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RESUMO

O ciclo de nutrientes e o fluxo de energia nos ecossistemas marinhos esta fortemente relacionado
com a populacdo de fitoplancton, uma vez que este se encontra na base da cadeia alimentar marinha.
No entanto, em certas condicdes ambientais pode ocorrer a proliferacdo de algumas espécies de
fitoplancton produtoras de toxinas, chamadas de florescimento de algas nocivas, as quais podem afetar
a cadeia alimentar marinha e, consequentemente, a saide humana quando sao consumidos produtos
contaminados provenientes da aquacultura e pesca. Apesar de ja existirem varias técnicas sensiveis para
a identificacdo de espécies de fitoplancton, especialmente a citometria de fluxo, estas ainda nao
permitem analises rotineiras, /n-sifu, de baixo custo e de forma automatizada. Assim, o objetivo desta
dissertacdo assenta no desenvolvimento de uma plataforma Lab-on-a-chip para contagem de células de
fitoplancton de uma forma automatizada, a qual sera futuramente integrada num citémetro microfluidico.
A plataforma desenvolvida compreende um canal microfluidico para passagem individual das células
pela zona de detecdo, no qual esta integrado um sensor de impedancia fabricado com microeléctrodos
em filme fino. O principio de detecao deste sensor é baseado na tecnologia Resistive Pulse Sensing (RPS),
onde a identificacdo de células é obtida a partir das variacdes da tensdo provocadas pela passagem
destas sobre os microeléctrodos.

A melhor geometria e configuracdo dos microeléctrodos bem como dos microcanais foram
estudadas através de simulagdes numéricas utilizando o software COMSOL Multiphysics. As
configuracdes com melhores resultados foram fabricadas com recurso as microtecnologias e validadas
experimentalmente. Para além disso, foi também implementada a eletrénica de atuacdo e leitura
necessaria para efetuar as medicdes elétricas, que compreende um circuito de excitacdo e um de
amplificacdo. Os resultados experimentais permitiram observar alteracdes distintas na tensdo com a
passagem de particulas de diferentes tamanhos bem como com a passagem de diferentes células de
fitoplancton, demonstrando assim a viabilidade desta plataforma para ser integrada com um citémetro

microfluidico.

Palavras Chave: Espectroscopia de Impedancia (EIS), Fitoplancton téxico, microfabricacao,

microfluidica, Resistive pulse sensing (RPS).
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ABSTRACT

The nutrient cycle and energy flow on marine ecosystems are strongly related to the
phytoplankton population since they are the base of the marine food chain. However, under certain
environmental conditions, the proliferation of some toxin-producing phytoplankton species may occur,
called harmful algae blooms, which can affect the marine food chain and consequently, human health
when contaminated products from aquaculture and fishing are consumed. Although there are already
several sensitive techniques for the identification of phytoplankton species, especially flow cytometry, they
still do not allow routine, in-situ, low-cost and automated analyses. Thus, the objective of this dissertation
/s to develop a Lab-on-a-chip platform for automated counting of phytoplankton cells, which in the future
will be integrated with a microfluidic cytometer. The developed platform comprises a microfiuidic channe/
for individual passage of cells through the detection zone, in which an impedance sensor made with thin
film microelectrodes is integrated. The detection principle of this sensor is based on Resistive Pulse
Sensing (RPS) technology, where the identification of cells is obtained from variations in electrical tension
caused by their passage through microelectrodes.

The best geometry and configuration of the microelectrodes as well as the microchannels, were
studied by numerical simulations using the COMSOL Multiphysics software. The configurations with the
best results were fabricated by microtechnologies and validated experimentally. In addition, the actuation
and readout electronics necessary to perform the electrical measurements were also implemented, which
comprises an excitation and an amplification circuit. The experimental results allowed to observe different
changes in the tension with the passage of particles of different sizes as well as with the passage of
different cells of the phytoplankton, demonstrating the viability of this platform to be integrated with a

microfluidic cytometer.

Keywords: Impedance Spectroscopy (EIS), Toxic phytoplankton, microfabrication, microfluidic, Resistive

Fulse Sensing (RPS).
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Capitulo 1 - Introducdo

1 INTRODUCAO

Neste capitulo apresenta-se o enquadramento do presente trabalho, onde se evidencia a
necessidade de sensores para a quantificacdo de células de fitoplancton. Para além disso descrevem-se
de forma sucinta os objetivos do trabalho proposto bem como a motivacdo para os alcancar. Por fim,

sao apresentadas as principais contribuicoes e a organizacao desta dissertacao.

1.1 Enquadramento

O fitoplancton compreende um conjunto de organismos microscopicos aquaticos
(tradicionalmente designados por algas) com um papel importante no ecossistema marinho, uma vez
que sao a base da cadeia alimentar marinha. Para além disso, sao responsaveis por praticamente
metade da producao de oxigénio ocorrida em todo o planeta sendo vital para manter o equilibrio
ambiental destes ecossistemas, contribuindo assim para que os organismos que nele habitam
sobrevivam e se desenvolvam [1]. O fitoplancton é composto por microrganismos unicelulares
autotréficos com capacidade fotossintética que vivem em suspensao na coluna de agua dos rios e
oceanos, existindo numa ampla gama de tamanhos e com caracteristicas variadas [2]. Devido a
dependéncia da luz solar habitam na zona eufética (zona superior da coluna de agua), utilizando diversas
estruturas ou mecanismos como flagelos, vacuolos de gas, aumento da relacdo area superficie/volume.
O fitoplancton abrange um conjunto de algas e cianobactérias diversificado do ponto de vista taxonomico,
morfoldgico e fisiologico. A sua identificacdo taxonomica é complexa sendo baseada na morfologia
celular, ornamentacao, cor, reservas e pigmentos fotossintéticos. Existem milhares de espécies de

fitoplancton reconhecidas, mas apenas algumas dezenas possuem capacidade de produzir toxinas,
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sendo o grupo das diatomaceas e dos dinoflagelados os de maior relevancia. Estas espécies, sob
determinadas condicbes ambientais podem levar a um crescimento excessivo e atingir elevadas
densidades provocando um fendmeno designado por florescimento de algas nocivas (do inglés Harmfu/
Algae Blooms - HABs). As toxinas produzidas por estes grupos podem acumular-se em certos
organismos, como peixes e moluscos, representando um elevado risco para a saude humana,
especialmente pelo consumo de produtos contaminados derivados das atividades de aquacultura ou
piscatoria [3]. Para além disso, contribuem para perdas econdmicas significativas, visto que ao ocorrer
estes tipos de disturbios, as autoridades proibem a captura de espécies marinhas para consumo
humano, prejudicando os setores marinhos (por exemplo aquacultura moluscos e peixes). Este tipo de
ocorréncias também acarreta prejuizos significativos no turismo e nas atividades relacionadas com a
zona costeira. Por este motivo, a identificacdo e quantificacdo do fitoplancton é essencial para
salvaguardar a satide humana bem como garantir o bom funcionamento das atividades marinhas. Assim,
as técnicas de monitorizacdo de fitoplancton sdo uma grande necessidade para o estudo dos
ecossistemas marinhos, de forma a ser possivel desenvolver estratégias para compreender, prevenir e
mitigar os impactos ambientais e econémicos destas ocorréncias [4, B].

Diversos métodos tém sido utilizados para monitorizacdo de fitoplancton, tais como técnicas
baseadas em microscopia, técnicas moleculares, cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC

do inglés high performance liguid chromatography) e citometria de fluxo.

1.1.1 Técnicas microscopicas

As técnicas microscopicas sdo 0os métodos mais utilizados para a identificacdo e enumeracao de
células de fitoplancton, devido em grande parte, a sua simplicidade uma vez que esta técnica apenas
requer um microscopio de alta qualidade. A quantificacédo de fitoplancton através do uso do microscopio
¢ feita pela contagem manual do numero de células individuais de cada #gxon de um determinado volume
de amostra utilizando uma camara de contagem colocada sob o microscopio. A identificacdo de espécies
de fitoplancton usando o microscopio é baseada em informacdes morfoldgicas e outros critérios visiveis,
tais como: ornamentacao, cor, reservas alimentares e pigmentos fotossintéticos, permitindo a sua
identificacao pelo taxonomista [3, 6].

As técnicas microscépicas podem ser complementadas pela utilizacdo da florescéncia natural
das espécies de fitoplancton, utilizacdo de marcadores de células ou dos seus organelos, bem como

utilizando técnicas de analise de imagem para auxiliar a identificacdo das espécies de fitoplancton. A
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fluorescéncia natural, produzida a partir dos pigmentos fotossintéticos, permite identificar por exemplo
clorofila a, peridina, fucoxantina ou ficoeritrinas utilizando filtros de excitacdo e emissao caracteristicos
de cada pigmento permitindo assim a sua distincao. Para realizar esta técnica € essencial a utilizacao
de um microscépio de alta qualidade que esteja equipado com uma fonte de luz, um conjunto de filtros
oticos e objetivas apropriadas para a fluorescéncia [7].

A analise manual das espécies de fitoplancton através do microscépio é demorada e por isso,
tém sido desenvolvidas técnicas automatizadas para analise de imagens utilizando padrdes de
reconhecimento que permitem a identificacdo automatica de algumas espécies [7].

Uma das grandes limitacoes das técnicas de microscopia € a necessidade de taxonomistas com
elevado grau de conhecimento e experiéncia na identificacdo das espécies, e por isso esta técnica é
muito suscetivel a ocorréncia de erros provenientes da ma interpretacao humana. Para além disso, utiliza
procedimentos demorados desde a recolha, preservacao e transporte da amostra até ao laboratorio, bem
como exige longos tempos de analise. Esta demora pode ser uma grande desvantagem, especialmente
quando sao necessarias medidas preventivas para reduzir atempadamente o impacto dos HABs. A
contagem microscopica normalmente requer um minimo de 500 células de uma Unica amostra, o que
se traduz num processo de contagem com duracado de varias horas. Devido ao longo tempo de analise,
€ necessario que as amostras sejam preservadas para analise posterior, o que pode levar a ocorréncia
de artefactos ou perda de pigmentos que poderiam ser Uteis na identificacdo de espécies. Esta técnica
em termos de resolucdo ndo ¢ muito adequada para espécies que tenham tamanho inferior a 3 pm.

Para além disso, a utilizacdo desta técnica esta restrita apenas para utilizacdo em laboratorio [8, 9].

1.1.2 Técnicas moleculares

Devido a algumas dificuldades e limitacdes das técnicas de identificacao morfologica foram
desenvolvidos métodos alternativos para o estudo de fitoplancton, tais como as técnicas moleculares.
Estas técnicas apresentam potencial para analises mais rapidas e precisas, explorando as diferencas
genéticas das espécies, em vez das diferencas morfolégicas [7, 10].

Métodos de hibridacao /n-situ [utilizacao de oligonucledticos de acido desoxirribonucleico (ADN)
ou de acido ribonucleico (ARN)] e ensaios baseados em reacéo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido
abordagens moleculares utilizadas na identificacdo de espécies de fitoplancton. Os oligonucledticos e os
primers de PCR sao fragmentos curtos de ADN ou ARN sintéticos que sao complementares ao ADN/ARN

do fitoplancton. A sequenciacdo molecular de células de fitoplancton da informacdes sobre as sequéncias
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de ADN especificas de muitas espécies de todo o mundo, permitindo assim a concecdo de sondas de
oligonucledticos e primers de PCR especificas e que permitem a identificacdo das espécies de
fitoplancton. Por norma as sondas de oligonucleéticos que hibridizam com ADN ou ARN complementar
possuem marcadores fluorescentes, permitindo a identificacdo direta por microscopia de florescéncia. A
especificidade dos primers utilizados em PCR permitem a amplificacdo de sequéncias de ADN/ARN
especificas das células de fitoplancton. Os fragmentos de ADN amplificados sdo quantificados, indicando
assim a concentracao de fitoplancton de cada espécie [7].

As analises moleculares mostraram ser bastante precisas e permitem uma identificacdo ao nivel
da espécie, mas requerem equipamentos, pessoas e laboratorios especializados, e para além disso,

exigem um conhecimento elevado da diversidade genética de fitoplancton de uma certa regiao.

1.1.3 Técnicas de HPLC

A técnica de cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC) é utilizada na separacéo,
identificacdo e quantificacdo de pigmentos fotossintéticos fornecendo informacdes relativamente a
biomassa, composicao e ao estado fisiologico do fitoplancton. A técnica de HPLC néo fornece informacao
taxonémica com a precisao da técnica microscopia, mas € mais rapida e produz resultados
extremamente reprodutiveis. Para além disso, deteta grupos taxonomicos de fitoplancton com dimensoes
reduzidas. Este método inicia-se com um processo de extracdo dos pigmentos fotossintéticos presentes
no fitoplancton seguido por um passo de filtracdo para remover os restantes detritos celulares. Os
pigmentos extraidos sdo separados por cromatografia e identificados a partir dos espetros de absorcdo
ou de fluorescéncia e dos respetivos tempos de retencéo. A concentracao de cada pigmento é calculada
a partir de sinais obtidos pelos fotodetetores comparando com pigmentos standards. Esta técnica requer
processos de calibracao complexos que sao feitos em duas fases. Na primeira fase € feita a otimizacéo
do ensaio e obtencao dos tempos de retencao de cada pigmento a ser analisado. Na segunda fase é feita
a calibracdo da resposta do fotodetetor (absorcao e fluorescéncia) utilizando pigmentos standards. Estes
processos de calibracdo sdo também limitados pelos pigmentos fotossintéticos sfandards que estao
disponiveis comercialmente e para além disso s6 pode ser realizado em laboratdrios com pessoal

altamente qualificado [7, 10-12].
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1.1.4 Citometria de fluxo

Atécnica de citometria de fluxo permite a quantificacdo e discriminacdo de células de fitoplancton
com elevada precisdo de uma forma rapida e automatica. Esta técnica baseia-se na medicao dos sinais
de fluorescéncia (natural ou induzida) e da dispersdo da luz de uma célula de fitoplancton em suspensao
que passa individualmente através da zona de detecdo (inclui fonte de luz normalmente composta por
um ou varios lasers). As informacdes fornecidas por esta técnica (sinais de fluorescéncia e da luz
dispersa), permitem indicar simultaneamente a composicdo intrinseca de pigmentos bem como o
tamanho, forma e complexidade das células. Esta tecnologia é bastante robusta para identificar
populacoes de fitoplancton com medidas <2 pum, que sao muito dificeis de identificar por técnicas
convencionais [2, 7].

Com o objetivo de obter instrumentos automaticos de classificacdo e identificacdo de
fitoplancton, os citdmetros convencionais foram combinados com tecnologias de imagem para analisar
caracteristicas morfoldgicas, caracteristicas gray scale (intensidade, transparéncia, informacoes de cor,
etc) e caracteristicas espectrais (area e largura do pico de fluorescéncia). Ao mesmo tempo, tém sido
desenvolvidos softwares de andlise de imagem para combinar toda a informacdo e identificar
automaticamente as células de fitoplancton. Alguns dispositivos de citometria de imagem, desenvolvidos
para identificacdo /n-sifu de fitoplancton, sdo os FlowCamTM (Fluid Imaging Technologies),
CytoSense/CytoSub (CytoBuoy b.v., NL) e FlowCytobot (Mclane Research Laboratories). No entanto
estes dispositivos ainda sdo muito pesados e muito caros, o que limita bastante a sua utilizacao

rotineira [13].

1.2 Motivacao

A monitorizacdo de fitoplancton (abundancia, composicdo e diversidade da comunidade) é
essencial para protecao da saude dos ecossistemas aquaticos, para garantir a seguranca alimentar e
para proteger a saude humana. Apesar de existirem varios métodos para a identificacéo de fitoplancton
com elevada sensibilidade, estes ainda nao permitem utilizacdo em programas de monitorizacao rotineira
devido ao seu elevado custo, elevado consumo de tempo e reagentes e de necessitarem de recursos
humanas altamente treinados. Assim surgiu a ideia de criar versdes miniaturizadas dos citometros de

fluxo com possibilidade de serem transportados em boias marinhas ou em veiculos subaquaticos.
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Embora tenham superado a lacuna de analises /n7 sifu, ainda sao limitadas pela disponibilidade, tamanho,
custo e complexidade dos equipamentos.

Nos ultimos anos, os avancos verificados nas tecnologias de microfabricacdo [14] e microfluidica
levaram ao desenvolvimento de plataformas /ab-on-a-chip (LOC) sofisticadas, portateis e baratas com
reduzido consumo de reagentes e energia, e capazes de operar autonomamente em qualquer ambiente.
Para além disso, podem facilmente integrar varios métodos de detecdo, permitindo analisar um elevado
numero de amostras num reduzido periodo e sem necessidade de pessoal altamente especializado. As
vantagens destas tecnologias podem ajudar a colmatar algumas das limitagcbes mencionadas
anteriormente e permitir desenvolver uma plataforma LOC portatil, precisa e pequena, para identificacdo
e quantificacao de fitoplancton, capaz de operar autonomamente em areas remotas e submersas por
varios meses, fornecendo analise em tempo real dos ecossistemas. O desenvolvimento de um LOC
baseado nas tecnologias da citometria de fluxo com microeletronica de controlo e leitura, promete uma
plataforma de monitorizacao de fitoplancton com enorme impacto em varias areas, especialmente na
seguranca alimentar, gestao sustentavel, controlo da poluicao e de qualidade da agua, entre outros.

Estes avancos, levaram ao desenvolvimento de detetores a microescala integrados em
citometros microfluidicos que tém sido aplicados na contagem de células bem como na identificacdo de
diferentes tipos de células sem necessidade de qualquer marcacdo. Apesar destes avancos, estas
tecnologias ainda ndo fornecem plataformas baratas, portateis, automatizadas e de facil integracéo.
Assim estas limitacdes motivaram o trabalho desta dissertacao, que consiste no desenvolvimento de uma
plataforma LOC portatil e eficaz para a quantificacdo de células de fitoplancton, fornecendo um beneficio
consideravel na analise em tempo real do ecossistema [15]. Esta funcionalidade ira futuramente ser
integrada num citémetro microfluidico com multiplas funcionalidades que vao desde a contagem com o
sistema desenvolvido a analise o6tica dos principais pigmentos fotossintéticos presentes no fitoplancton.
A combinacao das informacdes fornecidas por ambas as tecnologias (elétricas e 6ticas) permitirdo

identificar fitoplancton ao nivel da espécie, com indicacdo da presenca ou auséncia de espécies toxicas.

