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RESUMO 

 

NIRTON, N. C. S. Sensores e biossensores baseados em transistores de feito de campo 

utilizando filmes automontados nanoestruturados. 2011. 120p. Tese (Doutorado em Ciências) 

– Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo. São Carlos, 2011. 

 

O transistor de efeito de campo de porta estendida e separada (SEGFET) é um dispositivo 

alternativo ao tradicional transistor de efeito de campo seletivo a íons (ISFET). A grande 

vantagem desse dispositivo se refere ao seu fácil processamento, ou seja, se restringe somente 

a manipulação do eletrodo de porta, evitando processos convencionais de microeletrônica. 

Neste sentido, sensores iônicos e biossensores podem ser facilmente implementados 

combinando materiais de reconhecimento químico e/ou biológico. Por sua vez, a técnica de 

fabricação de filmes finos camada por camada (layer-by-layer, LbL) se mostra versátil para 

manipulação de diversos tipos de materiais em nível molecular. Materiais orgânicos e 

inorgânicos podem ser automontados em substratos sólidos por meio da simples adsorção 

eletrostática formando compósitos com propriedades únicas com o objetivo de serem 

aplicados em sensores ou biossensores. Neste trabalho, o conceito de dispositivo SEGFET foi 

combinado com a técnica LbL por meio da manipulação de materiais orgânicos 

(polieletrólitos, dendrímeros e polianilina) e inorgânicos (TiO2 e V2O5) nanoparticulados a 

fim de se obter novos sensores de pH e biossensores para a detecção de glicose e uréia, dois 

importantes analitos de interesse clínico. Numa primeira etapa, diferentes filmes LbL foram 

produzidos, caracterizados e testados como camada sensível (porta estendida) em dispositivos 

SEGFETs. Todos os sistemas estudados se mostraram promissores como sensores de pH, ou 

seja, com uma sensibilidade próxima do valor teórico sugerido pela equação de Nernst (59,15 

mV.pH
-1

). Esses resultados podem ser atribuídos à natureza anfotérica do material da última 

camada no filme LbL. Numa segunda etapa, as enzima glicose oxidase (GOx) e urease foram 

convenientemente imobilizadas nos filmes LbL. Pelo fato dessas enzimas gerarem ou 

consumirem prótons durante a catálise da reação, os filmes LbL modificados enzimaticamente 

foram utilizados em biossensores de glicose e uréia, apresentando eficiente detecção. Assim, a 

união de dispositivos SEGFET com a técnica de automontagem se mostrou promissora para 

construção de sensores e biossensores eficientes e de baixo custo. 

 

Palavras chave: Transistor de efeito de campo. Filmes automontados. SEGFET 

Nanopartículas. Biossensor.  



  



ABSTRACT 

 

NIRTON, N. C. S. Sensors and biosensors based on field-effect transistors using 

nanostructured self-assembled films. 2011. 120p. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de 

Física de São Carlos, Universidade de São Paulo. São Carlos, 2011. 

 

Separative extended gate field-effect transistor (SEGFET) device is an alternative to the 

conventional ion-sensitive field-effect transistor (ISFET). The great advantage of SEGFET 

refers to its easy processing, i.e., it is limited under only manipulation of the gate electrode, 

avoiding the conventional microelectronic processes. In this way, ion sensors and biosensors 

can be easily implemented combining chemical and/or biological recognition materials. In 

turn, the layer-by-layer (LbL) technique shows be versatile for handling various types of 

materials at molecular level. In this thesis, the concept of SEGFET device was combined with 

the LbL technique through the manipulation of organic (polyelectrolytes, dendrimers and poly 

(aniline)) and inorganic materials (TiO2 and V2O5 nanoparticles) in order to get new pH 

sensors and biosensors for the detection of glucose and urea, two important analytes of 

clinical interest. In a first step, different LbL films were produced, characterized and tested as 

the sensitive layer (extended gate) in SEGFETs devices. All studied systems were promissing 

as pH sensors, i.e., with a sensitivity close to the theoretical value suggested by Nernst 

equation (59.15 mV.pH-1). These results can be attributed to the amphoteric nature of the 

material in the last layer of the LbL films. In a second step, glucose oxidase (GOx) and urease 

enzymes were conveniently immobilized onto LbL films. Because these enzymes generate or 

consume protons during catalysis of the reaction, the enzymatically modified LbL films were 

used in biosensors for glucose and urea, with efficient detection. Thus, the union of SEGFET 

devices with the LbL technique is promising to building up efficient and low-cost sensors and 

biosensors. 

 

Keywords: Field-effect transistor. Self-assembled films. SEGFET. Nanoparticles. Biosensor. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A pesquisa em sensores e biossensores possui um forte caráter multidisciplinar, 

envolvendo áreas da Física, Química, Ciência dos Materiais e Biologia. Um sensor é um 

dispositivo que mede certa grandeza física ou química e a converte em um sinal mensurável 

(1). Por outro lado, segundo a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC), um 

biossensor é definido com um “dispositivo integrado transdutor-receptor, que é capaz de 

fornecer informação analítica específica quantitativa ou semi-quantitativa, utilizando um 

elemento de reconhecimento biológico”(2). 

O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lions em 1962, o qual ficou 

conhecido como "eletrodo enzimático" (3). Desde então, um notável progresso foi alcançado 

quanto ao desenvolvimento de biossensores para a determinação e análise de diversas 

substâncias (4). Em especial, destaca-se o desenvolvimento e aprimoramento dos biossensores 

amperométricos, potenciométricos, ópticos, piezoelétricos e calorimétricos (4). 

Biossensores amperométricos baseiam-se em reações de transferência de elétrons 

(oxi-redução) entre o material biocatalítico e o analito, com um eletrodo de trabalho (o qual 

contem o material biológico imobilizado) polarizado a uma tensão pré-determinada em 

relação a um eletrodo de referência (5).
 

O primeiro biossensor amperométrico foi 

desenvolvido por Updike e Hicks (6) em 1967 para a medida de glicose, onde se fazia uso do 

eletrodo enzimático desenvolvido por Clark e Lions (3). 

Por sua vez, os biossensores ópticos baseiam-se na determinação das mudanças de 

absorção de luz entre os reagentes e produtos da reação biologicamente catalisada, ou na 

medida da emissão de luz por um processo luminescente (7). A forma mais comum envolve o 

uso de tiras colorimétricas, as quais contêm enzimas oxi-redutases (um tipo de material de 

reconhecimento biológico) e uma substância capaz de mudar suas propriedades ópticas em 

resposta a uma mudança nas condições do meio (cromóforo). O produto gerado na reação 

entre a enzima e o analito (na maioria das vezes H2O2) oxida o cromógeno e a absorbância do 

composto formado é proporcional à concentração do analito a ser determinada (7). 
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Os biossensores piezoelétricos contêm materiais biológicos imobilizados em cristais 

que dão origem a uma tensão em resposta a uma vibração externa. Dessa forma, funcionam 

como transdutores do sinal elétrico produzido em sua interface (8). Como a variação da 

frequência é proporcional à variação de massa do material adsorvido, tal variação pode ser 

determinada por circuitos eletrônicos e relacionada com a concentração de um determinado 

analito. O principal inconveniente dos biossensores piezoelétricos é a interferência da 

umidade atmosférica na medida e a dificuldade em usá-los para a determinação de analitos em 

solução. Entretanto, biossensores piezoelétricos são relativamente baratos, pequenos e 

proporcionam uma resposta rápida (8). 

Muitas reações que são catalisadas enzimaticamente são exotérmicas, ou seja, geram 

calor. Dessa forma, os biossensores calorimétricos baseiam-se na medida da variação de 

temperatura entre a entrada e a saída de uma pequena coluna contendo um biocatalisador 

imobilizado (9). Tal medida é efetuada através de termistores, um tipo de resistor usado para 

medir mudanças de temperatura baseado em variações de sua resistência. A principal 

vantagem de um biossensor calorimétrico é sua ampla aplicabilidade em processos 

biotecnológicos ou de interesse clínico. Porém, existe a dificuldade de se manter a 

temperatura do biocatalisador constante, fato que pode levar à desnaturação do mesmo, 

afetando assim o funcionamento do biossensor (9). 

Os biossensores potenciométricos são dispositivos que compreendem eletrodos de 

vidro, sensores baseados na interface metal-óxido ou eletrodos íon-seletivos nos quais são 

imobilizados os biocatalisadores (10). Nesse tipo de biossensor, a geração de prótons altera o 

potencial do meio reacional, criando uma diferença de potencial entre o eletrodo 

biologicamente modificado e um eletrodo de referência (10). 

Como já exposto anteriormente, em sensores ou biossensores, uma grandeza física ou 

química está relacionada direta ou indiretamente com a concentração da substância a qual se 

deseja determinar (analito). Entre as grandezas utilizadas para quantificar analitos em 

sensores ou biossensores, destaca-se o potencial hidrogeniônico (pH), uma vez que diversos 

processos bioquímicos dependem do seu valor ou resultam na liberação ou consumo de 

prótons (10). O pH é uma grandeza físico-química que indica a acidez ou alcalinidade de uma 

solução aquosa. Matematicamente, é definido como sendo o cologarítimo decimal da 

atividade de íons hidrogênio (αH
+
), ou seja (11): 

10-log [ ]
H

pH    (1.1) 
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Para soluções diluídas (menores que 0,1 M), o valor do coeficiente de atividade se 

aproxima de 1, ou seja, os valores da atividade se aproximam dos valores da concentração, 

assim, a equação 1.1 pode ser escrita como (11): 

10-log [ ]pH H   (1.2) 

A determinação clássica do valor do pH é realizada de duas maneiras distintas: (I) 

adição de um cromóforo ou tira indicativa contendo uma substância imobilizada que muda de 

coloração conforme o pH da solução; (II) através de potenciometria utilizando-se o eletrodo 

padrão de hidrogênio ou o eletrodo de vidro combinado com um eletrodo de referência, este 

último, conhecido também como pH-metro (11). 

Os métodos supracitados são frequentemente utilizados em laboratórios de pesquisa 

e ensino, principalmente o pH-metro. Contudo, novas tecnologias têm sido desenvolvidas 

para a determinação do pH (11). Dentre essas tecnologias, Bergveld introduziu o conceito de 

efeito de campo para a determinação da atividade iônica em ambiente químico, apresentando 

à comunidade cientifica o transistor de efeito de campo sensível a íons (ISFET, do inglês ion-

sensitive field-effect transistor) (12-13). Um ISFET é um sensor iônico muito semelhante a 

um dispositivo MOSFET (transistor de efeito de campo metal-óxido-semicondutor, do inglês 

metal oxide semiconductor field-effect transistor). A diferença básica entre os dispositivos se 

refere a não existência do eletrodo metálico de porta (ou gate) no ISFET, sendo este 

substituído por um eletrodo de referência contido em uma solução (14). A Figura 1.1 ilustra o 

diagrama esquemático de um MOSFET e de um ISFET (14). No MOSFET a quantidade de 

portadores no canal entre os eletrodos fonte e dreno é controlada por uma pequena tensão 

aplicada à porta. Por outro lado, no ISFET, o potencial na superfície do filme óxido se altera 

devido à concentração iônica da solução, modulando a quantidade de portadores no canal do 

dispositivo. 

Utilizado amplamente como sensor iônico, principalmente para a determinação de 

íons H
+
, o ISFET também pode ser utilizado como plataforma ativa em biossensores. A 

combinação da deposição de filmes ultrafinos e a posterior imobilização de materiais de 

origem biológica (enzimas, por exemplo) sobre o material que compõe a porta de um ISFET 

permite esta opção (15). Neste caso, a reação catalisada pelo material biológico é responsável 

pela alteração do potencial na porta do dispositivo via mudança de pH local, sendo esta 

alteração proporcional à concentração do analito a ser determinado. 
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Figura 1.1 – Diagrama esquemático de um MOSFET (a) e de um ISFET (b). Adaptado da referência (14). 

 

A grande vantagem da aplicação de ISFETs como sensores ou biossensores é a 

possibilidade do uso da microeletrônica na sua produção, o que possibilita sua confecção e 

miniaturização em larga escala. Em contrapartida, um inconveniente em ISFETs é a 

dificuldade de isolamento do FET do meio reacional, o que pode influenciar no desempenho 

do dispositivo em virtude de alguma contaminação iônica e a dificuldade de imobilização de 

biomoléculas em um suporte de dimensões bastante reduzidas. 

Neste sentido, um sistema elegante para isolamento do FET foi proposto por Van der 

Spiegel et. al. (16) e aprimorado por Chi e colaboradores (17). Trata-se do transistor de efeito 

de campo de porta estendida (EGFET, do inglês extended gate field-effect transistor), que é 

formado por uma camada sensível estendida ou conectada a um dispositivo de alta 

impedância, geralmente um MOSFET, amplificador operacional (OP) ou ainda amplificador 

de instrumentação (AI) (16-18). Vale ressaltar que, algumas vezes, o EGFET recebe a 

denominação de transistor de efeito de campo de porta estendida e separada (SEGFET, 

separative extended gate field-effect transistor). Essa nova denominação advém do fato de a 

camada sensível (ou porta estendida) estar separada do chip que contém o MOSFET (19). A 

Figura 1.2 ilustra a configuração de um SEGFET. De forma análoga a um ISFET, uma 

alteração do potencial na superfície da membra ou camada sensível, modula o sinal de saída 

do dispositivo; que pode ser a corrente dreno-fonte de um MOSFET ou a tensão de saída de 

um amplificador operacional ou de instrumentação (17-19). 
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Figura 1.2 – Diagrama esquemático de um SEGFET. G, S e D representam, respectivamente, os eletrodos porta, 

fonte e dreno, de um MOSFET comercial. 

 

Diferentes técnicas têm sido utilizadas para a obtenção de filmes finos sensíveis ao 

pH. Óxidos ou nitretos metálicos têm sido sintetizados com esse objetivo por sputtering (17, 

20), sol-gel (21-22), oxidação anódica (23) e deposição química a partir do vapor (CVD) (24). 

Neste contexto, as técnicas de construção de filmes por spin coating ou via deposição camada 

por camada, LbL (layer by layer), representam metodologias simples e de baixo custo que 

têm como propriedade combinar e controlar a deposição de diversos tipos de materiais em 

nível molecular (25). Materiais orgânicos (19, 26), inorgânicos (26) e até mesmo 

biomoléculas (27) podem ser combinados, resultando em muticompósitos com propriedades 

distintas, automontados em diferentes tipos e tamanhos de substratos (25). Através da união 

de técnicas de deposição de filmes ultrafinos por automontagem com o conceito de SEGFET, 

novos sistemas podem ser facilmente implementados como sensores de pH e posteriormente 

como biossensores. 

Neste sentido, no presente trabalho, sensores e biossensores baseados em um 

dispositivo SEGFET foram obtidos através da construção de filmes automontados sensíveis a 

variações de pH. Materiais nanoestruturados foram combinados e depositados na forma de 

filmes finos automontados a fim de melhorar o desempenho do dispositivo. A proposta ou 

objetivo da tese bem como sua organização é descrita a seguir. 
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1.1 PROPOSTA DA TESE 
 

 

Os principais objetivos dessa tese são: 

I. Construção de um dispositivo SEGFET universal: construir um dispositivo 

SEGFET simples que seja adequado a diferentes plataformas de sensoriamento e 

que permita a aquisição rápida e precisa do sinal através de um computador. 

II. Fabricação e caracterização de filmes automontados nanoestruturados: 

preparar filmes automontados contendo materiais nanoestruturados sensíveis ao 

pH, funcionalizar a superfície de substratos de ITO (óxido de índio dopado com 

estanho, indium tin-doped oxide) com filmes automontados e caracterizar os 

sistemas automontados por técnicas espectroscópicas e de microscopia eletrônica. 

III. Aplicação dos filmes automontados como sensores de pH: Aplicar os filmes 

automontados como porta estendida em dispositivos SEGFETs a fim de se obter 

novos sensores de pH. 

IV. Imobilização de enzimas nos filmes automontados: imobilizar as enzimas 

glicose oxidase (GOx) e urease, que são específicas na catálise de glicose e uréia, 

respectivamente, nos filmes automontados visando à obtenção de biossensores 

baseados em dispositivos SEGFETs. 

Quatro sistemas foram propostos e implementados hora como sensores de pH, hora 

como biossensores de glicose ou uréia. No primeiro sistema, filmes comerciais de ITO foram 

funcionalizados com filmes automontados contendo dendrímeros de poli(propileno imina) 

(PPID), uma macromolécula porosa, e metaloftalocianina tetrasulfonada de níquel (NiTsPc), 

um composto organometálico amplamente utilizado em sensores. O sistema ITO-

(PPID/NiTsPc) foi aplicado como SEGFET sensor de pH e, através da imobilização da 

enzima GOx, como biossensor para determinação de glicose. 

No segundo sistema, a polianilina foi sintetizada em sua forma nanoparticulada 

(PANI-N) visando melhorar a solubilidade do polímero. Filmes automontados de PANI-N em 

conjunto com o polímero poli (ácido vinil sulfônico) (PVS) foram fabricados em substratos de 

vidro recoberto com ouro (Au) e empregados como membranas sensíveis ao pH em 

SEGFETs. Através da imobilização da enzima urease, o mesmo sistema foi empregado como 

biossensor para detecção de uréia. 
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O terceiro sistema é baseado em filmes automontados contendo nanopartículas 

comerciais de dióxido de titânio (TiO2-Np) e dendrímeros PPID. Automontados em substratos 

de vidro recoberto com Au, o sistema (PPID/TiO2-Np) foi implementado como sensor de pH 

e biossensor de glicose através da imobilização da enzima GOx. 

