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Resumo

SIQUEIRA JUNIOR, J. R. Filmes automontados de nanotubos de carbono
aplicados em sensores. 2009. 113 p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Instituto de Quimica de S&o Carlos, Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2010.

Nanotubos de carbono (CNTs) tém se mostrado versateis para melhorar
propriedades de outros materiais. A integracdo de CNTs com materiais biolégicos,
por exemplo, permite obter biossensores com propriedades e sensibilidade
otimizadas. Com a manipulagdo de CNTs em filmes nanoestruturados, pode-se
formar nanocompdsitos hibridos, cuja interacdo sinérgica requer métodos
experimentais com controle da arquitetura molecular. Neste estudo, utilizamos a
técnica de automontagem para obter dois tipos de sensores incorporando CNTs. No
primeiro, filmes automontados de CNTs de parede multiplas (MWNTSs) dispersos em
poliamidoamina (PAMAM) e alternados com ftalocianina tetrassulfonada de niquel
(NiTsPc) foram wusados como sensores amperométricos para detectar o
neurotransmissor dopamina. As propriedades eletroquimicas obtidas com
voltametria ciclica indicaram que a incorporagdo de MWNTs no filme PAMAM-
NT/NiTsPc eleva a corrente de pico redox em trés vezes e diminui em 50 mV o
potencial de oxidagdo da dopamina. Isso permitiu detectar dopamina na presenga de
um interferente tipico, o acido ascoérbico. Os sensores apresentaram limite de
detecgédo de 0,5 umol L™ e alta estabilidade. No segundo, filmes nanoestruturados
de PAMAM com nanotubos de carbono de parede unica (SWNTSs), funcionalizados
com grupos carboxilicos, foram fabricados sobre dispositivos de efeito de campo do
tipo electrolyte-insulator-semiconductor (EIS) e light-addressable potentiometric
sensors (LAPS). Estes dispositivos modificados foram usados em biossensores de
penicilina G, apo6s imobilizagdo da enzima penicilinase. A morfologia do filme
PAMAM/SWNT era tipica de uma estrutura porosa, com grande area superficial,
apropriada para adsorgédo da enzima e facilitar a penetragédo de ions H* no filme.
Esses biossensores exibiram alta sensibilidade ao pH de 55-58 mV/pH e
propriedades melhoradas para a deteccéo de penicilina G, com sensibilidade de 100
mV/década e melhor desempenho com menor tempo de resposta e sinal mais
estavel.

Palavras-chave: Filmes automontados. Nanotubos de carbono. Sensores.
Dispositivos de efeito de campo.






Abstract

SIQUEIRA JUNIOR, J.R. Layer-by-Layer assembly of carbon nanotubes applied
in sensing. 2009. 113 p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Instituto de Quimica de S&o Carlos, Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2010.

Carbon nanotubes (CNTs) are versatile in enhancing the properties of other
materials. They can be integrated with biological materials, for instance, in the
fabrication of biosensors with optimized sensitivity and performance. With
manipulation of CNTs in nanostructured films, one may form hybrid nanocomposites
whose synergistic interaction requires experimental methods with control of
molecular architecture. In this study, we used the layer-by-layer (LbL) technique to
obtain two types of sensors incorporating CNTs. In the first, LbL films of multi-walled
carbon nanotubes (MWNTS) dispersed in polyamidoamine (PAMAM) dendrimers and
alternated with nickel phthalocyanine (NiTsPc) layers were used in the amperometric
detection of the neutransmitter dopamine. The electrochemical properties obtained
with cyclic voltammetry indicated that the incorporation of MWNTs in the PAMAM-
NT/NiTsPc led to a 3-fold increase in the peak current, in addition to a decrease of 50
mV in the oxidation potential of dopamine. The latter permitted the detection of
dopamine even in the presence of a typical interferent, the ascorbic acid. These
sensors exhibited a limit of detection of ca. 0.5 umol L™ and high stability. In the
second type, LbL films of PAMAM and single-walled carbon nanotubes (SWNTSs),
functionalized with carboxylic groups, were deposited on field-effect devices, using
electrolyte-insulator-semiconductor (EIS) and light-addressable potentiometric
sensors (LAPS). These modified devices were employed as biosensors to detect
penicillin G, after immobilizing the enzyme penicillinase. The PAMAM/SWNT film
exhibited a highly porous morphology with large surface area, being suitable for
enzyme adsorption, in addition to facilitating the penetration of H* ions through the
film. Such biosensors had a high pH sensitivity of ca. 55-58 mV/pH and improved
properties toward penicillin G, with sensitivity of 100 mV/decade and enhanced
performance, with faster response time and higher stability.