1.3 Objetivos

Esta dissertacdo tem como principal objetivo o desenvolvimento de um LOC para quantificar
células de fitoplancton, o qual sera futuramente incluido num citémetro microfluidico para identificacdo
de espécies de fitoplancton. O dispositivo proposto sera capaz de fornecer informacdes sobre o tamanho

da célula de fitoplancton a partir das medicdes elétricas, quando estas passam individualmente pela
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zona de detecao no canal microfluidico. O principio de medicao baseia-se na tecnologia Resistance Fulse
Sensor (RPS) utilizando microeléctrodos em filme fino. Para além disso, esta dissertacao tem como
objetivo a realizacdo de simulacdes numéricas para encontrar as geometrias 6timas dos microcanais e
dos microeléctrodos a serem integrados na plataforma microfluidica, de forma a obter a maxima
sensibilidade para a gama de tamanho normalmente encontrada nas espécies de fitoplancton (com
comprimentos compreendidos entre os 2 um e os 160 um e larguras entre os 0,5 um e os 60 um).
Nesta dissertacao também tem como objetivo implementar a eletrénica de atuacéo e leitura para o

sistema de contagem a ser integrado no LOC.

1.4 Contribuicoes desta dissertacao

Este trabalho pretende incrementar as funcionalidades dos sistemas de monitorizacdo de
fitoplancton, especialmente na capacidade de quantificar células de tamanho reduzido com um
dispositivo sensivel e de baixo custo. Esta funcionalidade irda complementar as informacdes fornecidas
pelos citémetros microfluidico e para além disso, podem funcionar como um sistema or/0ff de baixo
consumo para ativar as tecnologias mais exigentes (aquisicdo de imagem ou medicdes 6ticas) e evitar

gue estejam continuamente ligadas.

1.5 Organizacao da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se divida da seguinte forma:

e (Capitulo 1 resume os principais objetivos e motivacdes do presente trabalho bem como o seu
enquadramento.

e Capitulo 2 apresenta um levantamento bibliografico dos principais conceitos que envolvem o
desenvolvimento desta dissertacdo, passando pela exploracao dos métodos de contagem de
células, com especial enfase nos sistemas integrados em dispositivos microfluidicos.

e Capitulo 3 inclui as simulagdes numeéricas desenvolvidas para encontrar a melhor configuracéo
dos microeléctrodos bem como do canal microfluidico. Apresenta ainda o processo de fabrico
detalhado de toda a plataforma microfluidica.

e (Capitulo 4 descreve a eletronica de atuacao e leitura desenvolvida.
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Capitulo 5 descreve os testes experimentais para validacao da plataforma, os resultados obtidos
e sua discussao.
Capitulo 6 apresenta as principais conclusdes bem como algumas sugestdes para o

desenvolvimento de trabalho futuro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo é feito um levantamento bibliografico sobre as tecnologias de detecdo de
fitoplancton integradas em dispositivos microfluidicos, evidenciando as suas principais vantagens. Os
trabalhos encontrados na literatura serviram como prova de conceito para a proposta a desenvolver nesta
dissertacdo, sendo que o principal enfase foi dado a tecnologia RPS, a qual sera integrada no trabalho

desenvolvido nesta proposta.

2.1 Plataformas microfluidicas para detecao de
fitoplancton

A microfluidica é a tecnologia que processa ou manipula pequenas quantidades de fluidos
(ordem dos nL aos pL) em canais com dimensdes micrométricas. A combinacgdo desta tecnologia com
a microeletronica, mecanica, otica, biotecnologia e outras areas cientificas tém permitido desenvolver
plataformas sobre as quais um ou mais testes laboratoriais sdo completamente integradas num unico
chip com o tamanho de alguns centimetros quadrados [16].

As plataformas microfluidicas e os sistemas LOC podem fornecer inumeros beneficios
relativamente as tecnologias convencionais que normalmente so podem ser realizadas em laboratorios
especializados. As principais vantagens incluem a miniaturizacao, integracao de inimeros ensaios com
processamento e analise de amostra de forma automatizada e sem necessidade de pessoal altamente
treinado [2, 16-21]. Para além disso, estes dispositivos apresentam um baixo consumo, o que os torna

ferramentas excelentes para a monitorizacao /n-sifu e por longo termo.

25



Capitulo 2 - Revisao da Literatura

As plataformas microfluidicas sdo obtidas a partir de tecnologias de fabricacdo bem
estabelecidas e de baixo custo [22] e permitem a integracdo de diversos métodos de detecdo [23].

As vantagens da tecnologia microfluidica, tém levado ao desenvolvimento de plataformas LOC
baseadas em citémetros de fluxo [2], com a integracdo de diversos técnicas de detecdo e contagem de
particulas/células, tais como: RPS, contadores capacitivos, magnéticos, dispersado e atenuacao da luz,
fluorescéncia e velocimetria por imagem de microparticulas (Micro-PIV do inglés Micro-Particle image
velocimetry) [23].

A combinacéo destes métodos com a tecnologia microfluidica tem mostrado um enorme impacto

na oceanografia principalmente em analises realizadas através de citometros de fluxo microfluidicos.

2.2 Citometro microfluidico

A citometria de fluxo foi desenvolvida para analises de células individuais no final de 1960 e
desde entdo tem sido amplamente utilizada para contar, caracterizar e classificar células. A citometria
de fluxo tradicional utiliza tecnologia laser ou impedancia para realizar a contagem e classificacdo de
células suspensas num fluxo de fluido, obrigando-as a passar por uma zona de detecdo odtica ou
elétrica [24-26]. Com os grandes avancos da microfluidica, comecou a introduzir-se este conceito na
citometria de fluxo, chamada de citometria de fluxo microfluidica. Nestes sistemas, as células sao
obrigadas a circular em microcanais, compativeis com o tamanho das mesmas, possibilitando a sua
analise individual. Este género de citometria também integra multiplos sistemas, tais como,
bombeamento, amostragem, detecdo, entre outros [25].

Apesar dos citometros microfluidicos ainda ndo estarem tdo bem estabelecidos e aperfeicoados
como os citometros convencionais, os citdmetros microfluidicos acarretam muitas vantagens tais como

as dimensoes reduzidas, custo inferior e a possibilidade de ser portatil, tornando as analises mais faceis.

2.3 Métodos de quantificacao de células em
dispositivos microfluidicos

Existem diversos métodos de detecao que podem ser incorporados em citometros de fluxo

microfluidicos, dependendo do ensaio e do tipo de analise que se pretende fazer as particulas/células.
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Na tabela 1, estao representados os métodos de detecdo que atualmente sao utilizados em protétipos

deste género e que podem ser classificados em trés categorias diferentes [26-28].

Tabela 1. Diferentes métodos de detecao implementados na citometria de fluxo microfluidica (adaptado de [23, 27])

Método de detecao

Magnético

Fluorescéncia

Gtico: Dispersiao e
atenuacao da
luz

Micro-PIV

Impedancia

Elétrico:

Capacitivo

Mecanismo

Os campos magnéticos sao perturbados quando
uma particula paramagnética flui entre os
elétrodos.

A luz de excitacao atinge um fluorocromo presente
na particula, desencadeando emisséo de fotdes

num comprimento de onda diferente, o qual pode

ser detetado.

Utilizado para detetar particulas grandes e muito

concentradas.

Deteta a velocidade das particulas no fluido.

A corrente elétrica entre os elétrodos é perturbada

quando uma particula flui entres eles.

Os contadores capacitivos sao utilizados em

solucées onde o liquido apresenta baixa

condutividade elétrica, principalmente para

detetar mudancas no conteudo celular.

2.3.1 Métodos magnéticos

Os métodos de

detecao

magneéticos dependem do

Aspetos importantes

Utilizam sensores

Resistive (GMR).

Giant  Magneto-

Capaz de multiplexagem  com
comprimentos de onda diferentes.

As waveguides aumentam a precisao
do sistema. Normalmente utilizam
camaras Complementary Metal Oxide
Semiconductor (CMOS) ou Charge -
Coupled Device (CCD), uma fonte de
luz e algoritmos de leitura.

Utilizam luz laser para iluminar as

particulas.

Este dispositivo € composto por uma
camara digital e um laser de alta
poténcia.
Estes  dispositivos  microfluidicos
normalmente usam corrente alternada
(AC do inglés alternating curreni).
Necessitam de Espectroscopia de
Impedancia Elétrica (EIS).

Estes dispositivos efetuam as suas

medicdes em corrente AC.

movimento de particulas

superparamagnéticas, que sO apresentam magnetizacdo na presenca de um campo magnético
externo [29]. Este método tem sido amplamente utilizado para separacdo de particulas presentes numa

determinada mistura [25]. Neste tipo de detecao é utilizado um forte iman permanente (campo de
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magnetizacdo externo) sobre os microcanais, como representado na figura 1. O iman cria um campo
magnético que se sobrepde pelas particulas fazendo com que essas sejam atraidas ou repulsadas
consoante o seu tamanho. Como as particulas maiores tém uma maior inércia sdo repulsadas para mais
longe do iman (saida 1- figura 1), ao contrario daquilo que acontece com as particulas mais pequenas
visto que tem uma inércia mais baixa, fazendo com estas sejam mais aproximadas do iman (saida 3 -

figura 1) [25, 29].

Figura 1. Exemplo da implementacdo de um método de detecdo magnético em dispositivos microfluidico (adaptado de [25]).

Esta técnica nao é utilizada com muita frequéncia, principalmente em citometros de fluxo
microfluidicos, porque exige equipamentos complexos e volumosos para efetuar as detecdes magnéticas
e apresenta algumas dificuldades na integracdo em dispositivos microfluidico. Para além disso, séo
necessario recursos humanos especificos para 0 manuseamento do material e as particulas precisam

de pré-tratamento antes de serem colocadas na analise [25, 27].

2.3.2 Meétodos oticos

2.3.2.1 Contadores de disperséo e atenuacao de luz

A contagem de particulas a partir de métodos oticos pode ser feita a partir da atenuacéo da
intensidade luminosa quando esta atravessa uma solucao com particulas, sofrendo fenémenos de
dispersao e absorcao de luz. Estes métodos tém sido integrados em dispositivos microfluidicos utilizando
uma fonte de luz (normalmente diodos laser) para iluminar individualmente as particulas que passam
através do feixe provocando uma interacao dtica (absorcao e reflexdo), a qual pode ser detetada por

fotodetores (figura 2).
28



Capitulo 2 - Revisao da Literatura

Fotodetetores

/

/_‘\I
- Ny

Fonte de luz
a) b)

Figura 2. Representacdo esquematica de contadores de dispersao (a) e atenuacgéo da luz (b) (adaptado de [23]).

As alteracdes provocadas pela atenuacao e dispersao da luz pode ser utilizada para fornecer o
tamanho e complexidade bem como o numero de particulas a partir do nimero de pulsos [23]. Contudo
estes métodos ainda apresentam baixa sensibilidade comparativamente com os métodos elétricos,

especialmente porque dependem da area da particula que interfere com o feixe otico [23].

2.3.2.2 Contadores baseados em fluorescéncia

A contagem de particulas a partir dos métodos de fluorescéncia utilizam a capacidade das
células alvo libertarem fotdes de fluorescéncia num determinado comprimento de onda quando séo
submetidas a um laser monocromatico que é usado para excitar essas células. Os fotdes emitidos estdo
confinados a um comprimento de onda de energia mais baixa e diferente do comprimento de onda do
fotdo de excitacdo [25, 27, 30, 31]. Estes métodos tém sido integrados em dispositivos microfluidicos
para detecdo de fitoplancton, uma vez que estes apresentam pigmentos fotossintéticos capazes de emitir
fluorescéncia natural quando excitados com comprimentos de onda especificos. Na figura 3 esta
apresentado um exemplo desta tecnologia para fazer leitura em microcanais utilizando dois lasers com
comprimentos de onda diferentes para fazer a excitacao [2]. A intensidade de fluorescéncia é
proporcional a concentracao dos pigmentos. Apesar de este método ser bastante sensivel, necessita que
as particulas apresentem fluorescéncia natural ou que sejam marcadas com fluorocromos para permitir
a sua quantificacao. Estes requisitos obrigam a realizar procedimentos adicionais que podem limitar a
sua utilizacao em sistemas de monitorizacao continua. Para além disso, sao mais complexos e caros

qguando comparados com os métodos de detecao elétrica.
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Figura 3. Exemplo da implementacdo de um método de detecéo dtico em dispositivos microfluidicos (adaptado de [2]).

2.3.2.3 Micro-PIV

O micro-PIV é um método 6tico que permite avaliar velocidades instantaneas e propriedades das
particulas presentes num fluido. O movimento das particulas é obtido a partir de imagens sequenciais
que captam as diferentes posicoes da particula. De uma forma genérica, estes dispositivos compreendem
uma camara digital e um laser de alta poténcia. O laser atua como um flash fotografico e a particula no
fluido dispersa a luz que é detetada pela camara. Atualmente, o micro-PIV tem-se tornado um instrumento
muito vulgar para medicdes em fluxo em numerosas aplicacdes. Apesar disso, exige processamento de
imagens com trabalho computacional complexo e instrumentos de elevado custo e volumosos, o que

limita a sua utilizacdo para aplicacoes /in-situ e em tempo real [23].

2.3.3 Meétodos elétricos

Os componentes o6ticos sdo invariavelmente mais caros que os componentes eletronicos e mais
dificeis de integrar em plataformas miniaturizadas. Por esta razéo, os métodos de detecao elétricos tém-
se tornado mais atraentes em termos de miniaturizacao, simplicidade e em questdes de eficiéncia versus
custo [25]. Assim sendo, as detecdes por método elétrico tém estado a desempenhar um papel

importante nos citdémetros de fluxo microfluidicos.

2.3.3.1 Contadores capacitivos

Os contadores capacitivos baseiam-se na medicao da capacitancia AC quando uma particula

micro ou submicrométrica passa sobre a zona sensivel (figura 4) [23].
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Figura 4. llustracdo de um contador capacitivo integrado em dispositivos microfluidicos (adaptado de [23]).

Este tipo de tecnologia é bastante util para detetar particulas em solucoes de baixa condutividade
elétrica dado que a alteracao da resisténcia elétrica provocada pela passagem de particula em meios de
baixa condutividade é dificil de detetar. Por outro lado, em meios com elevada condutividade, como o

meio marinho, a medicao de impedancia é o método mais indicado [23].

2.3.3.2 Resistive pulse sensing (FPS)

RPS é o termo genérico dado a tecnologia que é utilizada na contagem e dimensionamento de
particulas baseada no principio de Coulter. Este principio foi descoberto por Wallace H. Coulter e seu
irmao no final da década de 1940, desenvolvendo uma tecnologia para contar e dimensionar particulas
através da medicao das variacoes de corrente elétrica. A tecnologia foi desenvolvida principalmente para
contar células sanguineas de uma forma rapida através da medicdo das mudancas na condutividade
elétrica, a medida que as células suspensas num fluido condutor passam por um pequeno orificio [32],
sendo esta a aplicacdo mais bem-sucedida e importante do principio de Coulter. A técnica tem sido
utilizada para diagnosticar uma variedade de doencas, sendo o método de referéncia para contagem de
globulos vermelhos e leucocitos. O principio de Coulter tem a capacidade de produzir um perfil detalhado
das células do sangue dos pacientes com capacidade para discriminar e contar células com diametros
de aproximadamente 6 a 10 um [33]. Para além disso, este método também se mostra como o método
de laboratorio mais confiavel para a contagem de uma grande variedade de células: bactérias (< 1 um
de tamanho), células de gordura (aproximadamente 400 um), agregados de células vegetais
(> aproximadamente 1200 um) e células tronco (aproximadamente 900 um) [33-35]. O sucesso desta
tecnologia fez com que o principio de Coulterfosse adaptado a micro e nanoescala em combinacdo com
canais micro e nanofluidicos [36-38].

A técnica RPS, encontra-se amplamente na industria [21], para efetuar a contagem e o

dimensionamento de particulas. A detecao baseia-se na passagem de particulas através de um canal
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onde se aplica uma tensao elétrica constante, como pode ser visualizado na figura 5 a). O movimento
da particula sobre os elétrodos, blogueia o fluxo de corrente causando uma variacéo cuja intensidade é
proporcional ao volume da particula que atravessa o canal. As particulas que atravessam o canal sdo
mas condutoras, alterando as propriedades de conducdo elétrica. Se estas particulas forem menos
condutoras que o liquido circundante (eletrolitico), a resisténcia elétrica aumenta, fazendo com que a
intensidade de corrente elétrica diminua. O nimero de pulsos detetados durante a medicao corresponde
ao numero de particulas e a amplitude do pulso é proporcional ao tamanho de particulas, como se pode

comprovar pela figura 5 b) [33, 35, 39].
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Figura 5. (a) Representacdo esquematico do método RPS. (b) Pulsos da corrente elétrica, causados pela passagem das particulas
(adaptado de [39]).

A técnica RPS so6 é possivel ser aplicada se forem cumpridos alguns requisitos, nomeadamente,
as particulas devem ser suspensas num liquido condutor, o campo elétrico deve ser fisicamente restrito
para que o movimento de particulas cause mudancas detetaveis na corrente e por ultimo, as particulas
devem estar suficientemente diluidas e distribuidas pelo canal, para que apenas uma particula passe
pela zona de detecao, impedindo a coincidéncia de pulsos elétricos [35, 39].

As primeiras experiéncias com RPS foram realizadas em corrente continua (DC do inglés direct
currenf) mas essa configuracao foi recentemente substituida por AC de baixa frequéncia de forma a
minimizar efeitos eletroquimicos adversos, nomeadamente a alteracao do pH, geracao de bolhas de gas
por eletrolise e polarizacdo de elétrodos. A polarizacao dos elétrodos pode provocar o aumento da
resisténcia elétrica no canal provocando problemas ao nivel da sensibilidade [36, 38]. Assim, a medicao
em AC melhora significativamente o método RPS, diminuindo a resisténcia de polarizacao dos elétrodos,

e suprimindo todos os problemas mencionados nas medicoes em DC [36, 38].
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0O sistema de medicdo AC tem de ter no minimo dois elétrodos, um elétrodo é responsavel pela
excitacdo, através de uma tensdo AC, e o outro elétrodo é o de gravacado, utilizado para medir as
alteracoes de corrente. Com esta configuracdo € possivel obter sinais unipolares (Figura 6 a)) [21]. Ja
numa configuracao em que existe dois elétrodos de gravacdo e um elétrodo de excitacdo, ou seja trés

elétrodos, é possivel obter sinais bipolares (Figura 6 b)) [21].

a) ~
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Figura 6. Abordagens tipicas de medicao elétricas em AC. (a) Medicdes em AC com dois elétrodos. (b) Medicdes com trés elétrodos em
AC (adaptado de [21]).

