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RESUMO

SERGIO, L. A. Desenvolvimento de sistemas lab-on-a-chip para aigds em
biofisica celular. 2012. Tese (Doutorado) — Escola Politécnica, Usidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Este estudo tem por objetivo o desenvolvimentorda metodologia de fabricacéo de
sistemad.ab On Chip Uteis no estudo de processos celulares, a par@daptacdo de
tecnologias préprias da microeletronica. Foram agolas todas as etapas envolvidas
na fabricacdo de sistemasb On Chipem Poli-Di-Metil-Siloxano e desenvolvidos
protocolos de fabricacdo de moldes, técnicas delagem e processos de ativacéo de
PDMS com plasma de oxigénio para sua solda quisoteie diferentes materiais,
obtendo unibes irreversiveis que permitem a intggra&om outras tecnologias como a
microeletrénica em silicio e o encapsulamento cenarnica verde, completando uma
metodologia que permite a prototipagem de dispasiti micro-fluidicos de
multicamadas com um nivel de sofisticacdo compéaraee estado da arte. Foi
desenvolvido o prototipo de um equipamento Oticoa gaografia por projecdo que
permite a fabricacdo de mascaras Oticas com ré&solae 5um e oferece a
possibilidade de litografia em escala de cinzas gg@rar canais e estruturas com
relevos arbitrarios. Foram adicionalmente abordadssproblemas de biofisica celular,
para os quais foram propostos novos dispositives paparacdo de células méveis de
acordo as suas velocidades lineares, dispositiara prescimento confinado de

bactérias e dispositivos para manipulacao da aunaale membranas celulares.

Palavras-chaves:Lab-on-a-Chip, PDMS, Micro-fluidica, Microeletr@ai, Biofisica,

Prototipagem rapida.



ABSTRACT

SERGIO, L. A.Development of Lab-On-Chip systems for biophysicaknalysis.
2012. PhD. Theses —Polytechnic School, Univerdityao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

The objective of this study is the development ehethodology for the fabrication of
Lab On Chipsystems, useful for the analysis of cellular preess through the
adaptation of technologies from microelectronicdl the steps involved with the
fabrication of Lab on Chip system in Poly-Di-Met&iiloxane (PDMS) were explored,
developing protocols for mold fabrication, moldingchniques and processes for
oxygen plasma activation of PDMS for its bondingdifferent materials, achieving
irreversible bonds that enable the integration vather technologies such as silicon
microelectronics and green tape packaging. All théchniques constitute a
methodology that allows the prototyping of multéaymicrofluidic devices comparable
with state of the art devices. It was developedpimotype of optical equipment for
projection lithography capable of mask fabricatwith 5 um resolution, and which
offers also the capability of gray scale lithognador the generation of free form
microchannels. Additionally three different problkenm cellular biophysics where
boarded, proposing new devices for the separatiomatile cells according to their
linear speeds in liquids, new devices for conse@ibacterial growth and for curvature

manipulation of cell membranes.

Keywords: Lab-on-Chip, PDMS, Microfluidics, Microelectromic Biophysics, Rapid
Prototyping.
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1 INTRODUCAO

Com a integragéo de diferentes tecnologias comaetetronica, 0s sistemas micro-

mecanicos e a Otica, é possivel criar uma variedad#ispositivos que relinem em um
s6 chip diversas fungcfes como dosagem, misturssifitacao, excitacdo e deteccdo de
pequenas amostras, 0S quais com 0 avanco das enf@no tecnologias chegam cada
vez mais perto das dimensdes do mundo biolégicoseguindo interacdes no nivel

celular ou mesmo molecular, facilitando o estudcsidéemas e processos bioldgicos
complexos. Este fato explica o grande interessedralbmo estudo dos chamados
sistemasLab-On-Chip (LOC), laboratérios em chip, que incentivam esébdlho de

tese.

1.1 DEFINICAO DE LAB-ON-CHIP

As tecnologias de microfabricacdo em silicio, quessibilitaram a integracdo de
circuitos e a rapida evolucdo da microeletrbnicgrach também origem ao
desenvolvimento de novos sensores e sistemas unin&tos de instrumentacdo com
grande potencial de aplicacdo em diferentes ama® @ medicina, a biologia, analise
quimica e as telecomunicacdes entre outras. Osjpassensores de pressdo piezo-
resistivos fabricados com tecnologias apropriadasmicroeletrbnica, motivaram o
estudo do silicio como material mecéanico (PETER®ERMI.,1982) surgindo diferentes
propostas de estruturas mecanicas, integradas letrdnéca, capazes de interagir com
0 meio externo, ndo so por sinais elétricos masités, 6pticos, mecanicos e quimicos.
Estes sistemas Micro-Eletro-Mecéanicos (MEMS) e am@dquinas, consideradas a

segunda revolucdo do silicio ocuparam mercadodtde/@lume de producdo como a



area automotiva e a informética, sendo os pringipeadutos as cabecas de injecao para
impressoras a jato de tinta, os acelerometros @abags sensores de pressao para
diversas aplicacdes e recentemente micro-esperascpmutacéo e projecéo de dados
(BRYZEK et al., 1996; KO et al.,2007).

Simultaneamente a microeletrénica inspirou tambémmimiaturizacdo de sistemas
complexos e processos. Ja na década de 70 foraimgolas trabalhos de integragéo
total de sistemas de analise, sistemas que foramandeados PTAS Micro Total
Analysis Systemisgpor Manz em 1990. Terry, Jerman e Angell apresam um
cromatografo gasoso fabricado em uma lamina decsitie duas polegadas incluindo
microcanais de separacdo e vélvulas para injecéantsstras (TERRY et al.,1979).
Outras aplicacdes onde a miniaturizagdo demonsgausucesso foram a eletroforese
capilar (LIU; CUI, 2005), a deteccao de moléculiSRITAA et al., 2002), o estudo de
processos celulares (HUANG et al., 2007; VALERGalet 2008; YAMAGUCHIA et
al., 2009) a cristalizacao e sintese de protelHASIGEN et al., 2002), e a amplificacdo

PCR Polimerase Chain ReactipiZHANG et al., 2007 e BHAT et al., 2009)

Com a consequente miniaturizacdo e integracaostknsas cada vez mais complexos,
para produzir plataformas néo sé de analise, masntese, aperfeicoou-se 0 conceito
de Laboratérios em Chip (LOC, pela sigla em ingl&@g LOC reinem os avangos em
microeletrénica, micro-Optica, micro-fluidica e miemecanica para a manipulacdo de
amostras com volumes na ordem de picolitros ezagaleacdes e testes de maneira

segura e eficiente.

A grande vantagem dos LOC esta na possibilidadexdeutar rotinas de andlise ou

sintese com quantidades diminutas de reagentdsyrda automatizada, com minima



ou nenhuma intervencdo humana. Processos como @amapto do genoma humano
ou experiéncias de quimica combinatorial para dedemento de novos
medicamentos ou a otimiza¢do de processos delizas&o de proteinas, rapidamente
aproveitaram estas caracteristicas dos LOC, condoza criagdo de novas empresas e
produtos baseados no conceito LOC tais como plata® de instrumentacédo para
deteccdo de moléculas, equipamentos de separagtémfaitica Bio-Radda Agilent),

sistemas de amplificacdo PCBi¢-Mark da Fluidigm), entre outros.

No capitulo 3 é apresentada uma compilacdo do eestadarte dos sistemas LOC a
partir de uma reviséo da literatura sobre os praisimateriais e métodos utilizados na
fabricacdo de sistemas LOC e suas aplicacdes. pltulcad sdo descritos os diversos
meétodos de microfabricacdo de moldes, técnicasaldagem e processos de ativacao
de PDMS com plasma de oxigénio para solda quingce, foram desenvolvidos

durante este trabalho de doutorado e no capitdla$.resultados obtidos com estes

métodos.

Também no capitulo 5.2 é apresentado um protopsistema Otico para litografia por
projecdo com resolucdo depsn, sua caracterizacdo e utilizacdo para fabricagio
mascaras Oticas e para litografia em escala dasipara gerar canais e estruturas com
relevos arbitrarios, e no capitulo 5.3 sdo apreskst os dispositivos microfluidicos
desenvolvidos para estudos em biofisica celulas ddpitulos 6 e 7 sédo discutidos os

resultados da tese e as conclusdes respectivamente.



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo principal o desevivoénto de uma metodologia de
fabricacdo de sistemas LOC, uteis no estudo deepsos celulares, a partir da

adaptacao de tecnologias préprias da microele@dnic

Objetivos especificos

» Apropriar técnicas de prototipagem de dispositivicrofluidicos em PDMS.

» Desenvolver novos protocolos e métodos de micrfatéio.

» Desenvolver novos dispositivos para estudo de psaseem biofisica celular.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESTADO DA ARTE DOS LAB ON CHIP

Os laboratorios em chip surgem como uma aplicagdonidrofluidica que pode ser
definida como a ciéncia e tecnologia de manipuleorérolar quantidades diminutas de
fluidos em canais com dimensdes de alguns microsietNestas condi¢cdes de
confinamento o comportamento dos fluidos difera@edaia tradicional e alguns efeitos
como a tensao superficial, as cargas superficiaiglissipacdo de energia cobram uma
maior importancia.

O numero de Reynolds (Re), definido como: Re = p/\ ; onde L é o comprimento
mais representativo do dispositivo, V a velocidadlia do fluidop a densidade g a
viscosidade do fluido, é geralmente menor que 1@Mneocasibes menor que 1 nos
sistemas microfluidicos, dado o pequeno tamanhotesleslispositivos. Como
consequéncia do baixo numero de Reynolds, os naiceds em geral ndo apresentam
regimes turbulentos e o transporte de massa ficamindolo por fendémenos
principalmente difusivos, o que dificulta tarefasmm a mistura de reagentes, mas que
descortina um amplo leque de possibilidades patades moleculares e outras
aplicacoes.

Nas décadas dos anos 80s e 90s a microfluidicad#geu-se principalmente usando
silicio como material estrutural e um grande nunegotrabalhos foram publicados
sobre o desenvolvimento de micro sensores de flomorobombas e microvalvulas,
visando miniaturizar e integrar o0 maior niumero padsde componentes dos sistemas
microfluidicos.

Em muitos casos as vantagens de utilizar a middifla, ao invés de uma técnica

convencional, derivam-se do fato de trabalhar coentidades minusculas de fluidos



ou das interacBes especiais que acontecem em camislimensdes microscopicas,
independente do tamanho da instrumentacao extequeenida, sendo que somente 0s
elementos que interagem com o fluido precisam semnatarizados. Portanto, a
miniaturizacdo de todo o sistema, embora desejadiel ¢ uma exigéncia para todos os
sistemas microfluidicos. De fato, a maioria dospshinicrofluidicos comerciais séo
estruturas simples produzidas em vidro, contendaungidores, geradores de emulsdes,

reatores quimicos ou arranjos de cavidades corapresentados na Figura 1.

Figura 1. Alguns chips comerciais: empreBatomite (esq),NSG(cent) eNanopoint
(dir).

Outros chips comerciais mais complexos que inclpartes moveis como valvulas séo
fabricados em PDMS, vidro e policarbonato fabricadan massa para aplicagbes de

amplificacdo de DNA, e cristalizacdo de proteilcasno os apresentados na Figura 2

s(aioinia)s
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Figura 2 Digital Array chip(esq) eTopaz(dir) daFluidigm.



A fabricacdo de dispositivos micro-fluidicos mostiaa tendéncia a miniaturizacao e
integracdo similar a acontecida com a microeletd@rala-se inclusive da lei de Moore
da micro-fluidica que estipula que a densidade d@onvalvulas dobra a cada 4,5
meses (HONG, 2003). Comegam a surgir novos comscédis como linguagens de
programacao de chips micro-fluidicos (THIES, 20a8%positivos de fluidica digital

(LUAN, 2008), com componentes elementares como edhadiodos, capacitores,
multiplexadores, memarias, somadores fluidicosyaiodo cada vez mais plausivel a

tecnologia dos chamados circuitos fluidicos intdgsa(IFC) (FAIR, 2007).

Em seu trabalho sobre microfluidica programavel,llign Thies do Instituto

Tecnoldgico de Massachusetts propde camadas deagdustque permitam aos
cientistas programar, em uma linguagem amigavel,mags variados protocolos
experimentais sobre a base de plataformas de dispedluidicos re-configuraveis que
possam executar tarefas como mistura, aquecimesdfrjamento, eletroforésis, lise
celular, armazenamento, amplificacdo PCR entreasutom volumes da ordem de

picolitros.

Trés diferentes aproximagdes ou tecnologias esté@osdesenvolvidas para possibilitar
plataformas versateis que implementem os elemgmimétivos genéricos de hardware
requeridos para construir toda uma microfluidiogitdi programével. A primeira faz

uso da valvula pneumética desenvolvida Qaakeda Universidade de Stanford como
elemento base para construir circuitos de chave@meomo multiplexadores,

memorias, trincos ldtch) e misturadores, com os quais podem ser configsrad
dispositivos mais complexos como formuladores, fgzem misturas programadas de

componentes e armazenam 0s resultados das operdedesstura em cavidades



direcionadas com multiplexadores. Na Figura 3 giesentadas micrografias tomadas
dos citados artigos de Thies Quake demonstrando diferentes elementos digitais

primitivos fabricados com vélvulas pneumaticas.

Figura 3 Primitivos: misturador (esq), memoria nipldixada (cent), trinco (dir)

Outra abordagem diferente, desenvolvida pelo psofesRichard B. Fair da
Universidade Duke, para a manipulacao programadeldienes diminutos de liquidos
aproveita o fenbmeno conhecido comlectrowettingque consiste em manipular o
angulo de contato de uma superficie estruturadaaroamjos de eletrodos mediante a
aplicacdo de um potencial que induz cargas suasfigue atraem as moléculas polares
da agua e conseguem deslocar pequenas goticulas dedo para outro sobre uma
superficie hidrofébica, chaveando os potenciais alesodos contiguos que a tornam
temporalmente hidrofilica electrowettell Usando esta estratégia tem sido
desenvolvidos esquemas de mistura, separacao,emmosagderecamento e deteccao de
substancias aquosas, em volumes da ordem de dedemasolitros. Na Figura 4 séao
apresentadas micrografias extraidas dos citadgpsnte Fair (2007) e Luan (2008),

demonstrando seu conceito de microfluidica digitatrolada poelectrowetting



3 Pass

4h Pass

Figura 4 Dispositivos de microfluidica digital pelectrowetting misturador (esq),
sequenciador de DNA (cent) e detector Metal-Sendgtor-Metal em um dispositivo
deelectrowetting(dir)

Outra estratégia para direcionar um conjunto deegegrogramados com volumes da
ordem de picolitros foi desenvolvida pelo profesBawid Weitz do grupo de matéria
condensada branda da Universidade de Harvard. Aopta de Weitz € uma
microfluidica baseada em microgotas dispersas emmeain separador imiscivel, as
quais podem ser manipuladas usando dieletroforese aletrodos integrados, para
comandar o caminho das microgotas, fusionar, sepatainjetar componentes ao
interior de cada gota, isto combinado com as tésnéxistentes de PCR, detec¢éo por
fluorescéncia, electroforese capilar entre outrasdep configurar verdadeiros
laboratérios integrados programéaveis. Na Figuradb apresentadas micrografias

tomadas dos trabalhos de Weitz: Agresti et al. ROAbate et al. (2010); Zhao et al.

(2011).

i o LI
reinjected T fre;}’ i
emulsion Joil S
] ground signal
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Figura 5 Dispositivos para producéo e separacamici®gotas (esq), injecédo de
reagentes (cent) e microemulsdes compostas degateso(dir).




Dispositivos microfluidicos podem ser utilizadosgpabter uma variedade de medidas,
principalmente nas areas de quimica e biomédicapquor exemplo: pH, cinética de
reacOes, eletroforese capilar, imunoensaios, citiamde fluxos, injecdo de proteinas
para andlise através de espectrometria de masdiseade DNA, manipulacdo de
células, e muitas outras aplica¢cdes em outras.areas

Enquanto alguns estudos procuram o desenvolvimdatossistemas avancados de
instrumentacao para pesquisas da ciéncia basitas@rupos apontam suas pesquisas
em microfluidica para a criacdo de dispositivosdiEgndsticos clinicos portateis e
integrados para uso doméstico, reduzindo o tempandéise e o custo por paciente,
contribuindo a melhorar a qualidade de vida dasqgasse trabalhando para suprir as
caréncias em matéria de diagndéstico dos paisesrdeiro mundo. Nesta linha tem
surgido algumas propostas conh@ab On Chip feitos de papel com técnicas de
fabricacéo de baixo custo como impresséo a jatintkee serigrafia (LIU et al., 2011,

Martinez et al., 2008).

Usando materiais como o0 papel ou o PDMS que sdogasreis a passagem de gases 0
que permite o intercambio de;@ CQ entre cultivos de células e o meio externo,
podem ser fabricados sistemas automatizados deawélular, contagem e separacao
de células (HUANG,;LEE, 2007, CHRISTEN;ANDREOQOU, 20aHOI et al., 2009),
que com a integracao de eletrodos, sensores quingoatroladores de temperatura e
valvulas para fornecimento programado de substinp@dem configurar verdadeiros
laboratorios de analise biolégico para teste deildade, cito-toxicidade, resposta a
estimulos, fertilizacdo in-vitro, entre muitos astr (VALERO et al., 2008;
YAMAGUCHIA et al., 2009; WANG et al., 2007).

Trabalhos interessantes em manipulacdo e analisseldias tém sido apresentados

utilizando as ferramentas de integracdo microfb@idem grande escala (uF-LSl)
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baseada em PDMS. Wang et al.(2007) do MIT apresentam estudo da resposta de
diferentes células a cinco toxinas, (digitoninggasana, CoCl2, NiCl2, acroleina) com

um estudo simultaneo realizado em um arranjo decB¥g independentes de cultivo,

como as ilustradas na Figura 6

Horizontal Array Valve

e

Toxin Inpuls
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Figura 6 Arranjo microfluidico de alta densidadeapzaptura e estudo de células,
imagens tomadas de Wang et al. (2007).

Usando também a tecnologia de microvalvulas pneocasatde Quake, Balagaddé
(2007) desenvolveu um sistema quimiostatico de bacéio de células com anéis
misturadores para manter o caldo de cultura agitadentradas de nutrientes e
limpadores para evitar a formacdo de biofilmes enteraa densidade de células
constante no tempo para experimentos de longa&urll@ Figura 7 é apresentada uma

fotografia do chip quimiostato desenvolvido por &mlddé no seu trabalho de

doutorado.
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Figura 7 Quimiostato para cultura celular, tomaa®dlagaddé (2007).

Existem inclusive aplicacdes comerciais de sistemasofluidicos para cultivo de
células e avaliacao de viabilidade, caso do sisteeldRAYda companhi&Nanopoint
para reproducgéo assistida que aproveita o fluxanemnme bombeamento pulsado, para
estimular o intercdmbio de nutrientes com os owdcirecriando as condi¢cdes do
oviduto, em uma plataforma de cultivo que pode csocada no microscopio para

monitoramento continuo.

A separagdo de células é outro passo importante aneas de biotecnologia,
biomedicina e engenharia bioldgica. Este process@lmente leva vantagem de
diferencas fenotipicas ou genotipicas para clasasifpopulacdes e isolar células
individuais. Métodos como a cromatografia por alfimie celular (CAC) tem
demonstrado uma adequada separacdo de célulatedmntdis tipos usando receptores
de membrana especificos (WANG et al., 2008 e MANBRY et al., 1995), também,
0 uso de dispositivos microfluidicos para separad@iacélulas por tamanho, usando
propriedades hidrodinAmicas das células (INGLIS|.e2008) ou com microestruturas

de separacdo ativas tem sido publicaGERHARDT et al.,, 2011) Outras técnicas
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incluem a separacdo de alta velocidade de célukasadias fluorescentemente em

separadores celulares ativados por fluorescéngi@$ly (FU et al., 1999).

A citometria de fluxo (FC) e a separacao de célatavadas por fluorescéncia (FACS)
estdo entre as técnicas mais utilizadas. Na FC@Sr-Aorcas hidrodindmicas controlam
o fluxo de células através de um fluido e passamupo detector. As células sao
marcadas com um reagente ou diferencialmente esggremoléculas que alteram suas
propriedades opticas (fluorescéncia ou indice ffag&o, por exemplo) sendo medidas

e detectadas (FC), ou isoladas por meio da conmtigéuido (FACS).

As bactérias apresentam um desafio para a FC €& par causa da incompatibilidade
entre as suas dimensdes fisicas e hidrodinamicas @otamanho do nucleo de
instrumentos comerciais, que normalmente é umarodie magnitude maior do que a
maioria das células bacterianas. O pequeno tamdahdoactérias complica a FC e a
FACS, ja que estas técnicas sdo projetadas patsasneélulas que passam pelo
detector em uma Unica fileira. A detecgéo de grmobactérias pode ser erroneamente

identificada e isolada como falsos positivos.

Os métodos tradicionais de separacdo de bacté&aas proveito do crescimento e da
selecdo para isolar genotipos. A identificacdoalisle células que sobrevivem em um
ambiente modificado ou coldnias expressando maiécekpecificas cultivadas em
placas de cultura com indicadores colorimétricoslepser suficiente para separar
manualmente genotipos diferenciados. Embora a&eleq placas de cultura ndo seja
particularmente adequada para separar fenétipoeiméa selecdo em placas semi-

sélidas permite o isolamento de populacdes deaimoveis que penetram no Agar
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diluido infundido com nutrientes e conseguem se imentar longe do ponto de

inoculagéo.

Recentemente Hulme et al 2008 demonstraram a sdpame células individuais

moveis de Escherichia coli (cepa MG1655) em um sistema consistindo de
microcatracas fluidicas, explorando as forcas kliddmicas produzidas por células que
se deslocam através de seu ambiente. Eles demanstiae as catracas funcionaram
como diodos fluidico para direcionar o movimento lietérias, o que poderia ser

isolado com base em seu comprimento e propriedadexdinamicas.

Embora essa técnica permita aos usuarios isolarlasélméveis com base no
comprimento ou em propriedades hidrodinamicas, Bfas permitem a selecdo de
bactérias a partir de populagdes de células com hasvelocidade. A introducédo de
sistemas microfluidicos simples que facilitem essaaracdo seria particularmente (til

para estudos microbioldgicos e biofisicos.

3.2 MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS NA FABRICACAO DOSLO C

Os primeiro material utilizado na fabricacdo dosC @i naturalmente o silicio, cuja
micro-usinagem ja era amplamente dominada o qusymwez facilita os processos de
integracdo com as tecnologias da microeletronigareEas técnicas de fabricacdo
utilizadas para a fabricacéo de canais em silEiorecipais sdo a corrosao anisotropica
em KOH (hidroxido de potassio) ou TMAH (hidroxide detrametil Amonio) e a
corrosdo profunda por plasma com ions reativoskilyara 8 sdo apresentados alguns

exemplos de micro-canais fabricados em silicio.
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Figura 8 Micro-canais fabricados em silicio, tomdda
http://www.imm.cnr.it/en/imm_en/research/microsyss#fabr_microsystems.htm

Para aplicagfes biologicas materiais translucidasoco vidro oferecem a possibilidade
de medicdo e inspecao 6ptica dos processos, pardéatrologias de fabricacdo sdo as
vezes incompativeis com a microeletrdonica e a iagdp com 0s circuitos deve ser
hibrida. Canais em vidro sdo usinados por corrosam acido fluoridrico
(RODRIGUEZ et al., 2003) ou técnicas de abrasao garticulas YUN et al., 2008)ou
ablacdo laser (ISSA et al.,2008). Na Figura 9 giiesentados alguns exemplos de

micro-canais fabricados em vidro.

Cytometer nozzle Fiber chanimel
Sample Nlew channel Sample flow channel

Figura 9. Micro-canais fabricados em vidro, tomddd.in et al. (2003)

Os canais usinados em vidro ou silicio sdo gerakné&thados com outra lamina
soldada termicamente ou através de um processmlda anddica, que demanda
temperaturas menores com a ajuda da aplicacdo d=anompo elétrico forte que induz

cargas superficiais para promover a ligagdo quirdasaatomos. Outros processos de

15



solda a baixa temperatura tem sido apresentadttersura a partir de uma ativacao
guimica das superficies por métodos de limpezastivau(LINGXIN et al., 2006) ou
tratamentos com plasma (HOWLADER et al., 2006).

Materiais inertes como 0s ceramicos, o vidro e li®i apresentam uma maior
estabilidade quimica e podem ser operados emtaltgseraturas possibilitando levar a
cabo reacdes quimicas exotérmicas ou termo-ativadaso os reformadores de
combustiveis para células baseadas em hidrogémia@u®o lado aplicagdes bioldgicas
e médicas nao ultrapassam os 100 graus Celsiumj@em qual os polimeros sdo uma
alternativa de baixo custo que possibilitam a pcdduem massa e a fabricagcdo de
dispositivos micro-fluidicos descartaveis, cardstma desejavel quando se trabalha
com amostras bioldgicas.

Os polimeros podem ser moldados ou estruturadasta ge formas microfabricadas
em silicio, metal, ou diretamente em polimeros feemsiveis. Na Figura 10 sdo

apresentados alguns exemplos de micro-canais dalescem polimeros.

00046228 —— 100 ym Wi

Figura 10. Micro-canais fabricados em SU8 e PMM#adas de Huang, 2006 e Tsao,
2009.

