sensitive surface, whose measured sensitivity was 46.5 mV /pH.

Using EG-ISFET structures, it was possible to detect the DNA denaturation events without a step of labeling
or immobilization of DNA strands. For these measurements, chains of 20 base pairs with repeated sequences
of each oligonucleotide (poly-A, poly-T, poly-C and poly-G) were resuspended within the Research
Laboratory in Medical Microbiology and Biotechnology, UDLAP. Subsequently, denaturing events of single
DNA strands, suspended in TE buffer solution (pH = 8), were detected using EG-ISFET structures
([Si/SiO«/Ti/TiO:2] + commercial MOSFET [ALD110804]). Performing constant measurements of drain
current during heating routines (25 — 55°C) for 11 minutes, a change of 47 uA4 in the monotonic trend of
drain current was obtained for the Adenine and Thymine chains when the temperature reached 45°C. For
Cytosine and Guanine chains, a change of 41 u4 at 48°C was obtained. These temperatures correspond to the
melting temperatures of the A-T and C-G chains, which were obtained by spectrophotometric absorbance

measurements.

In future work, bi-dimensional integrated arrays using this type of EG-ISFET will be designed and
manufactured. These will enable low power consumption and simple signal processing, with the potential to
turn them into on-field molecular identification tools. That is important since they could be able to identify
emerging epidemics, they could also enable genetic sequencing of species of interest or even identify (with a
precise and highly reproducible manner), the main mechanisms during the hybridization and denaturation

of DNA chains events from a transduction of electrochemical to electronic signals.
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Introduccion

Esta propuesta es interdisciplinaria y se enfoca al desarrollo y aplicacion de estructuras
semiconductoras para la deteccion de la hibridacién de secuencias genéticas cortas de las

bases nucleotidicas de ADN.

La especificidad en la deteccion de una cadena de ADN se basa en la deteccion de su
hibridacion. De acuerdo con el modelo del ADN presentado por Watson y Crick [1] en 1953, el
ADN consiste en dos cadenas polinucleotidicas enrolladas alrededor de un eje central,
formando una doble hélice. Los nucle6tidos son las piezas repetidas y apiladas que forman
cada hélice, constan de tres componentes esenciales: una base nitrogenada, un azucar
pentosido (un azdcar con cinco carbonos) y un grupo fosfato, ver Figura 1-1 (a). La union entre

dos nucledtidos consiste en un grupo fosfato unido a dos azdcares, formando un enlace
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fosfodiéster. La unién de dos nucleétidos forma un dinucleétido; la de tres, un trinucleétido,
y asi sucesivamente. Cadenas cortas formadas por hasta aproximadamente 30 nucle6tidos
unidos reciben el nombre de oligonucle6tidos (Figura 1-1 (b)); cadenas mas largas se
denominan polinucle6tidos. En la molécula del ADN las bases nitrogenadas son: adenina (A),

timina (T), citosina (C) y guanina (G), en la Figura 1-1 (c) se muestra su estructura quimica.

@ @ Extremo5 M2
H H
N =[N
N % | c/g
2, 1 o]

o—P—0—cH . 9 Lo e
=P—0— o
\ : Base o= ° o T
o nitrogenada ¢} N
(adenina) N ~
Grupo H 0 ( ) AN/)
fosfato PLI @D,‘F‘I,,O o N
o
Azlicar 0 k ﬂ c
entosa 3 NH
i o L
€o—P—0 N” o
It :0:
(o]
@ o NH, NH, o)
CH3 OH
H_j\ ‘ NZ | NZ | N\> H—N ‘ ”\> Extremo 3’
N )\ R /k.
< ) N T
H H H H
Timina (T) Citosina (C) Adenina (A) Guanina (G)

Figura 1-1 (a) Estructura general de los nucleétidos. (b) Oligonucleétido. (c) Bases nitrogenadas del ADN.

La doble hélice permanece unida debido a la formacién de puentes de hidrogeno2 entre las
bases nitrogenadas, como se muestra en la Figura 1-2. El apareamiento3 entre las bases es
especifico, unicamente los enlaces dobles de A=T y triples de G=C dan estabilidad
termodindmica a la estructura de doble hélice. Por lo tanto, una hebra de ADN se apareara
completamente con otra que contenga exactamente los pares de bases complementarios. A

este proceso de apareamiento se le conoce como hibridacion.

1 Enlace fosfodiéster: el acido fosférico se une a dos alcoholes (grupos hidroxilo de los dos azicares)
mediante una union éster en ambos lados.

2 Puente de hidrogeno: atraccion electrostatica muy débil entre un atomo de hidrégeno unido
covalentemente y un 4tomo con un par de electrones no compartidos.

3 Apareamiento de bases: interaccion entre bases nitrogenadas que da origen a las formas hibridadas o
plegadas de los acidos nucleicos.
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Los pares de bases complementarios forman
enlaces de hidrégeno que mantienen unidas
las dos cadenas del ADN.

extremo 3

‘ Cada grupo
H o w—— fosfatouneel
/ 0=P=0- | carbono3'deun
. «d azicar con el

siguiente aztcar
I alolargodela
&

i
v 4
N —ppesesN .
/ nC\G}I H CH ; H 3 carbono 5' de la

cadena.

OH 0PO; ' e H ) N
extremo 3’  extremo5’ ; [ - 5
o 3 ! Elenlace C-Gtiene3 0-{’_0
i ol \ puentes de hidrogeno. H

| Las cadenas van en direccion 5'a 3,
’ son antiparalelas.

Figura 1-2 Estructura del ADN. Figura traducida al espariol de la referencia [2], Nature Education.

A pesar de que la estructura del ADN es bastante estable, una elevada temperatura (80-90°C)
o un elevado pH pueden hacer que su estructura tridimensional se desenrolle y las cadenas se
separen, es decir, que pierda su funciéon al desnaturalizarse. Cuando se produce la
desnaturalizaciéon, los puentes de hidrogeno se rompen pero los enlaces covalentes
permanecen, ver Figura 1-3. La temperatura a la cual se desnaturaliza una cadena especifica
depende de su composicion de bases, un ADN con una mayor proporcion de pares G=C que
de pares A=T requiere una mayor temperatura para desnaturalizarse completamente, debido

a la cantidad de puentes de hidrégeno [3].

Existen muchos principios diferentes para detectar la reaccion de hibridaciéon, como los
métodos radiactivos, fluorescentes, electroquimicos, microgravimétricos, enzimaticos y
electroluminiscentes [4]. Para la mayoria de estas técnicas es necesario un paso de marcaje de

las hebras de ADN objetivo. Por ejemplo, en la Figura 1-4 se presenta la técnica mas utilizada
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Figura 1-3 Desnaturalizacion e hibridacién de ADN. Figura adaptada de la referencia [5], Fondation Mérieux.

en la industria, esta basada en sistemas de lectores 6pticos, donde es necesario el etiquetado
de la hebra objetivo con compuestos fluorescentes, después de realizada la hibridacién la celda
es expuesta a la luz y dependiendo de la deteccion o no deteccién de la luz, se determina si la

hibridacion fue exitosa.
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R

1 Extraccion del ARN

avs VAV Procesamiento
AN VNV AV deimagen
278 e Imagenes RAW de cada canal
NS Vave
Etiquetado con co oo e
compuestos er Teces
fluorescentes e
P& L
P 2 29 %6
ot o2 Emision de senal
e e fluorescente

Hibridacion

Excitacion
por laser

Figura 1-4 Deteccion de hibridacion de ARN por medio de sistema de lectores Opticos.

Debido a que los ensayos de deteccion de patdgenos y expresion génica necesitan del analisis
de varios cientos de coincidencias genéticas, realizar esta prueba de manera secuencial en
diferentes dispositivos seria muy ineficiente por lo que se requiere de la deteccion en paralelo

dentro de un mismo dispositivo.
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1.1 Estado-del-arte

Desde que se completo el proyecto que logré secuenciar el genoma humano en 2003, ha
habido un avance extraordinario en tecnologias de secuenciacion, esto ha abaratado el proceso
logrando un incremento en numero y diversidad de genomas secuenciados. En 2008
comenzaron a aparecer las tecnologias de secuenciacién de nueva generacion en las cuales la

deteccion y secuenciacion del ADN ocurren en paralelo [6].

La tecnologia basada en CMOS tiene claras ventajas para la implementacion en este tipo de
sistemas. Su portabilidad, bajo costo, alta sensibilidad, alta densidad, alta velocidad y facilidad
de uso lo posicionan en una de las opciones con mayor impacto en la atencién médica de los
afnos venideros [7]. En los ultimos afos, se han venido desarrollando dispositivos
semiconductores que permiten la secuenciacion [77 - 8] y la deteccion de ADN de forma no
optica. Estos dispositivos se basan en sensores de efecto de campo, como transductores, para
el bioreconocimiento de acidos nucleicos. El cambio en el contenido de ADN, ya sea debido a
la hibridacion o a reacciones enzimaticas, producen una variacion local de pH/carga y una
reorganizacion de las especies ib6nicas cerca de la superficie del sensor modulando su
respuesta. Este tipo de tecnologia ofrece un enorme potencial para el diagnostico médico, la
deteccion de patogenos, la realizaciéon de experimentos de expresion génica, el desarrollo de

farmacos especificos para el paciente y la investigacion genémica [10].

El método més conocido que utiliza tecnologia CMOS para secuenciacién genética es el
presentado por Ion Torrent/Thermo Fisher [8], ver Figura 1-5. En este método, cadenas
especificas de ADN son inmovilizadas sobre microesferas, estas son distribuidas
cuidadosamente en arreglos de microcavidades, donde cada cavidad contiene una sola esfera.
Los nucle6tidos son afiadidos uno por uno, si es complementario a la hebra molde una enzima,
conocida como ADN polimerasa, lo incorpora a la cadena y libera un ion H+, generando un
cambio de 0.02 unidades de pH que es detectado con estructuras ISFET; si mas de una base
es incorporada durante el ciclo, se presenta un incremento proporcional en la lectura. Después
de presentarse esta reaccion, la microcavidad es lavada para eliminar a los nucle6tidos que no

reaccionaron.

La mayoria de las técnicas de deteccion de ADN, utilizando tecnologia CMOS, se basan en el
proceso de hibridacién, donde una cadena sencilla de ADN es reconocida Gnicamente por su

cadena complementaria. La deteccion de la hibridacion se lleva a cabo mediante la
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Figura 1-5 CMOS para secuenciaciéon genética (Ion Torrent/Thermo Fisher). (a) Incorporacion de un
nucleétido a la cadena. (b) Adicién de mas de un nucleétido. Figura adaptada de la referencia [6], Nature
Publishing Group.

inmovilizacion de cadenas sencillas sobre la superficie sensible de dispositivos ISFET. El ADN
es una molécula cargada intrinsecamente, debido al grupo fosfato, cuando es hibridado la
densidad de carga aumenta y se genera una reorganizacion de especies ionicas cerca de la

superficie del sensor, lo que modula la respuesta del sensor, ver Figura 1-6.

oxido )
] ) Electrodo de referencia Electrodo de referencia
[ semiconductor tipo n
I substrato tipop
~~. cadena sencilla de ADN
HlbrldaC|on &
) pr-
3§ A
cadena complementaria {f‘ %Ww _JJW R

§5445 igi4s

Figura 1-6 Estructura esquematica de un ISFET como sensor de hibridacién de ADN.