Os sinais bipolares sao fornecidos por um amplificador diferencial que subtrai os sinais dos
elétrodos. O sinal obtido é mais seguro na detecao de particulas, acontecendo menos detecoes falsas,
em comparacdo com o caso dos sinais unipolares. Se as particulas forem expostas a uma frequéncia AC
baixa e média, a propriedade isolante da membrana celular e o comportamento resistivo, manifestam-
se para frequéncias abaixo de 1 MHz, sendo possivel obter informacdes sobre o tamanho e volume da
célula [40]. Para frequéncias acima de 1 MHz, a corrente comeca a penetrar na membrana da célula e
a condutividade do citoplasma comeca a dominar, sendo indicado para investigar a permeabilidade e
espessura das membranas celulares, condutividade do citoplasma e organelos celulares, informacdes
que normalmente ndo sao obtidas pelo o método de detecdo RPS tradicional [40, 41]. Assim sendo, a
frequéncia deve ser cuidadosamente determinada, tendo em conta o design do chip e para que finalidade
este servird, uma vez que diferentes frequéncias geram diferentes informacdes.

Os elétrodos utilizados nestes sistemas podem ser dispostos de varias formas no dispositivo
microfluidico, nomeadamente em configuracdes coplanares ou paralelas em diferentes planos. As
configuracoes de face paralela tém elétrodos na parte superior e inferior do canal, exigindo assim
elétrodos em dois substratos separados e que a ligacdo seja alinhada [42]. Por outro lado, as

configuracdes coplanares sao atraentes, pois podem ser facilmente modelados para dimensdes mais
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pequenas, produzindo dispositivos miniaturizados e de baixo custo, para além de serem mais simples
de fabricar [42]. O numero de elétrodos e o tipo de tensdo (AC/DC) que deve ser aplicada, também sao
parametros a considerar. Deste modo, a combinacao de trés elétrodos coplanares e a aplicacao de uma
tensdo AC no elétrodo central com medicdo nos elétrodos laterais (Figura 7), apresenta-se como o
sistema de medicdo mais robusto [36-38]. Dessa robustez faz parte a facilidade em discriminar os
pulsos que representam a passagem de células e facilidade do fabrico dos elétrodos, sendo capaz de

fornecer uma boa resposta.
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Figura 7. (a) Detecao Tipica por RPS numa plataforma microfluidica. (b) Distribuicdo das linhas do campo elétrico. (¢) Esquematico de
trés elétrodos (adaptado de [21]).

A passagem de uma particula é registada por um par de picos opostos. A corrente diferencial
(Ipifr) atinge a sua variacdo maxima quando a particula esta aproximadamente a meio entre o elétrodo

da esquerda e o elétrodo central (Figura 7 b), Figura 8), onde o campo elétrico é superior [42].

0.5F 1 o
2
<
20 3"
L
-05F -
U U— s s U R
100 150 200 250

Distancia ao logo do canal (um)

Figura 8. Sinais gerados por uma particula que passa pela zona de detecéo do dispositivo em trés alturas diferentes: préximo aos elétrodos
(curva 1), pelo meio do canal (curva 2) e proximo do topo do canal (curva 3) (adaptado de [42]).

A amplitude do sinal é uma medida influenciada pelo volume da particula, no entanto, a
intensidade do campo elétrico diminui com a distancia das particulas aos elétrodos (Figura 8). Assim,

particulas idénticas ao deslocarem-se proximas aos elétrodos (curva 1), no meio do canal (curva 2) ou
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préoximo do topo do canal (curva 3), produzem picos de amplitude mais altos, médios ou baixos,
respetivamente (Figura 8) [42]. Para ajustar os sinais diferenciais foi utilizado um modelo gaussiano

bipolar (s(t)) (Figura 9), que permite extrair as amplitudes dos pulsos, obtendo o modelo:

s(t) = a[ed*® — e9-®)], M
Com,
—(t =t £(6/2)))° @
gt ()= 507

Este modelo depende de alguns parametros: pulsos gaussianos, g(t); tempo central, t.; tempo de
transicao, 6; largura do pulso, o; e a amplitude do pico, a (Figura 9).

A raiz cubica do valor de amplitude do pico, da uma estimativa do didametro da particula (D):
D =GVa 3)

onde Gé o fator de ganho que depende da geometria do c/ip, da condutividade do buffere da impedancia
dos elétrodos, no caso da figura 7 a) e figura 7 b) o G = 10.5 um/uAl/S. No entanto, a estimativa D
(referida como “diametro elétrico”) sofre uma questao de dependéncia posicional, tornam-se maior para

a curva 1 do que para as curvas 2 e 3 (Figura 7 a) e Figura 8) [42, 43].

A\

Figura 9. Modelo Gaussiano Bipolar usado para ajustar os sinais diferenciais (adaptado de [42]).

O tempo de transicdo 8, pode ser usado para estimar a velocidade da particula , ou também

conhecida por “velocidade elétrica”[43]:
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onde L ¢ a distancia pico a pico dos sinais diferenciais (Figura 8), compreendendo o espacamento de
um elétrodo ao outro elétrodo (Figura 7 b)). As velocidades das particulas refletem a posicao da particula
no canal, ou seja, uma particula que viaja proxima aos elétrodos, vai-se mover muito mais lentamente
do que uma particula que viaje no centro. Isto acontece, porque a particula ao viajar proxima dos
elétrodos esta mais sujeita a existéncia de atrito entre a particula e a parede do canal onde se encontram
0s elétrodos, levando a uma diminuicdo da velocidade, situacao que nao acontece quando a particula
flui no meio do canal. As particulas que viajam proximas dos elétrodos produzem pulsos mais estreitos
do que as particulas que viajam longe dos elétrodos. Isto sugere que o parametro de forma (o/9) , ou
seja, 0 controlo da largura do pulso (o) pelo tempo de transicdo (), pode levar & determinacéo exata da
posicdo da particula no canal [42]. O comportamento enunciado anteriormente é contrario em relacdo
ao que acontece com o didametro da particula (Figura 7 a), Figura 7 b) e Figura 8), isto porque quanto
maior for a particula menor vai ser a velocidade que ela vai ter dentro do canal, podendo ser um dos
influenciadores desta [42].

O trabalho realizado por Vito Errico ef a/. (2017) [42] permitiu demonstrar que a posicado da
particula no canal pode ser determinada. Para isso, foi utilizada uma esfera de poliestireno com
dimensdes de 6 um suspensa numa solucao salina. A esfera foi passando pela zona de detecao, para
que fosse detetado o seu comportamento, tal como se encontra representado na figura 10 nas trés
posicdes do canal [no topo do canal (figura 10 a)), no meio do canal (figura 10 b)) e proximo dos elétrodos
(figura 10 c))] [42].

Os eventos a), b) e c¢) representados na figura 10 para a esfera de 6 um, apresentam um
diametro elétrico de 5,1, 7,2 e 8,3 um respetivamente, e o parametro de forma (o/8) é de 0,26, 0,23
e 0,20 respetivamente. Assim sendo, a posicao da particula no canal pode influenciar negativamente a
determinacdo exata do tamanho da particula. No grafico da figura 10 d) é possivel confirmar que a
correta determinacao das dimensdes da particula (para um diametro elétrico de 6 um), implica que estas
apresentem um parametro de forma entre 0s 0,25 e 0s 0,27, situacao que é verificada quando a particula
passa mais proxima do topo do canal [evento a) com um parametro de forma de 0.26]. Quando a
particula passa na zona intermédia do canal ou na zona mais proxima aos elétrodos, apresenta um
diametro elétrico de 7,2 e 8,3 um e o seu parametro de forma ja deve ser 0,23 ou 0,2, respetivamente.
A aplicacao desta metodologia permite compensar os erros provenientes da distancia da particula aos
elétrodos.
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Figura 10. (a), (b) e (c¢) Comportamento da esfera de 6 um nas trés posicdes do canal. (d) Comparacéo do diametro elétrico e do
parametro de forma para a esfera de 6 um (adaptado de [42]).

Um outro trabalho descrito por Yongxin Song et a/ (2017) [36], mostra a influéncia da
condutividade do meio na resposta do sensor, onde constatou que na presenca de solucdes ionicas com
elevada condutividade sao obtidos pulsos de amplitude maior quando comparado com solucdes idnicas

de baixa condutividade (figura 11) [36].
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Figura 11. Exemplo de um sistema microfluidico com RPS (adaptado de [36]).

Para além disso, este estudo demonstrou que o comprimento e largura das particulas também
influenciam o campo elétrico onde a particula passa, originando pulsos resistivos maiores ou menores,

dependendo da capacidade que a particula tem para interromper o campo elétrico circundante [36]. A

interferéncia que existe entre a particula e o eletrolito vai influenciar a magnitude e a duracao do sinal de
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RPS detetado. Na figura 12 é evidenciada a interferéncia da particula no campo elétrico a que esta é

submetida [36].

Figura 12. Interferéncia da particula no campo elétrico (adaptado de [36]).

Com as informacdes apresentadas anteriormente, pode-se afirmar que a posicao das particulas
no canal, a sua geometria e a condutividade do meio sdo parametros a considerar para que a técnica
RPS seja capaz de dar informacdes sobre o nimero de particulas ou células bem como do seu tamanho
de uma forma precisa e confiavel. Das técnicas descritas anteriormente, o RPS tém sido o mais utilizada
em citémetros de fluxo microfluidicos devido a sua simplicidade de implementacao e integracdo, custo
reduzido, pequenas dimensdes e nado necessita de pessoas altamente qualificadas para o seu
manuseamento. Assim sendo, devido as vantagens apresentadas anteriormente, nesta dissertacao sera
integrado o método de detecdo elétrico por RPS, levando a criacdo de um dispositivo RPS de excitacdo

AC.

2.3.3.3 Espectroscopia de impedancia elétrica

Recentemente, a técnica RPS tém sido implementada com a aplicacdo de tensdo AC nos
elétrodos, sendo normalmente designada de EIS (Espectroscopia de Impedéancia Elétrica).
Os principios por detras desta técnica sdo muito semelhantes ao RPS, distinguindo-se apenas na
aplicacdo de tensdes de excitacdo AC em multiplas frequéncias para ser possivel realizar a monotorizacdo
simultanea da impedancia numa medicao de alta resolucédo e de alta qualidade de sinal [41, 44, 45].
Esta técnica, apesar de ser mais complexa, é mais segura para efetuar as medicoes das propriedades
das células, visto que a probabilidade de ocorréncia de erros nas medicdes é mais baixa. Futuramente
pretende-se combinar esta técnica com o dispositivo que sera desenvolvido.

Na figura 13 esta representada a forma como sao realizadas as medicdes das propriedades
eletrofisiologicas das células, quando estas passam pela zona de detecao.
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Figura 13. Representacdo esquematica das propriedades elétricas envolvidas na medicao por EIS (adaptado de [48]).

Tal como na técnica RPS, para efetuar a EIS, é necessario aplicar varias frequéncias de excitacéo
AC a um par de elétrodos, o que faz com que a corrente flua entre eles. A mudanca de corrente provocada
pela passagem da célula ou particula entre os elétrodos é medida e analisada para determinar as
propriedades das células. As frequéncias que devem ser aplicadas sdo na gama dos kHz a MHz [46,
47].

Na figura 13, Zey, Zrefer, € Zsoin representam respetivamente, a impedancia que existe entre
o elétrodo e o eletrolito, a impedancia do elétrodo de referéncia e a resistividade do eletrolito [48-50]. A
impedancia pode ser obtida através da razao entre a tensao aplicada aos elétrodos para estimulacéo,

Vstim, € @ corrente de detecdo que flui através do elétrodo, Isense, Segundo a equagao 5:

|Z| _ |Vstim| )
|IS€T1.S€|

A corrente de detecdo, Igense, € influenciada por trés correntes diferentes, Icey, Isear € Ispreaa

(figura 13). A corrente I...;;, € @ que passa através da célula até ao elétrodo. A impedancia deste caminho

pode ser modelada através da utilizacdo de um paralelo entre um condensador e uma resisténcia de

carga, localizada entre a superficie da membrana da célula (C,,1 € R-x1) €m série com outra combinacao

paralela (Cy,2 € Rcop2), que faz a ligagdo para o resto da membrana celular que esta em contacto com

solucao. A corrente I,.4;, € @ corrente que passa entre o espaco livre entre a célula e o elétrodo. Quando
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a célula se encontra sobre a superficie do elétrodo esta corrente diminui, e todas as correntes de detecéo
passam pela celula. Por fim, a corrente Igp,,qq, € @ corrente que se espalha através do eletrolito a partir
do elétrodo de referéncia até a area do elétrodo de medicao que nao é coberta pela célula. Se a célula

cobrir completamente o elétrodo esta corrente vai tender para zero [48, 50].

© Lock-In Am| )
Q
I e X v
sense = | Saida dos valores
X,
| Buffers
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Vstim | — ( Ge;aido'r de
nais

Figura 14. Esquematico da eletrénica implementada para leitura dos valores de impedancia (adaptado de [48]).

Na figura 14 esta representada a eletronica que foi implementada para efetuar a medicdo dos valores
da impedancia em magnitude e fase. Estes sdo obtidas recorrendo a um Lock-in amplifier, dado que
conseguem detetar impedancias numa gama de frequéncias de 1Hz a 1 MHz, em simultaneo. O sinal
de corrente, Iops0, Obtido € convertido em tensao através de um amplificador de transimpedancia e
misturado, com recurso ao Lock-in amplifier, com sinais de referéncia aplicados pelo gerador de sinais.
No final, o sinal ¢ filtrado usando um filtro passa baixo para desmodular o sinal e retirar todas as
componentes do sinal que tem ordem superior [47, 49].

0 trabalho desenvolvido por Tao Sun ef a/(2010) [35] (figura 15) demonstrou com sucesso a
aplicacéo da tecnologia EIS para determinar o tamanho de células dentro de canais microfluidicos [34,
35].
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Figura 15. (a) Representacdo esquematica da passagem de uma particula sobre um canal microfluidico com trés eletrodos e respetivo

sinal de impedancia medido. (b) Circuito eletronico mostrando os componentes de excitacdo, amplificacdo e desmodulacao (adaptado de
[35].

A montagem experimental para medicdo da impedancia bem como a passagem da particula
dentro do canal microfluidico estdo apresentados na figura 15 [35]. A excitacao é feita nos elétrodos
recorrendo a aplicacdo de varias tensdes AC e a juncdo de varias frequéncias diferentes, recorrendo a
um multiplicador de frequéncias. Apds a aplicacao do estimulador é necessario a extracdo e amplificacao
dos valores de tensao recolhidos pelos elétrodos. Por fim, o sinal & desmodulado, recorrendo ao uso de
um Lock-in Amplifier, onde vai ser feita a comparacdo do sinal obtido com o sinal que foi aplicado
inicialmente, cruzando dois sinais para limpar as grandezas de ordem superior, terminando com a
filtragem do sinal obtido para que os valores possam ser lidos e registados recorrendo a um
microcontrolador. Ao contrario do estudo mostrada nas figuras 13 e 14, que medem a alteracdo da
corrente, aqui sdo medidas as alteracdes que a tensdo sofre quando as particulas atravessam os
elétrodos. Essas variacdes sdo muito pequenas, justificando a utilizacdo de um amplificador diferencial

de elevado ganho [figura 15 b)] durante a amplificacéo.

2.4 Conclusoes

Neste capitulo foram apresentadas as principais tecnologias para contagem de células em
dispositivos microfluidicos, as quais serviram de base para a realizacao desta dissertacdo. Os citdmetros
de fluxo microfluidico mostraram um elevado potencial para analise individual de células permitindo
fornecer dispositivos baratos, portateis e confiaveis. Por outro lado, as técnicas de medicédo elétrica,
especialmente o RPS, permitem quantificar com elevada sensibilidade o nimero de células bem como

analisar as suas propriedades morfologicas, nomeadamente o seu tamanho e forma. Para além disso,
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esta tecnologia apresenta como vantagens quantificacdo livre de marcacao, facilidade de miniaturizacao
e integracdo em dispositivos microfluidico sem necessidade de instrumentos periféricos complexos para
além dos circuitos elétricos simples. A plataforma a desenvolver sera utilizada em ambientes marinhos,
no qual as células estdo envolvidas por uma solucédo salina com elevada condutividade, facilitando a
aplicacédo da técnica RPS. Assim, o sistema a desenvolver sera baseado em citdometros microfluidicos
com sistema de detecdo elétrico integrado baseado no principio de RPS como uma alternativa aos

sistemas dticos mais caros e mais complexos [27, 28].
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3 SIMULACOES NUMERICAS E FABRICO DA

PLATAFORMA MICROFLUIDICA

Neste capitulo é apresentado o processo de otimizacdo e fabrico dos microelétrodos e do
microcanal, que combinados vao dar origem a plataforma microfluidica. De forma a encontrar a melhor
disposicao dos elétrodos no microcanal, foram estudadas inicialmente as melhores geometrias através
de simulacdées numeéricas utilizando o software COMSOL Multohysics. O processo de design ¢ o fator
crucial para o sucesso e bom funcionamento de todo o dispositivo. O processo de design pode ser
facilmente simplificado e classificado através de quatro categorias fundamentais: aplicacéo,

comportamento, geometria e processo de fabrico.

Aplicacao

Comportamento
Design

Geometria

Processo de Fabrico

Figura 16. Simplificacdo do Processo de Design.

A aplicacao refere-se ao objetivo final que se pretender obter na conclusao desta dissertacéao,
conhecendo-se desde o inicio qual seria 0 ambiente ou em que situacdes o dispositivo seria utilizado.

Para que seja possivel obter a aplicacao pretendida, é necessario estudar o comportamento fisico para
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saber exatamente o que pode provocar a falha e o sucesso do dispositivo, assim sendo, para melhorar
o comportamento do dispositivo € necessario descobrir e estudar a geometria adequada para a
plataforma microfluidica que posteriormente sera fabricada através dos processos de fabrico adequados,
que também vao ser descritos ao longo deste capitulo. Finalizando a analise, foram colocadas duas setas
ao lado da figura 16, as quais representam a ligacdo de todas as categorias. A seta que vai desde
aplicacao ao processo de fabricacao, indica que o mais prudente a fazer é estudar todo o sistema antes
de realizar a fabricacdo, ou seja, a realizacdo de simulacdes 2D do sistema vao ajudar a perceber quais
as necessidades do sistema, ajudando assim na poupanca e rentabilidade dos recursos. A outra seta
que vai desde os processos de fabrico até aplicacao, refere-se a validacao/verificacdo de todo o sistema,

com a realizacao de testes praticos em laboratorio.

3.1 Constituicao da plataforma microfluidica

Na figura 17 esta ilustrado o que se pretende implementar na plataforma microfluidica.

I Tamanho do canal

;I
>

<Largura do
canal :' ------ :

Largura da -
> zona de detecao So

—_—

Diregéo do Fluido
Elétrodos

Figura 17. llustracdo esquematica da plataforma microfluidica que se pretende desenvolver.

