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RESUMO

Os médicos prescrevem andlises a fluidos bioldgicos que sdo redizadas em
laboratérios de andlises clinicas. Todo este processo € moroso em termos de tempo, ndo
permitindo a0 médico um diagnostico fidedigno na hora da consulta. Para aém da
demora, existem ainda problemas de possiveis enganos logisticos, tais como a
etiquetagem errada ou a perda de amostras, 0 que pode atrasar significativamente o
diagnostico. Para anadlisar fluidos bioldgicos existem, em ambiente laboratorial,
equipamentos sofisticados. Contudo, esses equipamentos utilizam grandes quantidades
de reagentes e sd0 economicamente dispendiosos. Fora do ambiente laboratorial
existem, comercialmente disponiveis, as chamadas “fitas reagentes’. Porém, sdo poucas
as biomoléculas que permitem analisar e aleitura manual da cor ndo € precisa.

Esta tese descreve a concepcao, fabrico e teste de um microssistema laboratorial,
denominado de “Microlab”, para aplicagcd em andises clinicas, especialmente para
andlises a fluidos bioldgicos. Permite medir a concentracdo de biomoléculas nesses
fluidos. A medicdo baseia-se na deteccdo colorimétrica por absorcdo dptica, usando luz
branca como fonte de luz, evitando assim o recurso a uma fonte de luz monocromatica
especifica. Esta caracteristica torna-o um dispositivo portétil capaz de efectuar a andlise
em tempo real, sem recorrer a sistemas complexos e economicamente dispendi 0sos.

O Microlab combina numa construcdo modular o sistema de microfluidos
fabricado em vidro, o sistema de filtragem Optica fabricado pela deposicdo de uma
estrutura de multicamadas de filmes finos de materiais dieléctricos, e 0 sistema de
deteccdo e leitura fabricado segundo um processo de microel ectronica standard CMOS.
Para ser utilizado, um feixe de luz branca é direccionado para microcanais nos quais se
encontram as amostras a medir. Esse feixe, com vérias componentes espectrais, é
filtrado, através de filtros Opticos, obtendo-se uma banda muito estreita com apenas
algumas componentes espectrais e centrada no comprimento de onda adequado a
biomolécula que se pretende anadlisar. A intensidade da luz associada as diferentes
componentes espectrais é proporcional & concentragio das biomoléculas em andlise. E
medida através de fotodetectores colocados por baixo dos microcanais e ainhados
verticalmente com os filtros Gpticos. Um conversor luz - frequéncia foi integrado com
os fotodetectores para converter o sinal anal6gico num sina digital.

O Microlab foi testado eficazmente na determinagéo quantitativa de &cido Urico
na urina.






ABSTRACT

For diagnostic reasons patients in a hospital are often subjected to biochemical
analysis of their biological body fluids. Usualy the analyses are carried out in clinical
laboratories and the results become available after several hours, sometimes days. As a
consequence a reliable diagnosis cannot be performed within the consultation time.
Mistakes in the logistics, such as lost samples and mislabeling, may further delay
diagnosis. The automated equipment used in a state-of-the-art |aboratory reduces errors,
but use high sample and reagent volumes, making the analysis systems expensive and
does not contribute to patient comfort. Outside the laboratory environment, reagent
strips are commercially available. Such strips are available for a limited set of
biomolecules to be analyzed and the color readout is merely qualitative.

This thesis describes the concept, fabrication and characterization of a
laboratorial microsystem, called “Microlab”, for application in clinica analyss,
especially in biological fluid analysis. It alows the measurement of the concentration of
biomolecules in those fluids. That measurement is based on colorimetric detection by
optical absorption, using awhite light source for illumination, thus avoiding the use of a
wavelength dependent light source and enabling parallel processing for the simultaneous
detection of several biomolecules. This characteristic makes the Microlab portable and
ensures that the analysis can be performed at any location with instantaneous results,
without the use of complex and expensive analysis systems.

The Microlab combines in a multichip module the microfluidic system
fabricated in glass, the optical filtering system fabricated using a dielectric thin-films
multilayer and the detection and readout system fabricated in a CMOS micro-electronic
process. Operation is based on a white light beam guided through the microchannels
containing the samples to analyze. The impinging light is filtered by the optical filters,
to a narrow spectral band centered at the wavelength for which the biomolecule being
analyzed has its absorption maximum. The intensity of the selected spectral component
transmitted through the fluid is measured using underlying photodetectors, vertically
aligned with the optical filters. This optical intensity is proportiona to the biomolecule
concentration. A light-to-frequency converter was integrated with the photodetectors to
convert the analog signal into a digital signal. The Microlab’s performance was
demonstrated in the quantitative measurement of uric acid concentration in urine.






SAMENVATTING

Om diagnostische redenen worden bij patiénten in een ziekenhuis vaak de
biologische vloeistoffen van het lichaam (bloed, urine, etc.) biochemisch onderzocht. In
het algemeen worden deze analyses in klinische laboratoria uitgevoerd en de resultaten
komen pas na geruime tijd beschikbaar. De diagnose kan daardoor niet in de
consultatietijd worden gesteld. Fouten in de logistiek, zoas zoekraken van buiges en
verwisseling van labels geeft aanleiding tot verdere vertraging. Geautomatiseerde
apparatuur is algemeen beschikbaar en kan deze problemen aanzienlijk reduceren, maar
in het algemeen is een relatief groot volume aan lichaamsvocht en testvloeistof nodig
voor een anayse, wat de kosten van de analyse en het ongemak van de patiént doet
toenemen. Buiten de laboratoriumomgeving zijn testkaartjes commercieel beschikbaar.
Deze kaartjes zijn slechts beschikbaar voor een beperkt aantal biomoleculen en het
meetresultaat is kwalitatief.

Dit proefschrift beschrijft het basisprincipe, fabricage en karakterisatie van een
biochemisch microsysteem (microlab) voor klinische analyse van met name biologische
vloeistoffen. De meting van de concentratie van biomoleculen in deze vloeistof blijkt
mogelijk op basis van colorimetrische detectie, via optische absorptie van licht van een
goed gedefinieerde golflengte en bepaald door het soort biomolecuul. De optische filters
in het microlab maken het gebruik van een simpele witte (breedbandige) lichtbron
mogelijk en bieden potentieel voor de parallelle detectie van de concentratie van een
aantal biomoleculen. De afmetingen van het microlab zijn zodanig, dat een portabel
systeem mogelijk is en het resultaat van de analyse direct beschikbaar komt, zonder
tussenkomst van complexe apparatuur.

Het microlab combineert in een multi-chip systeem het "microfluidic" systeem,
gefabriceerd in glas, het optische filter, gefabriceerd met gestapel de dielektrische dunne
films en de detector en uitleesschakeling in CMOS. De microkanalen met vloeistof
worden beschenen met wit licht. Het licht wordt gefilterd door de biomoleculen, de
dielektrische interferentiefilters en de intensiteit wordt gedetecteerd in een
onderliggende fotodetector. Door de doorlaatband van het dielektrische filter gelijk te
kiezen aan de absorptiepiek van een gekozen biomolecuul, kan de concentratie van dat
betreffende biomolecuul worden bepaald. Een lichtintensiteit-naar-frequentie omzetting
wordt in de uitlezing uitgevoerd om op eenvoudige wijze de fotostroom om te zetten
naar een digitaal signaal. De werking van het microlab is aangetoond via de
kwantitatieve meting van de concentratie van "uric acid" in urine.
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Neste capitulo faz-se uma breve descricéo sobre a andlise aos fluidos biol dgicos
realizada nos laboratorios de analises clinicas e as vantagens de efectuar esta anadlise
num microssistema. Apresenta-se também uma revisdo de microssistemas ja
implementados descritos na literatura e estabelece-se a nogdo, motivacdo e objectivos
deste projecto. Por Ultimo descreve-se a estrutura da tese.

1.1 Andlisedefluidosbiologicos

1.1.1 Conceito defluido biolégico

Fluido biologico € o termo utilizado para definir a componente liquida de
organismos vivos de origem humana ou animal. No ser humano os fluidos mais
importantes sd80 0 sangue (soro e plasma), a urina, o fluido cerebrospinal, o fluido
linfético, o fluido intracelular, o fluido lacrimal, a saliva, a bilis e o fluido sinovial.
Estes fluidos contém agua, iGes organicos, aminoécidos, glucidos, lipidos, péptidos,
proteinas, &cidos nucleicos, etc. Os dois primeiros sdo compostos simples que
interligados formam as moléculas biol 6gicas (biomoléculas). Os restantes séo proteinas
e acidos nucleicos, denominados de “macromoléculas’, devido a sua estrutura ser
formada pelo encadeamento de um grande nimero de moléculas de um ou mais tipos,
pelo que, séo maiores que as biomoléculas anteriores [1].
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1.1.2 Biomoléculas medidas nos fluidos biol6gicos

A andlise dos fluidos biologicos e das biomoléculas ou compostos neles
presentes € um factor muito importante no diagndéstico de doencas. Caracteristicas como
a cor, a transparéncia e o volume sdo exemplos de uma andlise inicia aos fluidos
biol6gicos. O resultado destas caracteristicas qualitativas podem logo a partidaindicar o
estado de doenca de um individuo (ex.: infec¢do urindria na analise da cor da urina ou
meningite na analise da claridade do fluido cerebrospinal).

Frequentemente é necess&rio medir quantitativamente vérias biomoléculas ou
compostos nos fluidos bioldgicos para estabelecer um padrdo de anormalidades. As
biomoléculas ou compostos solicitados mais comummente em exames de rotina
incluem: o pH, a abumina, as proteinas totais, a globulina, o acido Urico, a bilirrubina
total, o célcio, o sodio, 0 potassio, o cloro, o colesterol, a creatinina, a glicose, 0
aspartato transaminase e o fésforo inorganico. Os padrdes de valores anormais obtidos
dessas medicdes fornecem dados que permitem chegar a um diagndstico definitivo. As
implicagdes clinicas sdo inlmeras e podem ser consultadas em [2].

No soro sanguineo, na urina e no fluido cerebrospinal, a separacdo de proteinas,
denominada de “electroforese de proteinas’, fornece um diagndstico sobre a distribuicéo
e concentracdo dos principais componentes presentes em cada fracgdo de proteina. Este
teste pode diagnosticar alguns estados inflamatorios, disfunges imunes e evolucéo de
uma doenca e seu tratamento. As proteinas mais solicitadas em exames de rotina sdo: a
albumina, as globulinas (04,02, B, ), as hemoglobinas (S, A1, F) e as lipoproteinas (3,
pré-B, a).

A contagem e examinagdo das células presentes num dado fluido bioldgico
fornecem informagdes Uteis tanto para o diagndstico como para o prognostico. Em
exames de rotina, 0 sangue e a urina sdo os fluidos mais solicitados para este
procedimento laboratorial. No sangue sdo normalmente contadas as células brancas
(leucdcitos), as células vermelhas (hemécias) e as plaguetas (trombaocitos). Na urina,
além da contagem de células, também tem interesse identificar e contar bactérias,
cristais e cilindros, pelo que é frequentemente utilizada a denominacdo de “exame aos
sedimentos urinarios”.

Detectar a presenca de anticorpos em fluidos biolégicos € a medida utilizada no
diagnostico de doencas infecciosas, distlrbios auto-imunes, aergias imunes e doencas
neopléasicas. Este tipo de exames apenas € solicitado quando ha suspeita de alguma das
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doencas mencionadas. A resposta antigenio - anticorpo é a defesa natural do organismo
contra agentes invasores como bactérias, virus, parasitas e fungos. Os antigénios sdo
biomoléculas que estimulam e subsegquentemente reagem com os produtos da resposta
imune. Os anticorpos sdo proteinas produzidas pelo sistema imune do organismo em
resposta a um antigénio, de forma a retirar as possibilidades de sobrevivéncia do
antigénio criado pelos agentes invasores [2].

Separar, sequenciar, amplificar e determinar a estrutura do DNA (&cido
desoxirribonucleico) e do RNA (&cido ribonucleico) sdo exames solicitados ndo s6 no
caso de suspeita de doencas, mas também na investigacdo criminal, por exemplo. O
DNA e RNA s30 macromoléculas que determinam a formacéo e o desenvolvimento de
todas as formas de vida. A sua estrutura contém a informacéo necessaria para a sintese
dos milhares de proteinas que regulam todas as funcdes vitais. Do estudo do DNA
consegue-se produzir biomoléculas para combate a doencas (ex.: vacinas e anticorpos).

1.1.3 Laboratériosde andlises clinicas

Os exames aos fluidos hioldgicos disponiveis nos laboratérios de andlises
clinicas podem ser divididos, de um modo geral, em exames fisicos, quimicos e
microscopicos. Os fisicos examinam as caracteristicas fisicas do fluido, devolvendo
uma medida qualitativa da amostra em andlise. A cor, a claridade e o volume sdo
exemplos desse tipo de exames. Apesar de simples, a informacéo basica resultante de
um exame fisico, contém dados preliminares relativamente a presenca de algumas
doencas. Mais ainda, essas informacfes podem ser necessarias para explicar descobertas
obtidas nos exames quimicos e microscopicos.

Os exames quimicos andisam as caracteristicas quimicas dos fluidos,
devolvendo uma medida quantitativa da biomolécula ou composto em andlise. A maior
parte destes exames sdo realizados por espectrofotometria. Espectrofotometria € o
estudo da interaccdo da radiacdo electromagnética com as biomoléculas. A
espectrofotometria por absorcéo Optica € frequentemente utilizada para determinar a
concentracdo e/ou quantidade de uma determinada biomolécula huma amostra (por
exemplo, proteinas ou glicose). O seu principio € baseado na absorcdo optica da luz
pelas biomoléculas presentes na amostra. Essas biomoléculas tém um méximo de
absorcéo para um determinado comprimento de onda do espectro electromagnético. O
valor da absor¢éo nesse comprimento de onda esta directamente relacionado com a
concentracdo dessas biomoléculas na amostra. A espectrofotometria com deteccéo por
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fluorescéncia, tem a vantagem de ser muito sensivel e selectiva, pelo que, € utilizada
para determinar muito baixas concentragdes de uma determinada biomolécula numa
amostra (ex.: albumina na urina). Embora com menos frequéncia que a deteccéo por
absorcao Gptica, também ela é usada em laboratérios clinicos. E aplicada a biomol écul as
que emitem uma luz fluorescente quando excitadas por uma fonte de luz com um
comprimento de onda especifico. A desvantagem da deteccéo por fluorescéncia reside
no tempo extremamente curto da luz fluorescente emitida pelas biomol éculas (< 500 ns)
e pelo facto de ser necessario encontrar reagentes que contenham compostos
fluorescentes, quando as biomoléculas a analisar ndo os tiverem. A cromatografia e a
electroforese sdo o0s métodos realizados em laboratdrios clinicos para separar as
proteinas existentes numa amostra de um fluido bioldgico. A cromatografia executa a
separacdo de acordo com o tamanho, carga e afinidade de ligacdo das biomoléculas,
baseando-se nas diferentes velocidades a que cada um dos componentes é arrastado por
um determinado solvente, num meio poroso apropriado [3]. Na electroforese a
separacao € baseada na mobilidade electrocinética das biomoléculas numa solucdo, sob
influéncia de um campo eléctrico [4].

Os exames microscopicos detectam, identificam e quantificam os componentes
insollvels presentes na amostra do fluido biolégico. A contagem e examinacdo de
células, de bactérias ou de cristais, sGo exemplos deste tipo de exames. As técnicas de
microscopia utilizadas nos laboratérios clinicos sdo: microscopia de campo brilhante,
microscopia de contraste de fase, microscopia de polarizacdo e microscopia de contraste
de interferéncia. Na primeira os objectos ampliados aparecem escuros contra um fundo
claro. E a técnica mais frequentemente utilizada, uma vez que é a usada nos exames de
rotina. A microscopia de contraste de fase converte variacBes no indice de refraccdo do
objecto em andlise em variagdes de intensidade da luz ou contraste. Esta técnica permite
uma visualizacdo mais detalhada dos componentes translGcidos ou com baixos indices
de refraccdo (ex.: cilindros hialinos na urina) e das células vivas. A microscopia de
polarizagZo é baseada nos fundamentos de uma luz polarizada. E utilizada para analisar
biomol éculas com a propriedade de refractar a luz em duas direccdes a 90° (ex.: cristais
e lipidos). Por fim, a microscopia de contraste de interferéncia fornece uma imagem
tridimensional ilustrando detalhes estruturais muito precisos. Esta técnica é a mais
dispendiosa e muitas vezes ndo é utilizada em anadlises derotina[5].

Varios instrumentos automatizados estdo disponiveis nos laboratérios de
analises clinicas, realizando varios testes simultaneamente para cada fluido biolgico,
com um volume de liquido de 1 ml em cada teste. Exemplos desses equipamentos
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encontram-se nas fotografias da Figural.l. Actualmente, esses equipamentos sdo
bastante sofisticados, precisos e fiaveis. Contudo, a ndo ser que um consultério médico
inclua esse tipo de equipamentos, ainda ndo € possivel ao proprio médico elaborar um
diagnostico fidedigno na hora da consulta (apenas ap0s o resultado das analises por ele
requeridas). Pelo que, o paciente necessita de se deslocar a um laboratério de analises
clinicas ou, caso o médico colha as amostras, estas necessitam de ser enviadas para o
laboratorio e 0 seu resultado apenas estara disponivel apds algumas horas, ou mesmo
passado alguns dias. Além do atraso no tempo, enganos logisticos, tais como,
etiquetagem errada ou perda de amostras podem atrasar significativamente o
diagnostico.

@ TS

Figural.l: (a) Clinitek Atlas (cortesia da Bayer Diagnostics, Elkhart, In.); (b) Model 500
Workstation (cortesia da International Remote Imaging Systems, Chatsworth,
CA) [2].

Para algumas analises quimicas de rotina a urina, encontram-se comercialmente
disponiveis, fora do ambiente laboratoria (geralmente em farmécias), as chamadas fitas
reagentes (Figura 1.2). Estas, podem ser usadas e lidas directamente por pacientes e
outros profissionais de salde. O seu aspecto é semelhante a pedacos de papel
mata-borréo, podendo ser de papel ou plastico. Estas fitas, quimicamente impregnadas
com reagente, permitem uma rgpida determinacdo da concentracdo de determinadas
biomoléculas ou compostos na urina, através de resultados visuais codificados por
cores. O pH, a proteina total, a glicose, as cetonas, a bilirrubina, o nitrito e a
hemoglobina, so alguns exemplos das biomoléculas ou compostos por elas analisados.
O formato ou a profundidade da coloragdo produzida esta relacionada com a
concentracdo da biomolécula na urina. S&o fornecidos controlos de cor contra os quais
pode ser comparada a cor produzida pela amostra de urina. Os tempos de reaccéo das
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biomol éculas nas fitas sdo padronizados para cada categoria de fita. Actualmente, estas
fitas reagentes funcionam como laboratorios em miniatura. Contudo, sdo poucas as
biomol éculas por elas analisadas e a leitura manual da cor, mesmo com controlos, ndo é
precisa.

Figura 1.2: Uma fitareagente comercial [5].

Uma nova abordagem € necesséria para possibilitar uma ampla monitorizacdo
dos pardmetros de salde na prevencdo de doencas. A necessidade de medicOes e
resultados rapidos, no préoprio local, a baixas concentragbes e utilizando pegquenos
volumes de amostras (alguns microlitros, contra 1 ml dos equipamentos actuais) levou a
que, na década passada, comecassem a surgir desenvolvimentos na miniaturizacéo de
sistemas de andlise de fluidos, com a parte dos fluidos, deteccéo e electronica de leitura
integrados num Unico dispositivo.

1.1.4 Microssistemas de andlise de fluidos biol6gicos

As vantagens associadas com os microssistemas de analise de fluidos, incluem
uma melhorada eficiéncia no tamanho, na aplicac&o, no tempo de resposta, ho custo, no
desempenho analitico, na integracdo, na produtividade, na automacéo e na seguranca no
laboratorio [6]. Uma vez que sdo usadas quantidades de microlitros, ou mesmo
nanolitros, de solventes organicos, 0s custos associados com a compra de novos
reagentes e com a destruicdo dos utilizados € praticamente desprezavel. A automacado
dos procedimentos de preparacdo de amostras permite gue uma pessoa Mmenos
especializada possa, com exactidéo, realizar uma andlise. Além disso, derramamentos
de liquidos, explosdes e outros acidentes que poderiam ocorrer com as técnicas
convencionais de preparacdo das amostras, deixam de ser um problema. Um
microssistema pode tornar-se num laboratério de andlises clinicas portatil, adequado
para realizar medicOes em qualquer local. Para além destas vantagens destaca-se ainda o
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seu baixo custo quando produzido em massa, pelo facto de utilizar os mesmos conceitos
basi cos de fabrico e materiais utilizados na microel ectronica

A Tabela 1.1 compara 0s passos que S80 hecessarios para uma andlise ao sangue
quando é realizada num laboratério de andlises clinicas e num microssistema de andlise
de fluidos bioldgicos. Neste, uma consideravel reducdo no manuseamento da amostra e
na |ogistica resultam numa poupanca de tempo e custos.

Tabelal.l: Comparacdo dos passos necessarios de uma andlise a0 sangue quando realizada
num laboratdrio e num microssistema de analises [7].

Andliserealizada em laboratoério Andliserealizada num microssistema

1. Teste é pedido 1. Teste épedido

2. Pedido do teste é processado 2. Enfermeiraretira amostra de sangue

3. Enfermeiraretiraamostra de sangue 3. Amostra é analisada

4. Amostra é transportada para o laboratério 4. Resultados sdo revistos pela enfermeira
central

5. Amostra é etiquetada e armazenada 5. Médicos agem de acordo com o0s

resultados
6. Amostra é analisada

7. Resultados sdo revistos pelo pessoal do
laboratério

8. Resultados séo relatados ao departamento

9. Médicos agem de acordo com os
resultados

Apesar das vantagens descritas, sd0 questionadas restricbes quanto ao grau de
miniaturizacdo necessaria ou mesmo desgjada, devido a natureza de alguns sistemas
biologicos. Se 0o nimero de moléculas numa amostra com uma concentragdo relevante
para diagnostico for muito reduzido, pode ser atingido o ponto em que ndo Sdo
introduzidas no sistema de andlise nenhumas moléculas. Assim, deve ser sempre
caculado o volume de liquido minimo que se pode utilizar numa anaise. Como
exemplo, para a menor concentracdo de macromoléculas de albumina na urina, o
volume minimo a ser utilizado é da ordem dos fentolitros. Contudo, no caso do DNA, é
da ordem das centenas de microlitros [8].

Um microssistema de andlise de fluidos biol 6gicos encontra a sua vasta area de
aplicacbes em campos como os diagnosticos clinicos, a andlise de drogas, 0s exames
imunol6gicos, a separacdo e a andise de proteinas, 0 doseamento e a transferéncia de
medicamentos, a andlise genética (a amplificacdo e a sequenciacéo do DNA), a cultura
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de células e 0 equipamento de monitorizacdo e de diagndstico. Pelo seu baixo custo e
portabilidade permite que qualquer pessoa o0 adquira e realize um correcto diagnostico
preliminar em sua propria casa. Como exemplo, a Tabela 1.2 refere alguns exemplos das
biomol éculas/compostos mais frequentemente medidos em andlises clinicas e o tempo
necessario para a sua monitorizacdo, no caso de haver suspeita de alguma doenca ou
MesSmMo No seu tratamento.

Tabelal.2: Frequéncia de amostragem tipica para a monitorizacdo de vérios pardmetros

clinicos[9].
Segundos/ Minutos Horas Dias
Oxigénio Creatinina Ferro
Dioxido de Carbono Bilirrubina Albumina
|50 potéssio Ureia Acido urico
Glicose Sodio Globulina
Lactato Cloreto Colesteral
Cortisona Triglicérido

Neurotransmissores

Aplicacles para fluidos em geral (ndo bioldgicos) podem ser contempladas por
dispositivos com 0s mesmos principios bésicos, tais como: andises ambientais
(qualidade do ar e agua), teste a comida e identificacdo imediata de drogas.

1.1.5 Microssistemas de andlise de fluidos bioldgicos: estado da arte

A evolucdo da tecnologia dos microssistemas de andlise de fluidos é, de alguma
forma, andloga a0 sucedido com o circuito integrado. O desenvolvimento da
microelectronica que ocorreu nas Ultimas décadas do século XX facilitou a
miniaturizacdo da maior parte dos componentes electronicos a um nivel tal que,
actualmente, acima de dez milhdes de transistores podem ser concentrados num chip
microprocessador standard. Esta escala de integracdo (através da miniaturizacdo)
determinou o enorme ganho no desempenho do processador durante os Ultimos trinta
anos. Os mesmos materiais e técnicas de fabrico que fizeram da microelectronica um
sucesso, combinados com a micromaguinagem, levaram ao enorme desenvolvimento da
miniaturizacdo dos métodos e técnicas analiticas das ciéncias fisicas e bioldgicas [ 10].

Langado por Manz et al. [11], a primeira designagdo para um microssistema de
andlise de fluidos (ndo s biolégicos, mas em gera) foi a de “pTAS’ (micro total
analysis system). Conjuntamente com “lab-on-a-chip” (laboratory on a chip), esse
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termo continua ainda hoje a ser largamente utilizado para sistemas de analise de fluidos
gue desempenhem tratamento da amostra, transporte, deteccdo e electronica de leitura e
de controlo num Unico dispositivo.

Apenas na Ultima década as vantagens dos microssistemas de andlise de fluidos
biol6gicos despertaram o interesse e o suporte financeiro das industrias biomédicas e
farmacéuticas, que se interessaram em comerciaizar este tipo de dispositivos. Este
interesse tornou a area dos microssistemas de analise de fluidos biol 6gicos num campo
de pesquisa e desenvolvimento extremamente fértil e compreendendo inUmeras

aplicacoes.

Em vez de ser apresentada uma exaustiva revisao de todas essas aplicacdes, um
resumo sucinto com base em artigos seleccionados e direccionado para aplicacbes de
microssistemas na area de diagnésticos clinicos, sera apresentado. Contudo, pela
elevada importancia nas ciéncias biomédicas, aplicacdes cobrindo as areas de cultura e
manuseamento de células, testes imunoldgicos, separacdo de proteinas e andlise de
DNA, seréo previamente apresentadas exemplificando um microssistema para cada uma
delas. Capitulos sobre varias aplicacdes biomédicas podem ser consultados em [12, 13]
e também em artigos de revisdo [10, 14, 15].

A andlise do DNA, compreendendo a amplificac8o, separacdo e sequéncia, foi e
ainda € a érea mais forte para a investigacdo e comercializacdo dos microssistemas de
andlise de fluidos biologicos. Contudo, os seus dispositivos tém a sua maior aplicacdo
na investigacdo genética, na investigacdo crimina e no desenvolvimento de
medi camentos.

A separacdo das moléculas do DNA € normamente realizada recorrendo a
técnica da electroforese capilar. Esta técnica é extremamente adequada para ser
implementada num microssistema, uma vez que a separacdo € realizada com uma
eficiéncia muito elevada (devido a elevada tensdo aplicada) e num tempo inferior a um
segundo [16]. A Nanogen Inc. desenvolveu um microssistema comerciamente
disponivel para andlise e separacdo do DNA. Utiliza a técnica da electroforese capilar
em matriz, isto &, os reservatorios das moléculas de DNA tém uma estrutura em matriz.
Esse reservatério, ilustrado na Figural.3 e denominado de “Nanochip electronic
microarray”’, € o coracdo do dispositivo. Fabricado em silicio, contém 100 pocos de
teste dispostos em matriz e permite determinar as caracteristicas de uma amostra
desconhecida de DNA. Cada poco de teste pode ser controlado €l ectronicamente através
de um computador conectado ao dispositivo. As moléculas do DNA e RNA (que tém
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cargas naturais positivas e negativas) podem assim ser movidas com grande
flexibilidade, velocidade, precisdo e eficiéncia. As especificacdes técnicas deste
dispositivo podem ser consultadas em [17].

NanoChip o
Electronic =z
Microarray

NanoChip Cartridge

Figura 1.3: Chip descartavel da Nanogen [17].

A técnica PCR (Polymerase Chain Reaction) estd muito vulgarizada na
amplificacdo do DNA. E um procedimento repetitivo que permite replicar, por ac¢éo da
enzima DNA-polimerase, em tubo de ensaio e por accdo do calor, quantidades
significativas de DNA a partir de um determinado segmento de DNA [18].
Normalmente a reaccdo PCR é realizada numa camara que € aguecida e arrefecida em
ciclos. Os equipamentos convencionais que realizam a PCR geralmente necessitam de
ciclos longos devido as grandes constantes de tempo associadas com 0 aguecimento e
arrefecimento. Contudo, a PCR em microssistemas permite o uso de volumes de
amostras muito pequenos (Nl ou mesmo pl no caso da estrutura da cAmara ser em matriz
(Figural.4)) e materiais com condutividades térmicas elevadas como o vidro ou o
silicio. Estas duas caracteristicas permitiram reduzir drasticamente o tempo dos ciclos.

-
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Figural.4: Imagem SEM (Secondary Electron Microscopy) das micro cABmaras em silicio para
aPCR[19].
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Uma dternativa a tradiciona reaccdo PCR em camara € a chamada “PCR de
fluxo continuo”. A solucdo para a reaccdo PCR é conduzida dentro de um canal com 3
zonas de temperaturas distintas, fazendo assim o efeito do ciclo térmico. Um esquema
do conceito encontra-se ilustrado na Figural.5 [20]. A Figural.6 apresenta uma
fotografia de um chip em vidro para a PCR. O didmetro, a profundidade e o
comprimento do canal sdo de 250 um, 100 um e 1512 um, respectivamente. A
amplificacdo de proteinas do DNA com 700 pares basicos foi demonstrada num tempo
total de 30 minutos e em 25 ciclos. A velocidade do fluxo foi de 1 pl/min. O dispositivo
consome 12 W/hora[21]. Ambas as reac¢bes PCR (em camara e de fluxo continuo)
continuam, actualmente, a ser bastante utilizadas.

Prodm@

Amostra .\

Solugdo 7|
Tampao ¥
60° 779 90°

Figura 1.5: Esquema do conceito de PCR de fluxo continuo [20].
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Figura 1.6: Vista de topo de parte do chip para amplificacdo de DNA utilizando a técnica de
PCR de fluxo continuo [21].

A sequéncia do DNA contém as instrugdes do funcionamento de uma célula e
uma pequena amostra deste acido nucleico permite o0 acesso a informacdes genéticas de
tal forma importantes que a criagdo de bibliotecas biol 6gicas com bancos de informacéo
genética sdo hoje uma possibilidade. Com a sequéncia do DNA pode determinar-se a
ordem dos trés milhdes de pares de bases quimicas que o formam e a partir dai é
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possivel identificar os genes, como se codificam e como se regulam [18]. A sequéncia
do DNA foi tradicionalmente realizada em géis viscosos. Recentemente, a electroforese
capilar em matriz provou ser um método de ata velocidade e elevada produtividade
para determinar a sequéncia do DNA. Esta técnica, implementada num microssistema,
torna a analise ainda mais rapida e mais eficiente devido aos curtos canais de separacéo
e ainjeccao de bandas de amostra pequenas. Paegel et al. apresentaram um dispositivo
microfabricado para realizar a sequéncia do DNA com elevada produtividade baseado
na técnica descrita. Consiste em 96 canais agrupados numa conformacéo radial
(Figural.7). O microssistema apresentou uma taxa de sequéncia 10 vezes superior aos
aparelhos comerciais[22].

Amostra

= (mfg)
| |
A%

Desperdicio

Figural.7: (a) Esguema dos 96 canais do microssistema para a sequéncia do DNA; (b) vista
em corte; (c) vista pormenorizada da parte de injeccéo; (d) vista pormenorizada
das curvas [22].

Enquanto a inovacdo tecnoldgica adaptou a andlise de material genético a um
formato miniaturizado de chips de DNA, também a estrutura das proteinas levou ao
desenvolvimento de dispositivos andlogos. Os sistemas para proteinas, miniaturizados e
combinados com os métodos de deteccdo de biomoléculas, sdo uma ferramenta
poderosa.

Os microssistemas para proteinas geralmente utilizam a técnica da cromatografia
ou electroforese para a separacdo das proteinas nas suas biomoléculas e compostos
simples. O dominio da técnica de separacdo por electroforese face a cromatografia foi e
€ uma tendéncia geral nos microssistemas. Do ponto de vista de implementacdo do
sistema é mais fécil aplicar uma tensdo nos terminais dos microcanais do que aplicar
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uma diferenca de pressdo. Isto € a miniaturizagdo dos sistemas de cromatografia
envolve desafios técnicos, 0s quais ndo sdo normalmente necessarios na el ectroforese.
Contudo, a cromatografia € a técnica de separagdo mais utilizada nos sistemas
convencionais pelo que a investigacdo no sentido de implementar esta técnica em
microssistemas continua a ser uma tendéncia actual. Regnier et al. desenvolveram um
microssistema para cromatografia (Figural.8). Dentro dos microcanais foram
implementados pilares para formarem colunas. Estes, fabricados num substrato de
quartzo tém uma profundidade de 10 um. Os canais de fluxo sdo bastante pequenos e
uniformes. A aplicacdo deste microssistema foi eficientemente demonstrada na
separacdo darodamina 123 [23].

D SEE——

50 pm

Figura1l.8: Suportes e colunas microfabricados para cromatografia. Os pilares mais pequenos
tém 5 x 5 x 10 um, com canais entre pilares de largurade 1.5 um [23].

Os microssistemas para el ectroforese capilar surgiram paralelamente a proposta
da cromatografia em microssistema. O primeiro microssistema que relatava a separacéo
de moléculas por electroforese capilar foi apresentado pela equipa de Manz em 1992
(Figural.9) [24]. Fabricado em vidro, o seu funcionamento foi demonstrado na
separacdo da fluoresceina e da calceina de uma amostra de sangue, em 5 minutos.
Muitas separacbes foram subsequentemente realizadas em microssistemas com
desenhos similares, tais como: pequenas moléculas de matéria corante [25] e
classificacdo de aminoéacidos [26-30]. Paralelamente, outros grupos desenvolveram
técnicas similares [31, 32]. Jin et al. apresentaram um microssistema de electroforese
capilar para separar proteinas e que utiliza ainda um processo para as identificar
dinamicamente enquanto estdo a ser separadas. O esquema dos canais foi o tradicional
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esquema em T cruzado (Figural1.10(a)). A separacdo de 8 proteinas foi demonstrada
eficientemente neste microssistema (Figura 1.10(b)) [33].
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Figural.9: (a) Esquema dos canais; (b) Fotografia do ponto de interseccdo dos 4 canais, a
largura dos canais é de 30 um [24].
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Figural1l.10: (a) Esquema do microssistema fabricado em vidro. Os canais tém 30 um de
profundidade. O canal de separacdo tem 120 um de largura e o de injecgéo
150 pum; (b) mecanismo para separar e identificar proteinas [33].

As andlises imunol 6gicas sdo extremamente importantes e cruciais na descoberta
de virus, bactérias e novas doengas. Os sistemas convencionais requerem um tempo de
andlise bastante longo e grandes quantidades de reagentes anticorpos, reagentes estes
bastante dispendiosos. Redizar estas andlises num microssistema vem obviar as
desvantagens descritas. Um exemplo de um microssistema para testes imunol 6gicos
encontra-se na Figural.ll. Este dispositivo é capaz de processar 4 amostras
simultaneamente com apenas uma unidade de bombeamento e completar a andlise em
50 minutos, em vez dos correspondentes 35 minutos para cada amostra. O limite de
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deteccdo foi dezenas de vezes menor gue 0s dos sistemas convencionais. A integracéo
reduziu o tempo necess&rio para a reaccdo antigénio - anticorpo ser efectuada de
45 horas para 35 minutos, para uma amostra [34].

I
(a) Entrada do
Reagente

Saida

(b) Detecgéo
30 mm ' ’ T0um 1 500um |
Bomb X
omba——b &8FE || 100m
250 pm |

Area de reacgéo

~
S

70 mm

Figura 1.11: (a) Esguema; (b) vista em corte da area de reaccdo e deteccdo; (c) fotografia do
microssistema e fotografia ampliada das mol éculas no microssistema [ 34].

O posicionamento e manuseamento preciso de células requer que os dispositivos
tenham uma dimensdo idéntica a das proprias células, dos virus ou mesmo das
macromoléculas. Assim, 0s microssistemas sd80 mais apropriados que os sistemas
convencionais. Além disso, tém tempos de resposta rapidos, fécil esterilizacdo e
permitem a construcéo de sistemas complexos. Mais ainda, muitas células e tecidos sdo
sensiveis ao pH e outros gradientes ionicos. Apenas nos microssistemas esses gradientes
podem ser gerados, estabilizados e controlados numa escala micro [35]. Um exemplo de
aplicacdo de um microssistema nessa area encontra-se na Figura 1.12. O microssistema,
fabricado em PDMS (PolyDiMethylSloxane), é composto por uma matriz de
microinjectores e por um canal base de fluxo. Foi testado para localizar a aplicacéo de
drogas na cultura de células, usando células neuronais [ 36].
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Matriz de
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de fluxo Local de

injeccéo

Figura 1.12: Fotografia do microssistema comparada com uma agulha de seringa [36].

Um elemento chave na salide publica moderna é a extensdo dos equipamentos de
diagndstico clinico para fora do laboratério central. E necessario melhorar a relago
médico - paciente e reduzir o nimero de dias de internamento hospitalar. O
desenvolvimento de microssistemas de rastreio de condicbes médicas, isto €, para
determinar valores anormais de moléculas vitais ao funcionamento fisiolégico do corpo
humano, resultou num valor acrescentado em diagnosticos clinicos. Seguidamente,
apresentam-se alguns exemplos, com base em artigos seleccionados, de microssistemas
aplicados na érea de diagndsticos clinicos.