Existen dos métodos de deteccion de hibridaciéon de cadenas de ADN utilizados con sensores
de efecto de campo [11]. El método que se muestra en la Figura 1-7 (a) se basa en la adhesion
electrostatica de una hebra de ADN, conocida como sonda [12]. En este método, los eventos
de hibridacidn se presentan, principalmente, dentro de la doble capa eléctrica, delimitada por
la linea punteada, y normalmente se observa un cambio de potencial claro una vez realizada

la inmovilizacion. Sin embargo, la hibridacién generalmente es mala debido a que la cadena
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de ADN complementaria debe rodear la sonda. El segundo método se muestra en la Figura 1-7
(b) v se basa en una sonda con un extremo unido covalentemente a la superficie, varios
estudios con este tipo de inmovilizacion han sido reportados [4, 28, 29]. La hibridacion por
este método se puede realizar sin ninguin problema. La desventaja es que solo una porcion de
las cadenas se encuentran dentro de la doble capa eléctrica, lo cual es un grave problema ya
que los eventos de bio-reconocimiento, como la hibridacién o desnaturalizacién de ADN,
deben ocurrir dentro de la longitud de Debye para generar una correcta deteccién del ADN
[19], después de realizar la transduccion de una secuencia electroquimica a una sefal

electronica (procesable por sensores EG-ISFET).

sonda M, g @ Adhesion electrostatica (® Inmovilizacién covalente
d I taria , 7. A i S = ~ = =
B s S " S EEE
cross-linker  — S 2 K3 S° AT Ky
modificadorde ADN ~ ~ T T TTTTTTTTTTmmmEmmm el :\}' "Ny '§ g >' '§ j '§'
oW T 00
i LUCELEEELELEEEE e LR EEEEE L] (UL “‘;m#‘u:».ul‘;

silicio silicio

Figura 1-7 Estrategias principales para inmovilizar hebras de ADN a éxidos de compuerta (a) Inmovilizacion
por adhesion electrostatica (b) Inmovilizacién covalente. Figura adaptada de la referencia [12], Portland Press.

1.2 Justificacidon

A partir del primer desarrollo de sensores tipo ISFET en el INAOE [14 - 15], esta tecnologia
de sensores integrados para la medicion de pH se ha venido madurando y optimizando al
aprovechar las posibles variaciones introducidas a un proceso estandar de fabricaciéon de
circuitos integrados tipo CMOS. Este trabajo es la prueba de concepto de la aplicacion de
estructuras EG-ISFET fabricadas y caracterizadas en el INAOE para la deteccion de

secuencias cortas de ADN especifico, sin un paso de marcaje y/o inmovilizacion.

Después del primer estudio exitoso de deteccidon de hibridacién de ADN mediante sensores de

efecto de campo reportado en 1997 [17] se han presentado méas de 100 estudios para
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Tabla 1 Resumen de sensores de efecto de campo usados para la deteccién de ADN por hibridacién. Tabla adaptada de [18].

. Superficie Tipo de Electrodo de
Tipo de sensor . . . Sonda de ADN Target ADN . Ref.
sensible inmovilizacién referencia
EIS; FET p-Si-SiO- SiO. Covalente Oligo(dT20);poly(dT1000bp) Oligo(Da18);poly(dA1000bp) Ag/AgCl [17]
FET canal p SiO- Silanizacién con APTES Adsorcion ~4 x 10''molecules/cm?  (20,45)-mer ssDNA Ag/AgCl [19]
. Electrostatica con poly-
FET canal p SiO- L 20-mer dsDNA dsDNA Ag/AgCl [20]
lisina
FET canal p SiO2 Silanizacion con APTES 10-mer ssDNA 20-mer ssDNA Ag/AgCl [21]
FET de compuerta . . (12,15)-mer ssDNA modificado con
Si0. Electrostatica . ssDNA Ag/AgCl [22]
flotante canal p tiol
TFT canal p Au/SiO./Si  Electrostatica 18-mer ssDNA 18-mer ssDNA Ag/AgCl [23]
a-Si:H ISFET Si0./SiNx ~ Covalente 19-mer ssDNA 19-mer ssDNA Ag/AgCl [24]
. . o (15,25)-mer ssDNA modificado con
FET canaln Si3N,/SiO.  Silanizacién con APTES ol (15,25)-mer ssDNA Ag/AgCl [25], [26]
io
FET canal p Au/Cr/SisNx  Electrostatica 17-mer ssDNA modificado con tiol 17-mer ssSDNA - [27], [28]
. Electrostatica con poly-
FET canal n SiaNa lisi 20-mer dsDNA 400bp cDNA Ag/AgCl [29]
isina

OTFT canal p Au/SiO- Electrostatica (20,21)-mer dsDNA ssDNA - [30], [31]
CMFET SiO. Silanizacién con APTES 13-mer poly-dT, 18-mer ssDNA 18bp ssDNA - [32]-[34]
SiINW- FET SINW Covalente (10-23)-mer PNA (16-32)-mer ssDNA - [35]1-[44]
R-GO FET Grafeno Covalente 22-mer PNA 22-mer ssDNA - [45]
EG-FET Au Electrostatica 16-mer PNA (16,23)-mer ssDNA Ag/AgCl [14]
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desarrollar este tipo de sensores. Algunos de estos se sintetizan en la Tabla 1, observando que
pocos trabajos reportados han realizado la deteccion de ADN por hibridacion usando
dispositivos EG-ISFET, y ninguno utilizando 6xido de titanio depositado por capas atomicas
como elemento sensible. La ventaja de las estructuras EG-ISFET es que permiten que la
superficie sensible este aislada del transistor lo que genera resultados con menor variacion
inducida por factores externos a la medicion esperada y abarata el proceso. Utilizar TiO, como
elemento sensible al pH es ventajoso ya que se han reportado altas sensibilidades 57 —
61.44 mV /pH [20—22].

Realizar la  deteccibon de wuna cadena especifica de ADN mediante
hibridacién/desnaturalizacion de las cadenas, usando variaciones termodinamicas, logra que
este método no ocupe enzimas, nucleétidos (ANTP) o marcaje radiactivo para su operacion.
De esta forma, son necesarios menos pasos de pre-procesamiento de la muestra de ADN que
varias tecnologias de secuenciacion de tltima generacion [6] y no se necesita de marcaje en la

sonda como algunos biosensores de diagnostico molecular [23, 24].

Finalmente, en este trabajo no se utilizara ningiin método de inmovilizacién de las cadenas
sencillas de ADN, las mediciones se realizan con una concentracion baja tal que permite su
deteccion dentro de la longitud de Debye!, debido a que la longitud de Debye A, es

inversamente proporcional a la concentracion i6nica de la soluciéon [19, 28, 29].

1.3 Hipotesis

Por medio de una combinacion de materiales dieléctricos2 altamente sensibles al pH, asi como
de un proceso adecuado de fabricaciéon compatible con un proceso CMOS, puede obtenerse
una tecnologia no-6ptica para la deteccion de cadenas cortas de ADN especificas, mediante el
monitoreo de la hibridacion de cadenas sencillas de ADN no inmovilizadas. Lo anterior es

posible empleando técnicas estandar y avanzadas de fabricacion de circuitos integrados y de

1 Longitud de Debye: distancia fisica sobre la que es posible detectar interacciones electrostaticas tales
como los eventos de hibridacién/desnaturalizaciéon de cadenas de ADN a partir de sus enlaces dobles
(A=T) o triples (G=C) de hidrégeno.

2 Materiales dieléctricos: material que no permite movimiento de cargas eléctricas en su interior.
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sistemas micro-electro-mecanicos (MEMS), con las ventajas inherentes a dispositivos

electrénicos integrados en silicio.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Explotando los multiples beneficios de tecnologias modernas de semiconductores, obtener
sensores de iones de hidrogeno [H+] suficientemente sensibles usando procesos, materiales y
estructuras de dispositivo que permitan detectar la hibridacion/desnaturalizacion de cadenas
sencillas de ADN.

1.4.2 Objetivos especificos

1) Disefiar y fabricar estructuras integradas sensibles a iones de hidrogeno.

2) Investigar las propiedades fundamentales (fisicas, quimicas, morfologicas, etc.) de
oxidos metalicos ultradelgados de compuerta que presenten sensibilidades altas,

cercanas al tedrico permitido, para la deteccién de pH.

3) Promover y detectar la hibridacion/desnaturalizacién de cadenas sencillas de ADN
usando estructuras EG-ISFET (Transistor de efecto de campo sensible a iones de

compuerta extendida).
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Ion-Sensitive Field-Effect Transistor

como elemento sensible a pH

Desde su introduccion para monitoreo neurofisiolégico3 por Piet Bergveld en 1970 [52], el
transistor de efecto de campo sensible a iones (ISFET, por sus siglas en inglés) ha sido uno de
los biosensores electronicos mas populares. Es conocido principalmente por su uso como
sensor de pH, es decir para medir las concentraciones de iones H+ u OH- en una solucion, por
medio de un potencial interfacial en el 6xido de la compuerta. El ISFET es un dispositivo que

funciona de manera muy similar a los transistores de efecto de campo metal-6xido-

3 Monitoreo neurofisiol6gico: monitoreo de los potenciales eléctricos generados por el sistema nervioso.
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semiconductor (MOSFET, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, primero se comprenderan los
principios de operacion general de un MOSFET, los cuales permitiran presentar el concepto
de ISFET. Finalmente, se explicaran las interacciones quimicas que convierten a los ISFETSs

en elementos sensibles a pH.
2.1 Fundamentos de semiconductores

Los materiales electronicos de estado solido se clasifican en funcién de sus bandas de energia
y de la manera en que los electrones ocupan las bandas permitidas. La caracteristica méas
importante de un semiconductor es su concentracion de portadores de carga4. En un
semiconductor cristalino intrinseco existe la misma cantidad de electrones libres (portadores
negativos) y de huecos libres (portadores positivos), creados por la excitacion térmica de los
electrones desde su banda de valencia, hacia la primera banda de estados excitados, llamada
banda de conduccion (Figura 2-1). Esto crea estados desocupados que son considerados como

portadores de carga cargados positivamente, llamados huecos.

energia del

electrén i estados excitados
electrén

(banda de conduccién)

banda prohibida

estados de valencia

@
///////h//// /,/z (banda de valencia)

Figura 2-1 Bandas de energia caracteristicas de un semiconductor cristalino. Electrones libres son excitados a
la banda de conduccién. Los huecos corresponden a la falta de electrones en la banda de valencia y se
comportan como una carga libre positiva.

La concentracion de los portadores de carga estd controlada por la ley de acciéon de masas

aplicada a la reaccion h* + e~ S cristal:

np=nl-2

4 Portador de carga: particula mévil y no enlazada que es portadora de una carga eléctrica.
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Donde n y p son las concentraciones de electrones y huecos, respectivamente, y n; es una
constante. En un semiconductor intrinseco n = p, debido a que es eléctricamente neutro; asi

que n y p son iguales a n;, concentracion de portadores intrinseca [53].

@- No existe un solo electrén o hueco o@oo@ot@o@o@v
g para Ig cqnducuon. Lps electrones g g
o .

Los electrones libres se deben

é; Q 0 @ Q
of ; )oom O 00 ; o basicamente a impurezas y s6lo o@oo@o O oo@o
@ @ ; hay algunos electrones intrinsecos. @ P

Q Q Q Q
@oogo o@u@o No existe un solo electrén o hueco 0

2 3 3 g para la conduccion. Los huecos
'@"@' estan ligados a las impurezas.
-@--@ :
6608 m— RO

Los huecos existen basicamente
o(;)oo 00 o(;b por las impurezas y solo algunos O@Q @Q"o@)
son intrinsecos.

T=0E=0 T+0,E=0

Figura 2-2 Estructura de enlaces quimicos del silicio dopado con fésforo (a) y boro (b). Para ambos casos,
T=temperatura, E=campo eléctrico.