Esta plataforma é constituida por um canal microfluidico, com dimensdes apropriadas para o
tamanho das células a analisar, e pelo sistema de quantificacdo. Relativamente ao microcanal foi
necessario estudar o tamanho e a largura adequada para garantir que as particulas passam
individualmente e de forma focada sobre a zona de detecdo, garantindo que as particulas passam o mais
proximo possivel dos elétrodos, para que sejam sempre detetadas. O fator mais importante e a ter em

conta no canal é a zona de detecéo, que pode ou ndo ser de tamanho diferente do resto do canal. A zona
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de detecdo é a parte do canal onde vao ser colocados os elétrodos para efetuar a detecdo de particulas.
Aqui o importante é garantir que os elétrodos estdo a uma distancia adequada para efetuar as medicoes
necessarias apos a sua detecao. Isto porque, muitas vezes a detecédo é possivel, mas nao conseguimos
efetuar medicoes porque a distancia entre o canal e os elétrodos ¢ tdo grande que os valores acabam
por sair manipulados, pois nao é possivel saber se aquela medicao é s6 de uma particula ou se resulta
da passagem de varias particulas ao mesmo tempo. As medicdes vao incluir leitura dos valores de tenséo,

para ser possivel obter informacdes sobre a particula/célula.

Figura 18. llustracéo dos elétrodos a implementar na zona de detecéo do canal microfluidico.

Na figura 18 estao representados a forma como se pretende implementar os elétrodos na zona
de detecdo. E necessario fazer um estudo prévio de como os elétrodos devem ser implementados e qual
a influéncia da sua largura e espacamento na resposta elétrica obtida com a passagem das particulas.
Para além disso, o numero de elétrodos também serdo estudados por simulacdo de forma a perceber

qual a melhor configuracao para caracterizar mais detalhadamente as propriedades das particulas.

3.2 Geometria e disposicao dos elétrodos na
plataforma microfluidica

A melhor geometria e disposicao dos elétrodos na plataforma microfluidica foram avaliadas
através de simulacdes utilizando o software COMSOL Multiphysics. Este software consiste numa
ferramenta integrada, na qual a analise é baseada em métodos de elementos finitos. Integra uma
interface grafica simples, que permite a modelacao e simulacao de fendémenos de multifisica, em
problemas estacionarios ou transientes numa, duas ou trés dimensoes.

Na figura 19 esta representada a interface em 2D inicial do canal microfluidico e do substrato

onde sao colocados os elétrodos.
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Figura 19. Interface grafica do COMSOL Multiphysics.

A principal razédo para a realizacao das simulacdes, foi perceber e estudar o comportamento dos
principais intervenientes no sistema, sendo estes, o fluido condutor que passa dentro do canal
microfluidico, as particulas que sao transportadas pelo fluido e os elétrodos. Para além disso, a simulacdo
permitiu avaliar a resposta tendo em conta a influéncia de todos os intervenientes. Para facilitar a
visualizacdo das propriedades elétricas durante o percurso da particula, foi definida a interface em vista
de perfil, tal como mostra a figura 19. Desta forma, € possivel visualizar o percurso da particula ao longo
do canal, a sua distancia aos elétrodos, a distribuicdo do campo elétrico bem como as interrupcdes que
a particula provoca no campo elétrico.

Na figura 20 a) e b), estdo representados os resultados que foram obtidos no estudo
referenciado [51]. Estes resultados serviram como base de apoio aquilo que seria obtido nas simulacoes

realizadas e descritas ao longo deste capitulo.
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Figura 20. Mudanca da Impedancia com a alteracdo da posicao da particula no canal (a) para elétrodos de 10/10 um e (b) para elétrodos
5/5 um (adaptado de [51]).

Numa breve analise, é notavel que os maiores picos de impedancia sao obtidos quando o campo
elétrico formado entre os elétrodos, é maior. O campo elétrico € sempre maior nas extremidades internas
dos elétrodos e menor no espaco livre onde nao existem elétrodos. Na figura 20 a) e b) estdo presentes

fatores que influenciam as alteracdes de impedancia nomeadamente: o tamanho e espacamentos entre
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os elétrodos e ainda a posicao da particula no canal. E visivel que estes fatores alteram as formas das
curvas, e consequentemente alteram a forma de detecéo.

A principal vantagem da utilizacado do COMSOL Multiphysics ¢ justificada pela facilidade de
implementacao de varios fendmenos, conseguindo sempre aproximar o modelo daquilo que se pretende
desenvolver. A simulacao realizada iniciou-se com a selecdo da melhor geometria dos microeléctrodos e
do canal bem como pela definicdo dos materiais para cada parte da estrutura. Os materiais definidos na
simulacdo foram: polidimetilsiloxano (PDMS) para o canal microfluidico, vidro para o substrato e filme
fino de cromio/ouro (Cr/Au) para os elétrodos, dado que sdo os materiais utilizados na microfabricacdo
do dispositivo. Para além disso, foi ainda adicionado ao canal microfluidico agua salgada, fazendo-se
assim uma aproximacao daquilo que se pretende ter na pratica, visto que as particulas/espécies vao
estar em ambiente marinho. Para isso, foi definido no COMSOL Multiphysics a condutividade elétrica do
fluido de 5,3 S/m [52], correspondendo a condutividade tipica da agua do mar para uma concentracdo
de sal de aproximadamente 35g/L [53]. A condutividade elétrica pode sofrer alteracdes devido ao
numero de ides dissolvidos e com a mobilidade destes bem como com variacdes de temperatura. Apesar
disso, considerou-se que a concentracao de sal se mantém constante e que nao existe variacdes de
temperaturas relevantes. Também foi alterada a permeabilidade relativa para 80% [51], tornando a
solucdo altamente condutora. Na simulacado foram ainda incluidos os microeléctrodos de ouro com
espessura de 120 nm e as particulas de poliestireno com raios de 6 e 9 um, para assim ser possivel 0
estudo do comportamento global do sistema. As simulacdes foram realizadas com dois, trés e quatro
elétrodos. Para efetuar estas simulacdes tiveram de ser definas fisicas que nos ajudassem a registar os
resultados. Os modulos de fisica simulados foram o Laminar Flow, que basicamente define os limites
por onde vai circular o fluido a uma velocidade constante de 10 um/s, e a Electric Currents que é
utilizada para definir todo o potencial elétrico que existia ao longo da estrutura.

De forma a minimizar os problemas inerentes a corrente continua (polarizacdo dos elétrodos,
acumulacao de ides, formacao de capacidade entre os elétrodos e 0 meio que podem levar a rutura dos
elétrodos), foi aplicada uma tensao AC. Para além disso, a frequéncia bem como o valor de tensao
elétrica aplicada sdo dois fatores muito importantes no funcionamento do dispositivo. Normalmente para
solucdes com baixa condutividade utilizam-se baixas frequéncias, entre os 100 Hz e os 10 kHz, e para
altas condutividades utilizam-se frequéncias mais elevadas, entre 1 kHz e 1MHz. Desta forma, na
definicdo da fisica dos elétrodos foi atribuida uma onda sinusoidal de tens@o AC de 1,5V a uma frequéncia
de 80 kHz. Em relacdo as particulas, o COMSOL Multiphysics disponibiliza na definicao das fisicas, a

possibilidade de colocar particulas a passar no fluido. Essa fisica foi aplicada, mas os resultados obtidos
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nao foram os melhores. A solucdo encontrada para este problema foi 0 desenho da prépria particula,
definindo-se a sua geometria (esfera), com uma membrana isolante de condutividade elétrica de 2 uS/m
com uma permeabilidade relativa de 5 % e um interior com uma condutividade elétrica de 0,0015 uS/m
e permeabilidade relativa de 2,55 %, de forma a fazer-se uma aproximacdo as particulas utilizadas na

pratica [51].

3.3 Simulacoes numéricas

De acordo com o que foi mencionado anteriormente, foram realizadas simulacdes para estudar
os fatores que influenciam a interacdo de uma particula com os elétrodos nomeadamente, o
espacamento entre os elétrodos bem como a sua largura, tamanho e posicao da particula no canal. O
espacamento escolhido para colocar entre os elétrodos foi de 10 e 20 um, a largura foi de 20 e 30 pum,
o tamanho da particula variou entre 6 e 9 um de raio (tamanho aproximado & maioria das células de
algas) e a posicao da particula foi de 1 e 2 um em relacdo aos elétrodos. Foram realizadas varias

simulacdes, mas apenas foram apresentadas as com melhores resultados.

3.3.1 Simulacéo com dois elétrodos

Na tabela 2 estao representados os parametros que foram estudados por simulacdo para a
configuracao com dois elétrodos. As que apresentaram o melhor desempenho encontram-se destacadas

a vermelho.

Tabela 2. Parametros utilizados nas simulagcdes numéricas com dois elétrodos.

Parametros Dois Elétrodos
Particula Dimensodes dos Elétrodos (largura/espacamento)
de 30/10 um 30/10 pm 30/20 pm 30/20 pm
6 um de raio Posicéo da Particula
1 um 2 um 1 um 2 um
Particula Dimensoes dos Elétrodos (largura/espacamento)
de 30/10 um 30/10 pm 30/20 um 30/20 um
9 pm de raio Posicéo da Particula
1 um 2 um 1 um 2 um
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Figura 21. Interface grafica com dois elétrodos e a particula de 6 um de raio, posicionada a 1 um de distancia dos elétrodos.

As simulacdes iniciaram-se com dois elétrodos onde um dos elétrodos foi alimentado com uma
tensdo AC de 1,5V e outro foi definido como ground. Na figura 21 esta representada a interface grafica
com uma das configuracdes simuladas que inclui dois elétrodos com 30 um de largura e um
espacamento de 10 pm. E importante frisar que o canal microfluidico tem uma altura de 25 pm (comum
em todas as simulacgdes), a particula tem um raio de 6 um e esta a passar no canal microfluidico a uma
distancia de 1 um dos elétrodos.

Ap6s a definicdo das fisicas necessarias, que neste caso foi colocar o fluido a passar no canal
microfluidico com a velocidade constante (10 um/s) (Laminar Fiow) e colocar potencial nos elétrodos
(Electric Currents), foram feitos estudos estacionarios onde se interligaram as fisicas, de forma conseguir-
se estudar o comportamento de toda a plataforma microfluidica, depois de lhe serem atribuidas
condicoes semelhantes as que irdo ocorrer num ambiente real. O COMSOL Multiphysics disponibiliza
ferramentas poderosas de visualizacdo e pos-processamento apresentando os resultados de uma forma
interativa, ou seja, & possivel visualizar praticamente qualquer variavel de interesse relacionada com os
resultados da simulacdo. Estes recursos de visualizacao incluem, por exemplo, a geracédo de graficos
que se torna muito interessante para o caso, visto que o que se pretende visualizar sao as variacdes de
tensao, corrente e impedancia, que acontecem quando a particula atravessa o liquido condutor e passa
sobre os elétrodos.

Na figura 22 estdo representados os graficos da tensdo obtidos pela simulacdo quando a

particula que flui no canal microfluidico passa pelos dois elétrodos.

(2]
—_—

Elwetric fiald narm (V)
™

-
Electric field norm (V)

22
dx_t (m) it (m)

49



Capitulo 3 - Otimizacéo e fabrico da plataforma microfluidica

b)

(=%
_—

28t
26+
24t
22t

18}
16}
141 ] 16+

Elactric fisld narm (V)
Electric field norm (v}

21 2-? ?:3 2.4 !IQ"' T 18 19 2 1 22 23 24 uio™
d_tim di_t i)

Figura 22. Resultados da simulagdo da tensdo gerada com dois elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de raio a 1 um dos
elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos elétrodos; (¢) 30/10 um com a particula de 9 um de raio a 1 um dos
elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 2 um dos elétrodos.

No grafico da figura 22 a) apenas é verificado um Unico pulso de tenséo, devendo-se a diferenca
de potencial que existe entre os elétrodos, um deles com uma tensao AC de 1,5V (figura 21 - Elétrodo
1) e o outro com ground (figura 21 - Elétrodo 2). Inicialmente ha um aumento da tensao, passando
depois para um momento de tensdo constante visto que a particula se encontra na regidao do
espacamento de 10 um entre os elétrodos, por fim a tensdo comeca a diminuir uma vez que a particula
se estd a aproximar do elétrodo que representa o ground (0 V). No gréfico da figura 22 b), esta
estabilizacdo nao é tao evidente porque o espacamento entre os elétrodos é maior (20 um) apesar da
particula passar sobre os elétrodos a uma distancia de 2 um. Com o aumento do tamanho da particula
verifica-se um aumento dos valores de tensao, figura 22 a) e c), algo que ja era esperado. Por outro lado,
com o aumento do espacamento entre os elétrodos os valores de tensdo diminuem, figura 22 b) e 22
d), podendo haver aqui um indicio de que o aumento do espacamento pode prejudicar a discriminacdo
de particulas com esta gama de tamanhos. Para além disso, analisando os graficos de tensao é possivel
concluir que pulsos com uma largura de base maior sdo obtidos quando os elétrodos estao mais
espacados bem como particulas maiores provocam maiores amplitude na tenséao.

Na figura 23 estdo representados os graficos da corrente obtidos pela simulacdo para as

mesmas condicdes apresentados no estudo anterior.
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Figura 23. Resultados da simulacéo da densidade de corrente gerada com dois elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um a
1 um dos elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos elétrodos; (c) 30/10 um com a particula de 9 um de raio a
1 um dos elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 2 um dos elétrodos.
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Os graficos de corrente sdo muito semelhantes aos que foram obtidos na tensao. Tal como nas
anteriores o pico da figura 23 b) é mais largo que o da figura 23 a) influenciado pelo aumento do
espacamento entre os elétrodos. Ao aumentar a dimensao da particula (figura 23 c)), a corrente diminui
em relacdo aos anteriores, algo normal visto que se aumentou a particula para 9 um de raio. Tal como
aconteceu nos graficos da tensdo, os valores de corrente no grafico da figura 23 d) aumentaram
ligeiramente, em comparacao aos da figura 23 c¢), mas como se aumentou o espacamento entre os
elétrodos, o campo elétrico aumentou, e a particula interferiu de uma forma mais significativa no campo
elétrico, por isso é que houve um ligeiro aumento, tal como ja tinha acontecido nos graficos de tensao.

Na figura 24 estdo exibidos os graficos da impedancia para esta mesma simulacdo, sendo

determinados pela razdo entre a tensdo e a corrente, figuras 22 e 23.
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Figura 24. Resultados da simulagdo da impedancia gerada com dois elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um a 1 um dos
elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 pm de raio a 2 um dos elétrodos; (¢) 30/10 um com a particula de 9 um de raio a 1 um dos
elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 2 pm dos elétrodos.

No caso da figura 24 b), acontece um comportamento muito parecido com o da figura 24 a),
mas os valores de impedancia diminuem ligeiramente, o que vai de encontro aos graficos da tenséo e
corrente representados. Ao aumentar a dimensao da particula a impedancia aumentou, figura 24 c) e
figura 24 d), devendo-se ao facto de a particula ser maior e interferir com uma maior area do campo
elétrico, em comparacdo com os das figuras 24 a) e 24 b).

Concluiu-se assim a partir desta simulacao, que ocorre um pulso de corrente e um de tensao e
dois pulsos de impedancia por cada par de elétrodos (um por cada elétrodo). Comparando estes
resultados com aqueles que foram previamente estudados [51]), verifica-se alguma convergéncia (figura

20).
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3.3.2 Simulacédo com trés elétrodos

Numa segunda fase, foram aplicados trés elétrodos para perceber se os sinais detetados
tornavam a discriminacado mais facil. Tal como no subcapitulo anterior, apenas foram selecionadas as

simulacdes que tiverem os melhores resultados, as quais estdo destacadas na tabela 3.

Tabela 3. Parametros utilizados nas simulacdes numéricas com trés elétrodos.

Parametros Trés Elétrodos
Particula Dimensoes dos Elétrodos (largura/espacamento)

6 um de raio Posicao da Particula

Particula Dimensodes dos Elétrodos (largura/espacamento)

de 30/10 um - 30/20 um

Posicao da Particula

9 um de raio

40
357 ot
307 .
25:
e 6 um de Raio
10
57 Elétrodo 1 Elétrodo 2 Elétrodo 2 pum dos
07} T T T T T
57 elétrodos
-107]
-157]
-207]

130 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 25. Interface grafica com trés elétrodos e a particula de 6 pm de raio posicionada a 2 um dos elétrodos.

Na figura 25, esta representado a interface grafica realizada para uma das simulacdes com trés
elétrodos, onde os elétrodos tém um tamanho de 30 um com um espacamento entre eles de 10 um.
Nos elétrodos das extremidades foi aplicada uma tensdo AC de 1,5V e o elétrodo central foi definido
como ground. Nas figuras seguintes estdo apresentados os graficos de tensdo, corrente e impedancia,

respetivamente, gerados pela passagem da particula.
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Figura 26. Resultados da simulacdo da tenséo gerada com trés elétrodos de: (@) 30/10 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos
elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 pm de raio a 2 um dos elétrodos; (¢) 30/10 um com a particula de 9 um de raio a 1 um dos
elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 1 pm dos elétrodos.
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Figura 27. Resultados da simulacao da densidade de corrente gerada com trés elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de raio
a 2 um dos elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos elétrodos; (¢) 30/10 um com a particula de 9 um de raio
a 1 um dos elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 1 um dos elétrodos.
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Figura 28. Resultados da simulacéo da impedancia gerada com trés elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de raio a 2 um
dos elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos elétrodos; (¢) 30/10 um com a particula de 9 um de raioa 1 um
dos elétrodos e (d) 30/20 um com a particula de 9 um de raio a 1 um dos elétrodos.
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Como era de esperar nos graficos da tensao e nos graficos de corrente representados nas figuras
26 e 27, sdo obtidos 2 pulsos, ou seja, 1 pulso por cada par de elétrodos (um pulso do Elétrodo 1 para
o Elétrodo 2 e outro pulso do Elétrodo 2 para o Elétrodo 3 - figura 25). Na figura 28 estdo representados
os graficos da impedancia, no qual se verificam a ocorréncia de trés pulsos. Ao fazermos uma
comparacao dos valores de tensao e de corrente obtidos com aqueles que foram obtidos nas simulacdes
com dois elétrodos, é notavel um aumento dos valores de tensdo e de corrente. Apesar disso, estas
simulacdes apresentaram um comportamento semelhante ao de dois elétrodos, nomeadamente, o
aumento da dimensao da particula provoca um aumento da tensao e, diminuicdo da corrente e
consequentemente o aumento da impedancia. Para além disso, confirmou-se que o aumento do
espacamento entre os elétrodos continua a prejudicar a determinacdo do tamanho da particula visto que

os valores de impedancia tendem a diminuir.