Por fim, numa primeira etapa, nanoestruturas unidimensionais (1D) de pentóxido de 

vanádio, com diferentes formas, foram depositas diretamente em substratos de Au por spin-

coating e utilizadas como sensores de pH. Ainda, as nanoestruturas foram combinadas na 

forma de filmes automontados utilizando o polímero poli (alilamina hidroclorada) (PAH) 

como contra-íon e também aplicadas como sensores de pH. Biossensores para determinação 

de uréia foram construídos utilizando a nova plataforma automontada como suporte para 

imobilização da enzima urease. 

A tese está organizada da seguinte forma: o Capítulo 2 exibe uma revisão sobre 

sensores baseados em transistores de efeito de campo, enfatizando sua operação. Em especial 

o ISFET, o SEGFET e o EnFET (FET enzimático) são descritos em detalhes. O Capítulo 3 

descreve a técnica de automontagem convencional e a técnica de automontagem assistida por 

spin, ambas utilizadas nesse trabalho. Sensores e biossensores de efeito de campo baseados na 

técnica LbL também são abordados no Capítulo 3. Os materiais utilizados no trabalho, bem 

como as técnicas de caracterização e a configuração experimental do dispositivo SEGFET são 

apresentados no Capítulo 4. Os Capítulos de 5 a 8 são destinados aos resultados e discussões 

dos quatros sistemas estudados. Vale ressaltar que esses capítulos foram escritos como 

trabalhos individuais. Por fim, as considerações finais e sugestões para possíveis trabalhos 

futuros são apresentadas no Capítulo 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 Capítulo 1 – Introdução 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 SENSORES BASEADOS NO CONCEITO DE EFEITO DE CAMPO  
 

 

A idéia de se controlar a condutividade em semicondutores via campo elétrico, 

proposta e patenteada por Lilienfeld em 1928, abriu caminho para a fabricação do MOSFET 

nos laboratórios Bell em 1960 (28). Este fato revolucionou a indústria eletrônica tornando 

possível o desenvolvimento dos demais circuitos integrados. Um pouco mais tarde, Bergveld 

expandiu o conceito de MOSFET para o campo bioquímico apresentando à comunidade 

científica o ISFET. Tal dispositivo permitia monitorar a atividade iônica em meio fisiológico 

devido ao campo elétrico produzido na porta do dispositivo pelos íons em solução (12-13). 

A proposta de Bergveld levou ao desenvolvimento de uma série de dispositivos 

baseados em efeito de campo (FED, field effect devices) (14-15, 29). Seja com o intuito de 

medir a atividade de íons em ambientes químicos ou para aplicação como biossensores 

baseados em efeito de campo (BioFEDs) (14-15, 29). Dentre esses dispositivos, destaca-se o 

próprio (ISFET) (14), sua derivação, isto é, o SEGFET (19) e o sensor capacitivo eletrólito-

isolante-semicondutor (EIS, electrolyte-insulator-semiconductor) (30). Nesses dispositivos, o 

potencial na superfície do material isolante (camada ou menbrana sensível) da porta é alterado 

pela concentração iônica da solução, controlando assim o sinal de saída do mesmo. 

O princípio de funcionamento de um FED ou BioFED é norteado por vários 

conceitos básicos de Física e Química. Os aspectos relevantes referentes a esses sistemas, bem 

como o princípio de operação de alguns FEDs, objetivo de estudo desse trabalho, é abordado 

na sequência. 

 

 

2.1  O MOSFET E O ISFET 
 

 

O transistor de efeito de campo metal-óxido-semicondutor ou simplesmente 

transistor MOS, é composto por um substrato semicondutor dopado (geralmente silício, Si) 
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com regiões denominadas fonte e dreno (31). Essas regiões são dopadas com portadores de 

carga contrária à carga do substrato e a região entre a fonte e o dreno é denominada canal do 

transistor. O portador de carga majoritário do canal (elétrons ou buracos) classifica o tipo do 

transistor MOS (31). Quando os portadores do canal são elétrons (dopagem negativa), o 

MOSFET recebe a denominação de N-MOS. Em contrapartida, se os portadores do canal 

forem buracos (dopagem positiva), o MOSFET é denominado P-MOS (31). A Figura 2.1 

ilustra esquematicamente a estrutura de um MOSFET tipo N. 

 

 

Figura 2.1 – Corte em secção transversal de um transistor N-MOS.  

 

A operação do MOSFET é baseada no controle da corrente elétrica entre os eletrodos 

dreno e fonte (IDS) em função de uma tensão aplicada no eletrodo de porta (VGS). Uma 

diferença de potencial entre a fonte e o dreno (VDS) cria uma corrente de elétrons no canal. 

Essa corrente depende da resistência do canal, a qual varia de acordo com a quantidade de 

impurezas nos eletrodos fonte e dreno (31). O comprimento do canal (L), sua largura (W), a 

capacitância do óxido de porta (COx) e a mobilidade dos portadores do canal (µ), também são 

parâmetros que influenciam IDS (31). Outra característica do MOSFET é a altíssima 

impedância da porta devido à presença de uma camada isolante entre o eletrodo metálico e o 

canal, o que impossibilita qualquer drenagem de corrente via porta. 

Uma tensão VGS positiva atrairá elétrons para a região do canal uma vez que o 

substrato está dopado positivamente, ou seja, a variação de VGS modula a quantidade de 

portadores (nesse caso, elétrons) no canal. Quando a quantidade de portadores ditadas por VGS 

for suficiente, uma tensão VDS levará ao escoamento de uma corrente no canal. Esse valor de 
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VGS necessário que haja corrente no canal recebe o nome de tensão de limiar (VT) e é expressa 

segundo a equação abaixo (14): 

 -    
  -    2M Si SS Ox B

T f

Ox

Q Q Q
V

q C


   
   (2.1) 

O primeiro termo reflete a diferença de função trabalho entre o metal do eletrodo de 

porta ФM e a função trabalho do silício ФSi, sendo q a carga elementar. O segundo termo, por 

sua vez, se se refere ao acúmulo de cargas na superfície do silício QSS, na interface óxido-

silício QOx e na região de depleção do silício QB. O terceiro termo 2ϕf é o potencial de Fermi, 

sendo dependente do nível de dopagem do silício (14). 

Variando-se o valor de VDS, IDS aumenta segundo a equação (14, 31): 

 
2

  -   -  
2

DS
DS Ox GS T DS

VW
I C V V V

L


 
  

 
 (2.2) 

A equação 2.2 é válida para VDS ≤ VGS - VT, conhecida como região de triodo (31). 

Ainda, aumentando-se VDS, o MOSFET passa a operar em uma região conhecida como região 

de saturação. Nessa condição, ocorre o estrangulamento do canal, ou seja, atinge-se um ponto 

de máxima corrente. Na região de saturação, IDS varia segundo a equação (31): 

 
2

 -  
 

2

GS T

DS Ox

V VW
I C

L
  (2.3) 

Em suma, pode-se concluir que VGS modula a quantidade de portadores no canal e 

VDS é responsável pela operação do MOSFET na região de triodo ou na região de saturação. 

A Figura 2.2 ilustra as curvas características de um MOSFET. A Figura 2.2a ilustra como a 

corrente IDS de um MOSFET tipo N varia em função da tensão entre os eletrodos dreno e 

fonte (VDS) para VGS > VT. Já a Figura 2.2b ilustra como IDS varia em função de VGS para VDS 

≥ VGS – VT. Nessa curva, a tensão de limiar VT é obtida a partir da extrapolação no eixo das 

abscissas (31). 
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Figura 2.2 – Família de curvas características IDS x VDS de um MOSFET tipo N (a) e curva IDS x VGS para um 

pequeno valor de VDS (b). 

 

Um ISFET, por sua vez, consiste na modificação ou adaptação de um MOSFET. O 

processo de fabricação de ambos os dispositivos é o mesmo, ou seja, as etapas de 

processamento de circuitos integrados. Contudo, o eletrodo de porta não existe mais no 

ISFET, sendo substituído por um eletrodo de referência contido em uma solução eletrolítica e 

em contato com o óxido da região de porta (14). Figura 2.3 ilustra esquematicamente a 

estrutura de um ISFET. 
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Figura 2.3 – Esquema ilustrativo da estrutura de um ISFET. O eletrodo porta de um MOSFET é substituído por 

um eletrodo de referência contido na solução eletrolítica que está em contato com o material 

isolante. 

 

O princípio de operação de um ISFET é o mesmo de um MOSFET. Porém, o efeito 

de campo não é mais causado por um potencial externo no eletrodo de porta, e sim devido a 

uma mudança de concentração iônica da solução, geralmente concentração de íons H
+

, o que 

causa a alteração do potencial na interface eletrólito-óxido. Essa alteração do potencial é 

regida pelo modelo de sítio de ligação (site binding) (32-33). O modelo sugere que a 

superfície dos óxidos anfotéricos (A) apresentam espécies químicas em três formas distintas: 

negativas ( -AO ), neutras ( AOH ) e positivas ( +

2AOH ). Dessa forma, as seguintes reações de 

ligação ocorrem da superfície do óxido (membrana sensível). (32-33): 

+ +

2AOH AOH + H  
(2.4) 

- +AOH AO + H  
(2.5) 

A corrente entre os eletrodos dreno-fonte do ISFET é modulada pelo potencial na 

superfície (ψ) do óxido, sendo a relação deste e o pH da solução dada pela seguinte equação 

(14, 22): 
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onde q é a carga elementar, k a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, β um 

parâmetro que reflete a sensibilidade química do material da porta sendo dependente da 

densidade superficial de grupos hidroxilas (OH) e da reatividade de superfície e pHpzc o valor 

de pH de carga zero. 

Baseando-se nas equações do MOSFET, o comportamento de VT de um ISFET será 

dependente também do potencial no eletrodo de referência (ERef.), do potencial superficial de 

dipolo em virtude da solução (χSol.), e do potencial de superfície na interface óxido-eletrólito 

(ψ). Dessa forma, VT varia não mais como a equação 2.1 e sim segundo a equação abaixo 

(14): 

Re . .

  
  -     -   -    2Si SS Ox B

T f Sol f

Ox

Q Q Q
V E

q C
  

  
    (2.7) 

O óxido de silício (SiO2) foi o primeiro material utilizado como camada sensível a 

íons em dispositivos ISFETs (12-13). Contudo, o SiO2 apresenta uma sensibilidade em torno 

de 38 mV.pH
-1

(14, 34), ou seja, aquém do valor teórico sugerido pela equação de Nernst 

(59,15 mV.pH
-1

,
 
a 25 

o
C) (14). Após o SiO2, diversos óxidos ou nitretos metálicos foram 

introduzidos como materiais sensíveis ao pH. Dentre eles, destacam-se o nitreto de silício 

(Si3N4) (35), o óxido de alumínio (Al2O3) (36), o óxido de tântalo (Ta2O5) (37) e o óxido de 

estanho (SnO2) (38), materiais que geralmente apresentarem uma sensibilidade Nernstiana à 

variações de pH. 

 

 

2.2 O EGFET E O SEGFET 
 

 

O EGFET foi proposto primeiramente por Van der Spiegel e colaboradores em 1983 

e trata-se de uma modificação do ISFET convencional (16). O EGFET é formado por uma 

camada ou membrana sensível, a qual é estendida até o eletrodo de porta de um MOSFET ou 

conectada a um amplificador operacional (16). No primeiro caso, tanto a membrana sensível 

quanto o MOSFET são construídas no mesmo substrato ou chip (Figura 2.4) (16). Por outro 
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lado, o aprimoramento do dispositivo EGFET proposto por Chi et. al., utiliza uma membrana 

sensível conectada a um MOSFET comercial (Figura 2.5) (17). Agora, a membrana e o 

MOSFET não estão contidos no mesmo chip, sendo mais conveniente, denominar o 

dispositivo de SEGFET (EGFET com membrana separada) (17). 

O funcionamento de um dispositivo EGFET/SEGFET é o mesmo de um ISFET, ou 

seja, modulação da corrente dreno-fonte via alteração do potencial de superfície na camada 

sensível. Portanto, as equações que descrevem o comportamento elétrico de um ISFET são as 

mesmas para o EGFET/SEGFET (17, 19, 22). 

 

Figura 2.4 – Estrutura do dispositivo EGFET proposto por Van der Spiegel. A membrana sensível e o MOSFET 

estão contidos no mesmo substrato ou chip (16). 

 

 

Figura 2.5 – Estrutura do dispositivo SEGFET proposto por Chi. A membrana sensível é conectada a um 

MOSFET comercial (17). 
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A configuração de um SEGFET possui algumas vantagens em relação a dispositivos 

ISFETs: o processo de medida é simples, a imobilização de biomoléculas é facilitada e o 

dispositivo comercial pode ser reaproveitado para a aplicação em dispositivos descartáveis 

(17, 19). Tais vantagens permitem que novos materiais possam ser testados como membranas 

sensíveis ao pH de maneira simples e rápida. Assim, a pesquisa em dispositivos SEGFETs se 

concentra no teste de novos materiais e na otimização do processo de fabricação dos mesmos 

visando obter novas membranas sensíveis. A Tabela 2.1 resume os materiais comumente 

utilizados como camada sensível em dispositivos SEGFETs. Observa-se que existe uma gama 

de materiais utilizados obtidos por diferentes técnicas. 

Devido à alta sensibilidade ao pH apresentada por ISFETs e SEGFETs, esses 

dispositivos têm sido utilizados como biossensores. Neste caso, um material biológico 

(geralmente uma enzima) é imobilizado na camada sensível, dando forma a um transistor de 

efeito de campo enzimático (EnFET, do inglês enzyme field-effect transistor) (39). Neste 

contexto, novos biossensores baseados no conceito de efeito de campo podem ser facilmente 

construídos. 

A fácil manipulação de um SEGFET, comparativamente a um ISFET, torna esse tipo 

de dispositivo mais atrativo para a aplicação em biossensores, tendo em vista que a 

manipulação do dispositivo se restringe somente na modificação do gate estendido com o 

material biológico sem a necessidade de etapas de microprocessamento. Uma abordagem 

acerca dos FETs enzimáticos, especialmente aqueles baseados na configuração SEGFET é 

abordado em sequência. 
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Tabela 2.1 – Materiais comumente utilizados como camada sensível em dispositivos SEGFETs. 

Material Fórmula 

Química 

Método de 

Fabricação 

Sensibilidade 

(mV.pH
-1

) 

Referência Ano 

Óxido Misto de Vanádio/ 

Tungstênio 

V2O5/WO3 Sol-gel 68 (40) 2011 

Óxido de Estanho dopado 

com Flúor 

SnO2:F Comercial 50 (41) 2010 

Óxido de Vanádio V2O5 Sol-gel 58,1 (21) 2009 

Óxido de Titânio TiO2 Sol-gel 58,73 (42) 2009 

Nitreto de Rutênio RuN  58,03 (43) 2009 

Óxido de Alumínio Al2O3 Anodização 56 (23) 2006 

Óxido de Zinco ZnO Sol-gel 38 (22) 2005 

Nanotubos de silício Si CVD 58,3 (44) 2005 

Óxido de índio dopado com 

estanho 

In2O3:Sn Comercial 58 (18) 2001 

Nitreto de titânio TiN Sputtering 57 (45) 2001 

Óxido de estanho SnO2 Sputtering 58 (17) 2000 

 

 

2.3 O ENFET 

 

 

A união entre a especificidade de sistemas biológicos com transistores de efeito de 

campo deu origem a uma ferramenta versátil para ser utilizada em análises clínicas. O 

transistor de efeito de campo enzimático é baseado na imobilização de uma enzima que 

produz ou consome prótons durante a catálise de um analito específico, alterando assim o pH 

próximo da camada sensível que está acoplada a um dispositivo de efeito de campo (46). 

A idéia de união entre enzimas e ISFETs foi proposta pela primeira vez em 1976 por 

Janata e Moss (47). Contudo, a realização prática de um EnFET veio quatro anos mais tarde, 

quando Caras e Janata construíram um EnFET para a determinação de penicilina (48). A 
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partir de então, uma série de EnFETs foram produzidos para determinação de diversas 

substâncias (39). Tanto sustâncias de interesse clínico como glicose (49), uréia (50), 

creatinina (51) e acetilcolina (52), bem como sustâncias de interesse ambiental como fenóis 

(53) e pesticidas (54), podem ser determinadas por EnFETs. Ainda, a combinação de enzimas 

com o conceito de efeito de campo abriu caminho para o desenvolvimento de uma série de 

dispositivos biológicos de efeito de campo para diversas aplicações tecnológicas (29, 55). Um 

EnFET clássico, ou seja, o qual utiliza a configuração de um ISFET, é ilustrado 

esquematicamente na Figura 2.6. 

 

Figura 2.6 – Estrutura de dispositivo EnFET clássico. Enzimas são imobilizadas na camada sensível ao pH. 

 

Como em qualquer biossensor, o método de imobilização da enzima constitui uma 

etapa fundamental na construção de um EnFET. Diversos métodos para imobilização 

enzimática estão presentes na literatura (56). Os métodos mais utilizados se dão através do 

encapsulamento da enzima em matrizes ou microcápsulas poliméricas ou através de ligações 

físicas ou químicas da enzima ao suporte (56). 

