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RESUMO

Este trabalho de doutorado dé continuidade aos esforgos iniciados no mestrado, apresentando
os principais resultados obtidos na integracdo de uma “lingua eletronica” com recursos de
microfluidica. Brevemente, trata-se de uma “lingua eletrénica” utilizando microlitros para
analise e descarte de amostras, visando desenvolvimentos que possibilitem posteriormente a
fabricacdo de dispositivos “lab-on-a-chip”, abrindo fronteiras para possibilidades multiplas de
integracdo na andlise de bebidas, desenvolvimento de formulagdes na industria farmacéutica,
biossensores, andlises clinicas, etc. Para viabiliza-las, fez-se necessario depositar filmes
ultrafinos nanoestruturados no interior de microcanais, previamente selados sobre eletrodos
interdigitados (IDEs) de ouro, através de uma adaptagdo da técnica de automontagem (LbL,
do inglés Layer-by-Layer), o que resultou em boa reprodutibilidade na fabricacdo dos
dispositivos. Os filmes nanoestruturados no interior dos microcanais foram caraterizados in-
situ durante o processo de deposicdo através de medidas de espectroscopia de impedancia
elétrica, que indicaram alteragdes nos padroes observados em fungdo da nanoestruturagao de
materiais sobre os IDEs, posteriormente confirmado pela andlise Raman.
Complementarmente, para melhor compreensdo das alteracdes causadas pelos filmes
automontados no interior dos microcanais, as medidas elétricas foram analisadas através de
circuitos elétricos equivalentes, implicando em uma simplificagdo no modelo que utilizamos
por mais de uma década. Na sequéncia, o desempenho da “lingua eletrénica microfluidica”
aqui desenvolvida foi confrontado com os resultados apresentados por uma “lingua eletronica
convencional”, na qual os eletrodos interdigitados sdo imersos em um béquer contendo as
amostras liquidas. A partir das respostas elétricas apresentadas por tais “linguas eletrénicas”,
foi realizada a Analise de Componentes Principais, indicando que o sistema de microcanais
possui desempenho semelhante ao sistema convencional. Ressaltamos que os
desenvolvimentos propostos aqui, apesar de ainda estarem em sua infancia, envolvem trés
areas de grande importancia, situadas na fronteira de desenvolvimentos em ciéncia e

tecnologia atualmente: desenvolvimento de sensores, nanociéncia e microfluidica.

Palavras—chave: Microfluidica; lingua eletronica; filmes automontados.
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ABSTRACT

This PhD work continues the efforts initiated at our Master degree, presenting the main
results obtained in the integration of an electronic tongue system using microfluidics. Briefly,
it is an e-tongue device using microliters for sampling and discharge analysis, envisaging
developments that might later enable the fabrication of lab-on-a-chip devices, opening
frontiers to multiple possibilities of integration in the analysis of beverages, developments of
pharmaceutical formulations, biosensors, clinical analysis, etc. To get it into reality it was
required the deposition of nanostructured ultrathin films inside microchannels, previously
sealed onto gold interdigitated electrodes (IDEs), throughout an adaptation of the layer-by-
layer (LbL) technique, completely eliminating leakages, resulting in good reproducibility in
the fabrication of the devices. The nanostructured thin films inside microchannels were
characterized in-situ during the deposition process throughout impedance spectroscopy,
indicating changes in the observed electric patterns due to the nanostructuration of materials
onto the IDEs, further corroborated by Raman analysis. Complementarily, to better
understand changes caused by the layer-by-layer films inside a microchannel, the impedance
data were analysed using equivalent electric circuits, resulting in a simplification of the model
used by us for more than a decade. Sequentially, the performance of the microfluidic e-tongue
developed here was confronted with data acquired in a conventional e-tongue, in which the
IDEs were left soaking in a beaker having liquid samples. Principal Component Analysis was
applied in the data from the electrical responses presented by these e-tongues, indicating that
the microchannel system has a similar performance when compared to the conventional
system of IDEs immersed in a liquid sample. It is worth mentioning that the developments
proposed here, despite still being in its infancy, involve three important areas situated at the
frontier of developments in science and technology nowadays: development of sensors,

nanoscience and microfluidics.

Keywords: Microfluidics; electronic tongue; self-assembled films.
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1 - INTRODUCAO

A incorporacao dos beneficios trazidos pela microfluidica a uma “lingua eletrénica”
tem sido a for¢ca motriz para este trabalho, pois o desenvolvimento de sistemas microfluidicos
abre novas fronteiras para a integracdo e realizacdo de tarefas multiplas neste tipo de
sensoriamento, com aplicagdes que ultrapassam a analise de bebidas, permitindo adaptagdes
para andlises clinicas e biologicas (fluidos corporais como sangue, por exemplo), controle
ambiental, etc.

Microfluidica ¢ a tecnologia central presente no desenvolvimento de sistemas
miniaturizados (Mcdonald, Duffy et al., 2000; Squires ¢ Quake, 2005; Yager, Edwards et al.,
2006), sendo cada vez mais utilizada nas 4areas quimica, bioldgica e médica, devido a
habilidade de executar rapidamente procedimentos analiticos complexos com maior eficiéncia
do que as tradicionais abordagens na macroescala (Wootton e Demello, 2012). Além de
microdispositivos altamente integrados para pesquisas biomédicas, farmacéuticas e em
analises clinicas (preparacdo de amostras, biosensores, analises clinicas e genéticas, deteccao
de drogas, analise de uma unica célula, etc.) (Fiedler, Shirley et al., 1998; El-Ali, Sorger et
al., 2006; Burg, Godin et al., 2007; Wu, Benson et al., 2012), ha também aplicagdes nas areas
de engenharia e fisica para sistemas de controle e gerenciamento de calor, tecnologias de
displays, geracdo de energia, entre outras (Yi, Jin et al., 2000; Yuan, Song et al., 2010;
Chang, Cheng et al., 2012).

“Lingua eletrbnica”, ou sensor gustativo, ¢ a designagdo dada para um conjunto de
sensores capazes de distinguir amostras liquidas (Ciosek e Wroblewski, 2007; Riul, Dantas et
al., 2010). Para tanto, ¢ empregado o conceito de seletividade global, no qual diferengas na
resposta elétrica de diversos materiais servem como uma impressdo digital da amostra
analisada (Riul, Dantas et al., 2010). A “lingua eletrénica” abordada neste trabalho é um

dispositivo amplamente utilizado para analise de sistemas liquidos complexos, baseada em
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medidas de impedancia elétrica e filmes ultrafinos depositados sobre eletrodos interdigitados
(IDEs) (Riul, 2002; Riul, Dos Santos et al., 2002; Riul, Soto et al., 2003).

No que concerne a sistemas semelhantes ao proposto neste trabalho de doutorado,
recentemente Hossein-Babaei et al. relatam o uso de microcanais como unidades sensoriais de
uma “lingua eletronica”, sendo capaz de diferenciar eletrolitos com padrdes de paladar azedo
e amargo (Hossein-Babaei e Nemati, 2012). Apesar de citarem a possibilidade de melhorar a
sensibilidade do dispositivo com o uso de diferentes materiais, os autores utilizaram apenas
dois microcanais/eletrodos com geometrias distintas, sem a presenga de filmes, e monitoraram
a taxa de difusdo dos analitos através de medidas de condutancia ao longo dos canais. Em sua
pagina na internet,” um grupo de pesquisa com ampla experiéncia em “linguas eletronicas”
(Legin, Rudnitskaya et al., 1997; Legin, Rudnitskaya et al., 2003; Mimendia, Legin et al.,
2010) menciona o uso de 300 puL de solu¢do para andlise efetuada em um conjunto de 12
unidades sensoriais. Apesar das semelhancas, o sistema utilizado ¢ baseado em medidas
potenciométricas e vidros calcogenetos como unidades sensoriais. Comparativamente a
“lingua eletronica” desenvolvida neste trabalho (medidas de impedancia ¢ IDEs cobertos com
filmes finos), as medidas de potenciometria operam em funcio de carga liquida presente nos
eletrolitos, dificultando, por exemplo, andlises do paladar doce como a sacarose. Em um
trabalho ja patenteado (Bartlett, Gardner et al., 1997), os autores usaram polimeros
condutores para fazer a conexdo entre um par de eletrodos, compondo um sensor do tipo
“nariz eletronico”. A deposigdo dos polimeros foi feita eletroquimicamente, ou por imersao
(dip-coating), e devido a aplicagdo, o dispositivo ¢ bastante sensivel a varia¢des de
temperatura e umidade. Neste trabalho de doutorado também foram utilizados filmes de um
polimero condutor, contudo, a deposicao dos materiais foi feita sobre eletrodos interdigitados

no interior de microcanais ja selados, através de uma adaptacao da técnica de automontagem

" Disponivel em <http://www.electronictongue.com/cell. html>, acesso em fevereiro/2013.
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(LbL, do inglés layer-by-layer) e, como a aplicagdo ¢é voltada para a diferencia¢ao de solugdes
(“lingua eletrénica”), ndo temos problemas em relacdo a controle de umidade. Em outra
patente (Li, Hargis et al., 2008), os autores fabricaram um dispositivo microfluidico integrado
a eletrodos interdigitados, que foram recobertos com enzimas e utilizados na detec¢do de
contaminantes através de medidas de espectroscopia de impedancia. De fato o sistema
descrito ¢ muito semelhante ao que estamos desenvolvendo, entretanto, a imobilizacdo de
enzimas usadas em biosensores, em geral, denota reconhecimento especifico de espécies nos
sistemas analisados (esquema ‘“chave-fechadura”), enquanto a “lingua eletrénica” que
desenvolvemos opera em funcdo de seletividade global, ou seja, as unidades sensoriais nao
sdo especificas as espécies analisadas, em analogia a lingua humana. A ndo especificidade
amplia o potencial de uso, pois pode incorporar unidades sensoriais seletivas € 0 mesmo
dispositivo pode atuar, por exemplo, na analise de diferentes sistemas liquidos.

Esta tese estd estruturada em mais quatros seg¢des. Na secdo 2 sdo abordados os
fundamentos teodricos referentes a microfluidica e a “lingua eletrénica”. Na se¢do 3 sdo
apresentados os materiais utilizados na fabricagdo dos dispositivos e na deposi¢do de filmes
LbL no interior de microcanais, assim como os métodos aplicados em suas caracterizagdes,
dentre eles, a determinagdo da constante de cela do dispositivo através de medidas elétricas. A
discussdo dos resultados ¢ realizada na se¢@o 4 e, por fim, na se¢do 5 sdo feitas as principais

conclusoes.
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2 — FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Microfluidica e Escoamentos Laminares

A microfluidica lida com a manipulag@o precisa de fluidos confinados em canais com
dimensdes sub-milimétricas (Mcdonald, Duffy et al., 2000; Wootton ¢ Demello, 2012), nos
quais o escoamento laminar ¢ predominante (Wu e Nguyen, 2005). No escoamento laminar o
fluido se move em camadas, ou laminas, com cada uma destas deslizando suavemente sobre
outra adjacente. Qualquer tendéncia a instabilidade e turbuléncia no movimento do fluido ¢
amortecida por forgas viscosas de cisalhamento que dificultam o movimento relativo entre
camadas vizinhas. Por outro lado, no escoamento turbulento as particulas do fluido movem-se
em trajetorias irregulares, com grande troca de quantidade de movimento transversal (Streeter
e Wylie, 1982).

O célculo de uma grandeza adimensional conhecida como nimero de Reynolds (Re) ¢
utilizado para avaliar se um dado escoamento € laminar ou turbulento. Conforme demonstrado
no Apéndice A, para o escoamento de um fluido com vazao (R) através de um canal com area

de secdo transversal retangular, o valor de Re ¢ dado por:

2d.R

e+ h)

()

sendo, d a densidade ¢ 1 viscosidade do fluido e, | a largura e H a altura do canal. Devido as
condigdes experimentais envolvidas neste trabalho, podemos reescrever a equagao 1

substituindo os valores da densidade e viscosidade da dgua:

R

Re=0,556
l+H

)

Na equagao 2, as dimensdes do microcanal (I e H) sdo dadas em micrometros (um) ¢ a

vazdo (R) em microlitros por hora (uL/h). Considerando a dgua como tipico fluido de
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trabalho, os nimeros de Reynolds estimados para escoamentos laminares em dispositivos
microfluidicos estdo entre 10 ¢ 10 (Squires ¢ Quake, 2005). Em tais escoamentos, o perfil de

distribui¢do de velocidades no interior de um microcanal ¢ semelhante aquele ilustrado na

Figura 1.
A7
©U
(a) H/2
®© o0 ©0
-2 © o o 0 ® O 0 12 9
—H2

(b)

Figura 1 — (a) Area de seciio transversal de um microcanal de largura “I” ¢ altura “H” e, (b) perfil de
distribuicdo de velocidades “U” de um fluido escoando em regime laminar. O simbolo ® em (a) indica que o
sentido do escoamento ¢ para fora do plano da pagina. Adaptado da ref. (Wu e Nguyen, 2005).

Experimentalmente, o perfil de velocidades exibido na Figura 1 ¢ verificado através da
técnica micro-PIV (do inglés, micro particle image velocimetry) (Santiago, Wereley et al.,
1998; Meinhart, Wereley et al., 1999; Wu e Nguyen, 2005; Aubin, Ferrando et al., 2010), na
qual as posi¢oes de microparticulas arrastadas pelo fluido sdo monitoradas através da
aquisicdo de sucessivas imagens. Pode-se notar que a velocidade do fluido tende & zero nas
proximidades das paredes do microcanal, e como nos dispositivos utilizados neste trabalho o
microcanal passa sobre os eletrodos interdigitados, serd apresentado mais adiante que a
velocidade de escoamento do fluido ndo € tao significativa para a resposta elétrica quanto sua
resistividade.