La concentracién de portadores en silicio intrinseco es muy baja, cerca de 10° cm™3

a
temperatura ambiente. Es posible controlar la concentraciéon de portadores de carga y elegir
el tipo de portador de manera bastante sencilla: introduciendo impurezas en el cristal. Las
impurezas son atomos del mismo tipo introducidos a la red cristalina del semiconductor. Si
se introducen 4tomos del grupo V (con cinco electrones de valencia) de la tabla periédica, en
un solido cristalino de silicio, cuatro de los electrones de la impureza son empleados en los
enlaces covalentes hacia la red y el quinto electron se mantiene ligado a la impureza por
fuerzas de atraccién coulombicas. Siendo esta una fuerza muy débil, al aumentar la
temperatura se desprende de la red y queda libre, aumentando el nimero de electrones de

conduccion. Asi, la impureza queda ionizada con carga positiva, pero se mantiene fija; un
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semiconductor dopado con este tipo de impureza se llama semiconductor tipo n, y laimpureza

se conoce como donadora, ver Figura 2-2 (a).

Si en lugar de 4tomos del grupo V de la tabla periddica se introducen impurezas del grupo 111,
se obtiene un comportamiento distinto ya que estos atomos tienen solo tres electrones de
valencia, empleados para formar tres enlaces covalentes, el cuarto enlace de la red cristalina
de silicio carece de un electréon (inicamente cuando T = 0). Cuando la temperatura aumenta,
captura facilmente a los electrones que se estan formando térmicamente en el silicio, dando
lugar a la formacion de enlaces incompletos que pueden ser empleados para el movimiento de
electrones de la banda de valencia. Este tipo de impurezas reciben el nombre de aceptoras y

favorecen la donacion de huecos, estan presentes en semiconductores tipo p, ver Figura 2-2

(b).

2.2 Kl transistor, un dispositivo semiconductor

Actualmente los semiconductores son ampliamente utilizados para la fabricacion de
dispositivos electronicos, como los transistores. Los MOSFETs han jugado un rol muy
importante en el desarrollo de circuitos integrados a muy gran escala. Los transistores tienen
la capacidad de amplificar senales eléctricas pequefias en orden de cientos a miles de veces su

valor original volviéndolos altamente sensibles a sefiales de entrada muy pequefias.

Un MOSFET consiste en cuatro terminales: fuente S, drenaje D, compuerta G y sustrato B. La
Figura 2-3, presenta un MOSFET canal n fabricado en un sustrato tipo p, el cual normalmente
es un una oblea de silicio cristalino que provee el soporte fisico del dispositivo y/o del circuito
en general, en caso de ser un circuito integrado. Se crean dos regiones tipo n altamente
dopadas, indicadas en la figura como fuente y drenaje. Después, una capa delgada (2-50 nm)
de dioxido de silicio (SiO.) es crecida sobre el sustrato cubriendo el area entre la fuente y el
drenaje. Finalmente, el metal es depositado sobre el 6xido formando el contacto a la
compuerta. Los contactos metalicos también son realizados en las regiones de fuente, drenaje
y sustrato. Usualmente, el sustrato y la fuente se conectan eléctricamente, lo que forma un

dispositivo de tres terminales.
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Figura 2-3 Diagrama esquematico (a) vista tridimensional y (b) corte transversal de un MOSFET canal n.

2.2.1 Conceptos basicos del transistor

Un MOSFET es basicamente un switch donde el mecanismo de control de corriente se basa
en un campo eléctrico generado por el voltaje aplicado en la compuerta. La corriente es
conducida por un solo tipo de portador (electrones o huecos) dependiendo del tipo de canal
(canal n o canal p). En el caso de un semiconductor de tipo p (Figura 2-4 (a)), cuando se aplica
un voltaje positivo moderado en la compuerta, los huecos del silicio son repelidos de la interfaz
oxido-semiconductor creando una region que acttia como aislante (capa de agotamiento), por
lo tanto, fluye una corriente casi nula entre la fuente y el drenaje. Cuando se incrementa este
voltaje positivo la region cercana a la interface 6xido-silicio es completamente agotada de
huecos y se genera una inversion de carga. Es a partir de este incremento en voltaje de
compuerta que se invierte la carga y en consecuencia, los electrones son atraidos a la superficie
del semiconductor. Cuando se acumulan suficientes electrones en esta region se crea un canal
conductivo en la interfaz 6xido-semiconductor que permite un flujo de corriente entre la
fuentey el drenaje. Al voltaje de compuerta minimo para invertir la carga en la interface 6xido-
semiconductor, se le conoce como voltaje de encendido del transistor, Vth. El efecto opuesto

ocurre en los semiconductores de tipo n [18].
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Figura 2-4 (a) MOSFET tipo n con un voltaje positivo aplicado a la compuerta. Un canal tipo n es inducido en
la superficie del sustrato debajo de la compuerta. (b) Corriente en el drenaje 1; contra voltaje de drenaje a
Jfuente V45 para un MOSFET tipo n operado con V; > Vry.

El voltaje de compuerta modula la conductancias del canal y, a medida que aumenta, el
MOSFET pasa de estado apagado a encendido. En el estado encendido la corriente entre
drenaje y fuente (/ds) varia dependiendo tanto del voltaje aplicado a la compuerta (V gs) como
al voltaje aplicado al drenaje (Vds). Dependiendo del voltaje de drenaje, se pueden distinguir
dos regiones de operacion del transistor: lineal y saturacion (Figura 2-4(b)). En la region de
saturacion, cualquier aumento en Vds no afectara el valor de la Ids y si Vgs aumenta, incluso

en pequena cantidad, la /ds aumentara significativamente.

Existen dos set de curvas que nos brindan informacion del comportamiento del transistor,
estas se obtienen manteniendo un voltaje (V gs o Vds) constante y el otro variable. En la familia
de curvas Ids — Vds se fija Vgs y se realiza un barrido en Vds como se muestra en la Figura
2-5 (a). Para obtener la familia de curvas Ids — Vgs ahora se fija Vds y se realiza un barrido en
Vgs, al visualizar estas curvas en formato lineal se puede ver que antes del voltaje de
encendido Vth la corriente se mantiene en cero, sin embargo si la visualizamos en formato
semi-logaritmico se ve que ya existe un flujo de corriente incluso antes del encendido, ver

Figura 2-5 (b).

5 Conductancia: facilidad que ofrece un material al paso de la corriente eléctrica, es inversamente
proporcional a la resistencia.
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Figura 2-5 Curvas Ids-Vds y Ids-Vgs caracteristicas de un nMOSFET (a) Esquema de polarizacion necesario
para obtener el set de curvas Ids — Vds (b) Esquema de polarizacién necesario para obtener el set de curvas
Ids —Vgs

2.3 Ion-Sensitive Field-Effect Transistors (ISFET)

Un ISFET no es mas que un transistor MOSFET cuya compuerta ha sido removida con el fin
de exponer el 6xido de compuerta al pH de una solucion electrolitica. Un electrodo de
referencia externo (de Ag/AgCl) se usa ahora como el electrodo que permite introducir un
potencial constante o variable, al 6xido de compuerta por medio de la solucién electrolitica

(cuyo pH a medir es desconocido), ver Figura 2-6.

metal
oxido
Jlll semiconductor tipo n Vs GS
Il substrato tipo p Electrodo
N2 de
referencia
(U AV
MOSFET ISEET

Figura 2-6 Representacion esquematica de un (a) MOSFET y un (b) ISFET. Para el ISFET, el dieléctrico de
compuerta se expone directamente a la solucion electrolitica, generando un potencial en la interface
dieléctrico/electrolito.
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2.3.1 Mecanismo de sensado de un ISFET

En los ISFET, el 6xido de compuerta del transistor se encuentra directamente expuesto a una
solucién i6nica, debido a la redistribucién de los iones de la solucion en la proximidad de la
superficie, se crea una doble capa eléctrica. Esta ejerce una capacitancia en el canal, llamada
capacitancia eléctrica de doble capa (EDLC, Electrical Double-Layer Capacitance). Esta
capacitancia se puede controlar aplicando un potencial constante mediante un electrodo de
referencia como se muestra en la Figura 2-7. En general, se usa un electrodo de referencia
electroquimico (por ejemplo, un electrodo de Ag/AgCl) el cual permite generar un potencial
de referencia constante y a su vez, permite introducir voltajes de polarizacion adicionales
(constantes 6 variables) en las soluciones. El espesor y otras propiedades electrostaticas de la
doble capa dependen de la composiciéon ionica de la solucion y el voltaje aplicado a la

estructura [12].

Electrodo de referencia

o Eletrolito Capa difusa
£z o
% S ——--------""@'@é@'@ """"" N
2 1
E S %@@ ® 'Longitud de Debye
ég Capa Stern (7)) D.DOD | <~ OHP
& HEOOEOEDDE. b «—IHP

Oxido de compuerta

Drenaje Fuente

Semiconductor tipo N

Figura 2-7 Representacion microscopica de la formacion de la doble capa eléctrica en una interfaz sélido-
liquido de un ISFET. IHP, es el plano interno de Helmholtz limita la zona donde se encuentran los centros
eléctricos de los iones adsorbidos. OHP, es el plano externo de Helmholtz el cual limita la zona mas cercana a la
que pueden encontrarse los iones solvatados.

La longitud de Debye se describe como la distancia sobre la cual el campo eléctrico es generado
por portadores de carga movil, tales como electrones o iones en solucion. A distancias mayores
que esta, las cargas en solucion se equilibran con contraiones, lo que resulta en una carga neta
cero. Para propositos de biosensores, esta distancia es muy importante porque tinicamente se
pueden sensar los eventos que ocurren entre la superficie del sensor y la longitud de Debye
[18].
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Un ISFET de compuerta extendida (EG-ISFET) es una version modificada del ISFET en la
cual el 6xido sensible a pH esta desacoplado del 6xido de la compuerta del transistor mediante
el uso de una capa conductora extendida. Dado que el 6xido de la compuerta del transistor
esta aislada de la solucion de electrolito, crea una estructura mas robusta para las mediciones

a largo plazo dentro del liquido, ver Figura 2-8.

metal
oxido

I substrato tipo p

Il semiconductortipon 9
epoxi

E|eml_9kr)1|t0 | Electrodo de
sensible | referencia
Solucion
electrolitica

Figura 2-8 Estructura de un dispositivo EG-ISFET

2.3.2 Respuesta al pH de los ISFET

El modelo de sitios de enlazamiento [54] describe la respuesta de los materiales sensibles a
iones de hidrégeno H+ en soluciones acuosas. Los materiales aislantes que se usan como
superficies sensibles son tipicamente 6xidos (por ejemplo, SiO,, Al,Os, Ta,0;). La superficie
de estos 6xidos contiene una gran cantidad de sitios activos. Estos sitios son anfoteros, lo que
significa que pueden actuar como donadores o aceptores de protones. Las tnicas especies
i6nicas que pueden penetrar en el plano externo de Helmholtz son los hidrogenos [H*] y los
iones hidroxilo [OH-], debido a sus pequefios tamanos y la falta de capa de solvatacion, ver
Figura 2-7. Es en esta zona donde los iones de interés [OH-], pueden generar un potencial en
la interface electrolito-dieléctrico y el cual es dependiente de pH ¢(pH). La relacion entre el
potencial interfacial y el pH, sensibilidad al pH, esta determinada por la capacidad intrinseca
de la superficie del 6xido para acomodar los iones de hidrogeno enlazadas a su densidad de

sitios de enlazamiento [18].