A imobilização de uma enzima via encapsulamento consiste em confinar a enzima em 

um polímero insolúvel ou em uma microcápsula polimérica. Neste sistema é criada uma 

membrana seletiva que impede que as enzimas (moléculas grandes) se difundam através da 

membrana, enquanto que moléculas pequenas como analitos e produtos podem difundir 

facilmente. 

Soldatkin et. al. desenvolveram um EnFET para determinação de creatinina 

imobilizando a enzima creatinina deiminase (CD) em uma matriz de poli (álcool vinílico) 

depositada na camada sensível de um ISFET composta por Si3N4 (51). A vantagem desse 

método é que a enzima não reage quimicamente com o suporte, não comprometendo assim 
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seu sítio ativo. Porém, a difusão dos elementos através da membrana pode ser um problema, 

visto que a velocidade de difusão pode comprometer o tempo de resposta do biossensor. 

A adsorção de uma enzima é método de imobilização mais utilizado devido a sua 

simplicidade. Além disso, é o método que menos inibe a atividade ou causa desnaturação da 

proteína (57). Neste caso, a enzima é imobilizada em um suporte sólido, onde estão 

envolvidas ligações de baixa energia como ligações de hidrogênio, iônicas ou forças de van 

der Waals (57). Siqueira Junior e colaboradores construíram um biossensor para detecção de 

penicilina baseado em uma estrutura de efeito de campo capacitiva funcionalizada com filmes 

multicamadas de dendrímeros e nanotubos de carbono (58). Assim, um elegante BioFED foi 

obtido através da simples adsorção da enzima penicilinase nas multicamadas 

dendrímero/nanotubos (58). Apesar da simplicidade, a adsorção de proteínas para o projeto de 

biossensores pode levar a uma baixa estabilidade operacional, uma vez que o biocatalisador 

pode ser lixiviado do eletrodo com o tempo, comprometendo assim, o bom funcionamento do 

dispositivo (57). 

A imobilização covalente de uma enzima envolve a ligação efetiva entre a enzima e 

o suporte através da ativação prévia de grupos reativos presentes no mesmo. Desta forma, os 

suportes devem possuir grupos funcionais que possam ser ativados. A ativação do suporte, na 

maioria das vezes, consiste em silanização, reações com carbodiiminas e glutaraldeído. As 

enzimas são ligadas à matriz através de grupos funcionais presentes em seus aminoácidos 

(56). Contudo, deve-se ter o cuidado para não se comprometer o sítio ativo da enzima ao se 

efetivar a ligação, pois isto comprometeria sua atividade catalítica. O emprego do método de 

ligação covalente para o preparo de biossensores pode levar a uma melhor estabilidade 

operacional, uma vez que a enzima é ligada irreversivelmente à matriz. 

Em EnFETs, observa-se uma preferência pela modificação da camada sensível com 

agentes silanos, principalmente o 3-aminopropiltrietoxisilano (3-ATPS), tendo em vista que a 

camada não possui grupos funcionais para a ligação covalente direta da enzima (52, 59-63). 

Neste caso, o óxido da camada sensível é primeiramente modificado com 3-ATPS e o 

acoplamento da enzima se dá então com o auxílio do glutaraldeído (GA), um agente de 

entrecruzamento amplamente utilizado em processos de imobilização enzimática (52, 59-63). 

A Figura 2.7 ilustra detalhadamente o processo de modificação da superfície de um óxido 

com 3 ATPS e GA seguido do processo de imobilização enzimática. 

Alternativamente à silanização, a técnica de preparação de filmes por automontagem 

camada por camada pode ser utilizada para a modificação ou a funcionalização de superfícies 
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e/ou substratos condutores visando a imobilização de enzimas. Detalhes dessa técnica bem 

como a uma adaptação da mesma com a técnica de spin-coating são detalhados na sequência. 

 

 

Figura 2.7 – Ilustração do processo de modificação da camada sensível de um ISFET com 3 ATPS (a) e 

ativação com GA (b) seguido do processo de imobilização covalente na enzima (c). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3 FILMES AUTOMONTADOS CAMADA POR CAMADA (LBL) 
 

 

No presente trabalho, utilizamos filmes automontados como porta estendida em 

dispositivos SEGFETs. Os filmes foram automontados alternando-se as camadas de materiais 

diferentes por dipping ou spin coating. Detalhes das técnicas bem como a diferença entre elas 

são apresentados neste capítulo. 

 

 

3.1 TÉCNICA DE AUTOMONTAGEM CAMADA POR CAMADA (LBL) 
 

 

A técnica de automontagem camada por camada via dipping coating ou 

simplesmente LbL se caracteriza pela simplicidade do aparato experimental utilizado na 

construção dos filmes. A princípio, necessita-se apenas de béqueres e soluções contendo os 

materiais a serem automontados. Diversos materiais carregados com cargas opostas podem 

ser combinados, resultando em filmes multicamadas com propriedades que podem ser 

distintas e únicas quando comparados aos materiais precursores (25). 

Baseado na automontagem através de ligações químicas (26), Iler et. al. propuseram 

construir filmes multicamadas por adsorção física em 1966 quando automontaram 

multicamadas de partículas coloidais (26). Entretanto, a técnica LbL ganhou notoriedade com 

os trabalhos de Decher, Lvov e colaboradores (64-66). A partir de então, a técnica LbL passou 

a ser empregada em diversos ramos da ciência (25), incluindo a manipulação de materiais em 

escala nanométrica (67-69), a construção de sensores (69-70) e biossensores (71-72). A 

Figura 3.1 ilustra o esquema de um filme LbL na qual as cores diferentes correspondem à 

materiais carregados com cargas opostas. As etapas do processo de fabricação do mesmo 

filme são ilustradas na Figura 3.2. 
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Figura 3.1 – Representação esquemática de um filme obtido pela técnica de automontagem camada por camada.  

 

 

Figura 3.2 – Representação esquemática da técnica de automontagem camada por camada. 

 

Um substrato sólido convenientemente carregado é inserido por certo período de 

tempo em uma solução contendo o material carregado positivamente (policátion), por 

exemplo, que adsorve ao substrato (etapa 1). O substrato passa por um processo de lavagem 

para remoção do excesso de material ou material fracamente adsorvido (etapa 2). Uma 

monocamada automontada é então formada. Em seguida, o substrato pré-recoberto 

positivamente é inserido na solução contendo o material negativo ou poliânion (etapa 3). De 

forma semelhante à etapa de lavagem anterior, o material em excesso ou não absorvido é 

removido (etapa 4), resultando em uma bicamada policátion/poliânion. Vale ressaltar, que 

etapas intermediárias de secagem no ambiente ou com fluxo de gás nitrogênio (N2) podem 
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estar presentes no processamento de filmes LbL. A repetição do processo descrito 

anteriormente permite a obtenção de filmes com o número de bicamadas desejadas (25).  

O monitoramento clássico do processo de crescimento de um filme LbL é realizado 

por espectroscopia de absorção UV-Vis (25) medindo-se a banda de absorção de um dos 

eletrólitos (19) ou por meio da medida da massa do material adsorvido com auxílio de uma 

microbalança de cristal de quartzo (73). Condições como o tempo de adsorção, pH da solução, 

concentração do polieletrólito e força iônica, influenciam as propriedades de deposição e as 

características do filme. Dessa forma, essas condições devem ser cuidadosamente estudadas a 

fim de se otimizar o processo de automontagem (19). 

 

 

3.2 TÉCNICA DE AUTOMONTAGEM ASSISTIDA POR SPIN (SA-LBL) 
 

 

Apesar das vantagens potenciais oferecidas pela técnica LbL convencional via 

dipping, a técnica se limita a soluções aquosas e a dependência de solubilidade dos materiais 

envolvidos no processo e no controle preciso dos parâmetros utilizados no crescimento do 

filme. Neste sentido, Cho e colaboradores propuseram uma alternativa à técnica LbL 

combinando a mesma com a técnica de spin-coating (74). Trata-se da técnica de 

automontagem camada por camada assistida por spin (SA-LbL, do inglês spin-assisted layer 

by layer) (74-75). Essa técnica de obtenção de filmes consiste na deposição de algumas gotas 

da solução policatiônica sobre o substrato e na subsequente rotação por determinado período 

de tempo suficiente para secagem. O mesmo procedimento é repetido para a deposição da 

camada de poliânion, resultado assim em uma bicamada (Figura 3.3). O processo é repetido 

para o número de bicamadas desejado (74-75). 

De acordo com a literatura (75), filmes fabricados com a técnica SA-LbL são mais 

espessos, porém menos rugosos que filmes produzidos pela técnica convencional, em virtude 

da rápida eliminação do solvente (água) no processo de rotação. Moléculas de água podem 

pré-adsorver ao substrato no caso da técnica convencional, bloqueando o polieletrólito; fato 

que compromete o recobrimento total da superfície (75). 
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Figura 3.3 – Representação esquemática da técnica de automontagem camada por camada assistida por spin 

(SA-LbL). A repetição do processo permite obter filmes multicamadas. 

 

A diferença básica entre a técnica convencional LbL e a técnica SA-LbL se refere 

aos mecanismos de adsorção do material ao substrato. No caso convencional, as cadeias do 

polieletrólito se difundem para o substrato via interações eletrostáticas ou através de 

interações secundárias (ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e de Van der Waals), 

organizando-se sobre o substrato. A retirada do excesso de material se passa na etapa de 

lavagem. Por outro lado, no processo SA-LbL, ocorre a adsorção de material sobre o substrato 

enquanto a solução está sobre o mesmo e também durante a sua eliminação devido ao 

processo spin através da alta velocidade de rotação em um curto período de tempo. O rápido 

processo de secagem da solução faz aumentar a concentração do polieletrólito na superfície de 

deposição e, consequentemente, a sua adsorção (74). 

 

 

3.3 SENSORES E BIOSSENSORES DE EFEITO DE CAMPO UTILIZANDO 

AUTOMONTAGEM 
 

 

Livov e colaboradores demostraram que biomoléculas podem ser automontadas pela 

técnica LbL preservando uma alta atividade após a imobilização (27, 76). Neste contexto, 

filmes LbL contendo materiais biológicos podem ser facilmente aplicados em biossensores. 

Além disso, a técnica LbL permite funcionalização de substratos de modo que sistemas 

adequados possam ser construídos na última camada para a imobilização covalente de 

enzimas (77). A fácil combinação de diversos materiais permitida pela técnica LbL abre então 

caminho para um vasto campo de aplicações tecnológicas. Logo, a união da técnica LbL com 
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o conceito de efeito de campo é promissora para a obtenção de MOSFETs e circuitos 

integrados. 

Cui e colaboradores aplicaram métodos convencionais de microeletrônica 

combinados com automontagem de nanopartículas de SnO2 ou In2O3 e SiO2 para obter a 

camada ativa e a camada isolante, respectivamente, de um MOSFET (78-79). Apesar da baixa 

mobilidade de portadores quando comparados aos transistores convencionais, a abordagem 

apresentada por Cui se mostrou promissora para fabricação de MOSFETs a baixo custo (78, 

79). 

Filmes finos de PANI e nanopartículas de SiO2 foram combinados via LbL por Liu 

et. al. e aplicados como ISFET e EnFET para detecção do neurotransmissor acetilcolina (80). 

Devido as suas propriedades semicondutoras, a PANI atua como o material semicondutor do 

canal do transistor, enquanto que as nanopartículas de SiO2 como dielétrico de porta. Em uma 

estratégia semelhante, Xue, trabalhando no mesmo grupo de Liu, utilizaram nanotubos de 

carbono alternativamente à PANI (81). O último sistema apresentou uma maior mobilidade 

dos portadores e da mesma forma foi aplicado como EnFET para a detecção de acetilcolina 

(82).  

Com os trabalhos citados anteriormente, cerca de quarenta dispositivos ISFETs 

foram construídos no mesmo substrato (80). Contudo, a técnica LbL parece ser mais adequada 

para aplicação em dispositivos de efeito de campo que operam com estruturas separadas, 

como o SEGFET e o EIS, em virtude de etapas de microprocessamento não estarem presentes 

durante a fabricação do dispositivo. Portanto, o processo de fabricação se restringe a simples 

manipulação da camada sensível (19, 69, 83). Neste sentido, Siqueira Junior e colaboradores 

funcionalizaram uma estrutura EIS formada por Ta2O5 com dendrímeros PAMAM e 

nanotubos de carbono (84). Altamente sensível a variações de pH (54,5 mV.pH
-1

) o sistema 

foi aplicado como biossensor para detecção de penicilina (58). Por sua vez, Fernandes et. al. 

funcionalizaram a superfície de ITO com filmes LbL contendo dendrímeros PPID e 

ftalocianina tetrasulfonada de níquel (NiTsPc). O sistema PPID/NiTsPc foi aplicado como 

SEGFET sensor de pH com potencial aplicação em biossensores (EnFETs) (19). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Neste capítulo serão apresentados os materiais utilizados no trabalho, a técnica de 

síntese e automontagem dos mesmos, bem como as técnicas de caracterização dos filmes LbL. 

A configuração experimental do dispositivo SEGFET utilizado como sensor de pH e 

biossensor ou EnFET para detecção de glicose e uréia também é descrita em detalhes. 

 

 

4.1 MATERIAIS SENSÍVEIS A ÍONS 
 

 

Quatro materiais diferentes foram utilizados como camada sensível nos dispositivos 

SEGFET: o óxido de índio dopado com estanho (ITO), nanopartículas de polianilina (PANI-

N), nanopartículas esféricas de dióxido de titânio (TiO2-Np) e nanoestruturas unidimensionais 

de pentóxido de vanádio. A escolha dos materiais foi baseada em suas propriedades 

anfotéricas, ou seja, propriedade de doar ou aceitar prótons, princípio básico para detecção de 

pH. Devido à grande área superficial, materiais obtidos em escala nanométrica podem 

potencializar o desempenho do dispositivo sob o ponto de vista de suas propriedades físico-

químicas quando as mesmas são comparadas ao volume.  

 

 

4.1.1 ÓXIDO DE ÍNDIO DOPADO COM ESTANHO (ITO) 
 

 

O óxido de índio dopado com estanho (ITO) é o óxido condutor transparente mais 

utilizado e relatado na literatura como eletrodo (85). Ele é constituído de uma mistura de 

óxido de índio (In2O3) e óxido de estanho (SnO2), geralmente em proporções de 90% e 10%, 

respectivamente. O ITO exibe uma baixa resistividade elétrica (10
-4

-10
-6

 Ω.cm), lacuna de 
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energia relativamente pequena (Eg = 3,3 eV), além de apresentar boa estabilidade físico-

química e morfologia superficial. 

Por ser um óxido anfótero (ou anfiprótico), o ITO pode se comportar como ácido ou 

base dependendo do meio reacional. Este fato levou a aplicação desse material como camada 

sensível em dispositivos EGFETs (18). Devido a sua alta condutividade, o ITO também pode 

atuar como um “metal” nesses dispositivos, fazendo parte, neste caso, da interface metálica da 

junção metal-óxido da porta estendida do dispositivo em substituição ao alumínio (59). Ainda, 

no que tange a aplicação em biossensores, trabalhos indicam que proteínas podem ser 

covalentemente imobilizadas na superfície do óxido através de reações de esterificação entre 

o grupo OH da superfície do ITO e os grupos carboxílicos presentes nas moléculas proteicas 

(86, 87). A presença de grupos OH na superfície do ITO também facilita a adsorção dos 

grupos carboxílicos e/ou grupos amina através de ligações de hidrogênio ou podem ser 

ativados através de reações com cloreto cianúrico, ligando covalentemente as enzimas ao ITO 

(86, 87). 

 

 

4.1.2 POLIANILINA NANOPARTICULADA (PANI-N) 
 

 

A polianilina (PANI) é o polímero semicondutor mais conhecido e utilizado pela 

comunidade científica. Devido à sua estabilidade química, baixo custo de processamento, 

fácil síntese e possibilidade de controle sobre propriedades elétricas via dopagem reversível 

da cadeia polimérica (88), a PANI tem sido aplicada em um vasto campo da ciência (89) 

especialmente em sensores químicos (90), diodos emissores de luz (91) e biossensores (92).  

A fórmula química geral da PANI é ilustrada na Figura 4.1 na qual Y representa o 

estado de oxidação e X o grau de polimerização. Através de uma reação reversível redox, a 

estrutura da PANI pode apresentar três estados de oxidação distintos: pernigranilina, onde a 

PANI se encontra totalmente oxidada (y = 0); esmeraldina onde a cadeia polimérica está 

parcialmente oxidada (Y = 0,5) ou leucoesmeraldina, com o polímero totalmente reduzido y = 

1 (93). A PANI pode existir na forma condutora, como sal de esmeraldina. Neste caso, a 

alteração da cadeia se dá pela protonação da estrutura de esmeraldina ou pela oxidação parcial 

da leucoesmeraldina (93). 
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Figura 4.1 – Formula química geral da polianilina (PANI). 

 

Uma das aplicações mais interessantes da polianilina se refere à sua aplicação como 

material ativo em sensores (94-96). No caso específico de sensores de pH, o mecanismo 

referente a sensibilidade se deve à afinidade dos íons H
+
 do eletrólito com os grupamentos 

amina presentes na estrutura da PANI, o que altera a densidade de carga na superfície do 

polímero (97). No entanto, o processamento da polianilina na forma de filmes finos para a 

aplicação em sensores é limitada devido à baixa solubilidade apresentada pelo polímero em 

meio aquoso. Visando melhorar o processamento, a PANI vem sendo sintetizada sua forma 

nanoparticulada via polimerização interfacial (98-99). A técnica consiste na polimerização 

dos reagentes na interface entre duas fases líquidas imiscíveis. Para obtenção da PANI em sua 

forma condutora, geralmente opta-se por solubilizar a anilina em um solvente orgânico e o 

dopante juntamente com o agente oxidante em água (98-99). 

