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SISTEMA DE DETECGAO E QUANTIFICAGAO DE MATERIA BIOLOGICA
CONSTITUIDO POR UM OU MAIS SENSORES OTICOS E UMA OU MAIS
FONTES LUMINOSAS, PROCESSO ASSOCIADO E RESPECTIVAS
UTILIZAGOES

Campo da Invencéao

A presente invenc¢do relaciona-se com um novo sistema e
processo para andalise molecular de amostra ou solugao
agquosa de composto bioldégico, baseado em métodos
colorimétricos (detec¢do, quantificacdo e identificacgado).

O sistema & constituido por uma fonte luminosa
monocromdtica, controlavel, sensor Otico capaz de detectar
e quantificar as diferenc¢as colorimétricas produzidas por
solugdes contendo nanossondas de metal, sendo este
preferencialmente o ouro.

Estas sondas podem ser funcionalizadas por
oligonucleotideos complementares a sequéncias especificas
de ADN/ARN, proteinas, como por exemplo anticorpos e/ou
antigenos relacionados com determinada doenga, ou outra
amostra ou solucdo de composto bioldgico, e tem aplicagao
em vArias Areas da biotecnologia, incluindo a biomedicina.

Sumario da Invenc¢ado

A presente invengdo relaciona-se com um sistema e
processo para detecgdo e/ou identificacdo qualitativa e
quantitativa de amostra ou solugdao agquosa de composto
bioldégico, como por exemplo sequéncias especificas de
dcidos nucleicos presentes em amostras bioldgicas, que
quando funcionalizado com nanoparticulas de metal, muda a
sua gama de absorc¢do/emissdo em fungdo das reagdes gquimica.

O processo de detecg¢do e gquantificagdo baseia-se na

resposta de um fotossensor, singular ou integrado, baseado



10

15

20

25

30

2/42

na tecnologia de filmes finos de silicio amorfo,
nanocristalino ou microcristalino, e suas ligas, e também
nos novos ceramicos semicondutores ativos, amorfos e nao
amorfos, capaz de detectar oticamente a luz
absorvida/emitida.

Esta estrutura de fotossensor detecta e gquantifica a
variacdo de cox, associada a uma reﬁeréncia (sinal da fonte
luminosa) . Esta wvariagao de coxr & provocada Dpelas
nanossondas de metal, sendo este preferencialmente o ouro,
quando funcionalizadas com a amostra ou solugdo aguosa de
composto bioldgico, como por exemplo oligonucleotideos
complementares as sequéncias especificas de ADN/ARN gue se
pretende pesquisar.

A resposta de detecgdo corresponde a diferenga entre
os valores de referéncia (feixe de luz diretamente sobre o
sensor) e os valores apds introdugdo do liguido bioldégico.

Este sinal analdgico é devidamente condicionado pela
eletrdnica adequada e apresentado na forma analdgica ou
digital.

O sinal resultante, por escolha adeqguada do algoritmo
de calibracdo e corregdo, €& proporcional a concentragao da
amostra bioldgica funcionalizada com as sondas.

O referido sistema e processo de detecgdo e/ou
identificagao e gquantificagao resultante da analise
molecular da amostra ou solugdoc aquosa de composto
bioclédgico, tém aplicagdo na biotecnologia, incluindo a
biomedicina, como por exemplo, na quantificagdo e detecgdo
de sequéncias de acidos nucleicos presentes numa amostra
bioldgica.

Antecedentes da Invengdo
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Atualmente em muitas aplicag¢des de diagndstico clinico
e laboratorial de amostras bioldgicas pretendem-se sistemas
simples, de baixo custo e com a possibilidade de
quantificar muito pequenas quantidades de uma forma rapida
e fiavel.

Entre estes, salienta-se o caso da identificagdo de
Acidos nucleicos, ADN/ARN, e/ou proteinas, por exemplo
anticorpos e/ou antigenos relacionados com determinada
doenca.

Os acidos nucleicos constituem o material genético de
qualgquer organismo vivo, contendo informag¢do especifica que
permite a sua completa caracterizagdo. Portanto é possivel
identificar sequéncias caracteristicas de cada ser vivo,
permitindo obter informagdo relevante: identificacdo de
sequéncias; identificac¢ao de mutag¢des causadoras de doenga;
deteccido de agentes patogénicos tais como bactérias e virus
etc [1].

A maioria das técnicas de caracterizagdo de sequéncias
de ADN/ARN baseiam-se na hibridag¢do seletiva e especifica
de um pequeno oligonucleotideo (sonda) com a sequéncia de
ADN complementar (alvo) . Atualmente, os métodos de
fluorescéncia ou radioativos sdo os mais utilizados para a
deteccdo de sequéncias especificas por hibridag¢ao. Contudo,
verifica-se gque estas técnicas sdo de elevado custo e
demasiado lentas [2,3]1. Para além disso, as técnicas de
hibridacdo necessitam de uma quantidade apreciavel de
matéria-alvo para se obter um sinal. Deste modo,
normalmente s& sdo passivelis de ser aplicadas apds um
processo de amplificagdo da amostra do acido nucleico em

questdo, através de técnicas de reagcdo da polimerase em
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cadeia (Polimerase chain reaction - PCR). A PCR permite
obter uma amplificagdo do nimero de cadeias de &acido
nucleico disponivel, mimetizandb o que sucede na
multiplicag¢do das células de um organismo.

Novas técnicas de amplificagao em tempo real (e.x.
Real-Time PCR) oferecem um elevado nivel de automagdo e
diminuem o tempo necessario para amplificagdo e detecgdo.
Com a utilizag¢do destas técnicas, é também possivel
obtencdo de resultados quantitativos.

Porém, e apesar do elevado prego do edquipamento e
custo por teste associado, existe uma grande desvantagem
nestas tecnologias que impossibilita um uso mais alargado
nos laboratdrios - o manuseamento das amostras, visto ser
necessario amostras altamente purificadas, o que,
consequentemente, requer laboratdrios e pessoal altamente
especializado 4] [5].

Mais recentemente, os chips (microconjuntos de
sensores integrados) de ADN tém ganho alguma popularidade.
A sua maior aplicacdo tem sido em estudos de expressao
génica, onde os chips oferecem simultaneidade de analise de
varios genes para uma Unica amostra. Basicamente esta
técnica baseia-se em hibridacio de um elevado numero de
amostras em simultédneo, recorrendo a quantidades minimas de
amostra.

Porém, o passo de amplificagédo continua a ser
necessario. Adicionalmente, o contetdo do chip é ainda um
problema por resolver, sendo que esta €& também uma
tecnologia dispendiosa uma vez que estes chips ndo sao
reutilizaveis [6].

Tém sido desenvolvidos varios métodos colorimétricos
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de detecgdo de &cidos nucleicos [7-10]. Alguns destes
métodos baseiam-se nas propriedades d&ticas (ressondncia
plasmbénica) de nanoparticulas de ouro ou outros metais [11-
12], fung¢do também da sua forma e tamanho.

Estas nanoparticulas de ouro ou outro metal, tal como
prata ou 1ligas prata-ouro, sdo extremamente sensiveis as
alteragdes do meio, apresentando uma variag¢do de cor, de
vermelho para azul no caso do ouro. A variagao de cor pode
ser o resultado da aproximagao de varias particulas, por
exemplo por agdo de uma cadeia complementar de ADN.

A mudanga de cor é uma resposta macroscdpica que &
oriunda dos fendmenos gque ocorrem numa escala nanométrica,
onde o ADN/ARN pode reagir de forma complementar ou ndo
complementar. Para cada uma destas reag¢des existe uma
resposta diferente de absorg¢dao da luz incidente.

Deste modo, a hibridagdo de sondas de ADN ou ARN
ligadas a particulas de ouro para a identificacdo de
sequéncias especificas é uma técnica de baixo custo e facil
de realizar, podendo vir a ser uma alternativa aos métodos
convencionais. Muito embora esta técnica baseada nas
nanoparticulas de ouro seja bastante simples e de baixo
custo, é necessario fazer o registo da variagd3o de cor.
Para além disso, se o alvo apresentar apenas uma peduena
desadaptagao em relagdo a sonda, o desvio do pico maximo
(cor) s6 pode ser detectado recorrendo a aparelhagem com
grande sensibilidade, com todas as limitagdes que tal
implica (guantidade de 1liquido bioldgico e resolugdo a
utilizar).

Por outro lado, para além da detecgdao do desvio em

relagdo ao pico, este tipo de técnica é incapaz de fornecer



10

15

20

25

30

6/42

informagdo quantificada, em termos de variacgdo de
intensidade, associada a uma dada cor ou desvio de cor.

Atualmente existem varios documentos gque abordam
técnicas relacionadas com esta area:

Assim, o documento US2006127931 refere-se a um
processo de detecgdo da luz transmitida associado a varias
nano-cavidades. Neste caso o forte confinamento da 1luz
associado as regides onde as nanoparticulas se encontram
localizadas é detectado pela medida da diminuigao da luz
transmitida através de uma estrutura fotdnica. Este
processo €& otimizado para a faixa de comprimentos de onda
entre os 1450 e 1600 nanometros. O processo de nano-
cavidades e guia de onda ndo é considerado na presente
invencao.