Depois do vidro e o silicio, que ainda hoje sdonuseriais mais populares para
aplicacdes em micro-fluidica, aparece na ultimaadéwm polidimetilsiloxano (PDMS)
como o mais utilizado. Seguidamente encontram-g®ldsmeros termoplasticos como o

PMMA a frente e recentemente o copolimero de gelifnas ciclicas (COC/COP) em

16



rapido crescimento. Na Figura 11 é apresentada estinativa do numero de

publicacdes que referenciam diferentes materiae @alicacdes em micro-fluidica.

1000

# of publications

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
)"Eal

Figura 11 Estimativa do numero anual de publicagéesenciando cada material para
micro-fluidica, tomada de Tsao et al. (2009)

O PDMS é um polimero de silicone produzido em difegs pesos moleculares desde
liquidos de baixissima tensdo superficial utilizadm lubrificantes e produtos

cosmeéticos, até borrachas elasticas altamentelag@das, biologicamente inertes,
utilizadas para recobrir implantes médicos. As peafades de compatibilidade quimica
e resisténcia mecanica do PDMS para aplicacOesébiicas tém sido estudadas em

detalhe por diferentes autores (MATA et al., 2008HANAFER et al., 2009).

Dado seu consumo na area médica o PDMS é prodoaitdoum rigoroso controle de
qualidade com relativo baixo preco, fato que sontadoa facilidade de desmoldagem e
a possibilidade de soldar guimicamente com outr@genais apds oxidacdo com
plasma, torna-o um excelente material para pra@gém de dispositivos micro-
fluidicos. O PDMS ¢é também transparente no vispaasibilitando a fabricagdo de

guias de onda integradas com os micro-canais (CHAN@I., 2005 e KEEA et al.,

2008).
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Por outro lado nenhum material é perfeito. O PDMfesenta uma caracteristica
desfavoravel para o trabalho com amostras e selsemganicos, ao absorver pequenas
moléculas hidrofébicas em seu volume, o que poefanir fortemente nos resultados
de quantificacdo de substancias como proteinasnasz medicamentos. Para diminuir
a interacdo do PDMS com compostos organicos, teattya superficiais por técnicas
de sol-gel ou deposicéo de polimeros hidrofili@s sido implementados (ROMAN et
al., 2005). Outras modificacbes e misturas tém agortadas na literatura para tornar o

PDMS magnético, ou condutor elétrico (NIU et abQ?2).

3.3 PROTOTIPAGEM EM PDMS

A micro-moldagem do PDMS remonta-se a década dos @&As com 0s primeiros
trabalhos de nano—estampagem para replicacéo rdéuess (AUMILLER et al., 1974)
e ja nos 80s tinha sido utilizado para aplicac@hslares em micro-canais (MASUDA
et al., 1989), mas a grande popularidade do PDM8esa partir dos trabalhos de
George M. Whitesides e seu grupo de micro-fluidiea Universidade de Harvard
(DUFFY et al., 1999, MCDONALD et al., 2000, ANDERSCet al., 2000) quem
conheceu o PDMS por Chaudhury um cientista da Dasni@g, companhia que
comercializa o produto como Sylgard 184, um bi-congnte que misturado na
propor¢do 10:1 de PDMS e agente interligante (Dimigketil-hidrogénio Siloxano)
cura a temperatura ambiente sem produzir subpreddéoreacdo ou liberacdo de
solventes, o0 que possibilita a moldagem em cavigléetdhadas sem importar o grau de

confinamento.
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Na Figura 12 é ilustrada uma sequéncia de fabrcdedum dispositivo micro-fluidico
com PDMS, a qual consta de (A) construcdo dos mpld@®) moldado, (C) solda das

multiplas camadas e (D) colocacéo de tampas e twasdluidicos.

il

SEre—nw
o

Figura 12 Sequéncia de fabricacdo de um dispositieco-fluidico com PDMS

Os moldes podem ser fabricados por corrosao deosiéletrodeposicdo de metais, ou
diretamente por fotolitografia com fotoresistes essps como o Shipley SJR 5740,
AR3220 ou o0 SU8 da Microchem entre outros. O SW8éos mais utilizados para a
fabricacdo de moldes para PDMS, e dada sua tramparpode ser processado com
espessuras que vao desde fracbes de micrometroilatgetros para produzir perfis

retangulares com paredes retas bem definidas.

Para obter perfis arredondados como os utilizadssvalvulas pneumaticas Qaiake
usam-se fotorresistes que possam fluir durantera para dar o formato de gota
requerido. Técnicas alternativas para a fabricaliionoldes tém sido apresentadas
usando ferramentas de prototipagem rapida de sOlkdono a estéreolitografia ou

microdispensadores de liquid@aHAFAR-ZADEH et al., 2009, MCDONALD et al.,2002).

Diferentes métodos de moldagem tém sido apresentadditeratura para produzir

geometrias variadas em PDMS. Camadas estruturamasespessuras de uns poucos
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nanémetros podem ser obtidos por aplicacaspomingde PDMS diluido em hexano

(THANGAWNG et al.,2007).

Para moldar dispositivos de varias camadas, cos déaacesso entre elas. J6 et al.
(2000) utilizaram folhas de acetato como tampa dtdende SU8 para produzir furos
passantes no PDMS, demonstrando o empilhamentardadas finas de PDMS com
canais de larguras entre 100 e 250um. Também er@ Adderson e Whitesides
publicaram uma técnica de moldagem com estrutumasdonas faces do molde para a
fabricagéo e empilhamento de camadas de PDMS cars passantes, utilizando como
contramolde PDMS passivado mediante silanizacdovapor de tridecafluoruro-
tetrahidrooctil-triclorosilano (ANDERSON et al., @D). Lucas et al. (2008) publicaram
um método de moldagem dupla-face usando uma carftexiael de SU8 como

contramolde.

Apbs a cura o PDMS é hidrofébico e tem uma baiagia livre superficial, mas pode
ser processado com plasma de oxigénio fazendo cmmag terminacdes metila (Si-
CH3) sejam substituidas por grupos hidroxila (SiyOdle tornam a superficie
hidrofilica (BHATTACHARYA et al., 2005), mas est&rininagdo € instavel e os
grupos hidroxila migram ao interior do PDMS e reagmm os mondmeros nao ligados
a estrutura do PDMS para diminuir novamente a énéwge superficial o que retorna a
superficie a sua condi¢cdo hidrofébica em menos @entnutos. LEE; PARK,
WHITESIDES (2003) estudaram um método para exaaimoléculas pequenas nao
interligadas a rede de PDMS presas no interior dteral mediante o tratamento com
solventes fortes, com o qual a superficie ativaden plasma continuou sendo

hidrofilica por muito mais tempo.
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A incorporacdo de grupos hidroxila pode ser utilaambém para obter a unido
covalente do PDMS a outras moléculas com termirsalgiizoxila a partir da reacéo de

desidratacéo representada na Figura 13.
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CHa CHy ™ ~ CHy tH,

Figura 13 Diagrama ilustrando a reacéo de desiiata

Esta unido é irreversivel e pode-se conseguir &r i ativacdo com plasma de
oxigénio das superficies, mas também com exposicémdnio obtido por descargas
corona ou lampadas UV (KIM et al.,2004) sendo uaracteristica importante do ponto
de vista da engenharia porque permite a vedacamid®canais em PDMS sobre

diferentes materiais contendo silicio (Si, SiO#rej etc).

Duas camadas de PDMS podem também ser unidasrgir@imente preparando uma
delas com excesso de agente interligante (catalisada outra com falta, misturando
em diferentes propor¢cdes as duas componentes dd&SPBiMando parcialmente cada
uma em separado e terminando posteriormente aduas unidas (UNGER et al.,
2000). EDDINGS et al.(2008) apresentam um estuchopeoativo de cinco diferentes
técnicas para solda de PDMS/PDMS incluindo a caraigl das partes, a mistura em

diferentes proporcodes, a utilizacdo de PDMS conesiad e ativacdes com plasma de
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oxigénio e descargas corona, encontrando os rdeslta do grafico de barras

apresentado na Figura 14.
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Figura 14 Comparacao de 5 técnicas de solda PDM&& Bbmada de Eddings et
al.(2008)

Eddings concluiu que a solda por mistura com difiex® propor¢cdes apresenta menor
variabilidade e a maior resisténcia que as uni@spfasma, mas reconhece que a
possibilidade de soldar via plasma o PDMS a outnageriais como o vidro pode

ultrapassar os inconvenientes e limitacées queracee apresenta.

A ativacao por plasma de PDMS pode ser também ejpao\a para a incorporacao de
moléculas que modificam as propriedades quimicas saperficies, podendo
funcionalizar o PDMS com biomoléculas como DNA, tpfoas, enzimas e demais.
WONG; HO,(2009) e ZHOU et al. (2010) apresentanisf@ms completas de técnicas de
modificacdo superficial do PDMS para aplicacdes mimrodispositivos fluidicos.
Adicionalmente os canais em PDMS podem ser reambpedla técnica de Sol-Gel para

aumentar a resisténcia do dispositivo a solventg&nicos e diminuir a absorcédo de
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moléculas. Na Figura 15 é apresentado um exemplordeanal em PDMS recoberto

por sol-gel, do trabalho de Abate et al (2008).

10 pan

1 wirEae Tmm =1 S

Figura 15 Microcanal em PDMS antes e depois debreccom sol-gel, tomada de
Abate et al (2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LISTADO DE EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Equipamentos para processamento

v
v

AN NNV U N NN

Alinhadora EVG420 da Electronic Vision Co (LSI).

Alinhadora MA6 da SUSS MicroTec do Centro para Méetetronica Aplicada
de Wisconsin (WCAM)

Sistema de litografia sem méscara por projecdongdekedo para este trabalho
de doutorado (LSI).

Spinner EasySpin desenvolvido pela Universidadeddatda Colémbia (LSI)
Reatores de plasma Indutivo, capacitivo e remasemelvidos no LSI (LSI)
Reator de plasma Harrick-plasma PDC-001 (Weibel-Lab

Hot plates IKA C-MAG HS7 (LSI)

Microfresa CNC Protomat C100/HF da LPKF (LSI)

Prensa hidraulica com controle de temperatura deanactea (LSI)

Forno de sinterizacdo Lindberg/blue (LSI)

Estufa Memmert da Lactea (LSI)

Equipamentos de caracterizacéo.

v

AN N NN

D N N NN

Microscopio eletrénico de varredura por emissdo cdenpo, FEI, Nova
nanoSEM400

Microscopio de forgca atobmica da Nanosurf Nanite AFDMEI)

Medig&o de angulo de contato, fabricado no LSI)LSI

Perfildmetros Dektak 3030 e Dektak 6M (LSI)

Estereomicroscopio Coleman D XTB 3AT (LSI)

Microscopio biologico da Andrade’s modelo TNB-41&nht camera refrigerada
TCCS3.3ICE-N, programa de captura BELView 6.2.2.3IjL

Microscopio bioldgico NIKON LV-UDN (Weibel Lab)

Microscopio invertido NIKON Eclipse Ti (Weibel Lab)

Magquina fotografica Nikon Coolpix 4500 (LSI)

Maquina fotografica Canon PowerShot a480 (pessoal)
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4.2 LISTA DE MATERIAIS UTILIZADOS

Fotorresistes e materiais de sala limpa:

v' AZ1518 com o revelador MIF302 da Microresist

v/ S1318, S1827 STR1045 da Shipley
v" AR3220 da Allresist

v’ SU8-2000.5, SU8-2005, SU8-2050 com o revelador PG MicroChem.

Quimicos para limpeza e corrosao

v H,SO, HsPOy,H,0,, NH4,OH, HCI, BOE, grau eletrénico da JT Baker
v' Acetona, 2-Propanol, Alcool etilico da Casa Amertica

v Hidréxido de potassio KOH em flocos Casa Americana

Gases:

v Tetrafluoreto de Carbono (GFda Matheson

v' Oxigénio, Nitrogénio, Hidrogénio da WhiteMartins

Materiais para processos celulares:

v' Bacto Tryptone BD Biosciences
v Bacto Yeast Extract BD Biosciences
v" Ampicillin Sodium Salt Fisher
v' Cephalexin Sigma
v Sodium Chloride Fisher
v' EDTA Tetrasodium salt hydrate Alfa Aesar
v Brij 35 Sigma
v' Tryptone-Soy-Broth Sigma
Substratos:
v' Laminas de silicio 3" tipo P <100> 1-10 Ohm.cm da&&n Quest Int'l
v" Laminas de silica fundida VM Dynasil 4000 da Vall2gsign
v/ Laminas e laminulas lisas ndo lapidadas para ntiopis Exacta da Perfecta.
v' Ceramica verd&reen Tapé51 AX da Dupont
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4.3 PROCESSOS DESENVOLVIDOS PARA FABRICACAO DE SISTEMAS
LAB ON A CHIP

4.3.1 PROCESSOS DE MICROFABRICACAO DE MOLDES

Dentre as possiveis tecnologias para a fabricagdomatro-moldes trabalhou-se
principalmente com fotolitografia em camadas essesde SUS8, assim, foram
desenvolvidos processo para construcdo de moldesdedois niveis sobre substratos
de vidro e silicio. Outros fotorresistes a baseaelak também foram utilizados para
canais que precisassem apresentar perfis curvogetdiogulares. Foi desenvolvido
paralelamente um procedimento para prototipagemdaaje moldes por usinagem com
maquina CNC e implementada uma técnica para prodnaldes com dimensdes
submicrométricas por litografia com mascaras de.fAsseguir sdo descritos cada um

destes processos:

Moldes simples em fotorresiste

Para a maioria das aplicagcdes em micro-fluidicéabas molde simples fabricado por
litografia com uma Unica mascara no qual linhagotarresiste definirdo os canais no
PDMS. Neste trabalho foram utilizadas diferentepessuras e tipos de resistes
dependendo das dimensfes desejadas. Para os oasrases foram utilizados os
fotorresistes: S1318, S1347, AZ1518, e para 0s eEpesSS0s 0 AR322, SU8 2005,

SU8 2010 e SU8 2050 como sera apresentado ao tanggse.

Os moldes em fotorresiste foram gravados e reveladguindo as receitas dos

fabricantes resumidas no Anexo 2 e posteriormeatanf curados a 130°C para

26



aumentar sua resisténcia mecanica ou a 200°C pHudr 10 resiste e obter arestas

suaves para valvulas pneuméticas.

Moldes multicamadas

Para permitir a conexao entre niveis € precisoeguisque as camadas de PDMS que
conformam o dispositivo tenham furos passantes@omde vias de interconexdo, o que
é feito comumente puncionando com agulhas, pordenpgecesso manual dificulta a
fabricacdo em massa dos dispositivos e limita osatdos de furo possiveis. Para
resolver esta dificuldade foi proposta a moldagemPIDMS em moldes de duas
camadas, uma camada fina para definir os canaigjaecamada espessa para definir
postes de interconexdo entre niveis, que ao senf@ntados contra uma superficie

plana definam um molde fechado como se indica agrdma da Figura 16.

Figura 16. Esquema de moldes abertos e fechados

As duas partes do molde fechado poderiam apresestituras, para conseguir em
uma soO etapa a definicdo de canais, furos, membmrnaterconexdes complexas em

cada camada de PDMS.

Para a fabricacdo destas estruturas escolheu-speasara de 50um para 0 primeiro
nivel e uma altura de 300um na segunda camadaeafine és vias de interconexao

entre niveis. Dada a transparéncia do SU8 e aultifide de realizar o alinhamento
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através da segunda camada idealizou-se uma segjid@nfzibricacdo que permite que o

alinhamento seja feito durante a litografia da adande 50um, seqiéncia ilustrada na

Figura 17.
b
a): )E C):__j ! Vidro
-
— Aluminio
HoLuz UV

" ﬂlllllllllllmlu o) HHHWHUIIL = SUS sem curar
-— —— i ; | ——— SU8 curado
— — 7

Figura 17. Sequéncia de fabricagédo dos moldes

Esta sequiéncia obedece ao protocolo descrito &:segu

* Limpeza da lamina de vidro em solugéo piranha &:80,:H,SO, por 10 min.

» Evaporacdo de uma camada de aluminio

» Litografia e corrosdo do aluminio para transfefid@scara Il

* Aplicacéo e cura de uma camada de 5um de SU8 (808B-30s a 3000RPM)

* Aplicagéo da camada de 50um de SU8-2050 3000RPM

» Evaporacéao do solvente a 95°C por 15min

» Litografia da camada de 50pum com a Mascara | (6G0n2)

* Aplicacdo da camada de 300pum SU8-2050 500RPM

» Evaporacéo do solvente a 95°C por 4 horas em vacuo

* Exposicao da lamina pelas costas (3600mJ/cm2)

e Cura a 65°C 2 minutos e 150°C por 15 minutos cdriaegento lento.

* Revelagcdo em PMGA por 2h.
A transferéncia da Mascara Il para a camada de imiomalém de permitir o
alinhamento das estruturas, confere aos posteseuiih yertical com angulo de saida

que facilita o processo de desmoldagem, como eskulda exposicdo da lamina
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invertida e a atenuagdo no resiste. A camada de fgimaplicada para evitar o
desprendimento do aluminio com as for¢cas que agarem momento de destacar o
PDMS do molde, e serve também para dar continuidasigperficie do molde o que

facilita a aplicacéo de desmoldantes.

Moldes por usinagem CNC

Para estruturas de dimensfes que ndo precisam sdug@ microlitografica
desenvolvemos um processo de obtencdo de moldes RIaMS por usinagem

mecanica em maquina CNC.

A prototipagem rapida empregando maquinas CNC adecaracteristicas interessantes
como facilidade de usinar diferentes niveis confymidades maiores as alcangaveis
por litografia com SU8, porém a fabricacdo de mokimilares aos ilustrados na Figura
16, a partir da usinagem de uma chapa de mategia dificuldades, jA que se o
acabamento superficial no fundo do molde ndo €&isatemente bom o PDMS copiara
as marcas deixadas pela ferramenta atuando conmo-oainais que geram vazamentos
entre os canais projetados.

A solucdo proposta para aproveitar as ferramemasatotipagem rapida com CNC na
fabricacdo de micro-canais em PDMS, foi usinar um@-molde em acrilico, com
ranhuras e furos no lugar das linhas e postesadousara criar moldes flexiveis em
PDMS, cujas superficies sdo modificadas para pbtsibque o PDMS vertido no
molde possa ser destacado posteriormente e nde forma peca Unica com o molde.
Diferentes tratamentos superficiais foram testatao desmoldantes: a metalizacao
com aluminio por evaporagdo térmica e com ourospoittering, a silanizagdo com

vapor de HMDS imediatamente apds ter ativado asrfiggs com plasma de oxigénio
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e finalmente o processamento com plasmas fluor&msesultados de estes processos

serdo apresentados e discutidos no capitulo 5.1.4.

Moldes flexiveis

Outra aplicagdo importante do protocolo de molda§&MS/PDMS desenvolvido é a
realizac@o de copias flexiveis em PDMS dos moldiesdados no fotoresiste SU8, com
o intuito de aumentar a durabilidade dos origindes,aumentar o nimero de moldes
disponiveis para processamento em paralelo ou e winldes flexiveis para trabalho

com estruturas nas duas faces.

Moldes com secéo transversal arbitraria

Foi desenvolvido um sistema de litografia em esdel@inza que sera apresentado no
capitulo 5.2, com o qual foi possivel fabricar meslcem resiste com sec¢ao transversal
arbitraria, controlando ponto a ponto a dose fadzeao fotorresiste. Para definir um
canal com perfil arbitrario € criada uma imagen8dsts (valores de cinza de 0 a 255)
onde 0 representa regifes que ndo serdo exposk&d eorresponde 0s pontos
completamente revelados. Dita imagem é convertidauena matriz de tempos de
exposicao calculados a partir da curva de contrastefotorresiste como sera
apresentado no capitulo 5.2.3. Na Figura 18 é aptado um exemplo da imagem
utilizada para produzir um canal com perfil trialaguinclinado e sua respectiva

representacao tridimensional esperada no fotoreesis
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Figura 18. Imagem em escala de cinza para um dersdc¢ao triangular (esq) e perfil
3D (dir).

Moldes para nanocanais

Para produzir canais com dimensfes sub-micromgtfa@amplementado um método
litografico baseado em mascaras de fase fabricade$DMS a partir de litografia
convencional e soft-lithography, apresentado eny 1#® J.A. Rogers.

O método consiste em fabricar estruturas microoadriem fotorresiste que
posteriormente sdo usadas para moldar uma camad@DMES que servira como
mascara de fase para expor outra camada de fastereA mascara de fase gerara
franjas de interferéncia na proximidade da bordaeddruturas, e as regides escuras das
franjas ndo serdo sensibilizadas. O resultado deepso € uma fina linha nanométrica

gue rodeia cada micro estrutura (ver Figura 19).

a) HEHUHLLL b

| | m Silicio
—|

— fotoresiste
i Luz UV
o) S d) - PDMS

———— |

Figura 19. Sequéncia para fabricacdo de nanomajlétografia de microestruturas,
b) moldagem da mascara de fase, ¢) exposicédo caranaéde fase, d) nanoestruturas.
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4.3.2 TECNICAS DE MOLDAGEM

A moldagem do PDMS €, em geral, um processo simpl@&DMS preparado a partir
de dois component&dylgard184 A e 184 B d®owCorningmisturadas em proporcao
1:10 pode ser vertido em qualquer tipo de moldarado em temperaturas entre 20 e

200°C copiando fielmente relevos com resolucao metrica.

Para os diferentes moldes fabricados foram desédwsl protocolos de moldagem,
apresentados a seguir, 0os quais foram classificashosnoldagem aberta, quando uma
das superficies é aberta a atmosfera e moldagehadac quando é usado um

contramolde para confinar completamente o PDMS.

Moldagem aberta

Foram recobertos moldes de um e dois niveis conadasnde PDMS preparado a partir
do bi-componenteSylgard 184 da DowCorning misturado na proporcdo 1:10
recomendada pelo fabricante e de-gaseficado eno\y@Emu30 minutos para extrair o ar
incorporado durante a mistura. As camadas foramaajas tanto em repouso como por
rotacdo emspinner a baixa velocidade dependendo das espessuramdiesseApds
verter o PDMS os moldes foram colocados em vacudbpminutos para eliminar as

bolhas de ar que podem se formar nas cavidadessttaturas.

Moldagem fechada

Foi desenvolvida a técnica de moldagem em molddafbx utilizando como

contramolde uma lamina de PDMS para os moldes d& ésdontramoldes de vidro
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para os moldes de PDMS. Ao pressionar o contrantmdéa o molde até espremer
fora o PDMS em excesso é possivel obter camadas foons passantes para
interconexao entre camadas. Na Figura 20 sdoeapiee®s diagramas ilustrativos das

configuracdes utilizadas para moldar o PDMS entissduperficies.

MOLDE FLEXIVEL

CONTRAMOLDE PDMS

Figura 20. Esquemas dos arranjos para moldageradach

4.3.3 SOLDAGEM DE PDMS

Apoés a moldagem dos canais, a etapa seguinte datydasa completar as estruturas
microfluidicas foi a solda de uma camada para fedsa canais. Para algumas
aplicacdes que utilizam técnicas de bombeamento sessdes positivas como, por
exemplo, bombeamento a vacuwaquum loading ou bombeamento passivo
aproveitando forgcas como a tensao superficial oapdaridade, os dispositivos podem
ser selados por uniao reversivel do PDMS a supesfile vidro ou PDMS; mas para
aplicacdes contendo elementos ativos como valvolagjue precisem de pressdes

maiores nos fluidos, é importante obter uma sadestente entre as superficies.

A seguir sdo apresentados dois métodos apropriaoldengo desta tese para obter
soldas irreversiveis. Foi atingida a solda quindeaPDMS sobre diferentes materiais

por ativacdo com plasma de oxigénio, empreganderatifes tipos de reatores e
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condi¢des de processo. Foram desenvolvidos tambgtocplos para solda por difuséo
de catalisador entre duas pecas parcialmente curddaPDMS preparadas com

propor¢des complementares de polimero base eszatali (ou agente interligante).

Solda quimica ativada por plasma

Como foi apresentada na revisdo do estado daaadelda ativada por plasma é um
processo amplamente conhecido e documentado matdite, porém que apresenta

detalhes técnicos a serem ajustados para as ceagiediculares de cada reator.

Os primeiros testes de solda quimica ativada @anph foram realizados em um reator
RF (13.56MHz) com acoplamento capacitivo desendolvara aplicacbes de RIE
(Reactive lon Etchingho LSI, para diferentes pressfes, poténcias e aenge

oxidagao.

Para diminuir o bombardeamento, pressdes altasténgas e tempos de processo
baixos sdo desejados, porém o reator RIE ndo épetado para tais condigbes, sendo
que a fonte RF ndo consegue realimentar e comigioténcia refletida para valores
abaixo de 50 W precisando de um estimulo inicia dobra ou triplica a poténcia

requerida para ativar a superficie.

Foi estudada posteriormente uma configuragéo derrda plasma remoto, no qual as
colisdes provocadas pelos campos elétricos par@aiom gas ocorrem longe do

substrato, ndo se tendo ions acelerados que atianjanperficie do substrato e assim
ocorram apenas reacdes quimicas com as especikgioias no plasma, as quais sdo

arrastadas pela bomba de vacuo até a regido doragob®Na Figura 21 é apresentada
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uma fotografia do reator RF capacitivo e do redeplasma remoto utilizado, o qual se
compde de um tubo de vidro com entrada de gasrmodas seus extremos e 0 outro
extremo conectado a camara de processamento datrasndJma alta tensdo DC é

aplicada entre os extremos do tubo, gerando erandd a descarga luminosa.

|
Gas
] Medidor de]
| presséo

Figura 21 Fotografia dos reatores de plasma RF éasgmoto (dir).