A estratégia descrita anteriormente foi utilizada nesse trabalho com o intuito de 

melhorar a solubilidade do polímero visando a formação de filmes automontados. Para tal, 

antes da síntese, os monômeros de anilina (Sigma Aldrich) foram duplamente destilados, 

armazenados a baixa temperatura (5 °C) e protegidos da luz. O processamento via 

polimerização interfacial (98-100) se deu na reação do monômero (1 mL) dissolvido em 

clorofórmio (50 mL) (fase orgânica) com o oxidante (persulfato de amônio) e o dopante (HCl) 

misturados em uma fase aquosa (285 mg de persulfato de amônio dissolvidos em 50 mL de 

HCl a 1M). A fase aquosa foi cuidadosamente adicionada à fase orgânica com o auxílio de um 

bastão de vidro. Com o passar do tempo observa-se a formação de uma coloração verde 

escura na interface entre as duas fases indicando a formação da polianilina no seu estado 

dopado. Depois de três horas, a síntese se deu por completa. A PANI-N formada foi filtrada e 

lavada com HCl (1 M) a fim de se remover o excesso de reagentes. O produto final foi seco à 

vácuo por 24 h a 40 °C. Por fim, A PANI-N foi solubilizada/dispersada a 1 g.L
-1

 em solução 

aquosa, ajustando-se o valor do pH para 5 com adição de HCl (1M). 
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4.1.3 NANOPARTÍCULAS DE DIÓXIDO DE TITÂNIO (TIO2-NP) 
 

 

O dióxido de titânio ou titânia (TiO2) é um óxido metálico de transição muito 

interessante devido à alta estabilidade química e fácil preparação (101). O TiO2 pode existir 

em três formas alotrópicas: bruquita, rutila e anatase (101), sendo as duas últimas as mais 

aplicadas no campo tecnológico, seja em fotocatálise, células solares ou dispositivos 

eletrocrômicos (102).  

Devido as suas propriedades anfotéricas, o TiO2 também tem sido utilizado como 

camada sensível em sensores de pH (42, 103-104). Para esse propósito, técnicas como o 

sputtering (103), sol-gel (42) e deposição química a partir da fase vapor (CVD) (104) 

geralmente são utilizadas. Como dito anteriormente, a técnica LbL permite a combinação de 

matérias orgânicos e inorgânicos e neste sentido, nanopartículas de TiO2 podem ser 

automontadas via LbL (67-68,105). Kommireddy e colaboradores automontaram 

nanopartículas de TiO2 com poli(estireno sulfonado) e aplicaram o sistema PSS/TiO2 para 

fixação de células tronco (106). Priya et. al. automontaram um sistema semelhante e 

aplicaram o sistema para a fotodegradação de rodamina B sob ação de luz ultravioleta (107). 

O TiO2 possui ponto isoelétrico em torno de pH 6 (107), dessa forma, fica fácil a 

construção de filmes LbL utilizando tanto polieletrólitos positivos quanto negativos. Assim, 

optamos neste trabalho por fabricar filmes LbL contendo nanopartículas comerciais de TiO2 

(TiO2-Np) (Sigma Aldrich, 100% anatase) utilizando o dendrímero poli (propileno imina) 

(PPID) como policátion no processo de automontagem. 

 

4.1.4 NANOESTRUTURAS 1D DE PENTÓXIDO DE VANÁDIO (V2O5) 
 

 

O pentóxido de vanádio, um composto químico com a fórmula V2O5 é o composto 

mais estável e comum de vanádio. No estado sólido possui coloração marrom/amarelo. Ao 

contrário da maioria dos óxidos metálicos, o V2O5 exibe uma boa solubilidade em água. Com 

propriedades físico-químicas interessantes, o V2O5 exibe um vasto potencial de aplicação 

tecnológica e neste sentido tem sido aplicado como material catalítico (108), em dispositivos 

eletrocrômicos (109), catodo para baterias (110) e sensores (21, 111). 

Recentemente, materiais nanoestruturados unidimensionais (1D), como nanofios, 
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nanofitas e nanotubos, têm atraído o interesse de diversos pesquisadores devido às suas 

propriedades não convencionais quando comparados ao mesmo material em volume (112). 

Não obstante, diversas estratégias são utilizadas para síntese do V2O5 1D. Recentemente, 

Avansi et. al. descreveram uma rota de síntese hidrotermal, com apenas um passo para síntese 

de nanoestruturas de V2O5.nH2O (113). Tal técnica permite um rigoroso controle da 

morfologia, da dopagem e da estrutura cristalina do óxido pela modificação das condições de 

síntese hidrotermal (113). 

Visando aplicações tecnológicas, nanoestruturas de V2O5.nH2O sintetizadas sob 

condições hidrotermais nos foram cedidas pelo Prof. Valmor Mastelaro e seu ex-aluno de 

doutorado Dr. Waldir Avansi do grupo de Crescimento de Cristais e Materiais Cerâmicos do 

IFSC-USP. A síntese hidrotermal foi baseada na dissolução do pó micrométrico de V2O5 

(Alfa Aesar, 99.995% de pureza) em água deionizada com a adição de peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A solução formada foi então submetida ao tratamento hidrotermal.  

Visando obter diferentes tipos de nanoestruturas de V2O5.nH2O, o tratamento foi 

realizado em diferentes temperaturas (160º, 180º e 200º) durante o mesmo tempo de síntese 

(24h) (113). Mais detalhes dessa síntese e uma caracterização completa dos materiais podem 

ser obtidos nas referências de Avansi e colaboradores (113, 114). 

 

 

4.2 MATERIAIS UTILIZADOS COMO CONTRA ÍONS 
 

 

Polímeros com cargas positivas ou negativas são chamados polieletrólitos (ou ainda 

macroíons ou poliíons). Polieletrólitos podem ser poliânions ou policátions e geralmente são 

solúveis em água. Muitos são os materiais que podem ser empregados na construção de filmes 

automontados (25). Entre os policátions mais utilizados destacam-se o poli(cloreto de 

alilamina) ou poli (alilamina hidroclorada) (PAH), o poli(etileno imina) (PEI) e poli(cloreto 

de dialildimetilamônia) (PDAC). Por sua vez, os poliânions mais utilizados compreendem o 

poli(ácido vinil sulfônico) (PVS), o poli estireno sulfonado (PSS) e o poli(ácido acrílico) 

(PAA) (25). 

Utilizamos nesse trabalho, o PVS como poliânion e o PAH como policátion para 

obtenção de filmes automontados com a polianilina nanoparticulada e com as nanoestruturas 

de pentóxido de vanádio, respectivamente. Contudo, alternativamente ao convencional, 
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utilizamos o dendrímero poli(propileno imina) (PPID) para a fabricação de filmes LbL com 

nanopartículas de TiO2 ou com metaloftalocianina tetrasulfonada de níquel (NiTsPc). Esta 

última escolhida devido às suas propriedades de detecção, uma vez que NiTsPc pode atuar 

como uma enzima artificial devido às suas propriedades catalíticas (115), além de apresentar 

seletividade iônica (116). Por sua vez, macromoléculas com arquitetura dendrítica 

representaram um recente avanço da química nanoscópica (117). O emprego de tais materiais 

para o projeto de sistemas nanotecnológicos tem atraído a atenção da comunidade científica 

pelo fato desses materiais apresentarem propriedades não convencionais quando comparados 

aos polímeros lineares ou ramificados, como, elevada área superficial e um grande número de 

grupos funcionais na periferia da macromolécula, ideais para imobilização de proteínas (77, 

118). O dendrímero PPID nos foi cedido pelo professor Dr. Alvaro Antonio Alencar de 

Queiroz da Universidade Federal de Itajubá e detalhes da síntese desse polímero estão 

relatados na literatura (19). 

 

4.3 CRESCIMENTO DOS FILMES AUTOMONTADOS 
 

 

Quatro sistemas distintos foram automontados e utilizados como membranas 

sensíveis ao pH. Abaixo são descritos os procedimentos para o crescimentos das bicamadas 

dos sistemas estudados 

 

ITO-(PPID/NiTsPc) 

 

Utilizamos substratos de ITO obtidos da empresa Delta-technologies como substrato 

sensor de pH. Os filmes de ITO foram funcionalizados a estrutura automontada PPID/NiTsPc 

visando a imobilização de enzimas e uma superfície mais ativa. Para tal, os substratos de ITO 

(ou quartzo para estudo espectroscópico do crescimento dos filmes) foram imersos por 5 

minutos em uma solução policatiônica de PPID a 1 g.L
-1

, imersos em água ultrapura para 

remoção do excesso de material e secos com fluxo de N2. Em seguida, os substratos 

previamente recobertos com uma monocamada positiva de PPID foram imersos em uma 

solução aniônica de NiTsPc a 0,5 g.L
-1

 durante 3 minutos, imersos em água ultrapura e secos 

da mesma maneira com fluxo de N2. O número desejado de bicamadas de (PPID/NiTsPc) é 

alcançado repetindo-se o ciclo descrito acima. 
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Au-(PVS/PANI-N) 

 

Para a formação dos filmes automontados (PVS/PANI-N), os substratos (quartzo ou 

vidro recoberto com Au) foram imersos na solução policatiônica de PANI-N (1 g.L
-1

) por 5 

minutos, lavados em solução de pH 5 e secos com N2. Após formação de uma monocamada 

de PANI-N, os substratos foram imersos na solução polianiônica de PVS (1 g.L
-1

) lavados em 

água-ultrapura e secos também com N2. Os filmes automontados contendo PANI-N foram 

aplicados como sensores de pH e posteriormente como biossensores para a determinação de 

uréia através da funcionalização dos mesmos com a enzima urease. 

 

Au-(PPID/TiO2-Np) 

 

As multicamadas de (PPID/TiO2-Np) foram depositadas sobre substratos de quartzo 

para o monitoramento espectroscópico do crescimento ou sobre filmes de vidro recoberto com 

Au para aplicação como sensores ou biossensores. O crescimento se deu através da imersão 

dos substratos na solução policatiônica de PPID (1 mg.mL
-1

, pH = 8,0) durante 5 min, seguido 

de lavagem em solução aquosa de mesmo pH e secagem com fluxo de N2. Em seguida os 

substratos já recobertos com uma monocamada de PPID foram imersos na dispersão aniônica 

de TiO2-Np (0.25 mg.mL
-1

, pH = 8) durante 10 min, imersos na solução de lavagem e por fim 

secos com fluxo de N2. O sistema (PPID/ TiO2-Np) foi utilizado como camada sensível em 

um SEGFET sensor de pH e como biossensor para detecção de glicose através da 

imobilização da enzima glicose oxidase nos mesmos. 

 

Au-V2O5.nH2O e Au-(PAH/V2O5-nanobastões) 

 

Diferentes nanoestruturas 1D de V2O5.nH2O foram depositadas via spin coating em 

substratos de vidro recoberto com Au e aplicadas diretamente com camada sensível ao pH. 

Uma parte da solução (100 µL) das nanoestruturas solubilizadas a 1 mg.mL
-1

 foram 

diretamente depositadas sobre os substratos utilizando uma rotação de 3000 rpm durante um 

tempo de 1 min. 

Nanobastões de V2O5.nH2O também foram automontados utilizando o polímero 

PAH como contra-íon. A técnica de automontagem utilizada nessa parte do trabalho consistiu 

em deposições alternadas de PAH e nanobastões de V2O5 pela técnica SA-LbL descrita na 
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secção 3.2. Para esse propósito, 100 µL da solução de PAH e da solução de nanobastões de 

V2O5.nH2O, ambas a 1 mg.mL
-1

, foram alternadamente depositadas em substratos de vidro 

recoberto com Au. O tempo de 1 min a uma rotação de 3000 rpm foram utilizados para 

secagem das camadas. Para um número desejado de bicamadas (PAH/V2O5-nanobastões), 

repete-se o procedimento descrito acima. Por fim, o sistema (PAH/V2O5-nanobastões) foi 

ativado com urease e aplicado como biossensor para detecção de uréia. 

 

 

4.4 AS ENZIMAS GLICOSE OXIDASE E UREASE 
 

 

Enzimas são proteínas especializadas na catálise de reações químicas sendo 

fundamentais para qualquer processo bioquímico a nível fisiológico ou biotecnológico (119). 

Apresentando uma extraordinária eficiência catalítica e um alto grau de especificidade por 

seus substratos, tais biocatalisadores são utilizadas imobilizadas em suportes adequados em 

dispositivos biossensores. Neste trabalho, foram construídos biossensores para detecção de 

glicose e uréia, dois importantes hemometabólitos de interesse clínico a partir da imobilização 

dessas enzimas na porta estendida de dispositivos SEGFETs. 

Especificamente, a glicose oxidase (GOx, EC 1.1.3.4) é uma enzima da classe das 

oxi-redutases que catalisa a oxidação da -D-glicose pelo oxigênio molecular em glucono--

lactona, o qual subsequente e espontaneamente, se hidrolisa em gluconato, gerando nessa 

hidrólise peróxido de hidrogênio e prótons, segundo a reação abaixo (49): 

2 2 2- - cos      GOxD gli e O gluconato H H O      (4.1) 

Os prótons resultantes da oxidação da glicose provocam uma alteração do pH local, 

podendo então ser utilizados como parâmetro de medida para biossensores baseados na 

detecção de mudanças de pH (EnFETs), como o SEGFET. 

Por sua vez, a urease (EC 3.5.1.5) é uma enzima que catalisa a hidrólise da uréia 

(CO(NH2)2) em dióxido de carbono e amônia, gerando hidroxilas OH
-
 como produto 

reacional, segundo a reação (120): 

2 2 2 2 4( )   3    2  2ureaseCO NH H O CO NH OH      (4.2) 



Capítulo 4 – Materiais e métodos 53 
 

Baseado na reação acima, observa-se uma variação de pH em virtude dos produtos 

da reação catalisada pela enzima urease. Isto é, haverá uma diminuição na concentração de 

íons de H
+
 da solução de medida devido ao equilíbrio ácido-base com os produtos da reação 

enzimática, especificamente hidroxilas OH
-
, portanto, ao contrário de EnFET de glicose, 

haverá um aumento no valor do pH local. 

 

 

4.4.1 MÉTODO DE IMOBILIZAÇÃO ENZIMÁTICA  
 

 

O desenvolvimento de técnicas de imobilização tem sido importante por 

proporcionar a reutilização das enzimas, aumentar a estabilidade, reduzir custos e aumentar, 

em alguns casos, a atividade enzimática. Esses fatores dependem principalmente da escolha 

apropriada do suporte e dos reagentes utilizados no processo de imobilização (56). 

O glutaraldeído, em função de suas propriedades bifuncionais, tem sido um dos 

reagentes mais empregados na imobilização de enzimas devido à formação de ligações 

covalentes entre a enzima e o suporte, conferindo à enzima maior estabilidade (121). Por sua 

vez, dendrímero PPID bem como o polímero linear PAH, podem ser considerados suportes 

ideais para imobilização de enzimas em virtude do grande percentual de grupos amina 

disponíveis em suas estruturas, particularmente na periferia da macromolécula (77, 118). 

Neste sentido, optou-se pelo método de imobilização através de entrecruzamento da enzima 

com o suporte, baseado em trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa (121).  

Para a GOx, uma mistura de 50 mg dessa enzima, 20 mg de albumina do soro bovino 

(BSA) e 400 µL de GA (2,5% em água) foram diluídos em 1 mL de tampão fosfato (pH 7.0). 

No caso da urease, a mistura enzimática continha 25 mg de urease, 10 mg de BSA e 400 µL 

de GA (2,5% em água) também diluídas em 1 mL de tampão fosfato (pH 6.5). O processo de 

imobilização se completa a partir da adição de 10 µL da solução enzimática sobre uma área de 

5 mm x 5 mm da porta estendida do SEGFET. Após a adição solução, o eletrodo foi seco a 

vácuo por 1 hora a 25ºC. As medidas de biossensoriamento foram realizadas no mesmo dia 

em que se processava a imobilização das enzimas, a não ser em casos do estudo operacional 

do biossensor ao longo do tempo. 
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4.5 LIMPEZA DOS SUBSTRATOS 
 

 

Os filmes utilizados como porta estendida em dispositivos SEGFET foram 

automontados em substratos de quartzo para estudo do crescimento e em substratos 

condutores (ITO e vidro recoberto Au) para utilização com sensores de pH e biossensores. 

Filmes de Au com espessura de 120 nm foram preparados pela técnica de evaporação em 

substratos de vidro BK7. Antes da deposição do Au, 30 nm de Cr foi evaporado a fim de se 

conferir maior aderência para o filme de Au. 

A limpeza dos substratos de quartzo foi realizada a partir da imersão dos mesmos em 

uma solução de permanganato de potássio (KMnO4) a 0,5 g.L
-1

 por 24 horas seguido de 

lavagem em água ultrapura em abundância. Após a lavagem, os substratos foram imersos em 

uma solução de H2O2 (1:20, v/v) por 2 horas, novamente lavados os com água ultrapura e 

secos com fluxo de N2. O procedimento descrito anteriormente proporciona condições 

favoráveis de hidrofilização da superfície do quartzo para deposição da primeira monocamada 

automontada. 