29



Ids Ids

R /1]

pli=2 it {,
.-/ pllimT / //
pli=4 =1 /, ,/ /
(£ e Ay
- 71771
§ phei VNN
P F‘II-IQ »l Vds ":g”/ » Vs

Figura 2-9 (a) Curvas Ids-Vds y (b) Ids-Vgs caracteristicas de un ISFET basado en un MOSFET canal n

Se pueden obtener las curvas Ids — Vds e Ids — V gs con dependencia del pH. Como se muestra
en la Figura 2-9 para un ISFET canal N, se obtienen mayores niveles de corriente cuando se
expone a soluciones con pH 4cido. Estos desplazamientos en las curvas caracteristicas se
logran debido al incremento o disminucién en el potencial interfacial electrolito-dieléctrico
generado, el cual es dependiente del nivel de pH de la solucién a analizar. Para el caso de las
curvas Ids —Vgs, es comdn obtener la sensibilidad del ISFET para la mediciéon de pH,
manteniendo un voltaje constante aplicado en drenaje, y medir el desplazamiento del voltaje

de umbral como funcién de [H+], es decir:
S > AVth(pH)

Donde S es la sensibilidad del ISFET para medir pH y tiene unidades de mV /pH.
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Metodologia

En este capitulo se presenta la metodologia usada dentro de los laboratorios de
Nanoelectréonica y Microelectronica del INAOE y del laboratorio de Investigacion en
Microbiologia Médica y Biotecnologia de la UDLAP. Inicialmente se explica el proceso de
fabricacion de los EG-ISFETs con 6xido de aluminio (Al,O;) y 6xido de titanio (TiO.) como
superficie sensible, con una breve descripcion teorica de cada etapa de fabricacién. Una vez
fabricados los sensores se les realiza un protocolo de caracterizacion donde se obtienen las
curvas corriente-voltaje del transistor dependientes de pH, esto para conocer su sensibilidad.
Finalmente se presenta el protocolo utilizado para realizar mediciones para detectar eventos

de hibridacién/desnaturalizacion de cadenas sencillas de ADN.
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3.1 Fabricacion de EG-ISFETs

Se fabricaron dispositivos con dos tipos de superficie sensible, Al.O; y TiO., sobre dos
sustratos diferentes, vidrio tipo Corning Glass (2947) y silicio tipo n <100>. Inicialmente se
realiza una limpieza al sustrato que garantiza su desengrasado y la ausencia de impurezas. Se
procede a metalizar utilizando la técnica de metalizacion por e-beam. Después se deposita el
oxido por medio de deposito por capas atomicas. Finalmente se encapsula sobre placas
fendlicas de baquelita y se alambra a un transistor comercial MOSFET canal n. A continuaciéon

se detalla este proceso.

3.1.1 Limpieza inicial

Los sustratos se someten a un procedimiento de desengrasado y limpieza con tricloroetileno
y acetona. Posteriormente se utilizan soluciones denominadas RCA I (H.O:H.0,:NH,OH,
6:1:1) y RCA II (H,O:H,0,:HClI, 6:1:1) para eliminar la contaminacién por metales pesados y
por iones metélicos ligeros. En el caso de la oblea de silicio, se graba® el 6xido nativo en
solucion H20:HF, 7:1. Para comprobar que efectivamente se grab6 se realiza prueba de
hidrofobicidad. Después se realiza una inmersion en agua de alta resistividad (~17 MQ) para
diluir cualquier remanente de impurezas. Para el silicio se graba de nuevo el 6xido nativo y se
comprueba hidrofobicidad. Finalmente se seca el sustrato mediante flujo de N de alta pureza.
En la Figura 3-1 se muestran fotografias de la campana utilizada, el enjuague en agua

desionizada, el enjuague en agua de alta resistividad y el secado de una oblea de silicio.

Figura 3-1 Procedimiento de limpieza de sustrato

6 Grabado: Proceso mediante el cual se eliminan las capas de SiO,, metales y polisilicio delimitados.
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3.1.2 Metalizacion, depdsito por evaporacion e-beam

El depésito por evaporacion es un método fisico de deposito en fase vapor de peliculas
delgadas. El deposito se realiza dentro de una camara de alto vacio con una estructura
parecida a la mostrada en la Figura 3-2 (a). El material a ser depositado, en forma de pellets,
se coloca en el crisol que es calentado por el bombardeo de un haz de electrones de alta
energia. El haz se focaliza al centro del fundente por medio de un control de campo magnético,
esto hace que la contaminacion sea minima porque solo el haz de electrones est4 en contacto

con la fuente de evaporacion [54].

Cuando el material es calentado, sublima liberando vapor. Debido a que la presion de vacio
dentro de la cAmara es menor a 1 mtorr, los &tomos en forma de vapor viajan en linea recta
hasta que impactan sobre la superficie de la oblea, la acumulacién de estos dtomos sobre la
oblea forma la pelicula. Para obtener la mejor uniformidad en la pelicula, se debe de realizar
este proceso a bajas razones de depoésito, lo que demanda un muy alto vacio que evita la
contaminacién de la pelicula. Esta técnica presenta algunas desventajas: es muy dificil
depositar aleaciones y debido al calentamiento por e-beam, se pueden causar dafios por
radiacion en procesos MOS, sin embargo se pueden eliminar con un posterior tratamiento

térmico [55].

_Obleas

Camara de

alto vacio Haz de electrones

- Crisol
Metal a
evaporar—

Ventilacion
de gas

- Trampa fria

Bomba de
difusion

Bomba de
respaldo

D>
P

Figura 3-2 (a) Diagrama de un evaporador simple. (b) Evaporadora utilizada para el depésito de aluminio y
titanio.

En este trabajo se depositan =400nm de aluminio sobre vidrio, a una razon de deposito de 2
angstroms por minuto en condiciones de ultra alto vacio. También se depositan =400nm de

titanio sobre vidrio y silicio, con las mismas condiciones.
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3.1.3 Deposito de Al.O5 y TiO- por capas atomicas

El deposito por capas atomicas (ALD, por sus siglas en inglés) es un método quimico de
depésito de capas delgadas que aprovecha la reactividad de la superficie del sustrato sobre la
cual se depositaran, de manera secuencial y altamente controlada, las peliculas de interés. La
principal ventaja de ALD es su alta conformalidad sobre casi cualquier morfologia. La segunda
ventaja es el control del espesor de la pelicula, esto porque el deposito es capa-a-capa logrando
control a nivel atdmico. Otra ventaja importante es el control en la composicién quimica de la
pelicula. El proceso de ALD consiste principalmente en pulsos secuenciales y alternados de
los precursores que reaccionan quimicamente con el sustrato. Durante cada pulso se introduce
un precursor a la cAmara sometida a vacio (<1 Torr) durante un tiempo especifico que permite
que el precursor reaccione completamente con la superficie del sustrato a través de un proceso
autolimitado, por lo que solo permite el deposito de una capa. Posteriormente, la camara se
purga con un gas portador inerte (N, o0 Ar) para eliminar cualquier precursor o subproducto
que pueda quedar dentro de la cAmara. Después se da el pulso del segundo precursor con su
respectiva purga. En la Figura 3-3 se ilustra este proceso para un ciclo completo de deposito.
El espesor de la pelicula es controlado de manera precisa por el nimero de ciclos aplicados.

Generalmente, el proceso de ALD se lleva a cabo a bajas temperaturas (<350 °C) [56].

T

Starting surface

Pulse: Precursor -2

Figura 3-3 Proceso ciclico de Deposito por Capas Atémicas (ALD).

En nuestro caso, para el deposito de Al,Oj; se utilizaron trimetil-aluminio (TMA) y agua (H.O)

como precursores de aluminio y oxigeno respectivamente, a una temperatura de deposito de
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250°C, obteniendo un espesor promedio de 10 nm. El depésito de 10 nm de TiO. se realiza
usando TDMAT y agua como precursores de titanio y oxigeno, a una temperatura de deposito
de 250°C. Las razones de deposito para Al,O; y TiO, es de 1y 0.3 Angstroms por ciclo. Esto
significa que para depositar 2 nm de estos 6xidos metalicos, se requeriran de 20 y 51 ciclos

completos de deposito ALD para Al.O5 y TiO. respectivamente.

3.1.4 Encapsulado de superficie sensible

El encapsulado’ es un paso importante en el proceso de fabricaciéon de un sensor ISFET, ya
que la naturaleza de estos sensores es estar inmersos en soluciones electroliticas por lo que es

indispensable que Gnicamente la superficie sensible esté expuesta.

@ EG-ISFET vidrio/Al/Al,04 @ EG-ISFET vidrio/Ti/TiO, @ EG-ISFET Si/SiO,/Ti/TiO,
AIZO T|O2 10 nm T|02 10 nm

Al Ti 400 nm Ti 400 nm
SiO, ———————— 2 nm

RS

7.5cm

2.5cm
2.5cm

Figura 3-4 Corte transversal de los elementos sensibles, diagrama de PCB y fotografia de los dispositivos (a)
Estructura EG-ISFET vidrio/Al/Al-0O3 (b) Estructura EG-ISFET vidrio/Ti/TiO: (c) Estructura EG-ISFET
Si/S10x/Ti/TiO-

Las placas individuales se adhieren a placas fenolicas de baquelita (PCB), después se

alambran® hacia la terminal de la compuerta de un transistor comercial tipo n (ALD110804,

7 Encapsulado: Aplicacién de una carcasa de proteccion a un circuito integrado que evita dafios externos
8 Alambrar: Conectar
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Vyscray = 0.4 V). Formando transistores de efecto de campo sensibles a iones con compuerta
extendida (EG-ISFET). Como ultimo paso, todo el dispositivo es encapsulado con resina
epoxica. La resina epoOxica empleada endurece en un periodo de tiempo muy corto

(aproximadamente 5 minutos) y fragua completamente en una hora.

Después de realizar el proceso descrito anteriormente se obtienen las superficies presentadas
en la Figura 3-4, donde se muestra un diagrama del corte transversal de cada dispositivo, el

diagrama del alambrado en PCB y una fotografia.

3.2 Caracterizacion electro-quimica (I-V-pH)

Después de la fabricacion de los sensores quimicos tipo EG-ISFET se emplea el siguiente

material y equipo de laboratorio para su caracterizacion:

J. T. Baker Buffer Solution pH = 10 (potasio K, concentraciéon molar 0.094 — 0.114)

J. T. Baker Buffer Solution pH = 7 (fosfato PO,, concentracién molar 0.046 — 0.050)

e J.T.Baker Buffer Solution pH = 4 (biftalato de potasio, concentraciéon molar 0.0498 —
0.052)

e HI-5074 pH = 7.41 Technical Buffer Solution

e HYCEL Buffer de referencia pH = 7.384 + 0.005 a 25°C.

e HYCEL Buffer de referencia pH = 7.2 + 0.02 a 25°C.

e Electrodo Ag/AgCl sat. con potencial asociado de 0.197V

e Recipientes varios

e pHmetro Mettler-Toledo (modelo Seven Multi)

e Analizador de pardmetros de semiconductores (SPA) modelo HP4155B

3.2.1 Mediciones I-V

La caracterizacion de los sensores EG-ISFET comienza con la extraccion del conjunto de
curvas caracteristicas corriente-voltaje (I —V) del transistor n-MOSFET ALD110804,

contrastando las curvas con las esperadas segiin la hoja de datos que proporciona el vendedor
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[571, ver Figura 3-5 (a). Tal como se describio en la secciéon 2.2, para obtener las curvas Id —

Vd (Figura 3-5 (b)) se hace un barrido en el voltaje de drenaje (0 — 10 V en pasos de 100mV)

mientras el voltaje de compuerta se mantiene constante, para obtener el set de curvas, el

voltaje de compuerta también se barre (0 — 5 V en pasos de 1 V). En el caso de las curvas Id —

Vg, el barrido ahora se da en el voltaje de la compuerta (0 — 10V en pasos de 100mV)

manteniendo constate el voltaje de drenaje (0 — 500 mV en pasos de 100 mV), ver Figura 3-5
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Figura 3-5 Curvas caracteristicas I-V del nMOSFET ALD110804 (a) Curva Id — Vd proporcionada por el
fabricante [57] (b) Curva Id — Vd (c) Curva Id — Vg semi-logaritmica (d) Curva Id — Vg lineal-lineal

Estas curvas I — V son obtenidas mediante un analizador de pardmetros de semiconductores

(SPA HP4155B) y presentadas en la Figura 3-5. En la parte superior de la figura se muestra

una comparacion entre las curvas Id — Vd esperadas y las curvas medidas, es evidente que en

las curvas medidas con el SPA los niveles de corriente de drenaje son menores por

aproximadamente 500mV, esto se debe a que el voltaje aplicado en la compuerta en las curvas
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dadas por la hoja de datos es mayor, por ejemplo: Vs = +5V + Vygrp), con Vygryy = 0.4 V. En
la parte inferior de esta misma figura estan las curvas Id — Vg en formato semi-logaritmico y
lineal, con esta familia de curvas podemos observar que efectivamente el voltaje de encendido

del transistor se encuentra en 0.4 V como menciona el fabricante.