Um sistema baseado na electroforese capilar para a separacéo de pequenas
moléculas do plasma sanguineo e posterior determinagcdo quantitativa encontra-se
ilustrado na Figura 1.13. O dispositivo tem uma espessura de 3 mm, dimensdes externas
de 35 mm x 65 mm, e é composto por duas placas de vidro termicamente coladas. Na
placa superior foram perfurados orificios para a introducdo dos liquidos. O canal para
electroforese capilar tem 20 um (espessura) x 60 um (largura) x 4.2 cm (comprimento).
A sua aplicacéo contemplou a separacdo e quantificagdo da carnitina, um composto
envolvido no metabolismo dos acidos gordos, em apenas 30 segundos [37].
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Figura1.13: Desenho esguematico do microssistema em vidro para electroforese capilar:
(a) operagéo de carregamento das amostras; (b) operagdo de electroforese [37].

A deteccdo da cisteina no plasma sanguineo por electroforese capilar num
microssistema foi apresentada por Pasas et al. A Figural.14 apresenta o esguema do
dispositivo. As condicdes de separacdo e deteccdo implementadas no microssistema
foram exactamente as mesmas dos sistemas convencionais para a mesma aplicacdo. A
separacao e deteccdo foram realizadas em menos de 2 minutos [38].

Reservatorio
do padréo

Reservatério Reservatorid
de detecgédo da amostra

5cm

Eléctrodo Reservatérip ]
do desperdicio

/
4
10 cm

Figura1.14: Desenho esqueméico do microssistema. Os canais tém uma profundidade
de 12.1 um, e uma largura de 51.0 um. Os eléctrodos de referéncia e os auxiliares
(ndo visiveis nafigura) estéo localizados no reservatério de deteccéo [38].

A Figura 1.15 mostra um dispositivo para separar multiplas bactérias do sangue
por electroforese, sem a utilizacdo de multiplos anticorpos. A separacdo das bactérias foi
conseguida com uma eficiéncia de 97%. O microssistema tem a vantagem, por exemplo
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em andlises clinicas, de conseguir detectar antigénios antes do corpo comecar a produzir
0s anticorpos, pelo que pode detectar a doenca no seu estado inicial [39].

Célula de fluxo

a0
v

40 mm

@ (b)

Figura 1.15: Fotografia do dispositivo completo [39].

Um microssistema gque permite a deteccdo de véarias moléculas no sangue através
de electroosmose encontrase na Figural.1l6. O microcapilar com 30 x 30 um
(espessura x largura) foi fabricado num substrato de diéxido de silicio com dimensdes
de 2x2cm (largurax comprimento). No microcapilar foi depositado um polimero
biocompativel por forma as moléculas do sangue aderirem as paredes do capilar [40].

ISFET Eléctrodo
Referéncia para a massa
Entrada dos Desperdicio
liquidos -
(€Y
, Q&
I‘f- _rl\llll ............... = {'1/0
G BT % ;
4 2 7
cm Bomba
(b)

paraa massa

Figura1.16: (a) Diagrama esquemético do protétipo do microssistema no qual 0s sensores
ISFET estdo incluidos; (b) fotografia do microssistema fabricado [40].
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Apesar da maior parte dos microssistemas serem implementados para anaise
sanguinea, existem ja alguns para andise de outros fluidos bioldgicos. E o caso da
andlise de amostras de urina com elevados niveis de aminoacidos como um indicativo
de desordem do metabolismo dos aminoacidos e mau funcionamento do figado. Esta
andise foi realizada, num microssistema (Figural.17), utilizando a separacéo por
electroforese com um método de deteccdo por fluorescéncia. Dezanove dos aminoéacidos
padréo da urina podem ser detectados por este microssistema, com um limite médio de
deteccdo de 32.9 uM [41, 42].

Deteccéo
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da amosfra e

e
¥t saida dos
liquidos

Figura1.17: Configuracdo do microssistema para electroforese [42].

A técnica de separagdo por electroforese capilar foi aplicada a uma amostra de
urina para separar o oxalato. O microssistema incorpora ainda 0 método de deteccdo do
oxalato por condutividade. A Figura 1.18 ilustra o esquema dos canais fabricados em
PMMA (PolyMethylMethAcrylate). Foi conseguida uma detecgdo de concentragdes de
80 nM em cerca de 280 s, sem necessidade de pré-tratamento da urina [43].
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Figura 1.18: Esguema ilustrativo dos canais em PMMA no microssistema. CE;,; entrada da
solucdo electrdlito portador; S, entrada da amostra; W,,;: saida dos desperdicios;
CD; e CD.,: sensores de platina. O canal de injec¢do da amostra € definido por S, e
Wy (12.5 mm de comprimento, 0.2 mm de largura e 0.2 mm de profundidade). O
canal de separacdo é definido por W, a CD, (90.8 mm de comprimento, 0.5 mm
delargura e 0.2 mm de profundidade) [43].
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Uma enorme variedade de microssistemas em varias areas biomédicas mostra
claramente que estes sd&o um campo de pesquisa bastante interessante. No que diz
respeito a area de diagndsticos clinicos um enorme nimero de microssistemas tem sido
desenvolvido. Pode dizer-se que existem uma série de microssistemas para anaise de
proteinas. Contudo, a maior parte deles sGo baseados em técnicas de electroforese
capilar. Isto é compreensivel uma vez que minimizar a técnica de e ectroforese resulta
numa reducdo do tempo necessario a separacdo das proteinas de mais de 90%. Contudo,
0s sistemas para quantificar e determinar as proteinas separadas por electroforese, sdo
normalmente complexos quando integrados num microssistema. E essencial que a sua
deteccdo sgja de elevada sensibilidade, uma vez que necessita de detectar entre 100 a
10° moléculas de dimensBes entre 1 A a 10 um.

Microssistemas que sejam faceis de usar, portatels e que tenham um custo
similar aos testes diagnosticos realizados com fita reagente, mas que fornecam
resultados quantitativos fidvels, ainda sdo uma lacuna. Exemplos dessas lacunas séo
microssistemas para quantificar proteinas e outras biomoléculas da urina, do fluido
cerebrospina e mesmo do plasma sanguineo. Estes devem incluir um sistema de leitura
dos resultados que permita na hora e no loca determinar os valores dessas
biomol éculas, de forma a obter-se imediatamente um diagnostico definitivo.

Em meados de 2003 surgiu um modelo comercialmente disponivel que de
alguma forma preenche essas lacunas, o Urisysl1100 da Roche (Figural.19). Este
dispositivo, especifico para analises de rotina a urina, permite analisar um maximo de
10 biomoléculas ou compostos da urina simultaneamente [44]. Contudo, o método
utilizado € o da fita reagente embebida em urina. Note-se que nos laboratorios de
analises clinicas os reagentes existem na formaliquida. Uma desvantagem deste médulo
€ a possivel contaminacdo das amostras, uma vez gue as fitas reagentes séo colocadas
numa régua, que se ndo for bem limpa apos cada andlise, pode deixar residuos que
afectem a leitura. Outra desvantagem face aos equipamentos convencionais dos
laboratorios de analises clinicas € que os resultados sdo quantitativos apenas quando os
valores se encontram fora da gama de valores normais. Caso contrario, o valor impresso
no papel serd de NEG (negativo) ou NOR (normal), consoante a biomolécula a analisar
(ver Figura1.19). E dbvio que num primeiro diagnostico estes resultados qualitativos
servem. Contudo, em alguns casos o0 valor quantitativo dentro dos padrfes normais mas
perto dos valores anormais, pode indicar um indicio de doenca. Quando o resultado é
um valor anormal, esse valor encontrase dentro de determinadas gamas de
concentragdes, ndo se obtendo uma gama de valores linear. Além disso, no caso de ser o
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proprio paciente a fazer a andlise, o facto de utilizar fitas reagentes pode ser uma
desvantagem face a utilizacdo de reagentes liquidos. Inconscientemente, existe mais
cuidado no manuseamento de reagentes liquidos.

Figura 1.19: Fotografia do dispositivo Urisys1100 [44].

1.2 Motivacao e objectivos

Este projecto contribui para a area de diagndsticos clinicos através do
desenvolvimento e fabrico de um microssistema que satisfaz as lacunas anteriormente
descritas. Pretende construir-se um microssistema para quantificar varias biomoléculas
dos fluidos bioldgicos, que funcione de forma anaoga aos aparelhos utilizados nos
laboratorios de andlises clinicas (por espectrofotometria, ver seccdo 1.1.3), que tenha o
mesmo ou melhor desempenho (preciso e fiavel), que o loca de circulacdo dos fluidos
sgja descartavel, que inclua um sistema de leitura dos resultados e cujo custo, quando
produzido em massa, sga similar a0 custo da aquisicdo das fitas reagentes nas
farmécias. Qualquer técnico de salde (ou mesmo qualquer pessoa caso o fluido sgja a
urina), apés a recolha da amostra do fluido biol6gico, deve coloca-la no microssistema e
obter de imediato um resultado quantitativo e fiavel.

1.2.1 Conceito de microssistema de fluidos biol 6gicos

O conceito de um microssistema para andlise de fluidos biol 6gicos relaciona-se
com um dispositivo capaz de realizar todos o0s procedimentos necessérios para a andlise
de uma amostra. O seu projecto é ditado pela tecnologia disponivel para o fabricar,
sendo necessario uma procura continua de novos materiais, novas técnicas de fabrico,
novas estruturas para 0 desenho dos canais, hovos sistemas de leitura dos resultados e
novas interfaces com o exterior. A integracdo destes conceitos num unico chip ainda é
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um desafio. Geralmente, estes chips sd sdo fabricados para aplicacfes muito especificas
e quando se prevé que o0 numero de vendas permite recuperar 0s enormes investimentos
no desenvolvimento do processo. Deste modo, 0 microssistema pode permitir que
alguns dos seus componentes sgjam montados em vérias e independentes configuracoes,
formando um sistema modular compl eto.

Um microssistema para andlise de fluidos bioldgicos por espectrofotometria é,
normalmente, composto por dois médulos distintos. Um deles contém os canais nos
quais circulardo os fluidos. O outro inclui o sistema de deteccdo e leitura dos resultados
da andlise. O modulo para a circulagéo dos fluidos pode ser fabricado em vidro, em
polimero ou mesmo em silicio. Neste Ultimo caso, 0 sistema de deteccdo ndo pode ser
baseado em medicBes Opticas, uma vez que o silicio ndo possui transparéncia na regido
visivel do espectro el ectromagnético. Actuamente, 0 uso de materiais poliméricos esta a
ser uma tendéncia dominante, principalmente quando se pretende um dispositivo
descartdvel. Neste caso, a contaminacdo entre as diversas analises deixa de ser um
problema e desaparece 0 custo inerente aos produtos de limpeza dos locais de circulacdo
dos fluidos. Note-se que o custo de um dispositivo de polimero, quando produzido em
larga escala, € muito baixo. O sistema de deteccéo e leitura dos resultados inclui um
detector Optico e electronica de leitura. Estarealiza a conversdo do sinal do detector para
um sinal digital para posterior aquisicao e tratamento dos dados num computador. Todo
este modulo, incluindo o detector, pode ser fabricado utilizando microelectronica
standard, o que possibilita a integracdo do detector, da electrénica de leitura e adicéo de
circuitos suplementares num unico chip.

Um microssistema como o descrito abre aos médicos a possibilidade de fazer
analises aos fluidos biol dgicos (tais como: sangue, urina, saliva, fluido cerebrospinal) na
hora da consulta e permite ser utilizado pel os pacientes na sua propria casa.

1.2.2 Microssistema laboratorial para analise deurina: Microlab

A urina foi o fluido biolégico utilizado para testar o Microlab. A sua escolha
deveu-se em primeiro lugar ao facto da amostra retirada da urina poder ser directamente
utilizada nas medi¢des (por exemplo, na maior parte das analises ao sangue € necessario
separar o plasma e o0 soro sanguineo). Em segundo lugar, pensando no Microlab, € o
fluido biolégico com menos viscosidade e por isso mais facil de fluir nos canais a
implementar. Contudo, outros fluidos biolégicos podem ser utilizados no mesmo
Microlab desde que a andlise sgja realizada da mesma forma. O Microlab permite
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analisar biomoléculas para as quais ndo existem fitas reagentes comercialmente
disponiveis.

O Microlab desenvolvido neste trabalho é composto por trés maodulos
(Figura1.20 e Figura1.21): o sistema de circulacdo dos fluidos, o sistema de filtragem
Optica e o sistema de deteccdo e leitura.

—1—» 12 Lamela (orificios)

—1—P 22 Lamela (canais)

—» Fotodiodo
sistema de [\P* \l/h

deteccéo

Filtro 6ptico

—3—p Lamela de vidro

Microfluidos

Substrato p

Figura 1.20: Esquema da estrutura do Microlab para um canal éptico individual, vista em corte.

O sistema de circulagdo dos fluidos, ou simplesmente sistema de microfluidos, é
fabricado em vidro e é composto por duas lamelas cada uma com 1 mm de espessura
(Figural.21(b)). A primeira lamela tem os orificios para a injeccdo e remogdo dos
liquidos e a segunda inclui os canais. O Microlab contém basicamente trés canais. Um
para obter a linha de referéncia. Outro para o fluido a analisar. Este tem duas entradas e
uma saida para permitir a mistura do fluido com o reagente de forma automética. Por
fim, o terceiro canal é necessério para calibrar a concentragdo da biomolécula a medir
(com um padréo de concentragdo conhecida) e para calibrar afonte de luz.

O sistema de filtragem éptica encontra-se por cima do médulo anterior (ver
Figura 1.20). E composto por uma lamela de vidro de 0.5 mm de espessura na qual s30
depositados filmes finos de materia dieléctrico para formar filtros épticos passa-banda.
Os filtros épticos tém como funcéo seleccionar o comprimento de onda, dentro do
espectro electromagnético de luz visivel, adequado a biomolécula que se pretende
analisar. O uso de filtros épticos no Microlab permite que as medicdes sejam realizadas
com uma fonte de luz convencional (por exemplo, simples luz branca), evitando assm
as tradicionais e dispendiosas fontes de luz dependentes do comprimento de onda (por
exemplo, fonte monocromética). O uso de uma fonte de luz branca nas medi¢des faz
com gue o sistema sgja portétil e adequado para medicdes em qualquer local. Em vez de
um unico filtro, € implementada uma matriz de 16 filtros dpticos (Figura 1.21(a)) o que
permite medir 16 biomoléculas diferentes com o mesmo Microlab.
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®

Figura 1.21: Esguema do Microlab.

O sistema de deteccdo e leitura encontra-se por baixo dos outros dois (ver
Figura 1.20) e é fabricado segundo um processo CMOS (Complementary Metal Oxide
Semiconductor) standard. Contém uma matriz de fotodiodos para medir a intensidade
do feixe de luz transmitido através da mistura. Este feixe, com vérias componentes
espectrais, é filtrado pelos filtros dpticos obtendo-se apenas uma banda muito estreita
com poucas componentes espectrais. A matriz de fotodiodos € posicionada exactamente
debaixo da matriz dos filtros épticos (Figura1.21(c)). Para converter o sinal analégico
dos fotodetectores num sinal digital, um conversor luz - frequéncia foi implementado e
integrado no mesmo processo de fabrico.

Na Figura 1.22 encontra-se uma fotografia do Microlab. O funcionamento do
Microlab baseia-se na deteccdo col orimeétrica por absorcdo Optica. A amostra, haqual se
encontra a biomolécula a ser analisada, quando misturada com um determinado reagente
produz uma determinada cor. A intensidade dessa cor € directamente proporcional a
concentracdo da biomolécula em andlise. A deteccdo colorimétrica consiste na medicéo
da intensidade dessa cor. Paratal, um feixe de luz é direccionado para o canal no qual se
encontra a mistura a analisar. A intensidade da luz transmitida através da mistura é
medida por um fotodetector colocado por baixo da zona de medicdo. A intensidade
medida pelo fotodetector € proporcional a concentracdo da biomolécula em andlise.
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Desta forma, consegue quantificar-se a concentracdo de biomoléculas existentes em
fluidos biol 6gicos.

Figura 1.22: Fotografia do Microlab.

1.3 Organizacéo datese

Este capitulo contém uma breve descric¢éo sobre a andlise aos fluidos biol 6gicos
realizada nos laboratorios de andlises clinicas e as vantagens de fazer esta analise num
microssistema. Inclui também uma revisdo de microssistemas ja implementados
descritos na literatura e estabelece a nogéo, motivacdo e objectivo deste projecto. O
capitulo 2 apresenta uma panoramica geral sobre a urina, 0S Seus componentes e a
importéncia clinica desses componentes. Determina-se ainda 0 volume minimo de
amostra a utilizar para que ndo se invalide o método de andlise. O capitulo 3 dedica-se
ao sistema de microfluidos, i. €., a estrutura dos microcanais, através de simulactes
computacionais de forma a obter-se um modelo dindmico tridimensional de fluidos. No
capitulo 4 aborda-se como as estruturas de filmes finos podem ser analisadas,
compreendidas e aplicadas no projecto de filtros pticos baseados em filmes finos. O
capitulo 5 apresenta o fotodetector e a electrénica de leitura e de conversdo do seu sinal
realizada por um conversor luz—frequéncia. O fabrico do Microlab & descrito no
capitulo 6. O capitulo 7 refere e documenta os resultados préticos obtidos através de
vérias experiéncias, com 0 objectivo de testar o funcionamento do Microlab. No
capitulo 8 sdo tecidas algumas consideracdes globais sobre o trabalho realizado, bem
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como sugestdes que poderdo ser efectuadas sobre o trabalho ja desenvolvido. Asfiguras,
equacles e tabelas presentes nesta tese sGo numeradas com dois identificadores
numericos independentes, separados por um ponto. O primeiro identificador indica o
capitulo ao qua figura, equacdo ou tabela pertencem. O segundo representa a
numeracdo sequencial dentro de cada capitulo. A notagdo adoptada ao longo do texto e
o significado dos acrénimos e dos simbolos mais utilizados séo descritos numa lista de
simbolos, situada ap6s o indice. As referéncias bibliogréficas, segundo a norma
portuguesa NP405-1, sdo indicadas por um numero dentro de parénteses rectos. A
numeracdo € realizada de forma sequencial e associada a uma referéncia bibliografica
indicada no final de cada capitulo na seccéo “Bibliografia’.
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Deteccao colorimétrica na guan-
tificacao de biomoléculas na urina

Neste capitulo sera apresentada uma breve descricdo da urina e seus compostos,
assim como as implicagdes clinicas de algumas das suas biomoléculas. Seguidamente
determinar-se-a 0 volume minimo de amostra a utilizar, tendo presente que se deve
garantir uma quantidade significativa da biomolécula a anadisar. Por fim, descrevem-se
0S conceitos gerais, requisitos e métodos para a andlise quantitativa da concentragéo de
biomoléculas na urina por absorcdo dptica na gama da luz visivel: deteccdo
colorimétrica. Este método de deteccdo € o utilizado nos laboratérios de andlises
clinicas e pretende-se que sgjaimplementado no Microlab.

2.1 Urina

A urina foi o fluido bioldgico seleccionado para estudo neste trabalho. Dai a
necessidade de dedicar esta seccdo a formagdo, a composicao e aimportancia clinica de
alguns compostos da urina.

2.1.1 Histéria

Pode dizer-se que a medicina laboratorial comecou com as andlises de urina
Referéncias ao estudo da urina podem ser encontradas em hieroglificos Egipcios e em
desenhos em cavernas[l]. Apesar dos clinicos desse tempo ndo disporem dos
sofisticados mecanismos de teste disponiveis hoje em dia, eles conseguiam obter
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informacdo diagnostica de observagdes basicas como a cor, a turbuléncia, o odor, 0
volume, a viscosidade e mesmo a dogura (notando neste caso que algumas amostras
atraiam formigas). Estas mesmas caracteristicas da urina (caracteristicas fisicas) sdo
ainda hoje analisadas em laboratorios e continuam a ter um papel importante numa
andlise de rotina a urina. Durante um exame inicial (fisico) a urina é possivel deduzir a
existéncia de algumas doencas com base em biomoléculas anormais ai presentes.
Contudo, a analise de urina expandiu as suas metas de modo a incluir ndo apenas o
exame fisico, mas também a analise quimica e o exame microscdpico dos sedimentos da
urina (conforme referido na seccéo 1.1.3).

2.1.2 Formacéo da urina

A urina, um liguido muito complexo, € composta por 95% de &gua e 5% de
sdlidos. E o produto final do metabolismo realizado por bilides de células no sistema
renal e urinario e resulta numa eliminacdo média de 1 a 1.5 litros de urina por dia,
dependendo daingestdo hidrica.

A formacdo da urina ocorre nos rins. Estes, juntamente com a pele e o sistema
respiratorio, sdo 0s principais 0rgaos excretores do corpo. A importancia da formacéo e
excrecao da urina como funcéo reguladora € profundamente enfatizada ao lidar-se com
situacOes nas quais a funcdo do rim é subitamente perdida. Nestas circunstancias, pode
ocorrer a morte dentro de poucos dias. Uma grande quantidade de sangue circulante flui
através dos rins. 25% do sangue do lado esquerdo do coracéo atravessam os rins. Um
litro de urina é o produto final de mais de 1000 ml de sangue circulante que atravessa 0s
rins. O rim possui aimportante capacidade de diluir ou concentrar urina, de acordo com
as necessidades do individuo, e regular a excregcdo do sodio. A biogquimica sanguinea, a
pressdo sanguinea, o equilibrio hidrico, a ingestdo de nutrientes, juntamente com o
estado geral de salde, sdo elementos fundamentais em todo este processo metabdlico.

2.1.3 Composicdo daurina

A urina contém milhares de biomoléculas e compostos dissolvidos e é o fluido
gue excreta mais solidos do organismo. A Tabela 2.1 compara as quantidades e 0s pesos
dos principais compostos da urina. Note-se que a quantidade de um composto em
milimoles é relativa ao nimero de particulas/mol éculas presentes, enquanto o peso do
composto refere-se a sua massa. Estas quantidades sdo necessarias para o cdculo do
volume minimo de urina a utilizar no Microlab, de modo a garantir pelo menos uma
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molécula de uma determinada biomolécula ou composto. Na seccéo 2.2 abordar-se-a
esta quest&o.

Tabedla2.1: Composicdo média de alguns compostos da urina numa colecta de 24 horas[2].

Composto Quantidade média (mmol) Peso médio (mg)
Agua (1.2 litros') 67000.00 1200000
Ureia 400.00 24000
Cloreto 185.00 6570
Sédio 130.00 2990
Potéssio 70.00 2730
Amobnia 40.00 720
Fosfato inorganico 30.00 2850
Sulfato inorganico 20.00 1920
Creatinina 11.80 1335
Acido drico 3.00 505
Glicose 0.72 130
Albumina 0.001 90
Proteina total =(0.003 150

! A média de urina colectada em 24 horas, com uma razéo de filtracéo glomerular de 125 mmol/min.

Dos compostos existentes na urina que sdo andisados por deteccdo
colorimétrica, apenas a importancia clinica da proteina total e do acido Urico sera
descrita. Esta escolha foi baseada em informacéo retirada de laboratérios de analises
clinicas, os quais reportaram as biomoléculas analisadas normalmente em testes de
rotina a urina. Dessas biomoléculas escolheram-se as duas acima referidas - proteina
total e &cido Urico - para verificar o correcto funcionamento do Microlab.

2.1.4 Importéanciaclinicada proteintriaealbuminuria

A quantidade de proteina na urina (proteindria) € o indicativo mais relevante de
doenca renal. Em individuos saudéveis existem apenas vestigios de proteina que pode ir
até cerca de 150 mg/l [1]. A medicdo da quantidade de proteina total existente numa
pessoa € uma forma de averiguar 0 seu estado de salde, ndo sb6 no diagnostico de
doencas relacionadas com o mau funcionamento dos rins, como também pelo facto de
quantidades anormais de proteina total na urina poderem significar cancro, por exemplo.
Ja na década de 70 foi demonstrada a existéncia de mais de 200 proteinas urinarias [3].
Através do método colorimétrico apenas se consegue determinar a concentracéo das
proteinas da urina (total ou especifica). A discriminacdo/separacdo dessas proteinas
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podera ser feita através de electroforese, por exemplo. Sabe-se porém que essas
proteinas consistem em albumina (um terco da proteindria € albumina) e globulinas do
plasma. Contudo, existem reagentes especificos para quantificar determinadas proteinas
na urina através do método colorimétrico. E o caso da abumina, bilirrubina, entre
outras [4].

A razéo entre a albumina e a proteina total presente na urina de pessoas doentes,
pode gjudar a distinguir qual o tipo de doenca que esta a afectar o rim. Por isso, pode ser
vantajoso utilizar simultaneamente um teste de quantificacdo de proteinatotal e um teste
de quantificagdo de proteina especifico para a albumina. Além disso, a medida da
albumina na urina, separada das outras proteinas ai existentes, normal mente chamada de
“albumindria’, € muito Util na previsdo de diagndsticos precoces de doencgas renais e sua
progressdo. Mais ainda, a abumindria é um indicador chave da necessidade de
tratamento intensificado em pacientes com diabetes. Contudo, a concentracdo de
albumina na urina é baixa (de 50 a 150 mg/l), pelo que para a sua determinagdo precisa
s80 necessarios métodos de elevada sensibilidade.

2.1.5 Importénciaclinicado acido Grico naurina

O &cido urico representa o principa produto final do metabolismo das purinas,
sendo excretado na urina. Depois da hidrélise dos acidos nucleicos, as bases puricas
livres, sdo convertidas, principamente a nivel do figado, em uratos. A quantidade de
acido urico excretado na urina é dependente da alimentacdo (ingestéo de carnes, figado,
rim, certos vinhos, etc.). A quantidade média excretada na urina por um adulto é de
aproximadamente 0.4 a 0.8 g de &cido Urico por dia. Numa dieta pobre em purinas
quantidade podera descer até 0.12 g/dia e numa dieta rica em purinas podera atingir
1 g/dia. Se uma pessoa, em média, excreta 1.5 litros de urina por dia, as quantidades
referidas serdo de 267 mg/l a 533 mg/l (dieta normal), 80 mg/l (dieta pobre em purinas)
e 667 mg/l (dietarica em purinas).

O écido Urico € pouco soluvel, pelo que quando os seus valores sdo superiores
aos valores normais podera haver precipitacdo dessa biomolécula no organismo, o que
determina o aparecimento de fendmenos dolorosos nas articulagbes (ha deposicéo de
acido Urico nas articulacdes). Niveis elevados de &cido Urico ocorrem em doengas como
a gota, leucemia mieldide cronica, policitemia vera, sindrome de Lesch-Nyhan, doenca
de Wilson, hepatite viral, anemia falciforme, gravidez com subcarga de sal, drogas
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citotoxicas para tratar linfoma e leucemia, etc. Niveis baixos sdo encontrados em doenca
renal crénica, deficiénciade acido folico e intoxicagdo por chumbo [1].

2.2 Biomoléculas em pequenos volumesde urina

O volume de ensaio para a andlise de urina utilizado nos laboratorios de andlises
clinicas € de 1 ml. No Microlab pretende-se que sgja da ordem dos 10 pl. Assim, é
necessario provar que a reducdo do volume de liquido ensaiado ndo impeca a existéncia
de pelo menos uma quantidade significativa de moléculas a analisar. Por isso, é
necessario saber até que ponto se pode reduzir o volume da amostra de forma a garantir
um numero significativo de moléculas da biomolécula a analisar. A relacdo entre o
volume da amostra, V (), e a concentracdo da biomolécula a analisar, C (mol/l), € dada

por [5],

-1 (2.1)

%Ny *xC
onde 77 é a eficiéncia do sensor (0 < 77< 1) e Nay = 6.023x10% é 0 nlimero de Avogadro.
Esta equacdo demonstra que o volume da amostra é determinado pela concentragéo da
biomolécula que se pretende analisar. Mais ainda, a concentragdo de uma determinada
biomolécula determina a quantidade de moléculas presentes para um determinado
volume de amostra. Geralmente, 0s ensaios para quantificar biomoléculas, requerem
concentracdes dessa biomol écula na amostra que tenham entre 10* e 10%* molécul as por
mililitro [5].

2.2.1 Dimensao de uma molécula de albumina

Para determinar a ordem de grandeza do volume minimo a utilizar quando se
pretende quantificar a proteina total na urina utilizou-se uma proteina muito
representativa, a albumina (recorde-se que esta representa 1/3 das proteinas totais da
uringd). O problema resolver-se-a na situagdo mais delicada, ou sgja, com a concentracao
de albumina mais baixa existente na urina (50 mg/l). Note-se que quanto maior a
concentragdo mais moléculas de albumina se encontram num determinado volume da
amostra. O menor volume da amostra para garantir que esta contenha pelo menos uma
mol écula de albumina pode ser calculado pelo método que se apresenta a seguir.
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Da Tabela 2.1, conclui-se que 1 umol de albumina pesa 90 mg e contém
6.023x10"" moléculas (1 mol = 6.023x10% particulas). Na concentracdo mais baixa,
50 mg/l, existem 3.35x10"" moléculas de albumina Pelo que, em 1 pl de amostra de
urina com a albumina & concentragdo de 50 mg/l (50 fg/pl) existem 3.35x10° moléculas
de albumina. Com estes valores conclui-se que a andise de abumina e
consequentemente de proteina total na urina (esta Ultima aém de albumina ainda
contém mais proteinas o que aumenta a quantidade de moléculas), pode ser realizada
num microssistema. No Microlab, com 10 pl de urina, existem 3.35x10™ moléculas de
albumina, para a concentracéo referida.

2.2.2 Dimensao de uma molécula de acido Urico

No caso do &cido Urico, considere-se de igual modo o pior cenario para a sua
concentracdo, ou sgja, como foi referido em 2.1.5, o valor mais baixo que um doente
pode ter de acido Urico na urina, que € de 80 mg/l. Da Tabela 2.1 conclui-se que 3 mmol
de &cido Urico pesam 505 mg e contém 1.8069x10* moléculas. A concentracdo de
80 mg/l existem 2.86x10%° moléculas de &cido Urico. Pelo que, em 1 pl de uma amostra
de urina com &cido Urico & concentracdo de 80 mg/l (80 fg/pl) tem-se 2.86x108 molécu-
las de &cido Urico. Tal como no caso anterior, também neste se conclui que a andlise de
acido Urico pode ser implementada com sucesso no microssistema. No Microlab, com
10l de urina, existem 2.86x10" moléculas de &cido Urico, para a concentragdo
referida.

2.3 Deteccao por espectrofotometria

A espectrofotometria (0 estudo da interaccdo da radiacdo el ectromagnética com
as biomoléculas) €, de entre as vérias técnicas analiticas disponiveis em laboratorios de
andlises clinicas, a mais utilizada. A espectrofotometria pode ser utilizada para
identificar uma biomolécula especifica, determinar a sua estrutura, determinar a sua
concentracdo e/ou quantidade (ex.: proteinas, aminoacidos) e determinar a actividade de
uma enzima especifica.

2.3.1 Espectro electromagnético

A gama do espectro electromagnético estende-se desde 0s raios cosmicos até as
ondas de radiofrequéncia, com comprimentos de onda de 10®°m a 10°m,
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respectivamente (Figura2.1). As moléculas biologicas interagem com diferentes partes
desse espectro.

Comprimento de onda (metros)
0™ 10* 10™ 10° 10° 10* 10° 10° 10 10°*
I I I | ‘I I I I | |
. . I I .
Raios Raios X Raios | | Raios Micro-ondas  Ondas de
gama ultravigleta infravermelhos radiofrequéncia

"d.“s
- = -
- - .
-

-
-~ ~
-~
~

Violeta [[AZUIVerde T Amarelo  Laranja (Vermelio

390 nm Luz visivel 780 nm

Figura 2.1: Espectro electromagnético [6].

A regido visivel do espectro electromagnético foi, e ainda €, a mais utilizada
para medidas bioguimicas quantitativas em sistemas bioldgicos, provavelmente por
conter radiacdo que pode ser vista pelo olho humano. Contudo, também outras regides
do espectro electromagnético sdo utilizadas para analisar moléculas de interesse
biol6gico. Os raios X, por exemplo, séo usados para determinar a localizacdo precisa de
atomos dentro de uma estrutura (cristalografia de raios X). A espectroscopia de
infravermelhos € usada para identificar estruturas organicas a partir das suas
caracteristicas de vibracdo e rotacdo molecular. A radiagdo micro-ondas € usada em
técnicas que investigam o movimento nuclear e electronico (por exemplo, ressonancia

magnética) [7].

A radiacdo electromagnética comporta-se como ondas el ectromagnéticas e como
particulas (fotbes). A distancia entre dois picos adjacentes da onda € definida como
comprimento de onda (A) daluz. A unidade do comprimento de onda € o metro (m). A
frequéncia de uma onda el ectromagneética (f) € o nUmero de oscilagdes que ocorrem num
segundo. A sua unidade é s* ou Hz. O comprimento de onda e a frequéncia estdo
reciprocamente rel acionados,

e
A= (2.2)
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onde, c é a velocidade da luz em ms™. A energia de um fotdo é inversamente
proporciona ao comprimento de onda daluz,

E= h% 2.3)

onde, E é a energia de um fotdo em Joules e h é a constante de Planck (6.626x10* J s).

A cor das solucBes e da luz reflectida é determinada pelos comprimentos de
onda da luz que ndo sdo absorvidos pela solucdo ou pelas biomoléculas que reflectem a
luz. Por exemplo, muitas plantas séo verdes porque a clorofila absorve luz fora da
regido verde.

2.3.2 Analise quantitativa na gama da luz visivel

Um grande nimero de biomoléculas com interesse para andlise ndo tém
croméforos™ que absorvam luz na gama visivel. Assim, a espectrofotometria ndo pode
ser directamente utilizada para determinar a concentragdo dessas biomoléculas numa
dada amostra. Contudo, existem uma série de reacgBes quimicas especificas que
transformam essas biomol éculas em produtos coloridos — as “ reacgdes colorimétricas’ —
cuja absorvéncia se encontra dentro da gama de luz visivel. Essas reaccdes devem ser
especificas, rapidas, reprodutiveis e terem um valor de absorvéncia estavel (durante um
determinado periodo de tempo). Este é o principio da deteccdo colorimétrica. A
Figura 2.2 traduz a ateracdo espectrof otométrica ocorrida devido a reaccéo quimica que
transformou a biomolécula A num composto C (normal mente denominada de “mistura’)
com cromoéforos na gama da luz visivel. Na andlise colorimétrica ideal, o vaor da
absorvéncia da mistura € proporcional a concentracdo da biomolécula. Por mistura
entenda-se o0 produto colorido obtido apds misturar um determinado reagente na amostra
que contém a biomolécula a analisar. O termo “colorimetrid’ derivou do facto de,
antigamente, as medi¢des no dominio espectral serem feitas sem nenhum instrumento
optico. Era redlizada uma comparagéo visua da cor da amostra com uma solugdo de
referéncia de concentragdo conhecida.

! Grupo de &omos num composto organico capaz de originar a absorcdo de radiacso, qualquer que sejaa
natureza do resto do composto.
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Comprimento de onda

Figura2.2: AlteracBo no espectro de absorcdo: (a) espectro da biomolécula a quantificar;

(b) espectro da mistura da biomolécula A com croméforo para ser quantificado por
colorimetria.

Pode ocorrer uma situagéo em que a mistura tenha duas biomoléculas A e B que
absorvam na mesma gama espectral. Neste caso, uma medicéo directa da absorvéncia
ndo revela o vaor gquantitativo da biomoléculaA mas sm das duas (Figura2.3,
curva (a)). E necessério transformar a biomolécula A através de uma reacgdo quimica
num composto C com uma banda de absorcdo retirada da banda de absorcéo da
biomolécula B (Figura 2.3, curva (b)).

Absorvéncia (AU)

400 500 600 (nm)
Comprimento de onda

Figura2.3: AlteracBo no espectro de absorcdo: (a) espectro da biomolécula a quantificar;

(b) alteracdo do espectro para desviar 0 maximo da absorvéncia da biomolécula A
paraC.

Na deteccdo colorimétrica existem uma série de requisitos que tém que ser
cumpridos para uma correcta |eitura das absorvéncias das biomol écul as. Esses requisitos
s80 normalmente inerentes as biomoléculas e reagentes utilizados e sdo descritos nos
protocol os dessas biomoléculas. No anexo | citam-se a guns desses requisitos.
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2.3.3 Absorcdo na gamadaluz visivel

A absorcéo é o efeito da atenuacdo do sinal Optico devido a interacgdo com 0s
atomos e moléculas da amostra, para certas frequéncias. Na regido visivel a absorcdo da
luz ocorre quando os fotdes absorvidos excitam um electrdo de um estado de energia
para um estado de energia superior. A Figura2.4 ilustra alguns desses niveis de
energia[8].

x
I

T
[1

EOTI

Figura2.4: Diagrama de niveis de energia com algumas das alteracfes de energia que ocorrem
durante a absorc¢do, para uma espécie molecular.

A energia de um fotdo determina qual a transicdo que pode ocorrer. Dentro de
um nivel de energia, podem existir varios subniveis (linhas horizontais na Figura 2.4). A
diferenca de energia entre os niveis de energia de uma determinada molécula é
dependente da sua estrutura, pelo que a absor¢do da luz por uma molécula sera fungéo
tanto da sua estrutura como do comprimento de onda da luz. AlteracGes quimicas que
aterem a estrutura de uma molécula aterardo o seu espectro de absorgéo.

Na espectrofotometria por absorcéo, dois termos s&o geralmente utilizados como
medidas quantitativas da atenuacdo do sinal dptico: a “transmitancia’ e a “absorvéncia’
(Figura2.5). A transmitancia (T) é a fracgdo da intensidade da luz incidente numa
amostra que é transmitida através dessa mesma amostra,

T = lind_ (2.4)

Linicial

onde, lfina € linicia S80 aintensidade inicia e final daluz, respectivamente. A intensidade
da radiacdo linga diminui a medida que atravessa a amostra de espessura d e coeficiente
de absorcéo, a. A intensidade daluz transmitida através dessa amostra € dada por [9],

lira = linica €XP(—ad) (2.5)
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Note-se que a ateracdo do valor da transmitancia ndo € uma funcéo da intensidade
inicial da luz, pelo que medidas em absor¢éo podem ser feitas com uma variedade de
intensidades de luz. A absorvéncia (A) pode ser representada por,

A=-logT (2.6)

d- Comprimento do

| caminho percorrido
inicial > Iﬁna| pela luz na amostra

(caminho 6ptico)
a

Amostra

Figura 2.5: Atenuacdo da intensidade daluz devido a uma solugdo absorvente.