Para a limpeza dos substratos condutores, foi utilizada a estratégia proposta por Kim 

e colaboradores (122) com algumas adaptações. Para tal, os substratos de ITO foram imersos 

em acetona e agitados em ultra-som por 15 min. Após serem lavados com água ultrapura, os 

substratos de ITO foram mergulhados em uma solução de HNO3: HCl: H2O (1:3:20) (água 

régia diluída) por 10 min e em seguida num béquer contendo água ultrapura novamente. O 

procedimento para limpeza dos substratos de Au foi o mesmo, contudo, o tempo de 

tratamento em água régia diluída foi de apenas 1 minuto. O procedimento de Kim et. a.l (122) 

proporciona a formação de ilhas e um aumento da rugosidade dos substratos, proporcionando 

uma melhor adesão de filmes poliméricos sobre os mesmos. 

 

 

4.6 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO UTILIZADAS 
 

 

Diversas técnicas de caraterização foram utilizadas nesse trabalho. O crescimento 

dos filmes automontados foi caracterizado por espectroscopia ultravioleta- visível (UV-Vis). 

Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier foi utilizada para 
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confirmar a estrutura dos materiais sintetizados. A morfologia das amostras e dos filmes 

obtidos foi analisada por microscopia eletrônica de varredura com ganho de emissão de 

campo (MEV-FEG) (em parceria com Prof. Dr. Ernesto Chaves Pereira da UFSCAR) e por 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM) (em parceria com o Prof. Dr. Valmor Mastelaro 

e seu ex-aluno de doutorado Dr. Waldir Avansi). A Tabela 4.1 resume as técnicas utilizadas 

para caracterização dos materiais, a análise envolvida e o modelo dos equipamentos. 

 

Tabela 4.1 – Técnicas utilizadas para caracterização dos materiais sintetizados e/ou dos filmes LbL. 

Técnica Equipamento Análise 

Microscopia eletrônica de Varredura 

com canhão de emissão de campo 

(MEV-FEG) 

Microscópio Zeiss VP 

Supra 35 

Caracterização morfológica dos 

filmes LbL e da PANI-N 

Microscopia eletrônica de transmissão 

(TEM) 

Microscópio JEOL JEM 

3010 URP  

Tamanho médio e morfologia das 

nanoestruturas de V2O5 

Difração de raios-X (XRD) Difratômetro Rigaku 

DMax 2500 PC 

Caracterização cristalográfica das 

nanoestruturas de V2O5 

Espectroscopia eletrônica UV-Vis Espectrofotômetro 

Hitachi U-2900 

Monitoramento do crescimento 

dos filmes LbL 

Espectroscopia vibracional FTIR Espectrômetro Nicolet 

Nexus 470 

Caracterização estrutura da 

polianilina 

Perfilometria Perfilômetro  

VEECO Dektak 150 

 

Espessura dos filmes LbL 

 

 

4.7 CONFIGURAÇÃO EXPERIMENTAL DO DISPOSITIVO SEGFET 
 

 

No presente trabalho, SEGFETs foram construídos a partir de três dispositivos 

comerciais distintos, mas que possuem uma alta impedância de entrada: um MOSFET (17, 

19), um amplificador operacional (AO) (17, 69) ou ainda um amplificador de instrumentação 
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(18) (AI). A alta impedância de entrada é um requisito necessário para que o sistema não gere 

nem drene corrente do pequeno sinal a ser medido.  

Após experimentar todas as possíveis configurações de um SEGFET, optou-se por 

utilizar a configuração baseada no amplificador de instrumentação AD620 por duas razões: 

evitar o uso de uma fonte adicional de corrente para medidas dinâmicas em um SEGFET à 

base de MOSFET e, a maior estabilidade operacional desse dispositivo quando comparado 

como amplificador operacional. Além disso, o dispositivo AD620 requer apenas um resistor 

externo para ampliar o sinal em até mil vezes, caso fosse necessário. Portanto, sistema de 

medida (SEGFET) utilizado é constituído de um AI AD620 operando como um seguidor de 

tensão de altíssima impedância de entrada e de um eletrodo de referência de prata/cloreto de 

prata (Ag/AgCl) utilizado para manter uma tensão de referência constante. Dessa maneira, a 

tensão de entrada é igual à tensão de saída no AI. 

Apesar de a literatura sugerir que um SEGFET pode ser formado por uma camada 

sensível conectada a um amplificador operacional (17) ou a um amplificador de 

instrumentação (18), vale ressaltar que essa configuração pode não ser interpretada como um 

SEGFET, uma vez que o eletrodo não está conectado diretamente a um MOSFET, mas 

basicamente a um circuito de leitura que naturalmente contém FETs. Essa configuração é 

semelhante a um potencial de circuito aberto (OCP, open circuit potential). Contudo, baseado 

na literatura (17-18), optou-se por denominar o dispositivo utilizado no presente trabalho de 

SEGFET. 

O eletrodo de trabalho e camada sensível ao pH foram imersos em diferentes 

soluções tampão. Medidas da tensão de saída no AI em função do tempo foram realizadas 

utilizando um multímetro Keithley 195A a fim de determinar a sensibilidade ao pH dos filmes 

obtidos. A Figura 4.2 ilustra o amplificador AD620 e o multímetro Keithley utilizado. A 

Figura 4.3 apresenta o esquema utilizado nas medidas do SEGFET e dos biossensores. 

Os dados experimentais (tensão de saída do AI) foram coletados automaticamente 

em função do tempo através do multímetro Keithley comandado por computador via porta 

USB/GPIB. Para tal finalidade, um programa foi desenvolvido na plataforma LabVIEW 7.1. 

 

 



Capítulo 4 – Materiais e métodos 57 
 

 

Figura 4.2 – Multímetro Keithley 195A (a) utilizado para medir a tensão e amplificador de instrumentação 

AD620 (b) e seu diagrama de conexão ou pinagem (c). 

 

 

Figura 4.3 – Esquema ilustrativo do dispositivo SEGFET. 
 

 

4.7.1 CALIBRAÇÃO DO SISTEMA DE MEDIDA 
 

 

Com o intuito de se estabelecer um padrão nas medidas do dispositivo SEGFET, 

optamos por calibrar o sistema de medida verificando a operação do AI AD620 como 

seguidor de tensão, bem como a estabilidade operacional do eletrodo de referência de 

Ag/AgCl ao longo do tempo. A Figura 4.4 mostra como varia a tensão de saída quando se 

aplica uma tensão no pino de entrada (pino 3) do AD620. Observa-se que nas condições 

estabelecidas para o sistema, ou seja, sem amplificação do sinal, o AI opera como seguidor de 

tensão (buffer) de ganho unitário. Observa-se ainda, que o erro do sistema está na ordem de 

10
-3

 mV, muito pequeno quando comparado com tensões comumente medidas em 

dispositivos SEGFETs. 
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Figura 4.4 – Tensão de saída (medida no pino 6) em função em função da tensão de entrada (aplicada no pino 3) 

do amplificador de instrumentação AD620. 

 

A Figura 4.5 mostra a variação da tensão do eletrodo de referência comercial R682/A 

(Analion) em um intervalo longo de tempo medida em relação a um eletrodo de referência de 

calomelano (Hg/HgCl) construído em nosso laboratório. Os eletrodos foram imersos em uma 

solução saturada de KCl durante o experimento. Observa-se uma boa estabilidade operacional 

do sistema de referência utilizado, com um deslocamento (drift) de tensão de 0,16 mV quando 

se considera os valores de máximo e mínimo. Contudo, raramente as medidas excederam 30 

min, intervalo de tempo em que o sistema de referência praticamente não apresenta 

deslocamento de tensão. Considerando que o potencial do eletrodo de Ag/AgCl em relação ao 

eletrodo padrão de hidrogênio é +197 mV e do eletrodo de Hg/HgCl é de + 244 mV, a 

diferença de potencial entre os dois eletrodos de referência está em excelente concordância 

com a literatura (123). 
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Figura 4.5 – Tensão medida entre o eletrodo de referência comercial Ag/AgCl R682/A e um eletrodo de 

calomelano construído em laboratório ao longo do tempo. Para a medida, ambos os eletrodos 

foram imersos em solução saturada de KCl. 

 

Por fim, testamos o dispositivo através do uso de um filme comercial de ITO (5 mm 

x 5 mm de área) como camada sensível do SEGFET. Este sistema já foi bastante estudado e 

apresenta sensibilidade em torno de 57-59 mV.pH
-1

 quando se usa o AI AD620 como 

seguidor de tensão (18). A resposta dinâmica ao pH desse filme utilizado como porta 

estendida é mostrada na Figura 4.6a. Da relação entre tensão em um determinado período de 

tempo e o valor do pH se obtém uma sensibilidade 58,15 mV.pH
-1

, com um excelente 

coeficiente de correlação (R
2
). Os resultados obtidos estão em excelente concordância com os 

valores reportados por Yin e colaborares que utilizaram filmes de ITO provenientes de outra 

empresa (18). 

Vale ressaltar que o sistema de medida era calibrado quando houvesse necessidade, 

ou seja, era verificado se o filme de ITO apresentava sensibilidade próxima ao valor 

encontrado. Caso contrário, media-se a estabilidade operacional tanto do AI AD620, quanto 

do eletrodo de referência. 
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Figura 4.6 – Resposta típica ao pH de filmes de ITO utilizados como camada sensível (porta estendida) em um 

dispositivo SEGFET (a) e sensibilidade dos filmes de ITO (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5 SEGFET FUNCIONALIZADO COM (PPID/NITSPC) 
 

 

Filmes de ITO comerciais apresentam excelente sensibilidade ao pH (18) e dessa 

forma, são amplamente utilizados como eletrodos em sensores (70) e biossensores (71, 77). 

Contudo, os mesmos não apresentam reatividade química, como propriedades de catálise, ou 

grupos funcionais que proporcionem a imobilização covalente de enzimas diretamente no 

substrato. Neste sentido, filmes de PPID e NiTsPc foram automontados em substratos de ITO 

a fim de se obter uma plataforma que não alterasse as propriedades de sensibilidade ao pH do 

ITO e ao mesmo tempo possuísse grupos funcionais para imobilização de enzimas. Dessa 

forma, o sistema ITO-(PPID/NiTsPc) foi aplicado como SEGFET sensor de pH e a enzima 

glicose oxidase (GOx) foi imobilizada na plataforma ITO-(PPID/NiTsPc) a fim de se obter 

um EnFET para determinação de glicose. Parâmetros relevantes do biossensor como método 

de imobilização, pH e forca iônica foram estudados e otimizados. 

 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES (PPID/NITSPC) 
 

 

Depositados em substratos de quartzo, o crescimento dos filmes (PPID/NiTsPc)n, n 

representando o número de bicamadas, foi monitorado por espectroscopia UV-Vis a cada 

camada depositada. A Figura 5.1 mostra o espectro de absorção da solução de NiTsPc 

juntamente com o espectro da NiTsPc na forma de filme automontado (PPID/NiTsPc)10. 

Ftalocianinas apresentam bandas de absorção entre 600 nm e 700 nm que são características 

da banda Q correspondente a transições eletrônicas entre estados -* envolvendo o anel da 

molécula (124). A banda em torno de 660 nm observada na Figura 5.1 corresponde a espécies 

monoméricas da NiTsPc e a forte absorção em 623 nm corresponde à espécies diméricas da 

molécula (124). Observa-se que a banda em 623 nm está deslocada para o azul quando na 

forma de filme automontado, sugerindo a formação de agregados tipo H (125). Ainda, o 
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espectro do filme (PPID/NiTsPc)10 sugere que as moléculas de NiTsPc estão em sua maioria 

na forma de dímeros, uma vez que o ombro em 660 nm não é evidente no espectro do filme 

LbL. Resultados similares foram encontrados na literatura, nos quais membranas eletroativas 

nanoestruturadas foram construídas utilizando-se outro tipo de dendrímero (PAMAM) e 

NiTsPc (70). 
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Figura 5.1 – Espectros de absorbância da solução aquosa de NiTsPc (azul) e de filmes (PPID/NiTSPc)10 (preto). 

 

A Figura 5.2 mostra como a intensidade da banda de absorbância em 610 nm 

aumenta com o número de bicamadas para o sistema (PPID/NiTsPc). No encarte da Figura 

5.2 é mostrado o espectro de absorbância para diferentes bicamadas. Ao contrário do 

comportamento linear esperado para a maioria dos filmes automontados (25), observa-se um 

crescimento exponencial para as primeiras dez bicamadas, passando para o comportamento 

linear para as camadas posteriores. O resultado sugere que as primeiras etapas de formação 

dos filmes podem apresentar perturbações devido à interação com o substrato. Por outro lado, 

moléculas de NiTsPc podem estar interpenetrando nas camadas de PPID, uma vez que 

dendrímeros são macromoléculas que apresentam alto espaçamento intermolecular ou poros. 

Efeitos de porosidade podem estar acontecendo à medida que a espessura dos filmes aumenta. 

Resultados similares foram obtidos por Siqueira Junior et. al. em filmes automontados de 

dendrímeros PAMAM complexados com nanotubos de carbono e NiTsPc (126). O 

dendrímero PPID apresenta os mesmos grupos superficiais que o dendrímero PAMAM. 

Portanto, a forte interação entre os componentes do filme está associada à interação 

eletrostática entre grupos NH3
+
 do dendrímero e grupos SO3

-
 presentes na NiTsPc, semelhante 
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ao sistema proposto por Siqueira Junior e colaboradores, onde medidas de FTIR confirmaram 

tal interação (126). 
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Figura 5.2 – Absorbância em 610 nm em função do número de bicamadas de (PPID/NiTsPc). Encarte: espectro 

de absorbância para diferentes bicamadas de (PPID/NiTsPc). 
 

A espessura dos filmes foi determinada usando-se um perfilômetro, onde um sulco 

foi feito no filme, criando-se um desnível entre o substrato e o filme automontado. A 

espessura para diferentes bicamadas é mostrada na Figura 5.3. Verifica-se o mesmo 

comportamento exponencial observado nas medidas espectroscópicas, corroborando o 

resultado anterior. Uma avaliação da taxa de crescimento para as primeiras dez bicamadas foi 

de aproximadamente 2-3 nm/bicamada e de 4-5 nm/bicamada para as camadas restantes. Esta 

taxa de crescimento é verdadeira, entretanto, os dados de perfilometria não vão a zero quando 

se extrapola o gráfico da Figura 5.3. Esse fato pode estar relacionado a um erro sistemático 

nas medidas de perfilometria, em virtude de um erro de calibração do perfilômetro. Ainda, 

pode ser que o aparelho não consiga avaliar espessuras pequenas. Dos resultados apresentados 

a seguir referentes a sensores de pH e biossensores, os filmes com espessuras menores que 10 

bicamadas apresentam propriedades estruturais suficientes para a preparação de SEGFETS 

com plataformas de ITO. 
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Figura 5.3 – Espessura dos filmes (PPID/NiTsPc) em função do número de bicamadas. 
 

 

5.2 APLICAÇÃO EM SENSORES DE PH 
 

 

Os filmes automontados (PPID/NiTsPc) geralmente não são estáveis em toda escala 

de pH. Observa-se uma instabilidade para valores de pH maiores que 10 devido à inversão de 

carga no dendrímero, acarretando em desorção de material no filme LbL (19). Visando a 

aplicação desses filmes em biossensores, estamos interessados em mudanças discretas de pH 

em decorrência de uma reação catalisada por uma enzima. Neste sentido, avaliou-se a 

sensibilidade ao pH dos filmes (PPID/NiTsPc) em uma escala de 2 a 10, ou seja, evitando 

valores de pH extremamente básicos. 

A Figura 5.4 mostra como varia o sinal de saída do dispositivo SEGFET ITO-

(PPID/NiTsPc) ao longo do tempo. A sensibilidade ao pH encontrada para esse sistema é 

apresentada na Figura 5.5 e a mesma sensibilidade em função do número de bicamadas pode 

ser vista no encarte da mesma Figura. Observa-se pela Figura 5.5 que a sensibilidade ao pH 

dos filmes (PPID/NiTsPc) não é afetada de forma significativa com o aumento das bicamadas, 

situando-se próximo ao valor encontrado para o filme de ITO sem funcionalização. Um 

ligeiro aumento, tendendo a um comportamento super-Nernstiano, proporcional ao número de 

bicamadas é observado. Este fato pode estar relacionado à contribuição do dendrímero PPID 

com sítios de ligação adicionais ao substrato de ITO (material sensível ao pH) devido a fácil 
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protonação/desprotonação dos grupos amino terminais presentes na periferia da 

macromolécula. 
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Figura 5.4 – Resposta dinâmica ao pH dos substratos de ITO funcionalizados com (PPID/NiTsPc)n. 
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Figura 5.5 – Sensibilidade dos filmes de ITO funcionalizados com (PPID/NiTsPc)n. Encarte sensibilidade para 

diferentes números de bicamadas de (PPID/NiTsPc). 

 

Um sistema alternativo – PAH/NiTsPc – também foi automontado em substratos de 

ITO e testado como sensor de pH para efeito de comparação como o sistema (PPID/NiTsPc). 