Utilizando esta configuracdo de plasma remoto,nioexploradas diferentes condigdes
de processamento para colar irreversivelmente o CMdiferentes materiais. A

exploracéo foi realizada avaliando em escala dd.@ @ quantidade de area em contato
gue ficou irreversivelmente aderida, para 30 coaqbes de pard@metros empregando
pressdes entre 100 e 300 mTorr, correspondentezdey de oxigénio de 100 a 500

sccm, para poténcias entre 10 e 30 W e tempos de880 segundos.

A maioria das soldas foi efetuada no reator denpdaemoto, porém foram estudados
outros dois reatores de plasma de RF com acoplanmahitivo: um reator de bobina

plana desenvolvido no LSl com sistema de véacuo lge vazao, controladores de

presséo e fluxo de massa, e um reator de limpetasma daHarrick-Plasmamodelo

PDC-001 que consiste em um tubo de quartzo de &li@metro, conectado a uma
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pequena bomba mecanica, rodeado por uma bobinadu® o plasma no interior do

tubo. Na Figura 22 sdo apresentadas fotografidesleguipamentos.

Figura 22. Reatores de plasma indutivo: desenvoln@LSI (esq) e Harrick (dir).

Solda por difuséo de catalisador

Ao colocar em contato uma camada de PDMS com exadssagente interligante
(catalisador) e uma camada de PDMS com agenteligaigie em falta, ambas
parcialmente curadas, a interface desaparece queduoléculas interligantes livres
sao difundidas de uma camada a outra e a cura gleaaia a uma temperatura maior.
Este método produz uniées PDMS-PDMS com resisténe@@nica comparavel ou até
superior as obtidas por ativacdo com plasmas dgéoii segundo o trabalho de

Eddings, 2008; porém, por diversos fatores, esi® @rocesso dificil de implementar.

Quando o nivel de cura das camadas é insuficiem@terial é ainda visco-elastico e
pode se deformar preenchendo os relevos moldadosaraadas e inutilizando os
microcanais, e pode ser quase impossivel de destasamoldes; mas se a cura esta
muito avangada ndo se obtém o efeito desejadoldi&r s duas superficies, por quanto

o tempo e a temperatura de pré-cura sao parancettioss para o sucesso da técnica.
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Foram preparadas misturas de PDMS em proporco€s el 25 de catalisador para
polimero base, no lugar da proporcédo 1:10 recontzngdelo fabricante. A mistura 1:20
foi aplicada porspinningpara obter uma camada fina enquanto que a mistaréoi
moldada com uma espessura de 5 mm para facilisamsmipulagédo. Ambas as partes
foram curadas em chapa quente a 90°C com tempstadps de acordo a espessura, a
seguir a camada espessa foi destacada do moldecad® em contato com a camada

fina e aquecida paulatinamente até 120°C para ebang@ cura durante 30 minutos.

Devido ao atrito entre camadas parcialmente curadasilto, ndo é facil conseguir o
alinhamento entre as camadas para o qual aplicdlesel etilico como lubrificante

entre as interfaces.

4.3.4 MODIFICACAO SUPERFICIAL DO PDMS

O PDMS é um polimero de natureza hidrofébica quanda tratado com plasma torna-
se temporariamente hidrofilico, mas recupera stectexistica hidrofébica em questao
de minutos. Neste trabalho de doutorado foi esmdiza processo de hidrofilizagéo do
PDMS mediante a incorporac¢ao do polimero hidrafifd/P (Poli Vinil Pirrolidona) na

superficie ativada do PDMS.

Foram estudados também dois tratamentos baseadosema para conferir ao PDMS
uma caracteristica antiaderente que permita a m@d@DMS/PDMS, para conseguir
a confeccdo de cépias flexiveis em PDMS de moldbschidos em SU8 ou outros
materiais. Para esta finalidade é desejavel quatantento cumpra trés caracteristicas

principais: a for¢ca requerida para destacar o PDg®olde tratado deve ser baixa, a
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rugosidade superficial do molde n&o deve ser awadard o efeito antiaderente deve ser
estavel e permanente.

Para todos os testes de modificacdo superficiainfopreparadas amostras de PDMS
misturando o bi componen&ylgard184 daDow Corningna proporgéad:10 colocando

a mistura para de-gaseificar em vacuo por 30 ménetourar sobre laminas de silicio a
100°C usando uma chapa quente durante 15 minuereb@m foram preparadas
amostras com textura rugosa curando o PDMS solreséas de uma lamina de silicio
para aumentar a area de contato para testes déoadesdas as amostras foram
preparadas com espessura de 2 mm, cortadas enadosdie 2x2 cm e soldadas sobre
laminulas de vidro para facilitar a manipulacéo. aksostras foram enxaguadas com
agua destilada, submetidas a ultra-som em alcoptagilico para remover particulado
e enxaguadas novamente em agua para eliminar rdst@dcool. Na Figura 23 é
apresentada uma fotografia das amostras prepapada®s processos de modificacdo

superficial.

Figura 23. Fotografia das amostras utilizadas estadar os
diferentes processos de modificacao superficid@ldMS.

A seguir sdo apresentados os procedimentos paliéeosntes tratamentos estudados.
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Recobrimentos hidrofilicos com PVP

A ativacdo superficial com plasmas de oxigénio dom superficie do PDMS
temporalmente hidrofilica mediante a criacdo dacgigs pendentes e grupos hidroxilas
na superficie do polimero, mas o efeito desaparecpletamente apds algumas horas,
porém a ativacdo quimica produzida pelo plasma psee aproveitada para

funcionalizar a superficie do PDMS com diversasérulas.

A fim de conseguir uma modificacdo superficial tpme o PDMS hidrofilico por mais
tempo depositamos solucdes aquosas de PVP solendisigis ativadas com plasmas de
oxigénio; a ativacdo é idéntica a utilizada pafddasoo PDMS (ver capitulo 4.3.3). A
solucdo de PVP foi preparada com 10% w/v de PVRgua e aplicada imediatamente
depois da ativagao superficial, seguidamente astasosao aquecidas a 100°C para
evaporar o solvente e promover a substituicdo elasinacdes reativas por cadeias de

PVP.

Finalmente as amostras séo lavadas com agua alvermia dissolver as cadeias de
PVP que néo ficaram fortemente aderidas ao PDM&naisadas para avaliar o
resultado da modificacdo e sua durabilidade. Fdestas medidas de angulo de contato
das superficies modificadas com PVP imediatamepis a tratamento e depois de 24

horas de exposicdo ao ambiente.
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Tratamento com plasmas de G

Este tratamento consiste na polimerizacdo de cawgpdkiorados na superficie do
PDMS empregando plasmas de misturas detB#f Diferentes propor¢cdes de mistura
foram estudadas para tempos de processo de 1 anibfosa Os tratamentos foram
realizados em um reator de placas paralelas comfama RF (13.56MHZz) utilizando

uma vazao total de 30 sccm a uma presséo de 30 oo poténcia de 30W.

As superficies tratadas foram analisadas com actéate angulo de contato. As
interacdes das superficies tratadas com o PDMSmfa@mbém estudadas com
espectroscopia de forgca atomica (AFS) usando umtute AFM NanoWorld CNTR-

10) recoberta com PDMS. A topografia das superfipiexessadas foi analisada por

microscopia de forca atdbmica.

Silanizagdo com HMDS

O Hexa-Metil-Di-Silazan@ usado como promotor de aderéncia para fotoleesssbre
silicio; € uma molécula que possui um ponto comi@dide ao silicio e seis terminacdes
CHgs afins ao polimero. Foi estudado o efeito de inc@pesta molécula na superficie

do PDMS para evitar a aderéncia com o PDMS e caoirsegfeito desmoldante.

O meétodo consiste na ativacdo com plasma de oxig#misuperficie de PDMS para
promover a incorporacdo do HDMS. As amostras de BDigram oxidadas em
atmosfera de plasma usando o0 mesmo procedimerdtvdedo para solda descrito no

capitulo 4.3.3 e seguidamente foram colocadas swmiee chapa quente a 100°C com
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duas gotas de HMDS e cobertas imediatamente conplata de Petri para confinar o

vapor de HMDS e condensa-lo na superficie ativada.

Apoés o tratamento as amostras foram enxaguadadoewl &opropilico e agua para
eliminar moléculas néo ligadas a superficie e paosteente analisadas mediante
microscopia e espectroscopia de for¢ca atdbmica, dasdie angulo de contato e testes

qualitativos de adesdo ao PDMS curado sobre afgtiper

4.3.5 INTEGRACAO COM OUTRAS TECNOLOGIAS

A miniaturizacdo de processos complexos kab-on-Chip é possivel gracas a
integracdo de varias tecnologias que permitamzagatliversas tarefas em um anico
dispositivo; principalmente a microfluidica parammpalar amostras, e sistemas 6ticos
ou eletronicos de deteccdo e controle para comapdagessar ou analisar diferentes
variaveis. A seguir sdo apresentados alguns des#mentos concebidos neste
trabalho de doutorado para juntar as tecnologiasadecacdo de microdispositivos
fluidicos em PDMS apresentados até o momento cdectaslogias de chips em silicio,
fibras oticas, eletrodos metéalicos e com a tecrialdg LTCC(Low Temperature Co-

fired Ceramic.

Integragdo com tecnologias de silicio

O PDMS ativado com plasma de oxigénio pode sermdoldobre silicio, vidro ou PDMS como
foi mostrado no capitulo 4.1.3; isto permite a geta hermética de dispositivos fluidicos em
PDMS sobre chips de silicio que podem conter ddgeeiementos como sensores de pressao,

sensores quimicos, eletrodos, diodos para medieaterdperatura, fotodiodos entre outros.
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Neste trabalho foi verificada a opcédo de integeaiseres de pressao a dispositivos fluidicos em

PDMS.

Integracdo com fibras oticas

Gracas ao fato de o PDMS ser transparente, € posstegrar fibras oticas aos
dispositivos microfluidicos fabricados neste mafeonde os canais sdo de tamanhos
comparaveis ao diametro das fibras, basta a cridg&anais adicionais para inserir as
fibras. Os canais para inserir as fibras foramnitidis ligeiramente menores que o
diametro da fibra para criar um atrito que ajudéixecdo da fibra. Usando este método
€ possivel dispor as fibras oOticas em diversas igumaicoes para medidas de
espectroscopia, absorbancia, fluorescéncia outespahto da luz.

Quando as dimensdes dos canais sdo menores géetidi das fibras a estratégia
antes citada apresenta problemas; uma opcéo ploésifiear o diametro da fibra com
acido fluoridrico, mas isto debilita a fibra e compete o guiamento da luz, a
alternativa proposta neste trabalho para acoplaz groveniente de uma fibra ética
com um microcanal de qualquer dimenséo é a utdzale sulcos em V usinados em
silicio por corrosdo anisotropica, para fixar otoemla fibora a uma determinada altura
H sobre a superficie do silicio. Na Figura 24 étida a configuracdo proposta para
acoplar e alinhar as fibras o6ticas a qualquer camauia de onda fabricada no PDMS
com alturaD, bastando apenas calcular as dimensdes do &gmve no silicio que
fazemH = D/2.

Foram adicionados também sulcos de alinhamentogogaa o chip de PDMS contendo
0S microcanais ou guias de onda que sera sold&de sailicio para fechar os canais e

completar o dispositivo.
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Figura 24. Seccao transversal da configuracao ptagesq) e esquema 3D (dir).

Os sulcos no silicio sdo usinados mediante corrasdsntropica com KOH usando

como mascara uma camada de oxido de silicio. @gaglem PDMS complementares
aos sulcos séo obtidos ao moldar o PDMS sobre amaa de silicio com sulcos e

com as estruturas em fotorresiste que definirdocarsais ou guias de onda do
dispositivo.

Para fabricar dispositivos de prova de conceito aysdiassem a utilidade da técnica
proposta foram projetadas diversas configuracbesadais, guias de onda e portos de
entrada para fibras oticas como mostrado na Figbrdentre os quais se encontram
geradores de microemulsdes, células de fluxo paekcéncia ou absorbancia e

dispositivos opto-fluidicos.
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Figura 25. Desenho dos dispositivos projetados @sgtalhe de um dispositivo
mostrando seus elementos (dir)
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Foram utilizados fotolitos como mascaras tanto paraanhuras no silicio como para
definir os canais e guias de onda. Foram processhdss |laminas de silicio de 3", grau
teste, tipo P, 10 ohm.cm com uma micra de Oxidscmle por via Umida, uma das
laminas para a base dos chips, contendo ranhuraalimleamento com 75um de
profundidade e ranhuras para as fibras, e a oateagfabricacdo do molde apenas com
as ranhuras de alinhamento com profundidade dendsqbre a qual foi depositada
uma camada de 50 um de SU8-2000 para definir fogréfia o molde para os canais e
guias de onda.

O método desenvolvido é compativel com as técrlegsds-processamento de silicio,
podendo ser integrados circuitos eletrOnicos, sems@® demais elementos da
microeletrénica com fibras Gticas e dispositivasdicos em PDMS em um unico chip.
Na Figura 26 € apresentado um conjunto de equipasénicos acoplados a fibras
Oticas que foram adquiridos com o financiament@ujeto associado a este trabalho

de doutorado e que estardo disponiveis para futkadoalhos derivados desta tese.

Fonte luz branca kspectrofotometro

/ Onte LED 365 455 470 ,505)
|\u \ WV, \1 'y

! Sistema Raman

Fonte para
Lampada
de mercurio

Figura 26. Fotografia de dispositivos a fibra oticelaboratorio.

44



Integragdo com eletrodos metalicos

Foi implementada a técnica de integracdo de eletradetalicos depositados sobre
vidro ou silicio com microcanais fabricados em PDN0&do que o PDMS néao solda

sobre o0 metal, o principal fator avaliado foi anfacdo de vazamentos através da
interface PDMS metal, os quais para pressdes esvadlependendo da largura das
linhas metélicas, poderiam inutilizar os disposisiv

Foram depositados filmes finos de titdnio e cronmetagécnica de sputtering sobre

substratos de vidro, com os quais foram definid@sahtes geometrias de eletrodos de
exemplo por litografia 6tica usando fotolitos eroséio umida. Outras técnicas como
lift-off ou eletrodeposicdo podem ser utilizadogagpabter eletrodos em diferentes

metais.

Sobre os eletrodos foram soldados microcanais eM3 por ativacdo com plasma de

oxigénio, pressurizados com 4gua e corante pagatdetvazamentos.

Integracdo com ceramica LTCC.

A ceramica LTCC llow Temperature Cofired Ceramjod principalmente utilizada na
integracdo hibrida de componentes eletrbnicos, tamo resistores, indutores,
capacitores, circuitos integrados, em aplicacdefRBlee comunicacdes sem fio. A
tecnologia LTCC é também uma ferramenta para aofpagem de dispositivos
contendo canais e estruturas microfluidicas emucdojcom eletrodos e diversos tipos
de sensores e atuadores.

A ceramica LTCC como material para a fabricacagu#otipos para microfluidica
apresenta vantagens como resisténcia quimica aiand® solventes, acidos e bases,

resisténcia a altas temperaturas e pressdes dalhtvabporém para aplicacoes
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requerendo areas transllicidas para visualizacgoadas flexiveis como valvulas ou
membranas o PDMS é mais adequado.

Neste trabalho se propde a integragéo dos procdesesvolvidos para a fabricagéo de
dispositivos em PDMS com as técnicas de prototipageintegracdo hibrida com
eletrbnica em LTCC, mediante a solda irreversivelPDMS sobre camadas vitreas
aplicadas ao LTCC.

Foi desenvolvido um protocolo de integracdo no quah camada de pasta vitrea
encapsulante é aplicada sobre a ceramica LTCC sntarizada para produzir uma
superficie sobre a qual é soldado irreversivelmemte dispositivo em PDMS via
ativacdo com plasma de oxigénio, sendo empregadt@ragnte o processo de solda
utilizado com outros materiais (ver Capitulo 4.3.3)

Para esta integracdo é importante levar em comgidlero acabamento superficial da
camada vitrea aplicada, a fim de diminuir a rugadédda topografia para facilitar a
solda. Foi encontrado que dita rugosidade é infliagla pela espessura da camada
vitrea e a temperatura de sinterizacdo. Camadas gnassas (com duas ou mais
passadas no esténcil) sinterizadas a 850° (caigadas) apresentam um acabamento
melhor que as camadas simples pos sinterizada8®a =& avaliada a utilizagédo de 4

referéncias de pastas vitreas diferentes: QS5865Q®137 e 3500N.

A integracdo de PDMS com LTCC é recomendavel ppliaagdes que explorem as

caracteristicas vantajosas de cada um dos mateesisnidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Resumo de caracteristicas vantajosaPitSR do LTCC

PDMS LTCC
Translucido Resistente
Flexivel Rigido
Alta resolucéo Prototipagem rapida direta
Replicavel Integravel com eletrénica

Foram exploradas duas aplicacdes desta integracao:

v' Solda de janelas de vidro a ceramica para visud@dos canais em LTCC.

v Integracéo hibrida de chips em PDMS.

Solda de janelas de visualizacao:

Para esta aplicacdo o PDMS tem apenas uma funcitedeamada de unido entre o
LTCC e o vidro, podendo ser tdo fino quanto serguail ainda ser removido nas areas
abertas da ceramica que nao estardo coladas ao pa@Cminimizar os efeitos nao
desejados do PDMS no dispositivo, tais como a paitidade a gases, a absorcéao de
solventes organicos e a perda de resisténcia ntacéoin a temperatura.

Para testar esta aplicacéo foi projetado um mdturde 2 niveis em LTCC apresentado
na Figura 27, no qual uma das tampas foi substifpdd uma laminula de vidro soldada

mediante uma fina camada de PDMS (g69).

a7



TUBOS

PASTA
DE PRATA

LICC
2 NIVEIS

PASTA
VITREA

VIDRO
/PDMS

Figura 27 Layout do misturador (esq), composicaoateadas (dir).

A sequéncia de fabricacéo foi a seguinte:

» Laminacéao de trés folhas de LTCC a 80° por 5 ms(Bdoneladas de pressao).
* Usinagem do laminado para fabricar os dois niveis €CC

* Laminagdo dos dois niveis de LTCC a 80° por 5 mmuB toneladas de
pressao)

» Serigrafia de camada soldavel para colocacao dectanes fluidicos

» Serigrafia de camada vitrea para soldar o PDMSd{ges passadas)

» Sinterizacdo do dispositivo seguindo a receitaatioi¢ante.

» Colocacao por rotacdo de uma camada fina de PDIk@ sion suporte flexivel.
* Cura do PDMS a 120° em estufa por 15 minutos.

* Ativacgédo e solda do dispositivo em LTCC sobre o FDM

» Retirada do suporte flexivel

» Ativagéo e solda de uma laminula de vidro sobreteadace do PDMS.

* Solda com estanho dos tubos para entrada e salidpide.

Integracao hibrida de chips em PDMS.

O encapsulamento de chips eletrbnicos tem evolb@kiante, para acompanhar a
miniaturizacdo e aumento na complexidade dos tosuntegrados modernos, por

outro lado no caso ddsab-On-Chipas conexdes fluidicas com o meio exterior sdo

ainda um problema a ser estudado, que dificultenatarizacao dos dispositivos.
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Na Figura 28 é apresentada a foto de um moldectadwiem silicio por litografia para
produzir chips microfluidicos de 6x6 miendo de 3 a 6 portos de entrada e saida de
liguido. Com estas dimensdes as técnicas de furped@ conexdo de tubos ou
conectores se tornam pouco praticas, sendo queanteo do chip € comparavel ao
tamanho de um anico conector (Ver Figura 28, dijeid alternativa mais adotada é
aumentar o tamanho do chip o que reduz o numeaohige cabiveis em cada lamina e

aumenta o custo por chip.

Figura 28. Molde para chips (esq), chips em PDM&do de mini conectores (dir)

Para resolver este problema foi proposta nestaltrapa integracdo hibrida de chips
fluidicos de PDMS usando como substrato integradordispositivo em LTCC. Esta

estratégia permite configurar diversos circuitomplexos que integrem dispositivos
fluidicos genéricos discretos, tais como valvulassturadores, filtros, separadores,
geradores de microemulsdes, entre outros, que pedeminiaturizados para reduzir o

custo de produgéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1 PROCESSOS DE MICROFABRICACAO

5.1.1 FABRICACAO DE MOLDES

Foram obtidos moldes em fotoresistes com difereagggessuras. Na Figura 29 séo
apresentadas micrografias de um molde fabricadditpgrafia sobre o resiste S1347

para as aplicacdes de estudos celulares desaitzgpitulo 5.3.

Figura 29. Fotografia de um molde em AZ1318

Também foram fabricados moldes de varios niveifottaresiste para gerar furos de
interconexdo entre camadas. Na Figura 30 sdo aypaess as micrografias oOticas e
eletrbnicas dos moldes obtidos em fotorresiste $08forme o protocolo descrito no

capitulo 3.3.1.

Figura 30. Micrografia opticas (esq) e eletroni@ent e dir) das estruturas de dois
niveis fabricadas.
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Obtiveram-se estruturas com boa definicdo e coakthamento entre as duas etapas
litogréficas, sendo a resolugcéo das estruturasaapénitada pelas dimensdes minimas
do fotolito empregado como mascara. O empilhaméatcamadas de PDMS moldadas
a partir destas estruturas pode dar origem a umnsemero de dispositivos complexos
sem modificar o processo de fabricagdo, o qualasopizado pode constituir uma
tecnologia multiusuério para prototipagem de chipero-fluidicos multicamada. No
capitulo 5.1.2 serdao apresentados os resultadesildacao deste tipo de molde para

obter vias de interconexdo entre camadas.

Foram obtidos moldes flexiveis de PDMS a partiusisagem CNC de pré-moldes em
acrilico. Na Figura 31 sdo apresentadas fotograf@msum pré-molde usinado em
acrilico, do molde em PDMS e da peca final com en@@nais. As dimensdes minimas

alcancgaveis dependem da ferramenta utilizada, €adesd.2 mm foram obtidos.

Figura 31. Pré-molde usinado em acrilico (esq)demeim PDMS (centro), peca final
em PDMS (dir)

Utilizando ferramentas de ponta conica ou esf@amem ser obtidos canais com perfis

suaves uteis na fabricacdo de valvulas pneumaina3DMS.

Entre as alternativas estudadas para passivar pesfisies dos moldes de PDMS,

obtidos a partir de pré-moldes usinados em acrila metalizagbes com ouro e
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aluminio facilitaram efetivamente a desmoldagenP@MS, mas os filmes metélicos
acabaram-se fragmentando com o uso e deixandwuossids pecas; ja 0s processos de
silanizacao e tratamento com plasma de¢/l@fpermitiram ao PDMS ser moldado sobre
formas do mesmo material sem deixar residuos gssapo atrapalhar as etapas de
solda, dos quais foi decidido trabalhar com o matsto de silanizagdo por
simplicidade.

Para certas aplicacbes como a separacdo eleticdord¢ moléculas organicas o
desempenho do PMMA é superior ao PDMS, mas poo datio caracteristicas como a
flexibilidade e a possibilidade de trabalhar comismaltas temperaturas e soldar
irreversivelmente ao vidro fazem o PDMS mais addquzara prova de conceitos em
micro-fluidica. A metodologia desenvolvida permitgaptar as tecnologias de

prototipagem rpida em PMMA para a prototipagendepm PDMS.

A partir desta técnica de moldagem PDMS/ PDMS foiida a inversdo e réplica
positiva de moldes de fotorresistes, se obtendadesoflexiveis e translicidos de
PDMS. Na Figura 32 sdo apresentadas micrograf@sdricas do negativo e da cépia

positiva feita do molde da Figura 30.

Figura 32. Negativo em PDMS do molde (esq) e cppgtiva em PDMS (dir).
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O molde em PDMS apresentou vantagens sobre o nieldeem SU8 devido a ser
completamente transllcido o que facilitou os pregggle alinhamento e inspecdo do
processo de moldagem, além do mais o PDMS néo dofdeterioro ocasionado pelos
ciclos térmicos de cura e esfriamento que podemreeder as estruturas de SU8. Ao
ser flexivel foi mais facil separar-lo do contrad®iquando usado na configuracdo de
sanduiche. A Unica desvantagem observada da gdéibzdos moldes flexiveis é que
estruturas de alta relacdo de aspecto como osspdsténterconexao, por exemplo,

podem ser deformadas se uma pressao excessivaitada ao contramolde.

Usando o equipamento de litografia desenvolvidotgiwcom a técnica de litografia de
escala de cinza que sera apresentada no Capifuforam obtidos canais com secédo
transversal ndo retangular. Na Figura 33 é apradanima micrografia de um molde

para microcanais com sec¢do transversal triangadéwel e seus perfis medidos no

perfilbmetro Dektak 6M.
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Figura 33. Molde por litografia em escala de cinzss|), perfis medidos no
perfildmetro Dektak 6M (dir).

Este tipo de perfil tridimensional complexo foi epentado de forma teorico na
literatura como um possivel misturador mas devidoacomplexa fabricagdo ndo tem

sido reportada sua aplicacao préatica.
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Foram obtidos também moldes para nano canais usanéonica de litografia Gtica
com mascaras de fase antes descrita. Na Figurad®4apresentadas micrografias
eletrbnicas de varredura de linhas submicrométatdiglas seguindo o procedimento
descrito no Capitulo 4.3.1, usando como microestastde base, quadrados de 10 um

de lado e linhas de 5 um de largura.