Keywords: Layer-by-Layer films. Carbon nanotubes. Sensors. Field-effect devices.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A pesquisa em biossensores é multidisciplinar com vastas possibilidades de
aplicagdes, principalmente se diferentes tecnologias e materiais forem integrados (1-
4). Neste contexto, a manipulagédo de nanocompadsitos hibridos com controle no nivel
molecular, e o entendimento das interacdes entre os seus componentes, sao
relevantes para desenvolver materiais e novos biossensores (5-8). A fabricagao
desses nanocompositos requer técnicas de manipulagdo para acoplar em
dispositivos com facil processamento. Uma maneira eficiente é processar os
materiais em filmes multicamadas, fabricados por automontagem (9-13) (layer-by-
layer, LbL). Este método permite que varios materiais (organicos, inorganicos e
bioldgicos) possam ser combinados em camadas com espessura nanométrica em
diferentes arquiteturas. E um método de baixo custo, viabilizando a producdo de
filmes finos com controle estrutural. Pode-se obter uma estrutura de camadas
ultrafinas que interagem através de ligagbes nao-covalentes, em que o filme pode
apresentar propriedades nao verificaveis em filmes mais espessos dos mesmos
constituintes (9-13).

O uso de filmes nanoestruturados em sensores trouxe novas possibilidades,
por duas razbes principais: Primeiro, a sensibilidade pode aumentar
consideravelmente quando filmes ultrafinos sdo empregados. Além disso, as
técnicas de fabricacao de filmes nanoestruturados permitem controle da arquitetura
no nivel molecular (9-14). A automontagem, por exemplo, oferece fino controle e
possibilidade de ajuste de propriedades e da arquitetura em nanoescala (9-14). Esta
técnica é a mais simples para preparar nanoestruturas e se baseia na deposigcao
alternada de espécies catibnicas e anibdnicas, conforme ilustrado na Figura 1. Este
processo pode ser repetido diversas vezes, formando multicamadas sobre
substratos sélidos. As principais vantagens dos filmes automontados sédo a alta
sensibilidade e tempo de resposta mais rapido do que sensores com filmes
espessos (9,12,14). Outras vantagens sao:

i) Possibilidade de combinar materiais para unidades sensoriais especificas;
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i) Controle da arquitetura molecular que permite explorar o contato intimo
entre os componentes do sensor;

iii) Pequena quantidade de material é necessaria para produgao dos filmes.

m Repeat?

C S N N

Palycation Rinse Polyanion Rinse
Substrate|LbL

Figura 1.1 — Procedimento esquematico da fabricagdo de um filme automontado (12).

Filmes nanoestruturados sdo adequados para biossensores, até porque a
automontagem permite imobilizagdo de proteinas e outras moléculas de interesse
biolégico, com preservacdo da atividade, devido provavelmente a duas razdes
principais: A possibilidade de engenharia molecular que permite selecdo de materiais
com formatos apropriados para imobilizacdo, e as condigdes em meio aquoso em
que sao produzidos os filmes automontados. No que tange a sensibilidade, os
biossensores podem alcangar niveis extremamente altos, pois se baseiam
predominantemente em interagées especificas (14). Lvov et al. foram pioneiros em
biossensores de filmes automontados com proteinas ou biomoléculas (15). Desde
entdo, muitos biomateriais tém sido empregados como elementos de sensor,
incluindo proteinas (16), par antigeno-anticorpo (17), enzimas (18) e DNA (19).

Com o desenvolvimento da nanobioeletrénica, a integragdo de biomoléculas
(ex., proteinas e anticorpos) com nanomateriais em dispositivos elétricos trouxe uma
nova geracao de biossensores, especialmente devido a compatibilidade do tamanho,
onde as partes dos componentes dos circuitos eletrbnicos sdo comparaveis as
entidades bioldgicas. Dentre os principais nanomateriais estudados para esse fim, os
nanotubos de carbono (CNTs) e nanoparticulas metalicas tém sido usados com
moléculas bioldgicas em dispositivos para nanobiotecnologia (5-8,20-24). Além de
biossensores, esses sistemas podem ser aplicados em liberagdo controlada de
farmacos, marcadores biologicos e diagnosticos (20). Para desenvolver esses

dispositivos, no entanto, é imprescindivel tanto o entendimento dos mecanismos de
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interacédo entre as biomoléculas imobilizadas e esse nanomaterial, quanto o controle
dos métodos de manipulacio para imobilizacdo. A interacao entre os materiais é, em
muitos casos, facilitada pela compatibilidade de tamanhos, e pode ocorrer de
maneira sinérgica, fazendo com que propriedades melhoradas ou totalmente novas
sejam obtidas a partir da escolha e processamento adequado dos materiais. Neste
caso, uma maneira eficiente de se combinar nanotubos de carbono e biomoléculas é
através de seu processamento em filmes multicamadas, onde alto controle sobre
espessura e arquitetura dos filmes pode ser obtido durante o processamento. Dessa
maneira, tanto os CNTs como moléculas biolégicas podem ser imobilizados,
resultando em estruturas com diferentes arquiteturas e preservacéo da atividade
biolégica, além da facilidade de manipulagao (5-8).