3.3.3 Simulacao com quatro elétrodos

Por fim foram realizadas simulacées com uma configuracdo de quatro elétrodos para perceber
qual era o impacto destas no sistema. Tal como nos subcapitulos anteriores, foram selecionadas as

simulacgdes que tiverem os melhores resultados, as quais se encontram destacadas na tabela 4.

Tabela 4. Parametros utilizados nas simula¢des numeéricas com quatro elétrodos.

Parametros Quatro Elétrodos

Dimensoes dos Elétrodos (largura/espacamento)
Particula

de

30/10 um 30/10 um 30/20 um 30/20 um

6 pum de raio Posicao da Particula

1um 2 um 1 um 2 um
Dimensoes dos Elétrodos (largura/espacamento)
SRR 30/10 pm 30/10 pm 30/20 pm 30/20 um

de

Posica Particul
9 pm de raio osicao da Particula

1 um 2 um 1 um 2 um
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Figura 29. Interface grafica com quatro elétrodos e a particula de 6 um de raio, posicionada a 2 um dos elétrodos.

Na figura 29, esta representado a interface grafica realizada para uma das simulacdes com
quatro elétrodos, onde os elétrodos tém um tamanho de 30 um com um espacamento de 10 um. Nos
dois elétrodos das extremidades (1 e 4) foi aplicada uma tensado AC de 1,5V e nos elétrodos centrais (2
e 3) foram definidos como ground. Os resultados desta simulacdo estdo apresentados nas figuras 30,

31e32.
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Figura 30. Resultados da simulagéo da tensdo gerada com quatro elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de raio a 2 um dos
elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 9 um de raio a 1 um dos elétrodos.
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Figura 31. Resultados da simulacao da densidade de corrente gerada com quatro elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de
raio a 2 um dos elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 9 um de raio a 1 um dos elétrodos.
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Figura 32. Resultados da simulacao da impedancia gerada com quatro elétrodos de: (a) 30/10 um com a particula 6 um de raio a 2 um
dos elétrodos; (b) 30/20 um com a particula 9 um de raio a 1 um dos elétrodos.

Ao comparar os graficos de tensao e corrente obtidos com trés elétrodos com o que foi obtido
nesta simulacao da figura 30 e 31 percebemos que existem 2 pulsos, mas existe um afundamento dos

valores muito superior quando a particula se encontra a passar pelos dois elétrodos (Elétrodo 2 e Elétrodo
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3) carregados com ground. Apesar disso, as simulacdes voltaram a apresentar um aumento dos valores
de tensao e de corrente, em relacdo as outras simulacdes, isto porque foi acrescentado mais um elétrodo,
0 que alargou o campo elétrico gerado, levando ao aumento dos valores.

As curvas de tensdo, corrente e da impedancia estavam de acordo com o previsto, confirmando-
se um aumento da tensdo, uma diminuicao da corrente e um aumento do valor de impedancia com o
aumento do tamanho da particula. Para além disso, foi ainda verificado que espacamento entre os
elétrodos apresentam uma influéncia consideravel na impedancia, evidenciando apenas dois pulsos dado

que o centro apresenta um potencial proximo do ground.

3.4 Conclusoes das simulacoes

Nas secdes anteriores foram estudadas por simulacao diversas geometrias dos microeléctrodos
para perceber qual a configuracdo que fornecia os melhores resultados. Os principais parametros
estudados incluiram o tamanho dos microeléctrodos e o0 seu espacamento bem como o raio da particula
e a altura a que esta passa sobre 0s elétrodos. O estudo do espacamento permitiu evidenciar que quanto
maior o espacamento, mais elevado seria 0 campo elétrico formado, o que permitia abranger uma maior
area dentro do microcanal. Quando a particula passa sobre os elétrodos mais espacados, os valores de
tensdo foram mais baixos e os valores de corrente mais elevados, uma vez que a particula interrompe
durante mais tempo 0 campo elétrico e consequentemente a impedancia diminui ligeiramente.

Neste capitulo estudou-se também a influéncia do tamanho da particula, utilizando particulas
com raio de 6 e 9 um e foi possivel concluir que os valores de impedancia aumentam com o aumento
do tamanho da particula, confirmando assim a possibilidade de utilizar esta tecnologia para discriminar
particulas de diferentes tamanhos. Os valores de impedancia s6 ndo aumentaram quando era aumentado
0 espacamento entre os elétrodos, concluindo-se que o espacamento entre os elétrodos deve ser minimo,
para garantir um bom dimensionamento das particulas.

Os resultados das simulacdes também permitiram confirmar que as particulas devem passar o
mais proximo dos elétrodos de forma a perturbar o campo elétrico de uma forma mais percetivel e nao
induzir erros na indicacao do tamanho. A nivel pratico, sera muito importante garantir que a altura dos
microcanais devera ser compativel com o tamanho das particulas a detetar. Abordagens alternativas de
focagem de particulas poderao ser utilizadas apesar de aumentarem a complexidade do sistema.
Solucdes de focagem acustica poderdo ser integradas nas plataformas microfluidicas para garantir esta

funcionalidade [54].
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A partir das simulacdes realizadas, foi possivel indicar que as configuracées com melhor
desempenho foram as de trés e quatro elétrodos. Em termos de amplitude, os pulsos verificados nas
duas configuracoes sdo semelhantes, no entanto, a distincao de dois pulsos de tensdo é mais evidente
na configuracdo de quatro elétrodos uma vez que apresenta dois elétrodos ground. A utilizacdo de apenas
um elétrodo ground na configuracdo com trés elétrodos origina dois pulsos com uma regido central
sobreposta e de dificil distincdo. Para o fabrico da plataforma microfluidica avancou-se com a
configuracdo de quatro elétrodos porque permitia realizar testes com todas as configuracoes e perceber
qual a que teria melhor desempenho na pratica.

No capitulo anexos, Anexos Il estdo apresentados os campos elétricos formados pela passagem
das particulas com as condicoes simuladas neste capitulo. Para além disso, também inclui no Anexo llI,
um estudo de simulacdo para comparar a resposta dos elétrodos utilizando trés tamanhos diferentes de
particulas, onde comprovam mais uma vez que a impedancia aumenta com o tamanho das particulas e

diminui com o aumento do espacamento entre os elétrodos.

3.5 Fabrico da plataforma microfluidica

A plataforma microfluidica foi fabricada a partir de tecnologias de microfabricacéo, a qual surgiu
no final dos anos 90 devido a necessidade de estruturas pequenas que, juntamente com a
microeletronica produzissem dispositivos para varias aplicacdes, como é o caso dos microssensores [14,
55, 56]. A plataforma microfluidica desenvolvida nesta dissertacdo foi obtida a partir de dois processos
distintos. Inicialmente foram fabricados microelétrodos de ouro depositados sobre substratos de vidro e
padronizados por técnicas fotolitograficas e de corrosdo quimica. A segunda etapa consistiu no fabrico
do canal microfluidico a partir de técnicas de litografia suave utilizando moldes em SU-8 obtidos por
fotolitografia UV. A plataforma final foi obtida através do fecho das duas partes utilizando um plasma de

oxigénio. De seguida serao apresentadas de forma detalhada todas as etapas do processo de fabrico.

3.5.1 Fabrico dos microelétrodos

3.5.1.1 Deposicao do filme fino de ouro

O fabrico dos microelétrodos inicia-se com a deposicao de filmes finos de ouro (Au) recorrendo
a técnica de deposicao fisica de vapor (PVD do inglés physical vapor deposition) por sputtering. Esta
técnica consiste no bombardeamento de um material solido (alvo) por atomos ou ides inertes com
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elevada energia que ao embaterem na superficie levam a remocéo de alguns atomos superficiais do alvo
que sao ejetados em todas as direcdes, depositando-se em todos os obstaculos que encontram,
nomeadamente nos substratos a revestir. Esta técnica utiliza uma atmosfera controlada, sendo realizada
numa camara de vacuo. A principal vantagem da utilizacao desta técnica é a obtencdo de filmes finos
com boa uniformidade e com baixa contaminacao, permitindo também uma boa adesdo do material ao
substrato. Para além disso, permite uma boa reprodutibilidade. Com o intuito de melhorar a ades&o do
ouro ao vidro, foi depositada uma camada de adesao de cromio (Cr) com 15 nm de espessura a uma
taxa de 1 nm/s e uma pressao de trabalho de 0,36 Pa, seguido pela deposi¢éo de um filme de Au com
120 nm de espessura a uma taxa de 2,2 nm/s utilizando uma pressédo de trabalho de 0,38 Pa.A
condutividade das amostras foi medida através do método de Van der Pauw utilizando quatro contactos
elétricos distintos nas extremidades da amostra. A condutividade média do filme de Cr/Au foi de
2,53x107 Q/m.

Apds a obtencao do filme fino, realizou-se a padronizacdo dos elétrodos utilizando processos
fotolitograficos para padronizacao da resina fotossensivel utilizada para proteger as zonas de interesse

(padrao desejado) durante o processo de corrosdo quimica em solucdo aquosa.

3.5.1.2 Padronizacao dos microeléctrodos

O processo de fotolitografia inicia-se com o fabrico e a criacdo de uma fotomascara que contém
0 padrao que se pretende transferir, previamente desenhado a partir de um software CAD. Estas
mascaras podem ser obtidas através da gravacao a laser, dando origem a mascaras metalicas ou através
da impressao em fotolito. O fotolito apresenta um processo de fabrico muito mais simples e muito mais
barato. Este tipo de processo de fabricacao de fotolitos utiliza uma maquina tipografica de imagem que,
através de um laser, grava a imagem que se pretende numa pelicula fotografica com regides
transparentes e a preto. As zonas que foram mantidas a preto atingem uma densidade suficiente para
evitar a penetracédo da luz UV durante o processo de fabrico dos elétrodos e do canal microfluidico [55,
57, 58].

Apods a obtencdo da fotomascara, é realizada a deposicao por spin coating de uma resina
fotossensivel sobre um substrato. Este processo consiste na colocacdo da resina fotossensivel sobe o
substrato, que em seguida vai ser sujeito a uma rotacao a elevada velocidade, que vai retirar a camada
em excesso devido a forca centrifuga, ficando apenas uma camada fina. A espessura que a resina

fotossensivel vai adquirir depende da velocidade e tempo de rotacdo que é utilizada. Seguidamente
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coloca-se o substrato numa Aot plate para evaporar o solvente e solidificar a resina fotossensivel.

Finalmente, o substrato é exposto a luz UV (reticulacdo fotoquimica) utilizando a fotomascara, permitindo

transferir o padrao para a resina fotossensivel (figura 33) [55, 57, 58].

Em relacao as resinas fotossensiveis, podem ser positivas ou negativas. Quando se utiliza uma

resina fotossensivel positiva (por exemplo a AZ 4562 que vai ser utilizada no fabrico dos elétrodos), as

zonas transparentes da mascara vao ser expostas, fazendo com se dissolvam na solucdo de relevacao.

Por outro lado, quando se usa uma resina fotossensivel negativa (por exemplo o SU-8 que vai ser utilizado

como molde no fabrico do canal microfliuidico em PDMS), a exposicdo UV faz com que as partes que

foram expostas permanecam durante o processo de revelacdo. Depois da exposicdo UV, o substrato sera

imerso numa solucao de relevacao para deixar o padrao pretendido [55, 57, 58].

a)

b)

BREARARRES
;IﬁIﬁﬁ& .

Figura 33. Fotomascaras utilizadas no fabrico da plataforma microfluidica para os (a) Elétrodos e para o (b) canal microfluidico.

b)

c)

O processo de padronizacdo dos microeléctrodos inclui os seguintes passos:

Colocacao da resina fotossensivel, AZ 4562, sobre o filme de Au. Este processo é realizado
através da colocacao de varias gotas sobre o filme fino, com o auxilio de uma pipeta descartavel
(figura 34 a));

Neste passo efetua-se a deposicado da resina fotossensivel sobre o filme de ouro por spin-coating
a uma velocidade de 6000 rpm durante 20 s, utilizando o spin-coater (FPolos 200, ATP GmbH,
Bienenbtite/, Alemanha). Em seguida realiza-se a cura da resina fotossensivel numa /ot plate
(Prazitherm type PZ28-2, 1100 W Harry Gestigkeit GmbH, Alemanha) a uma temperatura de
100°C durante 10 minutos seguido de um arrefecimento até a temperatura ambiente (™ 25°C)
durante 10 minutos (figura 34 b));

Seguidamente realiza-se a exposicdo a radiacdo UV (365 nm) durante 1 minuto utilizando
mascaras de fotolito que contém o padrao dos elétrodos que pretendemos. A exposicao foi
realizada recorrendo ao equipamento MaskAligner (Karl Suss MJB3) utilizando o modo soff

contact (figura 34 c) e d));
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d) Por fim é feita a revelacdo da resina fotossensivel utilizando um revelador AZ351-B diluido em
agua destilada numa proporcdo de 1:4. A revelacdo é feita por agitacdo magnética durante 10

minutos, sendo de seguida lavada com agua destilada e seca com fluxo de azoto (figura 34 g)).

uv

e TS
e

Figura 34. Representacédo esquematica do processo de fotolitografia da resina fotossensivel AZ 4562 utilizada no fabrico dos elétrodos.

Apds a padronizacao da resina fotossensivel AZ 4562 sobre o filme de Au, é realizado a etapa
de corrosdo quimica para remover o filme das partes expostas, ou seja, das zonas onde ndo contém a

resina fotossensivel.

Figura 35. Imagens obtidas do microscopio da padronizagao da resina fotossensivel AZ 4562 antes de ocorrer a corroséo.
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Na corrosao quimica foi utilizado um corrosivo quimico especifico e com boa seletividade para a
remover o Au/Cr nas areas corretas. Para que existisse uma maior interacdo da solucdo de corroséo
com a amostra, foi utilizada agitacdo mecanica.

Na corrosdo quimica, colocou-se a amostra numa solucéo corrosiva especifica para o Au (Gold
Etchant TFA, Transene), durante aproximadamente 15 s. Apds este tempo e de visualizar que todas as
areas pretendidas foram removidas, retiram-se a amostra, e lava-se em agua destilada. Para finalizar a
padronizacdo do filme, é necessario remover a resina fotossensivel. Para isso mergulhou-se a amostra
numa solucéo quimica de AZ100, para remover durante alguns segundos. Por fim limpa-se a estrutura
com agua destilada para remover residuos indesejados e seca-se com fluxo de azoto (figura 36). O aspeto

final encontra-se representado na figura abaixo (figura 37) [55, 56].

-

a) Padronizacao dos elétrodos recorrendo a corrosao

quimica;

Recipiente com a solucao corrosiva

especifica para o ouro.

b) Elétrodos padronizados, mas ainda com a

resina fotossensivel;

-
Q‘.&q&‘*&.&

¢) Remocao da resina fotossensivel.

Figura 36. Esquematico do processo de corrasao quimica do AU.
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Figura 37. Fotografia dos microelétrodos padronizados.

3.5.2 Fabrico do canal microfluidico

A segunda parte do fabrico da plataforma microfluidica consiste no fabrico de um canal

microfluidico. Este processo inicia-se com o fabrico do molde em SU-8 por fotolitografia UV que sera

utilizado para padronizar o canal no PDMS por técnicas de litografia suave.

Na figura 38 esta representado de forma esquematica o processo de fabrico do molde em SU-8

gue inclui os seguintes passos:

a)

b)

d)

Colocacao de 1 g de SU-8 25 sobre uma lamina de vidro. Apos a pesagem, realiza-se a deposicao
da resina fotossensivel, SU-8, por spin coatinga 3000 rpm durante 30 s (figura 38 a));
Seguidamente efetuou-se o passo de pré-aquecimento na Aot plate que é realizado em dois
ciclos: o primeiro ciclo foi de 5 minutos a 65°C e o segundo ciclo foi de 10 minutos a 95°C. O
primeiro ciclo garante a evaporacao do solvente, criando um revestimento uniforme com uma
boa adesdo ao substrato. Ja o segundo ciclo é responsavel por densificar o SU-8. A transicao
entre os ciclos de ser feita progressivamente, para minimizar a tenséo criada no SU-8 e conseguir
garantir a evaporacao total do solvente. Tal cuidado também vai conseguir evitar a ocorréncia de
encolhimento e fissuras apds a exposicao UV. Se a mudanca entre ciclos for feita de uma forma
rapida, pode ocorrer a evaporacao incompleta do solvente, levando a formacao de um filme mais
denso na superficie do SU-8 que impede a evaporacao do solvente nas zonas interiores (figura
38 b));

De seguida colocou-se o substrato com a mascara de fotolito alinhada e expds-se a radiacéo UV.
O SU-8 é uma resina fotossensivel negativa, ficando assim as zonas transparente marcadas,
originando a estrutura final. A exposicao a radiacao UV (365 nm) foi feita durante 2 minutos para
padronizar o SU-8 (figura 38 c));

Seguidamente realizou-se o pds-aquecimento na Aot plate, com um ciclo de 5 minutos a 65°C

e outro durante 10 minutos a 95°C (figura 38 d));
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e) Para finalizar introduziu-se a estrutura numa solucdo de revelacado de SU-8 durante 10 minutos
para remover o SU-8 nao exposto. Por fim lavou-se com agua destilada e secou-se com fluxo de

azoto (figura 38 e)).

a)

b)

c)

uv

Figura 38. Representacdo esquematica do processo de fotolitografia da resina fotossensivel SU-8 utilizada no fabrico do molde do canal
microfluidico.

Apds a obtencao do molde necessario para o fabrico do canal microfluidico procedeu-se a

preparacado do PDMS (figura 39) [56], conforme descrito de seguida:

a) Iniciou-se com a pesagem dos dois componentes do PDMS (base do pré-polimero e agente de
cura) na proporcdo de 10:1 a partir do kit comercial (Syigard 184, dow corning). Para isso,
pesou-se 2 g de agente de cura e 20 g da base do pré-polimero. As quantidades devem ser
calculadas, tendo em conta o molde e a espessura que se deseja. Comecou-se por misturar a
solucéo o que leva ao aparecimento de uma enorme quantidade de bolhas de ar na mistura. Foi
entdo necessario realizar a desgaseificacao num sistema de vacuo, de forma a retirar todas a

bolhas, obtendo-se uma solucao transparente (figura 39 a));
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b) Depois de se obter a mistura sem bolhas, verte-se a solucdo sobre o molde. E importante que o
derramamento do material seja feito no centro do molde e a baixa altitude, evitando novamente
0 aparecimento de bolhas de ar (figura 39 b));

c) Seguidamente realizou-se o processo de cura do PDMS numa /ot plate durante 30 minutos a
100°C (figura 39 c));

d) Por fim retirou-se da fot plate, cortou-se o PDMS ao redor do molde e destacou-se a estrutura
em PDMS que contém o canal microfluidico. Por fim, efetuaram-se os orificios de entrada e saida

com o auxilio de uma ferramenta de perfuracao (figura 39 d)).