TI2Z7R010 | curr HY 10 pr 712712010
0 : / i LS| by Mariana Pojar de Melo 13:18.09 AM

Figura 34. Micrografias em MEV de linhas submicrtnmcas

Esta técnica permite alcangar tamanhos de até a&demnandmetros sendo controlados

a principio mediante a espessura do resiste usadonoldar a mascara de fase.

5.1.2 MOLDAGEM DE PDMS

Com a aplicacdo por rotacdo de camadas de PDMS subldes de dois niveis
apresentados no capitulo 3.3.1, se obtiveram fpassantes, quando a espessura da
camada fica menor que a altura do molde, porémiras apresentaram uma borda tipo
menisco que pode dificultar a selagem com as casnpdateriores Na Figura 35

apresentamos fotografias de camadas obtidaspommingem moldes de dois niveis.
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Figura 35 Camadas de PDMS obtidas por spinning eldes de dois niveis.

Para verificar a condicdo de furos passantes asdasnproduzidas por moldagem
aberta foram coladas sobre vidro e submersas dmaamegetal. Apesar da borda tipo

menisco que rodeia cada furo, é possivel interecaneamadas usando estas vias.

A aplicacdo porspinninga velocidades baixas permitiu obter também camauas
espessas, porém para espessuras maiores que umetroilé preciso dispor de uma

borda nos limites do molde para confinar o PDM8itiq.

Mediante a moldagem em configuracdo sanduiche édanalde fechado) obtiveram-se
também camadas de PDMS com furos passantes pareoimtxdo entre camadas. Os
furos obtidos por este método ndo apresentaramidsnées na topografia encontrados
na moldagem aberta ja que o contramolde cria upercie plana. A maxima pressao
gque pode ser aplicada ao molde sanduiche depet@el@nsidade de estruturas altas e
da relacdo de aspecto (altura/largura) das medmas; resultados foram obtidos com

2kgf para laminas de trés polegadas.

A desmoldagem a partir desta configuracdo foi cmravelmente mais dificil e

transferiu esforcos maiores as estruturas do maldgye somado aos esforcos por

dilatacdo térmica dos ciclos de aquecimento e assénto tende a ocasionar o
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desprendimento parcial da interfase SUS8-Al. Paranimizar os esforcos da
desmoldagem na configuracdo fechada, o PDMS usamo contramolde devera ser
também fino (2-3 mm) para permitir uma separacdolatiaa do sanduiche, ou
empregar somente moldes flexiveis contrapostosmtailos a laminas de vidro como

contramoldes como foi apresentado no Capitulo 4.3.2

Os resultados obtidos com ambas as configuracdesotitagem foram satisfatérios,
permitindo a definicdo de furos de acesso entreadam Na Figura 36 sdo apresentadas
fotografias de dispositivos de duas camadas coercmmexdes, preenchidos com

anilina para ilustrar a continuidade dos canaisémtos.

Nivel 1

&,

Figura 36. Dispositivo de duas camadas fabricadoeide fechado.

5.1.3 SOLDAGEM DE PDMS

Dos primeiros testes de ativagcdo com plasma deeonixigem reatores RF capacitivos

obtiveram-se somente algumas unifes parciais astpecas de PDMS para condicdes
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de poténcias e tempos de processamento baixos,a@nesperado segundo a literatura.
Observou-se que as regides nao diretamente ex@msfdasma, tais como as bordas de
fixacdo das amostras experimentaram maior adesdogu® sugere que O

bombardeamento direto sobre as superficies infladademente o resultado da solda.

J& com o reator de plasma remoto e os reatoreadrivios foram obtidas soldas com
100% da area, e boa reprodutibilidade. Encontrogugepara diferentes combinacgdes
os resultados podem ser equivalentes, existindo nelagdo inversa entre poténcia e
tempo. Os diferentes testes evidenciaram que aalsblthde das pecas ativadas
apresenta, para cada condi¢cao, um tempo de trat@dtEmo, acima do qual a oxidacao
ndo contribui ao aumento da resisténcia da soldal@ contrario cria um 6xido nao

reativo que impede a unido das pecas, este resuéiadoerente com os estudos

reportados na literatura consultada (Bhattach@G@5).

Das combinacfes que lograram 100% da éarea soldduza eeprodutibilidade foi
adotada como padrdo a ativacdo em plasma de oxigérd00 mTorr, durante 50

segundos com 18W de poténcia. Na Figura 37 sdosepeslas fotografias de

fragmentos de PDMS soldados nestas condigdes.

Figura 37. Testes de colagem PDMS/PDMS (esq), PBM&b (cent.) e PDMS/Vidro
(diir).
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Com o reator de plasma remoto, e usando a condadiada de 30W, 300 mTorr, 50
segundos, obteve-se a solda irreversivel do PDM& sadro, silicio, 6xido de silicio e
pasta vitrea co-sinterizada sobre ceramica LTCqliab permite utilizar o PDMS como
material integrador de diferentes tecnologias lieseaiestes materiais, como sera

apresentado na se¢ao 5.1.5.

Com ambos os reatores indutivos foram obtidas sotdprodutiveis com 100% de

efetividade para as condicbes de 300mTorr, 30W wonpos de 30 segundos para o
reator do LSl e 2 minutos para o Harrick. A difgq@@ndos tempos de processo
requeridos para uma correta ativacao ocorre deaadato de que a composicao do gés
no plasma Harrick contém maior proporcédo de aduvasidevido a sua menor pressao

de fundo.

Foi verificado que o efeito da ativagéo superfidalplasma pode ser prolongado mais
tempo aplicando um pouco de etanol na superficie @ejuizo ao resultado da solda,
mas € importante que as superficies permanecanotisi@ até a completa evaporagao
do alcool. Mediante a adicdo de alcool conseguiatsdar manualmente mdultiplas
camadas de PDMS para produzir dispositivos compleda Figura 38 é apresentado
um dispositivo microfluidico de dois niveis soldagor ativacdo com plasma de

oxigénio usando alcool para alinhamento.
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Figura 38. Dispositivo de dois niveis soldado pgivagdo com plasma de O2.

Encontrou-se que apos ter alinhado as camadasjoda@o alcool obtém-se melhores
resultados esperando que o &lcool se difunda eosvaptravés do material para que

ndo forme bolhas ao aquecer até 120°C a juncgao.

Além das soldas ativadas por plasma obtiveram-Emsarreversiveis com 100% da
area soldada mediante a técnica de difusdo ddsealai apresentada na secao 3.3.3.
Este método apresenta duas vantagens principaislagdio ao método de solda ativada
por plasma; a opgao de fabricar dispositivos matiadas sem a utilizagao de reatores
de plasma, o0 que barateia o0 custo da técnica,assbflidade de manipular por mais

tempo as camadas no processo de alinhamento sder pesoldabilidade.

Com este método foi possivel também fabricar diigos com mais de dois niveis,
intercalando camadas finas das duas composicGemisieira. Na Figura 39 é
apresentada uma micrografia de um dispositivo @ tamadas fabricado usando a

técnica de solda por difusdo de catalisador.
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Figura 39. Dispositivo de trés camadas soldadasglifitsédo de catalisador. Com
corante vermelho e azul as camadas de valvulasrdet= sobre canais circulares

5.1.4 MODIFICACAO SUPERFICIAL DO PDMS

Recobrimento com PVP

Com a incorporacao de moléculas de PVP a supedécRDMS ativada por plasma foi
possivel tornar o PDMS permanentemente hidrofiicoinuindo o angulo de contato

como mostrado na Figura 40.

Figura 40. fotografia de uma gota de 4gua DI solP®MS antes e apds o
recobrimento com PVP.
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O angulo de contato caiu de 110° da amostra sean, tpara 24.19° imediatamente apos
o tratamento e se manteve em 24° apos 24 horase ndica que o comportamento

hidrofilico é devido ao PVP e ndo ao tratamento ptasma. Foram também analisadas
as superficies por microscopia de forca atdmica.Figmra 41 sdo apresentadas as

micrografias AFM do PDMS antes e depois do tratamen

Topodgraphy - Scan fonward Topodgraphy - Scan fonward
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B18nm

Line fit 5.27nm
Line fit 5.27nm

Topography range
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anim Wt ' ' G1&nim anim Wt 818nm

Figura 41. micrografia AFM de uma amostra de PDMt®se apos o recobrimento
com PVP

Sao apenas visiveis os aglomerados de PVP sobrigeafisie, sendo que a rugosidade

praticamente nao é afetada.

Este tratamento poderia ser utilizado para diveagdisacOes onde a caracteristica hidrofilica
seja importante, como por exemplo 0 bombeament@guifaridade, ou nos quais se requeira
tornar o PDMS parcialmente hidrofilico, mascarandarocesso de ativagdo com plasma, para
estampagem ou fixacdo localizada de moléculasambém como etapa intermediaria para
incorporar outras ramificagcbes na cadeia do PVR fuencionalizar as superficies. Na secao 5.3

sera apresentado o uso deste processo para détaéulas em confinamento.

Tratamento com plasmas fluorados
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As medidas de angulo de contato das amostrasdgtamm plasmas de CF4/H2 apresentaram
uma tendéncia a diminuir a hidrofobicidade do PD&d8 o tempo de tratamento; efeito que é

também proporcional a porcentagem gendl mistura gasosa como € apresentado nos graficos

da Figura 42.
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Figura 42. Angulo de contato de amostras de PDM8gssadas com plasma dey/Ek

Nao se pode afirmar que haja uma relacao direta @ntaracteristica hidrofébica ou
hidrofilica da superficie e suas propriedades deréatia ao PDMS durante a
moldagem, ja que a diminuicdo do angulo de conpate ser devida a diferentes
fatores como o aumento da rugosidade, a formac&spuiecies carregadas ou ligacbes

polares na superficie ou a deposi¢cdo de um matemalmaior afinidade a agua.

As curvas na Figura 43 correspondem as medidasgidcade contato das superficies
de PDMS e do vidro tratadas com plasmas fluoragds aerem enxaguadas por 10
minutos com IPA e &gua para remover cargas sujasfie compostos nao

quimicamente ligados a superficie.
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Figura 43. Medidas de angulo de contato de modeg@DMS e vidro
processadas com plasmas de CF4/H2 a 300mTorr 30W.

Encontrou-se que sobre vidro o tratamento temitoede aumentar o &ngulo de contato
enguanto que sobre o PDMS o tratamento diminuignllénde contato, indicando que o
polimero depositado poderia ter um valor intermaalide angulo de contato por volta

de 90°.

O resultado de ambos os tratamentos com 5% e 2Migdeyénio foram similares no
caso do vidro, mas bastante diferentes no casdD#bSP Este fato pode ser devido a
uma deplecdo de ions de fllor por reacdes de émrrak vidro que acaba
incrementando localmente a concentracdo relativdnidiogénio chegando perto da

saturacao da taxa de deposigcédo que acontece agigt®ede K

Quando comparada a evolugdo do angulo de contat@mastras recém-tratadas da
Figura 42 em relacdo ao tempo de processo, comeamas amostras ap0s enxaguar
com IPA (Figura 43) € evidente que ha uma degradaigh efeito que conduz a

recuperacao parcial do valor de angulo de contaggnal do substrato, possivelmente
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devido a eliminacéo de cargas e ao rompimentolahe filepositado. A partir da Figura
43 pode ser concluido também que os filmes maiesssp depositados com 20% de
hidrogénio e tempos maiores séo afetados em maididian pelo processo de enxagle e

gue a adesao do polimero fluorado ao vidro é apEremte maior que ao PDMS.

Todos os tratamentos estudados conseguiram em roaiomenor grau o efeito
antiaderente desejado, e foi possivel classifiedvalxa para alta a forca requerida para
destacar com pincas uma gota de p0@e PDMS curado sobre cada amostra. Seis
amostras correspondentes a duas proporcoes gel;QFara trés tempos de processo
foram indexadas de 1 a 6 segundo a comparacaotagwali feita por dois

experimentadores em trés repeticdes independentes.

Os espectrogramas de forca atdmica das amostiaisaexisaltos deull-off diferentes
para cada tratamento e também diferentes variatigisl ponto a ponto dentro da mesma
amostra. Na Figura 44 sdo apresentados diferespesteogramas de forga atdmica das

amostras e os saltos plell-off de cada tratamento.
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Figura 44. Curvas de espectroscopia de forca atd(esr) e salto daull-off (dir)
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Esperava-se que o salto dell-off, que é a méaxima deflexdo do cantilever antes de
perder contato com a amostra no ciclo de retorw&sef proporcional a forga adesiva
entre o PDMS e a superficie tratada, porém quaadalesenhados simultaneamente os
dados de AFS com os indices da forca requerida gestacar o PDMS curado
encontraram-se comportamentos completamente idwertiO grafico da Figura 44
direita apresenta ambos os diagramas superpostde gee o0 menor salto ghell-off
correspondeu ao maior indice de forga e vice-versa.

Esta aparente inconsisténcia pode estar relaciot@uaa rugosidade das superficies
qgue pode afetar a area de contato efetiva entrenta pecoberta e a amostra. Se a
rugosidade da superficie é tdo alta que somentmsigicos irdo interagir com a ponta
de AFM entéo a forga deull-off sera baixa, mas pelo contrario a area de confietioae
com a gota de PDMS liquida curada sobre a suped@ria maior precisando uma forca

maior para destacé-la.

As amostras com maior variabilidade, que coincidem as menores forgas plell-off,

sao aquelas com filmes polimerizados de maior esp@$20% H2, 5 e 10 minutos),
gue aparentam ter sido danificados pelo enxagi@aol isopropilico, o que explica o
fato de ter alta variacdo de um ponto ao outroirdagens de AFM das superficies

podem fornecer maior informag&o a esse respeito.

Na Figura 45 sé&o apresentadas as micrografias dsti@de referéncia e duas amostras
tratadas. As trés amostras tratadas com 5%.0e &ltratada com 20% de por um
minuto apresentaram topografias similares & amdstraferéncia, sendo que todas elas

continuaram translicidas com apenas um pequenonéima rugosidade, enquanto
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que as amostras com tratamentos mais longos cond2d%produziram filmes de cor

marrom que conduziram a uma textura rugosa ap@eax as amostras.

Topogtaphy - Scan forward Topography - Scan forward Topagraphy - Scan forward

Ling fit 754nm
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Topography range
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Referéncia (PDMS) nao tratada 1 min of CF4 + 20% H2 10 min of CF4 + 20% H2

Figura 45. Micrografias AFM das amostras de PDM& tnatadas (esq), processadas
com CF4+20%H2 por um minuto (centro) e 10 minuthg (

Estes resultados sdo consistentes com as obsesvagi@eiores de AFS e medidas de
angulo de contato, indicando que os tratamentospgoiuzem filmes mais finos séao
mais estaveis que os que produzem filmes espelsasdo comparados os resultados
dos diferentes tratamentos encontrou-se que oggs0s para 1 minuto com g20%

H, e 10 minutos com GF5% H, sdo bastante semelhantes, possivelmente equivalente
a uma espessura similar da camada polimerizades Bets tratamentos apresentaram a

menor forca de adesédo e menor rugosidade e menabpilidade nas medidas de AFS.

O angulo de contato medido para a superficie @matan HMDS foi de 86° (110°
referéncia de PDMS) verificando que ha uma modjficaquimica da superficie; este
angulo se manteve estavel apos 48 horas, indicque® efeito € permanente e nao
apenas uma ativacado temporal devida ao plasmanpdepois de moldar e dés-moldar
vinte vezes PDMS sobre a superficie o angulo deatmrvoltou a 102° como se o

tratamento fosse suprimido no processo.
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Os testes de adesdo ao PDMS demonstraram quenaasi@o com HMDS confere
também ao PDMS uma caracteristica antiaderente fwgas de adesdo baixas
comparaveis as obtidas com os melhores tratameatogplasmas fluorados que foram
estudados. Na Figura 46 € apresentada uma micdegeforca atbmica da superficie

de PDMS tratada com HDMS ao lado da micrografiaugeerficie de referéncia.
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Figura 46. Micrografia AFM da amostra de PDMS: réfeia (esq) e tratada com
HMDS (dir).

A superficie tratada com HMDS apresenta uma textana aparéncia de trincada, mas
ainda com rugosidade baixa. Este tratamento € des iv&xo custo e menos
contaminante que o tratamento com,CéE utiliza o mesmo reator de plasma remoto
usado para a solda de PDMS. Portanto ele foi adotaino padrdo para tornar

antiaderentes os moldes de PDMS.

5.1.5 INTEGRACAO COM OUTRAS TECNOLOGIAS

Integragdo com chips de silicio
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Na Figura 47 é apresentada a fotografia de um selespressdo em silicio soldado
sobre um dispositivo simples em PDMS. A conexaoeenmtmicrocanal e a membrana
do sensor foi feita cortando um furo de 1 mm dendifo similar aos utilizados para a

conexao aos tubos de entrada e saida de liquidos.

Figura 47. Dispositivo em PDMS unido a um sensqoréesao

O dispositivo foi pressurizado até a pressdo maxienmabalho do sensor (30 PSI) sem

vazamentos.

Integragdo com fibras 6ticas
Para integrar fibras oticas a sistemas fluidicas canais de dimensdes similares ao
didametro da fibra bastou a criagdo de canais adigopara inserir as fibras como se

mostra nas fotografias da Figura 48.

Figura 48. Dispositivos com canais e fibras 6pt{ggscanais fluidicos, (B) e (C) fibras
Oticas
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Para o caso de canais com dimensdes inferioresaatetio da fibra a integragéo foi
possivel a partir de chip de silicio com sulcos gwam como guias mecanicos para a
fibra e para o PDMS. Na Figura 49 sdo apresenfatiagrafias do chip de silicio e do
chip hibrido PDMS/Si obtido apés soldar por plasasaduas partes. O PDMS foi
moldado com uma espessura de 5 mm e furado conaguiaa de 1 mm de diametro

previamente a solda, para conectar as tubulactestdmla e saida de liquidos.

Figura 49. Chips de silicio com sulcos para fild&xpd alinhamento (B) (esq)
e chips ap6és soldar o PDMS (dir)

Os chips foram cortados, clivados e soldados um ysmor manualmente, porém o
processo é escalavel ao nivel de lamina podendoostxdo o chip em conjunto na
etapa final do processo de fabricacdo. Para ax@esdluidicas foram utilizados tubos
flexiveis calibre 18 (1,024 mm). Na Figura 50 spmeaentadas duas fotografias de um

chip conectado as tubulacdes de entrada e saitpudto e as fibras oéticas.
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Figura 50 Fotografias de um chip conectado as tubulacdds&sfiesq) e
detalhe do chip sendo iluminado com um LED de 45&atin

Integragdo com eletrodos metalicos

Na Figura 51 sdo apresentas fotografias de eletnmdalicos fabricados sobre vidro.

= |

Figura 51. Eletrodos em titanio depositadosgmutteringsobre vidro (esq), detalhe de
microcanal em PDMS (marcado com corante) soldabdresaletrodos (dir).

Na Figura 52 € apresentada uma micrografia do cdadigura 51 ao injetar uma
suspensao de leveduras as quais séo imobilizadtrs gues eletrodos ao aplicar um

poténcial DC de 10V entre eles.
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Leveduras Bolha por
hidrolise

Figura 52. Leveduras sendo capturadas pelo campaelnos eletrodos

Diversas técnicas de deteccdo eletroquimica, ammg@drica ou impedométrica podem
ser implementadas com os eletrodos assim fabricadosmiesmo tempo que podem ser
implementadas técnicas de bombeamento eletromnéticseparacdo ou classificacdo

de particulas usando campos elétricos chaveados.

Até uma pressédo aproximada de 5 PSI ndo houve etasnapreciaveis, mas dado que

o metal ndo solda com o PDMS, criam-se nano camtasontorno dos eletrodos pelo
degrau que gera o filme metalico (aprox. 100nmltlezg. Para resolver este problema
uma camada de passivacdo deve ser colocada sobretab nas areas que serdo
soldadas. Foi verificado que o PDMS pode ser doldsobre oxido de silicio
depositado pela técnica @puttering sendo uma possivel camada de passivacdo que
facilita a vedacdo dos canais soldados sobre étetnmetalicos. Dependendo do tipo de
metal depositado a camada de oxido de silicio pedeemovida da superficie ativa do

eletrodo usando corrosdo em HF ou por corrosaoptasma de Cf
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Integracdo com ceramicas verdes

Todas as referéncias de pastas vitreas utilizaalas gossibilitar a solda ativada com
plasma de dispositivos em PDMS sobre dispositives LECC apresentaram boa
soldabilidade resultando em 100% da area soldadarifjura 53 é apresentada uma
fotografia do dispositivo terminado, misturandosdcorantes vegetais de cores amarelo

e azul.

Figura 53. Dispositivo em LTCC (misturador) comgknde vidro colado com PDMS.

O dispositivo foi testado em condigbes extremasna temperatura de 150° e uma

pressao de 30 PSI por uma hora, sem apresentaneazs ou falhas.

Na Figura 54 é apresentado o desenho esquematiam deércuito composto por trés
geradores de microemulsdes discretos, interligadediante um substrato de LTCC
para gerar emulsdes agual/dleo/dgua com diferentapasicbes e uma fotografia do

dispositivo fabricado.
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Figura 54. Esquema de circuito com trés geradaanidro-emulsdes (esq), dispositivo
fabricado (dir).

A padronizacdo de componentes fluidicos discréadsicados em larga escala e baixo
custo, mediante técnicas bem estabelecidas da ef@tn@nica, possibilitaria a
laboratérios que ndo contam com infra-estruturaa paicrofabricacdo, a opcao de
desenvolver dispositivos complexos mediante a iatggp hibrida com LTCC com um

sem numero de possibilidades.

5.2 SISTEMA PARA LITOGRAFIA SEM MASCARA.

5.2.1 INTRODUCAO

Uma facilidade para quem pesquisa em microfluidicagque as dimensdes dos
dispositivos sdo geralmente de dezenas ou aténesntie micrometros pelo qual é
possivel fabricar rapidamente protétipos para prdeaconceitos usando mascaras
flexiveis impressas ehotoplottersda industria grafica, que conseguem boa definicdo
para estruturas com tamanhos criticos a partir ©en8 para obter mascaras com
estruturas menores € preciso recorrer a procegsosdpia com reducdo, ou mandar a

fabricar mascaras profissionais com litografia f@re de elétrons ou laser de alta
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resolucdo, o que encarece a prototipagem de dis@sse aumenta 0s tempos entre o

projeto e o prototipo.

Para agilizar o processo de prototipagem e alcage@metrias menores as resolvidas
pelos fotolitos da industria grafica local foi degelvido um sistema 6tico para
litografia sem mascara, no qual, uma imagem é &iiadh ajuda do chip DMD(gital
Micromirror Display) daTexas Instruments projetada sobre a superficie de amostras
recobertas com fotorresiste. Na Figura 55 é aptaderum desenho esquematico do
sistema, 0 qual se compde de uma lampada de nwrdéémtes para iluminacdo e
projecéo, o chip de microespelhos que modula aelletida, uma camera CMOS para

alinhamento e um sistema mecanico de varreduradesatacar o substrato.
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Figura 55. Desenho esquematico do sistema litagrafi

O chip DMD é um microsistema eletromecanico quevetaapequenos espelhos entre
duas posic¢des angulares, que dada sua minuscuta pasdem trabalhar em frequéncias
de até 10 kHz, nesta configuracdo cada microesmidhohip DMD atua como um

ponto ou pixel dinamico da imagem que esta senojetada.
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A possibilidade de mudar rapidamente o padrdo gtee endo projetado, durante a
exposicao, permite criar um efeito de escala deactefinindo independentemente o
tempo que cada pixel recebe radiacdo. Esta esagiéde ser empregada para gravar
relevos com perfis arbitrarios em fotorresiste,ue ¢gem interessantes aplicacdes em

areas como a micro-6tica e microfluidica.

Ao utilizar uma lampada de mercuario do mesmo tig® émpregadas nas alinhadoras da
sala limpa a montagem proposta pode ser utilizada gravar diretamente qualquer
fotorresiste ou para fabricar uma mascara em wvipll® depois seja transferida por

litografia de contato.

As principais caracteristicas do sistema desermdolgdo: a possibilidade de obter
estruturas com resolucdo maior & alcangével codtiitfig da industria gréfica local, a
opcdo de escrever diretamente no substrato semnfeccdo de uma mascara
intermediaria e a possibilidade de expor cada poah uma dose diferente para

conseguir litografia em escalas de cinza.

A seguir sdo apresentados os procedimentos efetyzata caracterizar e otimizar o
sistema litogréfico e sua aplicagdo na fabricagdméscaras e microestruturas 3D. No
Anexo 3 é apresentada uma descri¢do técnica detatteatodos os circuitos, sistemas
mecanicos e Oticos e programas de controle quenfaesenvolvidos para o sistema

litogréfico.
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5.2.2 CARACTERIZACAO DO SISTEMA LITOGRAFICO

O sistema litografico foi estudado em detalhe mmtabelecer os limites e condi¢cdes
Otimas de operacdo, corrigindo os diferentes efeitegativos da difragdo e a nao

homogeneidade da iluminacao, entre outros.

Distribuicdo de irradiancia

A area util do sistema litografico € composta poOX00 microespelhos que séo
iluminados por um feixe de luz produzido por unmioador tipo Kéhler (ver Anexo 3)
que oferece uma relativa uniformidade, porém €é umic@ menos intenso na
proximidade das bordas pelo qual as os espelhas s aos cantos do chip recebem
uma dose menor que os do centro, precisando decompensacao ponto a ponto para

garantir a gravacdo homogénea no fotorresiste.