Conforme ilustrado na Figura 2, o crescente numero de artigos publicados nas duas

ultimas décadas evidencia a importancia e impactos da microfluidica nas mais diversas areas
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de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, e.g., quimica, fisica, energia, farmacologia e

areas da satide em geral.
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Figura 2 — Numero de artigos relacionados a microfluidica publicados nos tltimos anos.

2.2 Processos Fotolitograficos

Estruturas com dimensdes micro/nanométricas podem ser construidas através de
métodos “bottom-up” (de baixo para cima) e¢/ou “top-down” (de cima para baixo) (Mijatovic,
Eijkel et al., 2005). Como exemplos do primeiro método, nanoparticulas (Min, Kim et al.,
2011) e filmes ultrafinos (Ariga, Hill et al., 2007) sao obtidos a partir do arranjo de atomos e
moléculas. Por outro lado, no método top-down pode-se utilizar técnicas de fotolitografia
(Lockhart, Dong et al., 1996; Duffy, Mcdonald et al., 1998; Martin, Nogues et al., 2003) para
fabricar nanotransistores (Hamedi, Tvinstedt et al., 2009) e biossensores (Chen, Wang et al.,
2008), entre outros dispositivos. A fotolitografia consiste na transferéncia do padrao/desenho
de uma madascara para um substrato através da exposicdo de polimeros sensiveis a luz,
denominados fotoresistes. Nos fotoresistes positivos a energia fornecida pela luz promove a
degradacao das cadeias poliméricas, enquanto que, nos fotoresistes negativos, ela provoca a
ligagdo cruzada das cadeias (cross-linking). A seguir sdo descritos os processos envolvidos na

técnica de fotolitografia utilizada neste trabalho (Martin, Nogues et al., 2003):

" Pesquisa realizada na Web of Science” utilizando o termo “microfluidics”.
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e Aplicacdo do fotoresiste
o Limpeza e secagem do substrato para remover gorduras € impurezas;
o Espalhamento uniforme do fotoresiste através de rotagdo controlada do
substrato (Spin coating);
o Tratamento térmico para remover o solvente e melhorar a adesdo do fotoresiste
(pre-bake).
e Exposi¢ao
o Alinhamento do substrato com a mascara;
o Exposicdo do fotoresiste a uma fonte de radiacdo, e.g., raio-X, luz ultravioleta
(UV), feixe de elétrons. Nesta etapa ¢ fornecida a energia necessaria para
sensibilizar o polimero, a qual depende da espessura e do tipo de fotoresiste
utilizado. Como a energia ¢ tabelada (fornecida pelo fabricante), basta
conhecer a poténcia da fonte para se determinar o tempo de exposigao.
e Revelagao
o Imersdo do substrato em uma solucdo especifica, denominada revelador, para
remocao das areas ndo-polimerizadas (fotoresiste negativo), ou das regides
degradadas (fotoresiste positivo);
o Caso o fotoresiste seja utilizado como molde, ou como parte integrante do
dispositivo final, ainda ¢ feito mais um tratamento térmico (hard bake).
e Transferéncia do padrdo gravado para o dispositivo:
o Corrosao do filme previamente depositado (etching), ou,
o Deposicao do filme seguido da remog¢do do fotoresiste através de imersdao em
acetona (lift-off).

Na Figura 3 sdo ilustrados os processos descritos acima.
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Figura 3 — Esquema dos processos fotolitograficos em fungéo da via escolhida: (a) etching ou (b) lift-off.
Também ¢ ilustrado o efeito do fotoresiste utilizado: positivo (+) e negativo (-).

Importante observar que antes de iniciar a fabricagdo do dispositivo ¢ necessario
definir qual rota sera utilizada: etching ou lift-off, pois a deposi¢do do filme de interesse
(metalico, SiO,, etc.) ocorre em etapas distintas. Por exemplo, suponha que o filme indicado
na Figura 3 seja uma camada delgada de titanio, depositado via sputtering; se a via escolhida
for etching (Figura 3a), ento, acido fluoridrico (HF) podera ser usado para remover o metal
que ndo esteja protegido pelo fotoresiste remanescente da revelagdo, caso contrario, se a
opcdo escolhida for lift-off (Figura 3b), somente ap6s a revelagdo é que o filme de titanio sera
depositado, de modo que a posterior remog¢ao da regido protegida pelo fotoresiste serd feita

com imersao em acetona.



2 — FUNDAMENTOS TEORICOS |24

2.3 Espectroscopia de Impedancia Elétrica

A espectroscopia de impedancia elétrica ¢ uma importante técnica utilizada na
caracterizacdo de materiais, e através dos dados experimentais ¢ possivel obter informacgdes
sobre transporte de massa, taxas de reagdes quimicas, microestrutura, propriedades
volumétricas e interfaciais de solidos e de liquidos, etc. (Barsoukov e Macdonald, 2005;
Yuan, Song et al., 2010). O conceito de impedancia elétrica foi introduzido nos anos de 1880
por Oliver Heaviside e posteriormente desenvolvido em termos de notagdo fasorial

(Barsoukov e Macdonald, 2005).

A impedancia da amostra/dispositivo de interesse geralmente ¢ obtida aplicando-se
uma tensdo alternada de baixa amplitude (Vy), com fase (a) e frequéncia (f) conhecidas,
V(t)=V,cos(wt+a); e, entdo, medindo-se a amplitude (I) e fase (f) da corrente
resultante, 1(t) =1 cos(wt+ f); sendo “w=2m f 7 a frequéncia angular. Na sequéncia, usa-

se uma relagdo mais abrangente que a lei de Ohm para determinar a impedancia:

Z*=|z *|ej‘9:Z‘+jZ"zVT 3)

na qual “j=v-1" e o simbolo Z* denota que a impedancia ¢ uma grandeza complexa,

podendo ser escrita em termos de coordenadas polares (|Z*|; 0), ou, retangulares (Z”; Z”), as

quais estao representadas na Figura 4.
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Figura 4 — Relagao entre as coordenadas polares (| Z%; 0) e retangulares (Z% Z”) da impedancia.

Na notagdo utilizada neste texto, |Z*| ¢ o modulo; 0 a fase; Z’ a parte real ¢ Z” a parte
imaginaria da impedancia. Medidas de espectroscopia de impedancia sdo feitas variando-se a
frequéncia do estimulo aplicado ¢ medindo-se a resposta do sistema. A validade dos dados
experimentais estd sujeita as condigdes de estabilidade e linearidade do sistema investigado
(Barsoukov e Macdonald, 2005; Yuan, Song et al., 2010). Desta maneira, geralmente
aguarda-se determinado intervalo de tempo antes da aquisicdo dos dados para que o sistema
fique estavel (Hong, Yoon et al., 2004; Barsoukov ¢ Macdonald, 2005). Adicionalmente, na
pratica, os sistemas nao apresentam comportamento linear, contudo, se a amplitude da tensao
aplicada for menor que a voltagem térmica (25 mV, a temperatura de 25 °C), a resposta do

sistema se torna aproximadamente linear (Barsoukov e Macdonald, 2005).
2.4 Lingua Eletronica e Analise de Componentes Principais

Em analogia ao sistema bioldogico, o termo “lingua eletrénica” ¢é utilizado para
designar um sensor capaz de avaliar sistemas liquidos complexos. Para tanto, ¢ empregado o
conceito de seletividade global, de modo que as respostas elétricas das diferentes unidades
sensoriais compondo o dispositivo sejam combinadas formando uma espécie de impressao
digital da amostra analisada (Riul, Dantas et al., 2010). Na literatura sdo encontrados varios

tipos de “linguas eletrénicas”, que se diferenciam pelo principio de detecgdo, como por
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exemplo, potenciometria (Toko, 1996; Winquist, Holmin et al., 2000; Wilson, Del Valle et
al., 2012), voltametria ciclica (Winquist, Wide et al., 1997; Winquist, Krantz-Rulcker et al.,
1998; Winquist, Holmin et al., 2000; Campos, Alcaniz et al., 2012) e espectroscopia de

impedancia (Riul, Dos Santos et al., 2002; Riul, Soto et al., 2003; Volpati, Aoki et al., 2012).

Nas linguas eletronicas baseadas em medidas de impedancia elétrica, as unidades
sensoriais sdo formadas por eletrodos interdigitados de ouro (ou platina) recobertos com
filmes ultrafinos de diferentes materiais, e.g., polimeros condutores (Riul, Malmegrim et al.,
2003), polimeros naturais (Dos Santos, Riul et al., 2003), ftalocianinas (Volpati, Alessio et
al., 2008), biomoléculas (Aoki, Alessio et al., 2010; Siqueira, Caseli et al., 2010), etc. Na
Figura 5 ¢ ilustrado um esquema de uma “lingua eletronica” composta por trés unidades
sensoriais conectadas a um analisador de impedancia (FRA, do inglés, frequency response

analyzer).

T
Amostra \)0\6

Figura 5 — Esquema de uma “lingua eletrénica” baseada em medidas de impedéncia. No detalhe ¢ mostrada a
regido interdigitada de uma das unidades sensoriais. Adaptado da ref. (Riul Jr., Miyazaki et al., 2013).

Em geral, os sistemas avaliados através de uma “lingua eletronica” apresentam carater

capacitivo, caracterizado por valores negativos da fase da impedancia. Desta forma, o



Fabricacdo de dispositivos para aplicagdo de conceitos de microfluidica a uma “lingua eletrénica”™ | 27

comportamento do sistema analisado pode ser descrito em termos de um capacitor ndo-ideal,

cuja capacitancia (C*) ¢ definida por:
C* = C!_jC" (4)

na qual, C’ ¢ a parte real e C”” € a parte imaginaria. Por outro lado, a corrente elétrica através

de um capacitor submetido a uma tensao alternada &,

av
| =C*—= = joC*V )

Combinando as equagdes 3 e 5, e comparando com a equacdo 4, obtém-se C’e C” em

fungdo de parametros de impedancia,

B _7"

T T

"_ Z' (6)
T T

'

Nas aplicagdes do tipo “lingua eletrénica” normalmente é considerada apenas a parte
real da capacitancia, sendo que graficos de Analise de Componentes Principais (PCA, do
inglés, Principal Component Analysis) sdo obtidos a partir de valores de C’ retirados em
alguma frequéncia fixa (~ kHz) para cada uma das unidades sensoriais (Riul, De Sousa et al.,
2004; Rodriguez-Mendez, Apetrei et al., 2008). PCA é um método estatistico multivariado
muito utilizado no reconhecimento de padrdes por facilitar a visualizacdo dos dados.
Resumidamente, tal método consiste em reescrever as coordenadas de um conjunto de dados
iniciais (matriz de entrada) em um novo sistema de eixos ortogonais, denominados
Componentes Principais. As novas coordenadas (scores) provém da combinagdo linear das
variaveis originais, que ¢ efetuada de modo que os dados possam ser representados por um

numero menor de fatores descritivos, reduzindo a dimensao do conjunto analisado sem que
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haja perda ou redundancia de informagao (Berrueta, Alonso-Salces et al., 2007; Riul, Dantas
et al., 2010). Neste trabalho, além de graficos PCA feitos com valores de C’ retirados em 1
kHz, também serdo apresentados graficos PCA gerados a partir de dados de ajustes feitos com

um circuito elétrico equivalente, descrito na proxima segao.
2.5 Circuitos Elétricos Equivalentes

Circuito elétrico equivalente (CEE) ¢ uma combinacdo de alguns elementos
elétricos/eletroquimicos que, quando submetido as condi¢des experimentais do sistema
analisado, apresenta 0 mesmo comportamento (Yuan, Song et al., 2010). Outra maneira para
se analisar os dados experimentais ¢ através de um modelo matematico baseado em uma
teoria fisica plausivel para fazer as predi¢cdes teoricas sobre a impedancia do sistema
(Barsoukov e Macdonald, 2005). Softwares como o ZView (pago), ou o LEVMW (livre),
auxiliam na interpretacdo dos dados através do primeiro método (circuitos equivalentes), que

sera utilizado neste trabalho.

2.5.1 Resistores, Capacitores e Elementos de Fase Constante

Resistores sao utilizados em circuitos elétricos equivalentes para descrever, por
exemplo, a resistividade da amostra analisada, enquanto que capacitores estdao associados as
propriedades dielétricas. As impedancias de um resistor (Zg) € de um capacitor (Z¢c) sdo dadas

por:

b (7)

sendo R a resisténcia e C a capacitancia dos elementos utilizados no circuito equivalente.

O estudo sobre a distribui¢ao de tempos de relaxagdo em um sistema ¢ apontado como

origem do “elemento de fase constante” (CPE, do inglés, constant phase element) — um
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elemento empirico normalmente observado em medidas de impedancia da interface
eletrodo/eletrolito (Barsoukov e Macdonald, 2005). Em 1941, os irmaos K. S. Cole ¢ R. H.
Cole apresentaram uma férmula empirica para descrever a constante dielétrica complexa de
um “consideravel nimero de liquidos e dielétricos” (Cole e Cole, 1941). No circuito elétrico
equivalente associado aquele trabalho, um dos elementos apresenta impedancia com angulo

de fase independente da frequéncia, assim como um CPE, cuja impedancia (Zcpg) € dada por:

1
Z =—0
CPE T (] a))P (8)
na qual T e 0< P <I sdo parametros independentes da frequéncia, porém, dependentes da

temperatura (Barsoukov e Macdonald, 2005).