Observa-se, pela Figura 5.6, que quando se utiliza o PAH, a sensibilidade cai 35% (de 60 

mV.pH
-1

 para 39 mV.pH
-1

). Este fato está relacionado à estrutura do policátion. Apesar de 

ambos os polímeros PPID e PAH possuírem os mesmos grupos terminais, dendrímeros, são 



66 Capítulo 5 –SEGFET funcionalizado com (PPID/NiTsPc)  
 

macromoléculas globulares e porosas, o que facilita a difusão de prótons até a superfície do 

ITO, diferentemente de polímeros lineares como o PAH, o qual pode estar bloqueando essa 

difusão. Assim, o sistema ITO-(PPID/NiTsPc) se mostra interessante para aplicação como 

biossensores, ou seja, com a funcionalização do ITO temos ao mesmo tempo uma superfície 

sensível a variações de pH e com grupos funcionais adequados para imobilização de enzimas. 
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Figura 5.6 – Sensibilidade ao pH para o sistema alternativo (PAH/NiTsPc) composto por 5 bicamadas 

automontadas sobre substratos de ITO. 

 

 

5.3 APLICAÇÃO EM BIOSSENSORES DE GLICOSE 
 

 

Para a aplicação dos filmes (PPD/NiTsPc) como biossensores ou EnFETs de glicose, 

os filmes foram previamente ativados com a enzima GOx como descrito na subseção 4.4.1. 

Primeiramente, analisou-se a resposta ao analito com relação à presença e ausência de 

albumina de soro bovino (BSA) no processo de imobilização enzimática adicionando-se uma 

alíquota de solução de glicose (0,5 mM) no béquer de medida. A Figura 5.7 mostra como 

varia a tensão de saída após adição de glicose para o sistema ITO--(PPD/NiTsPc)-GOx com e 

sem BSA na solução enzimática durante a imobilização. Observa-se que a resposta é 

potencializada com a adição de BSA. A adição de BSA acelera o processo de 

entrecruzamento por também conter resíduos de lisina expostos, proporcionando maior 

eficiência e atividade catalítica para a enzima de interesse se comparado com o 

entrecruzamento direto com a GOx (121). Logo, a enzima fica fortemente presa ao suporte, 
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com a maioria dos sítios ativos disponíveis, uma vez que o entrecruzamento ocorre 

preferencialmente entre o GA e a BSA. 
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Figura 5.7 – Sinal do biossensor na presença (preto) e na ausência (vermelho) de BSA no processo de 

imobilização enzimática. Condições experimentais: 0,5 mM de glicose em tampão fosfato 10 

mM, pH 7,5.  
 

Realizou-se também o estudo para filmes automontados de (PPID/NiTsPc) com 1, 3 

e 5 bicamadas adicionando-se a mesma alíquota de solução de glicose (0,5 mM) no béquer de 

medida. A Figura 5.8 mostra a variação da tensão (obtida quando se alcançava um patamar de 

estabilização no sinal) com o número de bicamadas de (PPID/NiTsPc). Observa-se que o 

melhor resultado se dá para 5 bicamadas, fato que pode ser atribuído a uma maior 

sensibilidade ao pH apresentada por esse filme quando comparado aos filmes de 1 e 3 

bicamadas. Logo, optou-se por utilizar esses filmes nas medidas de biossensoriamento. 
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Figura 5.8 – Sinal do biossensor em função do número de bicamadas de (PPID/NiTsPc). Condições 

experimentais: 0,5 mM de glicose em tampão fosfato 10 mM, pH 7,5.  

 

Segui-se analisando os parâmetros relacionados com a resposta do EnFET em 

questão à glicose. Investigou-se a ação da concentração do tampão fosfato, em um intervalo 

de 2,5 mM a 30 mM para um filme composto de 5 bicamadas. É esperado alterações de pH 

mais favoráveis em tampões com baixa forca iônica, devido à grande mobilidade de H
+
 na 

solução. Na Figura 5.9 observa-se que o valor ótimo obtido foi de 2.5 mM, uma concentração 

pequena, como esperado. Porém, visando manter uma maior força iônica da solução, 

mantivemos as medidas em tampão 10 mM. O circuito do SEGFET se fecha através da 

solução, portanto, uma forca iônica mínima é necessária para seu funcionamento. Ainda, um 

tampão com baixa forca iônica poderia não manter o pH com o valor constante, o que 

aumentaria o erro nas medidas subsequentes com o aumento da concentração de glicose. 
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Figura 5.9 – Influência da concentração do tampão na resposta do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx frente a 

0,5 mM de glicose. 

 

A atividade enzimática é estritamente dependente de algumas condições, como por 

exemplo, temperatura e pH. No caso da GOx, o valor de pH ótimo, segundo o fabricante 

(Sigma Aldrich), é pH 5,5 para a enzima livre à temperatura ambiente. Visando melhorar o 

ambiente de medida, a resposta do biossensor foi verificada em um intervalo de pH de 5,5 a 8. 

Observa-se pela Figura 5.10 que o sinal do EnFET varia apenas 10 % no intervalo de pH 

considerado, alcançando um máximo para valor de pH igual a 7,5. Este comportamento 

inesperado em comparação com a enzima livre pode ser atribuído à estabilidade do filme 

automontado (PPID/NiTsPc)5, tendo em vista que esses filmes são mais estáveis em valores 

de pH neutro (19). Determinou-se, então, as condições experimentais do EnFET ITO-

(PPID/NiTsPc)-GOx como sendo pH 7,5 e tampão fosfato 10 mM, valores que refletem 

proximidade com as condições fisiológicas. 
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Figura 5.10 – Influência do pH na para a resposta do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx frente a 0,5 mM de 

glicose. 

 

Finalmente, a dependência da resposta do biossensor em relação à concentração de 

glicose, ou curva de analítica, foi realizada com o objetivo de se determinar a escala dinâmica 

de operação do dispositivo e o limite de detecção (Ld). Define-se Ld através da relação 

abaixo: 

3.Sb
Ld

m
  (5.1) 

sendo Sb o desvio padrão do branco (sinal sem adição de glicose) obtido a partir de no 

mínimo 10 medidas e m a inclinação da curva na parte linear (sensibilidade analítica) (127). 

Observa-se na Figura 5.11 que a escala dinâmica chega até 1 mM com limite de detecção de 

0,027 mM na região (de 0,1 a 0,5 mM), determinado de acordo com a literatura (127). O valor 

do limite de detecção encontrado está condizente com valores comumente encontrados na 

literatura para biossensores de glicose baseados em transistores de efeito de campo. Luo e 

colaboradores encontram valores similares de Ld para EnFETs que utilizavam a 

especificidade adicional de nanopartículas de MnO2 (0,02 mM) (128) e SiO2 (0,025 mM) 

(129). Porém, ambos os dispositivos apresentaram um ampla escala dinâmica, o que é 

desejável em biossensores. 
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Figura 5.11 – Curva de analítica do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx medida em tampão fosfato 10mM, pH 

7,5. 

 

O maior obstáculo no desenvolvimento de EnFETs de glicose é a limitação do 

intervalo ou escala dinâmica devida a baixa concentração de oxigênio em amostras reais 

(sangue humano). Tentativas de resolver este problema foram realizadas através do uso de 

moléculas orgânicas (130) e inorgânicas (59, 128) que atuam como agente oxidante, ou 

através da eletrólise direta de H2O2 em um eletrodo de platina (61, 131). A quebra do 

peróxido de hidrogênio produz dois prótons e uma molécula de oxigênio, elevando o sinal e a 

concentração de O2, aumentando assim a escala dinâmica do dispositivo. A literatura relata 

que NiTsPc pode agir como uma enzima artificial, ou seja, na catálise ou oxi-redução de 

moléculas H2O2 (132-133). Porém, os resultados acima mostram que, ao contrário do 

esperado, a escala dinâmica do EnFET ainda é pequena, sugerindo que a ação da NiTsPc pode 

estar sendo limitada. Este fato pode estar relacionado à dificuldade de difusão das moléculas 

de H2O2 através do filme LbL devido ao seu tamanho, de modo que a ação da NiTsPc é 

inibida, reduzindo assim sua ação catalítica. Por isso, acreditamos que a NiTsPc participada 

no EnFET proposto apenas como contra-íon para construção do filme LbL. No entanto, o 

biossensor proposto é capaz de detectar quantidades em amostras reais diluídas como 

sugerido na literatura para biossensores de glicose que apresentam baixo limite de detecção e 

uma faixa de operação fora da concentração encontrada em amostras reais (134). Usando tal 

estratégia, os biossensores ITO-(PPID/NiTsPc)-GOx poderiam ser utilizados clinicamente. 

Biossensores geralmente também são avaliados em termos de características 

associados à sua reprodutibilidade em termos de múltiplos usos e de sua estabilidade 
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operacional ao longo do tempo. Aqui, o tempo de recuperação é um parâmetro fundamental. 

A Figura 5.12 apresenta a resposta do EnFET após sucessivas imersões no tampão seguidas 

de imersões em solução contendo 0,5 mM de glicose. Um tempo de recuperação de 

aproximadamente 25 min foi observado com nenhuma perda significativa de sinal, indicando 

que o EnFET pode ser utilizado novamente em pelo menos 3 medidas diferentes.  
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Figura 5.12 – Tempo de recuperação após sucessivas adições de glicose do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx, 

medido em tampão PBS 10mM, pH 7,5. 

 

Para estimar a estabilidade temporal, os EnFETs foram estocados no mesmo tampão 

em que as medidas foram realizadas a 4 
o
C, de acordo com os estudos previamente realizados. 

Medidas do sinal do biossensor foram realizadas ao longo de 20 dias. De acordo com a Figura 

5.13, observa-se um decréscimo do sinal do EnFET em cerca de 19 % no intervalo de tempo, 

indicando que o EnFET pode ser estocado por um período de até 20 dias sem perda 

significativa de sensibilidade. 
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Figura 5.13 – Estabilidade do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx ao longo do tempo estocado no mesmo tampão 

da solução de medida (10 mM, pH 7,5) a 4 
o
C. 

 

 

5.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS DO CAPÍTULO 
 

 

Filmes de ITO foram funcionalizados com multicamadas de PPID e NiTsPc e se 

mostraram sensíveis à variações de pH mesmo após a funcionalização. Esses filmes foram 

utilizados como suporte para imobilização da enzima GOx de modo a obter um EnFET para 

determinação de glicose. A adição de BSA no processo de imobilização potencializa o sinal e 

não interfere com a atividade da enzima já que apenas poucas moléculas proteicas são 

envolvidas no processo de imobilização. Ao contrário do esperado, os resultados relativos à 

catálise de H2O2 demonstraram que a NiTsPc age apenas como um contra-íon para a 

automontagem do filme LbL. Além disso, o uso de dendrímeros como suporte permite uma 

imobilização enzimática efetiva devido aos grupos funcionais periféricos da macromolécula e 

uma difusão iônica controlada através das bicamadas. O sistema em questão apresentou 

sensibilidade a variações de glicose em um intervalo de até 1 mM com limite de detecção de 

0,027 mM. 
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6 SEGFET (PVS/PANI-N) 
 

 

A polianilina é um polímero amplamente utilizado em sensores devido às suas 

propriedades morfológicas e elétricas (90, 92). No entanto, o processamento da polianilina na 

forma de filmes finos pode ser muitas vezes limitado devido à sua baixa solubilidade em 

água. Neste sentido, sintetizamos a polianilina em uma forma nanoparticulada (PANI-N) a 

fim de melhorar sua solubilidade e a formação de filmes automontados. Dessa forma, filmes 

automontados em conjunto com o polímero poli (vinil ácido sulfônico) (PVS) foram 

fabricados. A PANI-N foi caracterizada através de medidas espectroscópicas e por imagens de 

MEV-FEG. Automontados em substratos de vidro recoberto com Au , o sistema (PVS/PANI-

N) foi empregado como camada sensível ao pH em dispositivos SEGFETs. Finalmente, a 

enzima urease foi imobilizada nos filmes PVS/PANI-N para construção de um EnFET 

visando à detecção de uréia. 

 

 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DA POLIANILINA 
 

 

A Figura 6.1 exibe a morfologia do pó da polianilina sintetizada obtida por MEV-

FEG. Observa-se que o diâmetro médio das nanopartículas situa-se entre 50-100 nm. A alta 

razão área/volume, apresentada pela PANI obtida em nanoescala via polimerização 

interfacial, pode aumentar a sensibilidade de dispositivos quando comparado com materiais 

sintetizados por polimerização oxidativa comum (98). 
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Figura 6.1 – Microscopia MEV-FEG do pó de polianilina obtida via polimerização interfacial. 

 

O espectro de absorbância UV-Vis da solução de PANI-N é mostrado na Figura 6.2. 

A PANI-N sintetizada exibiu uma forte absorção em 740 nm característica da banda 

polarônica da polianilina no seu estado dopado (135). A banda em 340 nm é atribuída às 

transições π-π* dos anéis benzênicos presentes na estrutura do polímero e o ombro em 430 

nm está associado à transições ópticas entre estados relacionados à oxidação parcial da PANI 

(88, 136). 
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Figura 6.2 – Espectro de absorbância UV-Vis da solução aquosa de PANI-N. 

 

As características estruturais da PANI-N foram confirmadas por espectroscopia 

FTIR. Todos os picos principais, característicos desse polímero, foram observados no 

espectro FTIR (136, 137), como mostrado na Figura 6.3. As bandas de absorção em 1562 cm
-



Capítulo 6 – SEGFET (PVS/PANI-N) 77 
 

1
 e 1480 cm

-1
 estão relacionadas com a deformação simétrica das ligações C=C dos anéis 

quinóides e benzenóides, respectivamente. A banda em 1302 cm
-1

 está relacionada com a 

deformação assimétrica das ligações C-N de aminas aromáticas secundárias e a banda em e 

1244 cm
-1 

à vibração das ligações C-N. Absorções entre 805 e 450 cm
-1

 são características de 

anéis benzênicos com substituições. A absorção em 805 cm
-1

 é atribuída ao modo de 

deformação simétrico C-H fora do plano, e a absorção em 510 cm
-1

 pode ser relacionada à 

deformações fora do plano do anel benzênico (136, 137).  

 

 

Figura 6.3 – Espectro FTIR da PANI-N. 

 

 

6.2 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES (PVS/PANI-N) 
 

 

Espectroscopia UV-Vis foi utilizada para monitorar o processo de deposição dos 

filmes multicamadas (PVS/PANI-N) sendo que a banda polarônica (600-900 nm) foi utilizada 

como parâmetro de crescimento dos filmes LbL. A Figura 6.4 mostra que a banda polarônica 

da PANI aumenta linearmente como o número de bicamadas (PVS/PANI), indicando que a 

quantidade de PANI-N adsorvida ao filme é a mesma em cada etapa do processo de 

deposição. Vale ainda notar que a banda polarônica da PANI-N está deslocada para o 

vermelho (800 nm) nos filmes LbL quando comparado à PANI em solução (740 nm). Este 

fato pode estar relacionado à protonação da PANI-N imobilizada, e a ausência da interação 

entre o polímero e o solvente. A interação entre a PANI-N e o PVS nos filmes LbL pode 
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ocorrer tanto por interações eletrostáticas quanto por ligações de hidrogênio, já que em pH 5, 

a polianilina se encontra ligeiramente dopada (138). A espessura de um filme composto por 5 

bicamadas de (PVS/PANI-N) filmes foi medida por perfilometria. O valor encontrado foi 70 

nm, ou seja, cerca de 14 nm por bicamada depositada. 
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Figura 6.4 – Intensidade da absorbância em 800 nm da banda polarônica da PAN-N em função do número de 

bicamadas (PVS/PANI-N). Encarte: Espectro de absorbância para diferentes bicamadas 

(PVS/PANI-N). 

 

A imagem de microscopia MEV-FEG dos filmes (PVS/N-PANI) composto por 3 

bicamadas é mostrada na Figura 6.5. Uma distribuição homogênea de nanopartículas com 

alguns agregados é observada. Esse resultado pode estar associado ao fato de estruturas 

menores se difundirem mais facilmente pela solução tendendo assim, a adsorver mais 

facilmente ao substrato do que as estruturas maiores. A baixa agregação das estruturas 

maiores podem estar relacionado também ao processo de secagem aplicado na técnica LbL, 

ou seja, fluxo de N2. 
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Figura 6.5 – Microscopia MEV-FEG dos filmes LbL (PVS-PANI-N)3. 

 

 

6.3 APLICAÇÃO EM SENSORES DE PH 
 

 

O filmes (PVS/PANI-N) foram depositados em substratos de Au e empregados como 

camadas sensíveis ao pH em dispositivos SEGFETs. É interessante notar que filmes de Au 

são estáveis, porém não apresentam resposta elétrica ao pH, servindo apenas como plataforma 

condutora para os filmes LbL (PVS/PANI-N). Durantes as medidas, podia-se observar uma 

coloração azul sobre o filme de ouro, indicando que esses filmes (PVS/PANI-N) podem ser 

crescidos perfeitamente sobre uma superfície que geralmente é hidrofóbica. 