Neste trabalho, a técnica de automontagem foi usada para fabricar dois
sistemas nanoestruturados contendo nanotubos de carbono, sendo um aplicado
como sensor amperométrico de dopamina e outro como biossensor de penicilina
usando dispositivos de efeito de campo. No primeiro, CNTs do tipo multi-paredes
(multi-walled carbon nanotubes — MWNTs) foram submetidos a um tratamento
quimico adequado para se tornarem solluveis e foram dispersos em solugao de
dendrimero poliamidoamina (PAMAM). Esse complexo PAMAM-nanotubos
(PAMAM-NT) serviu de polication nos filmes automontados combinados com
metaloftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTsPc), um composto de coordenagao
eletroativo com grande aplicagdo em sensores. Neste sistema foi realizado um
detalhado estudo das propriedades fisico-quimico dos filmes, e verificou-se a
formacdo de interacdes moleculares especificas entre os materiais, possiveis
somente através desta técnica. A influéncia da presenga dos MWNTs nas
propriedades eletroquimicas através do comportamento redox da NiTsPc
imobilizadas no filme automontado também foi estudada. Este sistema foi aplicado
como eletrodos modificados para detectar dopamina em presenga do interferente
acido ascorbico, verificando os efeitos da sensibilidade e de eletrocatalise do
eletrodo.

O segundo sistema baseou-se na fabricagdo de uma nanoestrutura
combinando o dendrimero PAMAM com CNTs de parede unica (single-walled carbon
nanotubes — SWNTs). Este filme foi preparado sobre uma estrutura semicondutora
utilizada como plataforma na fabricacdo de dispositivos de efeito de campo. Neste

sistema foram estudados dois tipos de sensores de efeito de campo: o capacitive
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electrolyte-insulator-semiconductor (EIS) e o light-addressable potentiometric sensor
(LAPS). Assim como realizado no primeiro sistema, a influéncia do filme
automontado contendo SWNTSs sobre estes dispositivos foi estudada. Um biossensor
para detectar penicilina foi preparado através da imobilizagado da enzima penicilinase
sobre o dispositivo EIS e LAPS modificado com o filme automontado de
PAMAM/SWNT. Os efeitos da incorporacdo da nanoestrutura no desempenho do
biossensor, assim como a atribuicao das possiveis causas, foram verificados.

A escrita desta tese baseou-se em trés objetivos principais apresentados no
Capitulo 2. Uma introdugdo sobre nanotubos de carbono e seu emprego no
desenvolvimento de sensores e biossensores sera exibida no Capitulo 3. Em
seguida, o Capitulo 4 abordara os fundamentos de sensores eletroquimicos. Neste
ultimo sera discutido o funcionamento de sensores baseados em dispositivos de
efeito de campo. O Capitulo 5 descreve os materiais e as técnicas de
caracterizagdo. Os capitulos subsequentes destinam-se aos resultados e discussbes
(Capitulos 6, 7 e 8) dos dois sistemas nanoestruturados contendo nanotubos de
carbono. Por fim, as conclusdes do trabalho e propostas para trabalhos futuros serao

apresentadas, respectivamente, nos Capitulos 9 e 10.
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Capitulo 2

OBJETIVOS

Os principais objetivos deste projeto de doutoramento foram:

1.) Fabricagdo e caracterizacao de filmes automontados de nanotubos de
carbono: preparar filmes nanoestruturados de diferentes arquiteturas e
caracteriza-los por técnicas de microscopia e/ou espectroscopia. Analisar a
morfologia dos filmes e possiveis interagdes entre os nanotubos e outros

materiais que os compdem.

2.) Aplicagdo dos filmes automontados em um sensor amperométrico:
preparar e caracterizar eletrodos modificados combinando nanotubos de
carbono e metaloftalocianinas para detectar o neurotransmissor dopamina
usando técnicas eletroquimicas. Estudar os efeitos das propriedades
eletroquimicas do eletrodo modificado na presenga dos nanotubos e sua

influéncia na deteccao de dopamina.

3.) Aplicagdo dos filmes automontados em um biossensor de efeito de
campo: incorporar nanotubos de carbono em filmes automontados em
dispositivos de efeito de campo do tipo EIS e LAPS e caracterizar a influéncia
desse filme sobre esses dispositivos. Imobilizar a enzima penicilinase sobre o
dispositivo modificado e estudar os efeitos sobre o seu desempenho na
deteccao de penicilina G. Verificar o possivel desenvolvimento de novos

biossensores com esses dispositivos.
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Capitulo 3

NANOTUBOS DE CARBONO

3.1 Introdugao

Nanotubos de carbono (CNTs), descobertos no inicio da década de 90 (25),
tém sido estudados nas areas da fisica, quimica e engenharia de materiais. Esse
grande interesse se deve as suas propriedades estruturais, mecéanicas e elétricas,
como alta estabilidade quimica e térmica, alta elasticidade e condutividade (25,26).
Sao formados somente por carbonos e possuem forma cilindrica. Sua estrutura pode
ser comparada ao de uma folha de grafite enrolada em forma de tubo (27) em que a
razdo entre seu comprimento e seu didmetro o torna proximo de uma estrutura
unidimensional. As suas estruturas mais importantes sdo nanotubos de carbono de
parede unica (single walled carbon nanotube — SWNTs) e os nanotubos de carbono
de paredes multiplas (multi wallled carbon nanotubes — MWNTs). O SWNT possui a
estrutura de um cilindro simples e o MWNT é composto de varios SWNTs
concéntricos. O comprimento e o didmetro das estruturas dos MWNTs sao muito
diferentes dos SWNTs, o que implica em muitas diferencas entre suas propriedades
(28,29). As propriedades do nanotubo dependem do arranjo atdémico de como a
“folha de grafite € enrolada”, do didmetro e do comprimento do tubo e de sua
morfologia (28,29).