Usando a relagdo jP = [cos(m/2) + jsen(m/2)]F e aplicando a férmula de Moivre
(cosa + jsena)? = cos(aP) + jsen(aP) na equagdo 8, obtém-se a parte real (Z'cpg) e

imaginaria (Z”cpg) da impedancia do CPE:

, 1
L'cpe= ﬁcos(Pﬂ/Z)
" 1 €))
Z CPEz—ﬁsen(Pﬂ'/@
O moddulo |Zcpg| e a fase Ocpe da impedancia de um CPE sdo obtidos combinando as

equagoes 3¢ 9:

1
|ZCPE| :ﬁ
T (10)
Ocpe = _E P

E importante observar que a fase da impedancia do CPE depende apenas do parimetro

P, sendo constante em relacdo a frequéncia do sinal aplicado. Comparando as equagdes 7 € 8,
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nota-se que para os valores inteiros de P, o CPE atua como um resistor ideal (P=0 = T=R™),
ou um capacitor ideal (P=1 = T=C). Se P ¢ igual a 0,5, entdo o CPE corresponde ao elemento
de Warburg, usado para descrever processos que envolvem difusdo. Distor¢des da
capacitancia devido a fendmenos interfaciais, como a dupla camada elétrica, por exemplo, sao
descritas por um CPE com o expoente P entre 0,8 e 1 (Manual Operacional: ZView 3.3c;

Yuan, Song et al., 2010).

2.5.2 CEE Adotado
Para ilustrar o comportamento elétrico caracteristico dos dispositivos fabricados neste
trabalho, na Figura 6 sdo apresentados, de maneira generalizada, o modulo e a fase da

impedancia de um IDE recoberto com um filme ultrafino, em fun¢ao da frequéncia.

10° 0
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10°4 a % o, %
OOO OO O C O
o) O
107 5 b %, -30 o o o
a OOo > ° © ©
= 10°4 X ~ o
¥ Coannonm00s = ° o
s RS d 60 o .
10 C OOO -6U 1 OO b Oo o d
O O, (@]
(®) (@]
10* < Qoo o0 o
10° - . . . . . . . -90 . . : : - . . .
10° 107 10* 10° 10" 10* 10° 10* 10° 10° 10° 10® 10" 10° 10* 10*° 10° 10 10° 10°
f (Hz) f (Hz)

Figura 6 — Curvas experimentais do modulo e fase da impedancia evidenciando a mudanga de comportamento
do sistema em fungdo da frequéncia do sinal aplicado.

Nas regides indicadas por “a” e “c” da Figura 6, o mddulo da impedancia ¢
praticamente constante ¢ sua fase se aproxima de zero, evidenciando um comportamento
resistivo. Por outro lado, os valores negativos da fase da impedancia, com minimos locais
proximos de —90° (regides “b” e “d”), sdo tipicos de um sistema capacitivo, o que € mais

facilmente observado na Figura 7.



Fabricagdo de dispositivos para aplicagdo de conceitos de microfluidica a uma “lingua eletronica™ | 31

10® 10® 10* 10° 10' 10° 10° 10° 10° 10°
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Figura 7 — Dados de impedancia apresentados em termos da capacitancia real (C’) em fun¢ao da frequéncia.

Analisando a Figura 7 com um pouco mais de atengdo nota-se que a regido “b”
apresenta uma leve inclinagdo quando comparada ao platé “d” no final da curva. Este desvio
da capacitancia ¢ frequentemente observado experimentalmente e esta associado a interface
eletrodo/solugdo (Van Gerwen, Laureyn et al., 1998; Becchi, Avendano et al., 2005), podendo

ser descrito por um elemento de fase constante, como explicado na sec¢ao 2.5.1.

Com base no exposto acima, um circuito elétrico, cuja resposta seja equivalente aquela
apresentada no intervalo experimental da Figura 6 e Figura 7, deve conter um elemento para

cada regido (a, b, ¢ e d), como o circuito apresentado na Figura 8 (Macdonald, 1973).

10° O  Experi
3 - perimental
(a) (b) . Ajuste
1074 t
R CPE
—AAN—D>— 107
a
R; = 10°4
.k
o VNANAANANAN———O N
10°
| |
11 104_
(:9 10° S ——
10° 10* 10" 10° 10" 10° 10° 10° 10° 10°

f (Hz)

Figura 8 — (a) Circuito elétrico equivalente adotado e (b) dados experimentais mais curva ajustada. Pardmetros
do ajuste: R, = 6,32.10° 2, T = 8,06.10” &".s**, P = 0,85,R=3,10.10° Qe C;= 1,78.10"* F.
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Os elementos presentes no circuito da Figura 8a sdo:

e R, utilizado para descrever a resisténcia devido a transferéncia de cargas na interface
eletrodo/solucdo, o que acontece na regiao de frequéncias mais baixas;

e CPE, associado a fenomenos interfaciais, €.9., a capacitancia de dupla camada elétrica
e/ou mudanca da rugosidade dos eletrodos em fung¢do da deposicdo de filmes
ultrafinos;

e R, devido a resistividade do material/solugdo entre os eletrodos, associada, portanto, as
propriedades do volume e ao formato dos eletrodos;

e C,, capacitancia observada em frequéncias mais altas, atribuida ao comportamento
dielétrico do material/solucdo entre os eletrodos e a geometria dos mesmos. Neste
trabalho, Cy serd designada por “capacitdncia geométrica” (Macdonald, 1973;

Barsoukov e Macdonald, 2005).

Sempre ¢ possivel utilizar mais que um circuito elétrico equivalente para descrever um
mesmo sistema, contudo, deve-se optar pelo circuito mais simples possivel (Manual
Operacional: ZView 3.3c; Barsoukov e Macdonald, 2005; Yuan, Song et al., 2010). Neste
sentido, mostraremos que para os sistemas analisados neste trabalho ndo ha necessidade de se
incluir novos elementos para representar os filmes ultrafinos depositados sobre os eletrodos
interdigitados. Com efeito, a presenca dos filmes na interface eletrodo/solugcdo deve alterar

principalmente os pardmetros CPE e R;.

Dependendo das condigdes experimentais (e.g., intervalo de frequéncias, presenca de
filme sobre os eletrodos, resistividade da amostra e constante de cela do dispositivo), o
circuito elétrico apresentado na Figura 8 pode sofrer alguma modificagdo (Taylor e
Macdonald, 1987; Van Gerwen, Laureyn et al., 1998; Zou, Kai et al., 2007). Para ilustrar,
como o intervalo de tempo necessario para fazer aquisicdo dos dados aumenta com a redugao

da frequéncia do sinal aplicado, a maioria dos experimentos realizados neste trabalho foram
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feitos a partir de 1 Hz, de modo que o circuito elétrico da Figura 8 pode ser simplificado
eliminando-se R:. Esta simplifica¢do pode ser compreendida notando que a impedancia de R; ¢
muito elevada (ver valores na Figura 8) de modo que, com o aumento da frequéncia, tal

elemento passa a se comportar como uma “chave aberta” no circuito elétrico.

Utilizando as equagdes 7 e 9, pode-se mostrar que as partes real (Z’) e imaginaria (Z”)
da impedancia associada ao ramo superior ¢ inferior do circuito elétrico da Figura 8 (i.e., sem

Rt) sdo dadas por:

_R+Aw " +RBCo"™ +2ABCo!"

Z!
D
o RCo+Bo” +2RACH"™ +(A* + B2 o> (1D
D
nas quais,

A=T"'cos(P7z/2) e B=T'sen(Pz/2)
D=(1+BCo"™} +(RCo+ACo' ] (12)

Cabe salientar que o conjunto de equagdes 11 e 12 ¢ valido para frequéncias acima do
dominio de R;. Para incluir sua contribui¢ao (como no ajuste da Figura 8), basta notar que tal

elemento esta associado em paralelo com um ramo cuja impedancia ¢ dada pela equacao 11.
2.6 Constante de Cela

Sabe-se que a carga elétrica (Q) acumulada nas placas de um capacitor é diretamente
proporcional a tensdo (V) a que ele estd submetido. A razdo entre estas duas grandezas ¢
chamada de capacitancia (C = Q/V), que depende do material dielétrico e da geometria do

dispositivo, expressa por:

C = gogr I(cela (13)
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sendo: & = 8,854 pF/m a permissividade elétrica do vacuo; & a permissividade relativa do

material (também chamada de constante dielétrica) e, Keela @ constante de cela do capacitor.

A constante de cela ¢ um parametro associado a geometria das placas (eletrodos) do
dispositivo, e para calculd-la é necessario determinar o campo elétrico que surge entre as
placas do capacitor devido a separacdo de cargas (Van Gerwen, Laureyn et al., 1998).
Geralmente, livros sobre fundamentos de fisica apresentam o calculo de Keeq para capacitores
de placas paralelas, cilindricas e esféricas (Halliday, Resnick et al., 2009). Entretanto, a
geometria dos dispositivos utilizados neste trabalho ¢ um pouco mais complexa, pois sao “N
dedos” interdigitados, cada um com altura “h”, comprimento “L” e largura “w”, separados por

uma distancia “s”, conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 — Esquema simplificado de eletrodos interdigitados (IDEs). No detalhe sdo mostrados dois digitos de
altura “h”, comprimento “L” e largura “w”, separados por uma distancia “s”.

Neste caso, a constante de cela ¢ calculada aplicando-se o “método de transformacgdes
conformes” (Olthuis, Streekstra et al., 1995; Hofmann, Schroder et al., 1996; Van Gerwen,
Laureyn et al., 1998; Hong, Yoon et al., 2005; Calixto, 2008), de modo que:

K(k")

kcela:(N —-1).L 2K(k) (14)
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na qual, K(k) é uma integral eliptica de 1* ordem (K(k)=f01 [(1-t).d-k*tH)] "2 dt), 0
modulo k ¢ um nimero associado as dimensdes dos digitos

(k=s/(s+w), se N=2, ou, k=cos|[(w)/(2(w+s))l se N>2) e, &k ¢ o modulo
complementar (k' =V1-k’ j

Embora nao haja soluc¢do analitica para a integral associada a equagdo 14, podemos
“escapar” da utilizagdo de recursos computacionais (Hong, Yoon et al., 2005) nos casos em
que “s = W”, ou seja, quando os digitos possuirem largura igual ao espacamento entre eles
(Dantas, 2009). Desta forma:

_(N-D).L

kcela - T (15)

E importante reforcar que a constante de cela de um capacitor cujas placas sdo IDEs
somente sera dada pela equacao 15 nos casos ideais em que “S =W”.

Como indicado na Figura 8, um tnico dispositivo pode se comportar como capacitor,
ou, como resistor, dependendo da frequéncia do sinal a que esteja submetido. Portanto, de
maneira semelhante aquela feita para a capacitancia, a resisténcia (R) do dispositivo pode ser
escrita em termos da resistividade do material (p) ¢ de uma constante de cela (Kres) associada

ao resistor:

R=pKe (16)

Pode-se demonstrar que, para um mesmo dispositivo, a constante de cela resistiva
(kres), presente na equagdo 16, ¢ matematicamente igual ao reciproco da constante de cela

capacitiva (Keela), ou seja (Van Gerwen, Laureyn et al., 1998; Hong, Yoon et al., 2005):

kres = (kcela)_1 (17)
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Conhecer a constante de cela do dispositivo ¢ extremamente importante para,
juntamente com dados de impedancia, poder determinar propriedades inerentes a amostra,
como, constante dielétrica e resistividade. Complementarmente, variando as medidas de “S” e
“w” dos eletrodos interdigitados é possivel fabricar dispositivos com Keels iguais, mas que se
diferem quanto ao favorecimento de respostas associadas a fendmenos interfaciais ou

volumétricos, de acordo com interesse de estudo (Van Gerwen, Laureyn et al., 1998).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Fabricacao dos Chips

A fabricagdo dos dispositivos microfluidicos foi realizada no Laboratoério de
Microfabricagdo (LMF) do Laboratéorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano), que,
juntamente com outros trés laboratorios nacionais, compde o Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM), situado em Campinas/SP. Através da aprovacdo de projetos
especificos foi possivel utilizar as instalacdes daquele laboratorio, de modo que, o aluno
esteve envolvido em todas as etapas da fabricacdo dos dispositivos apresentados neste
trabalho. Na Figura 10 ¢ apresentado um esquema geral da fabricacdo do dispositivo, ou chip,

composto por eletrodos interdigitados (IDEs) atravessados por um microcanal.
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Exposigao a luz UV Molde do microcanal
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Figura 10 — Esquema geral do processo de fabricagdo de um chip composto por eletrodos interdigitados
atravessados por um microcanal. As setas indicam a sequéncia das etapas de fabricacdo.
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Varias arquiteturas e designs foram testados com o propdsito de melhorar a selagem,
facilitar o alinhamento dos componentes, viabilizar a deposi¢do de filmes organicos (Oliveira,
Riul et al., 2004) no interior dos microcanais, etc. Contudo, com o intuito de facilitar a leitura,
apenas o chip da Figura 10 sera descrito neste texto, sendo que os demais dispositivos
fabricados ao longo deste trabalho estdo sumarizados no Apéndice B. Técnicas de
fotolitografia, descritas na se¢do 2.2, foram aplicadas tanto na fabricacdo dos IDEs quanto no

preparo do molde para confec¢do do microcanal, como descrito a seguir.

3.1.1 Obtencéo das Mascaras

As mascaras utilizadas nos processos fotolitograficos foram projetadas pelo proprio
aluno com auxilio de um software do tipo CAD (do inglés, Computer-Aided Design) e, entdo,
reproduzidas em fotolitos. A etapa da fotoplotagem foi realizada por uma empresa
especializada, usando um fotoploter (Cymbolic Sciences/ CSI Fire 9670), cuja resolugdo
maxima ¢ de 8.000 dpi (do inglés, dots per inch). De maneira simplificada, ao utilizar tal
resolugdo cada ponto plotado no fotolito tera extensdo de aproximadamente 3,2 um. Por este
motivo, as mascaras foram projetadas com linhas de, no minimo, 40 pum. Uma opgao
alternativa aos fotolitos seria fabricar as mdascaras em vidro, o que permitiria, por exemplo,
reduzir as dimensdes dos IDEs. Contudo, o tempo e o custo associados a este servigo sdo bem
mais elevados. Apenas para elucidar, durante este trabalho de doutorado foram usados
aproximadamente 35 fotolitos, cujo custo total ndo chegou a R$ 500,00; por outro lado, uma

unica mascara de vidro custaria pelo menos quatro vezes mais!