Para conhecer a distribuicdo de irradiancia em qaad@o do chip foi utilizada uma
camera CCDNlotic de 3.3 MPixglposicionada no lugar do substrato, adicionando um
atenuador (conjunto de dois polarizadores) no fdxeéluminacdo. Uma seqiiéncia de
imagens foi capturada em diferentes angulos decdotada camera para evitar
interferéncias causadas pela varredura do CCDpagens foram processadas com o
software Matlab 7.6 com o qual se fez uma media das varias imagengjiraram,
recortaram e escalaram para construir uma matreodgensacao C, normalizada. Na

Figura 56 é apresentada a distribuicéo de irradidanedida.
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Figura 56. Distribuicdo de irradiancia no plancsdbstrato: grafico 3D (esq), imagem
2D (cent) e perfil de intensidade da diagonal) (dir

A maxima diferenca de intensidade encontrada f@@# em um dos cantos do chip,
porém 80% da area central possui uma variacdo meuer 10%. Para algumas
aplicacOes estas variacfes podem ser desprezivasspara estruturas com dimensdes
criticas perto das bordas é preciso compensataadalluz nos cantos. A compensacao
consiste simplesmente em somar a cada pixel deetméa@ porcentagem que falta a os
pixels da imagem de compensacéo C para dar seurralomo, ou seja: | = | + | [1-C].
Na Figura 57 sdo apresentadas duas imagens coivasudt uma grade gravada com e

sem a compensacao.

oy T
|
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Figura 57. Micrografias de uma gravacédo sem (esqjre(dir) compensacéao de
irradiancia.
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Correcéao de efeitos de proximidade

Devido a difracdo da luz e a baixa abertura nuraédic sistema Otico, cada ponto
(pixel) no resiste recebe a luz refletida no sewroeispelho correspondente, mas
também uma pequena contribuicdo dos espelhos wijmnecisando que no calculo da
dose adequada para cada pixel deva ser levadargemmwna correcao similar a que se
usa na litografia por feixe de elétrons para corsgen retro espalhamento dos elétrons

da vizinhanga.

Para corrigir estes efeitos de proximidade foi deskrido um algoritmo de corregéo
linear simples que consiste em somar ao valor d& gaxel iluminado um fator
inversamente proporcional ao valor médio gauss@ewizinhanca, assim 0s pixels
rodeados de pixels iluminados recebem menos inl@tsique os rodeados por pixels
escuros. Para implementar o algoritmo se aplicou suavizamento gaussiano ao
negativo da imagem original operando da seguinteeima

12 =1 * [1+k *Gauss(1-1)]
O algoritmo foi implementado como um script &fatlab descrito a seguir:

I=imread('mascara.bmp’);

K=2;

S=2;

linv = 255-1; % inverter os tons da ima gem

h = fspecial(‘gaussian’,[3 3],S);

G =imfilter(linv, h); % Aplicar suaviz amento gaussiano
G= G/max(max(G)); % normalizar
for i=1:600
for j=1:800
12(i,j)=1(i,))*[1+(K * G(i,j))];% Imagem corrig ida
end
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end

imwrite(12/max(max(12)),['mascara_mod.bmp');

Dois parametroS ek sao configuraveis neste algoritmo, ambos reladosao quando

a luz de um pixel espalha-se aos pixels vizinBagpresenta o tamanho da vizinhanca
considerada & um fator multiplicativo que acentua em maior ounoregrau a
correcdo. Na Figura 58 é apresentado um exemptedidtado de aplicar o algoritmo

de compensacao a um padrdo com fatSr@sek=2.

Figura 58. Mascara original (esq) e compensacapnooarmidade conk =2 (dir).

A rigor, estes parametros deveréo ser ajustadosiengntalmente para cada condicao
de exposicdo ja que os resultados mudardo comta lgitizada e com o plano de
exposicao. Na Figura 59 séao apresentados os mssiitke gravar os anteriores padroes

com e sem compensacao em fotorresiste.
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Figura 59. Resultados de gravar os padrdes dagFiliem fotorresiste.

As melhorias na qualidade e definicho dos padrGesaglicar o algoritmo de
compensacao sdo evidentes. Nas areas mais abétgsra das linhas fica menor que
nas areas estreitas, mas quando a compensacaoximigade € utilizada a largura
obtida € uniforme. Para valores altos de K o radoltobtido é super compensado,
sendo que unicamente as bordas das estruturasrasahdo reveladas; bons resultados

foram obtidos com valores de S=2 e K=2.

Tamanho de pixel e limite litografico

Para medir o periodo espacial dos pixels projetatiiaou-se a camera CMOS interna
do sistema e uma amostra de silicio com um padrauddrados previamente medidos
com a ajuda de um microscopio 6tico; assim, acucapa imagem da amostra de silicio
através do sistema, superposta com a imagem dequathicula projetada conseguiu
ser estimada uma distancia entre pixels dgrnd.para a lente de 5X e deuld para a

lente de 1X.

Estes valores correspondem aproximadamente ao hantknpixel projetado com cada

lente, porém nao representa a maxima resolucamcdical com o sistema, ja que
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multiplos fatores podem conduzir a que seja redoariais de um pixel para definir um

padrao corretamente transferido ao fotorresistea Bstabelecer a resolugéo ou limite
litografico do sistema foram expostos diferentesirfes de teste com linhas e
guadrados de diferentes tamanhos para cada umdudadentes objetivas do sistema
variando o tempo de exposicéo e o plano focali@dmente foram usados padrdes
circulares com diferentes raios que possam fornamer guia que oriente o projeto de
mascaras a serem escritas com o equipamento. NeaF6§ é apresentada a imagem
utilizada para estabelecer o limite litogréafico gslstema e uma micrografia do melhor

resultado obtido ao gravar o fotorresiste AZ1518.

ER I 1 Bl

| | =

0 T 7 ] o ®

; o=

| b

i '@
— il o
Nlal|o|o|alwn = Bla|e

. m B - . |

2 (LI

o™ f o

] J a

([ ggﬂ QM °. s miselE || ) gl:

TR .- BEp pEEle E8E R 200 pm

Figura 60. Padrao de resolucéo utilizado paragéess]) e resultado no fotoresiste
AZ1518(dir).

Para condi¢Oes rigorosas de exposicao e reveladuwasl isoladas de um pixel de
largura ainda conseguem ser definidas, como padepseciado na Figura 61 esquerda,
porém, os limites préaticos séo 2 pixels para lirdizstas (~mwm), 4 pixels de diametro
para circulos (1Qum) e 6 pixels para obter retangulos bem definidids ym), ver

Figura 61 direita.
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Figura 61. Detalhe dos resultados obtidos: linkag)( circulos e Quadrados (dir).

Efeito do espacamento entre microespelhos

Os microespelhos do chip DMD daxas Instrumentado compdem uma superficie
continua, possuem uma pequena distancia de sepagat@ elementos que aparecem
como linhas escuras no padrao irradiado. Esteg@®fea imagem projetada criam uma
rugosidade alta nas superficies dos relevos 3Ddgsraom o sistema ou bordas
serrilhada nos padrdes 2D. Para corrigir este enoblfoi estudada a estratégia de
projetar as imagens ligeiramente desfocadas, andlis 0 compromisso entre a

rugosidade e resolucdo de amostras gravadas erandée planos focais.

Na Figura 62 séo apresentadas micrografias de &dgaica (AFM) de gravacdes feitas
em diferentes planos focais; a do centro correspandima imagem em foco que
evidencia a rugosidade periddica criada pelos espescuros entre os microespelhos,

as outras duas correspondem a gravacoes ligeirarfugatde foco.
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Figura 62. Micrografias AFM de uma gravacéo pa&a planos de enfoque diferentes.

O suavizado obtido ao mudar o plano de exposicée pomprometer por outro lado a

resolucéo.

Sistema mecéanico de varredura

O sistema permite expor uma area de 8x8 mencada vez com a lente objetiva de
menor aumento e de 1.2 x 1.6 moom a de maior aumento, portanto imagens com
dimensbes maiores precisam ser compostas a pamitttiplas exposi¢cdes deslocando
a posicdo do substrato, por este motivo a caraatgo do sistema mecanico de
varredura e seu alinhamento em relacdo a imagejatguia € um fator critico para

conseguir a gravagdo de uma mascara completa.

Para calcular o deslocamento equivalente a um pdssanotores de varredura, foi
projetada uma quadricula com o sistema, colocamda cdmera CCD no lugar da
amostra para capturar como varia a posicdo de afmpmto de referéncia quando o
estagio XY € deslocado em intervalos constanteésAgcortar e superpor fragmentos
equivalentes de oito imagens com incrementos denisfopassos em X e oito com

incrementos em Y obteve-se o resultado apresentaéiigura 63.

83



Estabilidade do sistema de varredura
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Figura 63. Gréafico dos incrementos medidos (esoagem composta do deslocamento
da marca projetada (dir).

Esta andlise permite estimar uma relacdo de 1,88lspiprojetados por cada
micropassos (4m por micropasso) e evidencia um erro aleatériagteximadamente

+4 micropassos.

Outro fator importante € alinhar os eixos da imageajetada com os eixos do sistema
de varredura. Para isto foram projetadas linhaalglas e capturadas com a camera

CCD em diferentes posi¢des. As imagens superpsdtaapresentadas na Figura 64.

Figura 64. Imagem composta de linhas paralelagchshs.

A partir desta imagem calculou-se que hd um pequemo de alinhamento de

aproximadamente 1° a ser corrigido girando a basestema XY.
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5.2.3 LITOGRAFIA EM ESCALAS DE CINZA

Introducéo e prova de conceito

O programa desenvolvido para o sistema litografiscompde as imagens em escala de
cinzas em um arranjo multicamadas de imagens emo grebranco mediante um
algoritmo de binarizacdo dindmica no qual o valoridr € definido pelo indice da
imagem no arranjo, ao projetar sequencialmentenagans se obtém o efeito de dose
variavel que dependendo do contraste do fotoreesiiizado conduz a relevos com

diferentes alturas apos a revelagao.

Para comprovar o efeito da exposicdo com tempogswess sobre a topografia
resultante no fotorresiste foram utilizados grawdistineares de preto a branco como os

apresentados na Figura 65.
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Figura 65. Gradientes de dose desenhados (estpiaraos ao fotorresiste (cent) e
perfil medido no perfildometro (dir).

Este resultado confirma que podem ser obtidos aslpor este método, porém é claro
que a relacao entre o perfil de cinzas da imagégmal e o perfil medido no fotoresiste
nao € linear precisando de um algoritmo de linegéim. Para estudar a aplicacdo do
sistema litografico desenvolvido, na fabricacdonaeroestruturas 3D por exposicao
com doses variaveis, e aperfeicoar o controle fivedsobre os perfis revelados, foi

estudado em detalhe o fotorresiste espesso AZ32Al(tkesist.de), reproduzindo sua
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curva de contraste para com ela calcular a relegéie tempo de exposi¢éo e altura do

perfil revelado.

Curva de contraste e Linearizacao

Foi aplicada uma camada de fotorresiste AZ322 & RBM (~12um) sobre uma
lamina, curada a 100° enot platepor 10 minutos e exposta com 100 doses diferentes
entre 500 e 10500 milissegundos. Os degraus pmagipara 4 minutos de revelacao
foram medidos com ajuda de um perfildometro Dek@B03para construir uma curva de
que relacione tempo de exposicéo e profundidadetooesiste, apresentada na Figura

66.
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Figura 66. Curva de exposicao VS profundidade sste AZ322.

A partir desta curva extrai-se que a profundidade Resiste esta dada por:
P[um] = 2.9249 Ln(tempo[ms]) - 16.045

De onde:
Tempo= 24122[&%**°

Esta equacdo, ajustada experimentalmente para aresiste AZ322, permite

implementar um algoritmo que transforme uma imagemescala de cinzas em uma
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matriz de tempos de exposi¢cdo que conduza a retpwsorrespondam linearmente a

imagem original. A seguir é apresentado o ditordigo paraMatlab 7.6:

[filename, pathname] = uigetfile(*.bmp’, 'seleccio ne a imagem");

I= imread(filename);

I=double(1)/255;

T=10; % maxima altura dos relevos em um
Imod=241.22*power(exp(0.3419*),T); % Calcularad ose
imwrite(Imod/max(max(Imod)),['MOD _’ filename]); sa Ivar imagem

Com este algoritmo foram processados 0s arquivesrdecaras para obter os tempos
de exposicdo que produziriam os relevos desejadas.Figura 67 (esquerda) é
apresentado em azul um perfil de dente de serradidfenentes inclinacdes e superposto
em vermelho o perfil de doses calculadas ao apticalgoritmo de linearizacéo; e a
direita na mesma Figura 67 (direita) sdo apresentad perfis de relevos obtidos no

fotorresiste AR322 ao expor com 0s perfis antesiore
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Figura 67. Perfis de dose linear e exponencial)(eslgvos resultantes no resiste (dir).

Ao expor com perfis de dose lineares os resultadlosdos foram superficies

ligeiramente concavas e para doses com perfis expans calculados os resultados
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foram mais planos porém agora convexos 0 que irmglieaas constantes utilizadas na

linearizagao ainda podem ser otimizadas.

Exemplos de geometrias Uteis

Microcanais com sec¢édo transversal arbitraria:

A utilizacdo de microcanais com sec¢ao transveetahgular facilita a modelagem de
dispositivos microfluidicos, mas para algumas agles como valvulas pneuméticas e
misturadores sdo desejaveis outros perfis trarsgers que nem sempre é facil de obter
por técnicas convencionais de micro usinagem; se¢fmsversais semi-esféricas
podem ser obtidas por corrosdo isotrépica de nagéedu por refluxo térmico de
fotorresistes e secdes transversais triangularefenposer obtidas por corroséao
anisotropica de silicio, porém, em ambos os casqggedis obtidos estdo limitados a
geometria natural dos processos quimicos ou fisfetitografia de escala de cinzas por
outro lado permite a obtencdo de perfis diversas qumis as alturas em cada ponto

estdo definidas pela dose arbitraria recebida ada ponto do fotorresiste.

Na Figura 68 é apresentada a micrografia de umangdda micromisturador do tipo

twist flowque foi fabricado usando o sistema litograficcedeslvido.

PSSR TEZZZ

Figura 68. Micromisturador de secao transversahgular variavel.

Microlentes:
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Outra aplicagdo interessante da litografia em asda cinzas € a fabricacdo de
estruturas refrativas e difrativas como arranjomi=olentes e outros elementos 6ticos.
A exposicdo com doses varidveis permite produzifatarresiste todo tipo de perfis

gue posteriormente podem ser utilizados para mdatdaes flexiveis em PDMS ou

transferir a diferentes substratos usando corrpséaplasma.

Os arranjos de microlentes podem ser aplicadossstemas LOC para amplificar

informacdo Otica proveniente de microcanais ou ogo&vidades para tarefas como
mapeamento por fluorescéncia de processos biogqusm@utras aplicacdes incluem
sistemas de metrologia ou detec¢cdo baseados emrasA@ED. Na Figura 69 sdo

apresentadas micrografias e perfis medidos de jasrade microlentes esféricas e

cbnicas fabricadas com o sistema litografico usanfiorresiste AR322.

stlln 1(]'00 1500 0 500 1000 1500

Figura 69. Microlentes esféricas (esq) e conicas faabricadas com o sistema
litografico desenvolvido.
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5.3 DISPOSITIVOS E APLICACOES

5.3.1 CHIPS PARA ESTUDOS CELULARES.

Neste capitulo sdo descritos os dispositivos e anétdesenvolvidos para o estudo de
fendbmenos celulares, estes dispositivos foram @ebkedos em conjunto com o
Professor Douglas Weibel da Universidade de Wisnoesn Madison — Estados
Unidos. Os dispositivos desenvolvidos foram: cltppsa separacdo de bactérias por
suas velocidades lineares para estudos de moglidadteriana, chips para estudo do
crescimento dstreptomyces coelicolpe chips para manipulacédo de esferoplastos para

estudos biofisicos de membranas.

Chips para cromatografia de bactérias méveis.

Foi desenvolvido o protétipo de um micro dispositipara classificacdo de células
bacterianas moveis, segundo suas velocidades dmeam fluidos. O dispositivo
incorpora canais microfluidicos com estruturas quentam a direcdo de movimento
das bactérias e valvulas pneumaticas de tempooizpe#ia permitir a triagem e
isolamento de células segundo sua velocidade lirteste dispositivo fornece uma
capacidade importante para estudar a relacao fentbépos e motilidade celular e para

estudos de evolucdo dirigida de bactérias.

Este projeto faz parte de um projeto maior de eshiologico da motilidade bacteriana,
embasado na hipétese de que apOs varias corridaxmimentos de selecdo de
bactérias moveis e modificacbes genéticas rand8mpcat mutagénese quimica, €

possivel obter cepas de bactérias geneticamemeidiadas capazes de se locomover
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com velocidade superior a media, as quais podemeder informacg&o importante sobre

0S mecanismos de locomogdo em bactérias.

Para este projeto € necessario um dispositivo acdgazsolver em uma populacdo mista
de mutantes, aqueles com a maior velocidade lieeatiquidos, em uma espécie de
cromatografia de velocidade. Para este fim foiiahncente proposto um arranjo polar
de canais unidirecionais, dispostos entre um ferdral para carregamento e um anel

externo de coleta como mostrado na Figura 70.
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Figura 70. Desenho esquematico do dispositivo [mtopo

Nesta configuracdo as bactérias sdo colocadasnim @ dispositivo através do porto
A, e deixadas para nadar livremente (sem fluxa)ehnais radiais e apds certo tempo
as mais rapidas se afastam do grupo e chegam hexa@gor onde sdo coletadas por

uma corrente dbufferentre B e C.
Para atingir um deslocamento unidirecional dasébast foi projetado um conjunto de
catracas com forma de seta ao longo dos canaigargmas utilizadas por S. Hulme et

al, 2008, as quais orientam a passagem das bactdéniaim s6 sentido, redirecionando
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aquelas que quisessem voltar no sentido contramoocé indicado nas trajetorias

remarcadas da Figura 71.

—0 ym
Figura 71. Explicacéo do efeito de orientacéo (tatlgode Hulme et al. 2008)

Andlise tedrica do dispositivo

Para avaliar o desempenho tedérico do dispositest@dar a influéncia das variaveis
de projeto no resultado obtido foi desenvolvido onodelo matematico simplificado

que permite a simulacao de diversas condictes @mgin. O modelo envolve:

v' Criacdo de uma populacdo simulada de células campos uma mistura de
duas colénias com distribuicbes normais de velagddineares.

v Uso deste conjunto para alimentar o dispositivoireular o processo de
separacao espacial considerando a formula:

v' Posicdo = [Tempo — T entrada] * velocidade

v Integrar o numero de células para um tempo x detaa@ avaliar a poténcia
tedrica de resolucao.

Os pressupostos basicos do modelo sao:
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v Selec¢édo aleatoria dos concorrentes na entrada
v' Taxa de fluxo constante de células na entrada

v" Velocidade média linear constante durante a carrida

As duas primeiras suposic¢des sao justificadas fagbode que as células sédo colocadas
no dispositivo de uma s6 vez através de um cargo,laando-lhes um local aleatério
de partida, de onde aquelas que estdo proximasaaass de separagdo irdo entrar com
uma taxa de entrada que sera limitada principaknpela largura dos canais estreitos
de separacdo. A terceira condicdo € uma simpldizapais drastica uma vez que
poderia haver perdas na motilidade durante a @rnd entanto pode-se supor que

todas as células serdo afetadas da mesma maneicanduzindo a erros na separacao.

Com este modelo e usando a platafomMadlab foram estudados os efeitos de variaveis
como a concentracdo da suspensdo de células, ersdispde velocidades de cada
colénia, a proporcao relativa de cada colénia nstura, a forma como as células sédo
carregadas, etc., dando uma idéia de como a résoéueficiéncia do dispositivo podem

ser otimizadas.

Foi observado que quando um grupo de células dedisttibuicdes de nadadores, com
velocidades principais diferentes, ligeiramentepelisas, é carregado no dispositivo,
vai-se segregar e espalhar na coluna (chip), assmo na cromatografia, de acordo
com sua velocidade efetiva de deslocamento no hegimlo, causando uma separacao

temporal e espacial em picos de células que podemdependentemente coletadas.
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Nos graficos da Figura 72 é apresentada a distAbugspaco-temporal de dois tipos de
células dentro do dispositivo; as células marcaaasvermelho com uma velocidade
principal de 18 + 2um/s e as verdes com uma velocidade principal de 25.m/s,

considerando que séo carregadas 100 células eegeenauma taxa de fluxo constante

de 10 células por segundo na entrada.

0
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Nurnber of cells at the exit
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Distance along the device / mm Time / seconds

Figura 72. Distribuicdo espaco-temporal simuladaispositivo de separacéo
(esquerda), e numero de células na saida do dispacsin funcédo do tempo (direita).

A partir da contagem do numero de células na shodhspositivo em funcéo do tempo,
foi ser realizada uma rotina de ajuste gaussiare pprmite avaliar a resolugcéo de
separacao, adaptando definices da cromatografisegte dispositivo microfluidico.

Quanto maior comprimento do dispositivo maior o gende retencdo e a separagao
entre 0s picos, no entanto, devido a dispersdesa@ucdo ndo aumenta infinitamente
com o comprimento do dispositivo, existindo um campnto ideal para cada conjunto

de condic¢des. O custo do dispositivo € proporciaoaseu tamanho, logo, dependendo
da aplicacdo, dispositivos pequenos poderiam sefenmos. Na Figura 73 é

apresentado um conjunto de curvas de resolucaasvéempo calculada para células
com distribuicbes normais de velocidade com dife®mgraus de dispersao (desvio-

padrao).

94



Resolucio /u.a.

0.2 1 1 1

1 1 1
2 4 6 3 10 12 14 16 18
Comprimento do dispositive / mm

Figura 73. Comportamento simulado da resolucaoa@oonmprimento do dispositivo e
a disperséo de velocidades.

Consequientemente, todos os parametros que aumamispersdo de células dentro do
dispositivo irdo degradar a resolugcdo. A concedtraga suspensdo de nadadores
carregada, por exemplo, ir4 definir a taxa de datde células aos canais de separacgéo;
guanto mais concentrada a suspensao, maior a dad@tile nadadores disponiveis para
estatisticamente encontrarem a entrada; se a tagatthda das células ao dispositivo é
menor, é necessario um tempo maior para ter sofégecélulas para separar, fazendo
com que o pulso de células seja mais largo no teangee a resolucdo seja diminuida

como pode ser apreciado na Figura 74.

0.8
//

o7t 40 cells:s'//

06t 20cell§xs™

0sf 13cells-5"/

10cellS=s™
04} .
g8cellsxs”

03t

Resolucio /u.a.

02t

01t

0 I I ' I I ' I
0 5 10 15 20 25 30 35

Comprimento do dispositivo / mm

Figura 74. Efeito da taxa de entrada de célulasesmbesolucéo.
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Foi observado também que se a velocidade de teda&wdas é diminuida por um fator
o efeito sobre a resolugdo € equivalente a ter umeato do comprimento do
dispositivo, 0 que poderia ser conseguido ajustaadwiscosidade do buffer de

mobilidade utilizado nos experimentos.

Todas as simulac¢des anteriores foram realizadasnasso uma taxa de fluxo constante
de 10 células por segundo na entrada, com umarsadgl pulso de 100 células (10
segundos), se um maior numero de células é admidigeeja, pulsos temporalmente
mais largos, as curvas de separa¢do também sadadfemudando de uma distribuicéo
de resposta ao impulso a uma distribuicdo de respmsdegraus, onde apenas as
primeiras células correspondem aos nadadores a@dos e toda a populacdo seguinte

vai estar misturada e ndao pode ser separada, dosti@do nas curvas de separagéo da

figura 75.
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Figura 75. Curvas de separacao para diferentasrégle pulso.

Este resultado sugere que uma sequéncia de pubsdaricionar melhor do que uma
alimentacdo continua de célula ao dispositivo. &éstma a totalidade da amostra
poderia ser processada, tendo uma chance mai@ietarcuma pequena subpopulacao

de mutantes mais rapidos se estivessem presentesixaconcentracao.

Estudo experimental
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Para o primeiro conjunto de experimentos foramzatlas as cepas de e-coli HCB437 e
HCB326, cujos sistemas quimiotaticos foram apagaBos estudado o crescimento
para diferentes condi¢des, analisando a fisionan@ comportamento cinético das
células confinadas baixo uma laminula de microscdpmn geral, foi observado que na
fase inicial (densidade Optica em 600 nmggx 0,15) a maioria das células esta se
dividindo (células longas de movimento lento) cdgumas células maturas (nadadores
mais rapidos); depois de um tempo, B 0,3) a maioria das células sdo de tamanho
médio com movimento suave e muito poucesbblers (nadadores excéntricos,
hesitantes) e apos um @p de 0,5 oswobblers estdo cada vez mais presentes. A
principal diferenca observada comparado as duascepue a HCB326 tende a formar

grupos de células (pares ou até mais) o que nonocad$ervado com cepas de HCB437.