A absorvéncia da luz para um determinado comprimento de onda é directamente
proporciona ao nimero de moléculas capazes de absorver nesse comprimento de ondae
que se encontram no caminho percorrido pela luz. Como o nimero dessas moléculas é
uma funcdo directa da concentracdo da biomolécula e do comprimento do caminho
Optico, a absorvéncia daluz por uma determinada solugdo é directamente proporciona a
essas variaveis. A lei de Lamber-Beer define que,

A=a,,dC (2.7)

onde A é a absorvéncia, um par@metro Optico sem unidades, medida com um
espectrofotdmetro; d € o comprimento do caminho Optico em metros; C é a
concentracdo molar em moledl; e amo € 0 coeficiente de absor¢cdo molar (ou
absortividade molar) em I/(molxm) para um determinado comprimento de onda. A
absortividade molar é uma funcéo da estrutura da molécula e do comprimento de onda
da luz que atravessa a solugdo. Geralmente, 0 seu valor € conhecido para 0 comprimento
de onda naqual a absor¢éo € maxima[7].

2.3.4 Calculo da Concentracéo

Se, para uma determinada biomolécula, a absortividade molar para um
comprimento de onda especifico € conhecida, entdo, o calculo da concentracdo dessa
biomolécula pode ser determinado através do valor da absorvéncia nesse comprimento
deondapelalel de Lamber-Beer:
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c=—"1" (2.8)

Nos casos que a absortividade molar € desconhecida, ela pode ser determinada através
da regido linear da curva de calibragdo (absorvéncia= f(concentracdo)) obtida para o
mesmo comprimento de onda. O declive dessaregido linear € a absortividade molar.

O cdculo da concentragéo para biomoléculas que absorvem radiagdo na gama da
luz visivel usando alei Lamber-Beer € abase do método colorimétrico.

2.4 Conclusao

Este capitulo estudou a urina, sua formagdo e 0s seus principais cCompostos.
Foram referidas as implicagdes clinicas dos val ores anormais das duas biomol éculas que
serdo as primeiras candidatas para as andlises no Microlab: proteinatotal e &cido Urico.
Seguidamente, calculou-se 0 nimero de moléculas dessas duas biomoléculas existentes
num volume de 10 pl de urina, para a menor concentragéo existente num ser humano.
Esse volume sera aproximadamente o utilizado no Microlab. Conclui-se que em 10 pl
de urina existem 3.35x10" moléculas de abumina (concentracdo de 50 mg/l) e
2.86x10™ moléculas de 4cido Urico (concentracdo de 80 mg/l). Ficou assim provado que
a andlise dessas duas biomoléculas pode ser realizada no Microlab. Por fim, dedicou-se
uma Secgao aos conceitos gerais, aos requisitos e ao método colorimétrico paraa andlise
quantitativa da concentragdo das biomoléculas da urina. Esse método baseia-se no
aumento da absorvéncia maxima, para um determinado comprimento de onda, que
ocorre apés a ligagdo de um reagente com a biomolécula a analisar. Esse aumento é
directamente proporcional a concentragdo da biomolécula, e traduz-se no aumento da
intensidade da cor produzida pela mistura. O célculo da concentragdo da biomolécula
em andlise € efectuado com base nalei de Lamber-Beer.
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Sistema de microfluidos

Este capitulo descreve a estrutura dos canais nos quais circulardo os fluidos
biol6gicos. Para a definir € necessario ter em conta o formato e a geometria dos canais,
o tipo de movimento do fluxo (laminar ou turbulento), o tempo e 0 processo de reaccéo
dos fluidos, as propriedades dos fluidos que circulam nesses canais e 0 possivel
aparecimento de bolhas de ar nesses canais devido as suas pequenas dimensdes.
Recorreu-se a simulagbes computacionais, de forma a obter-se um modelo dinamico
tridimensional de fluidos que fosse adequado para realizar 0 processo de mistura do
fluido biolégico com um determinado reagente. Neste capitulo far-se-a4 uma breve
introducdo a teoria da mecanica de fluidos. Uma explicacéo detalhada pode consultar-se
em [1]. Capitulos sobre microfluidos podem ser consultados em [2, 3] e em artigos de
revisao [4].

3.1 Analisedascaracteristicas dos sistemas de microfluidos

O factor tempo € um requisito essencial num sistema de mistura de microfluidos.
Devido a falta de mecanismos de mistura convencionais miniaturizados, a mistura de
fluidos num microcanal acarreta algumas dificuldades.

3.1.1 Propriedades dos fluidos num microssistema e num sistema
macr oscopico

Os sistemas de microfluidos tém propriedades distintas que resultam das suas
pequenas dimensdes. Em primeiro lugar, o fluxo é normamente, laminar e ndo
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turbulento. Em segundo lugar, nos microcanais a difusdo é praticamente o Unico
processo para misturar os fluidos. Para uma mistura eficaz de dois ou mais fluidos &
necessario manipula-los ou orienta-los de tal modo que a area de contacto entre eles
aumente. E de igual modo necessério que a distancia na qual a difusio deve actuar sejaa
menor possivel para que o processo de mistura figue completo num tempo aceitével.
Nos dispositivos macroscopicos a mistura €, normalmente, realizada usando turbuléncia
através de estruturas de fluxo tridimensional ou actuadores mecanicos. Contudo, quando
se pretende que o fabrico do sistema de microfluidos sgja realizado utilizando técnicas
de fotolitografia, actuadores mecénicos ou estruturas tridimensionais complexas devem
ser evitadas.

3.1.2 Misturadores

Os mecanismos para realizar a mistura de fluidos, denominados de misturadores,
desenvolvidos para microssistemas podem ser classificados em duas categorias: activos
ou passivos. Os primeiros conduzem o processo de mistura pela aplicacdo de uma forca
exterior em conjunto com a forca que esta a transportar o fluido (por exemplo, uma
parede a mover-se, um campo eléctrico ou um campo magnético). Os segundos ndo
utilizam essa forca adicional: a mistura é causada por difusdo devido ao longo tempo de
circulacdo do fluxo nos canais. Estes devem ter um comprimento suficiente para
assegurar a mistura uniforme no tempo desgjado. Contudo, esta abordagem pode levar a
canais extremamente compridos a medida que a velocidade de circulacdo do fluxo
aumenta, e quando as moléculas a misturar sdo grandes e com baixos coeficientes de
difusdo (< 10 um?/s) [5].

3.1.3 Cinéticaquimica

A reaccao entre o reagente e a amostra a ser analisada envolve tipicamente a
ligacdo, em solugdo aquosa, das particulas do reagente com as moléculas da substancia
em andlise. Denominando o reagente por A, a substancia a analisar por C e o complexo
das particulas do reagente com as mol éculas da substancia em andlise por AC, areaccéo
guimica define-se do seguinte modo,

0fs
A+C AC (3.1)

i
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onde K, e Ky sd0 as constantes de associacdo e dissociacdo em I/(mol s). As taxas da
reaccao sao definidas por,

Va=Ka[Ald , Va=K{Ad (32)

onde V, € a taxa da reaccdo para a associacdo de A e C e V4 é ataxa da reaccdo para a
dissociacdo de AC. As letras entre parénteses rectos simbolizam a concentracdo das
moléculas em mol/l. Este processo pode ser esbocado na Figura 3.1 [6].
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Figura3.1: Um esboco das actividades em torno da molécula em andlise. A molécula move-se
com uma certa velocidade na amostra enquanto que o reagente efectua a ligagdo
(governado pela cinética).

3.1.4 Caracterizacéo do fluxo

O manuseamento de fluidos em quantidades de microlitros resulta num nimero
de Reynolds pequeno indicando tipicamente um fluxo laminar. O nimero de Reynolds é
definido como,

Re=2L (3.3)
v

onde p é a densidade em Kg/m®, v avelocidade em m/s, vaviscosidadeem N sm? el a
distancia caracteristica interior do sistema em metros. Tipicamente, num cana o L
representa a profundidade do canal. O nimero de Reynolds, parametro adimensional, €
usado para caracterizar o movimento do fluxo, de forma a determinar se o fluido esta na
zona de fluxo laminar, turbulento ou na zona de transicdo. Um numero de Reynolds
inferior a 1500 indica que o fluxo é laminar. Num sistema de microfluidos a variavel L
serda em geral inferior ou igual a 500 pum. Assumindo a maior velocidade de fluxo como
sendo da ordem do tamanho de um die por segundo (die = 10 mm, entdo v =10 mm/s) e
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considerando o fluido 4gua (o= 10° kg/m® e v=10°N ¥m?), pode dizer-se que um
limite superior do nimero de Reynolds serda de Re=5. Como a turbuléncia ocorre
quando Re> 1500 obter-se-8o fluxos laminares nos microcanais. Assim, considerar a
turbuléncia como um mecanismo para a mistura dos fluidos ndo sera aplicavel. Isto
exclui o uso de geometrias complexas e limita a utilidade de actuadores mecanicos.

3.1.5 Difusao

O tamanho e a forma dos microssistemas para fluidos limitam a utilidade da
difusdo como o unico mecanismo para a mistura dos fluidos. Num dispositivo planar, o
comprimento no qual a difusdo deve actuar sera dentro da dimensdo do canal de
circulacéo do fluido. A razéo para a difusdo € o elevado gradiente da concentracéo das
moléculas do fluido, que existe quando dois liquidos diferentes tém uma interface
comum. A difusdo é portanto a chave para a mistura de fluidos e € modelizada pela lei
de Fick, a qual determina o fluxo de difusdo de uma determinada molécula em funcéo
da variag&o da concentracdo com a distanciax,

_p9C

J= ——
ox

(3.4
onde J é o fluxo da molécula em particulas/(m? s), D é o coeficiente de difusdo em m?/s
e C é a concentracdo das moléculas em particulas/m®. O tempo médio para a difusio de
uma particula numa determinada distancia pode ser dado por [7],
L2
To =— 35

o =T (35
onde L é o comprimento relevante para a mistura. Esta equagdo prediz que utilizando
apenas a difusdo para 0 processo de mistura, pode, em alguns casos, resultar em tempos
de mistura elevados. Como exemplo, para misturar o sal na agua usando um L =1 mm
resultanum Tp = 10° s (D do sal na&gua = 103 pm?/s).

3.2 Méodo doseementosfinitos

As técnicas de modelizacdo sd0 muito importantes para se obter a geometria
apropriada dos canais. Os problemas de fluidos séo frequentemente expressos através de
equacdes diferenciais que na maior parte dos casos sdo extremamente dificeis de
resolver analiticamente. Por vezes, ndo € possivel descrever um sistema de fluidos

48



Sistema de microfluidos

utilizando uma Unica equacdo diferencial, e um sistema de equacOes de derivadas
parciais pode ser muito complexo dependendo da complexidade da geometria do
sistema. Nestes casos é usua recorrer a divisdo do sistema num numero finito de
peguenas regides denominadas de elementos finitos.

3.2.1 Redededementosfinitos

O método dos elementos finitos (FEM) prevé a divisdo do sistema em elementos
finitos, transformando 0 meio continuo em discreto, como se mostra na Figura3.2. A
divisdo d&se o nome de “rede de elementos finitos’. A malha (mesh) dessa rede
pode ser aumentada ou diminuida variando o tamanho dos el ementos finitos. Os pontos
de interseccdo das linhas dessa rede sdo chamados de nés. Assim, em vez de existir uma
funcdo que satisfaca as condicdes de contorno para todo o elemento, no FEM as funcbes
s80 definidas no dominio de cada elemento finito [8].

—
Elemento
finito
/ / )
[ e
/
/ \
/ /
[
[ /

Figura 3.2: Rede de elementos finitos.

Uma das fases mais importantes na modelizacdo por elementos finitos € a
criacdo da malha, definindo a estrutura de toda a andlise. A quantidade de elementos
finitos deve ser suficiente para possibilitar a identificacéo da natureza dos fenomenos.
Na maior parte dos casos € mesmo hecessario refinar a malha em zonas onde ha
alteracdo do formato da geometria. Caso a maha sgja demasiado grosseira, a rede
original de elementos finitos pode ndo conseguir capturar os efeitos significantes que
ocorrem ao longo dos vérios passos das iteragoes.
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3.2.2 Fundamentosdo FEM

O integral sobre um dominio complexo (de volume V), pode ser substituido por
um somatério de integrais estendidos a sub dominios de geometria simples (de
volume V). Esta técnica € ilustrada com o seguinte exemplo, que corresponde ao
integral de volume de umafuncéo f,

jv fdv= zjv f dv (3.6)
onde
V=SV (37)
i=1

O somatério do céalculo de todos os integrais dos sub dominios V; (segundo
membro da equacdo (3.6)) corresponde ao integral estendido a todo o dominio. Cada
sub dominio V; corresponde a um elemento finito de geometria simples (e.g., segmento
de recta, tridngulo, quadrilétero, tetraedro, paralelepipedo). O somatério indicado pela
equacdo (3.6) da origem a operacdo designada de “montagem” ou “juncdo”. Contudo, o
método dos elementos finitos sd tem utilidade préatica se se dispuser de um computador
com uma razodvel capacidade de processamento. Este requisito € devido a elevada
quantidade de calculos que é necessario readlizar, nomeadamente na resolucéo de
grandes sistemas de equacdes lineares [9].

3.2.3 Uso de programas de elementosfinitos

Com os programas comerciais de elementos finitos ndo € necessario o utilizador
estabelecer os sistemas de equagBes para um determinado problema. E suficiente
introduzir-se a geometria, as propriedades fisicas dos materiais e escolher o método de
resolucdo das equagdes do sistema. Contudo, é ainda necessario entender as bases do
método de elementos finitos parainterpretar os resultados correctamente.

Os principais passos béasicos para 0 desenvolvimento correcto e para a andlise de
um problema de elementos finitos sdo: (1) a criagdo da malha; (2) definir o formato e
tipo de elementos, (3) definir as propriedades do elemento; (4) a juncdo das
propriedades de cada elemento (normalmente realizado automaticamente pelo
programa); (5) a aplicacéo das condi¢des de fronteira; (6) a resolucéo das equagdes do
sistema; (7) efectuar a computacdo adiciona necesséria (baseado na solucdo obtida).
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3.3 Modelo computacional da dindmica do fluido

O principal objectivo do presente estudo é o de desenvolver um misturador em
tecnologia planar para mistura e manipulacdo de fluidos. Para implementar um
misturador, deve ser proposta uma estrutura que tenha a habilidade de misturar dois
fluidos por difusdo. Alguns formatos do canal de mistura podem encorgjar a turbuléncia
e assim acelerar o processo de mistura. Um exemplo é forcar o fluxo a volta de uma
curva com um raio de curvatura pequeno, o que induz um fluxo secundario rotacional
devido a aceleracdo centripeta (Figura3.3). Apds a curva o fluxo torna-se novamente
laminar para pegquenos valores do Re.

Fluxo secundéario
rotacional

Figura 3.3: Esquema da mistura de fluidos por aceleracdo centripeta.

3.3.1 Geometria do misturador

Um modelo computacional da dindmica de fluidos foi estabelecido e utilizado
para estudar e prever adistribuicdo e a difusdo do fluxo. A aplicacdo desse modelo foi a
quantificacdo do &cido Urico na urina. Nesta aplicacdo sdo utilizados dois fluidos: o
reagente especifico para a deteccéo do acido Urico e a urina. Relembre-se que a medicéo
da concentracdo de écido Urico na urina € realizada apos a ligacdo do reagente as
mol éculas de écido Urico, pelo que é necessario a mistura destes dois fluidos.

A geometria basica dos canais para a mistura e circulacdo dos fluidos
encontra-se na Figura3.4. O formato dos canais rectangular, face aos redondos ou
conicos, € 0 mais apropriado para o processo de medicéo através de absorcéo Optica,
devido areflexdo daluz. O reagente e a urina sdo introduzidos no canal em forma de U
através das entradas 1 e 2, respectivamente. Eles sdo injectados por intermédio de uma
seringa de forma a minimizar o aparecimento de bolhas de ar. Este fendmeno é
desprezavel quando o misturador € descartavel, mas pode acontecer quando este
necessita de ser reutilizado, pelo que o processo de succdo do liquido de limpeza dos
canais deve ser bastante eficiente. O processo de difusdo dos ligquidos comega na juncéo
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do U com o canal principal e continua ao longo de todo o canal até a camara de
deteccdo. Os canais tém 500 um de largura e 500 um de profundidade. O canal principal
tern 70 mm de comprimento e 6 curvas em U. A camara de deteccao tem 2 mm de lado.
A deteccdo colorimétrica é efectuada quando a mistura se encontra na camara de
deteccdo. Por baixo desta encontram-se os fotodetectores que medem a intensidade da
luz transmitida através da mistura. A area da cBmara de deteccéo € dependente da area
dos fotodetectores e vice-versa.

+—— Canal principal —;

S, 7

Entrada 2

Saida

Camara
de deteccao

Entrada 1

N AN
Figura 3.4: Geometria do misturador.

3.3.2 Simulacdo numérica

Para modelizar o misturador usando o FEM deve definir-se a malha, o tipo de
elementos que constréi 0 modelo, as propriedades dos materiais, o regime do fluxo, as
condicdes de fronteira, as cargas e 0 tipo de solucéo a resolver (parametros da andlise).

A andlise numérica deste trabalho foi realizada utilizando o software Ansys-
Flotran™ com a op¢do Flotran CFD (Dindmica Computacional de Fluidos), a qual
possihilita o projecto de dispositivos de microfluidos complexos através da modelizacdo
do fluxo dos fluidos [10]. Na Figura 3.5 apresenta-se a malha utilizada no projecto do
misturador. O misturador foi modelizado por um elemento fluido tridimensional
(‘Fluid142'). Utilizou-se uma maha com elementos poliedros de 6 faces, sendo mais
finanas jungdes do U com o canal principal, nas curvas e nas paredes do canal, de forma
a melhorar a precisdo das simulagdes. Com base nestes pressupostos o nimero total de
elementos foi de 33152, 0 que originou um bom compromisso entre os tempos de
computacdo e o rigor da solucéo.
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Figura 3.5: Sistema de microfluidos no qual se visualiza arede de elementos finitos utilizada.

As equacdes de continuidade e de Navier-Sokes, para a velocidade e a presséo
(incluidas no software), foram utilizadas para modelizar o misturador,

0p
—=-0 3.8
™ (ov) (3.8)
dv _ 2
,OE—_DP'FVD \/ (39)

onde v e p sd0 a viscosidade e a densidade do fluido, respectivamente. P é a presséo e v
€ o vector velocidade. Derivagdes e detalhes das equacfes podem ser consultadas em
[1, 11]. O vector velocidade foi subsequentemente utilizado para resolver as equaces
de transporte de espécies (por espécie entenda-se 0 reagente e a urina). Ambas as
espécies tém um peso molecular baixo e um coeficiente de difusdo elevado. As
equaces (3.8) e (3.9) foram resolvidas usando um modelo CFD baseado em elementos
finitos. O modelo de regime do fluxo foi definido como laminar. As simulacdes foram
implementadas no estado transitério. Uma condicdo de velocidade constante foi
atribuida as condigdes de fronteira nas entradas. As condicdes de fronteira na saida do
canal foram estabel ecidas para uma presséo constante.

3.3.3 Propriedadesdosfluidos

A avaliacéo do processo de mistura foi ssimulado utilizando o kit de diagndstico
da Sigma-Aldrich Diagnostics” (Infinity™ uric acid reagent) e padrdes de urina com
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vérias concentragcdes de acido Urico. O procedimento descrito no manual do reagente
para determinar a concentracdo do &cido Urico na urina informa que a mistura do
reagente com a urina é realizada apenas com umal ligeira inversdo da cuvete que contém
essa mistura. Isto é suficiente para misturar completamente os dois liquidos, devido ao
elevado coeficiente de difusdo e baixo peso molecular das moléculas envolvidas. Estas
duas caracteristicas revelam que estes dois fluidos tém boas condicGes para a mistura
por difusdo.

Da equacdo (3.5) determina-se que o tempo médio para a difusdo do acido Urico
na urina é de Tpb =30's, com L = 70 mm e D = 163 um?/s [12]. Este processo, embora
lento é apesar de tudo adequado, tendo em atencdo que o tempo de incubacdo para a
reaccao se completar €, aproximadamente, 5 minutos. Relembre-se que, norma mente,
as reaccOes col orimeétricas possuem um tempo de incubacdo de mais de um minuto. As
propriedades dos dois fluidos que é necessario conhecer para correr as simulacfes séo: 0
peso molecular, a densidade, a viscosidade, a condutividade térmica e o coeficiente de
difusdo. Estes parametros foram obtidos através das especificacbes técnicas que
acompanham os dois liquidos ou através de medigdes realizadas no Departamento de
Engenharia Mecanica da Universidade do Minho (UM). Os seus valores encontram-se
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Propriedades do reagente e do padréo de urina.

Propriedade (SI) Reagente  Padrao de urina com 80 mg/l de acido drico
Peso molecular (kg/kmol) 160 168

Densidade (kg/m?) 10° 1.89x10°

Viscosidade (N s/m?) 0.9x10° 1.1x10°

Condutividade térmica 0.7 0.7

(W/mKk)

Coeficiente de difusdo (um?%s) - 163

34 Resultadosdasimulagdo

O processo de mistura foi smulado para dois val ores diferentes da concentragéo
de &cido drico na urina: 80 mg/l e 1200 mg/l. Estes valores sdo, respectivamente,
inferiores e superiores ao valor minimo e maximo anormais no ser humano.
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3.4.1 Concentracdo de 80 mg/l de &cido Urico naurina

A Figura 3.6 ilustra o processo de mistura para a concentracéo de 80 mg/l e com
uma velocidade de fluxo de 0.43 pl/s. Um volume de reagente de 20 ul é introduzido no
misturador através da entradal e um volume de 0.4 pl de urina através da entrada 2.
Estas quantidades asseguram a existéncia de moléculas suficientes para uma analise
precisa (uma molécula de &cido Urico ocupa 3.5x10° pl de solucdo, para a concentracéo
de 80 mg/l, ver seccdo 2.2.2).
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T g
SUE =1 ) '
VISC AV

52 curva

Entrada 2

Saida
Céamara
de deteccao

Entrada 1

e SE— I
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micraolad 3D

Figura3.6: Simulacdo do fluxo do processo de mistura por difusdo para um padrdo de urina
com 80 mg/I de &cido urico. O gréfico ilustra o perfil da viscosidade do modelo.

Os fluidos sdo injectados para 0 misturador através de uma seringa e fliem
desde as entradas 1 e 2 até a saida, guiados pela pressdo do liquido. Cruzam-se na
interseccdo em forma de U e ai comecam 0 processo de mistura por difusdo. Na
Figura 3.6 pode ver-se zonas onde a mistura esta incompleta. Contudo, antes de atingir a
zona da camara de deteccdo, mais precisamente ap0s a quinta curva, 0 processo de
mistura esta completo e homogéneo.

Devido a baixa velocidade (0.43 ul/s) o fluxo é laminar. Contudo, um fluxo
secundario e presumivelmente uma turbuléncia local foi gerada nas zonas curvas do
misturador, conforme ilustrado pelo vector velocidade na Figura3.7. A Figura3.8
ilustra o perfil do fluxo do fluido no cana principal, na zona de entrada da camara de
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deteccdo (Figura 3.7). O tracado resultante mostra que se estabeleceu um fluxo laminar.
A curva é relativamente simétrica e parabdlica.

1
VECTOR AN
it
SUE =1 U
v

microlad 3D

Figura 3.7: Simulacdo do perfil do vector da velocidade do fluxo.
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Figura 3.8: Perfil do vector da velocidade do fluxo na zona de entrada da caBmara de deteccéo.
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3.4.2 Concentracdo de 1200 mg/l de &cido Urico naurina

A smulacdo do processo de mistura para a concentracdo de 1200 mg/l
apresenta-se na Figura 3.9. O resultado da ssmulacdo € muito similar ao observado na
Figura 3.6, na qual foi smulado o processo de mistura para a concentracéo de 80 mg/l.
Este resultado € o esperado uma vez que na medicdo das propriedades do padréo de
urina com 1200 mg/l de &cido Urico observaram-se sensivelmente os mesmos valores
(ver Tabela3.1), & excepcdo do valor da densidade que passou de 1.89x10° kg/m? para
1.90x10%kg/m>. Um plano frontal da simulag&o do fluxo do processo de mistura para as
duas concentragcbes de é&cido Urico referidas € ilustrado pela Figura3.10(a) e
Figura 3.10(b). Em ambos os casos, a velocidade do fluxo € de 0.43 pl/s. No caso da
concentracdo de acido urico de 1200 mg/l (Figura 3.10(b)), a mistura completa dos dois
fluidos demora mais 90 milésimos de segundo relativamente ao processo de mistura
com uma concentracéo de acido urico de 80 mg/l (Figura 3.10(a)). Conforme se observa
na zona da 52 curva na Figura 3.10, a diferenca para uma concentracéo de écido Urico
elevada e para uma concentracdo de écido Urico baixa € minima. Na simulacdo de
concentragdes intermeédias o ponto no qual € atingida a mistura completa encontrar-se-a
entre 0os pontos das concentracdes anteriormente simuladas e representadas na
Figura 3.10.
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Figura3.9: Simulagéo do fluxo do processo de mistura por difusdo para um padrdo de urina
com 1200 mg/l de &cido Urico. O gréfico ilustra o perfil da viscosidade do modelo.
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Figura3.10: Vista frontal da simulaggo do fluxo do processo de mistura por difusdo para um
padrdo de urinacom (a) 80 mg/l de &cido Urico; (b) 1200 mg/l de acido Urico.
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Com este modelo pode concluir-se que para uma velocidade de fluxo inferior a
0.43 pl/s, uma mistura homogénea € obtida apds ser percorrido cerca de 75% do
percurso do canal principal. A estrutura do modelo com canais com uma profundidade
de 500 um fornece uma larga area de contacto entre os dois fluidos facilitando o
processo de difusdo ao longo do canal principal.

3.4.3 Aumento da velocidade de fluxo

Aumentando a velocidade de fluxo de 0.43 pl/s para 1.5 pl/s (injectado por
intermédio de uma seringa), resulta num processo de mistura incompleto até ao fim do
cana principal (ver Figura3.11). Nesta ssmulac&o foi utilizado o padrédo de urina com
uma concentracdo de 80 mg/l de acido Urico. O tempo de circulacdo dos fluidos é
claramente insuficiente para uma mistura eficaz e completa por difusdo. Esta velocidade
de fluxo resulta num tempo de circulacdo de 11.7 s, menor que 0 tempo minimo
necessario de 30 s (ver seccdo 3.3.3).
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Figura 3.11: Processo de mistura incompleto devido ao aumento da velocidade do fluxo para
1.5 pl/s. O padréo de urinatem 80 mg/l de écido Urico.
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3.4.4 Diminuicdo dalargura dos canais

As simulacdes efectuadas revelam que a geometria do misturador € adequada
para o processo de mistura pretendido. Contudo, pode dizer-se que uma largura e
profundidade dos canais de 500 um s&o valores elevados quando se pensa no fabrico
através de técnicas de micromaquinagem. De facto, conforme se verificard nos capitulos
seguintes, a profundidade de 500 um € necessaria devido ao processo de medicdo,
colorimétrico através de absorcao Optica, exigir um caminho éptico de 500 pum.

Com o objectivo de diminuir a largura dos canais, foi realizada uma simulacéo
com canais de largura de 100 um, mantendo a restante geometria do modelo e as
condi¢cdes do ensaio da Figura3.6. Neste caso, 0 volume de reagente € de 5 ul para
0.1 pul de padrdo de urina. A Figura 3.12 apresenta o resultado da ssimulacéo para uma
concentracdo de 1200 mg/l de écido Urico na urina. Observa-se que o0 ponto no qual a
mistura dos dois fluidos esta completa € alcancado com uma antecedéncia de cerca de
5mm relativamente a0 mesmo ponto para a estrutura da Figura3.6. Esta situacéo
deve-se a menor velocidade de fluxo obtida (0.09 pl/s). Conclui-se, assim, que a
geometria proposta para o0 misturador é adequada.
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Figura 3.12; Simulacéo do fluxo do processo de mistura por difusdo para um padrdo de urina
com 1200 mg/l de acido Urico e com uma largura dos canais de 100 um. O gréfico
ilustra o perfil da viscosidade do modelo.
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3.5 Conclusao

Com o objectivo de misturar as biomoléculas de acido Urico presentes huma
amostra de urina com o reagente que possibilita a deteccdo colorimétrica do &cido Urico,
desenvolveu-se um modelo dinamico tridimensional de fluidos para simular esse
processo de mistura. As simulacdes demonstraram que se atingiu uma mistura compl eta
e homogénea, realizada por difusdo, com baixas velocidades de fluxo (inferior a
0.43 pl/s), fornecendo um tempo de circulacdo do fluxo nos canais de pelo menos 30 s.
Esta abordagem e modelo geométrico permitem o fabrico do misturador utilizando
apenas técnicas de fotolitografia, como as usadas no fabrico de dispositivos
semicondutores.
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Filtros opticos

Neste capitulo aborda-se como as estruturas de filmes finos podem ser
analisadas, compreendidas e aplicadas no projecto de filtros Opticos baseados em filmes
finos.

As cinco primeiras seccdes descrevem, de uma forma condensada, a teoria
basica necessaria para o calculo do comportamento de filtros opticos, projectados com
uma estrutura de multicamadas de filmes finos. Uma andlise rigorosa pode ser
consultada em [1-7]. As restantes secgbes apresentam o projecto, a ssimulacéo e o
desempenho de filtros dpticos passa-banda baseados em filmes finos. Com o objectivo
do mesmo Microlab analisar varias biomoléculas na urina, pretende-se construir ndo
apenas um filtro optico, mas uma matriz de filtros Opticos. A estrutura de cada filtro
deve ser projectada para maximizar a selectividade e a intensidade do coeficiente de
transmissdo de cada filtro Optico, minimizando o nimero de camadas de filmesfinos, de
deposi¢cdes e de mascaras a utilizar no posterior fabrico.

4.1 Filtros opticos baseados em filmes finos

O assunto dos filtros épticos com filmes finos comecou como uma curiosidade,
quando se reparou gque algumas lentes de vidro sujas transmitiam ligeiramente mais luz
gue as limpas. Actualmente, € um assunto com varias aplicacdes no campo da Optica.

Geralmente, define-se um filme fino como sendo uma camada com uma
espessura até 1 pm. Um filme fino é realizado através da deposicéo de uma camada do
material pretendido num substrato adequado, tal como o vidro ou o0 quartzo e pode ser
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representado esguematicamente pela Figura4.1. O indice de refraccdo, n, € definido
como a razdo entre as velocidades da onda electromagnética no vazio e no meio em
questd0. Na maior parte dos casos, os filmes finos sGo completamente transparentes,
pelo que nenhuma energia é absorvida. Nestes casos, a caracteristica do filtro em
reflexdo € o complemento da caracteristica em transmissdo. Assim, da luz incidente no
filme, parte é reflectida e arestante € transmitida para o substrato.

Luz reflectida
(combinacao
. dos 2 feixes)
Luz incidente
n, Ar
/ Filme fino
nl

n, Substrato
Luz transmitida

Figura4.1: Esquema de um filme fino.

Para se compreender o desempenho de um dispositivo optico de filmes finos de
uma maneira qualitativa € necessério aceitarem-se vérias afirmagdes. A primeira é que a
amplitude dareflexdo daluz em qualquer fronteira entre dois meios é dada por,

1-¢

e (4.1)

onde ¢ é a razdo dos indices de refraccdo. A reflectancia (razdo da irradiacéo) é o
quadrado desta quantidade. A segunda é que existe um desvio de fase de 180° quando a
reflecténcia é produzida por um meio que tem um indice de refraccéo baixo em relacdo
a0 meio adjacente. Em oposi¢do, quando o meio tem um indice de refraccéo elevado em
relacdo ao meio adjacente, 0 desvio de fase € de 0°. A terceira é que, se aluz é dividida
em duas componentes pela reflexéo das superficies no topo e no fundo de um filme fino,
entdo os feixes serdo combinados de tal forma que a amplitude resultante sera a
diferenca ou a soma dessas duas componentes, se 0 desvio de fase relativo € de 180° ou
de0°, respectivamente. No primeiro caso diz-se que os feixes interferem
destrutivamente e no segundo caso construtivamente.

Uma estrutura de multicamadas de filmes finos pode ser realizada com uma série
de camadas depositadas num substrato (representada na Figura4.2). Se as camadas
tiverem um indice de refraccdo elevado e baixo, aternadamente, as vérias componentes
da luz incidente produzidas pela reflexdo das sucessivas superficies sGo combinadas
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construtivamente, uma vez que aparecem todas em fase na superficie da estrutura. Isto
implica que a reflex8o efectiva desta estrutura pode ser projectada para ser elevada
aumentando apenas 0 nimero de camadas. Esta € a forma basica dos revestimentos de
reflectancia elevada. Quando tal revestimento € construido descobre-se que a
reflectancia se mantém elevada apenas dentro de uma gama limitada de comprimentos
de onda. Fora desta zona a reflectancia muda abruptamente para um valor baixo.

Luz reflectida

(combinacéo
Luz incidente dos 6 feixes)
n, Ar .

n, / n elevado
n, / / n baixo
n, \V// n elevado Multicamada
. de filmes finos

n, v / n baixo
n, v n elevado L

\ Substrato

Luz transmitida

Figura 4.2: Estrutura de multicamadas de filmes finos.

O projecto de uma estrutura de multicamadas de filmes finos com um
determinado desempenho requer ndo apenas o caculo analitico mas também a
experiéncia, 0 uso de blocos conhecidos, as simulagcbes computacionais e 0s
refinamentos das solucdes simul adas.

Exemplos de dispositivos com filmes finos usados no dia a dia séo as lentes das
maguinas fotograficas. Algumas delas sdo revestidas com um determinado filme de
forma a reduzir a nebulosidade provocada pela luz difundida internamente (provocada
pelainterface vidro/ar). Além disso, aumentam ainda o contraste daimagem [2].

4.2 Fundamentosda propagacdo da onda

Nesta seccdo, em vez de se fazer uma extensa descricdo da teoria Optica de
filmes finos, faz-se um resumo dos principais resultados, validos para meios lineares.
Este resumo baseia-se na bibliografia descritaem [1, 5, 8, 9].
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4.2.1 Amplitudedaonda

A luz é uma onda el ectromagnética, pelo que, deve comecar-se com as equacoes
de Maxwell de forma a estudar-se a sua propagacao nos filmes finos. Uma onda de luz
pode ser representada por expressdes da forma,

E= EO ei(ax—nKIIl) (42)
H= H0 ei(cut—nK ) (43)

onde E e H sdo 0 campo eléctrico e magnético, respectivamente e Eg e Hp as suas
amplitudes, w é a frequéncia angular, n € o indice de refraccdo, K é o vector de
propagacéo cujo modulo define-se como nimero de propagacéo, K (K =217A) er €0
vector posicao. Se 0 meio de propagacdo for absorvente, o n deve ser substituido por
n-ik, onde k € o coeficiente de extingdo do meio de propagacdo. A frequéncia, f, e 0
comprimento da onda, A, sdo dados por,

f :Er (4.9
_2n
A= ra (4.5)

e fA=awK =c, onde ¢ é a valocidade da onda. Esta Ultima esta relacionada com as
propriedades electromagnéticas do meio no qual a onda se propaga, através da

relacéo [4],
c=—— (4.6)

onde £ é a permitividade eléctrica do meio e i a permeabilidade magnética. Esta
expresséo pode também ser descrita na seguinte forma,

1

Y 5r50,Ur,Uo

onde & e 1 sdo os factores da permitividade e permeabilidade do meio e & e 1 S0 a

c= 4.7)

permitividade eléctrica e permeabilidade magnética do vazio, respectivamente. O
deslocamento eléctrico, D, e a densidade de fluxo magnético, B, sdo definidos[7],

D=¢E (4.8)
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B=uH (4.9)

Pode entdo escrever-se,

(4.10)

v &y

onde ¢, € avelocidade da onda el ectromagnética no vazio, ¢o = 2.998 x 108 mi/s.

Nos materiais dieléctricos 144 = 1 e & > 1. A equacdo anterior pode ser escrita,

c=—2 (4.12)

e note-se que ¢ < Co. A razéo cy/c €, por definicdo, o indice de refraccdo n de um meio,
pelo que,

n=./g (4.12)

& € a medida da facilidade com que o meio pode ser polarizado electricamente pela
accdo de um campo eléctrico externo. Esta polarizacdo depende da mobilidade dos
electrdes dentro da molécula perante a resisténcia das forcas moleculares. Entdo &
dependera da frequéncia do campo eléctrico aplicado uma vez que ele dependera da
rapidez de resposta dessas forcas. Entdo a equacdo anterior serd verdadeira apenas sen e
& se referirem a mesma frequéncia da onda (note-se que n € dependente da frequéncia).

Considere-se agora o contetido energético da onda. Para um campo eléctrico, a
energia por unidade de volume é dada por [10],

Ug = = E2 (4.13)
2
€ paraum campo magnético,
1.2
Uy = 5 HH (4.149)

Considere-se um meio isotrpico®. Das equaces de Maxwell, para uma
determinada onda, arelacéo entre E e H éfixa[3],

2 Um meio isotrépico é um meio com propriedades fisicas uniformes, no qual o indice de refraccéo néo
varia com a direccdo de propagacdo no material .
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H= \/EnE (4.15)
7,

Também E, H e o vector de propagacéo K, sdo todos mutuamente perpendiculares. O
sentido da propagacéo é dado pela regra da méo direita. O fluxo de energia na direcgéo
da propagacéo da onda é dado pelo vector de Poynting,

P=ExH (4.16)

Uma vez que se esta a trabalhar com a razdo de campos, omitiu-se a constante 4/&/ i

da equacéo (4.15). Fazendo a média num periodo da onda e desprezando o factor 1/2
das equactes (4.13 e 4.14), obtém-se,

H =nE (4.17)
P =|E[H|=nE]" (4.18)

Estas sd0 as equactes fundamentais sobre as quais se ira trabal har.