A estrutura dos SWNTs é dada em termos da quiralidade do tubo e definida
por um vetor quiral, éh, pela relacao C‘h =nd, +ma, (27-29), em que n e m séo
numeros inteiros e a, e a,sdo os vetores de células unitarias de uma matriz

bidimensional formada pela folha de grafite em que a diregdo do eixo do nanotubo é

perpendicular a esse vetor quiral, como mostrado na figura 3.1.



31

Capitulo 3 - Nanotubos de carbono

\ Zig-Zag \
AN

Figura 3.1 — Diagrama esquematico de como uma folha de grafite & enrolado para formar
um nanotubo de carbono.

Nanotubos sao definidos pelo par (n,m) relacionados ao vetor quiral. Com os

valores desse par podem-se ter trés tipos de estruturas de CNTs: ziguezague,

armchair (poltrona) e quiral, conforme mostrado na figura 3.2.

Tipos de nanotubos

Figura 3.2 — Trés tipos de estruturas de SWNTs obtidas com o par (n,m).

O valor de (n,m) determina a quiralidade do nanotubo, afetando as
propriedades Opticas, mecanicas e em particular propriedades eletrénicas.
Dependendo da quiralidade, os nanotubos podem ser metalicos ou semicondutores
(27-29). Se (n,m) é multiplo de 3, os nanotubos exibem comportamento metalico, ou

seja, possui nivel de Fermi numa banda semi-preenchida. Quando (n,m) ndo é
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multiplo de 3, os nanotubos apresentam comportamento semicondutor. A tabela
3.1 apresenta a relagcdo de (n,m) com a estrutura do nanotubo e o angulo quiral,
enquanto a figura 3.3 mostra a diferenga das propriedades eletrénicas das estruturas

ziguezague e armchair no nivel de Fermi.

Armchair nanotube (5,5)

% metal
g
L]
5
: I
Y
S Uh
] _ L
' Eneré}' (eV)
(b) .00, 889 Zigzag nanotube (7,0)
semi-
conductor
g
3
5]
R |
& .
g |
3 ‘ 4
L

-10.0 -5.0 .0 100

Energy (eV)

Figura 3.3 — Estrutura eletrbnica dos nanotubos (a) armchair (metalico) e (b) ziguezague
(semicondutor) (29).

Tabela 3.1 — Relagao do par (n,m) com o tipo de SWCNT e seu angulo quiral.

(n,m) Estrutura Angulo quiral
n=m Armchair ©=0°
m=20 Ziguezague O = 30°
m#n Quiral 0°=0O=<30°

Os MWNTSs sao descritos por diferentes modelos de acordo com imagens de
microscopia eletrénica. Podem ter a forma cilindrico coaxial, coaxial em poligono ou

folhas de grafeno enroladas (27), como mostrado na figura 3.4.
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Figura 3.4 — Diferentes formatos de MWNTSs: (a) cilindrico coaxial, (b) coaxial em poligono
ou (c) folhas de grafeno enroladas. (27)

3.2 Sintese de nanotubos de carbono

Ha diversas técnicas de preparacdo de nanotubos de carbono, sendo os
métodos por descarga por arco elétrico, laser pulsado e deposi¢do quimica a vapor
(CVD) os mais utilizados (30).

3.2.1 Descarga por arco elétrico

Esta técnica se baseia em gerar um arco elétrico entre dois eletrodos de
grafite numa camara fechada contendo um gas inerte (ex. hélio) a uma pressao
pouco abaixo da atmosfera. A formagao do arco elétrico gera um plasma entre os
eletrodos, com transferéncia de material do eletrodo positivo para o negativo e
consequente desgaste do primeiro. A temperatura do plasma é extremamente alta,
em média 4000K. Nesse ambiente, a evaporagcao leva atomos de carbono do
eletrodo positivo a se acumularem no eletrodo negativo e nas paredes internas da
camara na forma de fuligem. Nesta ultima é onde se encontram os nanotubos de
carbono. A figura 3.5 ilustra esquematicamente o processo de descarga por arco

elétrico.
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Figura 3.5 — Representagdo esquematica da preparagdo de nanotubos de carbono
utilizando a técnica de descarga por arco elétrico. (30)

Este método pode ser operado de acordo com o tipo de nanotubo que se quer
obter. Os MWNTs sao formados evaporando somente grafite, utilizando uma barra
de grafite puro como anodo. Nesse processo os MWNTs se formam de maneira
compacta sobre o catodo. No caso dos SWNCTs, é necessaria a co-evaporagao de
grafite e catalisadores metalicos, tais como Ni, Co, Co/Ni, Co/Y, Ni/Fe. A presenca
desses metais em pequenas concentragdes (em torno de 2%) no plasma provoca a
formacado de feixes desse tipo de nanotubo. A qualidade e a concentracdo de
SWCNT nas amostras por este método dependem muito da concentracdo e da

razao entre as misturas dos catalisadores.