Presenca dewobblers que sdo células menores com o0s mecanismos de nado
aparentemente defeituosos poderia estar explicaldagsgotamento de nutrientes no
meio de cultura, como indicado no artig&Escherichia coli Physiology in Luria-
Bertani Broth, Guennadi Sezonov,* Danie’le Joseltatit, and Richard D’Ari,
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Dec. 2007, p. 8746-878& acordo com Sezonov

o crescimento em estado estacionario cessa a ganim ORy, de 0,3 para o caldo LB,
sendo que teoricamente suporta, um crescimentecdé até um Olgy de 7, mas para

um OD;>0,3 a massa por célula comecar a para diminuitasEsbservacdes
concordam com os experimentos anteriores realizpdlmsgrupo de Weibel, onde foi
descrita e analisada a presenca de wobblers eaalgegara diferentes condi¢cbes de

cultivo.
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Para comparar a motilidade da HCB437 em diferefases do crescimento celular
foram tomadas aliquotas de 1 ml a cada certo tetepama cultura continua (27ml) a
30° em caldo triptico (com agitacdo de 200 RPM@satiluir as amostras para obter a
mesma densidade o6tica foram colocadosub@ntre uma lamina e uma laminula,
empregando fita dupla face como espacador e unecéieccom parafina liquida para
evitar a evaporacdo. Foram gravados videos degzhdes, (200 frames) com ajuda de
um microscoépio de contraste de fase em modo cahapo, com objetiva de 40X, os
quais foram processados na plataforMatlab rastreando todos os caminhos das
bactérias para calcular a velocidade média e aonsts histogramas apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2. Histogramas de velocidade e morfologieéidas de HCB437
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Em concluséo a cepa HCB326 se determinou inconvienpara este projeto, dada sua
tendéncia de formar gruposlystery que em alguns casos chegam a até entupir os
microcanais. HCB 437 apresentou uma natacdo muéeesem circulos abertos como
esperado. A partir do estudo das diferentes fasesadcimento decidiu-se adotar como
condicao de trabalho padréo para usar com os dispgs a cultura em caldo triptico
(TB) a 30 ° C por 3 horas de uma aliquota de solsgiurada, diluida 1:100, com
agitacdo de 200 RPM, para obter uma densidade d8c@,25 a 0,3 e entédo re-

suspendida em solucéo tampao para motilidade Grepasicdes no Anexo 4).

Fabricacéo de dispositivos

Inicialmente foi fabricado o protétipo apresentadd-igura 70, usando uma mascara de

campo claro de cromo sobre quartzo fabricada no @Brnell Nanofabrication
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Facility), e o fotorresiste S1347 para a definicdo do mdtdee primeiro protétipo, com
canais de 250Qm de comprimento, foi moldado em PDMS com uma espasde 5
mm, furado com uma agulha de 1 mm para a conexduthalacoes e soldado por
ativagdo com plasma sobre vidro. Na figura 76 gfiesentadas fotografias de um chip

da primeira verséo preenchido com corante vermelho.

Figura 76. Primeira versao do dispositivo fabricado

Usando as condi¢des de cultura estabelecidas pa@aaHCB437 foi desenvolvido um

protocolo de carregamento e teste de motilidaderides seguir:

v" Preencher a totalidade do dispositivo com solugiopfio para motilidade
usando o furo central.

v' Colocar uma gota (1) de suspensdo concentrada de células sobre o furo
central.

v Aplicar pressdo negativa no furo A de carregampotaim minuto para forcar a
entrada das células no dispositivo.

v Remover a pressdo e deixar as células nadaremvabder o avan¢o no
microscoépio

v Aplicar um fluxo de buffer entre B e C para coletarcélulas do canal de saida.
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Observou-se que as células sédo capazes de regslgaminhos radiais do dispositivo a
partir do centro para o anel externo em cerca ohntos, tempo muito curto que nao
proporciona uma segregacao consideravel de nadag@aeivalente a uma maratona de
15 segundos). Mas permitiu verificar o correto fanamento das catracas e do

protocolo experimental.

Foi adaptada uma rotina de processamento de imagendaz o rastreamento das
trajetérias das células, adicionando um algoritm® ejimina o fundo estatico (contorno
das microcatracas) nas sequiencias de video pamétiper correto calculo da trajetéria
e velocidade linear das bactérias. Na Figura 7grésantado um exemplo das imagens

capturadas e do resultado de seu processamento.

Figura 77. Micrografia de campo claro (esq), eliagéo de fundo estatico (cent),
rastreamento das trajetorias (dir)

Com o dispositivo funcionando e os protocolos diizatdo e métodos de medigédo de
velocidades desenvolvidos foram feitas diferenteppegéncias de separacao,
capturando videos em diferentes tempos e posigiegamadas do dispositivo para

mapear a distribuicdo de células no tempo e aldigtéio de velocidades. Na Figura 78
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€ apresentado um grafico com os resultados prelm@sngue mostra o histograma de

velocidades das bactérias na saida do dispositivdiferentes instantes de tempo.
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Figura 78. Histogramas de velocidade para difesaigi®pos na entrada (esq) e na saida
do dispositivo (dir)

Os dados mostram que as primeiras células regstrad saida (T= 2min) possuem
uma velocidade média em torno de 8 u.a. (unidadegaias) enquanto que para 0s
demais tempos a velocidade média é de 5 u.a. quesponde com a velocidade média
da populagédo na entrada do dispositivo. Como epsrado o dispositivo estaria
efetivamente separando uma pequena porcdo de sé&ata velocidade acima da

média, bastando ajustar o tempo de corte paraac@stprimeiras células.

Para aumentar a resolugédo do dispositivo foramef@das duas novas versdes do

dispositivo de maior tamanho, com tempos previdosesolucdo de 10 e 20 minutos

(ver Figura 79)
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Figura 79. Trés primeiras versdes do dispositivo.

Com caminhos mais longos alguns outros problema®rearam mais evidentes, a
viabilidade ou, pelo menos, a motilidade das céldt@ diminuindo ao longo do
dispositivo, comecando a ficar algumas célulasgarés paredes do chip. Isto exigiu
alguns experimentos adicionais para avaliar a degé® da motilidade das bactérias
sobre confinamento anaerébico e para descartagssgups quimicos no PDMS ou a
composicéao do buffer de motilidade estejam afetasdeélulas.

Foi proposta uma quarta versdo do dispositivo dilzauas mesmas catracas para
orientar a natacao unidirecional de células moweimterior dos canais e incorpora um
conjunto de valvulas pneumaticas para controlaerapb de inicio e término do
processo de separacao. O layout do dispositivooderdveis é apresentado na Figura

80.
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Figura 80. Layout do dispositivo: microcanais emlazalvulas em vermelho.
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O dispositivo € composto por longos microcanaislpbss com a forma de catraca e
duas valvulas principais (V1 e V2) em cada extreméd que podem colapsar,

simultaneamente todos os canais por baixo, paradmp passagem de células. Canais
e valvulas adicionais foram dispostos nos portam [s@lecionar entre entradas de

carregamento/limpeza e saidas de coleta/descarte.

Para realizar uma separacdo, as células sdo adaregan um extremo do dispositivo
(do canal A para o C) e, quando a valvula de eatkdd é aberto, as células sao livres
para nadar nos canais para o outro lado. As fodeasatraca ao longo dos canais tém
um efeito diodo no deslocamento das células pargerdgar as células que tentam nadar
de volta para a entrada. Depois de um tempo detadnj a valvula de saida V2 é
aberta para permitir que as células que atingiramesa saiam no final e sejam

coletadas por um fluxo de buffer do porto D a F.

Devido a que os nadadores mais rapidos alcancaréei o fim do caminho, entéo o
tempo de coleta ir4 determinar a velocidade méa$aceélulas coletadas. O dispositivo
opera em uma condi¢do sem fluxo, com a entradsaéda de valvulas fechadas para as
células serem separadas apenas por suas velocitladases. Quando as células
desejadas foram recolhidas o dispositivo podeasedb do porto B e D para o E para

estar pronto para uma nova separagao.

A fabricacdo desta Ultima versdo € ligeiramenterdifte as anteriores por incorporar

valvulas. Os moldes para o dispositivo foram carieados por litografia de contato

sobre laminas de silicio de trés polegadas usaadogmatriz mecanica dos canais um
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fotorresiste positivo de 2,im de espessura (S1827) e um negativo den5(BU8-

2000) para matriz mecanica das valvulas.

Foi preparado PDMS em proporcdes 1:5 e 1:20 ddisatar para polimero base para
as valvulas e camada de canais, respectivamentam@da de valvulas foi moldada
com uma espessura de 3 mm, parcialmente curad8C (89 min) e destacado do
molde; a camada de canais foi colocadagpimninga 2000 RPM com uma espessura
aproximada de 3@m e ap6s uma cura parcial (80°C 15 min) foi alishadunida a
camada de valvulas, previamente perfurada com essas de controle e submetido o

conjunto a uma nova cura a 150°C por meia hora.

Finalmente sdo perfurados os portos de entradada sa soldado o PDMS a uma
laminula de vidro por ativacdo com plasma parar ssanicrocanais. Na Figura 81 é
apresentada uma foto do dispositivo terminado, amale com corantes de

fluorescéncia os diversos canais e linhas de dentro

Canais de controle preenchidos com Rhodamina (vermelho)

Canais de fluxo preenchidos com Fluoresceina (verde)

Figura 81 Quarta versao do dispositivo com valvplauméticas de controle.
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Esta dltima versao do dispositivo foi fabricadall® depois de concluido o estagio no
laborat6rio de bioquimica. Por este motivo estpatigivo ainda nédo pode ser testado

com células.

Crecimento apical de Streptomyces Coelicolor (S€2x) confinamento

Streptomyces coelicola8 um modelo representativo de um grupo de orgarsiste
solo, com um ciclo de vida complexo com um cresobmenicelial e que envolvem a
formacdo de esporos. Estes microbios sdo notaweisya producdo de compostos
farmacéuticos Uteis incluindo agentes anti-tumolimsinossupressores e mais de dois

tercos de todos os antibidticos naturais atualmdisfeoniveis.

Este projeto, desenvolvido em parceria com o psofeklas Flardh do Departamento
de Biologia Celular e Molecular da Universidadeldfesala na Suécia, visa estudar o
papel de conduc¢do da proteina divIVA na insercéoodes bloco de peptidoglicano na
membrana de Streptomyces coelicolor durante oianesto das hifas. Neste projeto é
necessario desenvolver um chip e um protocolo pareegar S.C. em microcanais
estreitos para promover a germinacdo e crescimamical de S.C. com o

constrangimento das paredes do canal.

Para ter uma variedade de cotovelos e jungfes emdlial possam crescer as células e
estudar as interacées com as paredes, foi projetadpadrao tipo labirinto (mostrado
na Figura 82) que se repete em areas de 1 x 1.5 BEstes padrées foram plotados em
uma foto-méscara de cromo com duas larguras da difarentes de 1.bm e 2um e

depois transferidos por litografia de contato fge¥a espessuras de fotorresiste: 3
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2.7 um e 4.9um, dando uma ampla combinacdo de moldes para tastaelhor

condi¢cao de confinamento.

Figura 82. Layout do conjunto completo (esq), vegtalhada do padréo repetido
(centro) e padrao transferido para agarose 4%efdds com uma laminula e algumas
bactérias para ilustrar o confinamento (dir).

As linhas no desenho CAD foram transferidas commlheiras no fotorresiste que
depois foram usadas para produzir relevos em PHgi8s carimbos de PDMS foram
usados logo para moldar os chips em agarose. Ard&gguras 83-85) sdo mostradas
micrografias com uma objetiva de 40x dos diferefabgintos carregados de bactérias

e selados com uma lamina de vidro apenas paraceerif confinamento.

Figura 83. Dispositivo em agarose, com larguras,8€esq) e 2am (dir) matriz
mecanica com altura de uf
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Figura 84. Dispositivo em agarose, cbm larguras,Bdesq) e 2m (dir) master com
altura de 2,um.

Figura 85. Dispositivo em agarose, com larguras,8desq) e 2am (dir) master com
altura de 4,7um.

Os moldes de 2,im apresentaram melhor definicdo e confinamentm gee foram

escolhidos para os demais experimentos.

Foram recebidos esporos de S.C via correio da &ueésiquais foram cultivados em
placas de Manitol-Soja-Agar (MSA), preparadas caingZ de manitol, 20 g/l de
farinha de soja e 20g/l de Agar. Ap6s quatro desdubacgéo a 30 ° C uma abundancia
de micelas foram formadas e em seguida recolhiifteadas e re-suspensas em glicerol

para serem congeladas, seguindo o protocolo fatogarFlardh (ver Anexo 4).
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Esta suspenséao foi inoculada em um caldo TBBptone-Soy-Brothcomercial para
iniciar os experimentos, cultivadas com agitacd878C e aliquotas observadas ao

microscépio para monitorar como 0s esporos evolidenkigura 86 sdo apresentadas

micrografias de S.C a diferentes tempos de cultura.

Figura 86. Esporos de Streptomyces crescendo enmaTBioras, 3h, e 8h de
crescimento.

Foram preparados micro labirintos em manitol-sg@radMSA), mas a turbidez foi
demasiado elevada, devido a particulas de sojaaiaweis, fazendo quase impossivel
visualizar os padrdes, de modo que foi usado TSRyar em vez de MSA para um
teste preliminar com os esporos. Este primeiretadb foi bem-sucedido ndo sendo

apreciada nenhuma germinacéo dentro do dispositivo.

Ao consultar com o professor Michael Thomas do Diapgento de Microbiologia da
Universidade de Wisconsin foi dada a sugestdogsinaular o processo de germinacgéo
dos esporos, criando um transiente de temperatuC e filtrando os esporos para

eliminar qualquer resto da micela.

Com esta orientacao foi preparada uma nova suspeesasporos, a partir de placas de

MSA re-suspensas diretamente em TSB. Esta suspémdédtvada em uma seringa de
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10 ml preenchida com fibras de vidro esterilizaglakepois carregada nos microcanais,
colocando uma gota i sobre uma laminula de vidro e cobrindo com @as#ivo de
TSB+Agar. Finalmente a laminula foi colocada em ptza de aquecimento por 5
minutos a 50°C, e depois colocada na incubado@i@ Bor 4 horas.

Na Figura 87 séo apresentadas micrografias (40ighientos carregados com esporos

de S.C. antes e depois da germinagéo.

Figura 87. Micro labirintos de TSB+Agar com S. Gean(esq) e apoés (dir) a
germinacao.

Neste ensaio 0s esporos germinam bem, mas o cowditia foi pobre, mesmo quando
0S esporos parecem estar dentro dos microcanargofodrilhantes na Figura 87
esquerda), as células germinaram fora dos camaiayelmente devido a algum filme

de liquido entre o vidro e o Agar.

Varios outros estudos foram realizados em uma faimdar, usando agarose no lugar
de Agar e prestando maior atencdo ao processo dacad® Isto aparentemente
melhorou o confinamento, mas afetou a germinac@&daydou mais tempo para iniciar.
Na Figura 88 sao apresentadas micrografias (60X)ifds de SC apos 24 horas de

carregados 0S esporos.
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bend or branch
correctly

O jumped the barrier

Figura 88. Cultura de S.C em chips de agarose armakirlugares com o confinamento
esperado e outros casos onde o crescimento us@pas barreiras das paredes.

Para aplicar uma leve pressdo sobre o chip de sgam® fim de melhorar o
confinamento foi testada uma configuracdo de sahdutolocando o chip entre duas
laminulas de 50 x 25 mm coladas com fita nos exdsepara usar a elasticidade do

vidro para forcar o confinamento, porém os resokaabtidos foram os mesmos.

A fim de melhorar a ades&o ao vidro e de ter paretss fortes foi testada a opcao de
usar PDMS no lugar da agarose para a fabricacachips. Para este efeito, o master
de PDMS foi tratado com plasma e silanizado conovag HMDS por 5 minutos,
permitindo moldar e destacar chips de PDMS. Osafaibirintos em PDMS foram
desgaseificado por 2 horas e tratados com plasmaatpanar a superficie hidrofilica
para simplificar o carregamento da suspensao dea@speguindo exatamente 0 mesmo
procedimento que com os chips de agarose.

O PDMS é permeavel ao oxigénio, porém em menordaeglie o Agar e se recupera
rapidamente sua caracteristica hidrofébica depwi®dsido ativado com plasma o que
gerou novos problemas que dificultaram a germinagas puderam ser superados
diminuindo a espessura dos chip e recobrindo arficipedo PDMS com poli-vinil-

pirrolidona para torna-lo hidrofilico como descnto Capitulo 4.3.4. Na Figura 89 séo
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apresentadas micrografias (60X) de microlabiritesPDMS carregados com esporos

de S.C. ap6s 24 horas de cultura.

Figura 89 Microlabirinto em PDMS exibindo um fodenfinamento das células.

Com chips finos de PDMS (< 1 mm de espessura) tidesscom PVP foi obtido um
confinamento de 100% com o qual obtiveram-se bowsnplos do comportamento
esperado de flexdo e ramificacdo de S.C. ao intecagh as paredes, como aqueles

mostrados na Figura 90.

Figura 90. Exemplos de crescimento bem confinad®é@em microcanais
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Foram fabricados 100 chips do microlabirinto em PBHMratados com PVP e
encaminhado &las Flardhpara continuar com o projeto. O préximo passoadapisa
sera uma cepa de S.C com a proteina divIVA marcanafluorescéncia e capturar um
video durante o crescimento dentro dos chips pnlarecer o que acontece quando a

ponta da hifa colide com uma parede e como aconteesflexdo ou uma ramificacao.

Dispositivo para manipulacao da curvatura de esfplastos gigantes

Este projeto surgiu como continuacdo do trabalh®d®-doutorando Lars Renner que
estuda o posicionamento das estruturas de cald®lgp interior da membrana celular
e sua dependéncia com a curvatura do microorganifa@ dito estudo é preciso
manipular a curvatura de membranas marcadas coréculas fluorescentes para
visualizar as mudancas de localizagdo em virtudeulancas de curvatura.

Para manipular a curvatura das membranas foi deséthy um sistema mecanico de
precisdo que estica um gel elastico de poliacrdamno qual estdo embebidos
esferoplastos gigantes, que sdo microorganismoériesf de maior tamanho,
produzidos a partir da modificacdo de células deébb@s. Outra abordagem estudada
para conseguir a deformacdo da membrana foi azagdb de microcanais com
dimensdes menores que o diametro dos esferoplagtoaaneira que eles precisam se
deformar, para poder entrar e eventualmente ficprésos dentro dos canais; Nesta
configuracdo a curvatura da membrana varia de acah o razéo da secao transversal

do canal para o diametro do esferoplasto.

Na Figura 91 é ilustrado o princiio de como os reglastos sao deformados pelos

canais, e é apresentado também o layout do disfosit
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Figura 91. Dispositivo microfluidico para deformagke esferoplastos: conceito (esq),
Layout (cent), detalhe do layout (dir)

O dispositivo esta composto por seis camaras adggégadas uma a outra através de
canais paralelos com dimensdes laterais de lra & uma profundidade de 2iih. Os
canais de um de largura ndo foram bem definidos na etapatidtbgrafia, apenas os
de 2-5um foram uteis para o experimento. No layout cagaaca tem seu proprio porto
de entrada, mas eles podem ser perfurados seletivarde acordo com a configuracao
desejada.

Dado que os esferoplastos sdo mais suaves do geukss, 0 bombeamento e controle
do fluxo séo criticos, especialmente com este ditipo, e é necessario deter o fluxo
quando um esferoplasto entra no canal, caso cantiggra disparado rapidamente
através do canal ou até destruido contra as par@déisimetro ideal dos esferoplastos
para esta aplicacdo € de cerca de dumpmas a profundidade dos canais € de apenas
2.7 um portanto os esferoplastos ja sdo deformados eritredo e o teto das camaras,
criando uma forca de atrito que se opde ao deslke@ano que exige um fluxo maior
para move-los dentro do dispositivo, este fato padser conveniente porque desta
maneira € possivel ter movimentos lentos aindavaxtes altas.

Depois de varias tentativas de bombeamento marmualseringas e com bombas de
infusdo, poucos exemplos de esferoplastos presomiendcanais com a membrana

intacta foram obtidos. Na Figura 92 sdo apresestaadcrografias de alguns

114



esferoplastos nas camaras e canais. Imagens desitéocia com o marcador de DNA
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) mostrou que aiéda DNA nos esferoplastos

presos mas pouca fluorescéncia do marcador deotpnaia NAO (10-N-nonyl acridine

Orange) foi observada.

Figura 92. Micrografias de campo claro e DAPI dereplastos no dispositivo (esq) e
micrografias campo claro, DAPI e NAO de esferoplagiresos em um microcanal (dir)

Quando uma pressao é aplicada na entrada do digppsiteto de todas as camaras é
levantado, permitindo a os esferoplastos presosi®geerem, mas a0 mesmo tempo
aumenta a vazao nos microcanais, tornando maisil diféter o fluxo quando os

esferoplastos estejam proximos a entrada dos cesiaestos. Uma maneira de resolver
isto poderia ser aplicar simultaneamente pressé@odas de entrada e de saida com
controles independentes para manipular separadanserdeformacdo das camaras
(mecanismo de retencao-liberagdo controlado pe&sspop absoluta) e a vazao

proporcional apenas a pressao diferencial.

Duas modificagbes poderiam ser feitas a fim de amatho desempenho deste
dispositivo: primeiro, o sistema de bombeamentoepadser bidirecional para mover
para tras e para frente o liquido, fazendo maisplssna tarefa de prender os
esferoplastos nos canais entre camaras, e segpodem ser adicionados canais

paralelos aos canais principais, com uma baixadédpea e com valvulas de controle
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para chavear um caminho alternativo, que reduzdum fnos canais estreitos. E
conveniente também desenvolver um processo dezangee suspensao de esferoplastos
para evitar restos de membranas e filamentos ngeridos que podem obstruir

facilmente os canais.
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6 DISCUSSAO GERAL

O PDMS constitui um importante material para a qipagem de dispositivos
microfluidicos para laboratérios em chip, este m@te mesmo apresentando
deficiéncias graves como a absorcdo dé-localizadandléculas orgéanica, e a baixa
tolerancia a solventes organicos, oferece caratites que o fazem Unico e superior
para a prova de conceito de dispositivos fluidieogre elas a possibilidade de tornar-se
reativo quando tratado com plasma de oxigénio,emprmite sua solda irreversivel a
diferentes materiais ou a incorporacdo covalentendiculas na sua superficie para
funcionalizar ou alterar suas propriedades quimicas

Outras vantagens do PDMS, além do seu baixo cilsxibilidade, transparéncia o6tica
e biocompatibilidade, é que dada sua popularidadeyeros trabalhos e técnicas tem
sido reportadas na literatura para sua utilizac@dabricacdo de microdispositivos
como valvulas, bombas, separadores, guias de oratabranas, sistemas de cultura de
células, micro reatores, entre muitos outros, ccinfento que facilita a aproximacéo de
grupos de pesquisa novos a utilizacdo das ferramente a microtecnologia oferece
para o estudo de problemas cientificos nas maiadas areas de pesquisa.

Este trabalho de doutorado, pioneiro no ambitollocadesenvolvimento e uso de
técnicas de microfabricacdo de laboratérios em tlageados em PDMS, procurou
percorrer todas as etapas associadas ao processated?PDMS, desde sua preparacéo
e moldagem até a solda com outros materiais panaitpea fabricacdo de dispositivos
e a integracdo com outras tecnologias; deixandagesultado protocolos e técnicas de
microfabricacdo apropriadas e adaptadas as comdig@ais de trabalho e algumas

propostas de metodologias inéditas para prototipage baixo custo de dispositivos
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microfluidicos. Adicionalmente foram desenvolviddispositivos que demonstram a
aplicabilidade das técnicas desenvolvidas paralestcelulares especificos.

Em relacdo a fabricacéo e utilizacdo de moldesdatios em fotoresistes foi observado
gue 0Ss processos térmicos para a cura do PDMS uidmira durabilidade dos padrdes,
seja por deformagédo ou desgaste no caso dos téstiops como o novolak ou por dé-
laminacg&o ou fratura no caso dos termorrigidos cor8&J8. O trabalho a temperaturas
menores diminui estes efeitos negativos, mas aamesttempos de processo. A
metodologia proposta de fabricagdo de coépias f#sivem PDMS dos moldes
fabricados em fotorresiste ajuda a resolver estiel@ma.

Os moldes de PDMS ndo apresentam deterioracdo iplas dérmicos, ja que o
coeficiente de dilatagdo € o mesmo que o do mhteaédado. Também por serem
translucidos, os moldes em PDMS podem ser facinalmhados com outros moldes
para fabricar dispositivos multicamadas e dadosgioeflexiveis facilitam o processo de
dé-moldagem.

A disponibilidade de ferramentas para geracao dedpa a precos e tempos de retorno
accessiveis limita na maioria dos casos a prodiatild dos grupos de pesquisa
dedicados ao projeto de novos dispositivos, ao éegue limita os minimos tamanhos
alcancaveis; dai que muitos grupos optem por tésrde prototipagem rapida de baixo
custo que empregam fotolitos como mascaras ou astnm usinagem mecanica com
méaquinas CNC para fabricar seus dispositivos, popara algumas aplicacdes
especialmente na é&rea de biofisica celular é intiperadispor de ferramentas
litograficas na escala dos micrometros. Este thabde doutorado demonstrou que €
possivel criar técnicas e equipamentos de baixto aapazes de produzir estruturas

micrométricas ou até mesmo nanométricas. No Aneroapresentada em detalhes a
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descricdo técnica do sistema litografico sem masadesenvolvido o qual é
disponibilizado para ser copiado por qualquer um &ins académicos.