3.1.2 Fabricacéo dos Eletrodos Interdigitados

Eletrodos interdigitados de ouro (Au) foram fabricados sobre laminas de vidro BK7
(borosilicato), previamente cortadas nas dimensdes apropriadas e polidas. Uma fina camada

adesiva de titanio foi depositada antes da deposi¢do do ouro para melhorar a aderéncia dos
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IDEs sobre o vidro (Hong, Yoon et al., 2004; Hong, Yoon et al., 2005). Os parametros
utilizados nos processos fotolitograficos envolvidos na fabricagdo dos IDEs sdo sumarizados

na Tabela 1.

Tabela 1 — Materiais e condigdes utilizados nos processos fotolitograficos para fabrica¢ao dos IDEs.

Fotoresiste POSITIVO AZA210

Spin coating 4.000 rpm por 30 s

Aquecimento Pré Exposicdo 90 °C durante 15 min

Tempo de exposicao a luz UV 50s

Revelador K400:4agua deionizada, propor¢ao 1:3 em volume

Um teste simples e rapido para verificar qualitativamente a adesdo dos IDEs
(vidro/Ti/Au) foi realizado com o auxilio de uma fita adesiva, que foi colada nos contatos
elétricos dos IDEs e, entdo, puxada abruptamente (Nguyen, 1997). Com o objetivo de
melhorar a selagem do dispositivo, ainda foi feita a deposi¢do de uma fina camada de SiO,
sobre os IDEs. Para tanto, foram utilizadas técnicas de fotolitografia para proteger os contatos
elétricos e a regido central onde passa o microcanal. Na sequéncia o SiO; foi depositado via e-
beam (Univex 300/LEYBOLD) e, entdo, realizado o lift-off do fotoresiste, concluindo a

fabricagao da base do chip, conforme ilustrado na parte superior da Figura 10.

3.1.3 Fabricacéo dos Microcanais

Moldes contendo os microcanais, juntamente com os reservatorios de entrada e saida,
foram gravados em SU-8 (SU-8 25/MicroChem) e replicados em polidimetilsiloxano
(PDMS), da Sylgard 184/Dow Corning. O PDMS ¢ um material atoxico e biocompativel
(Ratner e Bryant, 2004; Mata, Fleischman et al., 2005; Whitesides, 2006), cuja estrutura

quimica esta ilustrada na Figura 11.
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Figura 11 — Estrutura quimica do PDMS.

As propriedades elastomérica e hidrofobica do PDMS o tornam muito interessante
para aplicacdes em microfluidica, pois permitem a fiel reproducao de moldes construidos
através de processos de fotolitografia (Duffy, Mcdonald et al., 1998; Jo, Van Lerberghe et al.,
2000; Mcdonald, Duffy et al., 2000; Mcdonald e Whitesides, 2002; Ratner ¢ Bryant, 2004).
Outro aspecto importante é que a sua transparéncia (230 a 700 nm) (Jo, Van Lerberghe et al.,
2000) possibilita a visualizacdo do interior do dispositivo, o que pode ser utilizado para
monitorar alguns experimentos em tempo real. Adicionalmente, a superficie quimica do
PDMS pode ser facilmente modificada, permitindo, dentre outras aplicacdes, a selagem do
dispositivo (Duffy, Mcdonald et al., 1998; Jo, Van Lerberghe et al., 2000; Moreira, De
Almeida et al., 2009).

Assim como na fabricagdo dos IDEs, também foram utilizadas técnicas de
fotolitografia na confec¢do do molde sobre um substrato de vidro. Na Tabela 2 estdo listados

os materiais e os dados referentes a fabricagdo do molde de SU-8.
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Tabela 2 — Dados referentes a fabricagao do molde dos microcanais.

Fotoresiste NEGATIVO SU-8 25

Spin coating 1000 rpm por 30 s

Espessura da camada de fotoresiste ~ 50 pm (valor pretendido)
Aquecimento Pré Exposicao (65 °C por 5 min) + (95 °C por 15 min)
Tempo de exposicao a luz UV 50s

Aquecimento Pds Exposicdo (65 °C por 5 min) + (95 °C por 15 min)
Revelador SU-8 Developer (MicroChem)

Apo6s a confeccdo do molde de SU-8, o PDMS foi preparado misturando-se 12 g de
base com 1,2 g de agente de cura. Entdo, essa mistura, um liquido bem viscoso, foi
cuidadosamente despejada no molde, o qual havia sido previamente afixado em um suporte
metalico juntamente com mangueiras de silicone (diametro interno igual a 1 mm), conforme

ilustrado na Figura 12.

Mangueiras de g
a / silicone ™\

reservatorios

Figura 12 — Montagem do molde de SU-8 e mangueiras de silicone para recebimento do PDMS.

A fim de eliminar bolhas de ar contidas no PDMS, o conjunto foi deixado durante 1 h
em uma camara a vacuo e, na sequéncia, aquecido (chapa aquecedora TE-038/TECNAL) a

100 °C por 1 h (Moreira, De Almeida et al., 2009). Durante o processo de cura, o PDMS
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torna-se um elastomero, assumindo a forma do molde e aderindo as mangueiras de silicone.
Finalmente, ap6s o conjunto voltar a temperatura ambiente, foi feita a “delaminagao” (peeling

off) da placa de PDMS utilizando um bisturi e/ou estilete (ver Figura 10).

3.1.4 Selagem

Antes da selagem dos dispositivos os IDEs foram enxaguados com isopropanol, as
laminas de PDMS foram imersas em uma solugao (1:1:8, volume) de agua DI, hidroxido de
potassio e isopropanol, e depois enxaguadas com metanol. Na sequéncia, as superficies foram
tratadas com plasma de oxigénio (SE80/Barrel Asher Plasma Technology), sob pressdo de
100 mTorr e poténcia de 70 W durante 15 s (Jo, Van Lerberghe et al., 2000; Millare, Thomas
et al., 2008; Moreira, De Almeida et al., 2009; Chau, Millare et al., 2011). Apds a abertura da
camara de plasma tais superficies foram alinhadas, colocadas em contato e pressionadas
manualmente por alguns segundos, selando irreversivelmente o PDMS com superficies a base
de silica (interfaces PDMS/vidro, PDMS/PDMS, etc.) (Bhattacharya, Datta et al., 2005; Hui,
Wang et al., 2005; Millare, Thomas et al., 2008; Chau, Millare et al., 2011). Como o
alinhamento do microcanal com os IDEs ¢ feito a mao, é necessario redobrar a atengao nesta

etapa.

3.2 Verificagéo das dimensdes dos Dispositivos

Micrografias dos dispositivos foram obtidas com um microscopio Optico (ZEISS/Axio
Imager M1m), gentilmente disponibilizado pelo prof. Dr. Carlos Alberto Tello Saenz, do
Departamento de Fisica, Quimica e Biologia (DFQB), da FCT/UNESP de Presidente
Prudente/SP. A aquisi¢do das imagens foi feita com ampliagdes de 50 a 1000 vezes, sendo
possivel determinar a largura e espagamento dos IDEs, assim como a largura dos microcanais.

Ja a altura dos IDEs (espessura da camada de Ti/Au) e a profundidade dos microcanais foram
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aferidas antes da selagem dos chips, com auxilio de um perfildmetro (VEECO/Dektak 3 ST)

disponivel no LMF, em Campinas.
3.3 Medidas Elétricas

Medidas de espectroscopia de impedancia foram realizadas para analisar a reposta
elétrica apresentada pelos chips em funcdo da amostra contida no microcanal: ar, agua,
solugdes de cloreto de sodio (NaCl, Vetec) e, polieletr(’)litosi utilizados na deposi¢ao de filmes
ultrafinos. Em cada experimento, o chip foi conectado a uma interface dielétrica (1296A), que
por sua vez estava acoplada a um analisador de impedancia (1260A), ambos da marca
Solartron Analytical. A inje¢do dos liquidos no microcanal foi feita com o auxilio de um
sistema composto por uma microsseringa (HAMILTON/750 SNR) e uma bomba de infusio
(COLE-PARMER). Na Figura 13 ¢ apresentada uma fotografia do aparato experimental

utilizado nestas medidas.

Figura 13 — Aparato experimental utilizado nas medidas elétricas: uma bomba de seringa (A) faz a infusao
controlada de liquidos no microcanal do dispositivo (B), o qual esta conectado a interface dielétrica (C) ¢ um
analisador de impedancia (D). No detalhe ¢ mostrada a adaptacédo feita com um conector (E) para minimizar o
desgaste dos contatos elétricos do chip.

* Detalhes sobre os polieletrolitos sio dados na segio 3.5.
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Na maioria desses experimentos, as medidas foram realizadas aplicando-se tensdo
alternada com amplitude de 20 mV e frequéncia variando de 1 Hz a 1 MHz, com aquisi¢do de
10 pontos por década. Adicionalmente, dependendo do interesse, o liquido podia ser mantido
em repouso no microcanal, ou, escoando com vazdes de 500 pnL/h a 3000 pL/h, controladas
com a bomba de infusdo da COLE-PARMER. Todas as medidas elétricas foram realizadas na
UFSCar, campus Sorocaba e, posteriormente, os dados foram analisados em termos de
circuitos elétricos equivalentes (se¢do 2.5.2) utilizando o software ZView, versio 3.3c

(Scribner Associates, Inc.), disponivel na FCT/UNESP de Presidente Prudente.

3.4 Determinacao Experimental da Constante de Cela

Além do resultado previsto pelo método de transformagdes conformes (secdo 2.6), a
constante de cela associada a regido interna do microcanal também foi determinada através de
medidas de espectroscopia de impedancia elétrica. Nestes experimentos, cada chip foi
analisado com o microcanal vazio (ar) e, na sequéncia, com agua ultrapura escoando com
velocidade média aproximadamente igual a 20 mm/s. IDEs com diferentes nimeros de digitos
foram combinados com microcanais de larguras distintas e, a partir das respostas elétricas, as
constantes de cela foram determinadas como descrito a seguir.

Devido a disposi¢do do microcanal em relagdo aos IDEs (ver chip selado na Figura
10), um par de digitos adjacentes apresenta a mesma diferenca de potencial (ou, tensdo, V)
tanto dentro, quanto fora do microcanal; portanto, em altas frequéncias, as contribuicdes da
regido interna e externa podem ser aproximadas por dois capacitores em paralelo (Ciy € Cext),
cuja soma direta corresponde a capacitdncia geométrica (Cy), determinada

experimentalmente:

Cg = Cint + Cext (18)
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A capacitancia da regido interna ao microcanal (Cjy), por sua vez, depende da constante de
cela (Keera) associada a area ativa dos IDEs e da constante dielétrica (&) do meio, portanto, da

equagdo 13:
Cint = grgokcela (19)

Considerando as situacdes testadas, isto €, microcanal vazio (& = 1) e com agua (& =
78,5), e combinando as duas equacgdes anteriores, a constante de cela foi determinada

experimentalmente através da seguinte expressao:

k= Cg(Agua)—Cg(Ar) (20)
77,5.€,

3.5 Deposicao de Filmes Layer-by-Layer

Particularmente aos sistemas microfluidicos, a técnica LbL (Decher, 1997; Dos
Santos, Riul et al., 2003; Borato, Leite et al., 2006; Von Klitzing, 2006) pode ser aplicada de
maneira “dindmica” (dynamic LbL deposition) (Kim, Lee et al., 2005; Lee, Park et al., 2010),
isto ¢, injetando-se polieletrolitos de interesse no microcanal € mantendo uma vazao constante
durante o processo de deposicao. Tal técnica permite, por exemplo, investigacao da espessura
do filme, assim como possiveis orientagdes das moléculas, em func¢ao da vazao utilizada
(Jang, Kim et al., 2003; Lefaux e Mather, 2004; Kim, Lee et al., 2005; Lee, Park et al., 2010),
0 que ndo era o objetivo do estudo realizado neste trabalho. Portanto, a modificacdo da
superficie de IDEs para utiliza-los como unidades sensoriais em uma “lingua eletrénica” foi
feita mantendo os polieletrélitos em “repouso” (sem vazao) durante o tempo de deposicgao.

Considerando posteriores caracterizagdes dos filmes, os materiais selecionados nesta
tese foram o polipirrol (PPy) e a ftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTsPc). Na
sequéncia, os parametros reportados para a fabricagdo de filmes LbL com tais materiais

(Zheng, Cheng et al., 2004; Silva, De Souza et al., 2010) foram adaptados para nosso sistema
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microfluidico, sendo que a poli(alilamina hidroclorada) (PAH) foi utilizada como polication
em ambos os casos. Na Figura 14 estdo ilustradas as formulas estruturais desses materiais, que

foram comprados da Sigma-Aldrich e utilizados sem nenhuma purificagdo adicional.

PAH « HCI
NH,
n
PPy dopado
/1- \ . x anion de acido
N organico
n
Ha

Figura 14 — Formulas estruturais’ dos materiais usados na deposigio de filmes LbL.