3.2.2 Laser pulsado

O principio deste método se baseia na vaporizagdo de um pedago de grafite
por irradiagao laser em uma atmosfera inerte (He ou Ar), utilizando um laser pulsado
(Nd, Nd-YAG ou CO2) focalizado sobre um alvo de grafite. O grafite € colocado num
tubo de quartzo num forno com temperatura controlada. Com o tubo fechado e
evacuado, a temperatura é ajustada até 1200 °C, e preenchido com um gas inerte. O
feixe de laser é focado com uma lente sobre o grafite, que passa a varrer

uniformemente a sua superficie, vaporizando-o. Nesse processo ocorre a formagao
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de particulas de carbono que sao levadas pelo fluxo de gas até um coletor de cobre
resfriado, localizado numa das extremidades do tubo de quartzo. A fuligem formada
sobre o coletor e sobre a parede do tubo contém os CNTs. A representagado desse

método de preparagao de nanotubos é mostrada na figura 3.6.
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Figura 3.6 — Representacdo esquematica da preparagdo de nanotubos de carbono com a
técnica de laser pulsado. (30)

De maneira analoga a técnica de descarga por arco elétrico, é possivel obter
os dois tipos de nanotubos com o uso (ou nao) de catalisadores metalicos. MWNTs
sdo obtidos com um alvo de grafite puro, enquanto SWNTs se formam quando
particulas de metais de transicdo sao misturadas ao grafite, em que a eficiéncia da
sua produgao esta ligada ao tipo de catalisador. Uma caracteristica importante dos
CNTs gerados por esta técnica é a auséncia de material amorfo que os recobre,

sendo adequados para o estudo e analise de sua estrutura.

3.2.3 Deposigao quimica a vapor (CVD)

A produgao de nanotubos por CVD consiste na decomposi¢gao quimica de
precursores volateis (gases), tais como metano e acetileno, através de tratamento
térmico adequado. Os gases atuam como fornecedores dos atomos de carbono que

alimentam a reagdo responsavel pela geracdo dos CNTs. Essa reacdo é
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desencadeada pelo catalisador, que provoca a decomposi¢cdo do hidrocarboneto
precursor em atomos de carbono e hidrogénio. Estes sdo depositados sobre um
substrato, enquanto os primeiros sédo eliminados por exaustao. Os parametros mais
importantes deste método sdo o gas (metano ou acetileno), o tipo de catalisador (Ni,
Fe, Co ou Y) e a temperatura do substrato (entre 500 e 700 °C) onde se deseja
crescer os CNTs. O tipo de substrato possui papel importante, pois pode limitar a
regidao de crescimento dos nanotubos, tendo um carater interessante na fabricagao
de dispositivos (5-8). Por envolver uma reagdo de decomposi¢ao de compostos
moleculares por aquecimento, essa técnica é também chamada de pirdlise,
esquematicamente ilustrada na figura 3.7.

Esta técnica tem a vantagem de formar nanoestruturas ordenadas sobre um
substrato, permitindo aplicacao imediata, por exemplo, em dispositivos eletronicos.
Além disso, é considerado o método mais adequado para produgdo de CNTs em
escala comercial, pois ndo gera estruturas amorfas de carbono e residuos de
particulas metalicas, diferentemente do gerado por descarga de arco elétrico. Possui
alto rendimento e é, em muitos aspectos, um metodo muito similar ao utilizado para

produzir fibras de carbono, um processo bem conhecido (30).
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Figura 3.7 — Representagdo esquematica da sintese de nanotubos de carbono com a
técnica de deposigao quimica a vapor (CVD). (30)

3.3 Aplicacdao em sensores e biossensores
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A aplicacdo de CNTs em sensores € biossensores requer sua manipulagcao no
nivel molecular, o que tem sido objeto de estudo de varios grupos de pesquisa (5-8).
Uma das maneiras mais eficazes de manipulacdo dos nanotubos é na forma de
filmes ultrafinos. Olek e colaboradores mostraram ser possivel imobilizar nanotubos
com bom controle das propriedades utilizando a automontagem (31). Para filmes
automontados, porém, € necessario que os nanotubos sejam funcionalizados. A
modificagdo quimica e solubilizacdo de CNTs representa uma nova area de
pesquisa (32), devido as novas caracteristicas oriundas da funcionalizagao.
Nanotubos funcionalizados podem ser usados, por exemplo, em nanocompdsitos
poliméricos, na investigacdo da interagcdo molecular nanotubo-molécula e
conjugacao com espécies bioldgicas (5-8). Ha varios relatos na literatura acerca das
técnicas de funcionalizagcdo dos SWNT e MWNT (33-40), sendo que a mais
empregada se baseia na ligagao de acidos carboxilicos sobre as extremidades e
regides de defeito na superficie do tubo via tratamento em banho acido. Atualmente
CNTs funcionalizados com grupos carboxilicos e outros grupos funcionais podem ser
adquiridos comercialmente.

O interesse de integrar CNTs e sistemas bioldgicos em dispositivos elétricos,
como biossensores, advém especialmente da compatibilidade do tamanho, pois os
componentes dos circuitos eletrénicos tém dimensdes comparaveis as entidades
biolégicas. As interagdes eletrostaticas e a transferéncia de carga, tipicas de
processos biolégicos, podem ser detectadas por nanocircuitos eletrénicos, sendo
vantajoso para detectar espécies bioldgicas (5-8). Por exemplo, o didmetro dos
SWNTs é comparavel ao tamanho de moléculas, tais como do DNA que é de 1 nm,
ao passo que o seu comprimento € maior, fornecendo deste modo uma interface
conveniente com os circuitos em escala micrométrica. Além disso, a alta reatividade
e area efetiva desse nanomaterial fornecem uma combinag¢ao natural para moléculas
organicas (5-8).