O sistema litografico desenvolvido oferece tambépossibilidade de fabricar em um
anico passo estruturas em fotorresiste com peidisnensionais variados, comparaveis
aos obtidos por equipamentos comerciais reportadobteratura (ver Ref. litho3D)
bastando caracterizar a curva de revelacdo dedmitstorresiste a utilizar para ajustar
o céalculo da dose requerida em cada pixel do jnojEsta caracteristica € bastante (util
na fabricacao de canais com sec¢ao transversalehria

Os diferentes estudos realizados de ativacdo stipexdom plasma de oxigénio para
solda ou modificacdo superficial do PDMS reforcamidéia de que apenas os efeitos
quimicos das espécies e radicais produzidas nanplas mais vantajoso que o
bombardeamento fisico dos ions reativos, motivo pakl deram melhores resultados
0s reatores indutivos e de plasma remoto. Foi vhderque as terminagdes reativas
que ficam na superficie do PDMS ap0s a ativaca@apazes de substituir ligacdes em
outras moléculas néo ativadas e incorpora-las entexhente ao PDMS, como no caso
dos tratamentos desenvolvidos com HMDS e PVP.

Embora ambos os processos de solda estudados ipsenot alinhamento de varias
camadas mediante a colocacgéo de alcool como kdomi entre as partes, o processo de
solda por difusdo de catalisador oferece um maiotrale jA que a unido irreversivel é
ativada termicamente e a soldabilidade ndo se peEspentaneamente no curto prazo
apos a evaporacdo do alcool o que permite uma nliendade para corrigir ou
realinhar se for preciso.

A solda ativada por plasma por sua vez permite atDMS a outros materiais como
silicio, vidro, e o6xidos de silicio, convertendoesn um material integrador de

tecnologias, como foi mostrado no capitulo 4.1.5
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7 CONCLUSAO

» Os protocolos de fabricagcdo desenvolvidos podsibilia prototipagem de uma
grande variedade de dispositivos micro-fluidicosmaam nivel de sofisticacao
comparavel ao encontrado no estado da arte atush dgea no mundo,
habilitando a Escola Politécnica da USP para deiim pesquisas aplicadas em
diferentes areas da micro-fluidica.

« A metodologia proposta de fabricacdo de moldesiviiezx a partir da
modificacdo superficial do PDMS permite a adaptaghs técnicas de
prototipagem rapida em PMMA por usinagem com magi@NC, para a
prototipagem rapida em PDMS. Adicionalmente, a ibdgtade de realizar
copias descartaveis dos moldes microfabricadostingingm aporte importante
as tecnologias de moldagem com PDMS.

+ A montagem Optica desenvolvida para litografia pajecdo, além de facilitar
0s processos de prototipagem de dispositivos brzdgdo de mascaras, oferece
a possibilidade de iniciar outras pesquisas emsamEsno a micro-optica
aproveitando a litografia em escala de cinzas.

» A estratégia proposta para o alinhamento de chegpPOMS sobre sulcos em
silicio, facilita os processos de incorporacdoibe$ éticas e com elas de uma
grande variedade de técnicas oticas de analiskeecde aos dispositivos LOC.

* A partir da metodologia proposta neste trabalh@ atintegracdo hibrida de
chips microfluidicos padronizados, produzidos emMSD sobre circuitos
fluidicos usinados em substratos de LTCC, pode desenvolvida uma
tecnologia de baixo custo de prototipagem de dispos fluidicos complexos,

habilitando a grupos de pesquisa que facam praggim em LTCC, mas que
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nao contem com tecnologias de silicio, para usarseus projetos estruturas

com dimensdes micrométricas, flexiveis e transhgid

Os dispositivos desenvolvidos para estudos cebils@i® um importante ponto

de partida para pesquisas de relevancia ciengficdiofisica e bioquimica. As

quais pretendem ser continuadas no nivel de pd®iGaio.
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ANEXO 1. PUBLICACOES DERIVADAS DESTE TRABALHO.

Em revistas indexadas:

LOPERA S, MANSANO R.Plasma based surface modification of Poly-Dimethyl-
Siloxane for PDMS- PDMS molding (Manuscrito n® 767151 aceito na revista ISRN
Polymer Science. 2012)

LOPERA S, WEIBEL D.Chromatographic separation of motile bacterial ce in
the absence of fluid flow(Manuscrito submetido para Physics Review E.)

LOPERA S, MANSANO R. Hybrid integration of microfluidic devices in
Polydimethylsiloxane using low temperature co-firedceramics. (Manuscrito sendo
preparado para Microfluidics and Nanofluidics)

LOPERA S, MANSANO R. Home-Made Projection System for Maskless
Photolithography (Manuscrito sendo preparado para Journal of Micrtvaueics and
Microengineering)

LOPERA S, COUCEIRO P, ALONSO J, MANSANO Rwist flow micromixers by
gray scale photolithography(Manuscrito sendo preparado para Lab On Chip).

Em eventos cientificos:

LOPERA S, MANSANO R Anti-sticking plasma treatment for PDMS/PDMS
Molding, Poster apresentado no XIV Latin American WorkshaopPtasma Physics.
Mar del Plata Argentina Nov. 2011

G.A. Cirino, S.A. Lopera, R.D. Mansano, A.N. Momagj, L.G. Neto Low-cost
Fresnel microlens array fabricated by a home-builtmaskless lithography system
que sera apresentado 1®PIE Optical Engineering+ Applications. San Diego
California, Ago. 2012
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ANEXO 2. COMPENDIO DE RECEITAS DE MICROFABRICACAO

Fabricacdo de Moldes por litografia

Na Tabela Al sdo resumidas as receitas para litaguéilizadas com os diferentes
fotorresistes a base de Novolak, usando para mg@gosmotor de aderéncia HMDS.

Espessura Tempo Dose

Nome do| desejada | Velocidade | Temperatura.| prebake | Exposicao

Resiste [um] [RPM] Prebake [°C] [S] [mJ/cnd]
AZ1518 1.6 3500 100 60 300

S1318 1.8 4000 105 60 140

S1827 2.7 4000 105 90 200
STR1045 4.5 3000 105 120 350
STR1045 8 900 105 180 600
AR3320 18 2000 100 600 4000

O tempo de revelacao, usando o revelador MIF30@ padar de acordo com o tipo de
estruturas e a espessura, indo de 10 segundosgtaruras abertas com resistes finos,
até 4 minutos para estruturas estreitas em caneagassas.

Apoés a litografia os moldes séo curados a 130°C5porinutos para aumentar sua
resisténcia mecanica ou a 200°C por 30 minutos ngditsir o resiste e obter arestas
suaves para valvulas pneumaticas.

Fabricacdo de moldes de SU8 de dois niveis

* Limpeza da lamina de vidro em solucao piranha &:4:0,:H,SO, por 10 min,
enxaguando antes e depois em agua DI por 5 mirusgzando em chapa ou
estufa a 200°C.

+ Evaporacdo de uma camada de aluminio ~1000 A dsssa.

» Litografia e corrosdo do aluminio para transferimascara do segundo nivel.
Utilizando o fotoresiste AZ1518 ou equivalente e@er em HPO,;:HNO3:H0
80:5:5

* Aplicagéo e cura de uma camada de 5um de SU8 (80%8-20s a 3000RPM)
precura a 95° por 5 minutos exposicdo 200 nfl/cuna pés exposicdo 130° 5
min.

* Aplicacdo da camada de 50um de SU8-2050 3000RPapoeacao do solvente
a 95°C por 15 min.

e Litografia da camada de 50um com a Mascara | (6409n2), cura poés
exposicao 2 min a 65°C seguido de 5 min a 95°@elRedo ~ 3 minutos.

* Aplicacdo da camada de 300pum SU8-2050 500RPM

» Evaporacéao do solvente a 95°C por 4 horas (cohrxgosicao a luz )
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* Exposicao da lamina pelas costas (3600mJ/cm2)
e Cura a 65°C 2 minutos e 150°C por 15 minutos cdriaegento lento.
* Revelacdo em PMGA por 2h.

Moldes para nanocanais

» Litografia de micropatrones com o resiste AZ1518.

* Aplicacdo de uma camada de PDMS por spinning a RN

e Cura em chapa quente a 100°C por 10 minutos.

» Destacar o filme de PDMS e colocar sobre uma camedeZ1518
« Expor através do PDMS com uma dose entre 50 e I0fhn.

* Revelar cuidadosamente.

Solda quimica ativada por plasma

(Para duas pecas de PDMS ou PDMS sobre outrosiamtmo vidro, Silicio, Oxido
de silicio, pasta vitrea. )

e Limpar as amostras *

» Carregar as amostras no reator **

e Bombear a cémera por 2-5 minutos (se a linha degéaio estiver
despressurizada ativar as valvulasMassflowpara bombear também a linha de
gas)

» Abrir o cilindro de oxigénio e ajustar o regulagon 5 PSI.

e Ajustar a vazao para obter uma presséo aproximad@@ mTorr

» Ligar a fonte de alta tenséo e ajust™aviat até obter 30mA (aprox. 600V).

e Deixar o plasma agir por 50s.

» Desligar a fonte de alta tenséo, fechar a entradgdes e 0 bombeamento.

+ Com a valvula manual de ventilacdo fechada ativahave deVent e abrir
lentamente a valvula manual.

» Abrir rapidamente a tampa do reator e colocar emato as amostras.***

» Garantir contato conforme sem exercer pressao €@ssd que possa colapsar
0s canais.

» Colocar as amostras sobre a chapa quente a 100°3otinutos para promover
a unido irreversivel.

Nota:

*Se 0 PDMS esté recém moldado basta garantir quéendéa particulas, enxaguando
com alcool isopropilico seguido de agua DI ou limgam uma fita adesiva que se
grude as particulas e as remova.

Se o PDMS tem sido exposto ao ambiente por varassdevera limpar-se a superficie
com HCL diluido 1:5 em agua DI por 10 minutos, equalos e secados antes de
proceder a solda.

** Se as amostras a soldar sao leves podem searactds sobre um vidro para evitar
que sejam sopradas ou deslocadas quando ventdanara para quebrar o vacuo.
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*** Quando precisar alinhar estruturas pequenasees$ camadas aplicar etanol puro
com um spray sobre as superficies ativadas e alinteliatamente, deixando secar o
alcool com as partes imobilizadas.

Solda por difuséo de catalisador

* Prepar misturas de PDMS em propor¢cbes 1:20 e l:Tatigisador para
polimero base.

* Moldar as misturas em moldes separados, geralnergeoporcdo 1:20 é
utilizada para a camada fina que permanece no namideanto que a mistura
1:5 € moldada com uma espessura maior para fasilitamanipulacéo.

e Ambas as partes sdo curadas em chapa quente a@0¥@mnmpos devem ser
ajustados de acordo a espessura e as caractsrékiicaolde.

* Uma ou ambas as camadas sao destacadas do moldeaglas em contato com
a outra superficie a soldar.*

* O conjunto é aquecido até 120°C para completaraadtrante 30 minutos.**

*Se s6 uma das camadas € destacada do molde sofriencolhimento de 1.5% que
deve ser compensado no projeto dos moldes. Se amlEmmadas sdo destacadas dos
moldes antes de colocadas em contato ndo € reguweddmpensacao entre os tamafos
do moldes.

**Quando precisar alinhar estruturas pequenas eagreamadas aplicar etanol puro
com um spray sobre as superficies ativadas e alidb&xando secar o alcool com as
partes imobilizadas antes de proceder a etapadealra.

Fabricacéo de dispositivos hibridos LTCC-PDMS

» Laminacéao de trés folhas de LTCC a 80° por 5 ms(Bdoneladas de pressao).
» Serigrafia de camada vitrea para soldar o PDMSd{es passadas) *

* Usinagem do laminado para fabricar os dois nivei$ €CC

* Laminacgé&o dos dois niveis de LTCC a 80° por 1 miBttoneladas de presséo)
» Serigrafia de camada soldavel para colocacao cectmnes fluidicos

* Sinterizacéo do dispositivo (30 min a 350°C + 3@ @i850°C com rampas de
10°C/min).

» Colocacao por rotacdo de uma camada fina de PDM® swn suporte flexivel
(transparéncia ou PDMS tratado).

e Cura do PDMS a 90° em estufa por 15 minutos.

» Ativacgédo e solda do dispositivo em LTCC sobre o FDM

» Retirada do suporte flexivel

» Ativacao e solda de uma laminula de vidro sobreteadace do PDMS.

* Solda com estanho dos tubos para entrada e saldpidie.

* E importante serigrafar a camada vitrea antefazier a usinagem para evitar entupir
0S canais com a pasta.
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ANEXO 3. DESCRICAO TECNICA DO EQUIPAMENTO
LITOGRAFICO DESENVOLVIDO

A seguir é descrito detalhadamente o sistema éfmgr desenvolvido, o qual se baseia
em um sistema optico de projecdo com elementos muesapara controle da luz e
circuitos eletrénicos para geracdo da imagem eaantodo o sistema desde o PC via
porta USB.

Sistema optico-mecanico
O sistema se compde de uma torre de projecao gaenga imagem reduzida sobre um

substrato colocado sobre um sistema mecéanico dedvea como € apresentado na
Figura A.2.1.

Torre de
projecio

| Sistema de
{ varredura

Figura A2.1 Representacao 3D dos sistema litografic

Ao interior da torre encontra-se uma lampada decimier que ilumina um chip de

micro espelhos extraido de um projetor DLP da Optoque consiste em 800x600
micro espelhos eletromecanicos que podem ser odi@seantre duas posicoes
angulares, fazendo com que a luz que incide sdbee possa ser refletida em duas
direcbes diferentes dependendo do estado l6gictada espelho. A matriz de micro
espelhos ao ser re-aproveitada de um projetor deoyiaceita um sinal RGB em
diferentes formatos padrdo que € convertida emdestabinarios para cada
microespelho.

Na configuracdo projetada a luz refletida em umsa piasicdes dos microespelhos é
coletada por duas lentes objetivas de reducédoeegrado como um ponto brilhante

sobre o substrato, em quanto que para a outragomoai¢uz bate sobre a carcaca do
sistema e é atenuada, aparecendo como um pontm asgusubstrato. Assim uma

imagem preta e branca enviada ao circuito do mojabdula a distribuicdo de radiacao
UV no plano do substrato.

No sistema optomecanico é incorporado também unespaiho mével e uma camera
CMOS para capturar uma imagem do substrato queitpeajustar o foco do sistema e
alinhar a imagem projetada com alguma estruturagiggreente gravada no substrato.
Para este sistema de imagem foi instalada tambéanrada de filtros que insere um
atenuador com filtro UV para iluminar a capturaim@gem sem expor o fotoresiste.
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Esta roda de filtros ao igual que a camera e & lebjetiva sdo movidas com motores
de passo.

Na Figura A2.2 é apresentado um esquema dos comesnépticos e mecanicos ao
interior da torre de projecéo.

roda de filtros colimadoras  projetor
kY |

uv

espelho
~ movil

<, lentes
objetivas

sistema de ——
foco
Figura A2.2 Componentes da torre de projecéao.

O sistema de controle de foco foi construido coasdthapas finas de agco mola a modo
de guia flexivel, deformadas por uma alavanca eragar por um parafuso
micrométrico unido a um motor de passo, como mdstra Figura A2.3.

Figura A2.3 Desenho 3D do sistema de controle de fo
Com este sistema a lente objetiva pode ser deslogadse verticalmente com um
percurso de 6 mm para ajustar o foco a diferergjgsssuras de substrato ou fotoresiste.
O semiespelho para captura de imagem é comandadarpservo motor Futaba de

aeromodelismo para permitir sua retirada durantex@osicdo para ndo atenuar a
radiacdo UV. Na Figura A2.4 é apresentado um des8blde este modulo.
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Figura A2.4 Desenho esquematico do modulo de seeiles

Circuito de comando dos motores de passo

Cinco motores de passo sdo comandados no sistemeaiico, um para o sistema de
foco, outro para a roda de filtros, outro que desk webcam e dois mais para controlar
a rotacdo do substrato e deslocar a bandeja da-pabstrato. Para comandar estes
motores foi projetado um unicdriver multiplexado composto por 9 transistores
darlington, sendo 4 PNP para as fases dos motoineslares e 5 NPN para selecionar o
motor desejado. Todos o0s transistores sdo optcabmpl e conectados ao
microcontrolador central usando um multiplexador.

Na Figura A2.5 é apresentado o circuito esquematmanddulo de poténcia dos
motores de passo, sinalizando a fungéo dos traresst

Motores 4 e 5 Motor1 Motor Motor3
I |

2 1R

Fo—meer

Selecio
do
motor

Chaveamento
de fases

Figura A2.5 Circuito esquematico do modulo de patpara motores de passo
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Na Figura A2.6 é apresentado o projeto da placardeito impresso do anterior
circuito.
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Figura A2.5 Desenho do PCI do circuito de potépeaia motores de passo.

Circuito de controle central

A os sistemas mecéanicos movidos por motores de fassm adicionados sensores de
fim de percurso para referenciar a posicao absdkitzada elemento, estes sensores séo
recebidos pela placa de controle central composta ym microcontrolador
PIC18F4550 que se interfasa ao PC via USB e reosbeomandos para gerar as
combinacgdes de cada motor.

O circuito central se encarrega também de ativatéoque acende o projetor e mover o
servo motor do semiespelho e foram também adicamddas entradas analdgicas para
um sensor ultravioleta e um sensor de temperatgerean adicionados a lampada de
mercurio como protecao. Na Figura A2.6 é apresemacircuito esquematico da placa
de controle central e na Figura A2.7 o layout doutio impresso equivalente.
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Figura A2.7 Placa de circuito impresso do contoeletral.

A seguir o codigo do microcontrolador central (iagem Préton-Basic 3.5):

Device = 18F4550

XTAL =48

Declare ADIN_RES 10

Dim P_ON As PORTC.0
Dim P_EN As PORTE.2

Dim SERVO_EN As PORTC.1

Dim SERVO_OUT As PORTC.2
Dim MOTOR_EN As PORTB.1

Dim SIGNOS  As Byte

Dim CSTEP  As Byte

Dim stopflag  As Byte

Dim stopflag2 As Byte

Dim limited ~ As Bit

Dim aborted  As Bit

Dimsign  As Bit

Dim VAR1 As Word

Dim OUT_BUFFER As String * 20
Dim IN_BUFFER As String * 20

DimCNTR  As Word

Dim PTIME  As Word

Dim MSTATUS[6] As Byte
Dim SQNC[4] As Byte

Dim M_POSITIONI[6] As Word
Dim motor ~ As Byte

Dim Tmotor ~ As Byte

Dim NSTEPS ~ As Word
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Dim THETA  As Word
Dim MPOS As Byte
Dim TEMP As Word
Dim POWER  As Word

Symbol f_IN =0
Symbol f_OUT = 600
Symbol filter = 1
Symbol focus =2
Symbol camera = 3
Symbol ThetaM = 4
Symbol stage =5
Symbol fspeed = 10
Symbol cspeed = 10
Symbol sspeed = 10
Symbol zspeed = 10

Input PORTD
Input PORTA.O
Input PORTA.1
Output PORTB
Output P_ON
Output P_EN
PORTB= 253

SQNCI0]= %011100 'SEQUENCIA DE

COMBINAGOES PRO MOTOR
SQNC[1]= %011001
SQNC[2]= %001101
SQNC[3]= %010101
SIGNOS=0

MPOS=0

PTIME=20

For CNTR=0To 4
MSTATUS[CNTR] =0
M_POSITION[CNTR] =0
Next

Low SERVO_EN
Low MOTOR_EN

'CONFIGURA_(;AO DO USB E SUAS
INTERRUPGCOES

USB_DESCRIPTOR = "MyUSBHIDDESC.inc"
USBIN_AUTO_POLL = OFF
USBOUT_AUTO_POLL = OFF

Symbol USBBufferSizeMax = 8

Symbol USBBufferSizeTX =8

Symbol USBBufferSizeRX =8

Dim USBBuffer[USBBufferSizeMax] As Byte
Dim PPOQ As Byte SYSTEM ' USBPOLL status
return

Symbol CARRY_FLAG = STATUS.0

Symbol ATTACHED_STATE=6 'is USB attached
Symbol TRNIF = UIR.3 "low if USB Busy
Dim TIMER1 As TMR1L.Word

Symbol TimerPreload = $A23F ' approx 2ms

ON_HARDWARE_INTERRUPT GoTo
USBServicelnterrupt
GoTo ProgramStart

USBServicelnterrupt:
"don't poll USB if it's busy...
btfss TRNIF
bra Exitnterrupt

' poll the USB interface...
Call (Check@BusStatus)
Call (Driver@Service)

' clear interrupt flag and exit...
Exitinterrupt:

bcf PIR1,0

TIMER1 = TimerPreload

retfie fast

"* FIN DA CONFIGURAGAO usb
ProgramStart:
GoSub AttachToUSB
"turn on interrupt timer...
TIMER1 = TimerPreload
T1CON = %10000001
ADCON1= %00001101
ADCON2= %10001000
PIE1 = %00000001
overflow interrupt
INTCON = %11000000 ' enable global and
peripheral interrupts
TRISB=0
" TRISd=0

"enable TMR1

'* main program loop *

Thkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkhkhkhkkhkhhkkhkkkk

StrN USBBuffer =" ok "
USBBuffer[6] = 20
USBBuffer{7] = 20

GoSub DoUSBOut

MONITOREO:
Low MOTOR_EN

GoSub DoUSBIn

Select Case USBBuffer[0]

Case "A"
GoSub SERVO_SKIP

Case "B" " beamspliter move
THETA.LowByte =USBBuffer[3]
THETA HighByte=USBBuffer[4]
GoSub SERVO_MOVE

Case "C"

HRSOut Str USBBuffer\8
StrN USBBuffer ="okmen"
USBBuffer[6] = 20
USBBuffer{7] = 20
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GoSub DoUSBOut THETA HighByte=USBBuffer[4]

DelayMS 500 GoSub m_move
Case "D" Case 40
HRSin Str USBBuffer\8 sign=0
GoSub DoUSBOut THETA.LowByte =USBBuffer[3]
Case "E" THETA.HighByte=USBBuffer[4]
GoSub EXPOSE GoSub m_move
EndSelect
Case "F" 'goto filter in position
THETA=f_IN Case "P" 'projector on/off
stopflag =3
stopflag2=3 Select USBBuffer[1]
motor=filter Case 10
PTIME=fspeed Low P_ON
GoSub m_move Low P_EN
Case 20
Case "G" High P_EN
USBBuffer{0] = motor DelayMS 500
USBBuffer[1] = PTIME High P_ON
TEMP= M_POSITION[motor] DelayMS 5000
USBBuffer[2] = TEMP.LowByte Low P_ON
USBBuffer[3] = TEMP.HighByte EndSelect
TEMP= M_POSITIONJ0] EndSelect
USBBuffer[4] = TEMP.LowByte
USBBuffer[5] = TEMP.HighByte StrN USBBuffer ="ready"
USBBuffer[6] = stopflag USBBuffer{6] = 20
USBBuffer{7] = stopflag2 USBBuffer{7] = 20
GoSub DoUSBOut GoSub DoUSBOut
Case "H" GoTo MONITOREO
GoSub GOHOME T
SERVO_MOVE:
Case "L" 'lamp state read M_POSITION[0]=THETA
" infloop: High SERVO_EN
POWER= ADIn 1 CNTR=0
DelayUsS 2 While CNTR<=50
TEMP = ADIn 0 CNTR=CNTR+1
USBBuffer[0] = POWER LowByte Servo SERVO_OUT, THETA
USBBuffer[1] = POWER HighByte DelayMS 20
USBBuffer[2] = TEMP.LowByte Wend
USBBuffer[3] = TEMP.HighByte Low SERVO_EN
USBBuffer{6] = 10 Return
USBBuffer(7] = 10 T
GoSub DoUSBOut SERVO_SKIP:
' GoTo infloop High SERVO_EN
Case "M" 'motor move CNTR=0
If USBBuffer[5]>0 Then PTIME=USBBuffer[5] While CNTR<=50
motor = USBBuffer[1] CNTR=CNTR+1
stopflag = USBBuffer[6] Servo SERVO_OUT, 2000
stopflag2= USBBuffer{7] DelayMS 20
Select USBBuffer[2] Wend
Case 20 Low SERVO_EN
NSTEPS.LowByte =USBBuffer[3] Return
NSTEPS.HighByte=USBBuffer[4] Y,
GoSub DEC_NSTEPS
Case 10 INC_NSTEPS: '(INCREMENT MOTOR, Nsteps, With
NSTEPS.LowByte =USBBuffer[3] Ptime pause)
NSTEPS.HighByte=USBBuffer[4] MPOS= MSTATUS[motor]
GoSub INC_NSTEPS For CNTR=0 To NSTEPS-1
Case 30 limited=GetBit PORTD,stopflag
sign=1 If limited=1 Then Break
THETA.LowByte =USBBuffer[3] Inc MPOS
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If MPOS>=4 Then MPOS=0

Low MOTOR_EN

PORTB= SQNC[MPOS]+32*motor
High MOTOR_EN

DelayMS PTIME

If M_POSITION[motor]= 0 Then
ClearBit SIGNOS,motor
Inc M_POSITION[motor]
Else
If GetBit SIGNOS,motor = 0 Then Inc
M_POSITION[motor]
If GetBit SIGNOS,motor = 1 Then Dec
M_POSITION[motor]
EndIf

Next

Low MOTOR_EN
MSTATUS[motor]=MPOS
Return

Vi

DEC_NSTEPS: '(INCREMENT MOTOR, Nsteps,
With Ptime pause)

MPOS=MSTATUS[motor]

For CNTR=0 To NSTEPS-1
limited=GetBit PORTD,stopflag2
If limited=1 Then Break

If MPOS=0 Then MPOS=4
Dec MPOS
Low MOTOR_EN
PORTB= SQNC[MPOS]+32*motor
High MOTOR_EN
DelayMS PTIME
If M_POSITION[motor]= 0 Then
SetBit SIGNOS, motor
Inc M_POSITION[motor]
Else
If GetBit SIGNOS,motor = 0 Then Dec
M_POSITION[motor]
If GetBit SIGNOS,motor = 1 Then Inc
M_POSITION[motor]
EndIf

Next
Low MOTOR_EN
MSTATUS[motor]=MPOS

Return
Vi

EXPOSE:

GoSub SERVO_SKIP
THETA=f_IN
stopflag =3
stopflag2=3
motor=filter
PTIME=fspeed

GoSub m_move
Return
Vi

m_move:
If GetBit SIGNOS,motor=sign Then
NSTEPS=Abs(M_POSITION[motor]-THETA)
[f NSTEPS=0 Then Return
Select sign
Case 0
If M_POSITION[motor][<THETA Then
GoSub INC_NSTEPS
Else
GoSub DEC_NSTEPS
EndIf
Case 1
If M_POSITION[motor][<THETA Then
GoSub DEC_NSTEPS
Else
GoSub INC_NSTEPS
EndIf
EndSelect
Else
NSTEPS=Abs(M_POSITION[motor]+THETA)
If NSTEPS=0 Then Return
If sign=0 Then
GoSub INC_NSTEPS
Else
GoSub DEC_NSTEPS
EndIf
EndIf
Return
Vi

GOHOME:
motor=filter
stopflag=6
NSTEPS=600
GoSub INC_NSTEPS
motor=camera
stopflag=0
NSTEPS=3000
GoSub DEC_NSTEPS
NSTEPS=1000
GoSub INC_NSTEPS
motor=focus
stopflag=3
NSTEPS=10000
GoSub DEC_NSTEPS
NSTEPS=3000
GoSub INC_NSTEPS
motor=stage
stopflag=4
NSTEPS=10000
GoSub INC_NSTEPS

Return

*kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhhkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkx

' * receive data from the USB bus *
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' Return

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkhkkhhkhhkhkkhkkkkkkkkkkhkkk

DoUSBIn: !