O documento DE102004015272 relaciona-se com bio-
sensores que utilizam a tecnologia CMOS (complementary
metal-oxide-semiconductor, isto &, semicondutor metal-6xido
complementar) e pretendem determinar a presen¢ga de ADN que
hibridize com moléculas alvo colocadas sobre o diodo
fotodetector. Deste modo ndo é possivel a reutilizag¢do do
sensor, nem & possivel a quantificagdo do sinal, nem a
determinacdo do desvio de cor. Isto &, ndo usa nanossondas
de particulas metdlicas no processo de detecgdao. As
sondas/amostras de andlise estdo ligadas a um eletrodo que
gera um sinal elétrico. A estrutura & diferente, tendo sido
feita a partir de tecnologia CMOS.

O documento US2005046847 relaciona-se com um método
para iluminagdo o&tica e detecgdo de ADN, considerado de
baixo custo e réapida resposta. O sistema baseia-se no

varrimento de conjuntos integrados de sensores, baseados em



10

15

20

25

30

7/42

sistemas micro-eletromecinicos. Neste caso as fontes
luminosas a utilizar s8o mialtiplas e comutdveis entre si,
podendo um mesmo bio-sensor ser iluminado por mais do que
uma fonte de luz, ou uma fonte luminosa iluminar varios
bio-sensores. Para além disso, utiliza filtros ©para
discriminagdo de diferentes comprimentos de onda e/ou
discriminag¢do da polarizag¢do do feixe luminoso. Finalmente,
pode ainda incorporar micro-lentes para focagem da 1luz
incidente.

Contudo esta tecnologia ndo se aplica ao componente
das nanoparticulas e difere da presente invengao nos
seguintes aspectos: as propriedades o6ticas da amostra em
estudo tém de ser analisadas apds iluminagdo Otica,
portanto um pds-processamento/analise da amostra é
necessario. Ndo esta presente no método a aplicagdo de
nanoparticulas de metal/ouro. A estrutura é formada por
duas matrizes, uma contendo as fontes de 1luz e a outra
contendo os detectores, portanto & diferente da presente
invengdo.

O documento WO0075276 refere-se a um dispositivo para
deteccdo de ADN baseado num sensor de arseneto de galio.
Neste caso a sonda de ADN é diretamente absorvida na
superficie duma camada superior do sensor, dgque €é ou uma
camada semicondutora degenerada condutora, ou uma camada
isolante ou semi-isolante. A detecgéo é feita por
hibridacdo do ADN com o sensor e controlada pela variagao
da corrente apds aplicagdo de um campo elétrico ou vice-
versa. O material e estrutura utilizados sdo também
diferentes. Portanto, este sistema é completamente

diferente do proposto ©pois baseia-se na mudanc¢a de
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condutividade do meio.

O documento DE10142691 divulga um dispositivo para
detecgdo de reagdes biogquimicas e medicgdo destas através de
transmissédo luminosa efetuada étravés dos  poros do

substrato da reagadao. Esta invengdo utiliza silicio poroso e

detecgdo por iluminagdo e, por essa razao, difere
substancialmente da invengdo divulgada no presente
documento.

O documento W0O2004044549 divulga métodos e composig¢des
para detecgdo, no qual um detector universal, contendo
sondas, €& incubado com moléculas marcadas. Este método
recorre a marcadores mas nado especifica o método de
detecgdo utilizado (colorimétrico, impeddncia, etc.)

O documento EP0667398 descreve métodos e dispositivos
para detecg¢do de sequéncias especificas de ADN sem ter de
se recorrer a marcadores quimicos de ADN, i.e. utilizando
simplesmente técnicas de hibridag¢do. A presente invengao
difere do divulgado no referido documento em gque nido existe
um método automatico de detecgdo da hibridagdo, portanto
nado existe nenhuma fonte de iluminagdo nem tdo pouco um
dispositivo de captagdo das reag¢des gque acontecem. A
hibridacdo tem que ser registrada visualmente.

O documento DE10161529 descreve um Dbio-sensor para
registo e identificagao de moléculas de ADN, com
imobilizacdo da amostra efetuada por uma cavidade revestida
de ouro, que funciona como sonda, e que contém um
fotodiodo. Por iluminacdc da mesma, os sinais O6ticos sdo
detectados através de um fotodiodo. Esta invengdo difere
substancialmente da presente invencao proposta

especialmente no gqgue diz respeito as sondas ligadas ao



10

15

20

25

30

9/42

detector e também no desenho da estrutura. Também a fonte
de luz nido pode iluminar diretamente a unidade de detecgdo,
caso que &€ diferente & presente invengdo.

O documento EP0248690 divulga métodos e dispositivos
para a determinagdo de A&acidos nucleicos virais em meios
biolégicos. Embora se refira a possibilidade de utilizacgdo
de um método colorimétrico, é bem distinto da presente
invencdo pela sua estrutura e método de deteccgdo.

O documento CN1661094 relaciona-se com um método de
deteccdo de mutacdes genicas através da combinagdo de:
amplificag¢do de alelos especificos e nanossondas de ouro e
métodos colorimétricos. Contudo, o processo descrito difere
substancialmente do aqui apresentado em que ndo especifica
o método de deteccdo da hibridacdo. A hibridagdo podera ser
registrada visualmente. Nao existe nenhuma fonte de
iluminac¢do nem qualquer dispositivo de captagdo das reagdes
que se deram.

O documento US2006014237 apresenta um sistema de
deteccdo de agentes bioldgicos através da combinagdo de:
diodos de emissdo de luz para a exposigdo intermitente de
amostras a radiacdo eletromagnética, sistema de circuitos
para fornecer a exposigdo e fotodetectores para detectar as
emissBes fluorescentes resultantes da exposigdo a radiagao.
O sistema descrito difere do sistema aqui apresentado na
medida em que ndo é usado para a detecgdo de acidos
nucleicos, ndo sendo portanto usado gqualgquer processo de
hibridacdo ou amostras metdlicas e os fotodetectores sdo
usados para a detecgdo fluorescente.

O documento US2006028955 apresenta um analizador oOtico

para amostras biolégicas, quimicas e bioquimicas para medir
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o nivel de gordura e ag¢lUcar no sangue. O sistema utiliza
diocdos de laser e fotodetectores dgque permitem gue o
analizador realize anadlises de medigdo de absorvéncia. Este
sistema difere do sistema apresentado no presente uma vez
ndo seu usado para a detecgdo de acidos nucleicos, nao
utilizando por 1isso técnicas de hibridagdo nem nano-
amostras metalicas.

Andlises de amostras bioldgicas, como por exemplo no
caso especifico de ADN/ARN e proteinas, sd8o utilizadas na
anidlise forense, nos mercados de diagndstico c¢linico e
laboratorial e em investigacdo. Atualmente estas técnicas
sdo wutilizadas para o diagndéstico de doengas infecto-
contagiosas, embora diagndstico de cancro e a genética
(investigacido) representam &areas relevantes de aplicagdo.
As principais indGstrias que atualmente utilizam métodos de
deteccgido de amcstras bioldgicas, como por exemplo no caso
especifico de ADN/ARN e proteinas sao:

. Organizacdes de Defesa -> gquestdes ligadas a bio-
seguranca tém provocado o aumento na procura de solugdes
fidaveis e rapidas para testes de ADN/ARN, especialmente nos
Estados Unidos.

° Instituigdes Médicas -> sdo utilizados para
diagndéstico médico, nomeadamente para o rastreio de doengas
genéticas ou identificagdo de agentes patogénicos.

. Organizag¢des de I&D -> Muitos testes moleculares
sdo efetuados recorrendo a detecc¢do de ADN para efeitos de
investigagao.

. Centros de saGde e laboratdrios para rasteio e
analise de doengas infecto-contagiosas.

. Organizacgdo Mundial da saude
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] Organizagdes Governamentais e N&o Governamentais
de apoio ao combate, detecgdo e erradicagdo de doengas
patogénicas

Para além destas indlstrias que atualmente ja utilizam
métodos de detecgdo de amostras bioldgicas, como por
exemplo, no caso especifico de ADN/ARN e proteinas, novos
segmentos poderdo também recorrer a estes testes, tais
como:

° IndGstria alimentar -> Para controlo de qualidade
dos produtos, através de amostragem dos produtos e andlises
laboratoriais.

] IndGstria farmacéutica, para testes de
quantificagdo da agdo medicamentosa.

. Indastria Veterindria/Agricola -> Para detecgdo
de agentes patogénicos, nomeadamente no caso da indastria
agricola, para a detec¢do de organismos geneticamente
modificados.

Testes de amostras biolégicas, como por exemplo, no
caso especifico de ADN/ARN e proteinas sao ja& utilizados
num campo variado de aplicagdes, porém devido aos custos
associados e dificuldade de manuseamento das amostras o
campo de aplicagdes estd limitado.

A presente invengdo tem como objetivo desenvolver um

sistema simples e barato gque permita “substituir” um
qualquer aparelho de detecgado (por exemplo, um
espectrofotdmetro convencional) por um fotodetector de

elevada sensibilidade, numa banda larga de comprimentos de
onda, que vido desde o infravermelho ao ultravioleta, capaz
de fornecer uma informacdo gqualitativa e quantitativa

baseada na hibridacdo especifica e seletiva de sondas
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funcionalizadas com nanoparticulas de ouro coloidal, ou
gqualgquer outro metal, para detecg¢do de amostras bioldgicas,
como por exemplo, no caso especifico de sequéncias
especificas de ADN/ARN, de forma mais rapida e no minimo
tdo fiavel como os métodos existentes.