3.2.2 Mediciones I-V-pH

Una vez comprobado el correcto funcionamiento del transistor, se realizan ciclos de
caracterizacion electroquimica con el fin de obtener la sensibilidad de los dispositivos. Los
dispositivos son sumergidos en 20 ml de solucion buffer de pH, de J.T. Baker, con valores de
pH de 10, 7 y 4. El ciclo de medicion empleado va de la solucion béasica a acida y de regreso,
como puede observarse en la Figura 3-6 (a). El diagrama eléctrico para realizar las mediciones

de pH de las soluciones se muestra en la Figura 3-6 (b).

@ @ ® Vds
Solucion electrolitica EG-ISFET ||

a analizar (pH=X)
\4

-
Electrodo de - et Y L
referencia ; : D
A~ ¥ Amperimetro
e D 1
Ny ) ! - G A para medir Ids
* A
| | L -
@ |

| \
Electrodo i

sensible a pH — —

@ G=di e SPA HP4156
7'5;' _,L;?mo.aD
b 5 Vds / Ids =
i Be= PRI E[OE
il b GND kil en |—\/-p H
ALD110804 o EEEE
55 BOBaA &

(

Electrodo
Electrodo Ag/AgCl

sensiblea pH |

Solucion buffer de pH

Figura 3-6 (a) Ciclo de pH empleado para la caracterizacion de los dispositivos. (b) Esquema eléctrico para
realizar las mediciones de pH de las soluciones. (c¢) Diagrama basico de conexiones utilizado para caracterizar
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electroquimicamente los electrodos sensibles a pH y conectados a un transistor MOS comercial (EG-ISFET).

Las curvas Id — Vd e Id — Vg dependientes de pH son obtenidas mediante un analizador de
parametros de semiconductores (SPA HP4155B) con un esquema de mediciéon como el que se

muestra en la Figura 3-6 (c¢). Se utilizan los siguientes voltajes:

Tabla 2 Voltajes aplicados para obtener las curvas Id-Vg y Id-Vd dependientes de pH

IdVg Idvd

Vg o5V 3V

Vd 500mV 0-2V

Una solucién buffer presenta estabilidad en su nivel de pH por un tiempo prolongado, por
esto se utilizan durante la caracterizacion de los EG-ISFET asegurando que mantienen una

concentracion de iones constante durante toda la medicion.

Como se menciond en la seccidon 2.3 de este documento, el objetivo del electrodo de referencia
es fijar un potencial estable y reproducible a partir del cual pueda generarse un canal de
conduccion entre la fuente y el drenaje del ISFET. Un electrodo de referencia de plata-cloruro

de plata (Ag-AgCl) con potencial asociado de 0.197 V es usado durante todas las mediciones.

Para comprobar que las soluciones buffer mantienen el pH marcado por el fabricante, se
midieron sus niveles de pH usando un pHmetro Mettler-Toledo con un electrodo combinado
(electrodos de ion selectivo (ISE) unido al electrodo de referencia). Los niveles de pH
coincidieron con lo esperado. También se comprobo6 que el electrodo de referencia mantuviera
el potencial asociado midiendo, mediante un voltimetro, la diferencia de potencial que existe
entre el electrodo utilizado (Ag/AgCl) y otro del mismo tipo, obteniendo una diferencia de

0.1 mV, este valor pequeno indica que los electrodos mantienen su potencial.
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3.2.3 Sensibilidad

Después de obtener las curvas Id — Vg segun el protocolo expuesto anteriormente a
diferentes niveles de pH, los datos son graficados y se extrae la sensibilidad en voltaje. La
sensibilidad se expresa en términos del desplazamiento del voltaje de umbral V. El voltaje
de umbral es obtenido mediante el método de extrapolacion lineal [58]. El cual necesita de la
curva Id — Vgs y la curva de la transconductancia. La transconductancia (g,,) esta definida

por:

_dVid
"~ dVgs

Im

Se obtiene el punto maximo de la curva de la transconductancia, y desde este punto se dibuja
una linea horizontal para encontrar el punto en el que intercepta con la curva Id — Vgs. Este
es utilizado para trazar una linea tangencial a la curva Id — Vgs, y finalmente el valor del
voltaje Vth estd dado por el valor de Vg donde intercepta esta linea tangente. Este
procedimiento se muestra en la Figura 3-7, donde para ese sistema de polarizacion el voltaje
de umbral obtenido es de Vth = 0.95V.
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Figura 3-7 Determinacién del voltaje de umbral V;, del transistor mediante el método de extrapolacion lineal.
Vds = 0.1V, t,, = 17nm, W /L = 20um/0.8um
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3.2.4 Mediciones I-V-tiempo

Se realiza una medicion de la corriente de drenaje en el tiempo (Id = f(t)), al graficar se
espera una tendencia tipo “escalera” donde la corriente sea mayor para soluciones acidas y
menor para soluciones basicas, como se muestra en la Figura 3-8. Como se puede apreciar, la
medicion se realiza con una polarizacion Vds constante (de manera que se logre saturacion en
las curvas Id — Vd). Entonces, para las mediciones se utiliza un voltaje de referencia
constante, Vref =3V, con Vds = 500 mV. Manteniendo Vref y Vds constantes, es posible
monitorear el cambio de Ids en funcion de pH y tiempo: Ids = f(pH, time), tal y como se

observa en la Figura 3-8.

Ids (mA) pH
I | |
Vref =3V
Vds = 500 mV [ A

Ids = f(pH, time)

10

t (sec)

Figura 3-8 Medicién de la corriente de drenaje en el tiempo (Vref'y Vds se mantienen constantes).

3.2.5 Efecto de la temperatura e iluminacién en la respuesta de
EG-ISFET basado en ALD-TiO-

Existen factores ambientales, tales como la temperatura y la iluminacion, que modifican la
respuesta de los EG-ISFET. Lo anterior es debido a que estos factores pueden generar
portadores de carga en exceso, que deben de sumarse o restarse a la carga generada
Unicamente por las condiciones de polarizacion. Para comprobar el efecto que estos factores
tienen en los dispositivos con TiO. como elemento sensible se realizaron mediciones Id - Vg,
Id — Vd el —V — tiempo de las soluciones buffer con una temperatura de 10°C, 20°C y 40°C

(Figura 3-9 (a)); y con luz natural dentro del laboratorio (luz solar méas luz de luminaria
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incandescente) y utilizando una caja negra que no permite el paso de la luz. Se utiliz6 la misma

configuracién y pardmetros de barrido mostrados en la seccién 3.2.

Figura 3-9 Medicion del efecto de cambio de (a) temperatura y (b) iluminacién en sensores TiO2 EG-ISFET

3.2.6 Mediciones I-V-tiempo para cambios de 0.1 en pH

Ya que el principal objetivo de este trabajo es aplicar estos dispositivos para la detecciéon de la
hibridacién o desnaturalizacion de cadenas cortas de ADN, y segin algunos estudios
reportados anteriormente [11-12], la hibridaciéon de un par de bases genera un cambio en la
corriente de drenaje de menos de 0.01 pH /base. Se realizan mediciones de I-V-pH-tiempo con
cambios en pH de 0.1 para determinar la sensibilidad y repetibilidad en la respuesta de los
dispositivos EG-ISFET con cambios pequenios de pH, siguiendo el ciclo de medicién mostrado

en la Figura 3-10.

Se utilizan los mismos valores en voltaje de referencia y voltaje de drenaje, es decir Vref =
3V y Vds = 500 mV, realizando monitoreo de la corriente de drenaje con cada soluciéon por
un minuto. Después, se realiza un enjuague con agua desionizada tanto del EG-ISFET como
del electrodo de referencia, en paralelo se afiade cierta cantidad de solucion acida o basica a
la solucion para lograr el cambio en 0.1 de pH, como se explica a continuacion. Para asegurar
que el incremento o disminucién en pH obtenido es el deseado, se realiza una medicion del

pH usando un pHmetro Mettler-Toledo (modelo Seven Multi).
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Solucion buffer

Ciclo de medicion:
« Limpieza del electrodo
+ Anadir acido y/o base para cambiar
el pHen pasos de 0.1
» Corroborar cambio de pHcon
pHmMetro
1 min. Medicién con EG-ISFET L

SPAHP4156

Electrodo 1 minuto
TiO, Ae/heC

Solucién buffer

Figura 3-10 Ciclo de medicion I-V-pH-tiempo con cambios en pH de 0.1

Para preparar la solucion buffer (250 mL) desde un pH acido hasta uno mas basico y viceversa
se utiliza acido fosférico (H;PO,) e hidroxido de sodio (NaOH). De pH 6.8 a 7.3 se mantiene
una concentracion del H;PO, de 10 mM y utilizando la ecuacion de Henderson-Hasselbach

[591, la cual se muestra a continuacion, se calcula la concentraciéon de NaOH.

[base conjugadal
[acido]

pH = pk, +log;,

Donde: pk, es el logaritmo natural de la constante de disociacion acida de un acido débil.

Como las soluciones stock? del acido y base estan en estado liquido se realiza la conversion a
volumen. Finalmente se resta el volumen de NaOH presente en la solucion al que se necesita
para mantener el siguiente nivel de pH, se muestra en la altima columna de la Tabla 3, este
volumen es el que se ira agregando. Del pH 7.3 a 6.8 es necesario incrementar la concentracion
del acido y calcular como se explic6 anteriormente los volimenes a agregar de acido y base.
En resumen, para cambiar el pH de la soluciéon buffer preparada de pH 6.8 a 7.3 se agrega

unicamente base y para ir de pH 7.3 a 6.8 se incorpora tanto 4cido como base.

9 Solucién stock: Solucion con composiciéon concentrada.
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Tabla 3 Volumen a agregar para llevar de pH 6.8 a 7.3 y viceversa una solucién de acido fosforico (HsPOy) e
hidréxido de sodio (NaOH)

Concentraciones Volumen Por pasos

pH [HsPO4l/mM [NaOH]/mM v H;PO,/uL v NaOH/uL v NaOH/uL
6.8 10.0 13.8690 500 693.5
6.9 10.0 14.4270 500 721.4 27.9
7.0 10.0 15.0000 500 750.0 28.7
71 10.0 15.5730 500 778.7 28.6
7.2 10.0 16.1320 500 806.6 27.9
7.3 10.0 16.6620 500 833.1 26.5
7.2 11.0 550 887.3 50.0 54.2
7.1 12.0 600 934.4 50.0 47.2
7.0 13.0 650 975.0 50.0 40.6
6.9 14.0 700 1009.9 50.0 34.9
6.8 15.0 750 1040.2 50.0 30.3

[Solucion stock] 50 M

Volumen 250 mL

Capacidad buffer 10 mM

Para asegurar que la solucion mantiene la concentracion ionica por, al menos, 5 minutos se
mide el pH con un pHmetro de manera discontinua, tomando una medicion cada minuto
después de agregar el acido y/o base, y se grafica uniendo estos puntos en la Figura 3-11. Se
observa que la solucion mantiene el pH en este periodo, lo que garantiza que mientras se

realiza la medicion con los EG-ISFET la solucion se comporta como una solucion buffer.