4.2.2 Polarizagdo

Considere-se uma onda plana monocromatica incidente na superficie plana de
separacdo entre dois meios isotropicos. Tanto o campo eléctrico como o0 campo
magnético podem decompor-se em duas componentes ortogonais entre Si: uma paralela
ao plano de incidéncia (polarizagdo p) e outra perpendicular (polarizagdo s) [2]. Estas
duas polarizagOes estdo representadas na Figura 4.3 para o vector E.

Iky
X
E,
r'
=
s 0 .
Ex 9 >z
P Ep
E’p

Figura4.3: Definicdo das polarizagdes p e s. A luz incide no plano xz com um angulo &
relativamente ao eixo dos zz. Os vérios vectores E estdo representados.
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Em geral, uma luz polarizada linearmente terd o seu vector E com um certo
angulo grelativamente ao plano de incidéncia (plano xz). Neste caso, pode-se decompor
o0 vector E em duas componentes:

polarizacéo p E', = Ecosg (4.19)
polarizacéo s E's=Eseng (4.20)

Como se vera mais adiante nesta seccéo, € conveniente trabalhar em termos das
componentes destes vectores paralelos ao plano de incidéncia. Assim, definem-se as
novas quantidade E, e E

E, = E', cosé = Ecosgcosd (4.21)
Es=E's=Eseng (4.22)
Similarmente, define-se H, e Hs:
Hp =H'py=H cosg (4.23)
Hs = H'scosd = H sen gcosé (4.24)

Para uma onda que se propaga para a esquerda, o sinal de H € o inverso. O indice
de refraccdo normal n é igual a H/E (da equacdo (4.17)). Da mesma forma, define-se o
indice de refraccéo generalizado para as duas polarizagdes, U, € U, tal que:

H

uy=p=_H__ N (4.25)

E, Ecosfé cosf
Us = Hs _ Hcoso =ncosd (4.26)

Ep E

Das equagdes (4.17) e (4.18), o fluxo de energiatotal serd,
P, =U,Ej; (4.27)
P, = uE? (4.28)
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Note-se que todos os estados de polarizagdo podem ser decompostos nas
componentes p e s, com uma possivel deslocacéo de fase entre eles. Assim, a andlise
que se seguird pode ser usada para todos os estados de polarizagdo. Em geral as
propriedades de uma estrutura multicamada de filmes finos sdo diferentes para as duas
polarizacBes, excepto quando a luz incidente € normal a superficie. Neste caso as
polarizacBes p e s so equivalentes [1].

4.2.3 CondicOesdefronteira

As condicdes de fronteira em cada interface possibilitam a ligacdo entre os
campos electromagnéticos de um lado da interface e os do outro lado. Estas condicoes
advém da teoria electromagnética. Referem que as componentes de E e H paralelas a
interface devem ser as mesmas em ambos os lados da interface. E por este motivo que
se lida com E e H e ndo com D ou B, pois as condi¢cdes de fronteira seriam bem mais
complexas.

4.3 Propriedadesdas estruturas com filmesfinos

4.3.1 Notacao

Uma estrutura multicamada de filmes finos, esguematicamente ilustrada na
Figura4.4, é composta por q interfaces, isto 6 g-1 filmes. No filme j" observa-se a
propagacdo de uma onda para adireita (E;") e de uma onda para a esquerda ( E; ). Estas
estdo inclinadas com um angulo 4 em relagcéo a normal da interface. O filme tem um
indice de refracgé@o n; e uma espessura d;. Classificou-se o substrato, ou meio de saida,
(a direita) como sendo o filme 0. Os filmes finos foram classificados de 1 a q-1. A
variavel q refere-se a0 meio incidente (a esquerda) que, normalmente, € o ar. O feixe
incidente é E;, o reflectido é E; e o transmitido é Ej . Neste caso E, =0, uma vez
gue ndo existe feixe incidente na estrutura multicamada vindo do substrato. Pretende-se
estudar as relagdes entre essas trés quantidades referidas, E, , E, e Eg .
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6] | [6:] + [6a] | [o] | [6d + [l

| I
Ny Ng-1 : Nj+1 n; N1 : n

| I
| I

- - | ) ) S .
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A | A A : A [
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Figura4.4: Definicdes dos pardmetros para uma estrutura multicamada de filmes finos. Por
simplicidade, a direccdo de propagacdo de cada onda esta simplesmente indicada
como para a esguerda ou como para a direita e nem os angulos g nem a espessura
dos filmes estéo representados.

4.3.2 Caminho 6ptico

O caminho 6ptico no filme j é dado pela distancia x entre as frentes de onda,
marcadas no diagrama esquematico da Figura4.5, vezes o indice de refraccdo. As
frentes de onda sdo linhas de igual fase. Entdo, o caminho Optico pode ser definido,

LP =n;x = n;d; cosé, (4.29)

A espessura de fase do filme €,

g;= Kn,d; cosé; (4.30)

Relembre-se queK =2n/4. Um filme de quarto de onda (A/4), por exemplo, tem
g, = 71/ 2 (no caso daluz ter incidéncia normal).

Os angulos 4 séo determinados pelalei de Shell [2],

Ny Senéd, =n;send; = nysené, (4.31)

onde &, € o angulo de incidéncia e & € o angulo de reflexéo da luz da estrutura
multicamada.
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G+ | [1 | -1

o
Frentes
de onda

Figura4.5: Disténcia entre as frentes de onda (x), usada no célculo do caminho Optico.

4.3.3 Equacdes nainterface entre doisfilmes

Adopta-se a convencdo de que a fase da onda do filme j™ é zero nainterface com
o filme (j-1)™, isto é no lado direito do filme (Figura4.4). Entéo, na interface (j+1)/j
tem-se,

A esquerda: Ej'y , Ejg
A direita: Ef €9 , E[ €™

onde os vectores de fase, €9 e e, representam o desvio de fase sofrido pela onda ao
longo do filmej [4].

Usando as condicOes de fronteira, pode escrever-se,
EL+En.=E €%+E e (4.32)
nainterface (j+1)/j, com uma equagdo similar para H.
Agora, € conveniente definir,
E, =E +Ef (4.33)
H;=H] +H7 (4.34)

onde E; e H; sd0 os campos totais nainterface j/(j-1). Usando H;* =+u,E;, obtém-se,
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Ef :%(Ei +H;/u)

. (4.35)
Ej :E(Ej —Hjlu)
A equagdo (4.32) torna-se,
i
E;. =Cosg;E, 9 H; (4.36)
J
e smilarmente para H;+1,
H,, =iujsengE; +cosg;H; (4.37)

Estas duas Ultimas equagdes podem ser escritas naformamatricial,
[
E. cosg;, —seng; | E
(HJ 1] _ g u g ( i ] (4.38)
i iujseng;  €osg; ]
Estas equagGes mostram que em geral E; e H; sGo complexos.

A matriz 2 x 2, denominada de M;, contém todos os detalhes para o filme i"e
relaciona os valores de E e H de um lado do filme com os do outro lado. Note-se que
pode, igualmente, escrever-se,

E. E. E
=M T [=EMaM | (4.39)
Hj+2 Hj+1 Hj

deste modo, pode relacionar-se os valores de E e H no substrato com os do meio
incidente, onde go = 0, e consequentemente My € a matriz identidade:

E E
{qu: M 1M - ...MZM{HO] (4.40)

q 0

4.3.4 Coeficientesdereflexdo e transmissao

A relagdo de E;, Hq e Eo, Ho com as ondas incidente, reflectida e transmitida
pode ser escritanaformamatricial (usando a equacéo (4.35)),
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s
E; ) 2\1 -1/u, | H,
{Eo] (1}
=| |Es (4.42)
HO Ug

com Ey =0. Combinando as equagdes (4.40), (4.41) e (4.42),

E)_1(1 1y, 1),
== Mgi...My| ~ |E 4.43
[Egj 2(1 “Uug ) T ) (443

Desta equacéo pode obter-se as expressoes para a amplitude dos coeficientes de reflexéo
e transmisséo,

r=E,/E, (4.44)
t=Es/Eq (4.45)
e a intensidade dos coeficientes de reflexdo e transmissdo, denominada de reflectancia e

transmitancia,

2

R=|r =|E5 /E; (4.46)

u 2
T==2
u

q

E;/E;

(4.47)

E Gtil aqui definir-se a admitancia éptica Y. E igual & razéo entre Hq e E,, € €
portanto um indice de refraccdo efectivo para toda a estrutura do filme fino. Assim, Y &,
em geral, um nimero complexo [5],

Y =

C
= (4.48)

onde,

B 1
R oo
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Substituindo esta equacdo nas equacoes (4.43), (4.46) e (4.47):

R=|a ™Y (4.50)
Ug +Y

T = 4RelU)Re(Y) (4.51)
Juq +Y|

Estas equagtes seréo usadas para estudar as propriedades de uma determinada estrutura
de filmes finos. Note-se que as equagdes (4.29) a (4.50) aplicam-se iguamente a
polarizacdo s e p com a expressao apropriada para u dada pelas equagdes (4.25) e (4.26).
A Unica excepgdo € no caso em que existe absor¢do pelos filmes (indice de refraccdo
complexo). Nestes casos T + R#1 e a expressdo para T definida pela equagdo (4.51)
ndo pode ser usada. Contudo, pode ser deduzia de (4.43) e (4.47). Para uma incidéncia
normal Us, U, € N sdo iguals, equacoes (4.25) e (4.26).

4.3.5 Coeficiente de absor ¢éo

O fendbmeno da absor¢do traduz-se quando a luz incidente num filme é
convertida para outra forma de energia, normamente calor, dentro do proprio filme. A
absorvénciaestaligagdaaReaT através de,

1=R+T+A (4.52)

Normalmente, 0 meio incidente ndo é absorvente, ou pelo menos, ndo € o
suficiente atal ponto que, se for considerado sem absor¢do ndo ser4 uma perda grave da
generalidade do problema. Assim, considere-se que 0 meio incidente q na Figura4.4 é
transparente, pelo que uq apenas tem parte real. Combinando a equagdo (4.48) e (4.50)
pode-se reescrever areflectancia de uma estrutura multicamada de filmes finos:

O
R= u,B-CjuB-C (453)
u,B+C fu,B+C

No caso em que existe absor¢do pel os filmes, atransmitancia é dada por [1],

_(1-R)Re(ug) _ 4u, Re(uo)
~ Re(BCY)  (u,B+C)uyB+C)°

(4.54)

75



Microssistema laboratorial para andlise de fluidos bioldgicos

Relembre-se que o indice O representa o meio substrato/saida. Da equacéo (4.52), a
absorvéncia da estrutura multicamada ser,

1o 1 Re(Up)
A=(1 R){l Re(BCD)} (4.55)
onde,
_ 2uq(BCD+BDC)D (4.56)
(u;B+C)(usB+C)

4.4  Aplicacdo do método auma interface

Pode parecer estranho derivar uma teoria para uma situagdo complexa e aplica-la
agora a uma situacdo simples. Contudo, é o melhor exemplo para ilustrar como o
método pode ser aplicado. Seguidamente tentar-se-a saber quanta luz é reflectida da
superficie de um meio de indice de refraccdo ng. Neste caso ndo existe filme fino, mas a
teoria da seccéo 4.3 pode ser aplicadafazendo g = 1. Assim, Y = Uy € em consequéncia,

[ = Ezq ; ‘:Og (4.57)
= 2jqu | (4.58)

nas quais se assume que Up € Uy Sa0 reais. Estas equagdes séo conhecidas como as
equacdes de Fresnel. Podem ser escritas em termos dos campos eléctricos totais E'; e
E',. Para isso, usam-se as equagles (4.21) e (4.22) e substitui-se 0 u das equagdes
anteriores pelas equacoes (4.25) e (4.26), obtendo-se,

polarizacéo s.
e E'i _ Nq 0088, —no costy _ sen(6s —6y) (4.59)
E'; nqcosf, +nycosd, sen(b, +6,)
r= E'S _ 2n, cosg, _ 2sené, cosf, (4.60)

" E'%  nycosf, +nycosf,  sen(6, +6,)
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polarizacéo p:

tl

rl_

_E% _

E'y _ nqcosé, —nycosf, _ tan(6, —6,)
E's n,cosé, +nycosd, tan(d, +6,)

2n, cosg, _ 2send, cosé,

= EI; - nq COSHO + Ny COSHq B %n(eq + HO)COS(Hq _90)

(4.61)

(4.62)

No caso daluz ter umaincidéncia normal obtém-se para ambas as polarizagoes,

r'=r= (nq _nO)
(”q +n0)

2n

t'=t= 4
(nq +n0)

(4.63)

(4.64)

Na Figura4.6 representa-se a reflectancia do vidro (n=1.52) em funcdo do
angulo da luz incidente. Note-se que para a polarizacéo p, a reflectancia anula-se (ver
equacéo (4.61)) quando,

6y +6, =12

O valor de &, € chamado de angulo de Brewster e é dado por [1],

g, =tan"n

(4.65)

(4.66)

Para 0 vidro o angulo de Brewster é aproximadamente 56°. A incidéncia normal, tanto a
polarizacdo p como a s tém uma reflexdo de 4%.

100 4
90 -
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70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 A
10

Reflectancia (%)

0

s

—Polarizagéo s
Polarizagdo p

v

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Angulo (graus)

Figura4.6: Reflectancia de uma superficie de vidro em funcdo do angulo incidente, para a
polarizacéo s ep.
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4.5 Aplicagdo do método a um unico filme num substrato

45.1 Filmedidéctrico

Nesta seccdo investigar-se-a as propriedades de um filme fino dieléctrico
depositado num substrato. A admitancia optica para um unico filme depositado sobre
um substrato € deduzida das equactes (4.48) e (4.49),

B i1 1 Uy
v=S" onde ( j= €9 u1seng ( j= cosg* Uy N9 (a67)
B iupseng  cosg Yo iu; Seng + U, cosg

y = UpCcosg+iu; seng

(4.68)

( Ug

|(]sen g +cosg
u

1

A Figura4.7 mostra um grafico da reflectancia R, calculada das equacdes (4.50)

e (4.68), em funcdo de g (equacdo (4.30)). As curvas foram calculadas para um angulo
deincidéncianormal, 8= 0°.

30 ~
25 ~

20 ~

Reflectancia (%)

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50
Espessura da camada (x A /4 unidades)

Figura4.7: Reflectancia de filmes dieléctricos com diferentes indices de refraccdo em fungdo
da espessura do seu caminho Optico. Substrato de vidro com ng=1.5. Meio
incidente ar com ny=1.0. Angulo de incidéncia &,=0° x & um inteiro. Se
Aq =550 nm, entéo a regido visivel do espectro electromagnético estende-se de
AJA=0.78a1.38.
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Quando g=7n/2, cosg=0 e seng =1. A matriz M é dada por,

2

y=4 (4.69)
uO

Isto significa que o indice de refraccéo efectivo foi alterado de up para uf/ Uy,
quando o filme é aplicado. Assim, ao aplicar-se o filme, a reflectancia diminui se
Ug< U< U (usado para fazer revestimentos sem reflexdo) e aumenta se ug< Up< Uy
(usada para fazer revestimentos de elevada reflex&o). A estrutura comporta-se como se
tivesse um substrato de indice de refraccéo uf/uO para esse comprimento de onda
(A/4). Deste modo é possivel prever o comportamento de uma estrutura de filmes de
materiais diferentes, em que cada filme tem uma espessura do caminho Optico de A/4. A
estrutura denomina-se de “pilha de quarto de onda’. E utilizada como um bloco
basico para a construcdo de muitos tipos de filtros de filmes finos (por exemplo: filtro
passa-banda larga, filtro passa-banda estreita, filtro regjeita-banda) [5].

Para g=7, cosg=1e seng=0. A matriz M pode ser escrita,
M =
0 —_

Y =y, (4.70)

Neste caso, o indice de refraccéo efectivo € o mesmo que o do substrato (sem camada) e
a estrutura comporta-se como se no substrato ndo estivesse depositado nenhum filme,
para esse comprimento de onda (A/2).

Da equacdo (4.30) pode definir-se LP = nd , aincidéncia normal, como sendo a
espessura do caminho optico, onde d é a espessura do filme. Da andise redlizada,
conclui-se que, quando se usa um filme cuja espessura do caminho Optico tem valores
tais como A¢/4, 3A4/4, 5A4/4, ...., XA4/4, onde X é um inteiro impar, a reflectancia da
estrutura tem o0 Seu pico maximo ou minimo, consoante o indice de refraccéo do filme é
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maior ou menor que o indice de refraccdo do substrato, respectivamente. Para um filme
com espessuras do caminho optico de Aq/2, 2A¢/2, 3Aq /2, ..., XA4/2, onde x € um inteiro,
ndo existe variacdo na reflecténcia da estrutura em relacdo ao valor da reflectancia do
substrato sem filme.

E importante notar que as camadas com espessuras de caminho éptico A/4 e A/2,
terdo propriedades diferentes & medida que o comprimento de onda varia. 1sto ocorre
porgue g depende de A, segundo a equacdo (4.30). Note-se ainda que um filme com uma
espessura de caminho oOptico de A/4 aincidéncia normal, ndo sera mais um filme de A/4
se 0 angulo de incidénciafor diferente (equacéo (4.30)).

45.2 Filmemetdlico

A principa caracteristica dos meios condutores € a presenca de cargas eléctricas
livres (no sentido em que ndo estdo ligadas e podem circular no interior do metal). Nos
metais estas cargas sdo electrdes, e 0 seu movimento pode dar origem a correntes
eléctricas. Quando se aplica um campo E exterior, a corrente que flui através da area
unitéria, relaciona-se com a condutividade do meio (um condutor ideal teria uma
condutividade infinita). A absorcdo da energia radiante por um material € portanto
funcéo da sua condutividade [2].

Uma vez que existe uma elevada taxa de absor¢éo nos filmes metalicos,
utilizam-se normalmente filmes metalicos muito finos, muito menores que a espessura
de um comprimento de onda. A reflectancia de um filme muito fino pode ser calculada
de (4.63) para a incidéncia normal, considerando que ng é complexo. Para o aluminio,
por exemplo, obtém-se R=92% e para a prata obtém-se R=96% (Figura4.8). Neste
caso T = 0% devido a absor¢do do filme.

A Figura4.9 representa a reflectancia espectral, a incidéncia normal, para varios
filmes metdlicos (os mais utilizados). O ouro é provavelmente o melhor material para
revestimentos reflectores na regido infravermelha do espectro. O aluminio e a prata séo
os que tém melhor reflectancia na zona visivel. O aluminio é o material mais adequado
em termos de compatibilidade de fabrico, mas infelizmente tem maiores perdas por
absorcéo do que a prata e mesmo do que o ouro, naregido visivel. Para esta regido do
espectro a prata parece ser 0 melhor material. Contudo, oxida quando exposta ao ar.
Este problema pode ser contornado se o filtro for selado [1].
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Figura 4.8: Reflectancia de uma superficie de aluminio e prata em funcdo do angulo.
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Figura4.9: Reflectancia da prata, do cobre, do ouro e do aluminio, em funcéo do comprimento
de onda.

Os filmes metdlicos sdo bastante utilizados para revestimentos de elevada
reflexdo e sdo frequentemente revestidos com um filme fino dieléctrico de modo a
reduzir as perdas por absorcdo e a proteger 0 meta da atmosfera. As suas outras
utilidades comuns sdo em filmes finos para os interferOmetros e polarizadores
birrefringentes[3]. Contudo, fora destas aplicactes, os filmes metalicos ndo sdo muito
utilizados devido as suas perdas por absorcdo. Por este motivo o filtro Optico sera
implementado com materiais diel éctricos.
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4.6 Aplicagdo do método a uma estrutura multicamada de filmes
finos dieléctricos

A combinacdo de camadas com indices de refraccdo elevados e baixos e com
determinadas espessuras resulta, conforme foi referido no estudo tedrico, num espectro
de reflexdo da estrutura multicamada com maximos e minimos em determinados
comprimentos de onda. Como nos filmes dieléctricos a absor¢do é muito pequena, o
espectro da transmissdo € praticamente o inverso do da reflexéo.

Das equaces (4.48) e (4.49), para um par de filmes, uns de baixo (u.) e outros
de elevado (uy) indice de refraccdo, obtém-se (assumindo, por simplicidade de calculo,
camadas de A/4 de espessura do caminho optico),

B 1 o 4o )1
Uo iuy, O Niu. O Uo

isto &,
2
v=C2 (”—”]uo 4.72)

O €feito de serem utilizadas duas camadas é o de multiplicar a admitancia do
substrato pelo factor (uj /u?) . Se se adicionar mais um par a dupla camada j& existente,

aadmitancia sera multiplicada por mais um factor de (uf /u?) . De um modo geral,

Y = (”—”] Uo (4.73)

U

onde N é 0 nimero de pares de camadas HL. Combinando numa estrutura camadas de
Al4 e camadas de A/2, consegue-se para determinados comprimentos de onda reduzir a
reflexdo e assim implementar filtros passa-banda ou rejeita-banda através de determina-
dos arranjos dessas camadas. A Figura 4.7 ilustra esses principios.

Dois exemplos da combinacdo de camadas de A/4 e de A/2 sdo as estruturas
seguintes,

Ar HLH LL HLH Vidro (4.74)

ou,
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Ar HLHL HH LHLH Vidro (4.75)

onde H e L representam materiais dieléctricos com indice de refraccdo elevado e baixo,
respectivamente.

A matriz caracteristicado primeiro caso &
M= MHMLMH MLML MHMLMH
Daequacéo (4.67), amatriz M pode ser escrita, aincidéncianormal,

0

M=| ™ (4.76)
o -
n;

-1 0
MM, = 0 -1 =-My

onde My € a matriz identidade. A espessura do par central € de A/2, 0 que ndo altera o
valor da reflectancia para o comprimento de onda projectado (ver seccéo 4.5.1, equagéo
(4.70)). Se 0 seu efeito € nulo, a matriz caracteristica do sistema € equivaente &

M= -MHMLMHMHMLMH

Verifica-se novamente a mesma situacao para o novo par central,

-1 0
MHMH: O _1 :_MO

O resultado final € dado por:

10
M = =M,
o 3

Para a frequéncia para a qual o filtro foi projectado, o coeficiente de reflexdo
paraaincidéncia normal é, com base na equacédo (4.50),

nq _no
Ny + Ny

r= 4.77)
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O resultado é idéntico ao de um substrato ndo revestido (equacdo (4.63)). Em particular,
paa o vidro (np=152) e a (ng=1), a reflectdncia minima (tedrica) é de
R= |r|2 =0.043, logo a transmitancia méxima (tedrica) é de T = 95.7% (desprezando as

reflexdes na superficie posterior do substrato e todas as perdas nos filmes). E importante
relembrar que as camadas com espessuras de caminho éptico A4 e A2, terdo
propriedades diferentes a medida que o comprimento de onda varia.

4.7 Projectodofiltro optico

Na seccdo 1.2.2 referiu-se que a utilidade dos filtros épticos no Microlab € a de
permitir a medic&o do valor da concentraco de uma determinada biomolécula na urina
utilizando luz branca como fonte emissora de luz, evitando assim o recurso a uma fonte
de luz monocrométi ca especifica

Relembre-se que a medicdo da concentragdo é baseada na absorgdo Optica da luz
pelas moléculas presentes na amostra, para um comprimento de onda bem definido da
regido visivel do espectro electromagnético. Assim, o filtro optico deve ser um filtro
passa-banda cuja funcdo é seleccionar o comprimento de onda adequado a biomolécula
em andlise. Uma vez que esse comprimento de onda é bem definido, o filtro
passa-banda deve ter elevada selectividade (passa-banda estreita). A importancia desta
caracteristica sera abordada na seccéo 4.8.

4.7.1 Selectividade de um filtro passa-banda

O espectro de transmisséo dos filtros passa-banda pode ser representado pela
Figura 4.10. Um parametro importante para caracterizar a selectividade/largura de banda
do filtro € a FWHM (Full-Width-Half-Maximum), ou seja a largura do pico a metade da
suaintensidade méxima,

FWHM = A, - A, (4.78)

onde A, e A; correspondem ao comprimento de onda a metade da sua intensidade
maxima, a direita e a esquerda do centro do pico, respectivamente (Figura4.10). O valor
do FWHM traduz a quaidade do filtro éptico em termos da sua capacidade para
seleccionar uma banda estreita do espectro el ectromagnético.
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Figura 4.10: Esgquema do célculo da FWHM de um filtro passa-banda.

4.7.2 Canal optico

A Figura4.11l apresenta, esguematicamente, a estrutura do cana Optico do
Microlab (seccdo em corte). A sua operacdo € baseada na absorcdo Optica para um
comprimento de onda bem definido do espectro visivel. O feixe emissor de luz branca
incidente no Microlab € processado, pelo filtro Optico, de modo a obter-se apenas uma
banda estreita de comprimentos de onda. A intensidade das componentes espectrais
transmitidas através do fluido é medida usando um fotodetector posicionado por baixo
do filtro 6ptico. O canal Gptico € constituido por:

Ar como meio de incidéncia.

Camadas de filmes finos.

Vidro como substrato.

Camada de cerca de 650 nm de SiO; (inerente ao processo de fabrico do
fotodetector, ver seccéo 5.3).

Silicio como meio de saida.

Luz incidente
Ar
LI P
i Filtro optico

Canal Z v de filmes finos
optico

Vidro —» Microfluidos
S0, i

..................... . Fotodetector
Si

v

Figura4.11: Estruturado canal Optico do Microlab.
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4.7.3 Requisitos para o espectro de transmissdo do filtro optico

O espectro de transmisséo do filtro passa-banda deve ter uma selectividade tal
gue a sua FWHM sgja inferior a 10 nm, quando o Microlab € fabricado apenas para
analisar uma biomolécula (este valor € obtido das caracteristicas espectrais das
biomoléculas a utilizar). Os requisitos para a andlise de mais que uma biomol écula seréo
apresentados em 4.8.2. O valor do pico do espectro de transmissdo deve ser 0 mais
elevado possivel. Esse valor deve ter no minimo o dobro do valor de qualquer pico
indesgjavel (de ruido) que apareca dentro da gama visivel do espectro electromagnético
(Figura4.12).

T %) |

> 2X-

A

Figura 4.12: Requisito para aintensidade da transmissdo do pico.

) 7 (m)

1

Pretende-se também que o filtro tenha o menor nimero possivel de camadas,
para facilitar o processo de fabrico. Da teoria, viu-se que quanto maior 0 nimero de
camadas mais selectivo é o filtro. Contudo, € necessario encontrar um CoOmMpromisso
entre 0 nUmero de camadas e os valores pretendidos para atransmitanciae a FWHM.

4.7.4 Escolha dosmateriais

O substrato no qual serdo depositadas as camadas € de vidro (Corning 7059),
com 500 um de espessura e com um indice de refraccéo de n = 1.52 [11]. Escolheu-se o
vidro porque é um material transparente e também porque foi neste material que foi
realizado o prot6tipo do sistema de microfluidos. Numa solugéo total mente integrada, os
filtros seriam depositados nalamela que contém os orificios.

Os filmes metalicos tém elevadas perdas por absorcéo, pelo que, tal como foi
referido, ndo serdo utilizados. Assim, a estrutura multicamada de filmes finos é
constituida apenas por filmes dieléctricos, que, quando bem projectados, e obviamente
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bem fabricados, produzem elevada transmissdo e baixas perdas por absorcdo. Os
dieléctricos escolhidos foram o SO, (dioxido de silicio) e o TiO, (didxido de titanio).
Esta escolha deveu-se em primeiro lugar ao facto de ambos serem materiais duros pelo
gue sdo extremamente dificels, ou mesmo quase impossiveis, de remover do substrato.
Em segundo lugar, a estrutura multicamada deve ser implementada com materiais que
tenham um indice de refraccéo baixo e elevado intercaladamente (ver seccdo 4.5). Em
terceiro lugar, de entre os dieléctricos com indices de refraccdo baixos, escolheu-se o
SiO, porque a sua dependéncia do indice de refraccdo dentro da gama visivel de
comprimentos de onda € praticamente constante (1.47 a 1.45). Por fim, a escolha de um
dieléctrico com indice de refraccdo elevado recaiu sobre o TiO, devido a facilidade de
fabrico, uma vez que 0 processo para a Sua deposicdo encontravase bem
caracterizado [12].

Na Figura4.13 apresenta-se 0 espectro de transmissdo e reflexdo destes dois
materiais em funcdo da espessura do filme. Note-se que ambos os filmes ndo absorvem
nos comprimentos de onda da gama visivel, uma vez gque os seus indices de refraccéo
tém apenas componentes reais. Assim, R+ T=100% conforme visualizado na
Figura4.13. Os valores utilizados para os indices de refraccéo dos materiais descritos ao
longo desta tese sdo os fornecidos pela base de dados da Sopra Company [13]. Caso
contrario serd referido. As tabelas com os indices de refraccdo destes dois materiais
encontram-se no Anexo Il.

100 - -+ 100
90 - - 90
80 - - 80
L 70- S
o | —TdeTiO, 1 Pt
5 60 T de SiO, 60 S
€ 50+ R de SiO, TS50
é 40 - ~-RdeTiO, + 40 §
© i | (O]
g 30 30
20 | - 20
10 - 10
L >
o T T T 0
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Espessura da camada (x A/4 unidades)

Figura 4.13: Vaores da transmitancia e da reflectancia do TiO, e SiO, em fungdo da espessura
da camada. Considerou-se cada camada independente e depositada num substrato
devidro comn = 1.52.
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4.75 Software de simulacao de filmesfinos

Da teoria de filmes finos constatou-se que 0s métodos matematicos sdo bastante
Uteis para 0 projecto de uma estrutura inicial, que sera apenas uma aproximacao
grosseira ao pretendido. Uma vez que existem imensos parametros a variar, devem ser
utilizadas técnicas de optimizacdo computaciona que partem dessa estrutura grosseira
em direccdo a uma estrutura melhorada. Contudo, o resultado final pode ficar aguém da
caracteristica ideal, pelo que devem ser realizados refinamentos para gjuste de alguns
parametros.

Um software profissional de projecto de filmes finos “TFCalc 3.4” (fornecido
pela Software Spectra, Inc.) [14], desenvolvido especialmente para o tipo de calculos
opticos pretendido, foi utilizado em todas as simulagdes computacionais dos filtros
opticos. Essas simulagBes incluem a dependéncia do comprimento de onda das
propriedades épticas dos materiais.

4.7.6 Simulacdes Opticas

O &cido urico foi a primeira biomolécula candidata ao Microlab. Assim, o filtro
optico foi projectado parater um maximo de transmitancia a 495 nm. Este comprimento
de onda € o valor para o qual as moléculas de écido Urico, apis reagirem com o reagente
adeguado, tém o maximo de absorvéncia[15].

A Tabelad.l apresenta um arranjo de camadas dieléctricas com uma
combinacdo de espessuras das camadas de forma a obter-se o melhor desempenho
possivel, dentro dos requisitos propostos. A estrutura € composta por 11 camadas. A
simulacdo do espectro de transmissdo (Figura4.14) revela que o desempenho do filtro
satisfaz 0s requisitos propostos, uma vez que o valor maximo da transmitancia € de
91.4% e a FWHM é de 5.5 nm. Se se reduzisse 0 nimero de camadas, a FWHM seria
maior que 10 nm.
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Tabela4.1: Material e espessura das camadas do filtro passa-banda.

Camada 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
Material TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO,
Espessura (nm) 60 45 80 65 75 80 75 45 50 45
Illuminant: WHITE Angle: 0.0 i{deg)
Medinum: ATER Reference: LEO. 0O frm)
Substrate: 7oLE3 Polarization: Awe
Exit: s2I1no = First Surface:Front
Detactor: IDEAL
Q0.0

20,01

0.0

s0.01

50,01

40.0 1

30,01

Z0.0 1

10.01

450

Transmittance (%)

W=

00

&50

Wawelength (nm)

e}

Figura4.14: Simulacdo do espectro de transmissdo, em funcdo do comprimento de onda, do
filtro passa-banda com a estruturada Tabela 4.2. Ty = 91.4%, FWHM = 5.5 nm.

Um arranjo baseado na estrutura referida em (4.75), ou sga, Ar HLHL HH
LHLH Vidro, apresenta-se na Tabela4.2. A estrutura é composta por 9 camadas
dieléctricas. A simulacdo Optica, apresentada pelo espectro de transmissédo da
Figura4.15, revela que esta estrutura € a melhor opcéo para o filtro passa-banda em
termos de caracteristicas Opticas e praticabilidade. O seu desempenho satisfaz os
requisitos pretendidos, uma vez que o valor maximo da transmitancia é de 94.2% e a
FWHM é de 7.5nm. Para dém de satisfazer os requisitos, esta estrutura apresenta
menos duas camadas do que a anterior (ver Tabela4.1), o que é vantajoso em termos de

facilidade de fabrico.
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Tabela4.2: Material e espessura das camadas do filtro passa-banda com a estrutura dos filmes:
HLHL HH LHLH.

Camada 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Material TIO, SIO, TIO, SIO, TIO, SIO, TIO, SIO, TIO,
Espessura (nm) 41 85 41 85 80 85 41 85 41
Illuminant: WHITE Angle: o.0 {deg)
Medinm: ATER Reference: EEO.0O frm)
Bubstrate: JaLEs Polarization: Awe
Exit: SIlo0_= First Surface:Front
Detector: IDEAL
20.0 1
20.0 1
70.0 1
&0._0 1
E0._0 1
40_10 1
0.0 1
Z0.0 1
10.0 9
o.a y t t t
400 450 =yu ] 550 &00 &50 Foa

Transmittance (%) ws TWawvelength (mm)

Figura4.15: Simulagdo do espectro de transmissdo, em fungdo do comprimento de onda, do
filtro passa-banda com a estruturada Tabela 4.2. Ty = 94.2%, FWHM = 7.5 nm.

O desempenho do filtro passa-banda pode ser melhorado aumentando o nimero
de camadas dieléctricas (Tabela 4.3, Figura 4.16). Contudo, a complexidade do processo
de fabrico aumenta. Note-se que esta estrutura tem 0 mesmo nimero de camadas da
apresentada na Tabela4.1 e um desempenho bastante melhor. Assim, a estrutura com
uma combinagéo de camadas de A/4 e A/2, conforme apresentado em (4.74) ou (4.75),
parece ser a mais adequada para o Microlab, em especial a estrutura descrita na
Tabela4.2.
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Tabela4.3: Material e espessura das camadas do filtro passa-banda com a estrutura dos filmes:
HLHLH LL HLHLH.

Camada 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Material TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO, SiO, TiO,
Espessura (nm) 41 85 41 85 41 170 41 85 41 85 41
Illuminant: WHITE Angle: 0.0 i{deg)
Medinum: ATER Reference: LEO. 0O frm)
Substrate: 7oLE3 Polarization: Awe
Exit: s2I1no = First Surface:Front
Detactor: IDEAL
Q0.0
20.0 4
TFa.0
&0.0 1
Lo. 0o
40.0 1
0.0
Z0.0 1
1la.0 4
o.o + t + T t 1
400 450 Eao EED &an &E0 Fan

Transmittance (%) ws TWawelength (nm)

Figura4.16: Simulacdo do espectro de transmissdo, em funcdo do comprimento de onda, do
filtro passa-banda com a estruturada Tabela 4.3. T = 94.7%, FWHM = 3.6 nm.

O software utilizado permite introduzir a eficiéncia quantica do detector real. Se
os espectros fossem simulados considerando o detector real, o valor de pico da
transmitancia descia para cerca de 60% (para A =495 nm). No fina da seccéo 4.8.3,
ilustra-se uma simulacéo considerando o diodo real fabricado.

O filtro passa-banda da Figura4.15 é, portanto, adequado e necessario para, no
Microlab, se medir a concentracdo de acido Urico na urina. Contudo, para se utilizar
como fonte emissora de luz uma luz branca convencional, € necessario suprimir aregido
ndo visivel do espectro electromagnético. Uma lampada convenciona de filamento
incandescente, como por exemplo a lampada de tungsténio, tem um espectro de
emissao, tipicamente, entre 320 nm a 2600 nm [16]. Para suprimir a gama espectral ndo
visivel, um filtro passa-banda comercialmente disponivel, deve ser colocado no topo do
Microlab. Um exemplo pode ser o filtro com areferéncia BG40 ou VG6, da Schott [17].
As especificacOes técnicas destes dois filtros encontram-se no Anexo 1.

91



Microssistema laboratorial para andlise de fluidos bioldgicos

Anaisando a estrutura da multicamada do filtro optico seleccionado para o
Microlab, constata-se que é similar a estrutura denominada de “interferometro de
Fabry-Perot”. Uma descricdo completa da sua teoria pode ser consultada em [1, 6, 18].
Sucintamente, a sua estrutura € composta por duas superficies, denominadas de
“espelhos’, posicionados paralelamente um ao outro, geralmente separados por ar. A
expressdo que relaciona a distancia entre os espelhos e o comprimento de onda que é
transmitido, é dada por,

2nd = Am (4.79)

onde n € o indice de refraccdo do meio de espacamento entre os espelhos, d é adistancia
entre os espelhos (ou a espessura desse meio de espacamento), A € o comprimento de
onda da luz incidente e m é a ordem de interferéncia. No caso da estrutura escolhida
para o filtro optico, HLHL HH LHLH, pode dizer-se que as quatro primeiras camadas
s80 0 espelho 1, acamada 5 € a camada de espacamento e as quatro Ultimas camadas sdo
o espelho 2.