USBIn 1, USBBuffer, USBBufferSizeRX, DoUSBIn

Return ' * wait for USB interface to attach *
e e e e e ok e ok ok e o o e ek ek e ek ek e ke ok ke e e ek e ek e ek ek e e ke e ke ek ek ke ek ek ke ke ok AttaChTOUSB.
"* transmit data * Repeat

USBPoll

DoUSBOut: Until PP0 = ATTACHED_STATE

USBOut 1, USBBuffer, USBBufferSizeTX, Return
DoUSBOut

Circuito eletronico para alimentacédo da lampada

Foi projetado um circuito para alimentar a lampal#a arco utilizada no sistema
litogréfico, o circuito utiliza um SCR para chaveaetapa de retificagcdo de uma fonte
DC para manter a corrente constante sobre a lampadgigura A2.8 € apresentado o
esquema de controle de corrente constante.

D O
3
=+

jﬁ\—a—@—ajt_ 4

o ¢

Figura A2.8 Esquema de controle de corrente da forcipal.

O controle é feito controlando o angulo de dispd@oSCR para recortar a por¢cao da
onda que é aplicada ao primario do transformadm®sando mais ou menos energia ao
secundario para manter a corrente media constarlenpada. Para fazer o controle de
fase é utilizado um microcontrolador que recebenal dde passagem pelo zero da
entrada e espera um tempo calculado em funcao rdoeatre o valor medido da
corrente e o valor desejado, para emitir um pulsoajiva a condugéo do SCR a maior
o tempo esperado menor a porcao transmitida.

Além da fonte principal foi acrescentada uma foréie regulada de 380V (1A) e uma

fonte de alta tensdo para a ignicdo da lampadaasnfdoricadas com cascatas
dobradoras de tensao.

A seguir o codigo do microcontrolador na linguadg@mton-Basic 3.5:

' Programa para controle de corrente alternada ou DC com triac ou SCR
" Por Sergio Lopera
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" O programa é baseado no controle de fase de disparo de un triac ou SCR
" realimentado por um sinal ADC que pode representar tens&o,
' corrente 0 poténcia.

" No projeto original o sinal de corrente entra por GPI0.0
" e outro sinal (Tens&o da fonte) entra por GPIO.1.

" O primeiro sinal trata de ser mantido em 2,5V

" aumentando o diminuindo a fase de disparo.

' Os sinais AD s&o enviados serialmente 19200 Baudios
' para um possivel médulo de display externo.

Device 12F675

DelayMS 500

Declare RSOUT_PIN GPIO.5

Declare SERIAL_BAUD 115200

ANSEL = %00000011 ' configuragéo de entradas ADC e
CMCON= %00001111 ' comparadores dés-habilitados
ADCONO = %10000000

INTCON = %10001000 ' habilito interrup¢éo por cambio em pino
|0C= %00001000 ' seleciono o pino que gera a interrupgao
Input GP10.3

Symbol dataout = GP10.5 ' Transmisséo serial de valores ADC 0-1023 decimal string
Symbol RELAYOUT=GPIO.4 " acende a fonte de 380V e a de alta tens@o

Symbol triac = GPI0.2 ' comuta o Triac (a traves do optotriac MOC3061)

Symbol plim = 8100 " limite de tempo de disparo 8200

Symbol setpoint=512 ' setpoint aproximadamente 2.5V

'Variaveis:

Dim tosend As Byte
Dim ptime As DWord
Dim current As DWord
Dim voltage As DWord
Dim erro As DWord
Dim cntr As Word

High RELAYOUT " iniciar a lampada
DelayMS 2000 ' calentar unos 2s
cntr=0

On Interrupt GoTo dopulse “a interrupgéo se produz com a passagem da onda pelo zero.
ptime=0

forever:
current=ADIn 0 * Atualizar continuamente os valores AD
DelayUS 10
voltage=ADIn 1
DelayUS 10
GoTo forever

Disable

dopulse: ‘aqui comega a rotina da interrupgao para gerar pulsos
erro=current - setpoint
If current < 100 Then High RELAYOUT “habilitar o desabilitar a fonte de 380V dependendo da corrente
If current > 600 Then Low RELAYOUT

If voltage > 700 Then ‘ Duplo controle por tempo e por limite de tens&o.
ptime= ptime-700+voltage

Else

ptime=ptime+erro

Endif

If ptime>=plim Then ptime = plim
If ptime<=1500 Then ptime=1500
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Interfase

Low triac ' seqliéncia de dois pulsos de 100us separados 200us
DelayUS ptime ' parte positiva da onda
High triac

DelayUS 100

Low triac

DelayUS 200

High triac

DelayUS 100

Low triac

If tosend="1" Then

RSOut "I",current.LowByte,current.HighByte

tosend="V"

Else

RSOut "V",voltage.LowByte,voltage.HighByte

tosend="|"

Endlf

DelayUS 1000 ' sequiéncia de dos pulsos de 100us separados 200us

High triac ' parte negativa da onda
DelayUs 100

de controle no PC

Foi criado um software em VisualBasic 6.0 para mge os sistema de litografia

composto por um médulo de tratamento de imagemdrates de posicionamento para
os diferentes motores, e variaveis para configtredralnos de exposi¢cdo em arranjos
retangulares podendo mudar as condicfes de expasigito de cada frame projetado.
Na Figura A2.9 é apresentada a interfase grafiassdéario do software de litografia.
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Figura A2.9 Interfase grafica de usuario do sistdmétografia.
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O programa comanda a inicializagdo dos componelttesstema de litografia, acende
0 projetor, e permite colocar ou retirar o filtraoesemiespelho do caminho Gtico. A
interfase possui uma janela posicionada na areealalho estendida correspondente a
uma segunda placa de video instalada no PC comedi@iamente ao projetor, com o
gual pode ser controlada a imagem projetada emrmhoento pelo sistema.

Uma janela de configuragao (Figura A2.10) permégegar uma imagem em formato
BMP que pode ser binaria ou em escala de cinzaamerte em arranjos de matrizes
segundo os parametros de nimero de tons escolmdaserfase.

3. Mask Load

Fragment Mosaic ]

Image Size T " |EEIEI

Exp Time |_BED_EI_ 3 Latitud 0 oum

= Half t =
Biappats ®E - s alf tone 2 Lewels  [100Levels Comp. =] = I

— - TIME i -
SeanSteps  [X [z50  [¥ [0 Farametar Sweap EI 0 ¥l = Cancel
Focus xi a0 W 0

=3 Mask size 5] T

Lens 1 -

Figura A2.10 Janela de definicdo da mascara atproje

Uma vez carregada a imagem a ser exposta podersggurada uma varredura X, Y

repetindo a mesma imagem com incrementos constaatggsicdo dos motores de
varredura definidos pelo usuario como nimero degsae podem ser configurados
também incrementos no tempo de exposicéo e najgoogggtical da lente objetiva, para
facilitar varreduras de exploracdo para achar okores parametros de trabalho do
sistema para cada estrutura e fotorresiste utdizdth figura A2.11 é apresentada a
janela de configuracéo da varredura.
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Figura A2.11 Janela de configuracéo da varredura.

Sistema de varredura

Para o sistema de varredura foi utilizado uma me¥aTheta da Kensington
LaboratoriesModelo 6000 comandada por motores DC e realimantadhencoders
Oticos de sinal senoidal o qual foi re-aproveitddaim equipamento em desuso, mas do
qual ndo se tinha nenhudmiver. Foi desenvolvido um circuito microcontrolado para
cada eixo do sistema XY, gque recebe os sinais gicak dosencoderse os interpola
para calcular a posicdo absoluta do sistema eatantia PWM a corrente e sentido do
motor DC usando a ponte H de transistores L298.

O encoderdtico gera dois sinais senoidais defasados 908 efgs (Seno e Cosseno)
com periodo de 2Qm, a partir dos quais pode ser interpolada a posic8entido de
deslocamento do sistema. Tipicamente este tipoirgesssao processadas em duas
etapas, uma etapa de aproximacdo, passando oS garatircuitos comparadores que
geram uma versao digital das ondas para contagpiar@lo niumero de periodos
deslocados e uma interpolacédo fina para extraimlorvdo arco tangente ou uma
aproximacdo de esta funcdo. Na Figura A2.12 sdesaptados os tipos de sinais
gerados a partir dencoderdtico.

sensores ~ Cos  SIN

N

inefrpolat?;é'lo : |
' PkrcTﬁ;N

6 | 10 20 30 40
Figura A2.12 llustracdo dos sinais obtidos comandar.
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Os sinais digitais que saem dos comparadores attwaoitos de deteccao de direcao
baseados em flip-flops que geram um pulso para gadeodo detectado em um
determinado sentido.

No circuito desenvolvido os sinais descodergassam por um buffer e sdo capturados
por entradas ADC do microcontrolador ao tempo @aepsocessadas com um detector
de cruze por zero cor8mith-Triggere excitam um flip-flop de contagem em cada
sentido. Na Figura A2.13 é apresentado o circitpuematico ddriver desenvolvido.
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" Pic 18F452

Figura A2.13 Circuito esquematico do driver desénsgo para o sistema XY

A partir dos diferentes sinais extraidos descoderse considerando comandos
recebidos via serial do computador e via analédeam joystick o microcontrolador
calcula os valores de modulacéo de largura de gBMEM) que devem ser enviados a
ponte H para ajustar a posicdo do motor. Na Fig&xd4 € apresentado o layout da
placa de circuito impresso projetada padaiver desenvolvido.

Figura A2.14 Desenho do circuito impresso parawedde cada eixo do sistema XY

A seguir o codigo desenvolvido para o PIC que ctairada eixo:

Device 18F452 Declare CCP1_PIN PORTC.2 'PWM OUT

XTAL =4 Dim INBUFFER[8] As Byte 'COMAND BUFFER
Dim botao As Bit

Dim VAR1 As Byte Dim sens As Word

Dim integrals As DWord
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Dim kp As DWord

Dim ki As DWord

Dim ad0in As DWord

Dim bypass As Bit

Dim ypidant As DWord
Dim kinic As DWord

Dim mvelocityant As DWord
Dim mvelocityn As DWord
Dim der As DWord

Dim kp2 As DWord

Dim ki2 As DWord

Dim kd2 As DWord

Dim inv As DWord

Dim div As DWord

Dim abspos As DWord
Dim inv2 As Byte

Dim kd As DWord

Dim vlim As DWord

Dim velcom As DWord
Dim mpositiont As DWord
Dim velact As DWord
Dim accel As DWord

Dim pos As DWord

Dim integral As DWord
Dim mvelocity As DWord
Dim countpos As Byte
Dim antpos As DWord
Dim UpCount1 As DWord
Dim DnCount1 As DWord
Dim upcount As Word
Dim dncount As Word
Dim position As DWord
Dim mposition As DWord
Dim fposition As DWord
Dim u0 As DWord

Dim ypid As DWord

Dim poserror As DWord
Dim u1 As DWord

Dim bpwm As DWord
Dim cpwm As Byte

Dim fase As Bit

Dim neg_move As Bit
Dim move_in_progress As Bit
Dim saturado As Bit

Dim proxmais As DWord
Dim proxmenos As DWord
Dim velim As DWord

Dim flatcount As DWord
Dim mode As Byte

Dim ypwm As DWord
Dim command As Byte ' SERIAL COMMAND
Dim indata As Byte

Dim PWMV As Byte

Dim pwmval As DWord
Dim freq As Word

Dim freq2 As Word

Dim DATOS_1[8] As Byte
Dim inpbuf[8] As Byte
Dim antpos2 As DWord
Dim countpos2 As DWord
Dim i As Byte

Dim kpi As DWord

Dim kdi As DWord

Dim kii As DWord

Dim phase1dist As DWord
Dim ud As DWord

Dim timer1 As TMR1L.Word
Dim TEMO As DWord

Dim kr As DWord

Dim s As Byte

Dim direcao As Bit

Dim cposition As DWord
Dim Ad As Bit

Dim Bd As Bit

Dim A As DWord

Dim B As DWord

Dim npos As DWord

Dim mposition2 As DWord

Declare ADIN_RES 10 ' 10-bit result required
Declare ADIN_TAD FRC  'RC OSC chosen
Declare ADIN_STIME 50

Symbol Aan =0

Symbol Ban =3

Symbol joystick=1

Symbol Adig = PORTD.0
Symbol Bdig = PORTC.1
Symbol sense= PORTB.0
Symbol GIE = INTCON.7
Symbol TMR1IF = PIR1.0
Symbol index = PORTD.1
Symbol DATA_OUT=PORTC.6
Symbol DATA_IN=PORTC.7

SerOut DATA_OUT, 84,[13, 10, " Ready "]

"void InitVars
i=0

kp=50

ki=2

kd=650

kr=0

s=0

kp2 = 200
ki2=30
kd2=0

der =0
countpos2= 0
antpos2 =0
kinic =0

pos =0
countpos =0
bypass =0
antpos=0
abspos=0
vlim=70 'maximum pwm val
velcom=0
velact=0
accel=10
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sens =1

freq= 400
u1=0

u0=0

GoSub ZERAR
mode=10

Strinpbuf ="t

" InitPorts

While GIE=1 : GIE=0 : Wend
'desabilito interrupgdes
TRISA=%11111111
ADCON1= %10000100

TOCON = %10101000
T1CON = %10000001
T3CON = %00000111

CCP1CON = %00001111
INTCON = %11000000
PIE1 = %00000001
PIR1=0

Input index

'Enable tmr1 interrupt

TMROH=0
TMROL=0
TMR3H=0
TMR3L=0
GIE=1

GoSub centralizar

On Interrupt GoTo servolSR
MAIN:

Serln DATA_IN,84,1, MAIN [indata]
" SerOut DATA_OUT,84,[indata]
Select indata

Case "T"

If mode=0 Then

mode=10

Else

mode=0

EndIf

Case "Q"
inpbuf[0]="2"
GoSub DoCommand
Case 13
GoSub DoCommand
Case Else
inpbuffi]=indata
i=i+1
Ifi>7 Then
Str inpbuf ="00000000"
i=0
EndIf
EndSelect

GoTo MAIN

DoCommand:

'SerOut DATA_OUT,84,[Str inpbuf]

i=0

Select inpbuf[0]

Case "A" 'SET ACCEL PARAMETER
accel=Val(inpbuf,Dec)

Case "a"

SerOut DATA_OUT,84,[" accel=",Dec accel]

Case "D" 'SET Kd PARAMETER
kd=Val(inpbuf,Dec)

Case "d"
kd2=Val(inpbuf,Dec)

Case "F" 'SET FREQUENCY
freq=Val(inpbuf,Dec)

Case "f" 'GET FREQUENCY

SerOut DATA_OUT,84,["freq=", Dec freq]

Case "I" 'SET Ki PARAMETER
ki=Val(inpbuf,Dec)

Case "i" 'SET Ki2 PARAMETER
ki2=Val(inpbuf,Dec)

Case "K"

Case "L"

sens=Val(inpbuf,Dec)
Case "I"

SerOut DATA_OUT,84,[" sensibilidade do joystick
="Dec sens, 13, 10]

Case "M" 'MOVE TO X ABSOLUTE POSITION
HPWM 1,0,freq 'DETER O MOTOR

If move_in_progress = 0 Then

phaseldist = Val(inpbuf,Dec) 'QUANTIDADE A
MEXER EM MM

phase1dist = phase1dist*100

If inpbuf[1] = "-" Then

neg_move =1

SerOut DATA_OUT,84,[" neg_move ",13,10]
EndIf

fposition= phase1dist

If phaseldist <0 Then
neg_move =1
phase1dist = phase1dist *-1
Else
neg_move=0
EndIf
SerOut DATA_OUT,84,["movendo ",Dec fposition]
phase1dist= phase1dist/2
flatcount= 0
fase=0
move_in_progress=1
kpi = kp
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kdi= kd

kii =ki
mode= 1
TMROH=0
TMROL=0
TMR3H=0
TMR3L=0

EndIf

Case "P" 'SET Kd PARAMETER
kp=Val(inpbuf,Dec)

Case "p"
kp2=Val(inpbuf,Dec)

Case "R"

SerOut  DATA_OUT,84,[13,10,"  kp=", Dec
kp,13,10," ki=", Dec ki,13,10," kd=", Dec kd,13,10]
SerOut DATA_OUT,84,[13,13,10," kp2=", Dec
kp2,13,10," ki2=", Dec ki2,13,10," kd2=", Dec
kd2,13,10]

Case "S"

pos=0

GoTo centralizar

Case "T"

SerOut DATA_OUT,84,[" Pass "]

Case "V" 'SET ACCEL PARAMETER
vlim=Val(inpbuf,Dec)
vlim=vlim*100000
Case"V"
vlim=vlim/100000
SerOut DATA_OUT,84,[" viim=",Dec vlim]
vlim=vlim*100000
Case "X" 'RELATIVE MOVE COMMAND
(VERIFICAR)

HPWM 1,0,freq

If move_in_progress = 0 Then
phase1dist = Val(inpbuf,Dec)
phase1dist = phase1dist*100

If inpbuf[1] = "-" Then

If pos <0 Then
If Abs pos < phase1dist Then
abspos = Abs pos
neg_move=0
fposition = phase1dist - abspos
SerOut DATA_OUT,84,[" pos<TOGO "]
Else
neg_move =1
abspos = Abs pos
fposition =(abspos - phase1dist)*-1
SerOut DATA_OUT,84,[" pos>TOGO"]
Endlf
Else
fposition = pos + phase1dist 'EXTRANHO
fposition = fposition *-1
neg_move=1

SerOut DATA_OUT,84,[" pos>0, fpos=", SDEC
fposition, 13, 10]
Endlf
Else
If pos<0 Then
fposition = phase1dist + (Abs pos)
neg_move =0
SerOut DATA_OUT,84,["else inpbuf, pos<0"]
Else
If pos > phase1dist Then
fposition = (pos -phase1dist)*-1
neg_move =1
SerOut DATA_OUT,84,[" pos > phase1dist"]
Else
fposition = phase1dist -pos
neg_move=0
SerOut DATA_OUT,84,[" pos> phase1dist 2
else"]
Endlf
Endlf
EndIf

phase1dist= fposition/2

flatcount= 0

fase =0

move_in_progress=1

kinic = kp

SerOut DATA_OUT,84,["movendo",Dec
fposition,13,10]

mode= 1

Endlf

Case "Z"
HPWM 1,0,freq 'DETER O MOTOR
GoSub ZERAR

Case Else
EndSelect
Strinpbuf ="#it#HHHHHE"

Return

Yl

ZERAR:
move_in_progress=0
mode=10
upcount=0
dncount=0
UpCount1=0
DnCount1=0
TMROH =0
TMROL =0
TMR3H=0
TMR3L =0
neg_move =0
fase=0
integral=0
mvelocity=0
mposition=0
mpositiont=0
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position=0
fposition=position
cposition =0
ypwm = 0;

Return
Y

centralizar:

Ifindex =0 Then
While index =0
Low sense
HPWM 1,100,freq

Wend

While index = 1
High sense
HPWM 1,50,freq

Wend

HPWM 1,0,freq

GoTo MAIN
Else

While index = 1

High sense
HPWM 1,100,freq

Wend

While index =0
Low sense
HPWM 1,50,freq

Wend

HPWM 1,0,freq
EndIf
GoSub ZERAR
mvelocityant =0
Return

Disable
servolSR:
mvelocityant = DnCount1 - UpCount1

upcount.HighByte= TMROH
upcount.LowByte=TMROL
dncount.HighByte=TMR3H
dncount.LowByte=TMR3L

DnCount1 = dncount

UpCount1 = upcount

mvelocity = DnCount1 - UpCount1
mvelocityn = mvelocity-mvelocityant
mpositiont = mpositiont + mvelocityn
mposition2= mpositiont*4000

TEMO=mposition2/100

SerOut DATA_OUT,84,[SDEC DnCount1,"-",Dec

UpCount1," P", SDEC TEMO,13,10]

Ad= Adig
DelayUS 1
Bd= Bdig

A =ADIn Aan
DelayUS 1
B = ADIn Ban

A=A-470 'EXTRANHO

B=B-470

SerOut DATA_OUT,84,[" a/b= ", SDEC A,"",SDEC

B, 13,10]
div=0

If Ad = Bd Then
div=A+B

B=B*1000
npos = B/div

If Ad= 0 And Bd = 0 Then
npos = 2000-npos '3000

Else

npos = 4000-npos '1000

EndIf

Else
div=B-A
A =A*1000
npos = A/div
If Ad =0 Then

npos = 1000+ npos ' 4000

Else

npos = 3000+ npos ' 2000

Endlf
Endlf

mposition = mposition2 + npos

PIR1=0
PIE=1
PIE1=1

Resume ' Return to main program

Enable
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ANEXO 4. PROTOCOLOS E PROCESSOS BIOQUIMICOS
UTILIZADOS.

Protocolo para a suspenséo de esporos de stres@gelicolor

Por Klas Flardklas.flardh@cob.lu.se

1. Pick a single colony and streak on an SFM ptat@btain a confluent lawn of
mycelium. Incubate at 30°C 4-6 days until theralsindant sporulation (i.e. a grey
“powdery” surface of the mycelium).

2. Pour 10 ml sterile water on the plate. Re-sudpesh many spores as possible by
gently rubbing the surface with a sterile cottord or possibly inoculation loop).
Avoid disrupting the “mycelium” and getting pieces agar medium into your
suspension.

3. Pour into a glass vial or tube. Vortex violerftly a minute or so.

4. Pour into "filter syringe" (see below), and pubkk suspension through the cotton
plug into a centrifuge tube. (It was used a 60uasiut filter instead of the cotton).

5. Spin in a tabletop centrifuge 3000 rpm, 10 min.
6. Pour off supernatant and re-suspend spores li2Q% glycerol.

7. Spores can now be stored frozen at -80°C.

Protocolo para preparacéo de esferoplastos (por ks Renner)

Materials:

Modified Luria-Bertani medium 10g/L tryptone, 5gykast extract; 5g/L NacCl
Modified LB medium with Cephalexin final conc. 60hArgd- Cephalexin

1 M sucrose

1 M Tris-HCI adjust pH to 8.0

0.5mg/mL lysozyme solution

5mg/mL DNase

125mM EDTA solution adjusted to pH 8.0 with NaOH

Stop Solution 10mM Tris-HCI (pH 8), 0.7M sucroséniv MgCl2
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1. Prepare stock and working solutions;

2. Grow E coli strain from single colony overnigintd prepare a fresh culture (2mL)
diluting 1:100 or

1:50 in modified LB medium incubating at 37+C w0 rpm to an OD of 0.6{0.7;

3. Dilute fresh culture 1:10 at required OD in 4 of pre-warmed modi ed LB-
medium containing 60mg/mL Cephalexin;

4. Incubate culture at 37+C (30xC if “uorescentgrs are present) with 200 rpm for 2
to 4 h to grow E coli into filamentous cell typerdqwth time determines size of the
spheroplast)

5. After the required incubation 1mL of the cellspansions is harvested and
centrifuged at 3,000g for 1 to 2min in a 1.5mL Emerf tube;

6. The pellet is carefully resuspended with 500rhD.8M sucrose by inverting the test
tube;

7. Add subsequently: 30mL of 1M Tris-HCI (pH 8.@4mL of 0.5mg/mL lysozyme
(»20mg/mL

final conc.), 6mL of 5mg/mL DNase (»50mg/mL finainc.), 6mL of 125mM EDTA-
NaOH

(pH 8.0) (»1.3mM nal conc.), and mix immediatalpétween the additions;

8. Incubate for 5-10min at RT;

9. Add 100mL Stop Solution to terminate digestion;

10. Either use spheroplasts directly or freezeualies to -80+C; for re-use slowly thaw

aliquots solutions on ice.
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