Este novo método, combinando duas tecnologias, pode
levar a redugdes significativas de custos e tempo em
andlises de amostras bioldgicas, como por exemplo, no caso
especifico de ADN/ARN e, portanto, permitir gque este tipo
de testes moleculares possa ser realizado em praticamente
qualquer parte do mundo.

Para além disso, também é possivel um versdo auto-
alimentada de todo o sistema de sensores, para uma rapida
aplicagao de teste do tipo Sim/ndo, associando )
fotodetector a um componente que funciona no modo
fotovoltaico, apresentando uma caracteristica de
portabilidade ao sistema.

Descrigdo geral da invengéo

A presente invengdo diz respeito a um sistema
integrado, com a possibilidade de ser autoalimentado, para
detecgdo e quantificac¢do de amostras bioldgicas, como por
exemplo, no caso especifico de sequéncias especificas de
dcidos nucleicos, até a ordem das dezenas dos fentomoles,
recorrendo a nanossondas de metal, preferencialmente o
ouro.

O sistema de detecgdo baseia-se na resposta de um
sensor 6tico, singular e/ou integrado, a uma fonte luminosa
monocromética controlavel.

A fonte luminosa é constituida por lasers de estado

s6lido de baixa energia (maior precisd@o na resposta), ou
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diodos emissores de 1luz, orgadnicos ou inorgénicos, cuja
faixa de comprimentos de onda cobre as regides de espectro
de visivel (400 a 800 nm), nomeadamente as cores de azul,
verde e vermelho. Neste ultimo caso, a 1luz podera ser
colimada e pulsada.

Em qualquer um dos casos, & possivel ter uma “fonte de
alimentacdo de iluminacdo integrada”, altamente precisa no
que toca a guantificacdo de dados, envolvendo aplicag¢des
fixas.

A 1luz emitida pode ser focalizada sobre a amostra,
utilizando, ou ndo, para o efeito micro-lentes. NO caso
concreto a dimensio do feixe de 1luz incidente, gquando na
forma circular, tera -sempre dimensdes inferiores - a 2 mm
de diametro, ou no caso da projegdo de uma linha, a largura
da linha & inferior a 2 mm e o comprimento pode ir até 100
mm .

A intensidade da fonte luminosa é controlavel entre
valores de 0,01 mW/cm2 a 100 mW/cmz.

A fonte luminosa pode, ou ndo ser, pulsada de forma a
eliminar o ruido associado com a luz ambiente. Neste caso a

frequéncia do sinal pulsado pode variar entre os 10 Hz e os

2000 Hz.
O fotossensor, singular ou integrado, baseia-se na
tecnologia de filmes finos de silicio amorfo,

nanocristalino ou microcristalino e suas ligas, [14-17] bem
como em novos ceramicos semicondutores ativos, amorfos e
nio amorfos, tais como ligas de IGZO, IAgZO, SnzIO, GZIO,
CuOIZ, etc, capaz de detectar oticamente a luz
absorvida/emitida.

Este fotossensor detecta e quantifica a variagdo de
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cor, associada a uma referéncia (sinal da fonte luminosa)
provocada pela nanossonda funcionalizada com a amostra ou
solugdo aquosa de composto bioldgico.

Os fotossensores a utilizar baseiam-se em dispositivos
de estrutura do tipo pi’ii’'n e/ou MIS, na forma singular ou
integrada. [18-22]

Para os sensores singulares, estes detectam a 1luz
transmitida (ou “emitida”) através da amostra, gJgerando um
sinal elétrico, corrente ou tensdo, quantificavel, que &
funcdo da intensidade da fonte luminosa utilizada, da
concentragao de composto bioldgico a analisar e da
localizacgdo do pico de resposta espectral do sensor.

De forma a otimizar a relacdo sinal/ruido a corrente
de saturacido dos fotossensores deve ser a menor possivel.

O sinal medido por estes fotossensores singulares,
permite uma detecgdo qualitativa e guantitativa fiavel. A
quantificagdo fiavel do método, reguer a utilizagdo de no
minimo dez sensores na mesma placa, de forma a determinar
com rigor a Jjanela de controlo fidvel das medidas
realizadas (informag¢do estatistica).

Os sensores singulares possuem as seguintes
caracteristicas funcionais:

a) responsividade - entre 10 a 10°, para niveis de
iluminacdo entre 0,01 mW/cm2 a 100 mW/cm?;

b) relacdo sinal/ruido maiores que 3 dB, para niveis
de iluminacdo superiores a 0,01 mW/cm?®;

¢) tempos de resposta maiores que 50 us;

d) correntes de saturagdao menores Jue 1077 A/cm?;

e) detectividade (unidade cmHz?/W) maior que 10

para o pico da resposta espectral;
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f) possibilidade de deslocar o pico da resposta
espectral numa banda da ordem dos 100 nm, por polarizagao
adequada do sensor.

Neste sistema de sensores, o pico de resposta
espectral & ajustado numa banda larga por selecgdo adequada
(400 a 800 nm) da composicdo da camada fotossensivel e numa
banda mais estreita (100nm), por variagdo da polarizagdo do
sensor.

O substrato onde & depositado o sensor ou dJgrupo de
sensores é transparente para a faixa de comprimentos de
onda de interesse, sendo micromaquinado na face contraria
ao lado onde se efetuou o depésito.ao sensor.

A micromaguinag¢do consiste na obtengdo de cavidades de
forma cdébnica com o didmetro da base inferior a 3 mm e
vértice centrado com o centro geométrico do sensor, de
forma a que sirva de contentor da solugdo bioldgica. Deste
modo, também se otimiza o acoplamento o&tico da 1luz
transmitida pela amostra ao sensor e reduz-se
substancialmente a quantidade de composto bioldgico a
utilizar por ensaio.

No caso de se utilizar mais do que um sensor singular
de estrutura pi’ii’ e/ou MIS, estes podem ser ligados, em
série ou paralelo e o sinal elétrico resultante, corrente
ou tensao, ligado a eletrdénica de condicionamento,
integrada com o sensor (ASIC Application-Specific
Integrated Circuit, ou seja Circuito Integrado de Aplicagao
Especifica) ou externa com O sensor.

Para além da utilizac3o de estruturas singulares,
podem ser utilizadas estruturas integradas, adaptadas para

picos de resposta espectral diferentes até a um maximo de 4
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e com eletrodos transparentes de saida diferenciados por
camada ativa. Este tipo de estruturas permite controlar a
informacdo associada a uma dada cor principal e determinar
a sua variag¢doc incremental. Neste caso, é ©possivel
organizar-se este tipo de estrutura em conjuntos lineares
integrados, para fins de detec¢do miltipla e simultdnea, o
que, para além de aumentar a fiabilidade, aumenta
igualmente o rigor dos dados quantificados. Isto €&, as
medidas efetuadas sdo relativas e ndo absolutas, sendo
portanto, independentes de toda e qualquer variagdo da
fotocorrente (foto-tenséao) devido a problemas de
envelhecimento ou degradag¢do do sensor.

No caso do sensor integrado, este €& constituido, ou
por conjuntos de nanossensores diferentes dispostos na
forma linear ou matricial, ou colocados em duas placas
distintas, sobrepostas e deslocadas, ou entdo, produzidas
na mesma placa, na forma de multicamada. Como sensor
integrado engloba-se a possibilidade, ou nao, de ter
incorporado a eletrdnica adequada para o condicionamento de
sinal.

Em cada uma das placas o pico de resposta do
fotossensor esti otimizado de modo a produzir uma resposta
maxima para a amostra funcionalizada em questao e
respectiva fonte luminosa. Deste modo diminui-se o erro do
processo de quantificacgdo.

A banda de resposta de cada um dos sensores, associado
a um comprimento de onda especifico, e integrados em cada
uma das placas, & tal que, a intensidade do sinal associada
ao pico de um deles seja pelo menos 10 vezes superior ao

sinal detectado pelo outro detector.
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Os sensores integrados podem estar dispostos na forma
linear ou matricial, ocupando cada um dos sensores uma area
minima, que pode ser de 0,3 mm’, e separados entre si do
dobro da disténcia do feixe &ético incidente.

Os sensores integrados podem estar dispostos em
multicamada. Neste caso, o sensor frontal (virado para a
amostra) possui um hiato energético e espessuras superior
ao da camada fotossensivel do segundo sensor.

Os sensores integrados possuem as mesmas
caracteristicas funcionais que os sensores singulares.

Quer se tratem de sensores singulares ou integrados,
por polarizag¢do adequada é possivel deslocar o pico de
absorcdo, de forma a gque se obtenha uma resposta maxima
para o ensaio em questdo (diferenga entre a o sinal da
fonte luminosa e o) sinal detectado pela amostra
funcionalizada) .

Como fotossensor utilizam-se dispositivos baseados em
estruturas do tipo pi‘ii’'n, MIS e outras similares, de
elevada responsividade na regido de comprimentos de onda
entre os 400 nm e os 800 nm, nas quais as letras p e n se
referem aos contatos injetores/detectores de carga; a letra
i’ & camada intrinseca & base de uma liga contendo silicio,
e outro material, tal como carbono; i a camada
fotossensivel de resposta espectral reguldvel, em fungdo da
sua composigdo. Para o caso de estruturas MIS, M refere-se
a um contato do tipo metal, I refere-se a uma nanocamada
constituida por um elemento dielétrico, com propriedades
altamente isolantes, e S a camada fotossensivel de pico de
absorg¢do regulavel, em func¢do da sua composicio.