4.8 Projecto da matriz defiltros opticos

4.8.1 Principio

Da teoria de filmes finos (seccdo 4.3) sabe-se que as camadas tém propriedades
diferentes a medida que o comprimento de onda varia. Esta dependéncia pode ser usada
para desviar a banda espectral de transmissdo para outros comprimentos de onda,
mexendo na espessura de alguma, ou algumas, camadas. Assim, em vez de se projectar
um unico filtro éptico, porgue ndo projectar mais filtros épticos de tal forma que, com o
mesmo Microlab, se consiga analisar mais biomoléculas na urina? Paratal, € necessario
verificar se existem mais biomoléculas que possam ser analisadas por deteccéo
colorimétrica. Na Tabelad4.4 encontram-se 16 biomoléculas que preenchem esse
requisito, assim como o valor do comprimento de onda para o qual cada uma delas tem
0 maximo de absorvéncia (necessario para projectar os filtros). Uma terceira coluna
informa ainda que algumas dessas biomoléculas podem ser analisadas ndo sb na urina
como também no plasma, no soro sanguineo e no fluido cerebrospina. Toda esta
informacdo foi retirada do manual de diagnéstico da Sgma-Aldrich [15], de informagéo
fornecida por laboratorios de andlises clinicas e de medicGes por espectrofotometria
realizadas no Departamento de Fisicada UM.
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Tabela4.4: Dezasseis biomoléculas que podem ser analisadas por deteccdo colorimétrica.
U (Urina), S(Soro sanguineo), P (Plasma sanguineo), CSF (Fluido cerebrospi-
nal) [15].

Comprimento de onda do

Biomolécula a analisar L o~
maximo de absorvéncia

Fluido bioldgico

17- Cetosterdides 480 U
Cloro 488 U,S
Acido Urico 495 U, CSF
Colesteral 503 U,S
Glicose 512 uU,S
Magnésio 520 U,S
Creatinina 528 UsSpP
Ureia 536 U
Hemoglobina 544 Uu,pP
B glucuronidase 552 U,S
Bilirrubina 560 U, S
L eucina aminopeptidase 568 U
Célcio 575 U, S
Oxalato 583 U
Proteina Total 591 U
Albumina 600 uU,S

4.8.2 Requisitos para o projecto da matriz defiltros 6pticos

Da Tabela4.4 concluiu-se que os comprimentos de onda para os quais as
biomoléculas tém o0s seus maximos de absorvéncia sdo proximos. Distam, em média,
8 nm. E pois necessério que os filtros opticos tenham el evada selectividade. Assim, cada
filtro Optico deve ter uma FWHM menor que 6 nm, de forma a evitar que a medida da
concentracdo de uma dada biomolécula ndo seja afectada pelas biomoléculas que se
encontram na sua vizinhanga, uma vez que 0S Seus espectros de absorvéncia se
sobrepdem (ver seccéo 7.1).

Os 16 filtros opticos podem ser dispostos em forma de uma matriz 4 x 4. Uma
impressdo artistica encontra-se na Figura4.17. Essa matriz seria colocada por cima da
camara de deteccdo. Por baixo desta estariam 16 fotodetectores alinhados com os filtros
opticos. Ter-se-iaassim 16 canais Opticos como o da Figura4.11.
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Vidro

Figura4.17: Impressdo artistica dos 16 filtros opticos.

Pretende-se que a complexidade do processo de fabrico dos 16 filtros Opticos
ndo aumente 16 vezes. Para tal, € necess&rio cumprir mais alguns requisitos. Em
primeiro lugar, os filtros devem ter o menor nimero possivel de camadas, cumprindo o
requisito de cadafiltro ter uma FWHM < 6 nm. Em segundo lugar, deve arranjar-se uma
combinagdo de espessuras das camadas que permita que o nimero de deposicdes de
filmes sgja a menor possivel. Caso contrério, com 16 filtros Opticos de 11 camadas
seriam necessarias 11x16 = 176 deposicdes. Isto ndo é viavel (seria um processo de
fabrico muito complexo e demorado). Da teoria de filmes finos, a banda espectral de
transmissdo € desviada para outros comprimentos de onda, se a espessura de uma
camada for alterada. Esta dependéncia, neste caso particular, € vantgjosa e deve ser bem
trabalhada de tal forma que sejam ateradas as espessuras do menor nimero possivel de
camadas. Em terceiro lugar, pretende-se que os 16 filtros épticos sejam fabricados na
mesma sequéncia e processo de fabrico. Para tal sGo necessérias méscaras para que as
deposic¢les das camadas especificas a um so filtro éptico ndo afectem os outros filtros
opticos. Aqui € de igual modo necess&rio encontrar um arranjo para a disposi¢cdo dos
filtros Opticos na matriz que minimize 0 nimero de mascaras a usar. Em resumo, €
NECessario arranjar um CoOMpPromisso entre as espessuras das camadas, 0 numero de
camadas, 0 nimero de méscaras, 0 niumero de deposicdes e 0 desempenho dos filtros
opticos.

4.8.3 Simulacdes opticas da matriz de filtros opticos

Os resultados das simulagdes dpticas sdo apresentados através dos espectros de
transmissdo para os 16 filtros épticos (Figura4.18). Esses resultados revelam que a
estrutura da Tabela 4.5 € amelhor opgcdo em termos de caracteristicas Opticas, requisitos
propostos e praticabilidade. Cada filtro Optico necessita de 11 camadas para cumprir
uma FWHM < 6 nm. A estrutura dessas camadas ser4 entdo, HLHLH LL HLHLH. A
camada 6 (camada central — LL) foi projectada conjuntamente com as outras, de tal
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forma que, variando apenas a sua espessura (mantendo a espessura das restantes)
consegue-se obter os 16 filtros Opticos. A sua espessura varia de 140 nm a 230 nm com
incrementos de 6 nm. Essa variagdo resulta num varrimento do comprimento de onda
em 120 nm (480 nm a 600 nm). Os picos distam entre s de 8 nm, em média. Os
12 picos centrais tém uma FWHM <3.5nm. Os 2 primeiros picos (A; =480 nm,
A2=488nm) tém uma FWHM =5nm e os 2 Ultimos picos (Ai5=591nm e
A16 = 600 nm) tém uma FWHM = 6 nm. O valor de pico da transmitancia varia de 86%
a 92%. Os picos indesgiados, que no presente caso encontram-se a volta dos 425 nm,
tém uma intensidade menor que a metade da transmitancia maxima do seu pico
correspondente. As espessuras das camadas foram optimizadas para obter-se o menor
nimero de mascaras e deposicOes, conforme se vera na seccdo 6.2 que descreve o
fabrico dos filtros épticos.

100 —Filtro 1

— Filtro 2

90 Filtro 3
n Filtro 4
—Filtro 5
70 —Filtro 6
—Filtro 7
60 - —Filtro 8
Filtro 9

— Filtro 10

—Filtro 11

— Filtro 12

—Filtro 13

— Filtro 14

Filtro 15

— Filtro 16

80 -

Transmitancia (%)

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.18: Simulacdo da transmitancia, em funcdo do comprimento de onda, para a matriz de
16 filtros dpticos. A estrutura dos filtros encontra-se na Tabela4.5. A camada 6 é
de SIO, e a sua espessura varia de 140 nm a 230 nm com incrementos de 6 nm para
fornecer o deslocamento do pico de transmissdo.
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Tabela4.5: Material e espessura das camadas da matriz de filtros épticos passa-banda, com a
estrutura HLHLH LL HLHLH.

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3 Filtro 4 Filtro 5
Pico = 480 nm Pico = 488 nm Pico = 495 nm Pico = 503 nm Pico = 512 nm
N°. Camada | Material Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (hm)
1 TIO2 45 45 45 45 45
2 S102 95 95 95 95 95
3 T102 45 45 45 45 45
4 SI02 95 95 95 95 95
5 TIO2 45 45 45 45 45
6 SI02 140 146 152 158 164
7 T102 45 45 45 45 45
8 SI02 95 95 95 95 95
9 TIO2 45 45 45 45 45
10 S102 95 95 95 95 95
11 T102 45 45 45 45 45
Filtro 6 Filtro 7 Filtro 8 Filtro 9 Filtro 10
Pico = 520 nm Pico = 528 nm Pico = 536 nm Pico = 544 nm Pico = 552 nm
N°. Camada | Material Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (hm)
1 TIO2 45 45 45 45 45
2 S102 95 95 95 95 95
3 T102 45 45 45 45 45
4 SI02 95 95 95 95 95
5 TIO2 45 45 45 45 45
6 SI02 170 176 182 188 194
7 T102 45 45 45 45 45
8 SI02 95 95 95 95 95
9 TIO2 45 45 45 45 45
10 S102 95 95 95 95 95
11 T102 45 45 45 45 45
Filtro 11 Filtro 12 Filtro 13 Filtro 14 Filtro 15 Filtro 16
Pico = 560 nm Pico = 568 nm Pico = 575 nm Pico = 583 nm Pico = 591 nm Pico = 600 nm
N°. Camada | Material Espessura (hm) | Espessura (hm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (nm) | Espessura (nm)
1 TI02 45 45 45 45 45 45
2 SI02 95 95 95 95 95 95
3 TI02 45 45 45 45 45 45
4 SI02 95 95 95 95 95 95
5 TI02 45 45 45 45 45 45
6 S102 200 206 212 218 224 230
7 TIO2 45 45 45 45 45 45
8 S102 95 95 95 95 95 95
9 TIO2 45 45 45 45 45 45
10 S102 95 95 95 95 95 95
11 TIO2 45 45 45 45 45 45

Um outro arranjo com 11 camadas dieléctricas apresenta-se na Tabela4.6.
Tentou optimizar-se as camadas e as suas espessuras para 0 mesmo numero de camadas,
0 mesmo nimero de mascaras e de deposicdes e a mesma gama de comprimentos de
onda do filtro projectado anteriormente. No arranjo que mais se aproximou dos
objectivos, a variacdo das espessuras das camadas 5 e 7 resulta na obtencdo dos
16 filtros Opticos. Em qualquer dos casos, a utilizacdo do software de simulacdo de
filmes finos € fundamental. Contudo, neste caso particular, sem as simulacdes seria
extremamente dificil obter-se resultados vidveis. O desempenho desta estrutura é
ilustrado pela Figura 4.19. Para manter o0 mesmo nuimero de camadas, de mascaras e de
deposicdes do filtro anterior (Figura4.18), a gama de comprimentos de onda varrida é
menor, 84 nm (496 nm a 580 nm). A FWHM ¢ ligeiramente pior. Os 10 picos centrais
tém uma FWHM =4 nm. Osfiltros 3 e 14 tém uma FWHM = 6 nm. Osfiltros 1 e 2 tém
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uma FWHM = 10 nm e osfiltros 15 e 16 tém uma FWHM =7 nm. Além disso os picos
ndo se encontram espacados uniformemente. O valor da transmitancia, para alguns
filtros, € ligeiramente superior relativamente a estrutura anterior. Esta estrutura podera
ter vantagens em certos processos de fabrico, uma vez que as camadas tém valores de
espessuras mais aproximados umas das outras que no caso anterior.

Tabela4.6: Materia e espessura das camadas da matriz de filtros dpticos passa-banda, com um
arranjo de camadas diel éctricas.

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3 Filtro 4 Filtro 5
Pico = 496 nm Pico = 503 nm Pico = 508 nm Pico = 512 nm Pico = 519 nm
N°. Camada | Material Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (hm)
1 TIO02 65 65 65 65 65
2 S102 60 60 60 60 60
3 T102 55 55 55 55 55
4 SI02 80 80 80 80 80
5 TIO2 60 65 60 65 60
6 S102 85 85 85 85 85
7 TIO2 75 75 80 80 85
8 Sl02 70 70 70 70 70
9 TI02 55 55 55 55 55
10 S102 65 65 65 65 65
11 T102 55 55 55 55 55
Filtro 6 Filtro 7 Filtro 8 Filtro 9 Filtro 10
Pico = 523 nm Pico = 530 nm Pico = 535 nm Pico = 543 nm Pico = 548 nm
N°. Camada | Material Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (hm)
1 TIO02 65 65 65 65 65
2 S102 60 60 60 60 60
3 T102 55 55 55 55 55
4 SI02 80 80 80 80 80
5 TIO2 65 60 65 60 65
6 S102 85 85 85 85 85
7 TIO2 85 90 90 95 95
8 Sl02 70 70 70 70 70
9 TI02 55 55 55 55 55
10 S102 65 65 65 65 65
11 T102 55 55 55 55 55
Filtro 11 Filtro 12 Filtro 13 Filtro 14 Filtro 15 Filtro 16
Pico = 555 nm Pico = 559 nm Pico = 564 nm Pico = 569 nm Pico = 575 nm Pico = 580 nm
N°. Camada | Material Espessura (hm) | Espessura (hm) | Espessura (nm) | Espessura (hm) | Espessura (nm) | Espessura (nm)
1 TI02 65 65 65 65 65 65
2 SI102 60 60 60 60 60 60
3 TI02 55 55 55 55 55 55
4 SI102 80 80 80 80 80 80
5 TIO2 60 65 60 65 60 65
6 SI102 85 85 85 85 85 85
7 TIO2 100 100 105 105 110 110
8 S102 70 70 70 70 70 70
9 TIO2 55 55 55 55 55 55
10 S102 65 65 65 65 65 65
11 TIO2 55 55 55 55 55 55

Independentemente da estrutura das camadas, um filtro comercial terg, de igua
modo, que ser utilizado no topo do Microlab. As razdes da sua utilizacdo e tipo de filtro
s80 as mesmas descritas em 4.7.6.

Analisando o desempenho destas duas estruturas, conclui-se que, se 0 Processo
de fabrico for fidvel e preciso, amelhor opcéo sera a estruturada Tabela 4.5. A estrutura
apresentada na Tabela 4.6 tem uma transmitancia ligeiramente mais elevada em alguns
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filtros. Contudo, para as medi¢des pretendidas, esta vantagem nédo é relevante, uma vez
que essas medicdes sdo realizadas sempre em relagdo a um reagente e a um calibrador
de concentracdo conhecida. Por isso, € mais relevante que a gama de comprimentos de

onda percorrida seja maior, 0 que se traduz num maior nimero de biomoléculas a
analisar.
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— Filtro 2

90 4 Filtro 3
80 | Filtro 4

Transmitancia (%)

—Filtro 5
N — Filtro 6
— Filtro 7
o — Filtro 8
Filtro 9
o — Filtro 10
— Filtro 11
o) — Filtro 12
— Filtro 13
20 | — Filtro 14
Filtro 15
00 - ‘ \ — Filtro 16
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\\\ .: \\\& 2 Q ) A‘» /) S =

400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.19: Simulacdo da transmitancia, em funcédo do comprimento de onda, para uma matriz
de 16 filtros 6pticos com a estrutura da Tabela4.6. A variacdo das espessuras das
camadas 5 e 7 fornecem o deslocamento do pico de transmissdo.

A Figura4.20 apresenta os espectros de transmissdo, para a estrutura da
Tabela4.5, simulados com o detector real. Observa-se que o valor maximo dos 16
espectros forma uma envol vente representada pela linha a tracejado na Figura 4.20. Essa
envolvente esta relacionada com a camada de SIO, de 650 nm de espessura do
fotodetector (ver Figura4.11). Relembre-se que as medic¢des pretendidas sdo realizadas
sempre em relacdo a um reagente e a um calibrador com um padréo de concentracéo
conhecida. Assim, quer o efeito do fotodetector, quer a flutuacdo da luz branca, podem
ser desprezados neste tipo de medicdes relativas.

Duas outras solucdes para a matriz de filtros épticos encontram-se em [19, 20].
Na primeira, devido ao processo de fabrico, eram necessérias espessuras das camadas
dieléctricas maiores que 100nm. Na segunda, € descrito um interferometro de
Fabry-Perot com espelhos metdlicos. Em ambas, o desempenho dos filtros Opticos €
pior que o apresentado neste documento.
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Figura 4.20: Simulagdo da transmitancia, em funcéo do comprimento de onda, para a matriz de
16 filtros épticos com a estrutura da Tabela4.5. Esta simulagdo foi realizada
considerando como detector o fotodiodo fabricado.

49 Conclusao

A medida, por absor¢do Optica, da concentracdo de 16 biomoléculas da urina
com o mesmo Microlab é conseguida com uma matriz de 16 filtros Opticos. Foi
demonstrado que, para o projecto dos 16 filtros pticos, a estrutura baseada em camadas
dieléctricas dispostas tipo HLHLH LL HLHLH é a melhor opcdo em termos de
caracteristicas épticas e praticabilidade. Essa estrutura foi optimizada para se obter
elevada selectividade para cada filtro e facilidade no processo de fabrico, ou sgja,
minimizando o nimero de camadas, de deposic¢des e de méscaras. Os 16 filtros Opticos
varrem comprimentos de onda desde 480 nm a 600 nm em intervalos de aproximada-
mente 8 nm, com FWHM <6 nm. Assim, para as medi¢cbes, o Microlab necessita
apenas de uma fonte emissora de luz branca convencional, tornando-o num dispositivo
portétil. As oscilagdes da luz branca sdo compensadas pela medi¢do simultdnea em cada
andlise de um padr&o de concentracdo conhecida— calibrador.

99



Microssistema laboratorial para andlise de fluidos bioldgicos

Bibliografia

[1]

[2]
[3]

[4]
[5]
[6]
[7]

[8]

[9]

[10]

[11]
[12]
[13]

[14]
[15]
[16]

[17]
[18]

MACLEOD, H. A.-Thin-film optical filters. 3# ed. Institute of Physics
Publishing, Philadelphia, USA, 2001.

HENCHT, E. - Optica. Fundacdo Calouste Gulbenkian, Lisboa, Portugal, 1991.

BORN, M.; WOLF, E.-Principles of optics. electromagnetic theory of
propagation, interference and diffraction of light. 72 ed. Capitulos 1, 2 e 14,
Cambridge University Press, 1999.

YEH, P. - Optical wavesin layered media. John Wiley & Sons, 1988.
FLORY, F. R. - Thin films for optical systems. Marcel Dekker, 1995.
FERREIRA, M. - Optica e foténica. Lidel-edicdes técnicas, Lisboa, 2003.

DANKIN, J; CULSHAW, B.-Optical-fiber sensors. principles and
components. Artech House, Boston, 1988.

THOMPON, R. C. - Thin film optics. Imperial college of Science, Technology
and Medicine, 1999.

POENAR, D. P. - Thin film, colour sensors. Delft University Press, 1996. Tese
de Doutoramento.

BLEANEY, P. |.; BLEANEY, B. - Electricity and magnetism. Clarendon Press,
Oxford, 1959, p. 243-245.

http://www.corning.com
RIBEIRO, E. [et d.] - Surf. Coat. Technol. Vol. 515 (2002) p. 151-152.

Optical properties of coating material. SOPRA SA. Web site
http://www.sopra-sa.com/indices.htm, 2000.

http://www.sspectra.com.
Biochemistry and Organic Reagents: for bioscience investigation. Sigma, 2002.

JUREK, A. M.; DANDRIDGE, A. - Optical sources. In Optical fiber sensors.
DAKIN, J. P.; CLUSHAW, B. ed. Lit. Norwood, MA: Artech House (1988),
Cap. 5, p. 151-187.

http://www.schott.com/optics_devices/english/products/filter/glass filter.html.

CORREIA, J. H.- Optical Microsystems in silicon based on a Fabry-Perot
resonance cavity. Delft University Press, 1999. Tese de Doutoramento.

100



Filtros Opticos

[19] MINAS, G. [et al.] - Biosystem with 16 Highly-Selective Optical-Channels for
Biological Fluids Analysis in the Visble Spectrum. Proceedings of
Transducers 03, Boston-USA, 8-12 de Junho de 2003, p. 1251-1254.

[20] MINAS, G. [et a] - A 16 Fabry-Perot Optical-Channels Array for Biological
Fluids Analysis using White Light. Proceedings of Eurosensors XV1I, Guimaraes,
Portugal, 21-24 de Setembro de 2003, p. 28-30.

101






5

Fotodetector e electrdnica
em tecnologia CMOS

Cada cana Optico tem um fotodetector, ainhado verticalmente com o filtro
optico, o qua permite medir a intensidade do feixe de luz transmitido através da
mistura. O fotodetector, a electronica de leitura do seu sinal e circuitos suplementares
podem, todos eles, ser integrados num Unico chip, constituindo o sistema de deteccéo e
leitura

Este capitul o apresenta 0 motivo da escolha da tecnologia CMOS em silicio para
o fabrico do sistema de deteccdo e leitura. Seguidamente, discutem-se as opgoes
disponiveis em tecnologia CMOS para o fotodetector. O capitulo termina com uma
seccao dedicada a electrénica de leitura e de conversdo do sinal analdgico vindo do
fotodetector num sinal digital.

5.1 Tecnologia CMOS standard em silicio

A tecnologia CMOS é, actuamente, a mais utilizada no fabrico de electronica.
Esta tecnologia ganhou popularidade devido ao seu baixo consumo de energia, a
disponibilidade de integrar num chip ambos os transistores NMOS e PMOS e a area de
silicio necesséria para um transistor ser normamente menor, quando comparada, por
exemplo, com a de um transistor bipolar equivalente[1]. O pequeno tamanho dos
transistores favorece a integracdo a uma taxa muito elevada (VLSI - Very Large Scale
Integration), na qual, actualmente, podem encontrar-se no fabrico de circuitos digitais
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cerca de 14 milhdes de transistores por centimetro quadrado (caso das memodrias
comercializadas pela INTEL).

Os circuitos anal 6gicos em tecnologia CMOS tém tido uma incrivel importancia
e desenvolvimento ao longo dos anos. Actualmente consegue-se integrar desde simples
chaves a circuitos extremamente complexos num Unico chip. Mais ainda, estatecnologia
pode comportar vérias estruturas fotossensiveis, nomeadamente fotodetectores. Com
base nos pressupostos descritos a tecnologia CMOS parece ser a escolha mais
apropriada para o fabrico dos fotodetectores integrados com a electrénica de leitura.

5.2 Fotodetectoresem tecnologia CMOS

Na tecnologia CMOS standard com n-well sdo possiveis varias estruturas
fotossensiveis para fotodiodos e fototransistores de juncéo. Podem ainda ser realizadas
photogates, dependendo das caracteristicas do processo escolhido (o material da gate
deve ser atamente transmissivo, i.e.,, ndo deve ser um composto de silicio ou
metal) [2, 3]. Adicionamente podem ainda ser realizados fotodiodos de avalanche.
Contudo, estes ndo permitem aimplementacdo no mesmo chip de circuitos el ectronicos,
uma vez que, normamente, sdo polarizados com tensdes de algumas dezenas de
volts[1]. Neste trabalho discutir-se-80 apenas os fotodiodos verticais e o fototransistor
vertical, umavez que, pela analise realizada por Moini em [4], constatou-se serem esses
0s mais adequados para deteccdo de luz na gama visivel do espectro electromagnético,
mai s precisamente entre 400 e 650 nm.

5.2.1 Fotodiodosem silicio

Os trés tipos de fotodiodos verticais sdo criados usando a juncéo
n-well / p-epilayer, a juncdo p+ /n-well, e a juncdo n+ / p-epilayer (Figura5.1). O
principio de operacéo destes trés tipos de fotodiodos € idéntico. Apenas variam na
profundidade da juncdo. Um fotodiodo usa o efeito fotoeléctrico [5] para converter |uz
numa corrente eléctrica, ou sgja, converte fotbes em pares electréo-lacuna. Esta
conversdo da-se quando os fotbes incidentes tém uma energia superior a largura de
banda entre as bandas de conducdo e de valéncia (denominada de “band gap energy”),
gue no caso do silicio € de 1.14 eV. Esses fotdes incidentes sdo absorvidos por electrdoes
na banda de vaéncia, que, ao adquirirem energia sdo excitados para a banda de
conducéo, deixando uma lacuna na banda de valéncia. Muitos dos electrdes gerados na

104



Fotodetector e electrénica em tecnologia CMOS

banda de conducdo recombinam-se rapidamente com lacunas existentes na banda de
valéncia. Por isso, é necessario remover os electrfes gerados da banda de conducéo.
Para tal, utiliza-se uma juncéo pn polarizada inversamente, dando origem a uma regiao
que fica destituida de cargas moveis, conhecida por regido de deplecdo. Verifica-se ai a
existéncia de um campo eléctrico cujo sentido € tal que contraria a movimentacdo de
cargas adicionais nessaregido [6].

Catodo I Anodo! Cétodo I Anodo I Gnd I Anodo I Catodo I
0D n+ D D G n+ )

n+
n-well n-well
p-epilayer p-epilayer p-epilayer

Cétodo Ji Catodo tvdd Catodo ||j
Anodo | Anodo 7Anodo

(@ (b) (©

Figura5.1: Vista em corte dos trés tipos de fotodiodos em silicio disponiveis na tecnologia
CMOS dsandard com n-well: (a) n-well / p-epilayer; (b) pt+ / n-well;
(c) nt+ / p-epilayer.

Os electrbes gerados pela absorcdo de fotdes, proximo ou dentro da regido de
deplecdo, sdo deslocados para a zona tipo n, antes que se possam recombinar na zona
tipo p. A situagéo inversa acontece com as lacunas geradas. Este processo origina uma
corrente eléctrica que é proporciona aintensidade daluz incidente[7],

AR
Iy :W?h—c (5.1)

onde 77 € a eficiéncia quantica do fotodiodo, P; € a poténcia éptica incidente, h é a
constante de Plank, g é o valor da carga do electrdo, A € o comprimento de ondadaluz e
c éavelocidade daluz. A eficiéncia quantica é definida como,

_ Taxadegeracdo deelectroes
Taxa deincidéncia de fotdes

(5.2)

ou sgja, € a probabilidade dos fotdes gerarem pares el ectrdo-lacuna que sdo recolhidos
antes que se possam recombinar. Os fotodetectores sdo caracterizados pela eficiéncia
quantica e pela sua responsividade. A primeira indica, basicamente, a capacidade do
fotodetector absorver a luz incidente e, normalmente, é expressa em percentagem. E
dependente do tipo de semicondutor, da profundidade da juncdo, da largura da camada
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de deplecdo Wy, da disténcia entre a regido do espaco de carga e o contacto 6hmico Lg,
dos revestimentos dieléctricos existentes sobre a superficie do silicio, e da area
fotossensivel efectiva. Pode ser descrita por [8],

n= (]_— R){l—ﬂj (5_3)

aslg +1

onde R é areflectancia dptica da superficie do silicio (caso existam camadas diel éctricas
sobre o silicio, R € areflectancia total da estrutura) e as € o coeficiente de absor¢do do
silicio. A segunda, a responsividade de um fotodiodo, [0 (A/W), relaciona a corrente
produzida |, e a poténcia Opticaincidente P;,

o= :% (5.4)

P
R h

Caracteristicas espectrais

A resposta espectral dos fotodetectores baseados em silicio € afectada pela
transmissdo da luz incidente no silicio, pela capacidade de geracdo de pares
electrdo-lacuna e pela capacidade de recolher esses pares antes que se possam
recombinar. As duas Ultimas dependéncias ja foram referidas nesta sec¢do. A primeira,
sera abordada em seguida e depende dos parametros opticos e da composi¢cdo do silicio.

A absorcdo da luz no silicio, na gama visivel do espectro el ectromagnético, é
dependente do comprimento de onda. RadiacGes com comprimentos de onda baixos,
i.e., fotbes de elevada energia, sdo rapidamente absorvidos a pequenas profundidades e
radiacbes com comprimentos de onda elevados, i.e., fotdes de baixa energia, penetram
muito mais profundamente no silicio antes de serem absorvidos. Este efeito deve-se ao
comprimento de onda da luz no silicio ser fortemente dependente do coeficiente de
absorcdo do silicio, ta como ilustrado na Figura5.2[9], de ta forma que a
profundidade de penetracdo da luz no silicio d(A), sga dependente do comprimento de
onda e expressa por,

d(,}):i (5.5)

a()
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Figura5.2: Coeficiente de absor¢do e profundidade da penetracéo daluz no silicio.

Da Figura 5.2 conclui-se que os fotdes incidentes com comprimento de onda de
cerca de 400 nm (azul) sdo absorvidos dentro de uma camada até 0.1 um abaixo da
superficie do silicio, enquanto que a luz vermelha a 600 nm penetra cerca de 10 um no
silicio [10]. Este comportamento esté relacionado com a probabilidade de fotdes com
uma determinada energia, excitarem um portador da banda de valéncia para a banda de
conducdo. Fotbes de elevada energia tém uma elevada probabilidade de excitarem um
portador da banda de valéncia para a banda de conducéo e fotdes de baixa energia tém
uma baixa probabilidade de excitarem um portador da banda de valéncia para a banda
de conducdo. Desta andlise concluiu-se que os fotodetectores formados a partir de
juncdes pn com profundidades diferentes teréo respostas espectrais diferentes. Em [4]
Moini deduziu a eficiéncia quantica em fungdo do comprimento de onda para os trés
tipos de fotodiodos verticais da Figura5.1. Na Figura 5.3 apresenta-se o gréfico dessa
eficiéncia

90 -
80 =
70 /

60 -
50 -
40 A
30 -

2 | i N
10 - ! N
7/ N\,

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Eficiéncia quéantica (%)

Comprimento de onda (nm)

Figura5.3: Eficiéncia quéantica para os trés tipos de fotodiodos verticais, apresentados na
Figurab5.1 e fabricados em tecnologia CMOS standard. (&) n-well / p-epilayer;
(b) pt / n-well; (c) n+ / p-epilayer [4].
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Correntedefuga e outrasfontesde ruido

Existem uma série de fontes de ruido inerentes ao processo de deteccéo de fotdes
gue limitam a relacdo sinal/ruido a saida do fotodiodo. O ruido é caracterizado pela
variancia das flutuacOes da corrente eléctrica, em torno de um valor médio. A variancia
das flutuacBes da corrente el éctrica a saida do fotodetector devido ao ruido é a somadas
variancias associadas com cada fonte de ruido. Seguidamente, descreve-se de um modo
sucinto algumas das fontes de ruido mais rel evantes para este trabal ho.

A corrente de fuga de um fotodiodo é a corrente existente mesmo quando este
ndo esta exposto a luz. Esta corrente depende de vérios factores. Um deles é da
tecnologia utilizada, i. e., das caracteristicas da dopagem da juncéo. Outro factor € a sua
dependéncia com a temperatura, que, para os fotodiodos de silicio, aumenta uma ordem
de grandeza se a temperatura aumenta 30 °C. Por fim, a corrente de fuga aumenta com o
aumento da tensdo de polarizacéo inversa, devido ap aumento da largura da camada de

deplecéo [11].

Outra fonte de ruido de um fotodiodo € o chamado “ruido quéntico”. Este
deve-se ao facto de a corrente eléctrica gerada ser constituida por pacotes de cargas
discretos que sdo gerados aleatoriamente. Mesmo quando um fotodiodo € iluminado por
uma poténcia optica constante, devido a0 carécter aeatdrio da geracdo de pares
electrdo-lacuna, a corrente flutua em torno de um valor médio. O ruido quantico é
aleatério com um valor médio nulo e com uma variancia dada por [12],

o,” =291 sBW (5.6)

onde q € a carga do electréo, |Is é a corrente média gerada pelo sinal e BW é alargura de
banda eléctrica do fotodiodo na qual o ruido € detectado. A largura de banda do
fotodiodo depende do tempo de trénsito dos portadores gerados ao longo da regido de
deplecdo, dos portadores gerados fora da regido de deplecdo e da resposta em frequéncia
do circuito eléctrico, constituido pela capacidade da juncéo e pela resisténcia de carga
utilizada para polarizar o fotodiodo. Existe um compromisso entre a resposta em
frequéncia e a responsividade do fotodiodo. Se a espessura da zona de deplecdo for
pequena, a resposta em frequéncia aumenta mas diminui a poténcia absorvida e,
conseguentemente, também a responsividade.

Outrafonte de ruido € o chamado “ruido de padréo fixo” e define-se como sendo
a variacdo da resposta entre fotodiodos adjacentes. Esta variagdo é dominada pela &rea
dos fotodiodos (inversamente proporciona a area). Numa tecnologia CMOS standard,
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este ruido é controlado pela relagdo entre as dimensdes do fotodiodo e as dimensdes
minimas do processo litografico. Uma vez que essa relacdo € elevada (geramente
superior a 10), o ruido de padréo fixo, norma mente, representa menos de 1% do ruido
total produzido por um fotodiodo [7].

5.2.2 Fototransistor em silicio

O fototransistor bipolar de juncéo vertical pode ser criado usando as juncbes
p+ / n-well / p-epilayer (Figura5.4). Variantes desta estrutura podem ser consultadas
em [13]. O fototransistor vertical usa, tal como os fotodiodos, o efeito fotoel éctrico para
converter fotBes em pares electréo-lacuna. Estes pares sdo separados e reunidos usando
uma juncdo pn inversamente polarizada muito préxima de uma jungdo pn directamente
polarizada. Ta como num fotodiodo, a radiacdo incidente na juncdo pn inversamente
polarizada, i.e., a juncéo colector-base, causa uma corrente eléctrica que é proporcional
a intensidade da luz incidente. A medida que essa corrente entra na regio da base do
transistor € multiplicada por £, o ganho em corrente do transistor. Como £ é tipicamente
muito maior gue um, o fototransistor pode ter uma eficiéncia quantica maior que um [4].

Base I Emissor § Colector .
n+ D Emissor
n-well Ba%
p-epilayer Colector _L_
Substrato p N

Figura5.4: Vistaem corte do fototransistor bipolar de juncéo vertical em silicio disponivel na
tecnologia CMOS standard com n-well.

Caracteristicas espectrais

As caracteristicas espectrais do fototransistor s8o dominadas pelos mesmos
efeitos descritos na seccdo anterior para os fotodiodos, ou sgja, a profundidade da
juncdo. A eficiéncia quantica em funcéo do comprimento de onda para um fototransistor
pnp fabricado em tecnologia CMOS standard, foi descrita em [4] e apresenta-se na
Figura5.5. Como se pode observar, devido ao ganho em corrente do fototransistor, a
eficiéncia quantica é maior que 100%.
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Figura5.5: Eficiéncia quéntica para o fototransistor pnp, apresentado na Figura5.4 e
fabricado em tecnologia CMOS standard [4].

Corrente defuga e outrasfontesderuido

A corrente de fuga de um fototransistor é o resultado da polarizagdo inversa da
juncdo base-colector. Esta corrente € multiplicada por £ e a corrente de emissor
resultante é a corrente de fuga total do fototransistor. Como £ € tipicamente maior que

um, essa corrente sera maior que a de um fotodiodo com a mesma érea.

O ruido quantico de um fototransistor é traduzido pelo ruido quéantico em cada
juncdo diodo. A suavariancia, no emissor, é dada por,

oq” = 2q1BW(S +1) (5.7)

Comparando as expressdes (5.6) e (5.7), o ruido quantico de um fototransistor € maior
(8+ 1) do que num fotodiodo com a mesma area.

Relativamente ao ruido de padréo fixo, também este € superior no fototransistor,
umavez que o [ pode variar cerca de 20% de transistor para transistor (ainda que sejam
fabricados na mesma série de fabrico). Esta variacdo é causada por um deficiente
controlo da largura da base e pelo facto do S ser extremamente sensivel a variacfes de
temperatura[7].

5.2.3 Fotodiodos versus fototransistor

Os fotodiodos apresentam menor corrente de fuga e menor ruido por unidade de
area do que o fototransistor. Se for necessaria uma disposicdo em matriz, os fotodiodos
s80 mais adequados, uma vez que tém menor ruido de padréo fixo e sdo mais facilmente
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reprodutiveis que os fototransistores. A vantagem do fototransistor face aos fotodiodos €
amaior eficiéncia quantica. Contudo, para niveis de luz baixos, em que a corrente do
emissor do fototransistor € baixa (<100 pA), a sua eficiéncia quéantica torna-se
aproximadamente igual a dos fotodiodos, devido ao S ser uma funcdo decrescente da
corrente do emissor [14].

5.3 Projectodo fotodiodo em silicio

Da seccéo anterior conclui-se que os fotodiodos apresentam menor ruido por
unidade de érea do que os fototransistores. Por isso, neste trabalho, sera utilizado um
dos trés tipos de fotodiodos verticais apresentados na Figura 5.1. Qualquer um deles tem
uma estrutura que se enquadra dentro da tecnologia CMOS standard com n-well e
podem ser fabricados usando apenas as camadas disponiveis desse processo, sem passos
adicionais compativeis.

5.3.1 Escolhado fotodiodo

Da Figura5.3 apresentada na seccdo anterior conclui-se que, para um
determinado comprimento de onda, cada um dos trés fotodiodos verticais tem uma
eficiéncia quantica diferente, de acordo com a profundidade das suas juncdes. Num
processo de fabrico standard, tanto a profundidade da juncdo como as caracteristicas
das dopagens séo fixas. Dessa mesma Figura5.3 conclui-se ainda que o fotodiodo
n+ / p-epilayer serd 0 mais adequado para este trabalho, uma vez que se pretende uma
maior eficiéncia quantica entre 500 nm a 600 nm, de acordo com o projecto dos filtros
opticos. A resposta espectral para os trés tipos de fotodiodos verticais foi simulada com
os parametros do processo de fabrico utilizado (esses parametros sdo os valores de
energia e doses utilizadas nas dopagens). Para tal, utilizaram-se 0s programas
SUPREM-IV.GS e PISCESIIB de Sandford. Os resultados dessa simulacéo
encontram-se descritos em [15] e apresentam-se na Figura5.6. Conclui-se, mais uma
vez, que o fotodiodo n+ / p-epilayer é o mais adequado. Apesar deste fotodiodo ter uma
juncdo superficial, ele apresenta uma melhor resposta espectral na gama de
comprimentos de onda pretendida devido a concentracdo da dopagem entre o ladon e o
lado p ser bastante diferente, 0 que estende a zona de deplecéo mais profundamente do
lado p. A curva do fotodiodo p+ / n-well apresenta também uma boa resposta na gama
espectra do vermelho (=600nm) devido a influéncia da sua outra juncdo
n-well / p-epilayer [15].
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Figura5.6: Resposta espectral dos trés tipos de fotodiodos verticais de acordo com 0s
pardmetros da tecnologia CMOS standard com n-well utilizada no fabrico.
(a) n-well / p-epilayer; (b) p+ /n-well; () n+ / p-epilayer [15].