SWNTs semicondutores vém sendo usados em transistores de efeito de
campo (FET) para detectar espécies biolégicas em temperatura e condigdes
ambientes (5-8). Nanossensores de FET com SWNTs podem ser fabricados, em que
a porta solida é trocada por moléculas adsorvidas que modulam a condutancia do
nanotubo. Ha dois tipos classicos de design de dispositivos de NTFETs. O primeiro
utiliza um unico nanotubo de carbono como canal de elétrons entre os eletrodos

fonte e dreno. O segundo tipo de estrutura envolve um conjunto de nanotubos de
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carbono que servem como canal coletivo entre a fonte e o dreno. A interagao
nanotubo-analito pode ter um de dois efeitos. O primeiro é a transferéncia de carga
das moléculas do analito para os CNTs. No segundo tipo de mecanismo, o analito
atua como potencial de espalhamento através do CNT. A distincdo entre os dois
tipos de mecanismos é obtida através de medidas no transistor. Se ocorrer a
transferéncia de carga, o limiar de voltagem se torna tanto mais positivo (retirando

elétrons) ou mais negativo (doando elétrons) (5-8).
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enzyme-CNT-FET biocomposite in Nafion

Figura 3.8 — Representacéo de diferentes tipos de sensores baseados em CNTs (6).

H4& um numero grande de publicagdes em sensores eletroquimicos com
CNTs. A maioria envolve a fabricagao de eletrodos modificados, em que se imobiliza
uma enzima sobre sua superficie (41). A figura 3.8 mostra de forma resumida
diferentes tipos de sensores baseados em CNTs combinados com materiais
variados. Esse grande interesse no estudo de tais sensores advém de um conjunto
de vantagens que sé&o atribuidas as propriedades intrinsecas desse material, assim
como as suas propriedades sinérgicas com outras substancias. Além das
propriedades elétricas e mecanicas, CNTs exibem propriedades eletroquimicas
similares a outros eletrodos de carbono. Em particular, as propriedades elétricas
possibilitam que os CNTs sejam capazes de acentuar a mediagao de transferéncia
de elétrons de reagbes com espécies eletroativas em solugdo (21). Outras
vantagens na aplicagdo de CNTs em sensores eletroquimicos séo:

e Aumento da area de superficie eletroativa dos eletrodos;

e Habilidade em catalisar reacdes redox de analitos;

e Funcionalizagao com diversos grupos funcionais;
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e Imobilizagdo de biomoléculas (ex. enzimas e DNA) sem perda da
atividade bioldgica;

e Melhoramento das propriedades dos sensores (ex. alta sensibilidade e
rapido tempo de resposta).
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Capitulo 4

SENSORES BASEADOS EM DISPOSITIVOS DE
EFEITO DE CAMPO

4.1 Introducgao

A pesquisa em sensores € uma das mais multidisciplinares, envolvendo areas
da fisica, quimica, biologia e engenharia. De acordo com a definicdo da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) um sensor quimico é um dispositivo
que transforma a informacao quimica de uma faixa de concentracdo de uma amostra
especifica em um sinal analitico. Essa informacé&o pode ser originada da reagao
quimica de um analito ou de uma propriedade fisica do sistema investigado. Esse
tipo de sensor é o principal componente de um analisador. Este ultimo, além do
sensor, pode conter dispositivos que desempenham funcbes tais como
processamento de sinais e dados num sistema automatizado. Além disso, sensores
quimicos contém duas unidades funcionais basicas: um receptor e um transdutor.
Em alguns casos pode estar incluso um separador entre as unidades, como uma
membrana. No receptor a informagao é transformada numa forma de energia que
pode ser medida por um transdutor, ao passo que o receptor transforma a energia
que carrega a informagao quimica de uma amostra em um sinal analitico util (42,43).

O receptor de um sensor quimico pode se basear em varios principios:

e Fisico: ndo ocorre reacdo quimica, como em medidas O6pticas
(absorbancia, indice de refracdo), ou alteragdo na condutividade,
temperatura ou massa.

e Quimico: ocorre reagao quimica devido a presenga de um analito, gerando
um sinal analitico.

e Bioquimico: a fonte do sinal analitico € um processo bioquimico. Sensores
quimicos baseados neste tipo de receptor sdo chamados de

biossensores.
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Esses sensores podem ser classificados de diversas formas, sendo a mais
usual aquela em que se usa o principio de operagao do transdutor. Sensores 6ticos,
eletroquimicos, elétricos, magnéticos, termométricos e sensiveis a massa, sao
exemplos de alguns grupos (42,43). Os sensores estudados neste projeto de
doutoramento se classificam entre os sensores eletroquimicos, que serao mais

detalhados a seguir.