Figura 39. Representacédo esquematica do processo de preparacdo do PDMS.

3.5.3 Integracao dos microeletrodos com o microcanal

0 processo final do fabrico da plataforma microfluidica inclui a ligacdo da lamina de vidro com os

elétrodos a estrutura em PDMS com os microcanais. O processo de ligacao foi feito recorrendo a um
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processo de plasma de oxigénio durante 30s utilizando o equipamento 100 W Plasma Systermns ZEPTO,
Diener electronic. Apos este periodo, as duas superficies expostas sdo colocadas em contacto fazendo

uma ligacao irreversivel (figura 40).

150 pm

Figura 40. Plataforma microfluidica fabricada (a) vista de cima e (b) vista ao microscopio.
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4 ELETRONICA DE ATUACAO E DE LEITURA PARA A

CARACTERIZACAO DE ESPECIES

Neste capitulo é descrita a eletronica necessaria para que os elétrodos sejam capazes de efetuar
as medicdes elétricas e determinar as caracteristicas das células/particulas. A eletronica foi validada
inicialmente nos programas de simulacao (PSIM). De forma a validar o principio de medicéo, os testes
praticos iniciaram-se com um teste simples em DC para verificar se existia a detecao de particulas. Apds
esta validacao com sucesso, avancou-se para a caracterizacédo em AC que, apesar de ser mais complexa
quer na implementacdo quer na leitura, produz sinais mais confidveis na detecdo, para além de evitar

0s problemas de polarizacao e degradacao dos elétrodos verificados em DC.

4.1 Caracterizacao da impedancia dos microelétrodos

Os microelétrodos (exemplo representado na figura 41) sdo os elementos fundamentais da
plataforma microfluidica para realizar as medicdes elétricas necessarias para a caracterizacao das

células/particulas.

—
INERREE= T

Figura 41. Representacédo esquematica dos microelétrodos.
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Tal com ja foi referido anteriormente, os elétrodos foram integrados com o canal microfluidico,
onde vao circular as células/particulas dissolvidas numa solucdo salina com uma concentracdo de 35
g/L. Esta solucdo é fundamental para a aquisicdo dos valores de tensdo, corrente e impedancia.

Quando se coloca um elétrodo imerso numa solucdo com substancias idnicas (ou seja, num
eletrolito), as reacdes de oxidacdo-reducao que vao acontecer entre o elétrodo e o eletrolito, modificam
as concentracdes destas substancias nas zonas proximas dos elétrodos. Embora a neutralidade das
cargas na solucao se mantenha, o eletrdlito que rodeia o elétrodo vai adquirir um potencial elétrico
diferente devido as diferentes concentracdes ionicas. Assim sendo, na interface elétrodo - eletrdlito
estabelece-se uma diferenca de potencial designada por potencial de dupla camada ou também
conhecido por half-cell potencial. Esta diferenca de potencial depende do metal que constitui o elétrodo,
da concentracdo de ides que existe na solucdo e da temperatura. A diferenca de potencial é afetada
quando existe uma corrente a fluir entre o elétrodo e o eletrolito.

As diferencas de potencial provocadas pelas diferentes correntes e tensdes que ocorrem entre o
elétrodo e o eletrdlito, variam com a frequéncia dos sinais de excitacdo e na maior parte das vezes nao
sdo lineares. Desta forma, é possivel determinar os valores de impedancia da interface elétrodo-eletrolito-
elétrodo recorrendo a utilizacdo das técnicas de EIS. Esta técnica consiste em colocar o eletrdlito (solucao
salina com células/particulas) a fluir entre os elétrodos, aplicar um estimulo elétrico e verificar a resposta
resultante. Normalmente esse estimulo é uma tensao alternada do tipo sinusoidal e mede-se as partes
reais e imaginarias da impedancia complexa em funcdo da frequéncia de excitacdo. Os graficos da parte
real e da parte imaginaria da impedancia em funcao da frequéncia compdem o espectro da impedancia
do elétrodo e do eletrolito que estamos a medir. Os valores de impedancia medidos neste tipo de
tecnologia permitem concluir que os elétrodos podem ser representados por um circuito RC em série,
como 0 que esta presente na figura 42, visto que a partir do valor de impedancia podemos saber o valor

da resisténcia e do condensador.

R +

Figura 42. Circuito equivalente dos elétrodos.

Aimpedancia, Z, determina-se pela seguinte equacao, onde X; representa a reactancia indutiva
e X representa a reacténcia capacitiva:
Z=R+ (X, —Xc) (6)
Visto que n&o existe uma indutancia, a equacao da impedancia pode ser simplificada a:
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Z=R-X, 7
Os valores de impedancia dos elétrodos dentro da plataforma microfluidica foram medidos
experimentalmente por EIS utilizando o equipamento Gamiry Reference 600TM potentiostat/galvanostat.
A montagem experimental utilizada para realizar esta caracterizacdo estd apresentada na figura 43 e
inclui um sistema de bombeamento para introduzir as solucdes na plataforma microfluidica e o sistema

de medicao de impedancia.

“ Bomba de
| . Seringa =
\ Seringa .

Plataforma

microfluidica

Figura 43. Montagem experimental utilizada para caracterizacéo dos valores de impedéancia.

As configuracdes simuladas no capitulo 3 foram fabricadas, mas os testes experimentais
apresentaram varios problemas que impediram a caracterizacao destas estruturas. Na maioria dos
testes, ocorria a degradacdo do elétrodo positivo devido a corrente aplicada (figura 44 a). Para além
disso, o canal microfluidico ficava obstruido ao fim de algum tempo de teste (figura 44 b). As plataformas
fabricadas eram fechadas de forma permanente por plasma de oxigénio e sempre que ocorria alguns
destes problemas, a plataforma tornava-se obsoleta. Apesar de ser terem fabricado diversas plataformas
microfluidicas com esta configuracao, o seu teste foi muito dificil. Desta forma, percebeu-se que o0s
parametros utilizados na simulacao numeérica, nomeadamente a aplicacao de uma onda sinusoidal de
tensdo AC de 1,5V entre os elétrodos a uma frequéncia de 80 kHz, eram incompativeis com o teste
pratico, uma vez que a corrente extremamente elevada levava ao rompimento dos elétrodos. O COMSOL
nao permite a analise do limite do elétrodo, apresentando sempre os valores tedricos de tensao e corrente

em condicdes ideais e, por isso nao era possivel prever a degradacao que se verificou experimentalmente.
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Para superar estes problemas e conseguir validar a tecnologia, fizeram-se algumas adaptacdes,
nomeadamente, a utilizacdo de canais e elétrodos de dimensdes maiores, fabricou-se um adaptador em
acrilico de forma a pressionar o canal microfluidico sobre os elétrodos e aplicou-se tensdes mais baixas.
Para além disso, este adaptador permitiu que sempre que ocorresse a degradacao do elétrodo ou
obstrucao do canal, fosse possivel abrir e limpar, permitindo a sua reutilizacdo. Assim, a caracterizacao

EIS foi realizada apenas para esta plataforma (figura 45).

Elétrodo danificado

Canal microfluidico

Canal microfiuidico

Figura 44. Fotografias dos problemas verificados durante o teste pratico: (a) danificacdo dos elétrodos e (b) obstrucéo do canal.

Tubo de entrada

Adaptador em Acrilico

Canal microfluidico em

PDMS

Elétrodos

Figura 45. Plataforma microfluidica otimizada para realizacao dos testes experimentais.

Os valores de impedancia foram medidos com agua do mar e agua do mar com uma particula
entre os elétrodos. As medi¢oes foram efetuadas para dois tamanhos de particulas (250 e 350 um). Na
figura 46 esta apresentada uma das situacdes medidas, onde se verifica que a particula de 350 um de

didametro ocupa a posicdo entre os elétrodos. Os resultados foram analisados pelo software Gamry Echem
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Analyst, o qual permitiu visualizar os graficos de impedancia em funcdo da frequéncia, presentes na

figura 47.

Fluido

Elétrodos
Particula

650 um
350 um

Figura 46. Fotografia de microscdpia 6tica da particula posicionada entre os elétrodos para realizagao da caracterizacéo EIS.
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Figura 47. Variacao dos valores de impedéancia registados com GAMRY com e sem particulas na plataforma microfluidica.

Pela analise dos graficos, verifica-se que a impedancia torna-se praticamente constante para
frequéncias acima de 100 kHz e por isso foi escolhida a frequéncia de excitacdo de 300 kHz. A curva
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laranja representa a impedancia dos elétrodos para uma particula de 350 um com um Z =
1,1 x 10* Q (f=300 kHz), a cinzento esta representada a impedancia dos elétrodos para uma
particula mais pequena (250 pm) com um Z = 5,79 x 103 Q, a vermelho estd representada a
impedancia dos elétrodos para uma particula de 250 um em cima de um elétrodo com um Z =
3,72 x 103 Q e a azul esta representada a impedancia nos elétrodos para a agua do mar com um Z =
2,63 x 103Q. E de notar que quando ha particulas sobre os elétrodos, a impedancia é muito maior em
relacao a impedancia da agua do mar sem particulas. Também é observavel que quanto maior o tamanho
da particula maior é o valor de impedancia, tal como se encontra representado na curva laranja e
cinzenta. A curva vermelha representa uma interferéncia menor no campo elétrico, uma vez que a
particula encontra-se por cima do elétrodo e como consequéncia, o valor de valor de impedéancia é mais
proximo do valor de impedancia da agua do mar. Assim, para a realizacao dos calculos para determinar
o valor da resisténcia e do condensador que representa os elétrodos, foi utilizado o maior valor de
impedancia medido correspondente a particula maior, 1,1 X 10* Q, ou seja:
Z=R-X, )
Assumindo R = 11,5 kQ,
1,1 x10* = 11,5 x 103 — X,

X =500Q
Visto que,
¥ 1 9)
¢ 2mfC
1

21+ 300k = 500

C = 1nF

Os calculos apresentados anteriormente, permitiram conhecer os valores da resisténcia e do
condensador que representam os elétrodos. Esta caracterizacao foi importante para definir os

parametros essenciais na implementacao do circuito de excitacdo AC (seccao 4.2.1).
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4.2 Implementacao da eletronica em DC

O principio de medicdo da tecnologia RPS em canais microfluidico foi inicialmente validado em
DC, de forma a compreender melhor o funcionamento desta tecnologia. A implementacéo foi baseada
na configuracdo basica do principio de Coulfer [59], a qual foi adaptada para o canal microfluidico (figura
48). Para isso, aplicou-se uma tensdo de 9 V com recurso a uma pilha e colocou-se uma resisténcia em
série de 18 M), de forma a permitir que apenas uma corrente de 0,1 pA passe pelos elétrodos evitando
que se danifiquem. A nivel pratico, foi observado que correntes superiores (por exemplo 100 pA)
degradam rapidamente o microeléctrodo com potencial positivo. A pilha foi utilizada para evitar o ruido
proveniente da fonte de alimentacdo, especialmente fontes ligadas a rede elétrica, o qual poderia
comprometer os resultados das medicoes. As alteracdes da tensao foram medidas na resisténcia (devido
a uma maior variacao de tensao) com recurso a um multimetro (Agifent 34401A) e os valores ao longo

do tempo foram registados através de um soffware implementado em LabVIEW.

9V

' AN :
| 18 MO LabVIEW

Figura 48. Implementacdo DC na plataforma microfluidica.

4.3 Implementacao da eletronica em AC

Apo6s validacao dos resultados em DC passou-se para a implementacdo em AC. Na figura 49.
estao apresentados os principais modulos eletronicos necessarios para este tipo de detecdo que incluem:
circuitos de excitacdo, amplificacao e finalmente aquisicao do sinal. A excitacdo & necessaria para
estimular os elétrodos aplicando um sinal AC inicial. Este sinal vai sofrer perturbacdes com a passagem
do fluido e particulas/células, produzindo sinais de baixa amplitude, os quais sao dificeis de detetar
diretamente. Desta forma, € necessario implementar um amplificador para tornar os sinais detetaveis.

Os valores foram adquiridos por um osciloscopio digital.
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Excitach
-
P ———

Figura 49. Representacédo esquematica dos principais modulos eletrdnicos necessarios para as medigdes em AC.

4.3.1 Circuito de excitacao

O circuito de excitacao é utilizado como um estimulador dos elétrodos. Para isso, aplicou-se um
sinal AC de 1V a uma frequéncia de 300 kHz com um offset de 600 mV, como ja tinha sido referido
anteriormente. Estes valores foram escolhidos de forma a evitar os efeitos de polarizacao. Para além
disso, quando se aplica uma corrente elétrica nos elétrodos, pode haver uma acumulacao de ides,
levando a formacao de uma capacidade entre os elétrodos e 0 meio havendo o risco de existir o mesmo
potencial ao longo de toda a solucdo (onde existe elétrodos e onde nao existe), podendo levar a saturacdo
dos elétrodos. Os valores escolhidos permitem eliminar estes efeitos uma vez que é a frequéncia de
300 kHz que os valores de impedancia dos elétrodos atingem o regime permanente (figura 47), sendo
aqui o ponto 6timo de funcionamento e ao utilizar 1 V de tensdo com um offset em 600 mV para a
impedancia que os elétrodos tem (equacao 9), vai fazer com que a corrente no circuito seja de 45,5 pA,
permitindo assim uma relacao estavel entre elétrodo e eletrolito.

Na figura 50 esta representado o circuito de excitacao obtido por simulacdo com o software
PSIM, onde mostra a tensdo de entrada que é aplicada, os elétrodos e duas resisténcias ajustaveis
(potencidmetros). Essas resisténcias tém de ser da mesma ordem de grandeza da impedancia dos
elétrodos, de forma a que estas resisténcias permitam ajustar o valor de tensao nos elétrodos. Para
impedir que os elétrodos saturem ou polarizem e para que o valores de saida sejam mais faceis de
detetar, ajusta-se o valor de tensdo nos potenciometros para o valor intermédio da tensao de entrada,

sendo esse ajuste aproximado de 150 mV, fazendo com que a corrente nos elétrodos seja de 13,6 YA

(equacao 9).
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Figura 50. Representacdo esquematico do circuito de excitagcao implementado.

4.3.2 Circuito de amplificacao

O circuito de amplificacao ¢ sem dlvida um circuito com enorme importancia no trabalho que

se pretende desenvolver, pois a amplitude da maioria dos sinais obtidos, especialmente a partir de

particulas de menores dimensdes, ndo sdo suficientes para que haja uma leitura direta para

processamento dos sinais. A operacdo de amplificacdo recorre a um tipo especifico de circuito linear,

normalmente um amplificador operacional devido a sua simplicidade e compatibilidade com qualquer

circuito eletronico.

a)

b)

>

>_.

Figura 51. Representacao esquematica da ligacéo do circuito de amplificacéo para a configuracédo com (a) trés e (b) quatro elétrodos.
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Os circuitos de amplificacdo serdo implementados conforme é visualizado na figura 51, onde os
elétrodos exteriores serao utilizados para ler os valores enquanto que os elétrodos centrais funcionam
como referéncia, ligados a terra (GND ou Ground). O amplificador utilizado foi um amplificador de
instrumentacdo, que resulta na juncdo de trés amplificadores operacionais. Para isso, foi escolhido o
Lm741, mais propriamente o seu circuito integrado £m324. Estes géneros de circuitos caracterizam-se
por possuirem elevada resisténcia de entrada, baixa resisténcia de saida, elevado grau de rejeicao da
tensdo de modo comum e ndo inversora da tensdo de saida, a qual ¢ uma versdo amplificada da
diferenca das tensdes de entrada. Com estes circuitos é possivel obter um ganho diferencial finito, preciso
e muito estavel. O ganho para o circuito deve ser preferencialmente baixo para impedir a amplificacdo
excessiva de componentes indesejadas incluidas no sinal. Por outro lado, ndo deve ser demasiado baixo
pois a amplificacdo pode nado ser suficiente para conseguir detetar o sinal. Sendo assim apontou-se por
um ganho de 100.

A equacao de saida do amplificador de instrumentacéo é a seguinte:

R, 2R , , (10)
Vy = (R—) x (1+ T) X (Elétrodo_2 — Elétrodo_1)
1

Ou seja,
6= 2y x 14258
= (—) X —
G * 1+

Substituido G = 100, R, = 10kQ, R; =10kQ e R = 1kQ,

100 = 10k X 1+2R3
_(10k) ( 1k

Apds efetuados os calculos, projetou-se o circuito de amplificacao representado na figura 52.
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Figura 52. Representacédo esquematico do amplificador de instrumentacao implementado.
A juncao dos circuitos representados nas figuras 50 e 52, permitem realizar as medicdes na

plataforma microfluidica de forma a detetar a passagem de particulas. Os valores detetados foram

adquiridos e apresentados recorrendo a um osciloscépio digital.
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5 RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados experimentais, que foram realizados para
validacao da plataforma microfluidica com os elétrodos integrados bem como da sua eletronica de

atuacdo e leitura. A fase de resultados foi dividida em duas fases, como esta representado na figura 53.

Figura 53. Esquematico da divisdo dos Resultados Experimentais.

Tal como foi mencionado anteriormente, a plataforma foi inicialmente validada através de
medicdes DC e posteriormente foi implementada em AC. As medicdes incluiram, numa primeira fase, a
passagem apenas de agua do mar para avaliar as variacdes obtidas e definir os valores de referéncia
(sem particulas). De seguida, foram preparadas solucdes de agua do mar e particulas com tamanhos de
20 e 60 pum. Estas solucoes foram introduzidas nos microcanais com o auxilio de uma bomba de seringa
e registados os valores de tensao com a eletronica desenvolvida. Tal como mencionado no capitulo 4, os
testes praticos da plataforma microfluidica com os elétrodos simulados no capitulo 3 nao forneceram
bons resultados, uma vez que se verificaram alguns problemas, nomeadamente os elétrodos

comecaram-se a danificar devido a tensdo aplicada ser muito alta, as particulas nao eram detetadas para
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aquele valor de frequéncia e o canal microfluidico ficava obstruido muito facilmente e por isso foi

simulada e fabricada uma nova configuracao, tal como mostra a secdo seguinte.

5.1 Adaptacao da plataforma microfluidica

De forma a ultrapassar os problemas mencionados anteriormente e conseguir validar a
tecnologia apresentada, adaptou-se a plataforma microfluidica aumentando o tamanho do canal, a
largura e espacamento dos elétrodos bem como o tamanho das particulas. Colocaram-se elétrodos com
uma largura de 650 um espacados de 350 um num canal microfluidico de 500 um de altura e largura,

como esta representado na figura 54.
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Figura 54. Representacédo esquematica da configuracao utilizada na simulacéo da plataforma microfluidica adaptada.