5.3.2 Estruturado fotodiodo

A resposta espectral de um fotodiodo € ainda af ectada pel as camadas diel éctricas
da tecnologia CMOS, que podem estar presentes por cima da juncdo pn do fotodiodo.
Elas actuam como uma estrutura multicamada de filmes finos e influenciam a
transmitancia Optica para cada comprimento de onda independentemente. Entdo, as
espessuras e as propriedades Opticas dessas camadas devem ser estaveis e bem

conhecidas, uma vez que a resposta espectra do fotodiodo dependerd dessas
caracteristicas.

Na tecnologia CMOS standard utilizada existem 3 camadas dieléctricas que se
encontram por cima da jungdo pn do fotodiodo. A Figura5.7 apresenta a estrutura
basica do fotodiodo. A espessura da camada n+ € de 350 nm e a profundidade da
epilayer de 12 pm, com uma concentracdo de dopagem de 10 &omos/cm®[16]. A
espessura do primeiro éxido (BPSG — Boron Phosphor Slicate Glass) por cima do
diodo é de 700 nm e a do segundo éxido (SiO,) € de 800 nm. A camada de passivagado
de nitrato de silicio (SisN4), usada para proteccdo, € de 800 nm. Estes sdo os valores
nominais definidos pela fundicdo, os quais tém uma tolerancia de + 10%. Uma vez que
tém que ser cumpridas as regras da tecnologia do processo CMOS standard, a estrutura
do caminho Optico é restrita a combinagdes dessas 3 camadas dieléctricas. E necessario,
portanto, verificar o efeito dessas camadas.
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1° 6xido

Substrato p

Figura5.7: Estrutura basica do fotodiodo quando fabricado em tecnologia CMOS standard
com n-well e duplo metal.

5.3.3 Simulacdo da resposta espectral do fotodiodo com as camadas
dieléctricas da tecnologia CM OS standard

A smulacdo da transmissdo Optica para as combinagdes das 3 camadas
dieléctricas que se encontram por cima da juncdo pn do fotodiodo ilustra-se na
Figura5.8. A ssmulacdo indica que quando ndo existe nenhuma camada, a interface
ar-silicio apresenta uma elevada perda em transmissdo. Com uma camada de éxido de
espessura de 700 nm (1° oxido) a transmisséo aumenta de 50% para 60% a 550 nm,
mas, por outro lado, introduz-se uma dependéncia do comprimento de onda. Com uma
combinacdo de camadas anti-reflectoras poder-se-ia optimizar a transmitancia. Contudo,
esta solucéo obrigaria a um pds-processamento adicional ao processo CMOS standard,
0 gue prejudicaria economicamente 0 microssistema. Em conclusdo, a melhor opcéo
neste processo de fabrico sem passos adicionais, seria retirar todas as camadas
dieléctricas que se encontram por cima do fotodiodo. Ao nivel do projecto, este
procedimento é realizado no desenho das mascaras que definem os contactos para 0s
dois metais, ndo sendo portanto necessarios, nem mascaras, nem passos adicionais ao
processo de fabrico standard.
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e/ — Com as camadas do 1° e 2° dxidos
yZ Com todas as camadas dieléctricas
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Figura5.8: Simulacdo da resposta espectral das combinacBes tipicas das camadas dieléctricas
gue se encontram por cima do fotodiodo.
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5.4 Electronicadeleituraedeconversao

Os fotodetectores produzem uma corrente el éctrica proporcional aintensidade da
luz por eles absorvida E desgjavel integrar com os fotodetectores a electronica de
leitura e de conversdo dessa corrente num sinal digital para posterior agquisicéo e
tratamento de dados. Um conversor |uz —frequéncia produz a partir da corrente dos
fotodetectores um trem de impulsos com uma frequéncia proporcional a essa
fotocorrente. A Figura 5.9 ilustra o principio de funcionamento do conversor, para um
canal optico (um fotodiodo).

Relégio

| o
Q;& LCJ Blé_ﬁ ___________ Controlo

Figura 5.9: Diagrama de blocos do conversor luz — frequéncia para um canal éptico.

Com a tensdo Veomp Menor que a tensdo Vi a tensdo de saida do comparador
Vou, €ncontra-se num nivel 16gico alto. ApGs a sincronizagdo com um impulso de
reldgio a chave S, € comutada para a posicdo A o gue forca o condensador C a ser
carregado com atensdo Vdd durante um periodo de rel6gio. Passado este tempo, liga-se
achave S; na posicdo B, pelo que atensdo de saida do comparador comuta para o nivel
l6gico baixo (Vdd > V,¢). A fotocorrente descarrega entdo o condensador C até que o
comparador detecte que a tensdo Veomp € Menor que a tenséo Vi, atura em que Vo
regressa ao nivel 16gico alto (ver Figura5.10). O processo repete-se e a frequéncia do
trem de impulsos gerado é funcéo da variacéo da carga do condensador 4Q, que por sua
vez depende da corrente do fotodiodo Iotogiodo, SENAO definida por,
f — | fotodiodo (5.8)

trem deimpulsos A Q

Na Figura5.11 apresenta-se o diagrama de blocos do conversor luz —frequéncia
para os quatro canais opticos. O fotodiodo 1 mede aintensidade de luz que passa através
do reagente (sem biomoléculas). O fotodiodo 2 mede a intensidade da luz que passa
através do fluido em andlise. O fotodiodo 3 fornece o valor da corrente de fuga. Paratal,
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€ colocada uma camada de metal por cima da sua érea activa. O valor da corrente de
fuga pode ser subtraido ao valor das correntes dos fotodiodos de forma a desprezar esta
fonte de ruido. O fotodiodo 4 mede a intensidade de luz que passa através de um
calibrador de concentracéo conhecida.

Voul A

Vdd- —‘ H |'
> {(s)

Figura 5.10: Formas de onda da tensdo na entrada e na saida do comparador.
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1 ci [ Logica um computador
| |
| |
| = |

Fotodiodo 4
Figura 5.11: Esguema do conversor luz - frequéncia para os quatro canais Gpticos.

O multiplexador analogico selecciona qual o fotodiodo a medir, através das
chaves S-Sy4. Para 0 comparador, a melhor opgdo foi um comparador com relégio de
duas fases de elevada velocidade, com baixo offset e com um estagio de entrada
rail-to-rail. O relégio de duas fases sem sobreposicdo € comum ao comparador e a
chave analdgica S,. E possivel utilizar um contador digital que conta os impulsos de
saida do comparador durante um periodo de tempo fixo, produzindo assm os valores
digitais correspondentes as intensidades das fotocorrentes. Em alternativa, pode ser
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utilizado um microcontrolador que para aém de substituir o contador permitiria gerar
toda a logica de controlo e executar cdlculos adicionais. Os esquemas detalhados do
conversor luz — frequéncia encontram-se no Anexo 1V.

55 Conclusao

Neste capitulo descreveu-se o funcionamento e implementacdo do fotodetector e

da electronica de leitura e conversao necessaria para a converter o sinal analégico num
sinal digital para aquisicéo e processamento de dados. A tecnologia CMOS standard em
silicio foi a escolhida para o fabrico, devido a sua disponibilidade e a possibilidade de
integrar num Unico chip o fotodetector e inUmeras fungdes electronicas. A escolha da
estrutura do fotodetector dependeu ndo so dos requisitos da aplicacdo mas também do
tipo especifico de tecnologia de silicio escolhida para o fabricar. De entre os
fotodetectores disponiveis na tecnologia CMOS standard com n-well o fotodiodo
n+ / p-epilayer foi o escolhido pelo facto de possuir maior eficiéncia quantica nos
comprimentos de onda pretendidos (500 nm a 600 nm) e, face ao fototransistor vertical,
menor ruido por unidade de area. A electronica de leitura e de conversdo é reaizada
com um conversor |uz - frequéncia. Este conversor produz a partir da corrente dos
fotodetectores um trem de impulsos cuja frequéncia é proporcional a corrente de
entrada. Esse sina digital possibilita assim a aquisicao e processamento de dados num
microcontrolador ou computador.

Bibliografia

[1] MONTEIRO, D. W. de Lima- CMOS-based integrated wavefront sensor. Delft
University Press, Delft, The Netherlands, 2002. Tese de Doutoramento.

[2] FOSSUM, E. [et a.]-A 256x256 active pixel image sensor with motion
detection. ISSCC95 Technical Digest, 1995.

[3] DICKINSON, A. [et a.] - CMOS digital camera with parallel analog-to-digital
conversion architecture. IEEE Workshop on Charge Coupled Devices and
Advanced Image Sensors, April 1995.

[4] MOINI, A. - Vision Chips. Kluwer Academic Publishers, 2000.
[5] HENCHT, E. - Optica. FundagZo Calouste Gulbenkian, Lisboa, 1991.

116



Fotodetector e electrénica em tecnologia CMOS

[6]
[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

FERREIRA, M. - Optica e foténica. Lidel-edicdes técnicas, Lisboa, 2003.

FOWLER, B.- CMOS area image sensors with pixel level A/D conversion.
Standford University, Outubro, 1995. Tese de Doutoramento.

SZE, S. M. - Physics of semiconductors devices. 22 ed., John Wiley & Sons, New
York (1981) p. 74-79.

PHILIP, H. R.; TAFT, E. A - Optical constants of silicon in the region 1 to
10 eV. Physics Review. Vol. 120 (1960), p. 37-38.

WOLFFENBUTTEL, R. F.- Slicon photodetectors with a selective spectral
response. Sensors Update. Vol. 9. BALTES, H.; HESSE, J.; KORVINK, J.
ed. lit. Wiley-VCH, (2001) p. 69-101.

FUKUDA, M. - Optical Semiconductor Devices. John Wiley & Sons, New Y ork,
1998.

OLSSON, A. A.-Lightwave Systems With Optical Amplifiers. OSA/IEEE
Journal of Lightwave Technology. Val. 7, n° 7 (1989) p. 1071-1082.

SANDAGE, R. W.; CONNELLY, J. - Producing phototransistors in a standard
digital CMOStechnology. IEDM Technical Digest (1996), p. 369-372.

MULLER, R. S; KAMINS, T. I. - Device electronics for integrated circuits.
John Wiley & Sons, New Y ork, 1986.

ROCHA, J. G. - Microdetectores de silicio baseados em cintiladores para
radiografia digital. Universidade do Minho, Guimaraes (2003), p. 84-86. Tese
de Doutoramento.

SCHOT, K.; WIND, D. - DIMOS01. TUDELFT, DIMES, 1995.

117






Fabricodo Microlab

Neste capitulo descreve-se o fabrico dos trés mdédulos que constituem o
Microlab: o sistema de microfluidos, o sistema de filtragem Optica e o sistema de
deteccdo e leitura. O fabrico implica uma série de tarefas e desafios e a necessidade de
fazer escolhas sensatas, baseadas na avaliacdo das vantagens e desvantagens das
diferentes tecnologias. Incluem-se ainda os esquemas e as fotografias de cada médulo e
umafotografia do Microlab.

6.1 Sistema de microfluidos

O sistema de microfluidos € composto por duas lamelas de vidro Corning 7059,
cada uma com 500 um de espessura. A primeiralamelatem os orificios para a injeccéo
e aremocao dos fluidos dos canais e a segundainclui os canais (Figura6.1). O Microlab
contém basicamente trés canais. Um deles permite obter a linha de referéncia. Outro
destina-se ao fluido a analisar e possui duas entradas e uma saida para permitir amistura
do fluido com o reagente de forma automatica. Por fim, o terceiro canal é necessario
para calibrar a concentracdo da biomolécula a medir (com um padrdo de concentracdo
conhecida) e para caibrar a fonte de luz. Foi escolhido o vidro devido a sua
transparéncia optica na zona visivel do espectro el ectromagnético e por ser um material
isolador. Esta Ultima caracteristica permite usar o principio da electroforese/electroos-
mose para mover os fluidos, evitando assm a construgdo de bombas ou vavulas.
Relembre-se que, no presente trabalho, a mistura € realizada por difusdo, pelo que ndo é
necessario aplicar-se esse principio.
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Figura 6.1: Esquema do sistema de microfluidos.

Os orificios e 0s canais s80 micromaquinados com uma maquina CNC
(Comando Numeérico por Computador) no Departamento de Electronica Industrial (DEI)
da UM (Figura6.2) [1]. Foram utilizadas técnicas de furacdo para construir os orificios
e técnicas de fresagem para construir 0s canais, com passivacdo SiO, para diminuir a
rugosidade. Seguidamente, as duas lamelas séo coladas (Figura 6.3). A utilizac8o destas
técnicas de fabrico levou a que o formato do canal misturador fosse em zig-zag e néo
com curvas. Além disso, o tamanho minimo conseguido da fresa para vidro foi de
1 mm, pelo que a largura dos canais é de 1 mm. Se se utilizasse polistireno os canais
apresentariam mais rugosidade o que prejudicaria a medicdo optica. Analisando os pros
e contras o vidro parece ser a melhor opgédo, tendo em conta o processo de fabrico e a
aplicabilidade do Microlab.

Figura6.2: (a) Fotografia da maguina CNC; (b) berbequim; (c) ampliagdo da zona da fresa no
berbequim; (d) fresa utilizada para vidro.
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Figura 6.3: Fotografia do sistema de microfluidos.

6.2 Sistemadefiltragem optica

6.2.1 Processo de deposicao

Os filtros opticos baseados em filmes finos podem ser depositados por técnicas
denominadas de “PVD” (Physical Vapor Deposition), tais como o sistema de
pulverizagdo catddica reactiva em magnetréo (reactive magnetron sputtering) ou o
sistema de deposicdo por feixe de ides (IBD — lon Beam Deposition). O processo de
deposicdo deve ser monitorizado e controlado com bastante cuidado para se obterem
camadas com boa uniformidade e com uma espessura 0 mais aproximada possivel a
pretendida.

Neste trabalho foi utilizado o sistema de deposicdo por feixe de iBes do
INESC-MN, Lisboa, Portugal. O sistema compreende uma fonte de iGes integrada com
um sistema de sputtering para pré-limpeza, a limpeza in-situ, o etching e a deposicéo
assistida. Esta Ultima possibilita o fabrico de filmes finos de elevada qualidade. Esta
técni ca apresenta vantagens, nomeadamente: bom controlo das condic¢des de deposicdo e
das taxas de deposicdo, 0 que possibilita uma boa uniformidade dos filmes e uma
espessura precisa; elevada adesdo, baixa porosidade e baixos niveis de contaminagao;
reduzidas tensdes nos filmes (por ser uma técnica fria). As deposicdes séo redlizadas a
partir de alvos de Ti e SIO, de elevada pureza (99.90% e 99.99%, respectivamente). A
uniformidade relativa da deposicdo é de 2% numa &rea de 10 cm? [2]. O equipamento
encontra-se numa sala limpa, juntamente com outros que permitem a caracterizacdo dos
filmes e que sdo imprescindiveis para a determinacdo das constantes dpticas a introduzir
no software de simulacéo dos filmes finos.
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6.2.2 Configuracédo das mascaras

Na seccdo 4.8.3 foram descritas as espessuras das camadas para a construcdo da
matriz de 16 filtros Opticos passa-banda com a estrutura de multicamadas de filmes
finos (tabela4.5, seccdo 4.8.3). Concluiu-se entdo que bastava variar a espessura da
camada 6 para se obterem os 16 filtros dpticos. A Tabela 6.1 apresenta os valores das
diferentes espessuras, assim como o humero do filtro éptico para posterior localizacéo
na matriz e o comprimento de onda para o qual cada filtro dptico apresenta o valor
maximo de transmitancia (que corresponde a0 maximo de absorvéncia da biomolécula
em andlise).

Tabela 6.1: Espessura da camada 6 de SiO, com o respectivo nimero do filtro dptico para
posterior localizagdo na matriz e 0 comprimento de onda do seu maximo de
transmitancia.

Numerodofiltro Espessuradacamada6 Comprimento deondadomaximo

optico de SIO, (nm) detransmitancia do filtro optico (nm)
1 140 480
2 146 488
3 152 495
4 158 503
5 164 512
6 170 520
7 176 528
8 182 536
9 188 544
10 194 552
11 200 560
12 206 568
13 212 575
14 218 583
15 224 591
16 230 600

Na Figura6.4 apresenta-se a localizacdo de cada filtro éptico na matriz. Os
filtros so fabricados com apenas 4 mascaras. A area de cada filtro éptico depende da
area dos fotodetectores (neste caso é de 500 um x 500 um). As espessuras das camadas
e a disposicdo de cada filtro Optico na matriz foram optimizadas para minimizar o
nimero de méascaras. A Figura6.5 ilustra o esquema e a configuracdo das 4 méascaras
utilizadas na deposicdo da camada 6, asssim como o tempo de deposicao e a espessura
depositada. Note-se ainda que, se os filtros Opticos forem depositados directamente
sobre o0 sistema de microfluidos, deve existir uma mascara adicional com a configuracéo
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do esquema da Figura 6.4 na deposicéo de todas as camadas, a excepcdo da camada 6,
uma vez que esta possui méascaras especificas. As mascaras podem ser fabricadas por
litografia ou podem ser de aluminio. Na deposicdo por IBD a utilizagdo de mascaras de
aluminio permite que os 16 filtros Opticos sejam fabricados sem a abertura da cAmara de
deposicdo. O sistema possui uma espécie de gancho, de posicéo controlavel, pelo que
todas as mascaras podem ser realizadas num mesmo substrato de aluminio.

NUmero do filtro

1'méscara 2'méscara
Tempo =t Tempo = 2t
Deposita 6 nm Deposita 12 nm
3'mascara 4’'méscara
Tempo = 4t Tempo = 8t

Deposita 24 nm Deposita 48 nm

Figura6.5: As4 méscaras utilizadas no processo de deposicdo da camada 6 de SiO, para 0s 16
filtros épticos construidos com multicamadas de filmes finos. Cada méscara é
utilizada com tempos de deposicdo diferentes, de forma a depositar uma espessura
diferente de SIO,. As cruzes sd0 marcas para o alinhamento das méscaras.

6.2.3 Sequéncia defabrico

O fabrico dos filtros épticos comega com a deposicdo de 45 nm de TiO, em toda
amatriz (camada 1). A Tabela 6.2 € uma versdo simplificada da Tabela 4.5 e especifica
as espessuras e 0s materiais de cada camada. Seguidamente depositam-se as camadas 2
a 5, novamente em toda a matriz. Posteriormente € depositada uma camada com a
espessura de 140 nm de SiO, que corresponde a espessura minima da camada 6 (filtro
nimero 1). A Figura6.6(a) ilustra o processo até esta fase. Em subsequentes passos de
deposicdo, para cada um dos quais € utilizada uma mascara e tempos de deposicdo
diferentes (ver Figura6.5), a espessura total da camada 6 de SIO, aumenta de 140 nm
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para 230 nm em passos de 6 nm. Formam-se assim os 16 filtros opticos, cada um com
uma espessura diferente na camada 6.

Tabela6.2: Materiais, espessura e sequéncia de deposicdo de cada camada da matriz de 16
filtros Opticos.

NamerodoFiltro] 1 | 2 [ 3| a [ 5| 6 [ 7| 8| o |10 11]12]13]14] 15] 16
Camada | Material Espessura das Camadas (nm)

1 TiO, 45

2 Sio, 95

3 TiO, 45

4 Sio, 95

5 TiO, 45

6 Sio, | 140 146|152 158] 164 [ 170] 176 | 182] 188 194 | 200 206 | 212 [ 218 224 [ 230

7 TiO, 45

8 Sio, 95

9 TiO, 45

10 Sio, 95

11 TiO; 45

A Figura6.6 ilustra o processo completo, o qual merece uma explicagdo
detalhada. Uma vez construida a estrutura da Figura6.6(a), a méscara numero 1 é
utilizada durante um intervalo de tempo de deposicéo t, para se depositar 6 nm e formar
a estrutura da Figura6.6(b), na qual se observa 2 zonas de espessuras diferentes.
Seguidamente a mascara nimero 2 € utilizada durante um intervalo de tempo de
deposicdo 2t, depositando-se 12 nm e formando a estrutura da Figura 6.6(c), na qual se
observa 4 zonas de espessuras diferentes. Ao aplicar-se a 3% méscara durante um
intervalo de tempo de deposicdo 4t, deposita-se 24 nm e forma-se a estrutura da
Figura 6.6(d), na qual se observa 8 zonas de espessuras diferentes. Por fim, utiliza-se a
mascara nimero 4 durante um intervalo de tempo de deposicdo 8t, depositando-se
48 nm, o que resulta na estrutura final da camada 6 dos 16 filtros dpticos (Figura 6.6(€)).
Em conclusdo, com este processo formam-se 2" canais em que N é o nimero de
mascaras que € necessario utilizar. Apos atotal deposicdo da camada 6, sdo depositas as
camadas 7 a 11 com os materiais e espessuras referidas na Tabela 6.2 (Figura 6.6(f)).

O fabrico dos 16 filtros Opticos requer apenas 4 mascaras e 15 deposicoes
(11 camadas mais 4 passos com 4 mascaras). Os filtros épticos podem ser afinados para
diferentes bandas espectrais apenas pelo gjuste da camada 6 (neste caso de SIO,), sem se
aterar a estrutura do Microlab. Se se pretendesse fabricar a estrutura multicamada
descrita na Tabela 4.6 e Figura4.19, o processo seria bastante similar, necessitando de
igual modo de 4 méscaras e 15 deposicdes. No Anexo V descreve-se este processo.
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Da matriz de 16 filtros Opticos apenas o nimero 3 (Tabela 6.2) foi fabricado.
Utilizou-se o método IBD numa lamela separada de vidro Corning 7059.

140nm 146 nir

Vidro
@)

(d) 3@ méscara

(€) 42 méscara ()

Figura6.6: Seguénciade fabrico da matriz de 16 filtros épticos construidos com multicamadas
de filmes finos; (@) estrutura com as 5 primeiras camadas e a 6% camada com a
espessura minima; (b) aplicando a 1* mascara, duas espessuras diferentes da
camada 6 sdo obtidas; (c) aplicando a 22 méascara, quatro espessuras diferentes da
camada 6 sdo obtidas; (d) aplicando a 3% mascara, oito espessuras diferentes da
camada 6 sdo obtidas; (€) aplicando a 4% mascara, as dezasseis espessuras
diferentes da camada 6 sdo obtidas; (f) estrutura global da matriz de 16 filtros
Opticos. Por ssimplicidade, nas figurasb, ¢, d, e, ilustrou-se apenas a camada 6.
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Na construcdo de uma estrutura multicamada de filmes finos, o apuramento das
taxas de deposicdo de cada material € um processo demorado e iterativo. Um dos
problemas que surgiu merece especia destague. Através da deposicdo de uma
monocamada de TiO, e outra de SIO, e apds a medicdo das espessuras e respectivos
indices de refraccao, procedeu-se arealizacdo de duas multicamadas (filtros nimeros 3 e
8). Contudo, constatou-se através de medigdes no profildmetro e medigdes Opticas, que
a espessura total tinha apenas 56% do valor pretendido. Verificou-se que o problema
residia na deposicdo do TiO, que fazia a corrosdo das camadas ja depositadas. Foi por
iSSO necessario alterar os parametros de controlo da deposicdo e medir a espessura e as
caracteristicas Opticas da estrutura no final de cada deposicdo (11 vezes, neste caso),
para se apurarem as novas taxas de deposicdo. O processo de caracterizacdo de um
material € pois demorado e dispendioso.

6.3 Sistemadedeteccao eletura

Os fotodetectores em CMOS e a electronica de leitura foram fabricados na
fundicdo do DIMES (Déelft Institute for MicroElectronics and Sub-micron Technology),
Delft, Holanda, segundo a tecnologia CMOS standard com n-well, de duplo metal, de
uma camada de polisilicio e de 1.6 um de largura de canal [3]. Cada fotodetector
(fotodiodo) tem uma area activa de 500 um x 500 um. Neste processo de fabrico
existem 3 camadas dieléctricas que se encontram por cima da juncéo pn do fotodiodo
(Figura6.7). Uma vez que tém que ser cumpridas as regras da tecnologia CMOS
standard, a estrutura do caminho éptico é restrita a combinagdes dessas 3 camadas.

1° 6xido

Substrato p

Figura 6.7: Vistaem corte da estrutura basica do fotodetector datecnologia CMOS standard.

Foram fabricados fotodiodos, na mesma sequéncia de fabrico, todos de igual
dimensdo e formato, mas com as diferentes combinacfes possiveis dessas 3 camadas
dieléctricas. Verificou-se que a remocgdo do primeiro Oxido causa bolhas na area activa
do fotodiodo (Figura6.8). Essa rugosidade aleatéria na superficie interfere, também
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aeatoriamente, na fotocorrente do fotodiodo. Na Figura6.9 pode observar-se que a
remocdo das camadas dieléctricas que se encontram sobre o fotodiodo provoca a
corrosdo na camada adjacente inferior. No caso da remocgdo do 1° oxido, a juncéo pn
pode ser afectada. Deste modo, usando a tecnologia CMOS standard disponivel, o
primeiro Oxido deve ser mantido. Assim, a melhor estrutura para os fotodiodos
pretendidos é a que se apresenta na Figura 6.10. Apds o fabrico do fotodiodo, mediu-se
no SEM uma espessura de 650 nm para 0 1° Oxido. Foi também fabricado mais um
fotodiodo, com metal sob a érea activa, para fornecer a corrente de fuga. Na Figura6.11
apresenta-se uma fotografia ampliada desse fotodiodo e de um dos fotodiodos do canal
Optico. O sistema de deteccdo e electronica de leiturafoi encapsulado num chip “Dil 40”
e apresenta-se na Figura 6.12.

Acc Y  Spot Magn Det WD Exp' !
5 00kv 30 8866x SE 64 1

Figura6.8: A fotografia tirada no SEM do fotodiodo CMOS sem o 1° éxido ilustra a
rugosidade aleatéria da superficie.

=75 nm
10 6xido =125 nm
BPSG
v =5nm
Substrato p
Si

Figura6.9: Espessura da corrosdo das 3 camadas dieléctricas que se encontram por cima da
juncéo pn do fotodiodo, na tecnologia CM OS standard disponivel no DIMES.
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Cétodo Nitrato de

iIire 0 Gyi Anodo
silicio 2° oxido

1° c’>>|<ido

Substrato p

Figura 6.10: Vista em corte da estrutura do fotodetector fabricado. A espessura efectiva do 1°
oOxido é de 650 nm.

Figura 6.11: Fotografia ampliada de um fotodiodo (A) e do fotodiodo que fornece a corrente de
fuga (B). Acima dos fotodiodos encontra-se alguma da el ectrénica de leitura.

Figura 6.12: Fotografia do sistema de deteccéo e electrénica de leitura.
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6.4 Sistemacompleto

O Microlab € um dispositivo modular e apresenta-se na Figura6.13, onde se
realca a zona de medicdo. Apdas o encapsulamento, num chip, do sistema de deteccéo e
electronica de leitura, o sistema de microfluidos foi colado por cima desse chip. Os
canais foram alinhados com os fotodetectores. O filtro Optico encontra-se pousado sobre
0 sistema de microfluidos. A lamela na qual foi fabricado tem 2.5 cm de lado e uma
ligeira coloracéo rosa— acastanhada (invisivel nafotografia).

Figura6.13: O Microlab.

6.5 Conclusao

O Microlab é um dispositivo composto por trés médulos. o sistema de
microfluidos, micromaquinado em vidro por técnicas de fresagem e furagdo; o sistema
de filtragem Optica construido por um método de deposicdo por IBD; o sistema de
deteccdo e electrénica de leitura, fabricado em tecnologia CMOS standard. Neste
capitulo foi descrito o processo, tecnologia e local de fabrico de cada mdédulo,
recorrendo a esquemas ilustrativos quando necess&rio, assim como as limitagcdes e
vantagens associadas a cada processo. Foram ainda apresentadas fotografias dos varios
maodulos e do dispositivo global.
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Resultados experimentais

Neste capitulo as experiéncias e os resultados obtidos através de medicOes
Opticas e eléctricas, quer nos varios blocos do Microlab, quer no Microlab completo, séo
apresentados e discutidos. E também descrita a instalacdo experimental utilizada nas
medi ¢Oes.

Numa fase inicia pretende-se provar, utilizando equipamentos de medida
convencionais, que a utilizacdo de volumes de ensaio da ordem das dezenas de
microlitros ndo influenciam a resposta do método de medida, e portanto ndo invalidaréo
a utilizacdo do Microlab. Em seguida apresenta-se e discute-se os resultados obtidos em
cada bloco do Microlab. Por fim demonstra-se a aplicacdo do Microlab na determinacéo
quantitativa de &cido Urico na urina.

7.1 Deteccao da concentracao de biomoléculas em pequenos volumes
deurina

Nesta seccdo pretende-se mostrar que os procedimentos utilizados para a
determinacdo da concentracdo de biomoléculas na urina podem ser realizados no
Microlab com o mesmo desempenho, precisdo, fiabilidade e sensibilidade dos métodos
existentes, actualmente, nos laboratorios de andlises clinicas. Para tal, € necessario
verificar se a utilizacdo de volumes de ensaio da ordem das dezenas de microlitros néo
influéncia a sensibilidade, a linearidade, a repetitividade e a reprodutibilidade do
método de deteccdo colorimétrica por absorcdo oOptica. Para além disso, as medicOes
apresentadas sdo também necessérias para determinar a relagdo entre a concentracéo da
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biomolécula a analisar e a intensidade da luz absorvida ou transmitida pela mistura e
para determinar a curva de calibracdo para cada biomolécula.

7.1.1 Método utilizado e equipamentos de medida

Existem varios ensaios por deteccdo colorimétrica para a quantificacdo da
proteina total e acido Urico na urina, comercializados sob a forma de kits. Os kits de
diagnostico escol hidos (contendo padrdes, reagentes e calibradores) so comercializados
pela Sigma-Aldrich Diagnostics”. Nestes kits sdo utilizados reagentes para que 0s
cromoforos de cada biomolécula absorvam o maximo da luz na gama visivel (principio
da deteccdo colorimétrica). O volume de ensaio especificado nos seus protocolos é de
1ml. O méodo utilizado baseiase no aumento da absorvéncia maxima para um
determinado comprimento de onda, que ocorre apls a ligacdo do reagente as
biomoléculas a analisar. Esse aumento € directamente proporcional a concentracéo da
biomolécula, e traduz-se no aumento da intensidade da cor produzida pela mistura. A
maior vantagem deste método é gque os reagentes utilizados permitem que a cor obtida
sgja estavel por um periodo de tempo suficiente para uma correcta leitura Optica
(geramente mais de 1 minuto). Além disso, interferéncias de outras biomoléculas
diferentes daguelas para a qual ele foi desenvolvido sdo praticamente desprezaveis, uma
vez gque para cada biomolécula a analisar existe um reagente especifico.

Toda a preparacdo das amostras e as medicoes efectuadas apresentadas nas duas
proximas seccdes foram realizadas no laboratério do Departamento de Biologia da UM.
Utilizaram-se padrdes da biomol écula a analisar, volumes de solucdo de 15 pl a250 ul e
lamelas com pocos de 1 mm de caminho Optico. Foi estudada a linearidade, a variacéo
com atemperatura, a repetitividade e a reprodutibilidade, através de varias medicles da
absorvéncia para o comprimento de onda ao qual a biomolécula a analisar tem o seu
maximo de absorvéncia. As medicbes foram efectuadas num espectrofotdmetro da
Molecular Devices] modelo SPECTRAmax(].

Foi necessario efectuar, paralelamente, medicbes espectrofotométricas por
absorcéo Optica varrendo a gama de luz visivel, para determinar a relacdo entre a
concentracdo da biomolécula a analisar e a intensidade da luz absorvida ou transmitida
pela mistura nessa gama espectral. Tal relacdo permite determinar o comprimento de
onda efectivo do maximo de absorvéncia, o que € importante para o projecto do sistema
de filtragem Optica. Essas medicdes foram efectuadas no laboratério do Departamento
de Fisica da UM, utilizando para tal, um espectrofotometro da SHIMADZU modelo
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UV-3101PC com uma cuvete de 1 mm de caminho Optico, contendo 100 pl de volume
de solucédo e utilizando padres da biomolécula a analisar. Para cada concentracdo da
biomolécula em analise foram efectuadas 6 medic¢des sucessivas num mesmo ensaio e 6
ensaios diferentes. O espectro de absorvéncia apresentado com os resultados nas secgoes
7.1.4 e7.1.5 utiliza o valor médio dessas medicoes.

Os dados dos gréficos das curvas de calibracdo apresentados ao longo deste
capitulo, foram analisados através de técnicas analiticas de regressdo. A expresséo da
tendéncia desses dados (equacdo da curva) assim como o quadrado do coeficiente de
correlacdo (CR) foram colocados nos gréficos das curvas de calibracdo. O CR reflecte a
extensdo de uma relacdo linear entre dois conjuntos de dados. E adimensional, o seu
valor variaentre -1.0 e 1.0 e é dado por,

CR= n(=XY) - (=X )(=X) 7.)

J[nzx2 - (=X P[lnzy? - (=Y )]

onde X e Y sd0 0 conjunto de dados e h é o nimero de dados.

7.1.2 Testedaproteinatotal

O kit de diagnéstico utilizado para determinar quantitativamente a proteina total
naurina € o “Microprotein-PR, procedure n. 611" [1]. Este procedimento € simples, ndo
€ corrosivo e € especifico para determinar baixas concentracBes de proteina (em
particular, proteina na uring). O seu funcionamento baseiase no aumento da
absorvéncia a 595 nm que ocorre quando o complexo vermelho de pirogalol - molibdato
é ligado aos grupos de aminoécidos béasicos das moléculas de proteina. Este método ndo
€ especifico de nenhuma proteina em particular. Contudo, o padréo de proteinatotal por
ele utilizado é constituido somente por albumina. O aumento na absorvénciaa 595 nm é
directamente proporcional a concentracdo de proteinas na amostra. No procedimento
recomendado pelo fabricante deve utilizar-se uma razéo de 1 de branco/amostra/padréo
para 50 de reagente, incubar a mistura durante 3 minutos e ler a absorvénciaa 595 nm (o
valor € estavel durante 15 minutos). O valor da absorvéncia decresce com o aumento da
temperatura dentro do intervalo de 12 °C a 25°C, mas ndo se altera no intervalo de
25°Ca37°C.

O estudo préatico da linearidade, da sensibilidade, da repetitividade e da
reprodutibilidade para concentragdes de 1 mg/dl a 300 mg/dl (compreendendo a gama
de valores normais e anormais na urina humana) com volumes de ensaio de 15l a
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250 ul encontra-se descrito com detalhe em [2]. Do estudo resultam as seguintes
conclusdes:

1- O método produz resultados lineares para concentracbes entre 1 mg/dl e
200 mg/dl, como se pode constatar atraves do gréfico da curva de calibracdo da
Figura7.1 (no Anexo | descreve-se 0 procedimento para a obtencdo de uma
curva de calibracdo).

2- Um incremento de 1 mg/dl na concentragdo de proteina corresponde a uma
alteracdo no valor da absorvéncia de 0.0002.

3- Os coeficientes de variagdo da repetitividade e reprodutibilidade para 10
medi¢bes e 10 ensaios diferentes s8o menores que 9.0%.

4 - A redugdo do volume de ensaio ndo influenciou a linearidade da resposta, a
sensibilidade, ou os coeficientes de variacdo da repetitividade e reprodutibili-
dade, uma vez que todos os valores obtidos experimentalmente encontram-se
dentro dos valores definidos pelo méodo, (tais valores podem ser consultados
em[1, 3, 4]).
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Figura7.1: Curva de calibracdo para diferentes concentracBes de albumina depois de reagir
com o reagente “Microprotein-PR’. Valores obtidos com 1 mm de caminho Gptico.

7.1.3 Testedo acido Urico

O kit de diagnéstico utilizado para determinar quantitativamente o acido Urico na
urina é o “Infinity™ uric acid reagent, procedure n. 684”. As reacces envolvidas no
ensaio sdo as seguintes [1]:

(1) O acido urico é oxidado (formando aantoina) na presenca de uricase para produzir
0 peroxido de hidrogénio (H20,):
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Acidodrico+ 0, +H,0 OP'#E  Alantoina+ CO, +H,0, (7.2)

(2) o perdxido de hidrogénio gerado reage com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e com 0
TBHB (&cido 2,4,6-tribromo-3-hidroxi benzoico) na presenca da peroxidase para
produzir a quinonei mina (composto corado):

H,O, +4-AAP+TBHB O fefP¥%  Quinoneimina+H,O (7.3)

O funcionamento deste método colorimétrico baseiase no aumento da
absorvéncia a 495 nm quando o reagente € misturado com as moléculas de &cido Urico.
Esse aumento é directamente proporcional a concentracéo de acido Urico naamostra. No
procedimento recomendado pelo fabricante deve utilizar-se uma razdo de 1 de
branco/amostra/padréo para 50 de reagente, incubar a mistura durante 5 minutos a 37 °C
(pode ser utilizada a temperatura ambiente mas o tempo de incubagdo € maior, =10
minutos) e ler a absorvéncia a 495 nm (este valor é estéavel durante 15 minutos). Estudos
da influéncia de algumas das principais biomoléculas encontradas na urina na
determinacdo do acido Urico foram efectuados por Y oung [5], que publicou umalistade
biomoléculas que interferem com o ensaio. A bilirrubina (livre e conjugada), cisteina,
glucose, hemoglobina e sodio ndo interferem significativamente com o procedimento
analitico. Existe apenas interferéncia para elevadas concentracbes de hemoglobina
(> 200 mg/dl) e bilirrubina (>8 mg/dl para a bilirrubina livre e >12mg/dl para a
bilirrubina conjugada).