4.2 Sensores eletroquimicos

Sensores ou dispositivos eletroquimicos transformam o efeito de uma
interacao eletroquimica analito-eletrodo em um sinal util. Esses efeitos podem ser
eletricamente estimulados ou resultar de interagcdo espontanea sem corrente elétrica.
Os subgrupos podem ser distinguidos da seguinte maneira:

1.) Sensores voltamétricos, incluindo os amperométricos, em que a corrente é
medida no modo d.c. ou a.c. Envolve sensores baseados em eletrodos
quimicamente inertes ou ativos e eletrodos modificados, além de sensores
com ou sem fonte de corrente externa (sensores galvanicos);

2.) Sensores potenciométricos, em que o potencial do eletrodo indicador
(eletrodo de ions seletivo, eletrodo redox) € medido em relagdo ao
eletrodo de referéncia;

3.) Transistor de efeito de campo modificado quimicamente (CHEMFET),
onde o efeito da interagédo entre o analito e a camada ativa gera mudangas
na corrente de fonte e dreno, sendo similar ao encontrado em sensores
potenciométricos seletivos para ions (ISE).

4.) Sensores potenciométricos de gas, feitos de eletrélito sélido, que se
diferem por trabalhar em altas temperaturas.

Um biossensor eletroquimico € um dispositivo receptor-transdutor integrado

(um eletrodo modificado quimicamente com um filme de material bioquimico), que é
capaz de fornecer uma informagédo analitica quantitativa ou semi-quantitativa,
usando um elemento de reconhecimento bioldgico. E classificado de acordo com o
mecanismo de especificidade bioldgica ou pelo modo do sinal de transdugéo, ou por

uma combinacdo de ambos, sendo também descritos como sensores
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amperométricos, potenciométricos, de efeito de campo ou condutivos (42,43). A
tabela 4.1 sumariza os tipos de sensores eletroquimicos classificados por seu tipo de

medida, seguido de seus respectivos transdutor e analito transdutor.

Tabela 4.1 — Tipos de sensores eletroquimicos baseados no modo de medida.

Tipo de medida Transdutor Analito transdutor

Amperométrico Eletrodos de carbono ou metal O,, agucar, alcool...
Eletrodos quimicamente modificados Acucar, alcool, fendis,
oligonucleotideos...

Potenciométrico Eletrodos de ion seletivo (ISE) K", CI, ca®, F~

Eletrodos de vidro H*, Na’...
Eletrodo de gas CO,, NH3

Eletrodo de metal Espécies redox

Condutimétrico, Eletrodos interdigitados Espécies carregadas,

Impedimétrico Eletrodos de metal oligonucleotideos, uréia...
fon carregado ou Transistor de efeito campo sensivel H', K ...
efeito de campo a ion (ISFET)

FET-enzimatico (ENFET)

4.3 Dispositivos de efeito de campo

O desenvolvimento da micro e nanotecnologia de semicondutores trouxe
avangos com novos tipos de sensores que combinam o processo de reconhecimento
quimico ou biolégico com chips de silicio. O uso de materiais funcionalizados e a
tecnologia do silicio permitem criacdo de sistemas de sensoriamento, incluindo
sinais de processamento inteligente de parédmetros bioquimicos e microeletrodos
para determinacdo de ions e produtos metabdlicos em biomedicina, andlise de
alimentos e monitoramento ambiental. Neste contexto, o dispositivo de efeito de
campo (FED) é uma classe de sensor eletroquimico, cujas principais vantagens sao
baixo peso e area miniaturizada, tempo de resposta rapido, robustez, integragao de
um conjunto de sensores em um chip e possivel baixo custo de fabricagdo. O sensor
capacitivo electrolyte-insulator-semiconductor ~ (EIS), o  light-addressable
potentiometric sensor (LAPS) e o ion-sensitive field-effect transistor (ISFET), sao
exemplos tipicos de sensores baseados na plataforma FED, sendo este ultimo o

mais conhecido (3,4,44).
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Esses dispositivos sao derivados do metal-insulator-semiconductor
capacitance (MIS) ou insulated-gate field-effect transistor (IGFET), onde a porta
(gate) é substituida por uma solugao eletrélito (amostra teste) e um eletrodo de
referéncia. Com a introdugdo de um ion e/ou uma porta sensivel a cargas, os FEDs
sdo sensiveis a qualquer interagao elétrica préxima ou na interface do eletrélito. As
reagdes (bio)quimicas podem ser detectadas pelos sensores EIS, LAPS ou ISFET
acoplados com o elemento de reconhecimento quimico ou biolégico. Por exemplo,
mudangas na composi¢do quimica do analito induzirdo alteracdes elétricas da
superficie do FED, modulando a capacitancia do sensor EIS, a fotocorrente do LAPS
ou a corrente de fonte-dreno do ISFET, conforme mostrado na figura 4.1.

Para a geracao do sinal, os seguintes mecanismos podem ser considerados:

¢ Mudanca na concentracao i6nica ou do pH;

¢ Mudanca na concentracio ibnica devida a uma reagao enzimatica;

e Adsor¢cao de macromoléculas carregadas (ex: polieletrélitos, proteinas,
DNA);

o Estabelecimento de ligagdo de moléculas (ex: afinidade a reacéao
antigeno-anticorpo ou hibridizacdo de DNA);

e Mudangas em sistemas bioldgicos devidas a processos (bio)quimicos mais
complexos (ex: possivel agcdo de células nervosas, processo metabdlico
de bactérias ou células, interagdes ligante-receptor).