Os sensores acima mencionados, utilizam como
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semicondutor ativo o silicio e suas 1ligas, nas formas
amorfa, nanocristalina ou microcristalina, bem como oxidos
idnicos, tais como IZO, 2ZGO, IGzO, IEgzZ0, SnzIO, GZIO,
CuOIZ, GISnO a funcionar gquer como contatos elétricos
altamente condutores e transparentes, [23~-25] Dbem como
elemento ativo a integrar chaves de comutagdo (transistores
de filme fino), [26-28] em estruturas integradas de
multicamada e/ou microconjuntos lineares.

O processo de produ¢do dos materiais acima descritos
baseia-se em técnicas quimicas, fisicas ou fisico-quimicas,
tais como deposicdo gquimica de vapores, assistida por
plasma de radio, frequéncia ou ultra alta-frequéncia (PECVD
Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition); deposig¢ado
quimica de vapores assistida por filamento aquecido (HW-CVD
Hot-Wire Chemical Vapor Deposition); deposigdo quimica de
vapores assistida por 1luz ultra violeta ou sinal de
microondas; pulverizacdo catddica assistida ou nao por
campo magnético, em corrente continua ou radio frequéncia;
sol-gel; técnicas por imersdo; pirdlise atomizada;
crescimento epitaxial atémico; evaporagdo térmica assistida
por filamento aquecido ou canhdo de elétrons; crescimento
eletroquimico, jato de tinta.

As temperaturas de processo a utilizar variam entre os
20°C e os 400°C, funcgéao da funcionalidade e as
caracteristicas elétricas pretendidas para o desempenho do
sensor, simples ou na forma integrada (daqui para diante,
sempre indicado pela palavra sensor) .

Em conformidade com o descrito anteriormente, oOs
sensores podem ser produzidos em qualqguer tipo de

substrato, desde o substrato celuldsico (papel), substrato
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polimérico (plastico); substrato vitreo; substrato ceramico
e substrato metdlico, tendo as dimensdes maximas de 10 x 10
cm.

A extracdo do sinal destes sensores faz-se recorrendo
a peliculas metalicas de elevada condutividade, como o Cr
ou Ag, ou peliculas de O&xidos transparentes de elevada
condutividade, de estrutura cristalina ou amorfa, tais como
o ZGO ou IZO.

Nos sensores de estrutura pi‘ii’n, o contato p deve
ser suficientemente condutor e ter um hiato energético que
permita fazer a adaptagdo adequada a do semicondutor gue se
lhe segue. Para além disso, deve ter uma espessura dJue
permita, objetivamente controlar a resposta espectral na
faixa dos 400 nm. Por outro lado, o contato dopado n, deve
possuir desempenhos similares aos anteriormente enunciados
para o contato do tipo p, mas agora, controlar a resposta
espectral na faixa dos infravermelhos (a volta dos 800 nm) .

Nos sensores de estrutura pi’ii‘n, a camada I’ deve
ser & base de uma 1liga (exemplo: silicio-carbono, se se
pretender otimizar a resposta em diregao a4 regido do azul
ou silicio-germdnio, se se pretender otimizar o pico de
resposta em diregdo a regido do infravermelho préximo) . A
sua espessura deve ser tal, de forma a permitir controlar a
largura da banda de absorgao.

Nos sensores de estrutura pi’ii‘n, a camada i deve ser
4 base silicio nano-estruturado, cujo controlo do hiato se
faz, ou por maior inclusdo de hidrogénio ou por adigao de
pequenos aditivos ao processo de deposicdo, como sejam
metano ou germana. Nestas condigdes, sera possivel

controlar a localizacdo do pico da resposta espectral. A
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espessura da camada deve, nestas condigdes, exceder sempre
a da anterior.

Nos sensores de estrutura pi’ii’n, a segunda camada 1’
deve ser & base de uma liga (exemplo: silicio-carbono, se
pretender otimizar a resposta em diregdo a regido do azul
ou silicio-germdnio, se se preteﬁder otimizar o pico de
resposta em diregdo & regido do infravermelho proximo). A
sua espessura deve ser tal, de forma a permitir controlar a
largura da banda de absorgdo, mas sempre inferior a da
precedente. Deste modo, serd possivel ter-se estruturas com
uma banda de resposta larga ou estreita. Por outro, o
acerto fino da posicdo do pico far-se-a a custa da
polariza¢do da estrutura (direta ou inversa).

Nos sensores de estrutura pi’ii’n, a espessura total
da estrutura produzida pode ser tdo fina gquanto 0,3
micrometros ou tdo espessa quanto 30 micrometros, fungdao do
tipo de material usado. Isto é, se é amorfo ou
microcristalino.

Nos sensores de estrutura MIS, a camada M deve ser a
base de um metal altamente condutor e de elevada fungdo de
trabalho (exemplo: ouro ou platina) e suficientemente fino,
de forma a permitir o seu atravessamento pelo feixe
luminoso incidente (tipicamente, espessuras da ordem dos
nanometros) e ao mesmo tempo garantir o efeito retificante
desejado.

Nos sensores de estrutura MIS, a camada I deve ser a
base de um material dielétrico de elevada compacticidade e
elevada resistividade, simples ou em multicamada (por
exemplo, didéxido de silicio ou didxido de téantalo;

alumina/éxido de titédnio) e suficientemente fino para
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permitir o processo de transporte por tunelamento.

Nos sensores de estrutura MIS, a camada S deve ser a
base de uma liga semicondutora ou ndo (exemplo: silicio-
carbono, se pretender otimizar a resposta em diregdo a
regido do azul ou silicio-germanio, se se pretender
otimizar o pico de resposta em dire¢do a regido do
infravermelho prdéximo), gque permita fazer uma pelicula
gradual ou abrupta, em termos de hiato energético, entre as
duas camadas em que vai ficar compreendida (a camada I € O
contato do eletrodo). A espessura do semicondutor deve ser
tal, de forma a permitir controlar a largura da banda de
absorcdo. Deste modo, sera possivel ter-se estruturas com
uma banda de resposta larga ou estreita. Por outro, o
acerto fino da posi¢do do pico far-se-a& a custa da
polarizag¢do da estrutura (direta ou inversa) .

Em termos de sensores de multicamada, estes poderdo
ainda conter uma camada pin estrgturada e 1integrada dque
funciona como dispositivo fotovoltaico capaz de auto-
alimentar o sistema. A sua integrag¢do (numero de cé&lulas
interligadas em série e sua dimensao) €& feita de acordo com
as especificag¢gdes da polarizagdo pretendidas, altamente
relevante em sistemas portateis.

Qualquer das estruturas anteriormente referidas ¢€
passivel de ser encapsulada, por laminagdo ou nao.

O sinal elétrico (corrente ou tensdo) é acondicionado
de forma a que os resultados mostrados aparegam na forma
analdgica ou digital tal como anteriormente descrito para o
caso dos sensores singulares.

Para qualquer dos casos anteriormente referidos, os

sensores produzidos possuem uma variacdo monotdnica da
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corrente (ou tensdo), capaz de ser integralmente traduzida
por uma fungdo polinomial até ao grau 4 e ser linearizavel
(ou representadas por uma fungdo de grau x, em que X varia
entre 1 e 0,5) por faixas e de comprimento de onda bem
definidos.

Para qualquer dos casos anteriormente referenciados, a
deteccdo pode ser feita em corrente continua ou alterna.

No primeiro caso & necessario ter-se em conta o sinal
de referéncia, resultante do meio ambiente, enquanto no
segundo caso, tal ndo é necessario.

A presente invengdo relaciona-se com um sSistema e
processo para detecgdo e/ou identificagdo gqualitativa e
gquantitativa de amostra ou solugao aquosa de composto
bioldgico gque quando funcionalizado com nanoparticulas de
metal (por exemplo sequéncias especificas de &acidos
nucleicos presentes em amostras Dbioldgicas), muda a sua
gama de absorg¢do/emissdo em fungdo das reagdes quimicas.

Isto &, existe uma mudanca de cor gque €& uma resposta
macroscdpica de fendmenos que ocorrem rnuma escala
nanométrica. Para cada uma destas reag¢les existe uma
resposta diferente de absorgdo/emissdo da luz incidente.

A sonda é formada por nanoparticulas de metal, sendo
este preferencialmente o ouro, ligadas, por exemplo a uma
sequéncia de ADN/ARN conhecida de acordo com o estado da
técnica [9,11,13], de didmetro entre os 5 e os 30
nanometros exibindo uma coloragdo em fungdo da composigao,
geometria e dimensdo do metal. No caso de nanoparticulas de
ouro, a coloracdo serda avermelhada. Neste caso, o pico de
absorcdo situa-se entre os 500 e os 550 nanometros, em

virtude da plasmbénica de ressondncia na superficie. Para
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outras colorag¢des, resultantes da utilizag¢do de outros
metais que nd3o o ouro, o pico de absorgdo deslocar-se-a
para outros comprimentos de onda, sendo a faixa de
comprimentos de onda possiveis de discriminar a regido que
vai dos 400 nm aos 800 nm, envolvendo larguras de banda,
que podem ser de cerca de 50 nm, para cada um dos casos
especificos.