O estudo prético da linearidade, da sensibilidade, da repetitividade e da
reprodutibilidade para concentragdes desde 5 mg/dl a 120 mg/dl (compreendendo a
gama de valores normais e anormais na urina humana) com volumes de ensaio desde
15 pl a 250 pl pode ser consultado em [2]. Do estudo resultam as seguintes conclusdes.

1- O método produz resultados lineares para concentracdes de 5 mg/dl a 30 mg/dl;
para concentracbes superiores € necessario diluir a amostra e multiplicar o
resultado da analise pelo factor de diluicdo, ou utilizar métodos de regresséo néo
lineares para o calculo do valor da concentracéo (Figura7.2(a)); o grafico da
curva de calibragdo da Figura 7.2(b) ilustra a caracteristica linear.

2- Um incremento de 1 mg/dl na concentragdo de proteina corresponde a uma
variagdo no valor da absorvéncia de 0.0037 (zonalinear).

3- Os coeficientes de variagdo da repetitividade e reprodutibilidade para 10
medi¢bes e 10 ensaios diferentes s8o menores gque 6.0%.
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4 - A reducdo do volume de ensaio ndo influenciou a linearidade da resposta, a
sensibilidade, ou os coeficientes de variacdo da repetitividade e reprodutibili-
dade, uma vez que todos os valores obtidos experimentalmente encontram-se
dentro dos valores definidos pelo método (tais valores podem ser consultados

em[1, 6]).
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Figura7.2: Curva de calibrac8o para diferentes concentractes de écido Urico depois de reagir
com o reagente de “Infinity™ uric acid reagent”. Valores obtidos com 1 mm de
caminho optico. (a) concentraces de 5 mg/dl a 120 mg/dl; (b) ampliacdo da zona
linear, concentragdes de 5 mg/dl a 30 mg/dl.

7.1.4 Espectro de absorvéncia da proteina total

A Figura 7.3 apresenta o espectro de absorvéncia para diferentes concentractes
de abumina. Os resultados foram obtidos a temperatura de = 25 °C, com padrbes de
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albumina com concentracbes de 3mg/dl a 100 mg/dl, compreendendo os valores
normais e anormais na urina (valor normal < 15 mg/dl). Da Figura 7.3 conclui-se que:

1- A medida que a concentragio de abumina decresce o valor da absorvéncia
também decresce.

2- O maior desvio na absorvéncia entre concentragdes consecutivas observa-se a
595 nm.

3- O espectro de absorvéncia tem uma FWHM aproximadamente de 90 nm
(FWHM foi definido em 4.7.1).

A 460 nm o espectro de absorvéncia mostra também diferentes valores de
absorvéncia para as diferentes concentracdes de albumina. Contudo, a diferenca de
valores da absorvéncia entre concentracfes sucessivas € menor. Mais concretamente, a
sensibilidade é metade da obtida a 595 nm.

0.020 ~
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0.012 -
0.008 -

0.004 -

0.000

Absorvéncia (AU)

4
-0.004 +

-0.008 -

-0.012 - Comprimento de onda (nm)

Figura7.3: Espectro de absorcéo para diferentes concentraces de albumina depois de reagir
com o reagente “Microprotein-PR’. Da curva superior para a curva inferior:
100 mg/dl, 50 mg/dl, 30 mg/dl, 15 mg/dl, 7.5 mg/dl, 3 mg/dl.

7.1.5 Espectro deabsorvénciado acido urico

A Figura 7.4 apresenta o espectro de absorvéncia para diferentes concentragtes
de é&cido Urico. Os vaores obtidos foram medidos a temperatura de = 25°C, com
padrdes de acido Urico com concentracdes de 5 mg/dl a 120 mg/dl, compreendendo a
gama de valores normais e anormais na urina (8 mg/dl a 67 mg/dl). Do espectro de
absorvéncia conclui-se que:

1- A medida que a concentragio de &cido Urico decresce o valor da absorvéncia
também decresce.
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2- O maior desvio na absorvéncia entre concentragdes consecutivas observa-se a
495 nm.

3- O espectro de absorvéncia tem uma FWHM aproximadamente de 90 nm.

O espectro de absorvéncia do écido Urico apresenta a 360 nm uma zona ha qual
se verifica um desvio do vaor de absorvéncia para diferentes concentragoes [7].
Contudo, para esse comprimento de onda, a diferenca no valor de absorvéncia entre
concentragdes sucessivas € trés vezes menor, quando comparado com o obtido a
495 nm.

0.35
0.30 ~
0.25 ~
0.20 A
0.15 ~

Absorvéncia (AU)

0.10 ~
0.05 ~

0.00

400 450 500 550 600 650 700
495

Comprimento de onda (nm)

Figura7.4: Espectro de absorcao para diferentes concentractes de &cido Urico depois de reagir
com o reagente “Infinity™ uric acid reagent”. Da curva superior para a curva
inferior: 120 mg/dl, 80 mg/dl, 60 mg/dl, 40 mg/dl, 30 mg/dl, 20 mg/dl, 15 mg/dl,
10 mg/dl, 5 mg/dl.

7.2 Instalacdo experimental

As fotografias das Figura7.5 a 7.7 documentam o arranjo experimental
utilizado. Como fonte de Iluz utilizou-se uma lampada de 250W de
quartzo/tungsténio/halogéneo (cuja irradiancia espectral € indicada na Figura 7.8(a)),
com um monocromador da ORIEL modelo Cornerstone 130™ (com uma grelha de
1200 I/mm, uma resolucéo espectral de 0.5 nm e uma dispersao espectral de 6.6 nm/m a
350 nm). Ao monocromador foi conectada uma fibra Optica para direccionar a sua luz
para o interior das caixas de medicéo. A resposta espectral da fibra Optica encontra-se na
Figura 7.8(b) [8]. Dois picoamperimetros da KEITHLEY modelo 487 e 6487 (com uma
gama de fim de escala de 10fA a2 mA e uma resolucéo de 5 digitos e meio) foram
utilizados na medicdo das caracteristicas espectrais do filtro Optico e das caracteristicas
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eléctricas e responsividade espectral dos fotodiodos fabricados. Os fotodiodos foram
calibrados utilizando como referéncia um fotodiodo comercial da Hamamatsu, modelo
S1336-5BQ (ver Figura 7.7).

Picoamperimetros

Caixa para medi¢oes Caixa com fotodiodo

Fonte de luz )
Monocromador no Microlab da Hamamatsu

Figura 7.5: Fotografia da instalagdo para as medicles experimentais.

LR BR8] B

<«— Fibra opftica

Figura7.6: Fotografiado interior da caixa para as medigdes no Microlab e ampliac&o da zona
de medic&o do Microlab.
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<«— Fibra optica

Figura 7.7: Fotografia da caixa com o fotodiodo da Hamamatsu e ampliagdo deste.
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Figura7.8: (a) Irradidncia espectra em fungdo do comprimento de onda para a |ampada
utilizada nas medi¢Bes (curva com a referéncia 6334); (b) Transmitancia em
funcdo do comprimento de onda para a fibra Optica utilizada nas medigdes (curva
com a referéncia standard grade fused silica). Estes gréficos foram retirados do
manual do fabricante - ORIEL [8].

Tanto 0 monocromador como o0s picoamperimetros foram ligados a um
computador para controlo e recolha dos dados. A ligacéo é efectuada através de uma
interface GPIB. A interface gréfica com o utilizador foi desenvolvida num software
denominado de “testpoint” e é relativamente facil de usar. Na Figura 7.9 apresenta-se o
seu aspecto. Os picos gque aparecem no grafico (corrente medida nos diodos) devem-se
ao espectro do conjunto lampada e fibra Optica (ver Figura 7.8), concluindo-se assim,
gue aintensidade daluz do conjunto ndo é igual paratodos os comprimentos de onda.
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Figura 7.9: Interface gréfica na medi¢do simultanea de dois fotodiodos.

7.3 Sistemadefiltragem dptica

Na Figura 7.10 apresenta-se 0 espectro de transmissdo do filtro optico fabricado.
Como de pode observar 0 seu desempenho estd aquém do simulado. O centro do pico
encontra-se em 480 nm (o pretendido era 495 nm) e a FWHM é de 18 nm (o pretendido
era de 6 nm). Estes desvios devem-se, em primeiro lugar, ao facto de o indice de
refraccéo efectivo do TiO, ser ligeiramente diferente do utilizado nas simulagdes, uma
vez que foram alterados os parametros de controlo para se obterem taxas de deposi¢éo
mais elevadas. Em segundo lugar, a espessuratotal das 11 camadas deste filtro é de 92%
da pretendida. Contudo, ao se introduzir o decréscimo da espessura total da estrutura
multicamada e o indice de refraccdo real (medido no elipsdometro), obtém-se uma
resposta espectral similar a medida Daqui se conclui que, efectivamente, sdo
necessdrias varias iteracbes para 0 apuramento preciso das taxas de deposicéo e
respectivos indices de refracgdo. Conclui-se ainda que basta um pequeno desvio, quer na
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espessura das camadas, quer no valor do indice de refraccdo, para a resposta espectral
ficar aterada. Numa fase inicial foram fabricados dois filtros multicamadas (filtros
nimeros 3 e 8, ver Tabela 6.2). Os seus espectros apresentam-se, apenas por
curiosidade, na Figura7.11. Este exemplo ilustra o problema que surgiu, inicialmente,
na deposicdo do TiO, (a corrosdo das camadas ja depositadas, ver seccdo 6.2.3). Este
problema originou que a espessura total da estrutura multicamada fosse 56% do valor
pretendido (dai os 60% a 70% de transmitancia fora da banda passante). Contudo, a
Figura7.11 permite concluir que variando a espessura da camada 6 desvia-se a banda
espectral de transmissdo para outros comprimentos de onda.
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Figura 7.10: Espectro de transmissdo do filtro Optico fabricado. O gréfico mostra os valores

medidos em relagdo a uma lamela de vidro sem filtro. Ambos foram medidos com
o fotodiodo comercial.
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Figura 7.11: Espectro de transmissdo dos dois filtros, nimeros 3 e 8, fabricados inicialmente. A
espessura total é de 56% da pretendida. O grafico mostra os valores medidos em

relacdo a uma lamela de vidro sem filtro. Ambos foram medidos com o fotodiodo
comercial.
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74 Sistemadedeteccao eletura

O sistema de deteccdo e leitura inclui um detector optico e a electronica de
leitura dos resultados. Esta realiza a conversdo do sinal analégico do fotodetector num
sinal digital, para posterior aquisi¢cdo e tratamento dos dados. Ambos foram fabricados
no mesmo processo CMOS standard. Seguidamente apresentam-se 0s resultados
obtidos para o desempenho dos varios fotodetectores fabricados, assim como da
electronica de leitura

7.4.1 Fotodetectores

A Figura7.12 apresenta as caracteristicas espectrais do fotodiodo comercial
calibrado da Hamamatsu S1336-5BQ (utilizando a instalacéo experimental descrita na
Figura7.7). A caracteristica da corrente do fotodiodo em funcdo do comprimento de
onda foi obtida sem polarizar o dispositivo e colocando sobre a sua area activa uma
chapa com um furo de 500 um de didmetro, normalmente denominada de “pinhole”.
Este procedimento é necessario para posterior comparacdo e calibracdo dos fotodiodos
fabricados (relembre-se que estes tém uma érea activa de 500 um x 500 um). A curvada
responsividade, fornecida pelo fabricante (Figura7.12(b)) permite obter, através de
O = 1/Pincidente, 0 €Spectro da luz incidente nos fotodiodos (Figura 7.12(c)), permitindo
assim calibrar os fotodiodos fabricados. As especificacdes técnicas deste fotodiodo
encontram-se no Anexo V1.

As medicbes para obter o desempenho dos fotodiodos fabricados foram
efectuadas com um pinhole de 500 um de didmetro sobre os dispositivos e utilizando o
fotodiodo comercial da Hamamatsu como referéncia.
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Figura7.12: Caracteristicas espectrais do fotodiodo comercial calibrado da Hamamatsu;
(a) corrente em fungdo do comprimento de onda, medida sem polarizar o fotodiodo
e com um pinhole de 500 um; (b) curva da responsividade fornecida pelo fabri-
cante [9]; (c) poténciaincidente no fotodiodo em funcéo do comprimento de onda.

A Figura7.13 ilustra a corrente medida, sem polarizagdo, nos trés tipos de
fotodiodos verticais permitidos no processo CMOS standard com n-well:
n-well / p-epilayer, p+/ n-well e n+ / p-epilayer. Estes fotodiodos tém apenas o0 1° 6xido
sobre a juncéo pn (ver seccdo 6.3). A responsividade e eficiéncia quantica de cada
fotodiodo encontram-se na Figura7.14 e Figura7.15, respectivamente. A eficiéncia
quantica foi calculada a partir da responsividade e utilizando a expresséo (5.4). Dos
gréficos obtidos conclui-se que para a gama espectral pretendida para este trabalho
(500nm a 600nm), o fotodiodo que melhor se adapta € o n+/p-epilayer,
confirmando-se assim as simul agbes obtidas.
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Corrente (A)
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Figura7.13: Corrente de cada fotodiodo em func¢éo do comprimento de onda. Os valores foram
obtidos sem polarizar o fotodiodo e com um pinhole de 500 pm.
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Figura 7.14: Responsividade de cada fotodiodo, calculada a partir da corrente medida e tendo
como referéncia o fotodiodo comercial calibrado da Hamamatsu.
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Figura 7.15: Eficiéncia quantica de cada fotodiodo, calculada a partir da expresséo (5.4).
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Uma vez que estava disponivel um LASER com A=633nm e com uma
poténcia incidente de 5uW constante e precisa, foram efectuadas as mesmas medicdes
anteriores nos mesmos fotodiodos e em mais trés fotodiodos do mesmo tipo mas com as
trés camadas dieléctricas sobre a juncdo pn (utilizando um pinhole igual em todos os
fotodiodos). A Tabela 7.1 apresenta os valores obtidos. Dela se conclui que, para
A =633 nm, o fotodiodo n-well / p-epilayer € 0 que apresenta melhor desempenho
(devido a sua juncdo ser mais profunda), seguido do fotodiodo n+ / p-epilayer e por fim
o fotodiodo p+/n-well, tal como esperado. Conclui-se ainda que as trés camadas
dieléctricas sobre a juncdo pn permitem uma maior eficiéncia quantica para esse
comprimento de onda, tal como previsto pela simulagdo da Figura5.8, seccdo 5.3.3.
Contudo, essas camadas introduzem uma dependéncia do comprimento de onda,
conforme se verificapelaFigura 7.16.

Tabela7.1: Vaores medidos da corrente e cdlculo da responsividade e €eficiéncia quantica dos
3 tipos de fotodiodos verticais da Figura5.1 para A = 633 Nm € Pqcigente = 5 UW €
constante:  (a) fotodiodo n-well / p-epilayer; (b) fotodiodo p+/n-well e
(c) fotodiodo n+ / p-epilayer.

Com 1° 6xido Com as 3 camadas dieléctricas
Tipo de fotodiodo @ (b) (c) @ (b) (c)
| (LA) 1.70 0.49 1.62 1.87 0.62 1.73
O (mA/W) 341 97 324 374 123 345
1 (%) 67 19 63 73 24 68

Na Figura 7.16 esta representada a corrente em funcdo do comprimento de onda
dos fotodiodos n+ / p-epilayer (fotodiodo do protétipo), um deles contendo apenas o 1°
Oxido e o outro as trés camadas dieléctricas por cima da juncdo pn. Na Figura7.17 e
Figura 7.18 representam-se a responsividade e a eficiéncia quantica dos fotodiodos. As
camadas de 6xido influenciam a resposta espectral dos fotodiodos influenciando assim a
quantidade de luz que chega a superficie do silicio e, consequentemente, a sua eficiéncia
quantica. Conforme se verifica pelos graficos apresentados, o fotodiodo com as trés
camadas dieléctricas possui picos adicionais causados por essas camadas (tal como
previsto pela simulacdo da Figura5.8). Devido a tolerancia da espessura das trés
camadas de 0xido, 0s picos desviam-se um pouco do simulado.
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Figura7.16 Corrente, em funcdo do comprimento de onda, dos fotodiodos n+ / p-epilayer com

0 1° Oxido e com as trés camadas dieléctricas por cima da juncdo pn. Vaores

medidos sem polarizar os fotodiodos.
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Figura 7.17: Responsividade dos fotodiodos medidos na Figura 7.16.
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Figura 7.18: Eficiéncia quantica dos fotodiodos medidos na Figura 7.16.
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A corrente de fuga para varias tensdes inversas dos fotodiodos n+ / p-epilayer
com o 1° 6xido e com as 3 camadas dieléctricas apresenta-se na Figura7.19. Sem
polarizacdo, o fotodiodo com o 1° éxido possui uma corrente de fuga de 0.27 pA
enguanto que, para o outro, essa corrente € de 0.63 pA.

70E‘12 N | | I [ [

— Com o 1° 6xido

6.0E-12 - Com as 3 camadas dieléctricas
|

5.0E-12 -
|

4.0E-12 + |
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|

3.0E-12

Corrente (A)

2.0E-12 +

1.0E-12 -

00E+00 L L TR L L R
0.01 0.10 1.00 10.00
Tensao Inversa (V)

Figura7.19: Corrente em fungdo da tensdo inversa dos fotodiodos n+ / p-epilayer, medida
guando néo estdo expostos a luz.

7.4.2 Electronicadeleitura

O circuito de leitura dos sinais analdgicos vindos dos fotodetectores foi
alimentado com umatensdo de 5V. A tensdo de referéncia de entrada do comparador é
de 2V e afreguéncia do relogio é de 1 MHz. Uma lampada convenciona de filamento
incandescente foi utilizada para iluminar os fotodiodos. As Figura7.20 e Figura7.21
apresentam o tracado do ecrd de um osciloscopio digital LeCroy9310 com as formas de
onda da tensdo no condensador (onda superior), e da tensdo negada de saida do
comparador (onda inferior), quando a lampada esta mais préxima e mais afastada do
fotodetector, respectivamente. A Tabela 7.2 mostra as caracteristicas em corrente
continua do comparador.

Como se pode constatar, a frequéncia da saida do comparador € directamente
proporciona & intensidade da luz. Posteriormente, a saida do comparador é utilizada
como sina de relégio para um contador que conta impulsos durante um periodo de
tempo fixo, produzindo assim aleituradigital correspondente aintensidade da luz.
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Figura7.20: Tensdo no condensador (1) e tensdo na saida do comparador (2) do conversor
luz - frequéncia, quando é iluminado por uma |ampada de filamento incandescente
acercade 5 cm do fotodiodo.
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Figura7.21: Tensdo no condensador (1) e tensdo na saida do comparador (2) do conversor
luz - frequéncia, quando é iluminado por uma |&mpada de filamento incandescente
a cerca de 50 cm do fotodiodo.
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Tabela 7.2: Caracteristicas em corrente continua do comparador com relégio.

Caracteristicas em corrente continua Minimo Tipico Maximo
Offset (mV) @ 2.5V 6

Tensdo de alimentacdo (V) Vdd-Vss 4 5 7
Corrente de polarizacéo (UA) 10

Gama de tensdo de entrada (V) 0 5
Tempo de subida (ns) @ carga 12 pF 200

Tempo de descida (ns) @ carga 12 pF 300

Atraso de propagacdo minimo (ns) 100

Maxima frequéncia de rel6gio (MHZz) 45

7.5 O Microlab na deter minacéo da concentracéo de proteinatotal e
acido uriconaurina

Os procedimentos para quantificar a concentracdo, quer da proteina total, quer
do &cido Urico na urina quando é utilizado o Microlab como aparelho de medida, séo os
mesmos descritos na seccdo 7.1. Nessa seccdo, utilizou-se 0 espectrofotdmetro como
aparelho de medida e cuvetes ou placas com pocgos para deposicdo do liquido. No
Microlab a diferencareside no facto dos liquidos se moverem e misturarem nos canais e
o aparelho de medida ser o sistema de deteccdo e leitura fabricado num chip
(Figura7.22). O volume total de solucdo que circula no canal principal (cana de
mistura) € de 14.28 ul. Para as duas biomoléculas a analisar (proteina total e écido
arico) arazdo amostra/reagente € de 1:50, pelo gque, a quantidade de reagente utilizada €
de 14 pl para0.28 pl de amostra. Os outros dois canais, acima e abaixo do principal, um
deles contendo o reagente e o outro um calibrador de concentracdo conhecida, permitem
um volume de liquido de 1.5 pl.

Figura7.22: O Microlab (os canais tém 500 um de profundidade e 1 mm de largura).
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7.5.1 Medicdo da proteinatotal naurina

A Figura7.23 apresenta 0 espectro de transmissdo medido para diferentes
concentragcdes de albumina apds a sua reaccdo com o reagente especifico para deteccéo
de proteina total na urina. Este espectro foi obtido utilizando o conjunto |&ampada e
monocromador como fonte de luz. Os resultados foram obtidos a temperatura de = 25 °C
com padrdes de albumina com concentragdes de 3 mg/dl a 100 mg/dl, compreendendo a
gama de valores normais e anormais na urina humana. Diferencas menores que 5 mg/dl
ndo foram consideradas, uma vez que representam uma variagdo de menos de 10% nos
valores tipicos encontrados no ser humano. Foram realizadas 6 medicoes diferentes e 6
ensaios diferentes para cada concentragdo. Os valores apresentados representam uma
meédia dos valores obtidos em cada experiéncia. No gréfico da Figura 7.23, a recta para
T =100% corresponde ao valor obtido quando foi medido apenas o reagente (sem
proteinatotal, mais precisamente sem albumina).

Na Figura7.24 encontra-se a curva de calibracdo deste ensaio. Os resultados
estdo de acordo com as medicOes efectuadas nos aparelhos convencionais e
consequentemente as mesmas conclusdes podem ser obtidas (ver secgdes 7.1.2 € 7.1.4).
Salienta-se que um incremento de 1 mg/dl no valor da concentracdo de proteina
corresponde a uma alteracéo do valor de transmitancia de 0.025%, conforme a equacéo
da recta de tendéncia do gréfico de calibracéo.

100.0% =

99.5% -

Reagente
—3 mg/dl

7.5 mg/dl
98.5% - —15 mg/dl
— 30 mg/dl
98.0% 4 —50 mg/dl
100 mg/dl

99.0% -+

Transmitancia (%)

97.5% -

970% T T T T T 1

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura7.23: Espectro de transmiss@o para diferentes concentragbes de albumina depois de
reagir com o reagente especifico para proteina total (“Microprotein-PR’). Da
curva superior para a inferior: reagente, 3 mg/dl, 7.5 mg/dl, 15 mg/dl, 30 mg/dl,
50 mg/dl e 100 mg/dl.
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Figura 7.24: Curva calibracéo para diferentes concentracfes de albumina depois da sua reaccéo
com o reagente “Microprotein-PR’.

A Tabela 7.3 fornece alguns resultados Uteis de calculos baseados nos valores
medidos. O coeficiente de absor¢éo (a) para cada concentragéo foi calculado pelalel de
Lamber-Beer:

I, (LP) =1, (LP =0)e %P (7.4)

onde | representa a intensidade de luz que atinge o fotodetector e LP o caminho ptico
percorrido por essaluz naamostra a analisar (no presente caso é de 500 pum).

Tabela7.3: Coeficiente de absorcdo para cada concentragdo medida para A =595 nm e com

LP =500 pm.

SOIUQGGS T (%) a(m-l) Tt (%)
Reagente 100.00

3 mg/di 99.98 0.27 0.02
7.5 mg/d 99.89 2.05 0.09
15 mg/di 99.72 5.66 0.17
30 mg/dl 99.33 13.19 0.39
50 mg/dl 98.88 22.40 0.45
100 mg/d 97.55 45.82 1.33

Pela Tabela 7.3 pode concluir-se que a diferenca no valor da transmitancia para
diferentes concentragdes Tgir, € muito pequena. As transmitancias obtidas encontram-se
bastante perto de 100% (transmitancia para reagente sem proteina). Isto deve-se a dois
factores. Em primeiro lugar o caminho Optico € pequeno (500 um) quando comparado
com os espectrofotémetros convencionais (normalmente € de 1 cm). Em segundo lugar,
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a albumina é a biomolécula que aparece em menor quantidade na urina humana (ver
Capitulo 2).

Uma vez que 0s ensaios para analisar proteina total na urina foram realizados
com padrdes de albumina, importava verificar o que aconteceria se além de albumina
estivessem presentes outras proteinas na amostra. A albumina representa um terco da
proteina total na urina. Se estiverem presentes mais proteinas, o valor da concentracdo
em andlise aumenta. Experiéncias com pequenos volumes de solucdo com amostras que
continham albumina e imunoglobulina G foram realizadas no Departamento de Biologia
da UM. Dessas experiéncias conclui-se que a aplicacdo conjunta dos métodos de
determinacdo de albumina e de proteinatotal é eficaz [2].

As medi¢es efectuadas ndo incluem nenhum filtro 6ptico no topo do Microlab,
umavez gue para o comprimento de onda ao qual este procedimento tem um maximo de
absorvéncia (A =595nm), ndo foi fabricado, ainda, um filtro Optico. A seguir
apresentam-se 0s ensaios relativos a determinacdo da concentracéo de écido Urico na
urina com o Microlab completo.

7.5.2 Medicdo do acido urico naurina

A Figura7.25 apresenta 0 espectro de transmissdo medido para diferentes
concentragdes de acido Urico apds a sua reaccdo com O reagente especifico para
deteccdo de acido Urico na urina. Este espectro foi obtido utilizando o conjunto |ampada
e monocromador como fonte de luz. Os resultados foram obtidos a temperatura de
=25°%C com padrdes de acido Urico com concentracbes de 5mg/dl a 120 mg/dl,
compreendendo a gama de valores normais e anormais na urina humana. Diferencas
menores que 5 mg/dl ndo foram consideradas, uma vez que representam uma variacéo
de menos de 10% nos valores tipicos encontrados no ser humano. Foram realizadas 6
medicOes diferentes e 6 ensaios diferentes para cada concentracdo. Os valores
apresentados representam uma média dos valores obtidos em cada experiéncia. No
gréfico da Figura7.25, a recta para T = 100% corresponde ao valor obtido quando foi
medido apenas o reagente (sem acido Urico).
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Figura 7.25: Espectro de transmissdo para diferentes concentracdes de acido Urico depois de
reagir com o reagente especifico para a sua quantificacdo (“Infinity™ uric acid
reagent”). Da curva superior paraainferior: reagente, 5 mg/dl, 10 mg/dl, 15 mg/dl,
20 mg/dl, 30 mg/dl, 40 mg/dl, 60 mg/dl, 80 mg/dl e 120 mg/dlI.

Na Figura7.26 encontra-se a curva de calibracdo deste ensaio. Os resultados
estdo de acordo com as medicdes efectuadas nos aparelhos convencionais e,
consequentemente, as mesmas conclusdes podem ser obtidas (ver seccbes 7.1.3 e 7.1.5).
Salienta-se que um incremento de 1 mg/dl no valor da concentracdo de proteina
corresponde a uma alteragdo do valor de transmitancia de 0.46%, conforme a equacéo
da recta de tendéncia do gréfico de calibrac8o. Para a obtencdo da recta de tendéncia
considerou-se apenas a zona linear do grafico (concentragdes até 30 mg/dl). Para
concentragdes superiores a melhor opcdo, segundo o protocolo do método, € diluir as
amostras e multiplicar o valor obtido pelo factor de diluicéo.

100% -
{ ’ Transmitancia = -0.0046C + 0.9904
R2: .987
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o
8 *
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©
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Figura7.26: Curva de calibracdo para diferentes concentragdes de &cido Urico depois da sua

reaccdo com o reagente “Infinity™ uric acid reagent”. A recta de tendéncia foi
calculada apenas na zonalinear.
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A Tabela 7.4 obteve-se de modo idéntico a Tabela 7.3 e fornece alguns
resultados Uteis de cél cul os baseados nos valores medidos.

Tabela7.4: Coeficiente de absorcdo para cada concentragdo medida para A =495 nm e com

LP =500 pum.

SolucBes T (%) a(m?) Tair (%)
Reagente 100.00

5 mg/d 97.29 54.97 271
10 mg/dl 94.29 117.68 3.00
15 mg/dl 91.42 179.42 2.87
20 mg/dl 90.09 208.64 1.33
30 mg/dl 85.56 311.95 4.54
40 mg/dl 82.76 378.49 2.80
60 mg/dl 75.66 557.75 7.10
80 mg/dl 71.52 670.15 4.13
120 mg/dl 62.14 951.65 9.39

Uma vez que o &cido Urico encontra-se em maior abundéncia na urina do que a
abumina é visivel uma maior diferenca de valores de transmitancia (T entre
concentragdes consecutivas. Ensaios prévios com um sistema de microfluidos com
LP =1 mm podem ser consultadosem [7].

M edic&o do acido urico na urina utilizando o Microlab com filtro 6ptico

Ao colocar-se o filtro Optico sobre o Microlab e realizando exactamente os
mesmos ensaios acabados de descrever, obteve-se o gréfico da Figura7.27. Neste
gréfico, foi considerado o valor T = 100% quando ndo estavam presentes nem o filtro
Optico nem solugdo nos canais. Deste modo, observa-se melhor o efeito do filtro dptico
comparando este grafico com o obtido na Figura7.25. Conforme se pode observar,
devido ao efeito do filtro éptico o valor méximo da transmitancia desviou-se de 495 nm
para 480 nm. Este desvio ndo é critico (quando se analisa apenas o0 &cido Urico) umavez
que o espectro de transmissdo do &acido Urico tem uma FWHM =90 nm (ver
Figura7.25), pelo que para 480 nm existem ainda diferencas de transmitancia para as
vérias concentragcdes. A FWHM obtida pelo efeito do filtro éptico € de 18 nm.

A curva de calibracdo obtida com o filtro Optico sobre o Microlab encontra-se na
Figura 7.28. Pela equacdo da recta de tendéncia conclui-se que esta curva € ligeiramente
diferente da obtida sem o filtro Optico (ver Figura 7.26). Esta concluséo é esperada, uma
vez que os vaores de transmitancia apresentados no gréafico dizem respeito a um
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comprimento de onda de 480nm. Como se pode observar na Figura7.25, a
sensibilidade do método para 480 nm é ligeiramente inferior do que para 495 nm. Mais
precisamente, um incremento de 1mg/dl representa um aumento no valor da
transmitancia de 0.28% para 480 nm e de 0.46% para 495 nm. Note-se que este filtro
Optico ndo poderia ser utilizado para obter a curva de calibragdo para A = 495 nm, uma
vez que para este comprimento de onda quase ndo ha diferenca no valor da
transmitancia para as varias concentracoes.

80% -
— Reagente —5 mg/dI

70% ~ A — 10 mg/dl 15 mg/dl

60% -| “ \ —20mg/dl  — 30 mg/di
—40 mg/dl  — 60 mg/dl

50% - — 80 mg/dl 120 mg/dl

40% -
30% -

Transmitancia (%)

400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura7.27: Espectro de transmissdo, obtido com o filtro éptico sobre o Microlab, para
diferentes concentracBes de acido Urico apds a reaccdo com o reagente especifico
para a sua determinacdo. Da curva superior para a inferior: reagente, 5 mg/dl,
10 mg/dl, 15 mg/dl, 20 mg/dl, 30 mg/dl, 40 mg/dl, 60 mg/dl, 80 mg/dl e 120 mg/dl.
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Figura 7.28: Curvade calibracéo do ensaio demonstrado na Figura 7.27, para A = 480 nm.
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M edicéo do acido Urico na urina utilizando uma fonte de luz branca

A Figura7.29 apresenta a curva de calibracdo quando os ensaios sdo realizados
com uma luz branca convencional direccionada para os microcanais. Neste ensaio 0s
valores da corrente dos fotodiodos foram transferidos para um computador para
posteriormente ser elaborada a curva de calibracdo. Os procedimentos do ensaio foram
0s mesmos do que os realizados nos ensaios anteriores. No tracado do gréfico foi
considerada T = 100% como sendo o valor medido para o reagente.

100% -
{m
9506 - “—» Transmitancia = -0.0034C + 0.9867
6N CR?=0.9314
~ 90% -
o
S 85% - "
=
2 0 "
g 80% - -
75% -
|
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Concentragéo (mg/dl)

Figura 7.29: Curva de calibragéo para diferentes concentracdes de écido Urico apos completa a
reaccdo com o reagente especifico para a sua determinacdo. Valores obtidos
guando o Microlab é iluminado com umafonte de luz branca convencional.

Pela curva de calibracdo, um incremento de 1 mg/dl na concentragc@o de &cido
arico corresponde a uma variagdo no valor da transmitancia de 0.34%. Contudo, o limite
minimo de deteccdo obtido € de aproximadamente 0.5 mg/dl e representa 0.8% da
concentracdo de &acido Urico que pode existir na urina humana. Os coeficientes de
variagdo da repetitividade e reprodutibilidade para 6 medicbes e 6 ensaios diferentes
aumentaram 4% em relacdo aos obtidos na seccdo 7.1, isto é, 0s seus vaores neste
ensaio sdo aproximadamente de 10%. Uma vez que a fonte de luz € uma luz branca
convencional, a medida de uma concentracdo conhecida (denominado de “calibrador”)
para cada medicdo € imprescindivel. Conforme foi referido no Capitulo 4, o espectro de
uma fonte de luz branca convencional ndo € constante (dai a necessidade do terceiro
canal para o calibrador). Caso a urina apresente um aspecto turvo deve fazer-se uma
centrifugacdo antes das medi¢des para eliminar os sedimentos que poderiam influenciar
os valores medidos. Este procedimento é também efectuado nos laboratérios de andlises
clinicas.
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7.6 Conclusao

Neste capitulo ficou provado que a reducéo de volumes de ensaio para a ordem
das dezenas de microlitros ndo influencia a validade do método de medicdo das
biomol éculas. Obtém-se 0 mesmo desempenho, precisdo, fiabilidade e sensibilidade das
analises realizadas actualmente nos laboratérios de andlises clinicas, os quais utilizam
um volume de solucdo de 1 ml. O Microlab pode, por isso, ser utilizado para a

determinacéo da concentrac&o de biomoléculas na urina.

O Microlab foi testado, com sucesso, na determinagéo da concentragéo de acido
arico na urina, para concentracbes que compreendem a gama de vaores normais e
anormais no ser humano. A Tabela 7.5 apresenta um resumo dos principais resultados

obtidos.

Tabela 7.5: Resumo dos parémetros obtidos do Microlab.

Caracteristicas Condicao Resultado
Tecnologa e CMOS anaégical.6 um
Areadecadacana optico 0000 - 500 pum x 500 pm
Espessurado caminho 6ptico - 500 pm
Método de leituradca Absorcio otica
concentracao da biomol écula G20 0P
Camadas do filtro éptico Dieléctricas 11
FWHM do filtro 6ptico A =480 nm 18 nm
Transmiténcia A =480 nm 70%
Corrente de fuga do fotodetector @0V 0.27 pA
Sensibilidade do fotodetector A=480nm,0V 211 mA/W
Eficiéncia quantica do _ o
fotodetector A=480nm,0V 54.4%
Tensdo de operacéo do sistema

~ I IR IEEE e 5V
de deteccdo e leitura
Variacéo d<~e 1 mq/o_ll na ) Sem filtro O[itl Co, AT = 0.46%
concentracdo de é&cido Urico A =495 nm, LP =500 pm
Variagdo dg 1 mg!o_ll na ) Comfiltro OE'[I co, JT = 0.28%
concentracdo de acido Urico A =480 nm, LP =500 um
Variagdo de 1 mg/dl na Com filtro optico, fonte de AT = 0.34%
concentracdo de é&cido Urico luz branca, LP = 500 um B
Repetitividade 6 medicdes < 10%
Reprodutibilidade 6 medicbes <10%
Limite minimo de deteccao Fonte de luz branca 0.5 mg/di

de &cido Urico
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O limite minimo de deteccéo € de aproximadamente 0.5 mg/dl, com um caminho

optico de 500 um. Este limite minimo é func¢éo ndo s6 do caminho Optico mas também
da sensibilidade do fotodetector, do sistema de leitura, do método colorimétrico e dos
reagentes.
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Conclusdes etrabalho futuro

8.1 Conclusdes

Esta tese apresenta um microssistema laboratorial (Microlab) para andlise de
fluidos bioldgicos por absorcéo Optica na gama visivel do espectro el ectromagnético. O
seu objectivo € permitir a determinacdo, em tempo real, sem requisitos especiais e a
baixo custo, do valor da concentracéo de biomoléculas em fluidos humanos. Utilizando
como fonte emissora uma fonte convencional de luz branca (como uma lampada
comercial de filamento incandescente, por exemplo), permite que as andlises sgjam
efectuadas sem recorrer a sistemas complexos e economicamente dispendiosos como
sistemas que incluam um espectrofotometro, por exemplo. O Microlab é um
microssistema portatil para diagnésticos clinicos. Permite realizar anaises em
consultérios médicos no decorrer da consulta, na casa dos pacientes e nos proprios
laboratorios de andlises, permitindo assim a determinacdo exacta da concentragdo de
biomoléculas em fluidos bioldgicos. Sendo de pequenas dimensdes, baixo consumo,
portatil e utilizando quantidades reduzidas de reagentes e de amostras apresenta, apesar
de tudo, resultados com a mesma fiabilidade e precisdo dos sistemas de anadlises de
fluidos biol 6gicos existentes, actualmente, nos laboratérios de analises clinicas.

O Microlab possui uma estrutura modular (Multi-Chip-Module) composta por
trés unidades. o sistema de microfluidos, o sistema de filtragem éptica e 0 sistema de
deteccdo e leitura.
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O sistema de microfluidos foi micromaquinado em vidro e contém os
microcanais nos quais circulam os fluidos. Os microcanais sao trés, cada um com 1 mm
de largura e 500 um de profundidade. Um dos microcanais permite obter a linha de
referéncia. O segundo microcanal permite a medicéo no fluido a analisar. Tem duas
entradas e uma saida para possibilitar a mistura do fluido com o reagente de forma
automatica. O terceiro microcanal é necessario para calibrar a fonte de luz e calibrar a
concentracdo da biomolécula a medir (com um padréo de concentragdo conhecida). O
formato dos microcanais € rectangular devido a reflexéo da luz, uma vez que 0 processo
de medicéao é por absorcéo optica.