7.24 -

714 -

pH

7.04 -

6.9 4 -

6.8 4 -

0 10 20 30 40 50
Time (min)

Figura 3-11 Medicién del pH de la solucién sometida a cambios de 0.1 en pH con pHmetro Mettler-Toledo
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3.3 Pruebas de hibridacion/desnaturalizacion de cadenas
sencillas de ADN

Se solicitaron oligonucleotidos con una longitud de 20 unidades monoméricas, se
resuspendieron en solucion buffer TE pH 8. En el laboratorio de Investigaciéon en
Microbiologia Médica y Biotecnologia de la UDLAP se comprobd mediante la medicién de la
absorbancia a 260 nm que se realizara la naturalizacion y desnaturalizaciéon. Se caracterizo la
respuesta de los EG-ISFET del medio donde se encuentran suspendidos los oligos (buffer TE).
Y finalmente se midi6 el pH y la corriente de drenaje del EG-ISFET durante la naturalizaciéon
y desnaturalizacién de poly-A & poly-T y poly-C & poly-G. A continuacion se detalla este

proceso.

3.3.1 Resuspension de oligonucle6tidos en solucion buffer TE

Se solicité la sintesis de cadena sencilla de ADN en escala de 1onm, marca MWG. Se
resuspendieron los oligonucledtidos en soluciéon buffer TE pH 8 (10 mM Tris, 1 mM EDTA),
hasta alcanzar una concentracion de 1 nmol/ul en cada oligo con longitud de 20 unidades

monomeéricas. En la Tabla 4 se muestran las secuencias de los oligos y su concentracion inicial.

Tabla 4 Secuencia oligonucleétidos

Oligonucleotido Concentracion Absorbancia

secuencia (5’ a 3’) inicial [nmol] a260 nm
AAAAA AAAAA AAAAA AAAAA 33.1 0.055
TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT 49.7 0.062
GGGGG GGGGG GGGGG GGGGG 45.8 0.066
CCCCC CCCcCcC cccecee cceccecece 40.7 0.030
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Se preparo el buffer TE de la siguiente forma:

Tris-Cl, 0.5 M Disolver 3.032 g Tris base [tris(hidroximetil)aminometano] en 40 ml
de H,O destilada. Ajustar a pH 8 usando HCI concentrado (32 gotas). Aforar a 50 ml con H,O
destilada.

EDTA, 0.25 M Disolver 1.88 g EDTA [sal disédica del acido etilendiamino tetraacético]
en 15 ml de H,O destilada. Ajustar a pH 8 usando NaOH concentrado (42 gotas) bajo

agitacion. Aforar a 20 ml con H,O destilada.

Buffer TE (10 mM Tris, 1t mM EDTA) 400 pul 0.5 M Tris-Cl, pH 8 (final 10 mM). 80 pul
0.25 M EDTA, Ph 8.0 (final 1 mM). Aforar a 20 ml con H.O destilada.

Se diluy6 10 ul de cada oligo con concentracion de 1nmol/ul en 990ul de buffer TE.

Finalmente, la concentraciéon molar de las suspensiones A-Ty C-G fuede 1 x 107° M

2polyA T G, C

10ul oligo [1 nmol/ul]+ 990ul TE
Figura 3-12 Dilucién de oligonucledtidos

Todo esto se trabajé con liquidos, puntas y tubos para micro centrifuga de 1.5 ml y 5 ml
esterilizados. Se utilizaron tubos para micro centrifuga marca Eppendorf de PCR que

garantizan una correcta transferencia de calor.

3.3.2 Comprobacion de hibridacién

Un método para determinar la naturalizacion y desnaturalizacion del ADN se basa en la
medicion de la absorbancia a 260 nm en funcién de la temperatura, al graficar estos datos se
obtiene la curva de fusién del ADN como la que se muestra en la Figura 3-13. Se observa que
la absorbancia permanece constante hasta temperaturas mas altas de las fisiologicas, esto

significa que el ADN permanece en doble hélice. La absorbancia empieza a aumentar cuando
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comienzan a romperse los puentes que mantienen unidas las dos hebras. Este aumento se
debe a que las bases apiladas dentro del ADN facilitan el blindaje a la luz, por lo tanto la
absorbancia de la luz UV del ADN de doble hélice es mucho menor que el ADN de una sola
hebra, conocido como efecto hipocromico del ADN [3]. Por lo tanto cuando las dos hebras

estan completamente separadas se obtendra una absorbancia méaxima.

100+

Poly (AT
oly ( l\

Naturally occurring
DNA with A/T and
G/Cbase pairs

Relative increase in
absorbance at 260 nm (%)
3
+
]
]
]

10 30 50 70 9 110 130
Temperature (°C)

Figura 3-13 Curva de absorbancia para determinar la temperatura de fusiéon de cadenas de ADN

Se combinaron las pares de bases complementarias (adenina-timina y guanina-citosina) como
se muestra en la Figura 3-14. Se colocaron las muestras de A-T y C-G en un bloque de
calentamiento dentro de una hielera para comenzar con una temperatura de 11°C. Se fue
incrementando la temperatura y midiendo la absorbancia a 260nm en una celda de cuarzo de
1ml con el espectrofotometro UV — 1800 SHIMADZU. Al mismo tiempo se realiz6 la mediciéon

de la temperatura con un termopar tipo J.

También se hizo la comprobacion de la hibridacion al pasar de una temperatura baja (10°C),
a la cual debe estar hibridado, a una temperatura alta (65°C), donde los pares de bases deben
estar desnaturalizados. Estos cambios de temperatura se realizan en tiempos cortos, para
corroborar si en dos minutos y medio ya se da la naturalizacion y desnaturalizaciéon de las

cadenas.
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[

100pI poly A + 100p! poly T + 800ul TE

iV

100pl poly G + 100pl poly C + 800ul TE \/

Figura 3-14 Combinacion de pares base complementarias

3.3.3 Caracterizacion (pH e Idrain) del buffer TE con cambios en

temperatura

Se realiz6 la caracterizacion del medio donde se encuentran resuspendidas las cadenas cortas
de ADN. Esto es ttil para diferenciar la respuesta tinica del medio de la tendencia que se
presenta al naturalizarse o desnaturalizarse el ADN. Se realiz6 una medicién discontinua en
el tiempo, incrementado la temperatura y obteniendo las curvas Id - Vg, Id — Vdel -V —
tiempo. Se obtuvo una medicién continua en el tiempo calentando el oligonucleétido con
ayuda de un bano maria de agua desionizada, se realiz6 la medicion de la temperatura con un
termopar como se muestra en la Figura 3-15. Inicialmente se increment6 la temperatura de
22°C a 55°C en 4 minutos y se midi6 la tendencia de la solucion buffer, posteriormente se
realiz6 este incremento en 11 minutos de 22°C a 55°C, lo cual nos permite obtener un
incremento lineal en temperatura. Todas estas mediciones de corriente de drenaje se
realizaron con un EG-ISFET con superficie sensible de TiO. depositado sobre Ti/TiO./Si, ya
que los electrodos de TiO./Ti que se encuentran sobre vidrio no pudieron ser cortados en

pequenas dimensiones.
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Termopar

Figura 3-15 Calentamiento buffer TE en bafio maria.

3.3.4 Medicion pH e Idrain durante la hibridacion de poly-A &
poly-T y poly-C & poly-G

Se realizaron mediciones de la corriente de drenaje manteniendo constante VD = 500mV y
VREF = 3V con un cambio de temperatura rapido, medicién por 4 minutos, y con un cambio
de temperatura lineal, medicion por 11 minutos. Esto con los dispositivos Si/SiOx/Ti/TiO2
EG-ISFET. El experimento fue repetido tres veces. Todos estos resultados experimentales se

presentan y discuten en el siguiente capitulo.
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Resultados experimentales y discusion

Se fabricaron EG-ISFETs (transistores de efecto de campo sensibles a iones con compuerta
extendida) con 6xido de aluminio (Al.Os) y 6xido de titanio (TiO.), como superficie sensible a
iones de hidrogeno. Consiguiendo una sensibilidad de 68 mV/pH para la estructura
Glass/Al/AlLO;, 54mV/pH para la estructura Si/SiOx/Ti/TiO. y 51mV/pH para
Glass/Ti/TiO.. Estas son sensibilidades altas comparadas con un ISFET comercial basado en
nitruro de silicio (Si;N,), como superficie sensible, cuya sensibilidad medida fue de
46.5 mV /pH. Usando estas estructuras y un MOSFET comercial (ALD110804) se lograron
detectar los eventos de desnaturalizacion de cadenas de 20 pares de bases de ADN
suspendidas en solucién buffer TE (pH = 8), sin necesidad de un paso de marcaje o

inmovilizacion de las hebras de ADN. Obteniendo un cambio en la tendencia de la corriente
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de drenaje de 47uA para las cadenas de adenina y timina, cuando la temperatura era de 45°C.
Para la citosina y guanina se obtuvo un cambio de 41uA a 48°C. Esta respuesta no es debida a
la union covalente entre los grupos fosfatos en la estructura del ADN sino a los fen6menos
termodindmicos que mantienen unida la doble hélice. En este capitulo se presentan y discuten

todos estos resultados.

4.1 Mediciones I-V-pH

4.1.1 ISFET basado en SisN,4 como dieléctrico sensible a pH

Se caracterizO un sensor de iones comercial ISFET CNM (Centro Nacional de
Microelectronica, Barcelona), su set de curvas caracteristicas Id — Vg — pH e Id — Vd — pH se
muestran en la Figura 4-1 (a) y (b). Obteniendo una sensibilidad de 46.5 mV /pH (ver Figura
4-1(c)) este valor es bajo en comparacion con el rango reportado por sus fabricantes de 50 —
58 mV/pH [60]. Al realizar la medicion en oscuridad se lograron obtener valores de
sensibilidad dentro de este rango, 58 mV /pH. Ademas se aprecia que en condiciones de luz de
laboratorio se tienen ventanas iguales entre los diferentes niveles de pH, y cuando se
encuentra en oscuridad, pese a que se incrementa la sensibilidad, cambian estas ventanas,

cambiando su respuesta en el segundo ciclo de mediciones.

Esta disminucion en la sensibilidad cuando hay presencia de iluminacion se debe a efectos de
fotogeneracion del silicio debido a que en este dispositivo, toda la estructura del ISFET (fuente
y drenaje) se encuentran aislados del electrolito inicamente por una resina epoxica y en
consecuencia, la zona del canal de inversion estad completamente expuesta a la luz incidente.
Por lo tanto, el canal que conecta fuente y drenaje, ahora también tiene una combinacién de
portadores fotogenerados, la cual, para términos practicos, disminuye la sensibilidad final del
ISFET.
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Figura 4-1 Caracterizacion eléctrica de un ISFET comercial bajo condiciones de luz y oscuridad (a) Curvas Id —
Vg — pH (b) Curvas Id — Vd — pH (c) Sensibilidad obtenida a partir del voltaje de encendido del transistor (Vth)
(d) Corriente de drenaje medida cuando Vd = 2V y Vref = 1.5V con los diferentes niveles de pH.

4.1.2 EG-ISFET basado en ALD-Al.O3

Se obtuvieron las curvas Id —Vg — pH de la estructura Glass/Al/Al.O; conectada a un

transistor comercial VN0104 con Vth = 0.8V — 2.4V mostradas en la Figura 4-2 (a). Se observa

que se obtiene una sensibilidad con respecto al voltaje de encendido de = 67.5 mV /pH en esta

medicidn.
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Figura 4-2 (a) Curva Id-Vg-pH de estructuras Glass/Al/Al-O3 MOSFET comercial (VNo104) (b) Sensibilidad
con respecto al Vth

4.1.3 EG-ISFET basado en ALD-TiO-

Se trabaj6 con o¢xido de titanio como elemento sensible a pH debido a su alta
biocompatibilidad, estabilidad quimica y propiedades antimicrobianas ya que se utilizara
como biosensor de cadenas de ADN. En la Figura 4-3 se muestran las curvas mas importantes
para caracterizar electro-quimicamente al TiO, depositado sobre dos medios diferentes, del
lado derecho se muestran todas las curvas con vidrio como sustrato y del lado izquierdo las
del silicio como sustrato. Se utilizé el mismo transistor y la misma configuracion descrita en

la seccidn 3.3 de este trabajo para los dos sustratos.