De forma a evitar que os elétrodos se danificassem tao rapidamente aplicou-se uma tensdo AC
mais baixa, acertando-se para o valor de tensédo que os elétrodos devem apresentar durante o ajuste,
150 mV a uma frequéncia de 300 kHz (valores encontrados na secdo 4.1). Na figura 55 estao
apresentados os resultados da nova simulacdo em COMSOL, nomeadamente os graficos de tensao,
corrente e impedancia gerados pela passagem da particula sob os elétrodos. De maneira a aproximar o
modelo o mais possivel da realidade, definiu-se uma particula de 175 um de raio a passar pelos
elétrodos.

Ao observar os graficos da figura 55, é possivel visualizar um comportamento semelhante aos
simulados no capitulo 3. Tal como era de prever os valores de tensao, corrente e de impedancia
diminuiram uma vez que foi utilizada uma tensdo de excitacao significativamente menor. Para além
disso, esta diminuicdo também resultou do aumento do tamanho e do espacamento dos elétrodos.
Apesar disso, esta plataforma microfluidica mostrou ser muito mais sensivel na detecédo de particulas na
pratica, em comparacao com as projetadas anteriormente. A aplicacdo de uma tensao mais baixa aos

elétrodos permitiu avancos significativos na pratica uma vez que nao degradava os elétrodos.
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Figura 55. Gréficos de (a) tensao, (b) de densidade de corrente e (¢) impedancia obtidos por simulacao relativamente a plataforma
adaptada.

5.2 Validacao da plataforma microfluidica com

detecao em DC

Os testes para detecdo em DC foram realizados utilizando a montagem experimental

apresentada na figura 56.

Multimetro Bomba de

) Seringa
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Figura 56. Montagem experimental utilizada para as medicdes em DC.
Os resultados dos testes em DC para a agua do mar e para particulas de 20 e 60 um estao

apresentados na figura 57 e 58, respetivamente. Como as particulas eram mais pequenas que o canal
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microfluidico (dimensao de 500 um em altura e largura), inseriu-se dentro do canal uma particula
estatica (cerca de 350 um) de forma a forcar a passagem das particulas mais pequenas junto dos
elétrodos, produzindo alteracdes na tensdo mais percetiveis. Os sinais de tensao obtidos com a agua do
mar (figura 57) a fluir dentro da plataforma microfluidica apresentam uma tendéncia constante sem
apresentar picos significativos. Por outro lado, nos testes com as particulas de 60 um (figura 58 a)), a
tensao na resisténcia em série com os elétrodos apresenta um comportamento mais ou menos constante
por volta dos 7,7V e quando é detetada a passagem da particula, a tensdo desce para os 7,45 V (variacao
maxima de 0,3 V). No caso das particulas de 20 um (figura 58 b)), a tensao desceu dos 7,7 V para os 7
V (variacao maxima de 0,7 V). Os valores foram medidos na resisténcia porque sofre uma maior variacao
sendo que uma maior variacdo da tensao na resisténcia corresponde a uma menor variacao nos
elétrodos, ou seja, quanto menor a particula, menor a variacao nos elétrodos e consequentemente maior
variacado na resisténcia. Assim, comparando as variacoes da tensao e os graficos obtidos é visivel que as
particulas de 20 um provocam uma maior variacao de tensao na resisténcia do que as particulas de
60 um. Portanto, estes resultados vdo de encontro aquilo que foi referido anteriormente nesta
dissertacao relativamente a técnica RPS, validando com sucesso os testes em DC realizados com a
plataforma microfluidica. Apesar desta validacao, durante os testes praticos foram ocorrendo problemas
nomeadamente a danificacao dos elétrodos quando se aplicava uma corrente de 100 pA. Rapidamente
se visualizava a remocao do material do elétrodo positivo e por isso foi-se reduzindo a corrente até um

valor de 0,1 pA, onde se confirmou que o elétrodo permanecia estavel e permitia realizar as medicoes.
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Figura 57. Valores de tenséo registados com a passagem de agua do mar pela plataforma microfluidica.
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Figura 58. Valores de tenséo registados com a passagem das particulas de (@) 60 pm e (b) 20 um pela plataforma microfluidica.

5.3 Validacao da plataforma microfluidica com
detecao em AC

Apds a validacdo em DC, avancou-se para os testes em AC com a utilizacdo da eletronica
projetada no capitulo 4. Na figura 59 esta apresentada a montagem experimental utilizada neste teste,
a qual compreende um gerador de sinais que nos permite modular a onda de excitacdo, uma fonte de
tensao para alimentar o circuito para excitacao, circuito de leitura dos sinais dos elétrodos, a plataforma
microfluidica onde fluem as particulas, um sistema de bombeamento, um microscépio para confirmar a

passagem de particulas e um osciloscopio para apresentacao dos sinais.

Gerador de . P
Microscopio

Sinais

Fonte de

Tensao

Plataforma

microfiuidica

Circuito

Implementado

Figura 59. Montagem experimental utilizada para realizacdo dos testes em AC.

Tal como foi feito nas detecdes em DC, realizou-se em primeiro lugar a detecao da dgua do mar

para ser possivel perceber qual era a resposta que as particulas provocavam na tensao durante a sua
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passagem pela plataforma microfluidica. Para isso, colocou-se agua do mar a fluir dentro da plataforma
microfluidica com a ajuda da bomba de seringa com um caudal de 0.10 ml/mim. Os valores de tensdo
correspondentes a agua do mar estdo apresentados no grafico da figura 60. Apds este teste, procedeu-
se a introducdo de agua do mar com particulas de 20 e 60 um e registaram-se os valores de tensao
(figura 61). Tal como nas detecdes em DC, manteve-se a particula de 350 um dentro do canal, de forma
a provocar uma obstrucao na zona dos elétrodos, para que as particulas passem mais proximas da

superficie dos elétrodos.
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Figura 60. Valores de tensdo AC registados durante a passagem de agua do mar na plataforma microfluidica.
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Figura 61. Valores de tensdo AC da passagem de particulas de 60 e 20 um na plataforma microfluidica.
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Tal como nas detecdes em DC, os valores de tensdo para a agua do mar (figura 60), tendem a
ser muito mais constantes (entre 0,1 e 0,2 V) do que os valores de tensao da dgua do mar com particulas.
No grafico da figura 61 sdo notdrias pequenas variacdes de tensao, para além da linha base de tensdo
que ¢é formada pela dgua do mar.

Na figura 61 a azul estdo representadas as variacdes de tensdo resultantes da passagem das
particulas de 60 um. A maior parte destas variacdes ocorrem até aos 0,3V e 0,5V, onde a maioria é
superior a 0,4 V. Na figura 61 a vermelho estao representadas as variacdes da tensao para as particulas
de 20 um, onde os seus maiores picos de tensao sao até aos 0,4 V, onde a maior parte destes ocorre
entre 0s 0,2 V e os 0,3 V. Assim, é possivel afirmar que a plataforma microfluidica consegue detetar a
passagem de particulas e para além disso permite discriminar diferentes tamanhos.

Foi ainda realizado um teste com algas de fitoplancton tdxico utilizando as espécies Alexandrium
Tamarense e Alexandrium Minutum.
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Figura 62. Variacdes da tensao com a passagem das algas Alexandrium Tamarense e Alexandrium Minutum na plataforma microfluidica.

Os dados da figura 62 apresentam as variacdes da tensao provocadas pela passagem das
células de fitoplancton. Tal como era de prever, a contagem mostrou um numero muito reduzido de
células devido a baixa concentracao da cultura, uma vez que a sua cultura em laboratorio ¢ muito dificil
e 0 seu crescimento € muito lento, e com variacdes semelhantes as das particulas de 20 um.

Na Alexandrium Tamarense (representado a azul na figura 62) as variacdes rodam os 0,3 e os

0,35V e na Alexandrium Minutum (representada a vermelho na figura ) as variacoes rodam os 0,35 e
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0,36 V. Estes valores sdo semelhantes porque estes dois tipos de algas tem tamanhos semelhantes,
sendo a Alexandrium Minutum ligeiramente maior com um comprimento compreendido entre 0s 28 pum
e 0s 35 um e uma largura entre os 20 um e os 30 um, e a Alexandrium Tamarense com um
comprimento entre 0s 22 um e 0s 51 um e uma largura entre 0s 17 um e os 44 um, como se pode
comprovar pelo 0 anexo |. Apesar das variacoes da tensao serem baixas, consegue-se verificar a geracao
de pulsos de diferentes amplitudes com a a passagem de células com tamanho diferente pela zona de

detecao.

5.4 Conclusao

O intuito deste capitulo foi validar o comportamento da plataforma microfluidica utilizando a
eletrénica implementada no capitulo 4. Os testes realizados permitiram confirmar a viabilidade da
tecnologia RPS integrada em canais microfluidica para contagem e discriminacdo de células por
tamanhos. Apesar da detecdo DC e AC terem sido capazes de indicar a passagem de particulas, a
detecdo AC mostrou uma melhor sensibilidade para além de evitar os problemas de polarizacao direta.
A detecao sé foi conseguida em ambos os casos, quando se utilizou a abordagem da particula estatica
para estrangular o canal na zona sobre os elétrodos. Desta forma, a altura e largura do canal deveriam
ser reduzidas para serem apropriadas ao tamanho das células que se pretendiam caracterizar. Para
além disso, seria desejavel realizar mais testes de forma a fazer uma calibracdo entre a resposta da
plataforma em funcdo de diferentes tamanhos de células/particulas. No entanto a disponibilidade
limitada de particulas com diferentes tamanhos bem como os problemas verificados na plataforma

microfluidica impediram esta caracterizacdo mais detalhada.
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6 CONCLUSAO

Neste capitulo séo apresentadas as principais conclusdes do trabalho realizado assim com

sugestdes para trabalhos futuros.

6.1 Conclusoes finais

Esta dissertacdo descreve todo o processo de otimizacao, fabrico e caracterizacdo experimental
de uma plataforma microfluidica com detecdo RPS para discriminacdo de células de fitoplancton. Esta
plataforma compreende um canal microfluidico que permite a passagem das particulas/células pela
zona de detecdo, na qual esta integrado um sensor de impedancia fabricado com microeléctrodos em
filme fino. O principio de detecdo baseia-se na tecnologia RPS, onde um campo elétrico gerado entre
elétrodos é perturbado pelo movimento da particula/célula que blogueia o fluxo de corrente, provocando
uma variacao de tenséao cuja intensidade é proporcional ao volume da particula que atravessa o canal. A
partir desta variacao, a plataforma é capaz de dar informac6es do numero de células bem como do seu
tamanho. O trabalho desenvolvido foi dividido em duas fases: a simulacdo numérica da plataforma
microfluidica e o fabrico e teste experimental da mesma.

Na primeira fase, foram realizadas simulacdes numéricas com o programa COMSOL
Multiphysics, para avaliar qual a configuracdo com melhor desempenho na resposta do sensor RPS,
facilitando a escolha da solucdo mais vidvel para o fabrico da plataforma microfluidica. Os principais
parametros estudados pela simulacao incluiram o estudo do numero de elétrodos bem como a sua
largura e espacamento. Para além disso, foi estudada a influéncia do tamanho da particula na resposta

do sensor. Os resultados da simulacdo permitiram identificar que o espacamento entre os elétrodos é o
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fator que apresenta maior influéncia na detecdo da particula. Um menor espacamento garante que o
campo elétrico fica mais concentrado, tornando mais facilmente detetadas as variacdes de corrente e de
tensao, provocadas pela passagem das particulas. Para além disso, foi possivel confirmar que quanto
maior fosse a particula, menor a corrente que percorre os elétrodos e consequentemente maior tensao
e impedancia. O mesmo estudo indicou que a passagem da particula provoca uma maior influéncia
qguando passa 0 mais proximo dos elétrodos, o que demonstra que a geometria do microcanal deve ser
adequada ao tamanho da particula. Por fim, as simulacdes mostraram ainda que a configuracao de trés
e quatro elétrodos apresentavam uma melhor discriminacédo. Apesar da amplitude dos pulsos ser
semelhante nas duas situacdes, a distincdo de dois pulsos é mais clara na configuracdo de quatro
elétrodos uma vez que apresenta dois elétrodos ground, e por isso 0s pulsos sao mais espacados. No
caso de trés elétrodos, verifica-se uma zona central onde ocorre a sobreposicao dos pulsos e por isso a
sua distincao nao é tao facil. Na fabricacdo optou-se pelo fabrico da configuracdo com quatro elétrodos,
visto que permitia realizar testes com todas as configuracdes.

A segunda fase consistiu no fabrico e caracterizacao da plataforma microfluidica, tendo por base
todas as conclusdes retiradas nas simulacées numeéricas. Para além disso, incluiu a implementacao da
eletronica de atuacao e leitura necessaria para detecao das particulas. Contudo, a validacdo experimental
da plataforma fabricada apresentou alguns problemas, nomeadamente a rapida degradacdo dos
microelétrodos quando se excitavam os elétrodos com uma onda sinusoidal de 1,5V com uma frequéncia
de 80 kHz. Este problema nao foi previsto nas simulacdes porque a ferramenta utilizada ndo considera
os limites do elétrodo, apresentando sempre os valores teoricos de tensao e corrente em condicdes
ideais. De forma a ultrapassar este problema, foi simulada e fabricada uma nova plataforma com
dimensdes superiores dos elétrodos, microcanais e mesmo nas particulas utilizadas na validacao, de
forma a provar o conceito destas tecnologias. Para além disso, a tensdo de excitacao foi
significativamente reduzida para permitir a passagem de uma corrente de 13,6 YA, a qual ndo provocou
qualquer alteracdo nos elétrodos ao mesmo tempo que permitia obter variacbes detetaveis apos
amplificacao. A plataforma foi validade experimentalmente em DC e AC, no entanto a detecdo AC mostrou
ser a mais adequada dado que evita os problemas de polarizacao direta, nomeadamente a alteracédo de
pH, eletrolise da agua do mar e geracao de bolhas bem como a degradacéao dos elétrodos. Os resultados
experimentais permitiram observar alteracdes distintas na tensdo com a passagem de particulas de
diferentes tamanhos, indo de encontro ao que se verificou na simulacdo, nomeadamente foram
detetados picos de tensao maiores para particulas de tamanho maiores. Para além disso, com a detecéo

AC foi possivel confirmar que a plataforma microfluidica conseguiu discriminar dois tipos de fitoplancton
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toxico (Alexandrium Tamarense e da Alexandrium Minutum). Apesar destas espécies apresentarem
tamanhos muito idénticos, a plataforma microfluidica apresentou picos de tensdo diferentes
demonstrando que a Alexandrium Minutum ¢ ligeiramente maior que a Alexandrium Tamarense. A
validacdo com sucesso da plataforma microfluidica permitiu confirmar que a tecnologia desenvolvida tem
viabilidade para ser integrada num citémetro microfluidico para quantificacdo de células de fitoplancton

toxico.

6.2 Trabalho futuro

Como trabalho futuro é sugerido melhorar as dimensdes do canal microfluidico bem como dos
microeléctrodos de forma a tornar a plataforma microfluidica sensivel a particulas ou células mais
peguenas, especialmente para a gama de tamanhos do fitoplancton téxico. De forma a tornar a
plataforma viavel para uma maior gama de tamanhos, solucdes baseadas em focagem hidrodinamica
ou acusticas podem ser integradas com o canal microfluidico para garantir que as particulas mantenham
uma trajetéria uniforme e passem individualmente pela zona de detecdo. A detecdo de tamanhos
menores também implicara a otimizacao dos circuitos de excitacéo e leitura desenvolvidos. Tal como se
verificou na pratica, a corrente a aplicar sobre os elétrodos menores deve ser muito baixa para evitar a
sua degradacdo. Esta condicao, ira exigir que o ganho no amplificador de instrumentacao seja aumentado
de forma a detetar as variacdes de tensdo menores. Para além disso, torna-se necessario desenvolver o
circuito de leitura para contabilizar automaticamente o numero de particulas em cada gama de
tamanhos. Para isto, é necessario realizar testes de forma a fazer uma calibracao e relacionar os picos
de tensdo com os tamanhos de células/particulas. Uma das possiveis solucbes podera ser a
implementacao de um /ock-in amplifier que desmodulasse a onda gerada através da comparacao com a
onda de entrada. Apds esta comparacao, € necessario efetuar a leitura e extrair os valores produzidos
pelos elétrodos através de um conversor analdgico — digital (ADC), para que estes possam ser lidos e
armazenados por exemplo num cartdo de memoria ou apresentados num display. Por fim, e tal como
indicado no capitulo 1, esta tecnologia podera ser integrada num citdmetro de fluxo microfluidico para
complementar as informacoes fornecidas pelas técnicas oticas e fazer uma caracterizacdo morfologica
e espectral completa de espécies de fitoplancton em funcao do tamanho, forma, complexidade e seus
pigmentos fotossintéticos. A combinacao de todas estas funcionalidades numa plataforma LOC unica
oferece a possibilidade de criar dispositivos mais baratos, rapidos e confiaveis que podem ser utilizadas

em monitorizacao submersa durante varios meses.
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ANEXO | —PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS ESPECIES