O recurso a filtros Opticos faz com que sgja possivel readlizar medigdes no
Microlab usando uma fonte de luz branca convencional (que contém todos os
comprimentos de onda), 0 que representa uma importante vantagem porque evita o
recurso a uma fonte de luz monocromatica especifica, vinda de um LASER, por
exemplo. O sistema de filtragem Optica encontra-se sob o sistema anterior. Os filtros
opticos tém como funcdo seleccionar, dentro do espectro electromagnético de luz
visivel, o comprimento de onda adequado a biomolécula que se pretende anaisar. Sao
constituidos por 11 camadas de filmes finos dieléctricos de SIO; e TiO,. Estes filmes
tém como vantagem uma elevada reflexdo e uma baixa taxa de absorcdo. Foram
depositados, numa lamela de vidro de 500 pum de espessura, por técnicas de PVD. Neste
trabalho foram projectados 16 filtros Opticos, para analisar 16 biomoléculas diferentes
gue varrem comprimentos de onda desde 480 nm a 600 nm em intervalos de 8 nm. Cada
filtro tem uma area activa de 500 um x 500 um e € sensivel a uma banda muito estreita
de comprimentos de onda com uma FWHM < 6 nm. O fabrico desta matriz de filtros
opticos requer apenas 4 mascaras e 15 deposicdes. O funcionamento do sistema de
filtragem Optica foi demonstrado na analise de &cido Urico na urina. O filtro dptico
fabricado para essa andlise tem uma transmitancia de 70% e uma FWHM = 18 nm, para
A =480 nm.

O sistema de deteccdo e leitura foi fabricado segundo um processo de
microel ectronica standard CMOS de 1.6 um, com n-well, de uma camada de polisilicio
e duplo metal. Contém os fotodetectores para medir a intensidade do feixe de luz
transmitido através da mistura. Este feixe, com vérias componentes espectrais, € filtrado
pelos filtros Opticos, obtendo-se assim um intervalo estreito de comprimentos de onda.
O numero de fotodetectores depende do nimero de filtros Opticos. Os fotodetectores
fabricados, fotodiodos de juncdo, tém uma area activa de 500 um x 500 um, uma
sensibilidade de 211 mA/W para A =480 nm e uma corrente de fuga de 0.27 pA. Os
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fotodetectores séo posicionados exactamente debaixo dos filtros Opticos. Para converter
o sinal analégico dos fotodetectores num sinal digital, foi integrado no mesmo processo
de fabrico um conversor luz — frequéncia. Este necessita externamente de apenas uma
tensdo de alimentacdo continuade5 V.

O Microlab foi testado na determinagéo quantitativa de acido Urico na urina. Nos
testes foi utilizada uma lampada convencional de filamento incandescente. A escolha da
urina deveu-se ao facto deste fluido ndo necessitar de uma preparacéo prévia para a
realizacdo da andlise e por ser o fluido biolégico menos viscoso, fluindo mais
facilmente nos microcanais. Contudo, outros fluidos bioldgicos podem ser utilizados,
tais como 0 sangue, a saliva, o fluido cerebrospinal, etc. O acido Urico foi escolhido
como a primeira biomolécula candidata ao funcionamento global do Microlab, por ser
uma biomolécula frequentemente analisada na urina. A mistura completa e homogénea
nos microcanais da urina com o reagente especifico para a determinagéo quantitativa do
acido Urico é obtida em cerca de 40 s. A determinagdo quantitativa do acido Urico na
urina foi testada eficazmente para concentracbes desde 5mg/dl a 120 mg/dl,
concentragdes essas que compreendem a gama de valores normais e anormais na urina
humana (8 mg/dl a 67 mg/dl). O limite minimo de deteccdo obtido é aproximadamente
de 0.5 mg/dl, o que significa que a resolucdo do Microlab é suficiente, tendo em conta
0s valores observados no ser humano.

8.2 Trabalho futuro

Como trabalho futuro destaca-se o fabrico da matriz de 16 filtros &pticos,
utilizando o sistema de deposicdo, a configuracdo das méscaras e a sequéncia de fabrico
indicados no capitulo6.2. O Microlab ficard assim habilitado a determinar
guantitativamente a concentracéo de 16 biomolécul as diferentes em fluidos biol 6gicos.

Para 0 Microlab se tornar num equipamento totalmente autbnomo seria
interessante a construcdo de um leitor associado ao Microlab, 0 que permitiria a
visualizacdo do resultado quantitativo num mostrador. A Figura 8.1 apresenta o desenho
artistico de um possivel leitor. O sistema de microfluidos seria descartével, evitando
assim os custos associados a lavagem dos reagentes e amostras. Os restantes sistemas
(filtragem Optica e deteccdo e leitura) poderiam ser utilizados em varias andlises.
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fLeitor do Microlab)

Figura 8.1: Desenho artistico de um possivel leitor parao Microlab.

Quanto ao sistema de microfluidos existe ainda bastante trabalho que pode ser
desenvolvido. Como se viu, € interessante que este sgja descartavel. A utilizacdo de
polimeros para o seu fabrico apresenta vantagens, principalmente econdémicas, face ao
fabrico em vidro. Em geral, os sistemas de microfluidos em vidro séo fabricados através
de técnicas de corrosdo quimica utilizando écido fluoridrico (técnicas complexas,
dispendiosas, toxicas e perigosas) ou através de técnicas de microfresagem e
microperfuracdo (que ndo sdo boas para producdo em massa e apresentam uma
superficie rugosa). Uma solucdo promissora pode ser alcancada utilizando o photoresist
SU-8[1-3] no fabrico de sistemas de microfluidos. O photoresist SU-8 € um material
fotossensivel com boas propriedades mecanicas, boa resisténcia quimica e muito boa
biocompatibilidade. O fabrico de microcanais em SU-8 € compativel com a
fotolitografia ultravioleta dos semicondutores, com a vantagem de que nédo necessita de
mascaras dispendiosas, uma vez que as mascaras podem ser fabricadas numa
transparéncia como as usadas no fabrico de circuitos impressos. Permite ainda a
construcdo de microcanais com profundidades até 1 mm e com uma rugosidade muito
baixa, 0 que é extremamente vantajoso para medicdes por absor¢do optica. A Figura 8.2
apresenta um esquema de como seria 0 Microlab com o sistema de microfluidos
fabricado por técnicas de SU-8.

No sistema de microfluidos a mistura da amostra do fluido biolégico com o
reagente é feita por difusdo. Contudo, apenas os fluidos cujas moléculas envolvidas na
reaccdo tenham elevado coeficiente de difusdo e baixo peso molecular podem ser
misturados eficazmente e homogeneamente. Um sistema de microfluidos mais
abrangente necessitaria de eléctrodos para mover e misturar os fluidos ao longo dos
microcanais (principio da electroforese e electroosmose). O desenvolvimento e fabrico
de microbombas e microvavulas é um topico de elevado interesse para uma nova
geracdo do Microlab.
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Figura8.2: Desenho artistico, em corte e em perspectiva, do Microlab com o sistema de
microfluidos fabricado através de técnicas de SU-8.
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.1 Curvadecalibracéo

A determinacéo da concentragao (desconhecida) da biomolécula que se pretende
analisar é obtida através de uma curva de calibracéo. Esta é preparada utilizando uma
referéncia que ndo contenha a biomolécula que se pretende anaisar (geramente
utilizarse o reagente) e uma série de amostras com concentracdes conhecidas da
biomolécula que se pretende analisar (denominados “padrdes’ da biomolécula). A
Tabelal.l apresenta um exemplo de uma curva de calibragdo. Nela, encontram-se um
conjunto de amostras de concentragdo conhecida utilizadas para descrever a curva de
calibracéo (Figural.1l) e a amostra desconhecida a analisar. Apds a reaccdo entre essas
amostras e 0 reagente, as absorvéncias das misturas sdo lidas. Com estes valores é
tracado um grafico, Absorvéncia=f (Concentracdo). Esse gréfico denomina-se de
“curva de calibracdo”. Normalmente o grafico da curva de calibragdo apresenta a
equacdo da curva, denominada de “recta de tendéncia’, calculada através de técnicas de
regressdo. Um outro parametro estatistico que é calculado juntamente com a curva de
calibracdo é o coeficiente de correlacdo (CR). Este reflecte a extensdo de uma relacéo
linear entre dois conjuntos de dados. E um pardmetro adimensional, o seu vaor varia
entre -1.0 e 1.0 e é dado pela expresséo de Pearson,

n(=XY) - (=X )(=X)
J[nzx2 - (=X P[lnzy? - (=Y )]

CR= (1.1)

onde X e Y sdo o conjunto de dados e n é o nUmero de dados. Normalmente o que se
representa no gréfico da curva de calibragdo € o quadrado desse coeficiente. Este
quadrado é interpretado como a propor¢do da varidncia em Y que pode ser atribuida a
varianciaem X.

A medida de concentracbes desconhecidas dessa mesma biomolécula é
realizada, normamente, a0 mesmo tempo que a curva de calibragcdo. Os valores das
absorvéncias medidas para as concentragbes desconhecidas séo interceptados com a
curva de calibragdo e assim obtidos os valores das concentragdes. Algumas andlises
colorimétricas resultam numa curva de caibracdo ndo linear. Nestes casos,
sel ecciona-se uma peguena zona da curva onde a resposta € linear, ou esteja muito perto
da linearidade, e dilui-se as amostras de forma aos seus valores de absorvéncia se
encontrarem dentro dessa zona. Caso a curva ndo tenha nenhuma zona linear, ter-se-4
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que utilizar técnicas analiticas de regressdo ndo linear. A utilizacéo destas técnicas pode
consultar-se em [1].

Tabelal.l: Determinacédo de uma curva de calibracéo.

mosrare SR de Vol aneta Vol cmene g Rdeina can
1 0 1 4 0.000 1
2 2 1 4 0.143 1
3 4 1 4 0.261 1
4 6 1 4 0.379 1
5 Desconhecida 1 4 0.168 1

0.45
0.40 -
0.35 A

0.30 -

0.25 Amostra desconhecida

ABS =0.168 -> C = 2.55 mg/d|
0.20 A \

0.15 + .
0.10 ~
0.05 +

000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentragdo (mg/dl)

ABS =0.0628C + 0.0075
CR?=0.9976

Absorvéncia (AU)

Figural.1l: Curvade calibragéo.

.2 Requisitosda analise

Neste tipo de andlises existe uma série de requisitos que tém que ser cumpridos.
O seu incumprimento resulta em curvas de calibragcdo incorrectas e consequentemente
em valores de concentracdo incorrectos da biomol écula analisada.

E fundamental que a concentracdo da biomolécula na mistura sgja directamente
proporcional a concentragdo da biomolécula na amostra. Este requisito implica que
nenhuma biomolécula da amostra, diferente da que se pretende analisar, tenha uma
reaccado com o reagente, dentro da gama de comprimentos de onda para a qual essa
biomolécula tem um méaximo de absorvéncia. Isto quer dizer que a reac¢do tem que ser
selectiva, caso contrério, o valor medido da absorvéncia é referente ndo sO a
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biomol écula que se pretende analisar mas também a mais outras biomoléculas, pelo que
ndo é possivel discriminar a concentracdo nem da biomolécula pretendida nem das
outras. Em algumas reaccfes apenas se consegue a sel ectividade quando o comprimento
de onda, para o qual a absorvéncia da biomolécula € méxima, é desviado para outro
valor. Esse desvio deve-se a composicdo quimica do reagente, que desvia apenas a
biomolécula a analisar.

E fundamental que a leitura da absorvéncia sgja feita sO aps a reaccdo estar
completa. Reacgbes incompletas podem ser causadas pela seleccdo inadequada do
tempo, temperatura ou raz&o entre amostra e reagente.

O conhecimento da estabilidade da mistura é a chave para a selec¢éo do tempo
necessario para a medicdo. A temperatura da reaccéo afecta 0 tempo necessario para se
completar a reaccdo. Quando se pretende acelerar a reaccdo pode, em alguns casos,
aumentar-se atemperaturaa qual é realizada a analise.

Uma causa comum da analise por deteccdo colorimétrica ser ndo linear é a
inadequada razéo entre a concentracdo do reagente e a concentracdo da amostra. Essa
inadequada razéo pode resultar numa reaccao incompleta, mesmo aumentando o tempo
de reaccdo, ou sgja, nem todos 0s compostos quimicos da biomolécula conseguiram
reagir com o reagente. Normamente, uma razdo entre a concentracéo do reagente e a
concentracdo da amostra maior que 50 elimina esse problema.

.3 Seleccdo do comprimento de onda para a leitura das
absorvéncias das misturas

O comprimento de onda para a leitura das absorvéncias de uma determinada
biomolécula deve ser escolhido através do maximo valor do espectro da absorvéncia da
mistura. Contudo, existem, por vezes, sobreposi¢des entre os espectros das absorvéncias
da mistura, do reagente e da amostra. Esta, geralmente, além da biomolécula a analisar
contém outros compostos que podem absorver em comprimentos de onda dentro do
espectro de absorvéncia da mistura.

O melhor cenério para a deteccdo colorimétrica € aguele em que ndo existe
sobreposicdo do espectro da mistura com 0s outros espectros (reagentes e compostos da
amostra). Deste modo, nas medi¢des ndo ha interferéncia quer do reagente quer dos
compostos da amostra (Figural.2). O reagente conseguiu desviar o comprimento de
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onda, onde a mistura tem um méaximo de absorvéncia, para fora do seu comprimento de
onda e do dos outros compostos da amostra. O comprimento de onda utilizado para
medir a concentracdo da biomolécula pretendida €, entdo, dado pelo maximo da
absorvéncia da mistura (A = 520 nm).

Compostos  * * Mistura
da amostra - Ny
AR R 1 Reagente
D I

Absorvéncia (AU)

1 1 i '\ ¢\ 1 ! >
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 (nm)

Comprimento de onda

Figural.2: Espectros sem sobreposicéo [2].

Uma ocorréncia mais comum nas detecgdes colorimétricas é quando o espectro
da mistura tem sobreposicio com o espectro do reagente (Figural.3). E de igual modo
utilizado o comprimento de onda onde a mistura tem um méximo de absorvéncia para
analisar a concentragdo da biomolécula pretendida (A =530 nm). Contudo, quando o
espectro da mistura e do reagente estdo em sobreposi¢éo, a absorvéncia do reagente tem
que ser subtraida a da mistura de forma a obter-se apenas a absorvéncia da biomolécula
aanalisar.

Compostos ;y Mistura 1\
daamostra . -

Reagente

Absorvéncia (AU)

I /1 N\ / -\

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 (NM)
Comprimento de onda

1 1

Figura|.3: Espectros do reagente e mistura sobrepostos [2].

Um caso mais dificil € o que se apresenta na Figural.4 onde quer os compostos
da amostra, quer o reagente e quer a mistura tém absorvéncias no comprimento de onda
no qual a mistura tem uma absorvéncia maxima (A =480 nm). Neste caso, 0 analista
tem que medir primeiro a absorvéncia apenas do reagente e a absorvéncia apenas dos
compostos da amostra para cada comprimento de onda a medir e subtrair estes dois
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parametros ao valor obtido na mistura. E de igual modo utilizado nas medicdes o
comprimento de onda no qual a misturatem um maximo de absorvéncia.

Mistura

4 Compostos ‘___\/}\

da amostra
/71 \

Reagente

Absorvéncia (AU)

N | I [}

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 (NM)
Comprimento de onda

Figura |.4: Espectros da amostra, do reagente, e da mistura sobrepostos [2].
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SO,

(Base de dados da Sopra Company, http://www.sopra-sa.com/indices.htm)

A (nm) n k A (nm) n k
163 1.653 0.000 310 1.485 0.000
165 1.643 0.000 318 1.483 0.000
168 1.633 0.000 326 1.481 0.000
170 1.624 0.000 335 1.480 0.000
172 1.616 0.000 344 1.478 0.000
175 1.608 0.000 354 1.476 0.000
177 1.600 0.000 365 1.475 0.000
180 1.592 0.000 376 1.473 0.000
182 1.585 0.000 387 1.472 0.000
185 1.579 0.000 400 1.470 0.000
188 1.573 0.000 413 1.469 0.000
191 1.567 0.000 428 1.467 0.000
194 1.562 0.000 443 1.466 0.000
197 1.556 0.000 459 1.465 0.000
200 1.552 0.000 477 1.464 0.000
203 1.547 0.000 496 1.463 0.000
207 1.543 0.000 517 1.461 0.000
210 1.538 0.000 539 1.460 0.000
214 1.534 0.000 564 1.459 0.000
218 1.531 0.000 590 1.458 0.000
221 1.527 0.000 620 1.457 0.000
225 1.524 0.000 653 1.457 0.000
230 1.521 0.000 689 1.456 0.000
234 1.517 0.000 729 1.455 0.000
238 1.514 0.000 775 1.454 0.000
243 1.511 0.000 827 1.453 0.000
248 1.509 0.000 886 1.452 0.000
253 1.506 0.000 954 1.451 0.000
258 1.503 0.000 1033 1.450 0.000
264 1.501 0.000 1127 1.449 0.000
270 1.498 0.000 1240 1.448 0.000
276 1.496 0.000 1378 1.446 0.000
282 1.494 0.000 1550 1.444 0.000
288 1.491 0.000 1771 1.441 0.000
295 1.489 0.000 2066 1.437 0.000
302 1.487 0.000
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(Base de dados da Sopra Company, http://www.sopra-sa.com/indices.htm)

TiO;

A (nm) n k A (nm) n k A (nm) n k
180 1.370 1.998 620 2.880 0.000 1060 2.747 0.000
190 1.535 1.831 630 2.875 0.000 1070 2.746 0.000
200 1.536 1.696 640 2.870 0.000 1080 2.745 0.000
210 1.460 1.650 650 2.860 0.000 1090 2.743 0.000
220 1.433 1.806 660 2.850 0.000 1100 2.742 0.000
230 1.443 2.084 670 2.844 0.000 1110 2.741 0.000
240 1.363 2.453 680 2.840 0.000 1120 2.740 0.000
250 1.365 2.847 690 2.835 0.000 1130 2.739 0.000
260 1.627 3.197 700 2.830 0.000 1140 2.738 0.000
270 1.952 3.432 710 2.825 0.000 1150 2.737 0.000
280 3.355 3.561 720 2.820 0.000 1160 2.736 0.000
290 3.835 3.535 730 2.814 0.000 1170 2.735 0.000
300 4,732 3.280 740 2.810 0.000 1180 2.734 0.000
310 5.235 2.734 750 2.810 0.000 1190 2.733 0.000
320 5.391 2.076 760 2.810 0.000 1200 2.732 0.000
330 5.291 1.570 770 2.806 0.000 1210 2.731 0.000
340 4,969 1.093 780 2.800 0.000 1220 2.730 0.000
350 4.477 0.651 790 2.794 0.000 1230 2.729 0.000
360 3.870 0.251 800 2.790 0.000 1240 2.729 0.000
370 3.661 0.033 810 2.790 0.000 1250 2.728 0.000
380 3.498 0.000 820 2.790 0.000 1260 2.728 0.000
390 3.375 0.000 830 2.785 0.000 1270 2.727 0.000
400 3.286 0.000 840 2.780 0.000 1280 2.726 0.000
410 3.225 0.000 850 2.780 0.000 1290 2.726 0.000
420 3.186 0.000 860 2.780 0.000 1300 2.725 0.000
430 3.162 0.000 870 2.775 0.000 1310 2.725 0.000
440 3.149 0.000 880 2.770 0.000 1320 2.725 0.000
450 3.141 0.000 890 2.770 0.000 1330 2.724 0.000
460 3.130 0.000 900 2.770 0.000 1340 2.724 0.000
470 3.104 0.000 910 2.765 0.000 1350 2.723 0.000
480 3.080 0.000 920 2.760 0.000 1360 2.722 0.000
490 3.054 0.000 930 2.759 0.000 1370 2.722 0.000
500 3.030 0.000 940 2.760 0.000 1380 2.721 0.000
510 3.014 0.000 950 2.761 0.000 1390 2.721 0.000
520 3.000 0.000 960 2.760 0.000 1400 2.720 0.000
530 2.985 0.000 970 2.755 0.000 1410 2.719 0.000
540 2.970 0.000 980 2.750 0.000 1420 2.719 0.000
550 2.954 0.000 990 2.749 0.000 1430 2.718 0.000
560 2.940 0.000 1000 2.750 0.000 1440 2.717 0.000
570 2.929 0.000 1010 2.750 0.000 1450 2.716 0.000
580 2.920 0.000 1020 2.749 0.000 1460 2.715 0.000
590 2.910 0.000 1030 2.749 0.000 1470 2.714 0.000
600 2.900 0.000 1040 2.748 0.000 1480 2.713 0.000
610 2.889 0.000 1050 2.747 0.000 1490 2.711 0.000
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BG 40

Reflection factar Dermsity
Py il p [giermd] 267
Bubble comtent Transformation termperature
Butble cles 2 Ta[*C) 308 Per DIM 58191 BP 4821218
Chemical resistance Thermal expansion Par DIMN 58191 KP 6d1
FR class 0 Moaygre 108K] 119
SR chss 5.1 Oonmorn [105K] 137
AR oass 3.0 Tempsraturs coefficient
Ty [nmi™C] korically cokred glass
Lirnit values of T Transmittancea T and internal transmittance T =1 mm
for thicknessd = 1 mm Anm] T T Anm] T T
Wave- Limis Valus from 200 <110% <110t [ 700 0.1 012
kzngth [nm) calakg e 210 <110F  <1-10F 710 0.08 0.09
380 =0.80 0,89 F=y <110%  <1-10f | 720 0.06 0.0&
405 =0.98 0.05 230 <110°  <1-10° | 740 0.04 0.05
514 =0.97 0.98 240 110> =110t | 740 0.03 0.03
Ba2 <057 0.55 250 <110%  <1-10F [ 7ED 0.02 002
604 =016 015 260 <1105 <1100 | TED 0. 002
100 =0.02 0o 2T <110 <1-10F [ 770 0.0 001
280 <1107 <110 [ 7a0 0008 0009
230 <1105 =110 (790 0006 0.008
] <1107 <10 [ 300 0.00E 0006
Refractive index n 310 0.02 0.3 350 0002 0.002
&[] Element n 320 0.33 0.2 00 0003 0003
047 Hag 1.54 230 0.63 0.89 SE] 0004 0004
GET 6 He 240 0.77 0.83 1000 0006 0.006
350 n.ez2 0.80 1060 0. 0.01
230 0.85 n.o2 1100 0.02 002
i 0.86 0.4 1200 0.06 0.05
Tristimulus values ] 0.87 0.5 300 0.11 0.12
d x ¥ ki P = 0.8 0.5 A00 0.22 0.24
[rorm] [rm] 400 0.28 0.2 500 0.37 0.4
A1 0406 0422 T4 BD1 0.0 410 0.2 0.9 1600 0.52 058
2856 2 0aT4 043 83 500 017 420 0.8 0.57 1700 0.63 0.6
K 3 0348 0436 62 500 023 430 0.0 0.97 1800 0.69 075
£ 0308 0443 £ 400 032 440 0.8a 0.97 1200 0.74 0.0
1 0383 0410 T 499 0410 450 0.90 0.28 2000 0.74 0.80
3200 2 0352 D418 7O 498 0AT 450 0.3 0.58 2100 0.76 0.a1
K 2 0328 0419 B2 408 023 EX{] 0.50 0.58 2200 0.74 0.80
£ 020 D422 53 497 0.33 480 0.20 0.24 2300 0.70 0.7e
1 0283 0327 g2 400 0.1 490 0.90 008 2400 0.68 074
O 2 0282 0325 75 401 010 ] 0.20 0.ca 2E00 0.65 0.7
3 0246 DA B2 400 025 510 0.20 0.2 2600 0.55 =]
E D223 D316 &1 400 034 ] 0.20 n.ce 2700 0.50 0.54
530 0.20 0.28 2800 0.16 017
Application retes B4 0.aa 0.7 25900 0.4 015
Bard pass fiter EEQ 0.8 0.0 3000 0002 0002
- 52= saction 6.7.3 E5 086 0god (3200 a0 310 |
] 0.34 0.52 3400 <110~ <110~
Sheort pass fiker 0] 0.81 0.8 3E00 <1105 <1-10%
- s seclion 6.7.2 2] 077 0.84 3800 B0 510F
&0 nrz2 0.79 4000 b 2 [
" &1 067 0.73 4200 <110% <1107
Larg-term changes in the polished (] ] 0.5 4400 <107 =1 10%
surface are possible under some =30 053 0.8 AE00 2105 310
dircurnstances =40 046 0.50 4300 P D
- see saction 5.5 S50 0.39 0.42 5000 2109 3104
=] 0.3z 0.25 200 309 3104
a7 0.26 0.z
&80 n.20 0.z
Stabus Jne 1997 015 017

b S TR0 oy AVENDIOWS BRIOE and BINDOWENT.
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Anexo Il

Reflection factor Dermsity
” 0.9 P [ofemd] 2.0
Bubhle content Transformation tamperature
Butble cless 1 Ta['C 470 Per DIM 58191 BP 523460
Chemical resistance Thermal expansion Par DIN 58191
FR class 0 Wy [10EK] 9.1
SR chss 10 Oopnp [109K] 106
AR class 1.0 Tempsraturs cosfficient
Ty [nmi™C] korically colored glass
Lirmit values of T Transmittance T and internal transmittance T =1 mm
for thicknessd = 1 mm Alnm] T T Anm] T 5
Wave- Limis Valus from 200 <1107 <1-10" [ 700 0.14 015
kzngth [nm) catakbg e 21 <10F <10 [T 0.13 015
480 <082 0.45 F=y <1105 <1100 | 720 0.13 0.1E
514 =0.80 0.83 23 <110° <1107 [ 730 0.13 0.14
632 <0.30 027 240 <1107 - 10F (740 0.13 0.14
TIE 2017 014 250 <1105 <1105 [ 7ED 0.13 014
1060 =034 021 26 <1105 <1105 | 7E0 0.13 014
27 <1105 <1105 [ 770 0.13 014
280 <1107 110" [ 780 0.13 014
20 <1105 <1105 | 750 013 014
X <1105 <i-10° | A00 0.13 014
Refractive index n 310 6105 710 [BE] 014 015
L[] Element n ] 0002 002 | @00 0.16 07
480 Cd 1.5 330 0004 0004 [958 0.19 n.21
GETE He 1.55 240 0002 0002 1000 0.23 0.25
E] 2104 210+ [ 1080 0.28 0.31
30 2105 210 1100 0.32 0.35
] 05 20T (1200 042 045
Tristimuus values ) 0-10-% 1-10+ 300 0.51 055
d x ¥ ¥k P E=]] 0003 0.003 400 0.58 .64
[rrm] [rm] A0 0.04 0.04 500 065 0.7l
1 0383 0463 B4 512 016 410 0.13 .14 1600 0.70 077
2856 2 0330 0513 35 513 028 420 n.21 0.z3 1700 074 081
K 3 0200 0554 25 513 038 43 0.8 0.21 1800 0.77 085
§ 023 0815 4 515 052 440 0.36 0.40 1200 080 0.8
1 0363 D465 55 G101 015 450 0.44 0.49 2000 0.82 0.5
3200 2 0314 DEDS 3T OB12 027 450 0.52 0.57 2100 0.83 0.01
K 3 0277 057 X 513 047 470 0,58 .64 2200 084 0.02
£ 0227 DEDg 14 B16 051 480 0.64 0.7 2300 0.85 0.9
1 0.276 0390 B3 513 013 490 0.0 0.76 2400 0.85 0.2
O 2 0246 0445 42 BIE 024 ] 0.73 0.8 2E00 0.85 0.0
3 0223 0492 0 516 033 510 0.75 0.83 2600 0.85 .28
E 0192 DEET 1% B18 048 £20 0.78 0.84 2700 0.84 002
=] 0.75 0.83 2800 062 0.6l
Application retes B4 (] 0.80 2900 061 [
Bard pass fiter EEQ 059 0.76 3000 056 .64
- s2a s=clion 6.7.3 = 0.64 0.70 3200 050 .55
570 058 0.54 3400 043 0.47
(] 052 0.57 3E00 040 0.44
] 0.46 0.50 3200 042 048
=] 0.40 0.44 4000 044 0.48
&10 0.34 0.2a 4200 0.36 0.40
&2 0.28 0.32 4400 0.23 0.2E
520 0.25 0.28 AE00 0.06 0.07
] 0.2z 0.25 4300 0008 001
5ED 0.20 0.2 £000 0003 0003
=] 018 0.2 5200 a1t 1104
&7 017 0.18
[N 018 017
Status Jne 1997 £20 0.14 0.16
b 00 POy AVRNDOHE S DEVOE and MANDOWE NT.
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ANEXO 1V

Principais esqguemas da
electrénica delatura







Anexo IV
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FiguralV.1: Esquema detalhado do conversor luz - frequéncia.
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Figura lV.2: Esquema detalhado do comparador.




ANEXO YV

Sequéncia de fabrico da estrutura
multicamada da Tabela 4.6







Anexo V

A FiguraV.1l ilustra a configuragdo das mascaras e respectivas espessuras
necessarias para o fabrico da matriz de 16 filtros opticos descritos na Tabela 4.6 e cujos
espectros de transmissdo foram apresentados na Figura 4.19.

. ) Espessura das camadas
1 méscara, deposita 5 nm Espessura da camada 5 até a0 momento

(@
Espessura das camadas
até ao momento
(b)
Espessura das camadas
Espessura da camada 7 até ao momento
(©)

Espessura das camadas antes da
deposi¢éo das camadas 8 a 11

Espessura da camada 7

FiguraV.1l: Mascaras e espessuras em nandmetros da matriz de 16 filtros épticos descrita na
Tabela4.6. As cruzes sao marcas para o alinhamento das mascaras.

Apbs a deposicdo das 5 primeiras camadas em toda a matriz, sendo depositada
apenas uma espessura de 60 nm na camadab, é utilizada a 12 mascara para depositar
mais 5nm de TiO, em apenas metade da matriz. Obtém-se assim os valores das
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espessuras apresentados na FiguraV.1(a). Seguidamente deposita-se, em toda a matriz,
as camadas 6 e 7, esta Ultima com 75 nm de espessura. Aplica-se a 22 mascara para
depositar mais 5 nm na camada 7, ficando esta camada com duas zonas de espessuras
diferentes (FiguraV.1(b)). Aplica-se a 32 méascara e com ela deposita-se mais 10 nm na
camada 7, ficando esta camada com quatro zonas de espessuras diferentes
(FiguraV.1(c)). Ao aplicar-se a 42 méascara depositando-se mais 20 nm na camada 7
concluem-se as 8 espessuras diferentes para esta camada (FiguraV.1(d)). Por fim,
deposita-se em toda a matriz as camadas 8 a 11.

A posicado dos 16 filtros Opticos na matriz encontra-se na Figura V.2

Numero do filtro

FiguraV.2: Posicdo dos 16 filtros Opticos na matriz, utilizando as mascaras descritas na
Figura V.1 e as espessuras apresentadas na Tabela 4.6.




ANEXO VI

Especificacoes tecnicas do fotodiodo
comercial S1336-5BQ da Hamamatsu







Anexo VI

=
. . ‘e Vi
| ! !
Si photodiode T e
S1336 i N
series ¢
UV to near IR for precision photometry
® High sensitivity ® Analytical instruments
® Low capacitance @ Optical measurement equipment
@ High reliability
W General ratings / Absolute maximum ratings
1 1 Absolute maximum rating
Dimensional Acti Effecti 3] 5 =
outline/ Package ko) Lol Reverse voltage peratng arage
Type No. 2 area size active area temperature temperature
Window ViR Max. Tapr Tstg
material * . . : . = o
(mm) (mm) (mm?) V) ('C) ('c)
51336-18B0Q -20 to +60 -55 to +B80
51336-18BK TO-18 11 %1 12 -40 to +100 -55 to +125
51336-5B0Q -20 to +60 -85 to +80
51336-5BK T0-5 24x24 =7 5 -40 to +100 -566 to +125
51336-44B0 16 % 36 13 -20 to +60 -55 to +B0
51336-44BK ) ' -40 to +100 -55 to +125
51336-8B0Q -20 to +60 -55 to +80
51336-8BK TO-8 5.4 %88 33 -40 to +100 -56 to +125
M Electrical and optical characteristics (Typ. Ta=25 °C, unless otherwise noted)
Peak Shaort circuit Dark | Tem Teminal
Spectral | sensi- Phaoto sensitivity current current meﬁ? Rize time| capad- Shunt
response | tivity S (AMW) lsc 1o ient tr tance |mesistance NEP
range wave- 10070 |, _ n e Ve=0W Ct Rsh
TwsNa length Hete VR=IOmVL of 10 f ootk | ve=ov | we=tomy
i . 200nm |50 | Min. | Typ. | Max Tein I
A p . laser f=10kHz
P vin o | 633 Min. | Typ.
inm) | (nm) 1) om | A) | (wa) | (pA) JimestCY ps) | (pF) |(Go)|(Go)| (WiHz'?)
51336-18BQ|190 to0 1100 0.10|0.12 AB
S1336-18BK 320 to 1100 - . 1 1.2 20 0.1 20 0.5 2 |57 =10
51336-5B0Q |190to 1100 0.10]0.12 4 5 a0 0.2 5 03| 1 a1 =10
S51336-5BK |320to 1100 as0 |os k= ll PP 1.15
51336-44B0Q(190 to 1100 ~10.10j0.12] ’ 4
51336 44BK 320 1o 1100 - - 8 10 50 0.5 150 02 (06 |1.0=x10
S51336-8BQ |190 to 1100 0.10]0.12 4
S13368BK 1320101100 22 | 28 100 1 380 01 |04 [1.3x10
* Window material, K: borosilicate glass, Q: guartz glass
s L rmeran




Microssistema laboratorial para andlise de fluidos bioldgicos

B Spectral response B Photo sensitivity temperature characteristic
0T [Typ. Ta=25"C) 5 (TyE. |
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m 03 W
= 5133680 e \ £
O g2 /| = A
I r "\ o 0
[ % ]
0.4 [\ =
’ ]
4\ s13%6-BK -
| e 05
190 400 500 800 1000 90 400 o0 800 1000
WAVELENGTH (nmy) VWAVELENGTH (nm)
Lleam s coy =) Liram it 2]
M Rise time vs. load resistance W Dark current vs. reverse voltage
(Typ. Ta=25 'C, Vr=0 V) Typ. Ta=2E C]
1 ms AL : 104 (Typ. Ta2® ©)
i T
1335-BBQVEK
R = = Sk 4
T T TTTTT : ”
T i =
T T H =
Y 10ps =51335-44BOBK 400 pa
= H [ ———r— =Rl
. i | T T
ﬁ =f‘ 3 = o |
T Ay = T fopA ==ii =1336-12B0/EK £
11T 1T
e R O H = i i
. i 1Ll ——s51336-44BQ/BK
100ns 1 pa
L 513055608 1356-5BQBK. =5
Il i
(e T _
10 10 104 108 03 " 0
LOAD RESISTANCE (i1
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B Shunt resistance vs. ambient temperature

[Typ. Vr=10 mV)
= —
LI T T
- O ISRl
1
i S — 51306-44B0EK
,, foca —
iy T T
= 1 0 PR 51336-18BQ/BK T—]
= ey
in ey
o100 M A
w Y
o g Py oy
= {0MD Py
5 \\\\\
51335 BBL/EK
I
wooAmMa .
o
100 K2
10 k2
-20 0 20 40 &0 a0
AMBIEMT TEMPERATURE (")
KEPCEDICEA
W Dimensional outlines (unit: mm)
| @ S1336-18BQ/-18BK | [ @ S1336-5BQ/K, 51336-44BQ/K

winpow et s02
$3.0:02 [P4T204

0.2

A6t

254202

14

CONMNECTED TO CASE

KSFTALHESR

9102
WINDOW o2
#5004 281+04 -
=]
H
3
PHOTOSENSITIVE — —1— o
SURFACE o
#0485 ”
LEAD |] 3
EOB+0.2
[T
L2 &_/ it
CONMECTED The K type borosilicate glass
TO CASE window may extend a masximum

@D

of 0.2 mm above the upper surface
of the cap.
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Si photodiode S1336 series

[ @ 51336-BBQV-5EK |

$13.0202

WINDOW

p10.5 + 0.1 £12.36 2 0.4

50+0.2

PHOTOSENSITIVE | - !

SURFACE ;
P0.45 o
LEAD |] H

Tht02

1.8
£

MARK (#1.4

3] i (i)
The K type borosilicate glass

CONMECTED 0 :

10 CASE window may extend a maximum

of 0.2 mm above the upper surface
UJ of the cap.
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ANEXO VI

Constantesfisicas, eléctricase
prefixos nas unidades de engenharia







Anexo VII

Constantesfisicas e eléctricas

Nome Simbolo Valor

Permitividade eléctricado vazio & 8.854187817x10 Fm™
Permeabilidade magnética do vazio Lo AmX107 NA™?

Constante dieléctrica SiO, &sio, 3.97g

Constante de Planck h 6.62606876x10* J s
NUmero de Avogadro Nav 6.02214199x10% mol *
Velocidade daluz no vazio Co 2.99792458x10% ms*
Carga do electréo q 1.602x10*° C

Electréo Volt eV 1.602x10™"° J

Prefixos nas unidades de engenharia

Factor multiplicativo Prefixo Simbolo
10% Tera T
10° Giga G
10° Mega M
10° Kilo k
10° Hecto h
10 Deca da
10 Deci d
102 Centi c
10 Mili m
10° Micro u
10° Nano n
102 Pico p
10" Fento f
1018 ato a