A dopagem do PPy com 4cido orgénico permite sua solubilizagdo em agua (Figura 14)
e, consequente deposicdo através da técnica LbL. Polimeros de cadeia conjugada, como o
PPy, apresentam elevada condutividade elétrica, com aplicacdes em sensores, diodos
emissores de luz (LEDs) e, transistores, entre outros (Pfluger, Krounbi et al., 1983). Ja as
ftalocianinas metélicas sdo moléculas planas e simétricas, muito utilizadas como pigmentos e,
por possuirem altas estabilidades térmica e quimica, favorecem a aplicagdo tecnologica sob a
forma de filmes finos (Toma, Bonifacio et al., 2005; Siqueira, Gasparotto et al., 2008; Zagal,
Griveau et al., 2010).
De maneira semelhante a técnica “LbL convencional”, cada bicamada de um
determinado filme foi depositada sobre os IDEs da seguinte maneira:
i.  Inicialmente, o polication (PAH) foi injetado no microcanal com vazdo constante de

1000 uL/h. Apdés o completo preenchimento do microcanal, a bomba de seringa foi

¥ Disponivel em <http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html>; acesso em junho/2012.
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desligada e as solugdes mantidas em repouso por um periodo denominado tempo de
deposicao (TD);

ii.  Na sequéncia, uma bomba de vacuo foi utilizada para esvaziar o microcanal e, entdo,
foi feita a lavagem durante um intervalo de tempo, denominado “tempo de lavagem”
(TL), para remocdo de material fracamente adsorvido;

iii.  Completando a deposicao da bicamada, o polianion (PPy ou NiTsPc) foi injetado e
mantido no microcanal, que foi posteriormente esvaziado e lavado, conforme descrito
nos passos 1 ¢ ii, respectivamente.

Repetindo os passos supracitados, foram fabricados filmes com 7 bicamadas para fins
de investigagdo do processo de deposi¢do através de medidas elétricas (secdo 3.5.1).
Adicionalmente, foram fabricados filmes com apenas 3 bicamadas para aplicacdo dos IDEs
como unidades sensoriais de uma “lingua eletrénica”. Na Tabela 3 sdo sumarizados os

parametros utilizados na deposi¢ao dos filmes LbL.

Tabela 3 — Pardmetros utilizados na deposi¢ao dos filmes LbL.

Filme Tipo Solugao* Tempo pH

Polication PAH [1 g/L] em solucdo aquosa de NaCl [0,5 M]

TD =12 min

Sem
PAH/PPy Polianion PPy [1 g/L] em solug@o aquosa de NaCl [0,5 M] )
ajuste
Lavagem Agua Milli-Q TL = 1 min
Polication PAH [0,5 g/L] em agua Milli-Q
TD =12 min
PAH/NiTsPc Polianion NiTsPc [0,5 g/L] em agua Milli-Q 7,5
Lavagem Agua Milli-Q TL = 1 min

* Obs.: A concentrag@o informada ¢ dada em termos do produto comercial.

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas com agua ultrapura, obtida de um
sistema Direct-QTM 5 (Millipore), denominada “adgua Milli-Q”, conforme listado na Tabela

3.
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3.5.1 Medidas Elétricas Durante a Deposicao

Geralmente, o crescimento de filmes “LbL convencionais” é caracterizado através de
medidas UV-Vis, isto €, absor¢ao de luz com comprimento de onda na regido do ultra-viloleta
ao visivel. Para tanto, materiais com absorc¢ao nesta regido sdo depositados em substratos de
quartzo, ou, até mesmo vidro (Zheng, Cheng et al., 2004; Smith, Smith et al., 2006; Silva, De
Souza et al., 2010), mas no caso dos dispositivos microfluidicos utilizados neste trabalho, a
aplicacdo desta técnica ¢ dificultada tanto pela presenga do PDMS, que € transparente apenas
no intervalo de 230 a 700 nm (Jo, Van Lerberghe et al., 2000), quanto pelo metal dos IDEs.
Uma alternativa encontrada foi monitorar a deposicdo dos filmes no interior dos microcanais
através de medidas elétricas in-situ. Para tanto, durante o tempo de deposi¢do de cada material
(ver Tabela 3) foram realizadas medidas de espectroscopia de impedancia utilizando
parametros semelhantes aos descritos na se¢ao 3.3, com posterior analise dos resultados feita
em termos de um circuito elétrico equivalente simplificado, oriundo do CEE apresentado na

secao 2.5.2.

3.5.2 Medidas Raman Apos a Deposicao

Alternativamente, através de uma colaboracio com o prof. Dr. Carlos J. L.
Constantino da FCT/UNESP de Presidente Prudente/SP, o entdo doutorando Diogo Volpati
nos ajudou a realizar medidas de espalhamento Raman para investigar a presenga dos filmes
depositados no interior dos microcanais. Para tanto, foi utilizado um espectrografo micro-
Raman (RENISHAW/ in-Via) equipado com um microscopio (LEICA/DMLM), um detector
CCD Peltier e porta-amostras movel (XYZ). Nestes experimentos, foi utilizado um laser de
633 nm para obter espectros das seguintes amostras:

e Placa de PDMS;

e Filmes castings de PAH, PPy e NiTsPc;



3 — MATERIAIS E METODOS |50

e Filmes depositados no interior dos microcanais.
Em cada caso, a poténcia (~ pnW) de incidéncia do laser foi ajustada de maneira a
favorecer a relacao sinal/ruido € ndo comprometer a amostra analisada. Na Figura 15 ¢
apresentada uma fotografia do equipamento e um esquema indicando como foram realizadas

as medidas no interior dos microcanais.

633 nm

Figura 15 — Esquema indicando como foram real.izadas as medidas de espalhamento Raman no interior dos
microcanais.

Conforme ilustrado na Figura 15, nas medidas Raman para detec¢ao do filme no
interior do microcanal o foco do laser foi posicionado na superficie metalica de um dos
digitos dos IDEs, de modo que a luz ali refletida atravessasse novamente o filme e a camada
de PDMS, reforcando a intensidade do sinal detectado. Também foi realizado um processo de
lavagem através da infusdo controlada (600 pL/h) de dgua Milli-Q durante 50 min. O volume
de agua injetado neste processo corresponde a, aproximadamente, 1600 vezes o volume do
microcanal. Na sequéncia, foram feitas novas medidas de espalhamento Raman para verificar

se o filme ndo havia sido removido. Adicionalmente, foram feitos mapeamentos em diferentes
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segmentos do microcanal, em uma tentativa de investigar a homogeneidade do filme

depositado.

3.6 Aplicacdo Como “Lingua Eletronica”

Foram realizados testes com amostras de determinado antitérmico a base de
paracetamol, variando desde o ativo (antitérmico, padrdo de amargo) diluido no veiculo do
produto (polietilenoglicol “PEG” e q.s.p. agua) até o placebo de ativo (padrao de doce)**.
Solugdes obtidas a partir de diluigdes dessas amostras em agua Milli-Q (1:1000 em volume)
foram analisadas através de medidas de impedancia elétrica (se¢ao 3.3), escoando com vazao
constante de 500 uL/h através do microcanal de trés unidades sensoriais, sendo elas uma com
filme de PAH/PPy, outra com filme de PAH/NiTsPc e uma sem nenhum filme sobre os IDEs.
Para simplificar, tais unidades sensoriais serdo designadas simplesmente por “PPy”, “NiTsPc”
e “sem filme”, respectivamente. As solu¢des avaliadas com esta “lingua eletrénica
microfluidica” foram rotuladas conforme descrito abaixo:

e Sol 1 —solucdo de paracetamol (20%) e polietilenoglicol (PEG) + gsp agua;
e Sol2—-PEG + gsp agua;

e Sol 3 — “medicamento original” a base de paracetamol;

e Sol 4 — protétipo de paracetamol A;

e Sol 5 — prototipo de paracetamol B;

e Sol 6 —placebo (padrao doce).

Para minimizar possiveis contaminagdes e verificar a reversibilidade das respostas
elétricas das unidades sensoriais, também foram realizadas lavagens ¢ medidas com agua
Milli-Q entre os testes feitos com cada uma das solugdes listadas acima. Adicionalmente, uma

“lingua eletronica convencional” foi utilizada para avaliar tais solu¢des, sendo que, neste

% ~ .. ~ ~ . ~ P .
Por questdes de sigilo, ndo serdo dadas informagdes adicionais sobre as amostras.
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caso, as medidas foram realizadas através da imersdo dos IDEs em béqueres contendo as
solugdes de interesse. Para efeito de comparacdo, em ambos os sistemas, microcanal ou
béquer, as medidas elétricas s6 foram iniciadas aproximadamente dez minutos apds o contato
das solugdes com as unidades sensoriais. Adicionalmente, todos os graficos PCA foram feitos

através do software MATLAB®, versdo 6.1.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Dimensdes dos Dispositivos

Os IDEs foram projetados para apresentar largura (W) e espacamento (S) iguais a 40
um, o que, devido a simetria do conjunto, facilita o célculo da constante de cela (se¢do 2.6).
Entretanto, devido a resolucao do fotoplotter (ver secdo 3.1.1), os fotolitos tiveram algumas
irregularidades quanto as dimensdes desejadas. Uma vez que os fotolitos serviram de
mascaras nos processos fotolitograficos, houve a propagacdo destes defeitos, que se somaram
a outros provenientes dos tempos de exposicdo e revelacdo do fotoresiste. Na Figura 16 ¢

apresentada a regido central dos IDEs de dois chips.

20 pm
 —

Figura 16 — Micrografias da regido central dos IDEs de dois chips (a ¢ b). As partes mais escuras correspondem
aos digitos metalicos.

Como indicado na Figura 16a, de maneira geral, os digitos metalicos ficaram mais
estreitos que o esperado, havendo, em contrapartida, um aumento na separacao entre eles. Ja
na Figura 16b ¢ possivel notar a irregularidade da borda de um digito, assim como uma regiao
em que ndo houve boa adesdo entre o ouro e o titanio (circulo tracejado). Como verificado
através do teste com uma fita adesiva, houve um lote de IDEs em que o ouro se desprendia
facilmente do titanio. Este problema foi resolvido através da realizagdo de “pré-sputtering”
antes da metalizacdo. Complementarmente ao microscopio 6ptico, também foi utilizado um

perfildmetro para aferir as dimensdes dos IDEs e microcanais fabricados, listadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Dimensdes dos chips fabricados.

Numero de digitos N 60
Largura W (um) (35+3)
IDEs Espagamento S (um) (45+3)
Comprimento L (mm) ~3
Altura (Ti+Au) h (nm) ~170
Largura | (um) (490 £+ 20)
Microcanal Altura H (um) (50+10)
Comprimento Lx (mm) ~ 12,5

Os erros associados as medidas apresentadas na Tabela 4 s3o devidos as irregularidades
e diferencgas entre fotolitos de lotes distintos, exceto a altura do microcanal (H), que ¢ definida
pela fabricacdo do molde em SU-8. Considerando as dimensdes do microcanal e as vazdes
utilizadas nos experimentos, a equagdo 2 fornece numeros de Reynolds entre 0,5 e 3,1,
confirmando o0s escoamentos laminares, caracteristica marcante nos dispositivos
microfluidicos (Squires e Quake, 2005).

Como descrito na secdo 3.1.2, a fim de melhorar a selagem do dispositivo, foi
depositado 50 nm de SiO; sobre os IDEs, exceto nos contatos elétricos e em um retangulo
central, onde passaria o microcanal (Figura 10). Tal retangulo foi deixado com largura quatro
vezes maior que a do microcanal, pois o alinhamento e selagem seriam feitos manualmente.
Um dispositivo ja selado ¢ apresentado na Figura 17, assim como as dimensdes da ladmina de

vidro utilizada.
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Figura 17 — Foto de um chip selado e micrografia indicando a largura (1) e a disposi¢do do microcanal em
rela¢@o aos IDEs (linhas escuras).

Na micrografia da Figura 17 ¢ possivel identificar alguns digitos metélicos (linhas
escuras verticais) sendo atravessados perpendicularmente por um microcanal de largura igual
a 477 um. E importante salientar que um fator que limita a miniaturizagio dos dispositivos ¢ a
conexdao com o mundo macroscopico: note o espago ocupado pelos contatos elétricos e
reservatorios de acesso ao microcanal. Apesar dos contratempos, foi fabricada uma boa
quantidade e variedade (Apéndice B) de dispositivos, ndo ocorrendo problemas com

vazamentos.

4.2 Determinacéo da Constante de Cela

Nos experimentos realizados para investigar a constante de cela, foram utilizados
chips com dimensdes iguais aquelas listadas na Tabela 4, exceto o comprimento dos digitos,
que neste caso era maior, L ~ 5 mm. Também foram feitas combinag¢des com eletrodos
contendo apenas 30 digitos e microcanais de largura igual a (93 + 3) pm. Como descrito na
secdo 3.4, medidas elétricas foram realizadas com os microcanais vazios (ar) e, em seguida,

com agua Milli-Q. No segundo caso, foram mantidas vazdes de modo que a velocidade média
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de escoamento ficasse em torno de 20 mm/s em todas as configuracdes testadas. Na Figura 18

sdo apresentadas curvas de capacitincia obtidas com dois chips de configuragdes distintas.

(a) (b)
IDEs: N = 30 digitos IDEs: N = 60 digitos
10°- + 10° \% +
Microcanal: | =93 pm °o° Microcanal: | = 490 pm
L)
Milli-Q Milli-Q %
10° %
& °
- )
O 10-10 i

*)
°°°
Ry, AT P,
10° 10 10° 10° 10 10° 10° 10° 10 10° 10° 10* 10° 10°
f(Hz) f (Hz)

Figura 18 — Curvas de capacitancia obtidas com dois chips de configuragdes distintas (a e b). Como indicado,
em cada caso, foram feitas medidas com o microcanal vazio (ar) e cheio com agua (Milli-Q).

Analisando a Figura 18 ¢ possivel perceber que as curvas de capacitancia se tornam
aproximadamente constantes em frequéncias mais altas. Esse platd ¢ devido a capacitancia
geométrica (Cy), cujo valor foi determinado ajustando as curvas experimentais com o circuito
equivalente (se¢do 2.5.2). Os resultados dos ajustes foram substituidos na equagdo 20 para
determinar a constante de cela de quatro chips com diferentes configurag¢des, conforme listado
na Tabela 5, cuja ultima coluna contém os resultados previstos pelo método de

transformagdes conformes (se¢do 2.6).
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Tabela 5 — Determinagdo da constante de cela (Keq) através de dois métodos para chips com configuragdes
distintas.