El primer set de curvas (Figura 4-3 (a)) muestra la curva Id — Vg — pH, la curva en negro es
el comportamiento tnicamente del transistor ALD110804 manteniendo Vd = 500mV. Se
aprecia que para el silicio esta curva es muy parecida a la que se obtiene con un pH de 7, y se
muestran los correspondientes corrimientos hacia la derecha cuando se mide una solucion
bésica y hacia la izquierda con una solucion acida. En el caso del vidrio todas las curvas se
encuentran a la derecha de la obtenida inicamente del transistor, esto significa que al medir

cualquier solucion, siempre sera mayor el voltaje de encendido, y estara en funcion de pH.
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Figura 4-3 Mediciones I-V-pH de EG-ISFET con superficie sensible de TiO- sobre dos sustratos diferentes,
vidrio (izquierda) y silicio (derecha). (a) Curvas Id — Vg — pH en formato lineal. (b) Curvas Id — Vg — pH en
formato semi-logaritmico. (c) Sensibilidad con respecto al voltaje de encendido del transistor obtenido
mediante el método de la transconductancia (d) Curvas Id — Vd — pH. (e) Mediciones I-V-pH-tiempo a
diferentes niveles de pH.

Las curvas Id — Vg — pH en formato semi-logaritmico se muestran en Figura 4-3 (b). La
sensibilidad de las estructuras sobre silicio es de ~ 54mV /pH y sobre vidrio de = 52mV /pH,
estos ultimos presentan un comportamiento mas lineal que el depositado sobre silicio. En las
curvas Id — Vd — pH se aprecian ventanas mas definidas en el dispositivo de vidrio entre los

niveles de pH, al repetirse las mediciones varias veces, ver Figura 4-3 (d).

Finalmente se muestran mediciones I-V-pH-tiempo realizadas durante un minuto en cada
nivel de pH, se tiene una sensibilidad en corriente de drenaje de ~ 14.8 pA/pH para silicio y
~ 15 pA/pH para vidrio. Se nota con facilidad que la estructura sobre silicio presenta un
mayor decaimiento de la corriente de drenaje al estar inmersa en el electrolito por un minuto,
sin embargo parece un decaimiento repetible en cada nivel de pH, excepto en pH 10 donde
presenta un ligero incremento. El dispositivo sobre vidrio se mantiene casi constante por el
mismo periodo de tiempo para los tres niveles de pH, ver Figura 4-3 (e). Con estos resultados
se puede afirmar que el sustrato mas conveniente es el vidrio, ya que presenta un
comportamiento menos variable después de realizadas varias mediciones en distintos niveles
de pH.

4.2 Mediciones I-V-tiempo para detectar cambios de 0.1 en pH

En esta seccidn se muestra la capacidad de las estructuras de 6xido de titanio para sensar
cambios en pH de 0.1. En la Figura 4-4 (a) se presenta el decaimiento en corriente de drenaje
que presentan los dispositivos al estar inmersos en solucion buffer de pH 7 bajo medicién por
11 minutos. En el caso del dispositivo sobre silicio, el decaimiento en Id es de 17uA y sobre
vidrio de 8uA para el tiempo total de 11 minutos. Para ambas estructuras se obtuvo
sensibilidad a cambios de pH de 0.1, mostrados en la Figura 4-4 (b) donde se muestra una
tendencia tipo escalera al ir de pH 6.7 a pH 7.2 y de regreso. Se incluye la Figura 4-4 (c) para
visualizar los cambios en corriente de drenaje que se obtienen al disminuir el pH de 7.1 a 6.6

en cambios de 0.1, estos cambios se encuentran en un rango de 1uA a 7.5uA.
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Figura 4-4 Mediciones I-V-pH-tiempo de EG-ISFET con superficie sensible de TiO- sobre dos sustratos
diferentes, silicio (izquierda) y vidrio (derecha). (a) Corriente de drenaje obtenida en medicién continua por 11
minutos a un pH de 7.0. (b) Corriente de drenaje medida por un minuto de pH 6.7 a pH 7.2 y de regreso. (c)

Cambios de corriente obtenidos variando hacia un pH acido (7.1 hacia 6.6).

4.3 Mediciones I-V-pH-temperatura e I-V-pH-iluminacion

Ya que se necesitan temperaturas mayores a la temperatura ambiente (20-25°C) para lograr

la desnaturalizacion de cadenas cortas de ADN, se realizaron mediciones para caracterizar el

cambio que sufre la respuesta de las estructuras EG-ISFET. Ver Figura 4-5 para TiO,

depositado sobre silicio y Figura 4-6 para TiO. depositado sobre vidrio.
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Figura 4-5 Variacion de las curvas caracteristicas I-V-pH debido a la temperatura en estructuras EG-ISFET
Si/Si0x/Ti/TiO- (a) Id — Vg — pH lineal-lineal (b) Id — Vg — pH semi-logaritmica (c) Id —Vd — pH

Se aprecia que a temperaturas altas la respuesta en Id —Vg —pH e Id —Vd — pH de la
estructura EG-ISFET Si/SiO«/Ti/TiO. comienza a estar desplazada ligeramente a la derecha
respecto a la primera medicion, lo que no sucede a 10°C (Figura 4-5 (a) y (b)). En las curvas
Id — Vd — pH también se muestra un corrimiento de las segundas mediciones a 20°C y 40°C,
y una disminucion general de la corriente de drenaje medida a temperaturas altas. Las
estructuras EG-ISFET Glass/Ti/TiO. no presentan cambios significativos al realizar
mediciones a 10°C, 20°C y 40°C, ya que mantiene la sensibilidad y niveles de corriente, ver

Figura 4-6.
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Figura 4-6 Variacién de las curvas caracteristicas I-V-pH debido a la temperatura en estructuras EG-ISFET
Glass/Ti/TiO-

Esto significa que el mayor cambio en la sensibilidad y niveles de corriente I/d con diferentes
niveles de temperatura se presenta en la estructura sobre silicio. Esta respuesta es debida a la
capacidad del sustrato de generar portadores adicionales. En la Figura 4-7 (a) se muestra la
grafica de la resistividad al aumentar la temperatura para un conductor tipico, donde se
aprecia que el aumento de la resistividad es lineal a altas temperaturas; y la resistividad a
temperaturas bajas se aproxima a una resistencia fija distinta de cero. En el caso de un
semiconductor tipico, como el silicio, la resistividad disminuye al aumentar la temperatura.
Esta propiedad de generar portadores de carga debidos a temperatura, justifica las variaciones

obtenidas para la estructura Si/SiOy/Ti/TiO.. El vidrio es un material eléctrica y térmicamente

10 Resistividad: Resistencia de un material conductor proporcional a su longitud y anchura.
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aislante que no presenta este tipo de comportamiento, es por ello que no se detectan amplias

variaciones I — V dependientes de temperatura en las estructuras Glass/Ti/TiO..

. Conductor »
(baja temperatura) .
Conductor Semiconductor
8 g _/ 8
(] (] (]
e ke ke
> > >
= = P =
%) W Wi
2 2 2
<] @ L]
(e i} o o
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Figura 4-7 (a) Grafica de la resistividad contra temperatura para un conductor tipico. (b) Resistividad contra
temperatura para un conductor tipico a temperaturas bajas. (c) Resistividad contra temperatura para un
semiconductor tipico

Como se observo en las mediciones del ISFET comercial (seccion 4.1.1), otro parametro que

puede modificar la respuesta de los ISFET es la iluminacién. En la Figura 4-8 se observa el
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Figura 4-8 Curvas Id — Vg — pH, Id —Vd — pH y sensibilidad con respecto a Vth en condiciones de oscuridad e
iluminacién de dispositivos EG-ISFET Glass/Ti/TiO-
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comportamiento de los dispositivos que usan como sustrato el vidrio, como se puede apreciar
las curvas y sensibilidad son exactamente iguales en ambas condiciones de iluminacién. Esto
es debido a que esta superficie sensible estd conectada a un MOSFET comercial cuyas
terminales y sobre todo, la region del canal de inversién nunca son expuestas directamente a
la solucién electrolitica a analizar ni a las condiciones ambientales de temperatura e

iluminacién durante la medicion.

La respuesta del dispositivo Si/SiO/Ti/TiO. bajo condiciones de luz y oscuridad se muestran
en la Figura 4-9. No se presentan grandes cambios en el voltaje de encendido del transistor
cuando se realizan mediciones secuenciales Id — Vg en funcion de los valores de pH a medir
(10 > 7 - 4 > 7 - 10 - etc.). Sin embargo, si se presenta un ligero cambio de entre 2 — 8 uA
cuando se realizan mediciones constantes de la corriente de drenaje en funciéon del tiempo y

de pH, bajo condiciones de oscuridad e iluminacion (Figura 4-9 (b)).
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Figura 4-9 (a) Sensibilidad calculada con respecto a voltaje de encendido de dispositivos Si/SiOx/Ti/TiO: (b)
Medicién de corriente de drenaje en _funcion del tiempo en condiciones de luz y oscuridad

En la Tabla 5 se muestra un resumen de la sensibilidad medida bajo condiciones de luz y
oscuridad de estructuras de 6xido de titanio y nitruro de silicio (ambas como superficies
sensibles a pH) realizadas con condiciones de luz y oscuridad. Se aprecia que el mayor cambio
en la sensibilidad se presenta en el ISFET comercial con 11.5mV/pH de diferencia, y la
estructura sobre vidrio presenta un cambio de 1 mV /pH lo que significa que no le afectan esas

condiciones ambientales para su desempefio.
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Tabla 5 Cambio en la sensibilidad a iones de hidrégeno de estructuras de oxido de titanio y nitruro de silicio
realizadas con condiciones de luz y oscuridad.

Glass/Ti/TiO.  Si/SiOx/Ti/TiO. ISFET CNM Si;N,

Luz 51 mV/pH 54 mV /pH 46.5 mV /pH

Oscuridad 52 mV /pH 58 mV /pH 58 mV /pH

4.4 Eventos de hibridacion/desnaturalizacion de cadenas
sencillas de ADN

Se comprob6 la hibridacion/desnaturalizacién de las cadenas sencillas de 20 oligonucleétidos
combinadas con sus cadenas complementarias, ambas con la misma concentracion, lo que
hace que sea mas probable que todas las cadenas suspendidas puedan emparejarse

correctamente.

La curva de fusion del ADN necesaria para determinar la temperatura de transiciéon de las
cadenas de ADN se realiz6 mediante espectrofotometria de absorbancia a 260 nm (Figura
4-10). Para Adenina y Timina se espera una temperatura de melting (Tm)" menor a la de
Guanina y Citosina, debido a la energia necesaria para romper enlaces dobles y triples de
hidrégeno, respectivamente. Las pares de bases complementarias Adenina-Timina presentan
una Tm = 45°C. Para Guanina y Citosina pese que no presenta una curva limpia, si se aprecia
que a temperaturas bajas (T < 30°C) se encuentran hibridadas (naturalizadas), es decir,
presenta una absorbancia minima constante. También se puede apreciar cuando estas mismas
pares de bases se encuentran desnaturalizadas, esto es a partir de los 85 °C. Por lo tanto se

puede decir que Citosina-Guanina presentan una Tm ~ 52°C.