O mecanismo de deteccdo baseia-se na propriedade Otica
destas amostras funcionalizadas, uma vez que o pico de
absorg¢ao altera como fungao da proximidade entre
particulas, mediada, por exemplo pelas sequéncias de
ADN/ARN, apds variacdo das forgas idnicas do meio em que as
nanoparticulas estdo contidas.

Assim, guando se preparam Varias amostras bioldgicas
contendo sondas de nanoparticulas de ouro e ADN/ARN, apds a
adicdo de um sal, €é possivel observar os resultados,
traduzidos por uma mudanga de cor, no caso de resultado
negativo ou com a cor a manter-se no caso de resultado
positivo.

A mudanca de cor é uma resposta macroscbdpica que &
oriunda dos fendmenos gue ocorrem numa escala nanométrica,
onde o ADN/ARN pode reagir de forma complementar ou nao
complementar. Para cada uma destas reagdes existe uma
resposta diferente correspondente de absorgdo da luz
incidente.

O espectro de absorgdo da amostra formada pela sonda
de nanoparticulas de ouro e as solugdes aquosas de composto
bioldgico, como por exemplo ADN/ARN teste e sal, apresenta
dois maximos de absorcdo com um comportamento de fungao

gausseana centrado, cujo pico se encontra entre os 510 € 0Os
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540 nanometros, gque representa a interag¢do entre a sonda e
ADN/ARN de forma complementar (positivo), ou centrado entre
os 615 e os 645 nanometros, que representa as reagdes nao
complementares (negativo).

Assim sendo, a cor da fonte luminosa monocromatica a
utilizar no ensaio deve ser selecionada de acordo com a
amostra bioldgica e sensores funcionalizados, de uma forma
complementar. No caso de uma amostra de coloragao
avermelhada (pico de resposta espectral aproximadamente nos
630 nm), tem-se um elevado nivel de absorg¢dao na regiao
espectral associada ao verde, 525 nm. Portanto, a fonte
luminosa deve ser selecionada para a regido do verde.

A resposta de detecgdo corresponde a diferenga entre
os valores de referéncia (feixe de luz diretamente sobre o
sensor) e os valores apds introdugdo do liquido bioldgico.
Este sinal analdégico & devidamente processado pela
eletrdnica adequada e apresentado na forma analdgica ou
digital.

O acondicionamento eletrdnico da resposta do sinal
compreende a utilizag¢do de um circuito comparador, dJue
permite fazer a diferenga entre o sinal de referéncia e o
sinal de resposta resultante da passagem do feixe pelo
composto bioldgico funcionalizado com as nanossondas. O
sinal 6tico de excitacdo pode ser continuo (dc) ou pulsado
(ac), passa para um filtro elétrico de banda estreita, ou
passa banda, sendo posteriormente © sinal analdgico
elétrico amplificado e/ou convertido noutra forma de sinal
analdgico ou na forma digital, de acordo com a forma como
se pretende processar e mostrar o resultado final.

O sistema de detecgdo €& baseado num fotossensor dJue
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mede a diferenca de intensidade de um feixe de radiacgao
monocromatica, depois de passar através de uma amostra
liguida bioldgica, por exemplo um ADN misturado com a
nanossonda num intervalo de temperaturas entre os 5 e oOs
45°C.

O sinal resultante, por escolha adequada do algoritmo
de calibracdo e corregdo, é proporcional a concentragdo da
amostra bioldgica.

Para qualquer um dos casos anteriormente referidos,
filtros de passa banda serdo utilizados ou incorporados,
sempre gque se pretenda utilizar o sensor em meios de
luminosidade ndo controlada e se se pretender otimizar a
resolugdao minima dos fotossensores, em termos
quantitativos, especialmente gquando sdo usados sinais de
excitacdo de luz continuos. Neste caso concreto, os filtros
serdo adequados a fonte luminosa utilizada.

Para qualquer dos casos anteriores, o sinal elétrico
do ou dos fotossensores, & possivel de ser enderegado via
uma matriz de transistores de filme fino baseados em
6xidos semicondutores idnicos e eventualmente armazenados
num registo de deslocamento.

Para qualquer dos casos anteriormente referidos, o
sinal elétrico recebido pelo sensor pode ser comparado,
subtraido, ampliado ou filtrado por eletrdnica externa ao
sensor ou nele integrado. Neste ultimo caso, circuito
comparadores e portas ldégicas a base de O6xidos idnicos
transparentes serdo utilizadas, no condicionamento do sinal
e sua conversao A/D.

Assim, o© sistema de detecc¢do desenvolvido baseia-se

num fotossensor que mede a diferenga de intensidade de um
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feixe de radiacdo monocromdtica, gquando a amostra de
liquido biolégico, por exemplo amostra de teste de ADN, &
misturada com a sonda num intervalo de temperaturas entre
os 5 e os 45°C.

Por sua vez, o fotossensor encontra-se ligado a um
amplificador sincrono, ou integrado com uma chave de
comutagao (transistor de filme fino) e um circuito
comparador e amplificador de filme fino que permite (m)
obter os resultados dos ensaios, de forma singular ou
sequencial, gquer se trate de um sistema discreto ou
integrado (conjunto linear de sensores apostos, com O pico
de resposta espectral desviado, de acordo com a faixa de
comprimentos de onda a analisar), em termos qualitativos
e/ou quantitativos. Deve-se também realgar o fato da medida
realizada ser relativa e portanto, ndo dependente de
qualquer eventual degradag¢do do sensor, ao longo do tempo.
Tal faz com que a fiabilidade dos dados seja maior.

A intensidade do feixe de 1luz gque chega ao sensor,
nesta regido de comprimentos de onda, € variavel em funcao
das interagdes com a amostra, devido ao pico maximo de
absorcdo do 1liguido ser igual ou préximo do do feixe,
devido & presenga das nanoparticulas de ouro.

O ligquido biolégico é colocado na face do fotossensor
contraria ao lado onde se efetuou o depdsito do sensor,
conferindo a vantagem de o liquido ndo estar em contato
direto com o sensor, mas sim com a face livre do substrato.
Este fato permite a reutilizag¢do do fotossensor, implicando
um menor custo na utilizacdo do sistema. Por outro lado, a
drea de contato das nanossondas funcionalizadas com O

sensor é grande o suficiente de modo a permitir um maior
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rigor dos resultados, de um modo qualitativo e
quantitativo, sem a necessidade de grandes quantidades de
ensaios.

Estes sensores permitem detectar a mudanga de cor,
associada a um processo guimico, gérando um sinal elétrico
gquantificdo, como fungdo de:

- Comprimento de onda da luz emitida/absorvida pelo
meio;

- Desvio do pico de absorgdo, em fungdo do sinal de
referéncia;

- Intensidade do sinal emitido/absorvido, fungao do
nimero de fentomoles possiveis de detectar;

- Desvio de intensidade do sinal elétrico detectavel
(corrente ou tensdo) por mals de um sensor, dispostos em
multicamada ou integrados em conjuntos lineares mas com
pico de absorgdo deslocados. Neste caso, uma das estruturas

apresenta uma resposta espectral de espectro amplo e a

outra (ou outras), uma resposta espectral de banda
estreita, funcdo do conjunto de niveis de detecgao a
descriminar;

- Frequéncia de resposta, como uma fungao da

polarizagdo aplicada ao sensor;
- Pico da intensidade da resposta do sensor,
controlavel, como funcdo da tensdo de polarizagdo aplicada.
Com este detector pretende-se obter:
- aumento da sensibilidade (fentomol de alvo);
- reduzir a quantidade de liquido bioldégico (amostra) ;
- capacidade de miniaturizacgao;
- reutilizacdo do sistema (a detecgao & feita na parte

posterior do fotodetector, ndo havendo um contato direto
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entre a solucdo bioldédgica e o material semicondutor), © que
& uma enorme vantagem em relagdo a todos os sistemas de
hibridacdo em meio heterogéneo - chips, microconjuntos de
sensores integrados, membranas;

- poder ter-se uma versdo do sistema portatil e
autocalimentada, para testes rapidos, do tipo SIM/NAO (o
fotodetector associa em si uma componente de funcionamento
no modo fotovoltaico, caso se verifique gque o tempo de
resposta para a aplicagdo em causa € suficiente);

- sistema autoalimentado (integragdo sensor/sistema
fotovoltaico) ;

- capacidade de reutilizagao;

- baixo custo.

Descricdo das figuras

Figura 1 - representa uma configuragcdo possivel do
sistema de deteccd3o e identificag¢do de sequéncias de
nucledtidos desenvolvido - integrag¢do do processo guimico
com o fotossensor.

A - Sistema de deteccgao;

B - Mecanismo de detecgao

Na parte superior do sistema de detecg¢do, esta montada
uma fonte luminosa de radiagdo monocromatica (1), por
exemplo um laser, que é pulsado mecanicamente com O auxilio
de um “chopper” (2), de forma a reduzir ruido e efeitos da

luz ambiente. O fotossensor é& colocado na parte inferior da

estrutura (3) onde é colocada a gota com o liquido
bioldgico (5). O fotossensor (6 e 7) encontra-se ligado a
um amplificador sincrono (4), gque permite obter os
resultados dos ensaios. O liquido bioldgico (5), sonda e

amostra a testar, tal como por exemplo as sequéncias
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especificas de ADN/ARN, proteinas, sao colocados na
superficie do fotossensor (6). Esta configuragdo tem a
vantagem de o liquido ndo estar em contato direto com ©
sensor, mas sim com o substrato vitreo, o gque permite a
reutilizacdo do fotossensor. O numero (7) corresponde a
estrutura (camadas) de que &€ constituido o sensor.