Configuragio Cq (pF) Keela (mm)
Nuamero de digitos dos Largura do Microcanal: Ar Milli-Q Experimental Teorica
IDEs: N | (nm) (Equagdo 20)  (Equagdo 15%)
(93 £3) 85+04) (9,4+0.,3) (1,3+£0,7) (1,35 +£0,04)
. (490 + 20) 8,2+0,4) (13,0£0,4) (7,0£0,8) (7,1 £0,3)
(93 +3) (150+03) (168+02) (2,6+0,5) (2,74 +0,09)
” (490 £ 10) (14,7£0,3) (24,1 +£0,2) (13,7£0,5) (14,5 +0,6)

* Obs.: Na equagao 15, o comprimento (L) dos digitos foi substituido pela largura do microcanal (1).

Na Tabela 5, os resultados da Keela foram obtidos considerando a propagagio de erros
e, entdo arredondados de modo que suas incertezas apresentassem apenas um algarismo
significativo. O valor obtido através das medidas elétricas (experimental) ¢ ligeiramente
menor que aquele previsto pela teoria, sendo que a diferenca aumenta quando se aumenta o
nimero de digitos dos IDEs. Este fato deve-se a simplificagdo feita para utilizar a equagdo 15
(s =w), de modo que, a previsdo tedrica fornece valores menores quando nao se ignora o fato
de que a largura dos digitos dos IDEs ¢ menor que os espacamento entre eles (W < S),
conforme listado na Tabela 4. Pelo que foi aqui exposto, a determinag¢do da constante de cela
através de medidas elétricas constitui um método simples e confidvel, principalmente nos
casos em que os IDEs apresentam irregularidades que dificultam precisar as dimensdes s € w
(e.g., ver Figura 16b), o que ndo ¢ considerado no método de transformagdes conformes.

Através do método experimental descrito na se¢ao 3.4, ainda ¢ possivel determinar a
contribui¢do da regido externa ao microcanal (Cey) na capacitancia total medida (Cg), o que
seria muito complicado caso fosse necessario realizar calculos considerando a constante
dielétrica dos materiais presentes naquela regido (PDMS, SiO;) e, efeitos devido as bordas dos

IDEs. Com tal método, pode-se mostrar que “C,y; = C4(ar)” para os dispositivos utilizados

neste trabalho, ou seja, a capacitancia total medida com o microcanal vazio ¢, com boa
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aproximacgao (0,1 pF), devida exclusivamente a regido externa. Importante notar ainda que
devido a constante de cela, a separagdo no final das curvas de capacitancia é mais evidente na
Figura 18b que na Figura 18a. Este fato pode ser favoravelmente utilizado no projeto do

dispositivo, de maneira a otimizar os resultados em func¢do da aplicacdo desejada.

4.3 Medidas Elétricas e Variacdo da Resistividade da Agua

O microcanal de um chip, cujas dimensdes estdo listadas na Tabela 4, foi preenchido
com agua e, entdo a resposta elétrica do conjunto foi monitorada em fung¢do do tempo.
Durante todo o experimento, a 4gua foi mantida em repouso no interior do microcanal, sendo

que os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — (a) Curvas de capacitancia para sucessivas medidas com agua Milli-Q em repouso no microcanal.
(b) Variagdo dos valores de C’, retirados em 1 kHz, em fung¢do do tempo.

Inicialmente, suspeitamos que a dispersdo observada na regido de frequéncias entre
aproximadamente 10 Hz e de 10 kHz (Figura 19a) estivesse associada a dupla camada
elétrica, de modo que o sistema entrasse em equilibrio (Figura 19b) ap6s o intervalo de tempo
necessario para sua formagdo. Contudo, para as condi¢des envolvidas neste experimento, a
resposta do sistema nesta regido de frequéncias ¢ dominada pela resisténcia associada a dgua

(secdo 2.5.2), de forma que a hipotese inicial (alteragdes na dupla camada elétrica) foi
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descartada. A redugdo inicial nos valores de R pode ser observada de forma qualitativa na

Figura 20, conforme indicado pela seta apontada para baixo.

2% (@)

10°+

10*+

10° 10" 10 10° 10* 10° 10°
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Figura 20 — Curvas do mddulo da impedancia para sucessivas medidas com agua Milli-Q em repouso no
microcanal. A seta indica a ordem que as medidas foram feitas.

A partir do ajuste dessas curvas com o CEE da secdo 2.5.2 (sem Ry), foi possivel
confirmar que a alteracdo mais significativa devido ao tempo ocorreu com R, apresentando
redugdo de 51 % em relagdo ao valor inicial. De maneira semelhante, o parametro T também
apresentou redugcdo em relacdo ao valor inicial, contudo, a variagdo percentual foi
aproximadamente metade daquela observada para R. Quanto aos demais parametros, os
valores ajustados praticamente nao apresentaram variagdo em fun¢do do tempo, sendo
P=(0,85 £ 0,03) e Cg= (19,7 £ 0,1) pF. Na sequéncia, os valores ajustados de R foram
combinados com a constante de cela (se¢ao 4.2) desse chip para determinar a resistividade da

agua, cujo resultado ¢ apresentado na Figura 21.
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Figura 21 — Variagao da resistividade da agua Milli-Q em fungao tempo.

Na Figura 21 pode-se verificar que a resistividade da agua cai rapidamente no inicio
do experimento ¢ que apds algum tempo tende a permanecer constante. Yatsuzuka et al.
(Yatsuzuka, Higashiyama et al., 1996) observaram comportamento semelhante para agua
ultrapura exposta aos gases presentes no ar, especialmente gas oxigénio (O;) e gas carbonico
(COy). Aparentemente, a dgua confinada no microcanal esta isolada do ar atmosférico por
uma camada de PDMS; contudo, tal material ¢ amplamente utilizado em experimentos
bioldgicos justamente por permitir a difusdo de O, e CO; através de sua estrutura (Whitesides,
2006), o que, consequentemente, torna a agua contida no microcanal mais condutora
(acidificacdo pela difusdo de CO;). Como a razdo “drea/volume” em um microcanal ¢ muito
alta (~ 200 cm™, contra ~1 cm™ para um béquer de 5 mL), a difusdo de gases através do

PDMS interfere significativamente na resposta elétrica obtida.

4.4 Efeito da Vazéo na Resposta Elétrica

Para verificar como o escoamento dos liquidos através dos microcanais influencia na
resposta elétrica do sistema, um unico chip foi utilizado em testes com agua Milli-Q e
solugdes com diferentes concentragdes de NaCl, variando-se, em cada caso, a vazao de zero a
3000 pL/h com o auxilio da bomba de seringa ilustrada na Figura 13. Na sequéncia, as

resisténcias associadas as amostras foram determinadas através de ajustes com circuito
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elétrico equivalente e, a partir da constante de cela do chip utilizado foi determinada a
resistividade de cada amostra (equagdes 16 e 17). Os resultados obtidos para diferentes

amostras de agua estao apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Resistividade da agua Milli-Q em funcdo da vazdo mantida durante a aquisi¢do dos dados.

Conforme discussao realizada na se¢ao 4.3, a resistividade da agua contida no
microcanal diminui em funcdo do tempo (Figura 21) devido a difusdo de gases através do
PDMS. Desta forma, a vazao mantida durante a aquisi¢ao das medidas elétricas proporciona
uma “renovacao continua” da por¢ao de agua localizada sobre os IDEs, de modo que, quanto
maior for a vazao utilizada, menor serd o tempo de exposicao aos gases e, consequentemente
a resistividade apresentada sera maior, como ilustrado na Figura 22.

Quanto as solucdes de cloreto de sodio, a natureza condutora do eletrdlito suprime
possiveis alteragdes devido a difusdo de gases e, como ilustrado na Figura 23, o efeito da
concentragdo idnica ¢ mais significativo que a vazao mantida durante as medigdes, mesmo

para a solu¢ao mais diluida, que estd 100 vezes abaixo do limite de detecg@o bioldgico.
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Figura 23 — Resistividade de solu¢des de NaCl com diferentes concentragdes molares em funcéo da vazio
utilizada nos experimentos.

Uma consequéncia direta devido a possibilidade de realizar medidas com fluxo no
microcanal ¢ o aumento da quantidade de dados que podem ser obtidos comparativamente ao
sistema convencional (IDEs imersos em béquer). De fato, no sistema microfluidico nao ha
necessidade de se esperar um determinado tempo entre o contato dos IDEs com a solugdo e o

inicio das medidas elétricas, como normalmente € feito no sistema convencional.

4.5 Reprodutibilidade dos Dispositivos Fabricados

Um conjunto de 13 chips fabricados em um mesmo lote (portanto, a partir das mesmas
mascaras ¢ com condi¢des parecidas nos processos fotolitograficos) foi analisado através de
medidas elétricas. De maneira semelhante aos experimentos feitos para se determinar a
constante de cela (secdo 4.2), as medidas elétricas foram realizadas com os microcanais
vazios (ar) e, em seguida, com agua Milli-Q (600 pL/h). Na Figura 24 ¢ ilustrado o resultado

referente as médias apresentadas em ambas as condigdes para o conjunto analisado.
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Figura 24 — Curvas médias da capacitancia apresentada por 13 chips fabricados sob as mesmas condigdes.
Medidas realizadas com o microcanal vazio (ar) e, cheio com agua (Milli-Q).

Devido a baixa relagdo sinal/ruido, as medidas realizadas com os microcanais vazios
apresentaram maior dispersdo na regido de frequéncias abaixo de ~ 100 Hz, conforme
representado pelas barras de erro na Figura 24, sendo ainda possivel identificar a interferéncia
da rede elétrica (ponto em torno de 60 Hz). Quando as medidas elétricas foram feitas com os
microcanais completamente preenchidos com agua Milli-Q, a interferéncia em baixas
frequéncias deixou de ser representativa. Considerando a resolugao (1 pF) do instrumento
utilizado na aquisi¢ao dos dados, para frequéncias maiores que ~ 10 kHz, os 13 chips
analisados apresentaram resultados experimentalmente idénticos: Cy (Ar) = (8,6 + 0,2) pF e
Cq (Agua) = (17,2 + 0,3) pF. Substituindo estes dados na equagdo 20, a constante de cela
associada aos 13 chips foi Keela= (12,5 + 0,5) mm. Por fim, ¢ possivel notar na Figura 24 que
os chips apresentaram maior dispersao na regido de kHz quando as medidas foram feitas com
agua Milli-Q. Conforme discutido na seg¢do 4.2, este fato ¢ atribuido a variagdo da

resistividade da agua em funcdo da contaminacdo por gases (O,, CO,) que se difundem

através do PDMS.
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4.6 Deposicao de Filmes LbL em Microcanais

Como descrito na se¢do 3.5, a técnica LbL foi adaptada para a deposicao de filmes
organicos no interior de microcanais selados. Detalhes sobre uso da técnica LbL nestes casos
podem ser encontrados em (Kim, Lee et al., 2005; Lee, Park et al., 2010). As deposi¢des dos
filmes de PAH/PPy e PAH/NiTsPc foram monitoradas através de medidas de espectroscopia
de impedancia elétrica. Posteriormente, os filmes foram caracterizados através de

espalhamento Raman. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

4.6.1 Medidas Elétricas

Medidas elétricas foram realizadas durante o intervalo que as solug¢des se encontravam
estaticas no microcanal (TD da Tabela 3). Em geral, os polianions utilizados na deposi¢ao dos

filmes apresentaram respostas semelhantes, conforme ilustrado na Figura 25.
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Figura 25 — Respostas elétricas obtidas com microcanais completamente preenchidos com polidnions utilizados
na deposicao dos filmes LbL e circuito elétrico equivalente simplificado.

Seguindo a linha de raciocinio exposta na se¢cdo 2.5.2 pode-se notar que as respostas
elétricas apresentadas na Figura 25 sdo dominadas por um CPE e um resistor associados em
série, pois devido a natureza condutora dos polidnions, os reduzidos valores de R fazem com
que a corrente elétrica passe somente pelo ramo R-CPE do CEE apresentado na Figura 8. Este

circuito elétrico simplificado (R-CPE) foi utilizado no ajuste das medidas elétricas realizadas
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com os polidnions em cada bicamada dos filmes LbL, sendo que os resultados obtidos estdo

listados na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros obtidos a partir do ajuste dos dados referentes a deposi¢ao dos filmes LbL.

Filme LbL sendo Solucao-Bicamada

depositado analisada R@) T (x107) P
PPy-1 544 +12 13,3+0,3 0,927 + 0,003
PPy-2 542 +£13 13,9+ 04 0,921 + 0,004
PPy-3 543 +£13 15,8+ 0,5 0,914 + 0,004
PAH/PPy PPy-4 542 +13 16,6 £ 0,5 0,913 + 0,004
PPy-5 543+ 13 17,5+0,5 0,911 + 0,004
PPy-6 543+ 13 18,0+ 0,5 0,911 + 0,004
PPy-7 542 +13 19,3+0,6 0,909 + 0,004
NiTsPc-1 4163 £ 101 6,8+0,2 0,902 + 0,005
NiTsPc-2 4185 + 66 6,6 £0,2 0,894 + 0,003
NiTsPc-3 4182 + 64 6,6 0,1 0,893 + 0,003
PAH/NiTsPc NiTsPc-4 4169 + 72 6,3+0,2 0,892 + 0,003
NiTsPc-5 4242 + 62 6,1 £0,1 0,892 + 0,003
NiTsPc-6 4228 + 62 59+0,1 0,893 + 0,003
NiTsPc-7 4235+ 80 5,4+0,1 0,894 + 0,003

Considerando a resolucdo do equipamento utilizado nas medi¢des (0,1 k2 e 1 pF)
(Manual Operacional: 1296 Dielectric Interface) e analisando a Tabela 6, pode-se notar que R
se manteve constante durante todo o processo de deposicdo de cada um dos filmes: 0,5 k{2
para o polipirrol e 4,2 k{2 para a ftalocianina. Tal resultado ja era esperado, pois como exposto
na se¢do 2.5.2, R ¢ o elemento do CEE associado a resistividade do polianion, cuja mesma

solucdo foi utilizada em todo o processo de deposi¢do dos filmes LbL. Adicionalmente, a
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diferenca entre as resisténcias obtidas para cada polidnion ¢ atribuida ao NaCl (0,5 M)
utilizado no preparo da solugdo de PPy, tornando-a mais condutora que a solu¢do de NiTsPc
(ver dados sobre as solu¢des na Tabela 3).