La Figura 4-11 ilustra los eventos de hibridacion/desnaturalizacion de las cadenas A-T y C-G

para las temperaturas adecuadas, en el tiempo. Estas curvas comienzan con la medicion de la

1 Temperatura de melting (Tm): Temperatura a la cual el 50% de las especies de una molécula de ADN
forman una doble hélice estable y el otro 50% se encuentran no apareados.
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Figura 4-10 Curva de fusion del ADN, obtenida mediante la medicion de la absorbancia a 260nm

absorbancia a 110°C temperatura a la cual todas las pares de bases se encuentran
completamente desnaturalizadas produciendo maxima absorbancia. Después se disminuye la
temperatura hasta llegar a temperatura ambiente (23°C) e incluso a temperatura menor
(10°C) a las fisiologicas donde se espera que ya se haya realizado el evento de hibridacién de
las 20 pares de bases produciendo minima absorbancia. Se vuelve a subir la temperatura pero
ahora a 65°C a la cual Adenina-Timina ya deberian estar desnaturalizados (debido a su Tm),
y Guanina-Citosina en su mayoria desnaturalizados. Se vuelve a bajar la temperatura ahora
en un rango de tiempo muy corto de 2 minutos y medio, obteniendo el mismo nivel de
absorbancia, lo que sugiere que a los dos minutos y medio, ya se di6 la naturalizaciéon y

desnaturalizacion de las cadenas, A-T y C-G.

Es importante mencionar que estas cadenas se encuentran suspendidas en un medio
fisiologico (buffer TE), cuyo pH cambia dependiendo de la temperatura, pero que presenta
una zona plana donde el pH se mantiene constante en el rango de 45° — 55°C, ver Figura 4-12
(a). Este comportamiento es muy conveniente para las mediciones a realizar con las cadenas
complementarias de ADN, ya que justo en ese rango se encuentra la temperatura de fusion de
A-T, Tm =~ 45°C. También las cadenas complementarias C-G comienzan a desnaturalizarse en
este rango de estabilidad del buffer. Gracias a esto, se espera que la medicion del cambio de

pH debido a la desnaturalizacion de las hebras complementarias A-T y C-G sea solo debida a
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Figura 4-11 Medicién de absorbancia a 26onm durante la naturalizacion (hibridacion) y desnaturalizacion
rapida de cadenas complementarias A-T'y C-G

éste fendmeno y no al cambio de pH de la soluciéon buffer donde se encuentran suspendidas.
La medicion del cambio de pH del buffer TE con temperatura (de 8.3 a 7.9) se realizé con un

pH-metro comercial.
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Figura 4-12 Medicién discontinua en el tiempo para (a) pH a 2 ml de TE con pHmetro (b) Corriente en drenaje
medida en pasos de 1 min para las temperaturas mostradas
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Siguiendo con la caracterizacion del buffer TE, se realizaron mediciones usando las mismas
temperaturas que las medidas con el pH-metro Metler Toledo mostradas en la Figura 4-12 (a)
pero ahora con los dispositivos EG-ISFET ([Si/SiOx/Ti/TiO.]+MOSFET comercial
[ALD110804]). Este dispositivo es el que se va a utilizar para todas las pruebas siguientes de
hibridacidon/desnaturalizacion de cadenas sencillas de ADN. En la Figura 4-12 se aprecia que
la corriente de drenaje disminuye con el incremento en temperatura, lo cual es facilmente
observable en las Figura 4-5 (c) anteriores, donde la corriente /d en saturacion, disminuye
gradualmente con incrementos de temperatura de 10, 20 y 40°C durante mediciones I —V —

pH — T respectivamente.
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Figura 4-13 Corriente de drenaje registrada por EG-ISFET al realizar (a) calentamiento y (b) enfriamiento del
buffer TE. (c) Calentamiento y enfriamiento continuo del buffer TE
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Posteriormente se caracterizo el buffer TE con el EG-ISFET Si/SiOx/Ti/TiO., ahora midiendo
curvas [ —V —time —T por 4 minutos continuos durante rutinas de calentamiento y

enfriamiento del buffer TE, y se obtienen las tendencias mostradas en la Figura 4-13 (a-c).

4.5 Deteccion de eventos de desnaturalizacion de cadenas
sencillas de ADN usando EG-ISFET con ALD-TiO-

Usando el mismo método de calentamiento y mediciéon de corriente de drenaje durante 4
minutos expuesto en la seccion 3.3.3, se obtuvieron los primeros resultados donde se observa
un pequefio incremento justo en la temperatura de melting Tm =~ 45°C (obtenida
anteriormente para Adenina-Timina) y cuyo pequefio incremento en Id(pH, T, t) representa

una tendencia opuesta al decremento monotdnico de /d normalmente esperado.
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Figura 4-14 Medicién de Idrain durante (a) Desnaturalizacion (mediante calentamiento) de poly-A & poly-T
(b) Enfriamiento de poly-A & poly-T

Pese a que, el cambio en la tendencia de la corriente de drenaje coincide con la temperatura
esperada para A-T, este cambio no puede ser relacionado con total seguridad a la separaciéon
de las cadenas de ADN debido a que existen muchas variaciones en la misma curva, no siendo
este el anico cambio en la tendencia normalmente esperada de observar una disminucién
progresiva en Id. Ademas de que este tipo de calentamiento en tan poco tiempo y no muy

controlado no es conveniente ya que segin [4] las reacciones de
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hibridacién/desnaturalizacion toman minimo 10 minutos para lograr ser detectadas con este

tipo de sensores.

Un calentamiento mas controlado permite linealizar el cambio en temperatura, este cambio

para el mismo rango de incremento en temperatura (25° — 55°C) se realiz6 en 11 minutos, ver

Figura 4-15 (a-b).
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Figura 4-15 (a) Curva de calentamiento de 25°C a 55°C en 4 minutos, para dos viales disponibles tubos
eppendorf de 2 ml y tubos falcon de 5 ml. (¢) Curva de calentamiento lineal de 25°C a 55°C en 11 minutos

En la Figura 4-16 se muestra la corriente de drenaje al realizar este calentamiento de las
cadenas complementarias A-T y C-G, suspendidas en buffer TE. Como se ha observado,
inicialmente la corriente Id del sensor EG-ISFET en inmersion directa al buffer TE (sin
cadenas suspendidas) siempre tiende a decaer en el tiempo, de tal forma que con estas
condiciones de calentamiento, /d decae 17uA después de los 11 minutos de medicion. La
corriente de drenaje de las cadenas complementarias Adenina-Timina comienza 2214 menor
que la corriente inicial del buffer y lleva una tendencia de decaimiento parecida a la del buffer,
hasta 45.5°C donde incrementa 47uA y continiia con la tendencia de decaimiento. Para las
cadenas de Citosina y Guanina inicia con una corriente 18uA menor que la corriente inicial
del buffer y sigue la tendencia de decaimiento hasta que en 48°C incrementa 41uA, vuelve a
decaer y posteriormente se presenta otro incremento con una tendencia parecida a la anterior

ahora a una temperatura de 51°C.
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Figura 4-16 Corriente de drenaje obtenida durante la desnaturalizacion (calentamiento) de oligonucledtidos
complementarios suspendidos en buffer TE

Como se mencion6 en el capitulo 1, la estructura del ADN presenta una carga negativa
intrinseca debida a los fosfatos que forman el backbone de la doble hélice que al ser
hibridada/desnaturalizada, genera un cambio de potencial que es detectado mediante el
cambio de la conductancia del canal del transistor [11]. Aun cuando se ha demostrado un
cambio en Id justo en las temperaturas Tm de cadenas A-T y C-G bastante apreciable con
sensores EG-ISFET, es importante estudiar y verificar los mecanismos particulares
responsables de la senal transducida electronicamente para estos eventos de

desnaturalizacién y que son experimentalmente observados con este tipo de sensores [51].

No obstante, esta dultima medicion (Figura 4-16) demuestra que el dispositivo
(Si/SiOx/Ti/TiO.)+MOSFET comercial (ALD110804) es capaz de detectar eventos de
desnaturalizacion de ADN con una combinaciéon de materiales bio-compatibles y

transductores electrénicos comerciales.
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Conclusiones

Se demostroé que el dispositivo (Si/SiOx/Ti/TiO2)+MOSFET comercial (ALD110804) es capaz
de detectar eventos de desnaturalizacion de pares-base complementarias de ADN, sin
necesidad de usar un paso de marcaje o inmovilizacién de las hebras de ADN. Esto es
importante ya que al utilizar técnicas convencionales de deposito de peliculas delgadas (e-
beam evaporation y ALD) es posible desarrollar superficies sensibles con alta calidad, y
adicionalmente, desarrollar multiples areas de deteccion si se integran estos procesos dentro

de un proceso de fabricacion de CI's compatibles con CMOS.

Se fabricaron y caracterizaron electroquimicamente estructuras sensibles a iones de

hidrogeno usando Al.O; y TiO., este ultimo tiene la ventaja de ser biocompatible.
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Se obtuvo una sensibilidad mayor a la sensibilidad medida de un ISFET comercial con Si;N,

como superficie sensible.

Se fabricaron estructuras sensibles a iones de hidréogeno usando TiO. sobre dos sustratos
diferentes, silicio y vidrio. Se comprobd la sensibilidad de las dos estructuras a cambios de pH
de hasta 0.1, de variacibn en ese parametro. Se comprobé que la estructura
(Glass/Ti/TiO2)+MOSFET comercial (ALD110804) no es susceptible a cambios en las
condiciones ambientales (temperatura e iluminacion) durante mediciones secuenciales o
constantes de pH, sin embargo la estructura (Si/SiOx/Ti/TiO2)+MOSFET comercial
(ALD110804) si present6 pequeiias variaciones de sensibilidad y niveles de corriente al estar
expuestos a la luz y temperaturas mayores a la ambiente, debido al fenémeno de generacion

adicional de portadores de carga en el silicio por iluminacién y temperatura.

El proceso de fabricacion de la superficie sensible a iones H+ es relativamente ficil de realizar
y presenta la enorme ventaja de obtener una superficie de 6xido metalico altamente sensible
a pH pues no es expuesta a ningiin paso adicional de proceso. Conectando esta superficie
sensible a pH a un MOSFET comercial, podemos obtener un dispositivo sensible a iones de
pH facil de operar. Ademas, al tener esta estructura de compuerta extendida, el MOSFET es
reutilizable para diferentes aplicaciones, no solo de lectura de pH, sino de procesamiento,
compensacion, calibraciéon, almacenamiento y/o transmision de las sefales analbgicas y/o
digitales de interés. Lo anterior es 1til para implementar soluciones portatiles, de bajo
consumo de potencia y con alta estabilidad, para el monitoreo remoto de pH a mediano plazo

y en campo (fuera de laboratorio).

5.1 Trabajo a futuro

En este trabajo se demostrd que el dispositivo (Si/SiOx/Ti/TiO2)+MOSFET comercial
(ALD110804) es capaz de detectar eventos de desnaturalizacion de pares-base
complementarias de ADN, sin embargo, es necesario mucho mas trabajo para aplicar estos
dispositivos con acidos nucleicos. Es por esto que se propone como trabajo futuro estudiar la
termodindmica de los eventos de hibridacion y desnaturalizacion del ADN para comprender
correctamente el principio mediante el cual se pudo identificar la desnaturalizacion de las

cadenas de 20 pares de bases. Se propone realizar mediciones mezclando cadenas no

69



complementarias y no totalmente complementarias ademas de pruebas con oligonucle6tidos
con longitudes de diferentes pares de bases, para determinar si los dispositivos son capaces
de identificar estas diferencias. También convendria realizar mediciones dando un mayor

tiempo para realizar el proceso de hibridacion y desnaturalizacion del ADN.

Estos dispositivos tienen el potencial para ser incluidos en un arreglo de sensores de iones de
hidrégeno completamente integrados, incluyendo la integracion de geometrias microfluidicas
y/o sustratos flexibles que definan la zona de reaccion convenientemente separadas/aisladas

del MOSFET.
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