Figura 2 - representa a estrutura das camadas, dos
dispositivos apresentados como fotossensores na figura 1,
com os numeros 6 e 7.

Como fotossensor utilizaram-se dispositivos baseados
em estruturas do tipo pi‘ii’n, (Figura 2a) e MIS (Figura
2b) .

Na figura 2a) as letras P e n, associadas
respectivamente aos nimeros 9 e 13, referem-se aos contatos
injetores/detectores de carga; os nimeros 10 e 12
correspondem a letra i’ e referem-se a camada intrinseca
obtida & base de uma 1liga; i refere-se as camadas
intrinsecas obtidas a partir da 1liga; 11 corresponde a
letra i, e refere-se a camada foto sensivel de resposta
espectral regulavel, em fun¢do da sua composigao.

As camadas 8, 14 e 15 correspondem aos contatos do
fotossensor.

Na figura 2b nas estruturas MIS, 16 refere-se a M que
se refere a um contato do tipo metal, 17 corresponde a I
gue se refere a uma nanocamada constituida por um elemento
dielétrico, com propriedades altamente isolantes e 18
corresponde a S que se refere a camada fotossensivel de
pico de absorgdo regulavel, em fungdo da sua composigdo.

Figura 3 - representa um esquema possivel do circuito

elétrico simples para obtengdo e processamento do sinal
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proveniente do fotossensor, gue substitui os componentes
eletrdnicos externos mostrados na figura 1 com o namero 4.
Assim um sensor (6, 7) encontra-se ligado a uma fonte
de tensdo (19) para proceder a sua polarizagdo. Esta fonte
sera comandada por um microcontrolador (24) visto que a
polarizacdo do sensor depende da andlise a ser efetuada.

A saida do sensor existe um filtro (20) gque permite

reduzir o ruido (luz ambiente) e otimizar a resolugado
minima para obtengdo de resultados quantitativos. De
seguida o sinal elétrico é amplificado, num circuito

amplificador (21) e comparado no circuito comparador (22)
com um sinal de referéncia (23)- resposta qualitativa,
sendo também este sinal controlado por o microcontrolador
(24) , sendo posteriormente enviado para o microprocessador
para armazenamento dos dados, processamento extra e
conversdo A/D.

De notar que, no caso de se ter um circuito composto
por um conjunto linear integrado de sensores, existira um
circuito de conducdo, composto de uma chave de comutagdo
(fino transistor de peliculas), e estando diretamente
integrado com o sensor. Para além disso, o circuito
comparador e amplificador do resultado, podem ja estar
integrados com este.

Figura 4 - representa a estrutura do dispositivo de
uma forma integrada, onde (6) represente o substrato, tal
como na figura 1; (25) a eletrdnica (chave de comutagdo) a
base de ©6xidos iénicos transparentes para realizar o
processamento do sinal, como exemplificado pela figura 3;
(26) uma estrutura isolante; (27) contato anterior; (28)

fotossensor com a estrutura exemplificada na figura 2; (29)
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contato posterior transparente;

Descricdo Detalhada da Invengdo

Como referido anteriormente os componentes principais
do sistema sd3o uma fonte luminosa monocromatica, o
fotossensor descrito e eletrdnica adeguada para
processamento e obtengdo dos resultados.

De seguida é feita uma descrig¢do detalhada de uma
possivel configurag¢do da presente invengao, visto que este
pode ter varias configura¢des dependendo de varios fatores,

tais como o tipo de fonte luminosa (diodos emigsores de

laser ou luz), tipo de eletrbnica utilizada para o
processamento de sinal, tipo de fotossensor wutilizado
(singular ou integrado), etc.

Unm fotossensor de silicone Unico (6 e 7a) é& utilizado
com uma estrutura pi‘ii’'n, depositado num substrato
vitreo, no qual a resposta espectral maxima pode ser
regulada numa gama alargada de espectros visiveils tais como
530 nm.

A fonte luminosa (1) €é um laser monocromatico de
comprimento de onda préximo ao selecionado em cima, tais
como 532nm (luz verde) e alimentado em 5 mW, colocado de
modo perpendicular ao fotossensor (6 e 7a), anteriormente
descrito com uma estrutura do tipo pi’ii‘n, de modo a que
os pontos da luz incidente atinjam exatamente no centro
geométrico do fotossensor (6 e 7a), reduzindo desta forma a
gquantidade de luz refletida quando esta incide no liguido
bioldgico (5). A disténcia & varidvel, como fungdo da
poténcia da fonte luminosa (1), entre os 5cm e os 30 cm, de
preferéncia sendo de 15 cm.

O comprimento de onda da fonte luminosa (1), por
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exemplo 532nm, corresponde ao pico de resposta espectral
otimizada do fotossensor e é escolhido de uma forma
complementar, de acordo com as nanossondas utilizadas, tal
como referido anteriormente.

Pode-se recorrer a sistemas de guiamento da luz, como
por exemplo fibras O&ticas, ou lentes, para otimizar a
quantidade de luz incidente sobre a amostra.

A fonte luminosa (1), como referido anteriormente é
pulsada a uma frequéncia depor exemplo 130 Hz, de forma a
eliminar o ruido associado & luz ambiente, podendo-se
utilizar fontes luminosas (1) continuas e recorrer a formas
de pulsar (2) elétricas ou mecdnicas deste feixe de 1luz
monocromatica incidente, por éparelhos externos (poxr
exemplo um “chopper”, para pulsar mecanicamente o sinal) .

Ainda, de forma a reduzir os efeitos da luz ambiente,
pode-se ou ndo utilizar filtros Oticos (20) que sejam
devidamente afinados para a fonte luminosa (1) (por
exemplo, laser monocromatico de comprimento de onda de 532
nm) a ser utilizada no ensaio.

O fotossensor (6 e 7) é depositado na parte inferior
da estrutura (3) e pode estar otimizado para a fonte
luminosa (1) selecionada para o teste a ser realizado. Se
for necessaria a alteragdo do pico da resposta espectral do
fotossensor (6 e 7) para outra gama, entdo podem ser usadas
fontes de tensdo (19) para proceder a sua polarizagdo do
mesmo e deste modo, deslocar o pico de resposta espectral
do fotossensor (6 e 7) para a gama desejada.

Esta fonte de tensdo (19) pode ser comandada por um
microcontrolador, uma vez que a polarizag¢do do sensor (6,

7) depende da analise a ser efetuada, ou regulavel
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manualmente.

O 1liguido bioldgico () & colocado na face do
fotossensor contraria ao lado onde se efetuou o depdsito do
sensor (estrutura pi‘ii’'n descrita anteriormente) ,
conferindo a vantagem do liguido ndo estar em contato
direto com o sensor, mas sim com a face do substrato. Este
fato permite a reutilizagdo do fotossensor, implicando um
menor custo na utilizacdo do sistema. Por outro lado, a
area de contato é grande o suficiente para permitir maior
rigor dos resultados, gqualitativos e quantitativos, nao
sendo necessaria portanto uma grande gquantidade de
amostras, permitindo também uma redugao de custos
associados a amostra.

A fonte de luz, gue se encontra localizada
perpendicularmente ao sensor, emitird uma radiagdo dgue
passa através do liquido bioldgico (5) colocado na parte
traseira da superficie do substrato gue contém o
fotosensor.

A luz ndo absorvida pela descida do liquido bioldgico
(5) passa através de substrato vitreo (6) e é& absorvida
pelo fotosensor que converte o sinal de luz numa
fotocorrente e/ou numa fotovoltagem (sinal elétrico).

O sinal elétrico adquirido pelo fotosensor (6 e 7) €&
comparado, subtraido, amplificado ou filtrado por circuitos
eletrdnicos externos ao sensor, usando amplificadores
sincronizados (4) regulados para a mesma frequéncia que a
fonte de luz (1), obtendo-se assim os resultados do sinal
elétrico gerado pelo fotosensor (6 e 7).

A resposta de detecgdo (Rper) € medida comc uma fungao

de variacdo de corrente ou voltagem do dispositivo,
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especifica para cada comprimento de onda e intensidade de
luz wutilizados, sendo a diferenca entre os valores de
referéncia, ou seja, o valor da leitura do feixe de 1luz
projetado diretamente no sensor (Rger)le © valor da leitura
apds ter colocado o liquido bioldégico no sensor (Rapx) -

RDET = RREF - RADN

1. Produgdo e preparagdo da amostra:

No sistema pode-se utilizar variados tipos de composto
biocldédgico, e salienta-se portanto o caso da identificacédo
de acidos nucleicos (ADN/ARN) .

A amostra ADN/ARN é extraida a partir de sangue,
saliva, etc., recorrendo para tal aos kits (estojos)
existentes ©para o efeito. De seguida a amostra é
purificada, podendo ou ndo ser necessario um passo de
amplificagdo. No caso de ARN ndo €& necessdrio o passo de
amplificagdo.

2. Preparagao das solugdes contendo sondas de
nanoparticulas

O ADN/ARN purificado é& entdo misturado com as sondas
de nanoparticulas, em gque as nanoparticulas sdo formadas
por ouro ou outros metais, de acordo com o seguinte
processo:

O ADN/ARN, juntamente com a sonda de nanoparticulas de
ouro, é submetido por 10 minutos a 95°C de forma a
desnaturar a cadeia dupla e/ou estruturas secundarias do
ADN/ARN. Em seguida, deixa-se arrefecer a amostra a
temperatura ambiente por 30 minutos permitindo que o
ADN/ARN desnaturado hibridize especificamente com a sonda
de nanoparticulas de ouro.