Embora o parametro P também ndo tenha apresentado variacdes significativas em
funcdo do processo de deposicdo dos filmes, seu valor médio (~0,9) ficou préximo de 1, o que
indica que o CPE utilizado nos ajustes expressa um comportamento capacitivo do sistema
eletrodo/solucdo. Tal comportamento certamente estd associado a processos interfaciais, que
sdo alterados em funcdo da deposi¢do do filme, justificando as variacdes observadas para o

parametro T do CPE (Figura 26).
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Figura 26 — Variagao do parametro T do CPE em fun¢@o das medidas realizadas com os polidnions utilizados na
deposicao dos filmes LbL de PAH/PPy e PAH/NiTsPc.

Sabe-se que em alguns sistemas a capacitancia da dupla camada elétrica aumenta em
fung¢@o do aumento da concentrag@o ionica da solugdo analisada (Hong, Yoon et al., 2004), o
que nao justifica o resultado apresentado na Figura 26, pois conforme supramencionado, o
mesmo polianion foi utilizado nas deposi¢des de todas as bicamadas do filme. Por outro lado,
a adsor¢do dos materiais utilizados na fabricacdo dos filmes LbL modifica a distribui¢ao de
cargas na interface eletrodo/solu¢do e, consequentemente, altera a capacitancia da dupla

camada elétrica, o que ¢ refletido pelas variacdes apresentadas por T. Quanto a distingdo entre
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as tendéncias apresentadas pelos polidnions na Figura 26, deve-se tomar cuidado ao especular
sobre a natureza elétrica dos mesmos (PPy condutor e NiTsPc semicondutora), pois as
respostas elétricas obtidas nestes experimentos ndo sdo atribuidas exclusivamente a eles, isto
¢, deve-se considerar também a diferenga entre as solugdes (solvente, pH, concentragdo, etc.).
Diferentes chips de um mesmo lote foram utilizados em repeticdes de testes referentes ao
monitoramento da deposi¢do de filmes através de medidas elétricas e, como apresentado na
Figura 26, os polianions (PPy e NiTsPc) apresentaram comportamentos distintos, conforme

ilustrado na Figura 27.
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Figura 27 — Alteragdo no parametro T evidenciando as diferentes tendéncias de comportamento devido a
deposicdo de materiais distintos.
Pelo exposto acima, as medidas de espectroscopia de impedancia elétrica se
mostraram uma importante op¢ao para investigar o processo de deposicao de filmes sobre

IDEs, o que ndo ¢ possivel com técnicas convencionais como a de absor¢dao UV-vis.

4.6.2 Medidas de Espalhamento Raman

Nas medidas de espalhamento Raman para a caracterizagao do filme automontado no
interior do microcanal, a luz deve atravessar uma camada relativamente espessa de PDMS
(Figura 15). Dessa forma, havia certa duvida se a intensidade do sinal detectado seria

suficiente para comprovar a presenga do filme ultrafino no interior do microcanal. Neste
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ponto, a superficie metalica dos IDEs favoreceu a aquisi¢do dos dados, como ilustrado na

Figura 28 para o filme LbL de PAH/PPy.

Foco sobre o digito

Foco fora do digito

500 1000 1500 2000
Numero de Onda (cm)

Figura 28 — Reforco do sinal Raman detectado devido a reflexao na superficie metalica dos IDEs.

Como indicado na Figura 28, ha uma diferenga expressiva entre os espectros obtidos
com o foco do laser fora da regido dos digitos e sobre a superficie metalica dos IDEs, sendo
que, no segundo caso, o sinal detectado ¢ refor¢cado devido a reflexdo da luz. Além das
medidas in situ (filme no interior do microcanal), também foram obtidos espectros do PDMS

e dos filmes castings de PAH e de PPy. Tais resultados sao apresentados na Figura 29.
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Figura 29 — Espectros Raman para caracterizagdo do filme LbL de PAH/PPy no interior do microcanal.
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Como o filme casting de PAH nao apresentou banda no intervalo investigado, ele
omitido na Figura 29, na qual é expressiva a semelhanga entre os espectros apresentados pelos
filmes casting de PPy e LbL de PAH/PPy. Note que o espectro referente ao filme LbL de
PAH/PPy apresenta a banda em 1600 cm™, geralmente atribuida ao estiramento das ligagdes
C=C do PPy (Vigmond, Ghaemmaghami et al., 1995; Yang, Liu et al., 2009), que ainda esta
bem afastada da banda mais intensa do PDMS. Tal banda presente no espectro do PDMS
ocorre em 1410 cm™ e é devida & deformagio angular assimétrica dos grupos CHj presentes
em sua estrutura quimica, ja a banda em 1260 cm™ surge devido ao equivalente simétrico
deste modo vibracional (Cai, Neyer et al., 2010). Estes primeiros resultados foram
animadores, pois ajudaram a corroborar a eficiéncia do processo de deposi¢do do filme LbL
de PAH/PPy no interior do microcanal (Kim, Lee et al., 2005).

Outro ponto positivo foi o mapeamento da intensidade da banda em 1600 cm™,

realizado ao longo de uma linha de 60 um de extensdo (linha AB da Figura 30), situada na

fronteira do microcanal com a regido selada do dispositivo.

P

} PDMS

LbL PAH/PPy

20 pm’
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Numero de Onda (cm™) 25 60 95 130 165 200

Figura 30 — Mapeamento Raman ao longo da linha AB, situada na fronteira do microcanal. A escala de cores
indica a intensidade da banda em 1600 cm™.

Na Figura 30, a linha horizontal tracejada branca corresponde a divisa do microcanal.

Note que a cor preta do segmento AM indica a auséncia de polipirrol na regido externa ao

microcanal, sendo que os espectros ali obtidos sdo caracteristicos do PDMS. Ja as coloragdes

mais claras do segmento MB estdio associadas a banda em 1600 cm™, comprovando a presenca
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do PPy. Portanto, pode-se concluir que a selagem do dispositivo ndo foi comprometida pelo
processo de deposi¢do do filme, que ficou confinado a regido interna do microcanal.
Mapeamentos Raman também foram utilizados para investigar a qualidade da adesdo
dos filmes depositados. Como descrito na se¢do 3.5, o volume de agua utilizado no processo
de lavagem foi ~ 1600 vezes o volume do microcanal. A intensidade da banda em 1600 cm™

foi mapeada antes e apds o processo de lavagem, sendo os resultados apresentados na Figura

31.

Intensidade (x 1000)

Figura 31 — Mapeamento Raman realizado antes e apos a lavagem do filme de PAH/PPy.

Como pode ser observado, o espectro caracteristico do PPy ¢ mantido mesmo apos a
lavagem com agua Milli-Q, o que comprova que o filme ndo é removido durante o processo
de lavagem. Adicionalmente, a banda em 1600 cm™ fica mais homogénea ao longo do
microcanal, de modo que, possivelmente, a lavagem reduza a presenca de agregados no filme,
criando o perfil mais homogéneo observado (Kim, Lee et al., 2005).

Estudos semelhantes ao relatado para o filme de PAH/PPy também foram realizados

para o filme de PAH/NiTsPc. Na Figura 32 sao ilustrados os espectros Raman do PDMS, do
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filme casting de NiTsPc e do filme LbL de PAH/NiTsPc depositado no interior do

microcanal.

1410
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Figura 32 — Espectros Raman para caracterizagdo do filme LbL de PAH/NiTsPc.

Na Figura 32 pode-se observar que os espectros do PDMS e da ftalocianina de niquel
sdao bem distintos, o que facilita a identificacdo do filme LbL de PAH/NiTsPc no interior do
microcanal. A banda mais intensa nos espectros dos filmes casting e LbL (~ 1555 cm™) é
atribuida ao estiramento das ligacdes C=N e C=C, presentes nas moléculas de NiTsPc (De
Faria, Constantino et al., 1998). Conforme ilustrado na Figura 33, os mapeamentos realizados
antes e apo6s a lavagem do filme de PAH/NiTsPc apresentaram resultados semelhantes aqueles

relatados para o filme de PAH/PPy (Figura 30 e Figura 31).



4 —RESULTADOS E DISCUSSOES |72

A 4 0 1)
cm ) da(cm
ondal %1600 Namero de on

8
1000\ amero de

Figura 33 — Mapeamento Raman realizado antes e apos a lavagem do filme LbL de PAH/NiTsPc.

Novamente, pode-se notar que o processo de lavagem ndo remove o filme, como
ilustrado pela semelhanga entre os mapeamentos Raman obtidos antes e apds a lavagem do
microcanal. Chips contendo filmes LbL foram utilizados em testes para a caracterizacao
elétrica de diversas solugdes aquosas e, mesmo apds seis meses de uso, novas medidas de

espalhamento Raman confirmaram que os filmes niao foram removidos dos microcanais.
4.7 Diferenciacao de Paladares Doces e Amargos

Conforme descrito na se¢ao 3.6, amostras de determinado antitérmico foram utilizadas
no preparo de solugdes com padrdes de paladares doce e amargo, as quais foram analisadas
através de medidas de impedancia elétrica mantendo-se vazao constante de 500 puL/h através
do microcanal de trés unidades sensoriais (PPy, NiTsPc e sem filme). Adicionalmente, foram
realizadas lavagens e medidas com agua Milli-Q entre os testes feitos com cada solugdo e,
posteriormente, os dados oriundos de todas as medidas foram ajustados usando o CEE
apresentado na se¢do 2.5.2. Para ilustrar, na Figura 34 s3o apresentados os resultados obtidos

para duas diferentes solugdes analisadas com o chip sem filme.
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Figura 34 — Moédulo da impedancia e capacitancia real em funcgao da frequéncia apresentadas pelo chip “sem
filme” para duas diferentes solugdes. Os ajustes foram feitos com os elementos R, C, e CPE do CEE da Figura
8a.

Devido ao intervalo de frequéncias analisadas, o elemento R; do CEE da Figura 8a ndo
foi incluido nos ajustes destes experimentos. Na Figura 34 pode-se notar que as curvas

experimentais sdo bem ajustadas pelo CEE, cujos parametros (R, Cq, T e P) obtidos em cada

caso estdo listados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Dados dos ajustes referentes as medidas elétricas realizadas com solugdes de paladares doces e
amargos.

R (k) Cq (pF)

Amostra
Sem filme NiTsPc PPy Sem filme NiTsPc PPy
Aguas* 493 533 412 20,1 19,5 17,8
Sol 1 354 337 317 20,1 19,6 17,8
Sol 2 278 302 272 20,1 19,6 17,8
Sol 3 29 27 28 21,9 21,6 19,8
Sol 4 35 39 43 21,6 21,0 15,7
Sol 5 35 35 37 21,6 21,1 19,0
6/Plsaocleb0 26 27 30 22,2 21,7 19,6

T (x107) =

Amostra
Sem filme NiTsPc PPy Sem filme NiTsPc PPy
Aguas* 16,3 33,8 33,4 0,891 0,809 0,813
Sol 1 17,0 33,0 30,2 0,892 0,823 0,827
Sol 2 17,7 32,1 31,9 0,892 0,818 0,824
Sol 3 15,9 28,4 28,5 0,921 0,872 0,874
Sol 4 15,9 28,8 26,8 0,921 0,876 0,881
Sol 5 15,7 28,9 28,7 0,916 0,876 0,874
Sol 144 26,6 274 0.915 0.878 0,882

6/Placebo ’ ’ ’ ’ ’ ’

* Obs.: Valores médios apresentados pelas varias amostras de agua.

Na Tabela 7 os erros relativos aos valores ajustados foram omitidos por ndo serem
superiores a 2%. Como listado para cada pardmetro, as maiores variacdes em funcdo da
amostra analisada foram apresentadas por R e T. Contudo, através de uma inspe¢do mais
cuidadosa pode-se constatar que o pardmetro T ¢ alterado de maneira mais significativa em

func¢do dos filmes depositados sobre os IDEs, conforme ilustrado na Figura 35.
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Figura 35 — Valores do parametro T apresentados pelas unidades sensoriais para diferentes solugdes analisadas.

Uma vez que a presenca dos filmes altera o arranjo de cargas na interface
eletrodo/solugdo, o resultado apresentado na Figura 35 corrobora o uso de um elemento
associado a fendmenos interfaciais, como o CPE. O efeito da solu¢ao na resposta elétrica de

cada unidade sensorial fica mais evidente quando analisamos o parametro R (Figura 36).
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Figura 36 — Valores do parametro R apresentados pelas unidades sensoriais para diferentes solugdes analisadas.