A Figura 6.6 mostra a resposta dinâmica ao pH para o sistema composto por 3 

bicamadas de (PVS/PANI-N). A estrutura de degraus indica uma resposta instantânea do 

detector e a sua estabilidade temporal na faixa de pH com valores entre 2 e 12. Uma 

sensibilidade em torno de 59 mV.pH
-1

 foi obtida para estes filmes através da variação da 

resposta do sensor (Figura 6.7). A sensibilidade ao pH para 1, 3 e 5 bicamadas de 

(PVS/PANI-N) bicamadas é mostrada no encarte da Figura 6.7. A sensibilidade observada 

para o sistema (PVS/PANI) não muda significativamente como o número de bicamadas e está 

em concordância com o valor esperado para as materiais sensíveis ao pH (59,15 mV.pH
-1

), 

sugerindo que a superfície de Au está totalmente recoberta com a PANI-N e que esta é 

suficientemente sensível a variações de pH. Além disso, a adsorção da PANI-N-aumenta a 

rugosidade da superfície, o que aumenta a área efetiva do eletrodo. 
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Figura 6.6 – Resposta dinâmica ao pH do sistema (PVS/PANI-N)3. 
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Figura 6.7 – sensibilidade ao pH para o sistema (PVS/PANI-N). Encarte: sensibilidade ao pH em função do 

número de bicamadas. 
 

Resultados semelhantes foram obtidos por Ge e colaboradores, em que a PANI 

comercial foi automontada em conjunto poli(ácido acrílico) (PAA) sobre substratos de ITO 

(139). Contudo, o sistema proposto por Ge apresentou resposta Nernstiana em uma faixa 

menor de pH, ou seja, entre pH 3 e 9 (139). Sensores potenciométricos compostos por 

polianilina e polipirrol (outro tipo de polímero condutor) obtidos via eletropolimerização 

apresentam sensibilidade de 52 mV.pH
-1

 e 48 mV.pH
-1

, respectivamente. Entretanto um 
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desvio de linearidade é observado no primeiro caso (97). Salientamos novamente, que a alta 

relação área/volume potencializa o desempenho da resposta dinâmica do nosso dispositivo. 

A capacidade de recuperação e estabilidade também são características importantes 

em sensores de pH. Alguns filmes orgânicos e inorgânicos apresentam instabilidade em meios 

extremamente ácidos ou alcalinos (19, 21). Para avaliar a estabilidade do filme LbL 

(PVS/PANI-N) a resposta do sensor foi medida para um filme composto por 3 bicamadas, 

imergindo o mesmo em soluções tampão distintas através do seguinte ciclo de valores de pH: 

7, 4, 7, 10 e novamente 7. Como mostrado na Figura. 6.8, o filme (PVS/PANI-N) apresentou 

um desvio de cerca de 10 mV na resposta medida para pH = 7 no ciclo indicado. O resultado 

está em boa concordância com aqueles encontrados para filmes inorgânicos utilizados como 

sensor de pH (18, 140), confirmando a estabilidade do filme na escala de pH estudado. Além 

disso, a recuperação da resposta do dispositivo com a mudança de pH é praticamente 

instantânea. Portanto, parece não ocorrer desorção de material no filme LbL, uma vez que o 

sinal do dispositivo é recuperado para um mesmo valor de pH. 
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Figura 6.8 – Características de recuperação do filme (PVS/PANI) em um ciclo de soluções tampão. 

 

Outra característica importante em filmes sensíveis ao pH é o desvio na tensão de 

saída do dispositivo ao longo do tempo. Esse desvio, que é uma característica intrínseca do 

sistema, é resultado de reações redox na interface filme-solução (141). Filmes convencionais 

de óxidos de metálicos participam de reações redox devido à sua natureza anfotérica (141). 

Para avaliar o desvio da resposta do dispositivo, o filme (PVS/PANI-N)3 foi imerso em uma 

solução tampão de pH 7 por 60 min (Figura 6.9). Observa-se um pequeno desvio de 2,2 mV e 
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uma estabilização da tensão por volta de 25 min. Este desvio é muito pequeno em relação às 

variações do valor da resposta do dispositivo com o pH (ver Figura 6.7). 
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Figura 6.9 – Desvio no sinal do dispositivo (PVS/PANI-N)3 ao longo do tempo. 
 

 

6.4 APLICAÇÃO EM BIOSSENSORES DE URÉIA 
 

 

Por dispormos de pouca enzima no período da confecção deste trabalho, optamos em 

deixar para o futuro o estudo mais aprofundado acerca de parâmetros operacionais do 

biossensores de uréia como pH, forca iônica, tempo de vida, etc. Dessa forma, fixamos um 

padrão de medida próximo das condições fisiológicas. Assim, a biomembrana (PVS/PANI-

N)-urease foi imersa em solução tampão fosfato 10 mM (pH 7,5) e alíquotas de uréia foram 

adicionados à solução para determinar as características sensoras do EnFET. 

A resposta dinâmica típica do EnFET (PVS/PANI-N)-urease frente a diferentes 

adições de uréia é apresentada na Figura 6.10. A tensão no biossensor cai conforme o 

esperado e de forma acumulativa. Acreditamos que este comportamento se deve ao acúmulo 

de cargas na superfície do filme de (PVS/PANI-N), de grande área superficial. O tempo de 

resposta até a estabilização foi avaliado em aproximadamente 80s após cada adição e se deve 

à alta impedância do SEGFET contendo um AI de boa qualidade na configuração de seguidor 

de tensão e que limita o processo de carga do capacitor formado entre a superfície do sensor e 

a solução. A constante de carga  = RC pode ser avaliada se considerarmos R = 10
14

 Ω como 
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a impedância de entrada típica do AI e C ~ pF (capacitância típica da bicamada de contato 

meta/óxido) como a capacitância da bicamada formada entre superfície e solução, ou seja, 

~100 s, que é da mesma ordem do valor encontrado para o tempo de estabilização do 

biossensor. A estabilidade em termos de razão sinal/ruído se deve a alta constante de tempo . 

Esses resultados estão também em boa concordância com a literatura para biossensores de 

uréia baseados em ISFETs convencionais compostos de Si3N4 como camada sensível (120) e 

biossensores baseados em SEGFETs de SnO2 (142). A resposta destes biossensores depende 

muito mais da carga superficial acumulada na superfície do filme (PVS/PANI-N)-urease do 

que da difusão de carga através do filme. 
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Figura 6.11 – Resposta dinâmica típica do EnFET (PVS/PANI-N)-urease frente a diferentes adições de uréia na 

solução de medida. Condições de medida: tampão fosfato 10 mM, pH 7,5.  
 

A curva analítica correspondente é apresentada na Figura 6.11 e possui um 

comportamento sigmodal em uma faixa de operação ampla de duas ordens de grandeza para 

concentração de uréia. Como dito anteriormente, é esperado que o sinal de saída fosse 

diferente do biossensor de glicose, uma vez que os íons responsáveis pela alteração do pH 

(sinal) são hidroxilas, o que causa um aumento do valor do pH. A resposta dinâmica do 

biossensor pode ser alterada para valores menores de  (resposta mais rápida) se o AI for 

utilizado como amplificador, pois R agora depende da amplificação utilizada. Nesse caso, 

pequenas variações da resposta do biossensor para menores concentrações poderão ser 

detectadas. A única limitação seria nesse caso a razão sinal/ruído. 
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Figura 6.10 – Curva analítica do EnFET (PVS/PANI-N)-urease. Condições de medida: tampão fosfato 10 mM, 

pH 7,5. 
 

 

6.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS DO CAPÍTULO 
 

 

Nanopartículas de PANI foram preparadas pelo método de polimerização interfacial, 

o qual permite a fácil manipulação de polímero pela técnica LbL. Filmes automontados de 

PANI-N foram alternados com PVS, caracterizados e aplicados como filmes sensíveis ao pH 

em dispositivos SEGFETs. Os filmes (PVS/PANI-N) apresentaram um comportamento 

Nernstiano na faixa de pH 2-12, com uma sensibilidade em torno 59 mV.pH
-1

 e um pequeno 

deslocamento na tensão. Visando outras aplicações, a enzima urease foi imobilizada nesses 

filmes e o sistema aplicado como biossensor de uréia. O EnFET (PVS/PANI-N)-urease se 

mostrou eficiente na detecção de uréia em uma faixa de operação 0,01 a 10 mM. 

 

 

 

 

 

 



 

7 SEGFET (PPID/TIO2-NP) 
 

 

O dióxido de titânio é um óxido metálico bastante interessante para aplicação em 

sensores de pH devido à sua alta estabilidade química e fácil preparação. Dessa forma, filmes 

de TiO2 têm sido sintetizados por diferentes métodos para tal finalidade, como sputtering 

(103), processo sol-gel (42) e deposição química a partir da fase vapor (CVD) (104).
 
Visando 

uma alternativa as técnicas citadas acima, esta parte do trabalho apresenta a obtenção de 

filmes LbL constituídos por nanopartículas TiO2 (TiO2-Np) e sua aplicação como sensores de 

pH. O dendrímero poli (propileno imina) (PPID) foi utilizado como contra-íon no processo de 

automontagem. O crescimento dos filmes foi caracterizado por espectroscopia UV-Vis e sua 

morfologia por MEV-FEG. Adicionalmente, a enzima glicose oxidase (GOx) foi imobilizada 

na plataforma PPID/TiO2-Np dando origem a um EnFET para determinação de glicose. 

 

 

7.1 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES (PPID/TIO2-NP) 
 

 

A adsorção das bicamadas (PPID/TiO2-Np) foi monitorada por espectroscopia de 

absorbância na faixa do UV-Vis. Os espectros de absorbância para números de bicamadas 

variando de 1 a 5 são mostrados na Figura 7.1a. O deslocamento vertical dos espectros se 

deve ao espalhamento de luz pelas nanopartículas de TiO2 e demonstra que estas partículas 

são incorporadas sobre a superfície de PPID após cada camada nos filmes LbL. Dessa forma, 

os dados de espalhamento de luz foram utilizados para monitorar o crescimento dos filmes, 

que neste caso, é proporcional a quantidade de material no substrato que aumenta linearmente 

com o número de bicamadas, melhor visualizado na Figura 7.1b. Aumentando-se o número de 

bicamadas, os filmes PPID/TiO2-Np adquirem um aspecto leitoso o que aumenta o 

espalhamento de luz. Resultados similares foram obtidos por outros autores utilizando 

polieletrólitos negativos e condições experimentais diferentes (67, 105). 
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Figura 7.1 – Espectro de absorbância para diferentes bicamadas de PPID/TiO2-Npn (a) e aumento da 

absorbância em 400 nm (espalhamento de luz) em função do número de bicamadas depositadas 

(b). 

 

 

Já para filmes depositados sobre Au, a morfologia superficial dos filmes LbL 

(PPID/TiO2-Np) foi analisada por microscopia MEV-FEG. As imagens de MEV-FEG para 

um filme de 3 bicamadas são apresentadas na Figura 7.2 em diferentes aumentos. As imagens 

revelam uma superfície com regiões que não estão completamente recobertas com TiO2 e 

regiões com grandes agregados de nanopartículas, formando estruturas maiores. Falhas no 

recobrimento podem ocorrer na superfície do ouro que é altamente hidrofóbica. Um dos 

agregados de nanopartículas de TiO2 é mostrado em detalhe na Figura 7.2d. Certa porosidade 
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fica evidente na imagem, fato que pode auxiliar o processo de imobilização enzimática com as 

enzimas ocupando os vazios existentes no filme LbL. 

 

Figura 7.2 – Imagens de MEV-FEG em diferentes aumentos de um filme LbL de (PPID/TiO2-np)3 depositado 

sobre substrato de Au. 

 

 

7.2 APLICAÇÃO EM SENSORES DE PH 
 

 

Para aplicações em sensores de pH, os filmes (PPID/TiO2-Np) foram automontados 

em substratos de Au. Medidas da sensibilidade ao pH foram realizadas mergulhando os filmes 

(PPID/TiO2-Np) em diferentes soluções tampão, variando-se o pH de 4 a 10. Novamente, 

optou-se por evitar valores extremos de pH, uma vez que dendrímeros apresentam diferentes 

conformações em pHs extremamente ácidos ou extremamente básicos (117). 

A Figura 7.3 mostra a resposta dinâmica ao pH dos filmes (PPID/TiO2-Np) 

compostos de 3 bicamadas após 3 min de imersão em cada solução tampão. Pode-se observar 

que a tensão no sensor cai com o aumento do pH o que indica que a diferença de potencial 

diminui devido ao aumento de carga negativa na superfície das nanopartículas de TiO2. Um 

pequeno deslocamento (drifit) na tensão de saída é observado com o tempo de medida, uma 
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vez que filmes compostos de óxidos metálicos participam ativamente das reações redox com 

íons do eletrólito, portanto, essa flutuação é característica do sistema (141). 
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Figura 7.3 – Resposta típica ao pH dos filme (PPID/TiO2-np)3. 

 

Uma sensibilidade de 57 mV.pH
-1

 foi obtida para este filme no intervalo de pH entre 

4 e 10, como pode ser observado na Figura 7.4. A densidade de carga na superfície de TiO2-

Np depende apenas do número inicial de sítios anfóteros, o que provavelmente não muda com 

o aumento do número de bicamadas. O encarte da Figura 7.4 mostra a sensibilidade ao pH 

como função do número de bicamadas de (PPID/TiO2-Np). Dentro do erro experimental, 

observa-se que a sensibilidade não varia significativamente, mantendo o valor médio de 57 

mV.pH
-1

. Os resultados acima indicam que o funcionamento do sensor não fica prejudicado 

mesmo para um recobrimento incompleto a superfície do Au, já que este material possui baixa 

sensibilidade na detecção de íons. 
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Figura 7.4 – Sensibilidade ao pH para o sistema (PPID/TiO2). Encarte: sensibilidade ao pH em função do 

número de bicamadas 

 

Os resultados obtidos para sensores de pH produzidos pela técnica LbL estão em 

excelente concordância com os resultados da literatura para sensores de pH compostos por 

TiO2 preparados por outros métodos (42, 103-104), apresentados em detalhes na Tabela 7.1. 

Neste contexto, nossa estratégia de automontagem se mostra viável para fabricação de 

camadas sensíveis ao pH de baixo custo, com potenciais aplicações em biossensores. 

 

Tabela 7.1 – Comparação entre as técnicas LbL e outras técnicas para obtenção de filmes finos sensores de pH 

constituídos por TiO2. 

Tipo de sensor Técnica de fabricação Escala de pH Sensibilidade (mV/pH
-1

) Referência 

SEGFET LbL 4 -10 57 Este 

trabalho 

ISFET sputtering 1 - 11 56,21 (103) 

SEGFET sol - gel 1 - 11 58,73 (42) 

EIS MOCVD 3 - 11 57,4 – 62,3 (104) 
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7.3 APLICAÇÃO EM BIOSSENSORES DE GLICOSE 
 

 

Para aplicação dos filmes (PPID/TiO2-Np) como EnFETs que detectam glicose, a 

enzima GOx foi imobilizada como descrito na subsecção 4.4.1, ou seja, entrecruzamento 

sobre o filme PPID/TiO2-Np. 

A Figura 7.5 exibe a resposta típica do EnFET (PPID/TiO2-Np-GOx) após a adição 

de 0,2 mM de glicose no béquer de medida. Sensíveis a alterações locais de pH, os filmes 

(PPID/TiO2-Np) são capazes de detectar variações na concentração de íons H
+ 

que ocorrem 

em virtude da reação catalisada pela enzima GOx. Um tempo de resposta de 10 min é 

observado na Figura 7.5, sendo a variação na tensão neste tempo utilizada como parâmetro 

para obtenção da curva analítica do biossensor. 
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Figura 7.5 – Sinal do EnFET (PPID/NiTsPC)-GOx frente adição de 0,2 mM de glicose. Condições de medida: 

tampão fosfato 10 mM, pH 7,5.  

 

A curva analítica do EnFET é apresentada na Figura 7.6. Uma sensibilidade de 105 

mV.mM
-1

 foi calculada a partir da região linear (0 a 1 mM), com limite de detecção de 0,013 

mM, próximos a valores comumente encontrados na literatura (128, 129) e bem próximos 

daqueles encontrados para os EnFET (PPID/NiTsPC)-GOx, apresentados no Capítulo 5. 
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Figura 5.10 – Curva de analítica do EnFET ITO-(PPID/NiTsPc)5-GOx, em tampão fosfato 10mM, pH 7,5. 

 

EnFETs para a detecção de glicose geralmente são construídos imobilizando - se a 

enzima GOx diretamente no óxido metálico. Contudo, uma ativação na superfície no óxido 

metálico com agentes silanos é necessária, uma vez que originalmente não há grupos reativos 

para fixação da enzima (59, 61). Dessa forma, a técnica LbL se mostra adequada, para a 

construção de biossensores, tendo em vista que a última camada pode ser adequadamente 

escolhida para que tenha grupos funcionais que seja adequados para tal finalidade. 

 

 

7.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS DO CAPÍTULO 
 

 

Nesta parte do trabalho, apresentamos a fabricação de filmes LbL compostos por 

(PPID/TiO2-Np) como SEGFET sensor de pH e posteriormente como biossensor de glicose. 

O sistema baseado na adsorção de multicamadas de materiais orgânicos e inorgânicos é viável 

para a obtenção de sensores a baixo custo. O sistema desenvolvido apresentou uma 

sensibilidade Nernstiana na faixa de pH 4 a10. Dendrímeros PPID apresentam alta densidade 

de grupos funcionais NH3
+
 em sua periferia, o que permite a fácil imobilização da enzima 

GOx e sua aplicação como biossensor ou EnFET de glicose. Os resultados sugerem que as 

plataformas híbridas (PPID/TiO2-Np) são promissoras como biossensores baseados na 

detecção de pH. O desenvolvimento de plataformas sensíveis ao pH pela técnica LbL, 
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contendo materiais nanoestruturados podem ser estendida visando o desenvolvimento de 

biossensores similares, como uréia e colesterol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8 SEGFET COMPOSTO POR NANOESTRUTURAS 1D DE 

PENTÓXIDO DE VANÁDIO 
 

 

Esta parte do trabalho surgiu de uma parceria com o grupo de Crescimento de 

Cristais e Materiais Cerâmicos do IFSC através da aplicação de nanoestruturas 

unidimensionais (1D) de pentóxido de vanádio em SEGFETs sensores de pH. Estes materiais 

unidimensionais foram preparados via síntese hidrotermal e caracterizados estruturalmente 

por difração de raios-X, FTIR e microscopia eletrônica de transmissão. 