Adiciona-se entdo um eletrdlito (i.e. NaCl) até uma
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concentracdo final de 2M.

Apds 15 minutos a temperatura ambiente (entre os 5 e
os 45°C) é possivel observar os resultados em fungao da
alteracdo colorimétrica.

3. Obtengdo dos resultados

Em seguida, o liquido bioldégico, contendo as amostras
de &cidos nucleicos a detectar ou identificar Jjuntamente
com a respectiva sonda de nanoparticulas de ouro, é
colocado no fotossensor, sendo entdo o resultado revelado.

Assim, quando se preparam varias solugdes contendo
sondas de nanoparticulas de ouro e ADN/ARN teste, apds a
adigcdo de um sal é possivel observar os resultados,
traduzidos por uma mudanga de cor, no caso negativo ou, com
a cor a manter-se no caso positivo, que é& traduzido pelo
fotossensor com diferentes sinais elétricos. Isto
corresponde a dois comportamentos lineares diferentes dos
fotossensores, respectivamente para a alteragao de cor
(associada ao comprimento de onda) e alteracgao de
intensidades de luz da “luz emitida” pelas nanossondas.

Exemplo

De acordo com o descrito anteriormente na descrigdo
detalhada escolheu-se como configuragdo para este exemplo a
apresentada na figura 1.

Utilizou-se um fotossensor singular de silicio amorfo,
depositado num substrato vitreo (6); a fonte de 1luz (1)
escolhida foi um lazer de estado sdélido com um comprimento
de onda nos 530 nm, gue estd associado ao maximo da
resposta espectral do fotossensor [29].

A fonte luminosa (1) é mecanicamente pulsada a uma

frequéncia de 130 Hz e a foto-tenséao gerada pelo
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fotossensor é medida com o auxilio de um amplificador
sincrono (4), utilizando a frequéncia de pulsacdo do laser
como referéncia.

A luz nd3o absorvida ‘“emitida” passa através do
substrato vitreo (6) e é& absorvida pelo fotossensor, gue
converte o sinal em uma fotocorrente e foto-tensdo.

Visto que o fotossensor funciona no modo fotovoltaico,
nao ¢é necessaria qualquer fonte de alimentag¢do para o
mesmo. A luz emitida pelo laser funciona simultaneamente
para inferir a variag¢dao na absorg¢do do ligquido bioldégico,
bem como para ativar o fotossensor.

A resposta de detecgao (Rper) foi medida em fungdo da
variagdo da corrente do dispositivo, sendo a diferencga
entre os valores de referéncia (Rger), ou seja, o valor
diferencial entre a leitura do feixe de 1luz diretamente
projetado no sensor (Rzgr) € o valor da leitura apds a
introdug¢do do liquido bioldgico no sensor (Rapn) -

Rper = Rrer - Rapn

Embora os valores dos parametros Rapy, Rrer tenham sido
lidos em modo de fotocorrente, os resultados obtidos tém
unidades de tensao, devido a conversao feita pelo
amplificador sincrono (4).

Os resultados apresentados tém um comportamento
bastante linear em fung¢do da concentragdo das sondas, tendo
sido possivel fazer uma aproximagdao dos resultados
utilizando a equa¢do da reta, dJue apresentou um fator de
correlacao de 0.97.

Y(x) = -0,74 + 0,72x%X

Este fato satisfaz a lei Lambert-Beer, onde o aumento

da concentracgdo das sondas traduz um aumento da absorgao da
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luz incidente, fato gue maximiza a diferenga de valores
entre Rapn € Rrer.

O sistema proposto foi eficazmente ampliado para
detecgdo DNA. A amostra foi designada para ser complementar
a uma regido gendmica especifica de uma subunidade p de
polimerase RNA de Mycobacterium tuberculosis (agente da
tuberculose). Os resultados foram obtidos atrav+es de
medicdo das respostas do sensor a alteragdes de cores de
ADN nao complementar de solugao em branco e ADN
complementar.

Neste teste, usaram-se quatro solugdes, mantendo-se a
concentragao de nanosonda Au constante a 2,5 nM,
nomeadamente: soluc¢do de tampdo (solugdo 1), gque & um sal
utilizado para impedir grandes varia¢des no PH da solugdo;
amostra com ADN ndo complementar (solugdo 2); amostras com
ADN complementar da M.tuberculose (solugdes 3 e4).

Os resultados mostram que todos os liquidos colocados
absorvem a radiacdo incidente. Isto deve-se ao fato de o
fotossensor utilizado cobrir toda a regido do espectro
visivel, tendo o seu pico otimizado para a regido do verde,
portanto apesar da mudanga de cor implicar uma diferenga da
absorcdo do composto biolégico, o fotossensor continuara a
obter um sinal. Entretanto, o tampao e o ADN nao
complementar absorvem muito menos radiagdao da fonte
luminosa, permitindo uma diferenga mna leitura quando
comparados com o ADN complementar.

A diferenca nas leituras entre as solugdes 3 e 4 €&
também prova de que o sistema permite a gquantificag¢do das
amostras, de acordo com a selecgdo adequada de um algoritmo

de calibragem.
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Em termos do liquido que forma uma gota na superficie
do sensor, a influéncia do efeito de Jgotejamento existe.
Este fendmeno fisico deve-se tanto a diferenga de indice
refratdrio entre o liquido e o ar, como a geometria da gota
(convexa) gque atua como lente.

Niao obstante o mencionado, a diferenga detectada entre
os valores wmedidos para o ADM complementar € nao
complementar é significativa. Este resultado mostra a
viabilidade do método utilizado, pois apresenta uma
sensibilidade muito grande aos valores registrados,
permitindo desta forma a detecgdo do virus de ADN da M.
tuberculose, tal como mencionado no exemplo em cima.
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REIVINDICACOES

1. Sistema para deteccao, identificagéao e

guantificag¢do de matéria bioldgica, composto por uma ou

mais fontes luminosas (1) combinadas com um ou mais
fotossensores o&ticos (6 e 7) e componentes eletrdnicos
varios (4), necessarios para obteng¢do / processamento do

sinal emitido por nanossondas, caracterizado por:

a) A fonte de luz (1), pulsada (2) ou nao, composta
por lasers em estado sélido de baixa energia ou diodos de
emiss3o de luz, cujo alcance do comprimento de onda esta
localizado entre 400 e 800 nm, com uma intensidade
controlada de luminosidade gue varia entre 0,01 mWw/cm2 e
100 mW/cm2;

b) O fotossensor, unico (6 e 7a) e (6 e 7b) ou
integrado (6, 4, e 7), composto por finas peliculas de
silicone nanocristalino ou microcristalino e/ou por novos
semicondutores ceramicos que funcionam num largo alcance de
comprimentos de onda que vai desde os infravermelhos a
ultravioleta e que fornece uma informagdo qualitativa e
guantitativa baseada na hibridagédo especifica e seletiva de
amostras funcionalizadas com nanoparticulas metalicas;

c) A alimentacdo do sistema a ser fornecido através
de um fonte de energia convencional ou através de baterias
fotovoltaicas, atribuindo portabilidade ao sistema, sendo
emitida 1luz focalizada na amostra, possivelmente utilizando
micro-lentes para esse efeito, sendo af(s) amostra(s)
fisicamente ndo fixas aos sensores, através da colocagdo da
referida amostra bioldégica (5) do lado oposto (6) do
substrato onde o fotosensor ( 6 e 7) & depositado.

2. Sistema para deteccao, identificacao e
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quantificagdo de matéria Dbioldgica, de acordo <com a

reivindicacd3o 1, caracterizado por o fotossensor (6 e 7)

ser sensivel &4 cor e & intensidade luminosa; tendo uma
sensibilidade entre 10 e 10° para a faixa de comprimentos
de onda a ser utilizados; ter um sinal para razdo de ruido
superior a 3dB; tendo tempos de resposta superiores a 50
Hs; tendo correntes de saturacdo inferjiores alo”’ A/cm*; e
para realizar o pico de absorgdo e respectivo controlo de
sensibilidade através do teor de hidrogénio ou liga da
camada ou camadas fotossensivel(is) que constituem o
sistema e/ou através de polarizacao adegquada do sensor.

3. Sistema para deteccgao, identificacgao e
quantificac¢do de matéria bioldgica, de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado por o

fotossensor (6 e 7) poder produzir uma variagdo monotdnica
do sinal elétrico (corrente ou tensdo), gque por escolha
adequada do algoritmo de calibrag¢dao e corregao, é
proporcional & concentragdo da amostra bioldgica (5).

4. Sistema para detecgdo, identificagdo e
quantificagdo de matéria bioldgica, de acordo com gualquer

uma das reivindicagdes 1, 2 ou 3, caracterizado por o

fotossensor (6 e 7) poder fornecer a energia necessaria a
sua auto-polarizagao.

5. Sistema para detecgao, identificacgdo e
quantificacdo de matéria bioldégica, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizado por o

fotossensor (6 e 7) ser produzido em gualquer tipo de
substrato (6) tal com celuldsico, polimérico, vitreo,
cerdmico e metdlico, sendo este transparente para a faixa

de comprimentos de onda de interesse e micromagquinado, ou




10

15

20

25

30

3/7

ndo, na superficie da face contraria onde se efetuou o
depdsito do fotosensor.