De fato, ¢ de se esperar que a diferenga devida a condutividade/resistividade das
solugdes com padrdo de paladar doce e amargo seja refletida por alteragdes em R, indicadas
na Figura 36. Como explicado anteriormente, graficos de Andlise de Componentes Principais
(PCA) auxiliam no reconhecimento de padrdes, de modo que a correlagdo entre as amostras

pode ser facilmente verificada na Figura 37.
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Figura 37 — Grafico PCA gerado a partir do “log (R)” para diferentes solugdes analisadas através de uma
“lingua eletrdnica microfluidica”.

Devido a amplitude observada para o parametro R (ver Tabela 7 e/ou Figura 36), o
grafico PCA da Figura 37 foi gerado a partir do logaritmo desses valores. De forma
equivalente, para entender o motivo deste pré-tratamento dos dados basta notar que os
graficos referentes as medidas elétricas geralmente sdo apresentados em escala logaritmica
(Figura 34). A analise de componentes principais ¢ feita de maneira que a primeira delas
(PC1) contenha a méxima variancia dos dados. Para o conjunto de dados cujo resultado ¢
apresentado na Figura 37, a separagdao das amostras ¢ feita quase que exclusivamente através
da PC1: note que todas as dguas estdo agrupadas a esquerda, ndo se misturando com nenhuma
das demais solug¢des analisadas, mesmo com o alto grau de dilui¢ao envolvido (1:1000 em
volume). Neste PCA gerado em funcdo do parametro R observa-se boa diferenciagdo entre os
padrdes amargo e doce, mas o placebo (Sol 6) fica agrupado conjuntamente com as solugdes
contendo o principio ativo.

Como mencionado na se¢do 2.4, nas aplicagdes tipicas de “linguas eletrdnicas”
baseadas em medidas de impedancia elétrica, a analise de componentes principais geralmente

¢ feita a partir de valores de capacitancia real retirados em alguma frequéncia fixa na regido
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de kHz. Desta forma, na Figura 38 ¢ apresentado o grafico PCA gerado a partir do logaritmo

dos valores de C’ retirados em 1 kHz.
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Figura 38 — Grafico PCA gerado a partir do “log (C’)” retirados em 1 kHz para diferentes solugdes analisadas
através de uma “lingua eletrénica microfluidica”.
A semelhanca observada entre os graficos PCA da Figura 37 e da Figura 38 ¢
justificada pelo fato de que a dispersdao nas curvas de C’ (Figura 34b) ocorre na regido de

frequéncias cuja resposta elétrica do sistema ¢ dominada pela resistividade da solugdo, como

exposto na se¢do 2.5.2.

Para finalizar, o desempenho da “lingua eletronica microfluidica” foi confrontado
com os resultados apresentados por uma “lingua eletrbnica convencional”, na qual as
unidades sensoriais sao mergulhadas em béqueres contendo as amostras a serem analisadas.

Os resultados desses experimentos estao ilustrados na Figura 39.



4 —RESULTADOS E DISCUSSOES |78

U‘:‘ . . . . . . . u_‘lb..........: ......... LU ELELE rarrErarsaraEnaranm =rarrerae rErarzErsnTeraEnan =
o : : : : : : o : : : : : : :
] : : : : : : : : :
|:| 1 i i i E {|1 -.-.-”-.-E”-.-“-T ........ :--“-.-”-E.-”-.-.T ........ E..........E ........ _
= : : : :
i 0,058 - eeneien PP TS -FRRRI RANRRIT: DIRRIEE. SR S E
005 : :. 4 5 L
: o : [ oA
= x 1 0 ] Fx®
E .u.........,........,........,..............__...,........,.........E.L....._ ﬁ_ ' : D:
[=] : S 005 o : :
- &l E
Hoos i O i
o : - BT U St O U U S DU S S E
Aguas O AQuas
Sol1 N N T X Sol1
Sol2 ":'-15""""".'""'"‘.'""""""""". ................ A Sgl2 2
Sol3 é b 5 & Sd3
Sol4 H 07 : : | ¥ Sold
ol & B A Solb
Sol§ o i i i i : o _Solg |
0 . . ik, 1 1 1 1 1 1 1 [
%.b 1 0.5 0 0.5 1 15 2 25 %.b 1 0.5 1} 0.5 1 1.5 2 25
PC1: 99 46% PC1: 89 54%

Figura 39 — Graficos PCA gerados a partir (a) do “log (R)” e (b) do “log (C')” para solugdes analisadas através
de uma “lingua eletrénica convencional”.

Mesmo com a mudanga de sistemas (microcanal para béquer), os graficos PCA
gerados a partir de valores distintos (Iog R e log C’) continuam sendo equivalentes, conforme
ilustrado nos itens “a” e “b” da Figura 39. Qualitativamente, o aumento da regido ativa dos
IDEs devido a mudanga do microcanal para o béquer, ndo traz nenhuma vantagem neste tipo
de andlise, cujo objetivo ¢ a identificacdo de padrdes associados as amostras. De fato, a
equivaléncia entre os sistemas pode ser feita através da Keeq dos IDEs, de modo que a
contribui¢do das amostras sdo semelhantes em ambas a “linguas eletrénicas” utilizadas. Neste
sentido, ressaltamos as vantagens de trabalharmos com microlitros de andlises e descartes,
além das possibilidades de integragdo dos dispositivos microfluidicos, em compara¢do ao

sistema convencional.
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5 — CONCLUSOES

Técnicas de fotolitografia foram utilizadas na fabricag¢@o de eletrodos interdigitados de
ouro e de microcanais replicados em PDMS, os quais foram eficazmente selados através de
exposi¢do a plasma de oxigénio, ndo havendo problemas com vazamentos. Através de uma
adaptacdo da técnica LbL, filmes de materiais organicos (PAH/PPy e PAH/NiTsPc) foram
depositados no interior de microcanais selados sobre IDEs, o que permitiu o desenvolvimento
da “lingua eletronica microfluidica” apresentada neste trabalho de doutorado. Tais filmes
foram caracterizados in-situ, isto é, no interior dos microcanais, através de medidas de
espectroscopia de impedancia elétrica e espalhamento Raman. As medidas de impedancia
foram realizadas durante o processo de deposi¢do dos filmes organicos e os dados oriundos
dessas medidas foram analisados em termos de circuitos elétricos equivalentes, com indicios
positivos da formagdo dos filmes LbL. Complementarmente, medidas de espalhamento
Raman comprovaram a presenga e uniformidade dos filmes recém-depositados no interior dos
microcanais; tais medidas também confirmaram a boa adsorcao dos filmes, os quais nao
foram removidos nem mesmo por um processo de lavagem intensiva. Como prova de
conceito, uma “lingua eletrénica microfluidica” e uma “lingua eletrénica convencional”
(ambas compostas por trés unidades sensoriais: IDEs sem filme, PAH/PPy e PAH/NiTsPc),
foram utilizadas na avaliacdo de determinado antitérmico a base de paracetamol, com
solucdes variando desde o ativo (antitérmico com padrao de amargo) diluido no veiculo do
produto, até o placebo de ativo (padrdo de doce). As Analises de Componentes Principais
indicaram respostas semelhantes entre o sistema microfluidico e o sistema convencional, sem
qualquer indicio de perda de sensibilidade em fun¢do da miniaturizagdo dos dispositivos.
Apesar da semelhan¢a de desempenho apresentada por ambos os sistemas, ressaltamos as
vantagens de analises feitas com quantidades reduzidas de amostras (microlitros de reagentes

e descartes), assim como o aumento da quantidade de dados obtidos em menores intervalos de
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tempo devido a possibilidade de realizar as medidas elétricas com fluxo, pois ndo ha
necessidade do “tempo de espera” para estabilizacdo resposta. Adicionalmente, salientamos o
ineditismo do trabalho aqui desenvolvido para este tipo de sensoriamento e que aplicagdo da
microfluidica a “lingua eletrénica” abre portas para a integracao de multiplas fungdes em um

unico dispositivo.
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Apéndice A - Calculo do Nimero de Reynolds

A natureza de um escoamento, laminar ou turbulenta, ¢ expressa pelo nimero de
Reynolds (Re). Para calcular Re, considere um fluido com densidade (d) e viscosidade (1),
escoando com velocidade média (Up) na direcdo x de um canal de largura (/) e altura (H),

conforme representado na Figura A 1.

I H
4

Figura A 1 — Esquema de um canal com area de se¢do transversal retangular e escoamento na diregdo do eixo X.

X

O numero de Reynolds associado ao escoamento ¢ definido da seguinte forma:

forcas INERCIAIS d
© = forcasVISCOSAS Re=- oD (AD)

A dimensao caracteristica ([), presente na equacdo Al, as vezes ¢ chamada de escala
genérica de comprimento (Squires e Quake, 2005) e depende da geometria do canal. Os
microcanais utilizados neste trabalho possuem area de secdo transversal retangular, de modo
que o calculo do didmetro hidraulico (D) fornece uma excelente aproximagdo para a

dimensdo caracteristica:

D=D,=—=2—+ (A2)

na qual, 4 ¢ a area de secdo transversal do canal e P ¢ o seu perimetro (White, 2002).
A vazao (R) de um fluido, ou taxa de escoamento, ¢ dada por:

AVolume AX
R=———=A—
At At (A3)
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O termo “Ax/At” da equagdo A3 representa a velocidade média na direcao do escoamento.
Assim:

R
U, =—
" =Th (A4)

Finalmente, combinando as equagdes Al, A2 e A4, temos:

2dR
r](l + H)

Re= (AS)

Deve-se observar que o célculo do nimero de Reynolds utilizando a equacdo AS ¢

valido apenas para um microcanal de area de secdo retangular.
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Apéndice B - Dispositivos Fabricados

Através da aprovagdo de projetos especificos, foi possivel utilizar as instalacdes do
Laboratorio de Microfabricagcdo (LMF), situado em Campinas/SP, onde foi desenvolvido todo
o trabalho de fabricagdo dos dispositivos, realizado entre maio de 2010 e fevereiro de 2012.
Varias arquiteturas e designs foram testados com o proposito de melhorar a selagem, facilitar
o alinhamento dos componentes, viabilizar a deposi¢do de filmes organicos no interior dos
microcanais, etc. Neste sentido, alguns testes realizados estdo esquematizados na Figura B 1, na

qual as siglas D1 a D7 indicam cada tipo de dispositivo fabricado.

Canal em SU-8

SiO, / e-beam T SiO, / e-beam
Tampaem Q Tampa de PDMS | Tampa de PDMS
PDMS
Etching do Ti

Mais Estreita Mais larga

Figura B 1 — Fluxograma das principais arquiteturas testadas quanto a sobreposi¢ao de camadas/materiais e
algumas técnicas utilizadas na fabricagdo dos dispositivos microfluidicos.

Canal em
PDMS

Canal em
PDMS

Tampa de PDMS
Mais larga

Canal em
PDMS

o O

A camada superficial de titanio (Ti), presente em DI, permite a selagem do
polidimetilsiloxano (PDMS) sobre os eletrodos (Minev, Chew et al., 2012). Entretanto,
devido ao processo de oxidagdo, o Ti deve ser removido (etching do Ti) do interior do
microcanal antes da realizagdo de medidas elétricas, o que foi feito com solucdo aquosa de

acido fluoridrico (HF:H,0, 1:9 volume). A manipulacdo do HF deve ser feita de maneira
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cautelosa e, além do Ti, ele também ataca o vidro (Moreira, De Almeida et al., 2009), por isso
decidimos evitar esta etapa e testar outras arquiteturas na fabricacdo dos dispositivos. No
dispositivo D2 a selagem ndo ¢ tdo boa devido a interface metal/PDMS. Para contornar este
problema, foi depositada uma fina camada de SiO; no dispositivo D3, exceto nas regides
destinadas ao contato elétrico e ao microcanal. A sobreposicdo de camadas dos diferentes

materiais envolvidos na fabricac¢do dos dispositivos ¢ mais facilmente observada na Figura B 2.

microcanal

R i Vi
(D2) (D6)
|
. . |
i ‘ e .,_Lr_.':;.-'_:.'lj["_z—__l"'",—_lﬁ../.n_ ‘ ___.E:Jf.-?;ﬁ:f‘; ': = = : : &153?;:-:'::1 c
[..'.«.-_f.__'-' L S S S i S e S e e A Vid 7 7 7 7 7 o 7
(D3)
=
p'I----'.'-..-'l‘-.-"-"‘.:'-----'r'.-.I 7 . s I.' ‘.-J.--Iz--‘-'??l. |
I:. & e P L / A |'_,;‘__ 7 :]

Figura B 2 — Vista superior do microcanal passando sobre os eletrodos interdigitados. Um corte de secao
transversal (y y’) € utilizado para ilustrar a sobreposicdo de camadas/materiais em cada um dos dispositivos
fabricados (D1 a D7).
Todos os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos com o dispositivo D3,

o qual aparece destacado na Figura B 1. Em tal dispositivo, o alinhamento e selagem do

microcanal sobre os IDEs ¢ feita manualmente, de modo que € necessario redobrar a atengao
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na fabricacdo dos mesmos. Neste sentido, buscando facilitar e otimizar o processo de
fabricacdo, foram feitos testes para gravar o microcanal em SU-8, diretamente sobre os IDEs,
conforme ilustrado nos dispositivos D4 a D7, das Figuras Bl e B2. Nestes ultimos
dispositivos, ndo ha preocupagdo quanto ao alinhamento no processo de selagem, pois a placa
de PDMS funciona apenas como uma “tampa” para o microcanal ja gravado em SU-8 (Ou,
Glawdel et al., 2009). Por fim, note que no dispositivo D7 ndo ¢ necessario depositar SiO»,
pois a selagem ¢ feita na interface substrato de vidro/PDMS. A deposi¢ao de SiO; ¢ uma das
etapas mais demoradas do processo de fabricacdo, assim, o dispositivo D7 ¢ uma boa
alternativa quanto aos quesitos alinhamento IDEs/microcanal e redug¢do no tempo de

fabricacao, podendo ser utilizado em trabalhos futuros.
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