Em uma primeira etapa, amostras apresentando diferentes morfologias (nanofitas, 

nanofios e nanobastões) foram diretamente depositadas em substratos de vidro recoberto com 

Au e aplicadas como camada sensível ao pH no dispositivo SEGFET. Em uma segunda etapa, 

nanobastões V2O5.nH2O foram automontados em substratos de vidro recoberto com Au pela 

técnica SA-LbL onde o polímero PAH foi utilizado como contra-íon. Da mesma maneira, os 

filmes LbL contendo V2O5.nH2O foram aplicados como sensor de pH. Ainda, a enzima urease 

foi covalentemente imobilizada na plataforma (PAH/nanobastões) e aplicada como EnFETs 

para a detecção de uréia. 

 

 

8.1 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOESTRUTURAS 
 

 

A morfologia das nanoestruturas 1D de V2O5.nH2O preparadas em diferentes 

temperaturas foi estudada por microscopia eletrônica de transmissão. As imagens das 

amostras obtidas a temperaturas de 160º, 180º e 200º são na Figura 8.1. Para as amostras 

submetidas ao tratamento hidrotermal em 160 ºC, a morfologia obtida foi nanofitas (Figura 

8.1a) que possuem uma largura de 20 a 30 nm. As amostras submetidas ao tratamento 

hidrotermal em 180 ºC, por sua vez, apresentaram a morfologia de nanofios (Figura 8.1b) com 
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um diâmetro um pouco menor em comparação as nanofitas (10-20 nm). Por fim, as amostras 

tratadas hidrotermicamente a 200 ºC apresentam a forma de nanobastões (Figura 8.1c) com 

um diâmetro entre 50 e 60 nm (113, 114). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8.1 – Imagens TEM das nanoestruturas de V2O5.nH2O obtidas após tratamento hidrotermal a 160 ºC (a), 

180 ºC (b) e 200 ºC (c). 

 

Difratogramas de raios-X (DRX) foram coletados para cada amostra de V2O5.nH2O, ou 

seja, amostras obtidas em diferentes temperaturas de síntese hidrotermal, a fim de confirmar o 

a fase cristalina das mesmas. Os difratogramas são mostrados na Figura 8.2, confirmando a 

fase cristalina esperada para todas as amostras obtidas: a fase monoclínica para as amostras 

obtidas a 160 ºC e a fase ortorrômbica para as amostras obtidas a 180 ºC e 200 ºC. 

(a) 

(b) (c) 
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Figura 8.2 – Padrões de difração de Raios-X das nanoestruturas de V2O5.nH2O obtidas sob as seguintes 

condições hidrotermais: 160ºC (a), 180ºC (b) e 200ºC (c).  

 

 

8.2 APLICAÇÃO EM SENSORES DE PH 
 

 

Para aplicações como material sensível ao pH, as nanoestruturas de V2O5.nH2O 

foram depositadas sobre vidro BK7 recoberto com Au por spin-coating. Estas plataformas 

foram imersas em soluções tampão para pH diferentes (pH 2 a 12) e a resposta do AI foi 

coletada em função do tempo. A Figura 8.3 apresenta a resposta dinâmica típica alterando-se 

o pH a cada 3 minutos para plataformas contendo nanobastões de V2O5.nH2O. Em virtude da 

boa resposta ao pH, podemos afirmar que as nanoestruturas se aderiram muito bem ao 

substrato. 
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Figura 8.3 – Resposta dinâmica ao pH dos nanobastões de V2O5.nH2O (obtidos a 200 ºC)  
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Figura 8.4 – Sensibilidade ao pH dos nanobastões de V2O5.nH2O depositados diretamente sobre substratos de 

Au. 

 

Apesar das alterações estruturais devidas as condições da síntese hidrotermal, 

resultados similares foram observados para as nanoestruturas de V2O5.nH2O sintetizadas a 

160 ºC (nanofitas com fase monoclínica) e 180 ºC (nanofios com fase ortorrômbica). A 

resposta medida após a adição em novo tampão feita cada 3 min foi utilizada como parâmetro 

para determinar a sensibilidade ao pH, mostrada na Figura 8.4. Dentro dos limites do erro 

experimental, a sensibilidade não se altera para nenhuma das formas de V2O5.nH2O, 

indicando que a sensibilidade ao pH não é dependente da fase ou do tipo de nanoestrutura. 
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Este resultado é melhor observado na Tabela 8.1, que resume a sensibilidade ao pH 

encontrada para as diferentes nanoestruturas de V2O5.nH2O. 

 

Tabela 8.1 – Sensibilidade ao pH das nanoestruturas de V2O5.nH2O 

Estrutura Temperatura de 

síntese hidrotermal 

(oC) 

Sensibilidade 

(mV.pH-1) 

Erro 

experimental 

Nanofitas 160 56 2 

Nanofios 180 55 3 

Nanobastões 200 57 3 

 

A sensibilidade ao pH das nanoestruturas de V2O5.nH2O estão em boa concordância 

com o valor teórico previsto pela equação de Nernst para materiais sensíveis ao pH (59,15 

mV.pH
-1

) e em excelente concordância com outros óxidos metálicos comumente utilizados 

como membranas sensíveis (17, 23, 41, 43, 143). Guerra e colaboradores utilizaram o 

pentóxido de vanádio obtido via sol-gel em dispositivos EGFET sensores de pH (21). Esse 

material apresentou uma sensibilidade em torno de 58 mV.pH
-1

. Contudo, em condições 

fortemente alcalinas (pH 12), o mesmo material perde estabilidade, lixiviando-se do substrato 

(21). Por sua vez, Guidelli et. al. construíram um EGFET baseado em óxidos mistos de 

pentóxido de vanádio e trióxido de tungstênio (V2O5/WO3) depositados sobre substratos de 

carbono vítreo. Surpreendentemente, a membrana V2O5/WO3 apresentou uma sensibilidade 

super-Nernstiana (68 mV.pH
-1

), ou seja, acima do valor esperado (40). 

 

 

8.3 FILMES AUTOMONTADOS (PAH/V2O5-NANOBASTÕES) 
 

 

Como a sensibilidade ao pH não varia com a morfologia nem como a temperatura de 

síntese hidrotermal do V2O5.nH2O, os nanobastões foram usados para a fabricação de filmes 

automontados utilizando o polímero PAH como contra-íon. Dessa forma, o sistema 

(PAH/V2O5-nanobastões) foi aplicado como sensor de pH. Posteriormente, a enzima urease 
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foi imobilizada nessa plataforma e o sistema foi utilizado como EnFET para a determinação 

de uréia. 

O crescimento de cada bicamada de (PAH/V2O5-nanobastões) foi monitorado por 

espectroscopia de absorbância UV-Vis. A Figura 8.5 compara os espectros de absorbância de 

uma solução aquosa diluída contendo nanobastões de V2O5.nH2O e de um filme automontado 

composto por 10 bicamadas de (PAH/V2O5-nanobastões). Primeiramente, pode-se observar 

que os bastões são grandes o suficiente para não espalhar a luz incidente. Além disso, duas 

bandas podem ser observadas em torno dos comprimentos de onda de 407 nm e de 257 nm 

para o V2O5.nH2O em solução que são associadas às transições de transferência de carga de 

um elétron proveniente do orbital π do átomo de oxigênio para o nível d do vanádio, 

considerando a configuração eletrônica do vanádio no seu extado oxidado (144-145). Já no 

espectro do filme automontado, observa-se um pequeno deslocamento das mesmas bandas 

para o azul, que pode estar relacionado a efeitos do ambiente do filme automontado, ou seja, 

interação dos nanobastões com o PAH. 
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Figura 8.5 – Espectros de absorbância da solução aquosa dos nanobastões de V2O5.nH2O (preto) e de filmes SA-

LbL (PAH/V2O5-nanobastões)10 (azul). 

 

A Figura 8.6 mostra os espectros de absorbância medidos após a deposição de cada 

bicamada de (PAH/V2O5-nanobastões). A dependência linear (encarte da Figura 8.6) da 

intensidade da absorbância medida em 390 nm mostra que os nanobastões são depositados de 

forma regular com o número de bicamadas preparadas pela técnica LbL assistida por spin, 

indicando que a cada ciclo de deposição, a quantidade de material depositada é praticamente a 
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mesma. Este resultado é surpreendente, pois, até onde sabemos, é a primeira vez que 

nanobastões são depositados de forma regular pela técnica SA-LbL. 
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Figura 8.6 – Espectros de absorbância para diferentes bicamadas de (PAH/V2O5-nanobastões). Encarte: 

absorbância em 390 nm em função do número de bicamadas (PAH/V2O5-nanobastões). 
 

 

8.3.1 APLICAÇÃO DOS FILMES (PAH/V2O5-NANOBASTÕES) EM 

SENSORES DE PH 
 

 

Para aplicação dos filmes (PAH/V2O5-nanobastões) como camada sensível no 

dispositivo SEGFET, os mesmos foram automontados sobre substratos de vidro recoberto 

com Au. A resposta dinâmica típica ao pH dos filmes (PAH/V2O5-nanobastões)3 é 

apresentada na Figura 8.7 e a sensibilidade ao pH para o mesmo sistema pode ser vista na 

Figura 8.8. A estabilidade e variação da resposta é praticamente a mesma que aquela 

observada na Figura 8.3 para nanobastões depositados diretamente sobre Au. Isto indica que 

estes filmes são impermeáveis à difusão de íons. A sensibilidade em função do número de 

bicamadas é mostrada no encarte da Figura 8.8. Observa-se, no entanto, que a sensibilidade é 

máxima para filmes compostos por três bicamadas, um comportamento próximo do valor 

encontrado para os nanobastões livres, considerando-se o erro experimental. 
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Figura 8.7 – Resposta dinâmica ao pH dos filmes SA-LbL (PAH/V2O5-nanobastões). 
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Figura 8.8 – Sensibilidade ao pH dos filmes (PAH/V2O5-nanobastões)3. Encarte: Sensibilidade ao pH em função 

do número de bicamadas. 

 

A alta sensibilidade ao pH apresentada pelos filmes compostos por 3 e 5 bicamadas, 

aliada ao fato da superfície poder ser facilmente ativada com grupos NH3
+
 provenientes do 

policátion PAH, sugere a aplicação dos mesmos em biossensores. 
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8.3.2 APLICAÇÃO DOS FILMES (PAH/V2O5-NE) EM BIOSSENSORES 

DE URÉIA 
 

 

Escolhemos os filmes (PAH/V2O5-nanobastões) compostos por 3 bicamadas para 

serem aplicados como biossensores de uréia. A estratégia de imobilização de enzima bem 

como as concentrações de urease, GA e BSA foram as mesmas utilizadas no Capítulo 6.  

A Figura 8.9 apresenta a resposta típica do biossensor quando sucessivas alíquotas de 

uréia (em mM) são adicionadas à solução tampão (pH = 7,5 a 10 mM) contendo a porta 

estendida descrita acima. Observamos um comportamento semelhante, ou seja, um 

decréscimo e processo de saturação da resposta desse biossensor em torno de 80 s quando 

comparado com o EnFET composto por (PVS/PANI-N)-urease, descrito no Capítulo 6, uma 

vez que há consumo de prótons na solução em virtude da geração de hidroxilas durante a 

reação de hidrólise da uréia pela urease. Assim, podemos concluir, que o tempo de resposta 

não é afetado pelo material sensível ao pH. Este tempo depende do processo de carga (através 

da porta de alta impedância) da capacitância formada exclusivamente pela dupla camada de 

carga entre a superfície do nanobastão e a solução eletrolítica.  
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Figura 8.9 – Resposta dinâmica típica do EnFET (PAH/V2O5-nanobastões) urease frente a diferentes adições de 

uréia na solução de medida. Condições de medida: tampão fosfato 10 mM, pH 7,5.  
 

A curva analítica para o EnFET (PAH/V2O5-nanobastões)-urease é mostrada na 

Figura 8.10. A partir da curva de calibração obtida observa-se que o sensor é ativo em um 
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grande intervalo de concentração do analito, resultados que se mostram coerentes com 

trabalhos da literatura (120, 142). 
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Figura 8.10 – Curva analítica do EnFET (PAH/V2O5-nanobastões)-urease. Condições de medida: tampão 

fosfato 10 mM, pH 7,5. 

 

 

8.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS DO CAPÍTULO 
 

 

O uso da rota hidrotermal para obtenção de nanoestruturas (1D) de V2O5.nH2O foi 

bem sucedida. Como camada sensível em dispositivos SEGFETs, as nanoestruturas 1D 

V2O5.nH2O apresentaram alta sensibilidade ao pH e, independente da temperatura de síntese 

hidrotermal e da morfologia das amostras obtidas, a sensibilidade não é alterada de forma 

significativa. A técnica de automontagem assistida por spin foi aplicada com sucesso para 

construção de filmes (PAH/V2O5-nanobastões), os quais também foram aplicados como 

sensores de pH, apresentando uma considerável sensibilidade. Posteriormente, com a 

imobilização da enzima urease nos filmes (PAH/V2O5-nanobastões), a nova plataforma foi 

utilizada como biossensor de uréia, o qual apresentou uma ampla faixa de detecção, isto é, de 

0,05 a 20 mM. 

 

 

 



 

9 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
 

 

Nesta tese, filmes de materiais orgânicos (dendrímeros e polianilina ) e inorgânicos 

(TiO2 e V2O5) nanoparticulados foram automontados com a finalidade de se obter novas 

camadas sensíveis ao pH utilizando dispositivos SEGFETs e posteriormente biossensores ou 

EnFETs para a determinação de hemometabólitos de interesse clínico, particularmente glicose 

e uréia.  

Quatro sistemas foram propostos e implementados como sensores de pH: ITO-

(PPID/NiTsPc), Au-(PVS-PANI-N), Au-(PPID/TiO2Np) e nanoestruturas (1D) V2O5.nH2O. 

Este último também automontado por SA-LbL formando o sistema Au-(PAH-V2O5-

nanobastões). Parâmetros de crescimento dos LbL filmes foram estudados e melhorados.  

Todos os sistemas testados se mostraram promissores como sensores de pH, 

apresentando sensibilidade próxima do valor Nernstiano, fato atribuído à natureza anfotérica 

do material da última camada no filme LbL. Portanto, a técnica LbL convencional ou aquela 

assistida por spin se mostrou viável para a obtenção de sensores de pH de forma simples e a 

baixo custo. Ainda, a técnica permite a aplicação de qualquer tipo de material na última 

camada, que pode ser ativa para imobilização de enzimas. 

Optamos por utilizar polímeros, PPID, PAH e PANI, os quais contêm grupos amina 

terminais que são ideais para a imobilização covalente de enzimas. Covalentemente 

imobilizadas nos filmes LbL estudados, as enzimas GOx e urease que geram íons como 

produto da reação, exibiram uma grande atividade, sugerindo um alto grau de orientação das 

mesmas imobilizadas. Ainda, a exposição de um maior número de sítios ativos enzimáticos 

pode ser conseguido com a presença de BSA no processo de imobilização; fato que aumenta a 

atividade enzimática quando comparada a outros suportes. Dessa forma, os filmes LbL podem 

ser aplicados tanto com sensores de pH, quanto como biossensores de glicose e uréia 

apresentando eficiente detecção. 

Algumas etapas não menos importantes das que aqui foram apresentadas, necessitam ser 

estudadas e analisadas cuidadosamente. Tais etapas, se não foram incluídas neste trabalho devido 
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ao tempo e instrumentação, espera-se que as mesmas sejam estudadas em trabalhos futuros. 

Seguem algumas sugestões: 

 O fato das plataformas LbL sensíveis ao pH serem universais abre espaço para futuras 

aplicações desses filmes em outros tipos de biossensores, tais como biossensores para 

detecção de triglicérides, colesterol, penicilina, acetilcolina, etc. 

 Um estudo teórico via simulação acerca dos sistemas obtidos a fim de relacionar os 

parâmetros de crescimento dos filmes e sua aplicação como sensor de pH seria de 

grande valia para otimização dos sensores. 

 Considerando que um biossensor envolve, além de um eletrodo enzimático também 

um sistema de aquisição de sinais em tempo real, é proposto a otimização e 

miniaturização do circuito usado bem como a elaboração de um software para 

digitalização dos sinais obtidos. 

 Ainda, a alta especificidade de interações antígeno-anticorpo permite que o SEGFET 

aqui estudado possa ser estendido para o campo de imunossensores. Assim, 

plataformas imunossensoras podem ser construídas para o diagnóstico de anticorpos 

específicos de certas doenças. 

Finalmente, espera-se que o presente trabalho possa ter despertado a necessidade do 

desenvolvimento de sensores e biossensores em nosso país a nível industrial, uma vez que 

sistemas inteligentes para o monitoramento de hemometabólitos ou outras substâncias 

representam um elevado potencial de crescimento mercadológico. Entretanto, é reconhecido que 

o caminho a ser percorrido nessa direção ainda é longo! 
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