DE FITOPLANCTON

Gymnodinium Pyrodinium Alexandrium Anabaena Aphanizomenon
Espécie catenatum bahamense[62], ostenfeldii [66]-[68] [69], [70]
[60][61] [63] [64], [65]
Classificagcéo Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado Cinobactéria Cinobactéria
Forma Pequenas em forma Poliédricas e meio Quase esféricas Retos, curvos ou Cilindros ou em forma
de ovo redondas com tamanho espirais de barril
médio
Descrigdo Comprimento: Comprimento: Comprimento: Diametro: Comprimento:
34 ym - 65 um 47 ym - 84 um 40 ym - 56 ym 2 um-10 um 4pum-9pum
Tamanho Largura: Largura: Largura: Largura:
27 um -43 um 35 um-64 um 40 pm - 50 ym 2um-4pum
Vermelho-Castanho Verde-Amarelo Castanho-Vermelho Azul - Verde Verde - Azul
Cor Ou
Amarelo - Castanho
E um dinoflagelado E um dinoflagelado || E um dinoflagelado | E uma bactéria E uma bactéria
fotossintético. fotossintético. fotossintético. fotossintética. fotossintética.
Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se
assexuadamente por sexualmente através | assexuadamente assexuadamente.
fissdo binaria e da uniéo de por fissao binaria e
Estilo de Vida sexualmente através gametas sexualmente por
de gametas diferentes isogamia (gametas
(Heterogamia) masculinos e
Comportamento femininos iguais)
Em aguas costeiras Em aguas quentes Em aguas costeiras Em aguas rasas e Aguas doces
Florescimento | quentes e temperadas. || (climas tropicais e frias em solo humido
(também se adaptam subtropicais) Aguas doces
a aguas frias)
Efeitos Toxicos || Produz toxinas Produz toxinas Produz toxinas Produz toxinas Produz toxinas
paralisantes (PSP) paralisantes (PSP) paralisantes (PSP) paralisantes (PSP) paralisantes (PSP)
Estuarios Estuarios Estuarios Lagos Agua doce e salobra
Habitat Aguas costeiras Aguas costeiras Aguas doces Lagos
(Calmas sem
correntes)
Distribuicdo México Golfo da Califérnia Costa da Europa India Mar Baltico
Argentina Golfo do México Ocidental; América Grandes Lagos
Geogréfico Europa Mar do Caribe Costa sudoeste da Alemanha
Australia Nova Escocia
Japéao
Estacéo - Verao Primavera e Veréao Veréo Inverno e Verao
Condigées de Temperatura 12°C - 30°C 20°C - 35°C 12,5°C - 25,2°C 12°C - 20°C 22°C - 28°C
Crescimento
Salinidade 28 ppt - 32ppt 20 ppt - 35ppt 5 ppt - 21 ppt 1,4 ppt - 11,8 ppt —
Identidade
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Plankthotrix Lyngbya Cilindroespermopsis Pseudo-nitzschia
Espécie [71] [72],173] [66], [69], [74] [75]
Classificacao Cinobactéria Cinobactéria Cinobactéria Diatomacea
Tricomas longos e Células discoides Filamentos Estreita e em forma de barco
Forma nao ramificados empilhadas umas em cima encadeados
(filamentos) das outras (cilindricas e ovais)
Comprimento: Comprimento: Comprimento: Comprimento:
Descricao 2 um- 3 um 8 um-51um 5um- 16 um 25 pm - 160 pm
Tamanho Largura: Largura: Largura: Largura:
3um-9pum 1pum-10pum 2 um-5pum 0,5 um-8 pum
Azul - Verde Azul - Verde Azul - Verde Amarelo - Castanho
Cor
E uma bactéria E uma bactéria E uma bactéria Realiza a fotossintese.
Estilo fotossintética. fotossintética. fotossintética. Reproduz-se sexual e
de Reproduz-se assexuadamente.
Vida assexuadamente
Crescem na Em agua doce e Desencadeado por Em aguas rasas junto a costa.
profundidade dos especialmente nas aguas temperaturas frias ou
Lagos de nascente grandes flutuacoes de
Comportamento Florescimento (climas tropicais e temperatura
subtropicais) (climas tropicais e
subtropicais)
Produz toxinas Produz toxinas paralisantes Produz toxinas Produz toxinas amnésicas (ASP)
Efeifos paralisantes (PSP) (PSP) paralisantes (PSP)
Toxicos
Lagoas Aguas Costeiras Lagoas Oceanos
Habitat Reservatorios de Estuarios Agua doce
agua doce Solos Humidos
Distribuicao Zurique Australia América de Sul Em varias partes do mundo.
Geogréfico Portugal Florida
Costa da Singapura
Estagcao — - Inverno Primavera e Outono
Condigées de Temperatura 5°C - 25°C 5°C - 50°C 15°C - 35°C -2°C - 29°C
Crescimento Salinidade - 9 ppt - 36 ppt Tolerancia de 4 ppt 18 ppt - 38 ppt
Ildentidade

94



Anexos

Dinophysis Dinophysis ovum Dinophysis fortii Prorocentrum Prorocentrum
Espécie acuminata [76], [78] [79] lima cordatum
[76], [77] [80], [81] [82], [83]
Classificacdo | Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado
Forma Em forma de Forma de ovo Em forma de Oval Coracéo
concha (Oval) concha
Comprimento: Comprimento: Comprimento: Comprimento: Comprimento:
Descrigao Tamanho 30 ym - 35 um 32 ym - 42 uym 62 pm - 66 um 32pum-50pum || 6,6 um - 20 um
Diametro: Diametro: Largura: Largura: Largura:
38 um - 58 um 22,5 um - 32 um 41 pm - 58 um 20 um - 28 um 5um-16 um
Castanho- Dourada Castanho - Dourado - Dourado -
Cor Avemelhado Vermelho Castanho Castanho
E um dinoflagelado | E um dinoflagelado | E um Eum E um dinoflagelado
fotossintético e fotossintético e dinoflagelado dinoflagelado fotossintético e
quimiossintético. quimiossintético. fotossintético. fotossintético. quimiossintético.
Estilo de Vida Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se
assexuada por assexuada por assexuada por assexuada por assexuada por
fiss&o binaria. fiss&o binaria. fiss&o binaria. fiss&o binaria. fissao binaria.
Em areas Em zonas costeiras Muito abundante | Em climas Normalmente em
Florescimento | protegidas e com temperatura no Veréo temperados e Estuarios
Comportamento fechadas temperada tropicais
Produz &cido Produz &cido Produz &cido Produz acido Produz acido
Ffeitos Toxicos | ocadaico, ocadaico, ocadaico, ocadaico, ocadaico,
dinofisitoxinas + dinofisitoxinas + dinofisitoxinas + dinofisitoxinas + || dinofisitoxinas +
pectenotoxinas pectenotoxinas pectenotoxinas pectenotoxinas pectenotoxinas
(DSP) (DSP) (DSP) (DSP) (DSP)
E zonas neriticas Em zonas costeiras Em zonas Zonas neriticas Estuarios
Habitat neriticas e nos Estuarios Aguas Costeiras
oceanos Aguas Salobras
Distribuicdo 3 Em tempergdas Ga!izg Agugs mornas e Por todo o Por todo 0 mundo
Geogréfico quentes e frias por Grécia tropicais de todo || mundo
todo 0 mundo Texas 0 mundo
Estacao Final da Primavera Da Primavera ao Primavera tardia Verao Verao
até o Verao Outono até ao Verao
Condi¢des de Temperatura 12°C - 22°C ~12°C - 22°C ~13°C ~ 24°C 20°C - 24°C
Crescimento
Salinidade 28 ppt - 34,5 ppt 28 ppt - 34,5 ppt ~ 34 ppt ~ 19 ppt 10 ppt - 16 ppt
Identidade
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Alexandrium Alexandrium Minutum Azadinium spinozum Dinophysis acuta
- _| 76], [89
Espécie Tamarense (85] [86]-[88] [76], [89]
[84]
Classificagéo Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado Dinoflagelado
Forma Esférica Esférica e pequenas Em forma de concha Esférica
Comprimento: Comprimento: Comprimento: Comprimento:
Descrigao -
“ (EleeD 22um - 51um 28um - 35um 54 um - 94 um 12 pm - 16 um
Largura: Diametro: Largura:
17um - 44um Largura: 43 um - 60 ym 7um - 11 pm
20pm - 30pm
Laranja - castanho Verde - castanho Laranja - avermelhado - Verde — Amarelo
Cor Castanho
E um dinoflagelado | E  um dinoflagelado | E um dinoflagelado E um dinoflagelado
fotossintético. fotossintético. fotossintético. fotossintético
Estilo de Vida | Reproduz-se Reproduz-se Reproduz-se assexuada por
assexuadamente por assexuadamente por fissao binaria.
fisséo binaria e fisséo binaria e
sexualmente através da || sexualmente através da
unido de gametas unido de gametas
Comportamento diferentes. diferentes.
Em aguas costeiras Em aguas quentes Nos verdes quentes, Invernos | Em aguas costeiras
Florescimento | salgadas e em grandes | temperadas e em aguas secos e fortes primaveras.
estuarios. doces.
Produz toxinas Produz toxinas Produz acido ocadaico, Produz azaspiracidos (AZP)
Efeitos Toxicos | paralisantes (PSP) paralisantes (PSP) dinofisitoxinas +
pectenotoxinas (DSP)
Aguas Costeiras frias Lagoas Oceano Em aguas costeiras
BT Estuarios Estuarios
Baias Restritas
Distribuicio B Norte da América Asig Aguas frias em todo o mundo Europa
Geografico Europa Africa Africa
Japao Norte da América Ameérica do Sul
América Central e Caribe Japéo
Europa
Oceénia
Estagcdo Veréo (Julho - Agosto) Primavera Primavera e Verao Verao
Condigdes de Temperatura -2°C - 28°C 15°C - 25°C — ~ 18°C
Crescimento
Salinidade 20,8 ppt - 29,5ppt 15 ppt - 35ppt - 30 ppt-40ppt
ldentidade
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ANEXO Il — CAMPOS ELETRICOS E LINHAS DE CORRENTE
FORMADOS PELA PASSAGEM DA PARTICULA

Dois Elétrodos

30 um de largura espacados de 10 ym

Campo Elétrico

Linhas de
Corrente

Campo
Elétrico

Particula de 6 um de raio

dx_t(5)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m) a
T T T T T
350 B x10°
30~ 4 2
sl i 1.8
20 1 M
15+ B 12
10 - B 1
5r 1 08
or 1 0.6
S 7 0.4
-0 b 0.2
-15¢ L L L | L | L | L |
140 160 180 200 220 240 260 280 300
dx_t(5)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?) -
T T T T T
35 T x10°
30 B
L i 5.12
25 4.66
20 7 4.19
15+ - 3.73
3.26
10+ B 28
5 q 2.33
ol ) J 1.87
1.4
S 1 0.94
-10 - B 0.47
_15L 1 1 1 1 1 L 1 | | 0.01
140 160 180 200 220 240 260 280 300
Particula de 9 um de raio
dx_t(5)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (v/m) J
T T T T T
351 E x10°
30 i 2
5k i 1.8
20} 1 M
15+ B 12
10 - B 1
51 1 0.8
or 1 0.6
5E b 0.4
-10- b 0.2
-15¢ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
140 160 180 200 220 240 260 280 300
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dx_t(5)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?)

Linhas de wor

Corrente 20r

L1511 I I 1 I I I

140 160 180 200 220 240 260

30 um de largura espacados de 20 um

Particula de 6 um de raio

dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m)
T

T

35F 7 T T
Campo e
Elétrico 201

1 1 1 1 1 1

140 160 180 200 220 240

dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (Afm?)

260

280

35t 1 T 1 T

Corrente 20~

15
10

§

-10 -

Linhas de sl
140 160 180 200 220 240

Particula de 9 um de raio

dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m)
T

260

280

35F T T

Campo sor
Elétrico 20}

140 160 180 200 220 240

98

260

I
280

x10°

3.63
33

2.97
2.64
231
1.98
1.65
133

0.67
0.34
0.01
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Linhas de
Corrente

dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?)

35F T T T T T

30+
25

15+
10-

-10 -

N

140 160 180 200 220 240 260

Trés Elétrodos

30 ym de largura espacados de 10 um

Campo Elétrico

Linhas de
Corrente

Campo Elétrico

Particula de 6 um de raio

dx_t(5)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m)

280

30
25

20

15

140 160 180 200 220 240 260 280 300
dx_t(5)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?)
T T T

=

. N

140 160 180 200 220 240 260 280 300

Particula de 9 um de raio

dx_t(5)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m)

T T T T T T T T

I L 1 1 L I 1 1 L

140 160 180 200 220 240 260 280 300

99

x10°

3.98
3.62
3.25
2.8¢
2,53
2.17
181
145
1.08
0.73
0.37
0.01

x10°

5.34
4.86
4.37
3.89
3.4

2.92
243
1.95
1.46
0.98
0.49
0.01
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dx_t(5)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?)
40 F T T T T T T T =

Linhas de ol 8

Corrente & \\\\\

I 1 1 I I I I I I I
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

30 um de largura espacados de 20 ym

Particula de 6 um de raio

dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m)

Campo or
Elétrico ol

! 1 1 ! ! ! ! ! ! L]
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?)
40 F T T T T T T

Linhas de 30 |
Corrente 20

Particula de 9 um de raio

dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (v/m)

Campo Elétrico =/ ]

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

100

x10°

5.69
5.17
4.66
4.14
3.62
311
2.59
2.08
156
1.04
0.53
0.01

x10°

3.92
3.57
3.21
2.85
25

2.14
179
1.43
1.07
0.72
0.36
0.01
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dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (Almz) =
40F T T T T T T =
351 4 x10°
=
Linhas de sor 1 Wz
25 b 3.88
20 B 3.49
Corrente | 1[5
ol i 2.72
2.33
5r b 1.94
or - q 1.56
5+ - 1.17
-10+ 4 0.78
0.39
51 I I L L I I I I I L] 0.01
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Quatro Elétrodos
30 um de largura espacados de 10 ym
Particula de 6 um de raio
dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field horm (V/m) a
50F T T T T T T T
x10°
T 40 i 2
Campo Elétrico L N I
16
20 B 1.4
10 \ B 1'2
ol PN oy i o8
10k i 0.6
0.4
=20 J 0.2
Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?) a
50F T T T T T T T T =
. 0 x10°
Linhas de 508
30+ T 4.62
4.16
Corrente 20 1 133
10 i 3.24
2.77
0r- t - 231
1.85
-10 b 1.39
0.93
=20 b 0.47
I I I 1 I I 1 I I I I I I 0.01
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Particula de 9 um de raio
dx_t(6)=2.2E-4 m Surface: Electric field norm (V/m) =
T T T T T T T T
40 4 xz].()5
s o m
Campo Elétrico | N
20l i 1.6
1.4
10 q 1.2
(= 4 1
0.8
10 - q 0.6
20 |- B 0.4
0.2
30¢ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
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dx_t(6)=2.2E-4 m Contour: Current density norm (A/m?) @
50F T T T T T T T T T T =
x10°
Linhas de e | 5.46
30} 1 497
4.47
Corrente 2o 7] 3.97
104 i 3.48
2.98
or t - 2.49
1.99
-10- B 1.5
1
20 1 051
L I I I I I L I I I I L I 0.01

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
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ANEXO I1l — SIMULACOES COM MAIS PARTICULAS

Dois Elétrodos

30 um de largura espacados de 10 um

357 o
307
257
20
157
10}
57
0
.5_:
-107]
-15~
=207
140 160 180 200 220 240 260 280 '
Tensdo
45
4
35
=
> 3
3
c 25
o
2
15
1

0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025
dx_t{m)

3 m de raio  =———tumde raio  =———10um de raio

Corrente

0,00075
0,0007
0,00065
0,0006
0,00055

Corrente (A)

0,0005
0,00045
0,0004
0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025
dx_t{m)

o3 M de raio  e—tum de raio  ss—10pm de raio
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Impedéancia
s A I~
g o0 7\ / ™\
i~/ N/ '\
/S N\

-10000 0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025

M
10000

dx t(m)

o 3M de r3i0  ew——Gpm de raio == 10um de raio

30 um de largura espacados de 20 um

PRI T T T T N N T T TN S S T T T S T S S 0 ST T S T T T L T L T T T S T S B 0 B B

Tensdo (V)

=

L
~
w

\
)
/

]\
/

I\
\

=]
ul e

~

0,00017 0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025
dx t(m)

o3 IM de rai0 e Gpum de raio s 10pm de raio
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Corrente

0,00075
0,0007

s / / NN\

0,0005

0,00045
v / '\
0.0004 _/ \

0

Corrente (A)

0,00035

0,00017 0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025
dx_t(m)

o3 dE rai0 e Gum de raio e 10um de raio

Impedancia

. /N \
/Y '\
AR L

— T~

Impeddncia (Q)
:

0,00017 0,00018 0,00019 0,0002 0,00021 0,00022 0,00023 0,00024 0,00025
dx_t(m)

e 3um de raio  e=——pum de raio = 10pm de raio

Trés Elétrodos

30 um de largura espacados de 10 um

TRUT IS I B N T 0 S A U S B T 0 0 B0 A A B L SV B B A B0 B B B S B A S BB A S BB B A BB S L A AU AR A I A

357 o

140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Tensdo (V)

Corrente (A)

Impedéncia (Q)

Tensao
5,5
5
45
1
3,5
3
2,5
2
FPFFESFFE S S
F F F F F FFHFFHFFIFFS
Qf  oF QF QY QY ©oF  QoF oY  oF  oF  of
dx_t(m)
o3 dE rai0 e G de raio e 10pm de raio
Corrente
0,00175
0,0017
0,00165
0,0016
0,00155
0,0015
0,00145
0,0014
0,00135
0,0013
) 9 1% O 12 el D ) ‘o A B 9
N o é) ) 4" ) 4 4% 4 4h 4 {1
TS FT IS S
dx_t(m)
o3 dE rai0 e GUmM de raio e 10pm de raio
Impedancia
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
e e
5000 e —

SIS S Oty  GRE  L Y  SR  LS

FFSF T SFHFSHFSHFS &S

oV o oF oY of of of oF o o o
dx_t (m)

o3 de rai0  e——gpm de raio es—10um de raio
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30 um de largura espacados de 20 um

NN NN N NN N NN N NN NS A NS NN AN NN NN SRR SN AN NN

40
35

-107
-157]
-20°
25 e

Tensdo (V)

[
~
R I

@ @ @"' & @"”

e 3um de raio

5 &
@@@”@@"'@

31 de raio

s UM de raio

LM de raio

/

@0@@@@@@@@0@
dx_t{m)

s 1 0pM de raio

Corrente

"7”@ <§> &Q@ & & @’9 s
dx_t(m)

s 1 0um de raio
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Impedancia

60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

P PRSPPI FF PP S
& & & o FEFFPFFFHFSS N
o oY o oY oY o o oF o o o o

Impedancia (Q)

dx_t(m)

M de raio e Gum de raio  ss—10um de raio

Quatro Elétrodos
30 um de largura espacados de 10 ym

| TSN T TN SN [N SN SN T NN T SO N [N TN TN SN (NN SN TN T AN TN SO SN T TN N S NN SN TN SN AN SN SN TN NN SN SN S [N S SN SO N TN S T S S
507 (> 25
407
307]
207]

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Tensdo

P FSI PP PP P PP PP PP P
FHSE < FFFFFFHFSESE K & &
oY oY O Qv QY QY OY Qv Ov Qv Qv O Qv O

dx_t(m)

o3| dE T30 UM de raio s 10um de raio
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Corrente (A)

Impedancia (Q

0,0025
0,0024
0,0023
0,0022
0,0021

0,002
0,0019
0,0018

o

S PSP I PIPIFFIPES PP
F&HS o FEFFFPLFFEFLHS N &
QY QY o oY oF oY oF oF oF oF oF o o

S P PP PP PP &
FFIFTFIT IS SIS ST FF S

Corrente

& > > » &

o oy © oF oF oF oF oF oF o o o

dx_t(m)

M de raio  es——tum de raio ss—10pm de raio

Impedancia

A S
&
[\

dx_t(m)

3L de raio  =—pm de raip == 10um de raio
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