6. Sistema para deteccgao, identificagao e
guantificag¢do de matéria bioldgica, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4 ou 5, caracterizado os

fotossensores (6 e 7) integrados (6, 4 e 7) poderem ser
dispostos na forma linear, na forma de séries lineares de
sensores, na forma de matriz ou ém configuragdo em série
(dispositivos empilhados) .

7. Sistema para deteccdo, identificag¢ao e
quantificacdo de matéria bioldgica, de acordo com dualquer

uma das reivindicacgdes 1, 2, 3, 4, S5 ou 6, caracterizado

por gqualquer das estruturas anteriormente referidas serx
passivel de ser encapsulada, por laminag¢dao ou nao.

8. Sistema para detecgao, identificagédo e
quantificacdo de matéria bioldgica, de acordo com qualgquer

uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado

o fotossensor (6 e 7) ser singular ou na forma de camadas
maltiplas/ em série (6 e 7a) e (6 e 7b), integrados (6, 4 e
7) ou ndo, & base de silicone nanocristalino e suas ligas,
e ser baseado em estruturas do tipo pi‘ii’‘n, MIS e outras
similares.

9. Sistema para detecc¢ao, identificagao e
guantificagdo de matéria Dbioldgica, de acordo com a

reivindicacdo 8, caracterizado por o fotossensor (6 e 7)

ser baseado em estruturas do tipo pi‘ii'n (6 e 7a) dgque
incluem contatos de injetores / detectores de carga (9,
13); camada intrinseca com base numa liga (10, 12); camada
fotossensitiva de resposta espectral regulavel (11), de

acordo com a sua composigao.
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10. Sistema para detecgado, identificacgdo e
quantificagao de matéria Dbioldégica de acordo com a

reivindicac¢d3o 8, caracterizado por o fotossensor (6 e 7)

ser baseado em estrutura MIS (6 e 7b) gue incluem um
contato do tipo metéalico (16), uma nanocamada composta por
um elemento dielétrico, com elevadas propriedades de
isolamento (17) e uma camada fotosensitiva de pico de

absorgdo regulavel (18) de acordo com a sua composigao.
11. Sistema para detecc¢éao, identificagao e
gquantificagcdo de matéria Dbioldgica, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado por a fonte luminosa (1) ser

de estado s6lido, de espectro de radiagdo ultra estreito e
bem definido, cobrindo eventualmente todo o espectro otico
da regido visivel.

12. Sistema para detecgao, identificagdo e
quantificag¢do de matéria bioldgica, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11,

caracterizado por a fonte luminosa (1) ser monocromatica,

controlavel, com poténcias de saida de 100 a 0,01 mW/cm?.
13. Sistema para detecgao, identificagao e

quantificagdo de matéria bioldgica, de acordo com gqualquer

uma das reivindicac¢les 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou

12, caracterizado por compreender uma fonte luminosa (1),

um fotossensor (6 e 7) ligado, a uma fonte de tensao (19)

comandada por um microcontrolador (24), um filtro (20), um
circuito amplificador (21), um circuito comparador (22), um
gerador de sinal de vreferéncia (23), ligados a um

microcontrolador e um microprocessador, portavel ou fixo.
14. Sistema para deteccao, identificacao e

quantificagdo de matéria Dbioldgica, de acordo com a




10

15

20

25

30

5/7

reivindicagdo 13, caracterizado por

a) o fotossensor (6 e 7) se encontrar ligado a fonte
de tensdo (19), para proceder a sua polarizagao;

b) a fonte de tensd3o (19) ser comandada por um
microcontrolador (24) ;

c) existir um filtro (20) & saida do sensor (6,7);

d) o filtro (20) estar ligado a um circuito
amplificador (21);

e) o circuito amplificador (21) estar ligado ao
circuito comparador (22) gue produz um sinal de referéncia
(23) - resposta qualitativa, sendo também este sinal gerado
por o microcontrolador (24);

£) todos os elementos anteriores ligados a um
microprocessador, para armazenamento dos dados,
processamento extra e conversdo A/D.

15. Processo de deteccgdo, identificagao e

guantificagdo de matéria bioldgica, caracterizado por se

recorrer ao sistema das reivindicacgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13 ou 14 e a sondas de nanoparticulas de
metal, preferencialmente o ouro, com integragdoc de sensores
dticos singulares (6 e 7) e de multicamada (6 e 7a), (6 e
7b) baseados na tecnologia de filmes finos de silicio
nanocristalino e suas ligas, e fontes luminosas
monocromaticas e controlaveis (1), igualmente de gualgquer
uma das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 ou 4.

l6. Processo de deteccao, identificacgao de e
quantifica¢do de matéria bioldgica, de acordo com a

reivindicac¢do 15, caracterizado por:

a) se preparar solugdes de sondas de
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nanoparticulas de metal, preferencialmente o ouro, de
didmetro entre os 5 e os 30 nanometros;

b) misturar a amostra de Aacidos nucleicos a
detectar e/ou identificar com a sonda num intervalo de
temperaturas entre os 5 e os 45°C;

c) promover a agregagao das sondas de
nanoparticulas de metal com a amostra através de uma
variagdo da forga idnica do meio;

d) colocagdo das solugdes resultantes, ou liquido
bioldgico (5) na superficie do lado posterior do
fotossensor (6) do sistema de detecgdo definido nas
reivindica¢des 1 a 14, sem gque haja um contato direto entre
as sondas de nanoparticulas em ouro e sensor (6), para
hibridizagao posterior.

17. ©Utilizag¢do do sistema e processo para deteccgdo,
identificagdao e guantificagdo de matéria bioldgica, de
gualguey uma das reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16, caracterizada pelo fato de

sex para a detecgdao e identificacgao gqualitativa e

gquantitativa de material genético presente numa amostra

biocldgica.
18. Utilizag¢do do sistema e processo para detecgao,
identificacdao e guantificacao de matéria bioldgica, de

qualguer uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16, de acordo com a reivindicagao

17, caracterizada por se basear num método colorimétrico,

cuja alteragdo de cor é& detectada por um sensor otico de
filme fino, em func¢do de:
a) Comprimento de onda da 1luz emitida /absorvida pelo

meio;
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b)Desvio do comprimento, em fungdo do sinal de
referéncia;

c)intensiddae do sinal emitido/absorvido, em funcdo do
numero de fentomoles detectaveis;

d) Desvio de intensidade do sinal elétrico detectdavel
(corrente ou tensdo) por mais de um sensor, dispostos numa
configuragdo em série/camadas midltiplas, onde o pico de
absorg¢do associado a cada estrutura empilhada pode ser
comutado.

e) resposta de frequéncia, em fun¢do da polarizagdo
aplicada no sensor.

f) resposta do pico de intensidade controlavel, em
fungdo da tensdo de polarizag¢do aplicada.

19. Utilizagdo do sistema fixo ou portatil e processo
para detecgdo, identificagdo e quantificacdo de matéria
biolédgica, de qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16, de acordo com

a reivindicagdo 17 ou 18, caracterizada pelo fato de

configurarem sistemas de detecg¢do e/ou identificacdo e/ou
gquantificagdo de amostras ou solugdes de composto
bioldgico, tais como &acidos nucleicos, oligonucleotideos
complementares a sequéncias especificas de ADN/ARN,
proteilnas, tais como anticorpos e/ou antigéneos
relacionados com determinada doenca, presentes numa amostra

bioldégica.
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RESUMO
SISTEMA DE DETECCAO E QUANTIFICAGAO DE MATERIA BIOLOGICA
CONSTITUIDO POR UM OU MAIS SENSORES OTICOS E UMA OU MAIS
FONTES LUMINOSAS, PROCESSO ASSOCIADO E RESPECTIVAS
UTILIZAGOES

A presente inveng¢do relaciona-se com um sistema e
processo para detecgdo e/ou identificagdo qualitativa e
quantitativa de matéria bioldgica, tais como sequéncias
especificas de dcidos nucleicos ou proteinas, como
anticorpos, presentes em amostras bioldgicas.

O sistema é constituido por uma ou mais fontes
luminosas (1) combinadas, com um ou mais fotossensores
dticos integrados, ou nao, e componentes eletrdnicos varios
(4), necessarios para a obtengdo / condicionamento do sinal
emitido por nanossondas de metal funcionalizadas com uma
solugao de composto biolégico,» bem como ainda um
microcontrolador e um microprocessador, portdtil ou fixo.
Esta estrutura de fotossensor ¢é capaz de detectar e
guantificar as diferengas colorimétricas produzidas por
nanossondas de metal, sendo este preferencialmente o ouro,
funcionalizadas por oligonucleotideos complementares as
sequéncias especificas de ADN/ARN, proteinas, como por
exemplo anticorpos e/ou antigenos relacionados com
determinada doenca, ou outra amostra ou solugdo de composto
bioldégico, gque se pretende pesquisar. O processo de
deteccdo e quantificagdo baseia-se na resposta de um
fotossensor, singular ou integrado, baseado na tecnologia
de filmes finos de silicio amorfo, nanocristalino ou
microcristalino, e suas ligas, e também nos novos ceramicos

semicondutores ativos, amorfos e ndo amorfos.



	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