A tabela 4.2 resume alguns sensores quimicos e biossensores sensiveis a

varios ions e analitos, desenvolvidos com EIS, LAPS e ISFET como transdutores
(3,4,44).

Tabela 4.2 - Tipos de sensores utilizando sensores de efeito de campo.

Membrana Sensivel ou (bio)

Tipos de sensor fon / analito -
elemento de reconhecimento
Sensor de pH H*, OH" SisNg4, Al,Os, Ta,0s
K*, Li*, Cs*, Ca®", Mg?,

Sensor de ions Membrana polimérica & ionoforo

NOs;~, SO

Glicose, uréia, penicilina,
alina, pesticidas, cianida

Glicose oxidase, urease,
penicilinase, alinase, hidrolase
organofosforada, cianidase

Sensor enzimatico
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Figura 4.1 — Principio de deteccdo de um ISFET, EIS e LAPS, respectivamente, e a
correspondente mudanga do sinal gerado. (V~: tensao ac, V=: dc tensao, Vps:
tensdo fonte-dreno, ly: corrente de dreno, WE: eletrodo de trabalho, RE:
eletrodo de referéncia). (44)

4.4 Principio de operagao do FED

A descrigdo do principio de funcionamento dos FEDs sera concentrada nos
dois tipos de dispositivos estudados, o sensor capacitivo EIS e o LAPS. A descri¢cao
do ISFET por ser encontrada na ref. (44). Esses dois tipos sensores de efeito de
campo possuem estruturas similares, diferindo no principio de transducao

empregado para gerar as regides de excesso de cargas no semicondutor (3,4,44).
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Contudo, o principio basico de operagcao de ambos deriva do capacitor MIS (metal-

isolante-semicondutor).

4.4.1 Capacitor MIS

A estrutura do capacitor MIS consiste de um substrato semicondutor, por
exemplo p-Si, e uma camada de metal (ou silicio policristalino) como eletrodo porta
(gate), separados por uma camada nanométrica (10-100 nm) de material isolante,
conforme ilustrado na figura 4.2. Geralmente, o isolante da porta € de SiO; ou de
uma dupla camada isolante, tais como SiO,—Ta,Os, em que se assume ser ideal, ou
seja, a corrente nao passa através do isolante. Essa estrutura pode ser considerada
como de um capacitor de duas placas paralelas, embora as caracteristicas de
operacéo do capacitor MIS sejam totalmente diferentes dos capacitores de placas
paralelas convencionais (44). Neste caso, em particular, a propriedade mais
importante é a distribuicdo da carga espacial no semicondutor, responsavel pela

modulacao da capacitancia do MIS através de um potencial aplicado na porta.

gate metal

gate insulator

p-Si semiconductor

rear-side
ohmic contact

Figura 4.2 — Estrutura do capacitor MIS. Vg: tensdo da porta. (44)

A capacitancia total da estrutura MIS, C, pode ser considerada como uma
combinagdo em série da capacitdncia do isolante, C,=¢,/d (& e d séo a
permissividade elétrica e espessura do isolante, respectivamente) e da capacitancia
de carga espacial dependente da tensdo no semicondutor, Csc:

_ GG

= 4.1
C +Cy @1

as capacitancias C, C; e Csc sao definidas usualmente por area de superficie em cm?.

Na equacao 4.1, C; corresponde a capacitancia maxima do sistema, para uma dada
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espessura d, enquanto Csc € determinada pela espessura da regido de carga
espacial no semicondutor, que esta associada a tenséo aplicada no sistema. Desta
forma, a capacitancia total da estrutura MIS também serd dependente desta tenséo
(Vo).

A figura 4.3 mostra uma curva tedrica tipica de capacitancia-voltagem (C/V)
de uma estrutura MIS tipo p ideal. Esta curva exibe trés regibes distintas de
operacao do capacitor MIS, chamados de modos de acumulagao, deplegdo e
inversao. No caso de estruturas tipo n, a curva é idéntica, porém com polaridade da

voltagem reversa (tensao positiva gera acumulagéo e negativa inversao).

C

accumulation |depletion inversion

low measuring
frequency (LF)

0s=205

high measuring
frequency (HF)

LFmin

HFmin
k.

-V, 0 Ve +V,

Figura 4.3 — Curva tedrica C/V de uma estrutura MIS tipo p medida em baixa e alta
freqUuéncia. ®s: potencial de superficie do semicondutor, ®g: diferenga de
potencial entre o nivel de Fermi no bulk do semicondutor, C;: capacitancia do
isolante, Cgg: capacitancia da flat-band: C.g: capacitdncia minima em baixa
freqUéncia, Cyr: capacitancia Vr: limiar da tensao. (44)

Os trés modos exibidos na curva C/V podem ser mais bem explicados usando
um diagrama de banda de energia e suas respectivas distribuigbes de carga para
cada regido, conforme mostrado na figura 4.4. Quando o potencial negativo (Vg< 0)
€ aplicado na porta, mostrado na figura 4.4a, forma-se um campo elétrico que
provoca acumulo de portadores majoritarios, neste caso buracos, na interface
semicondutor-isolante. Esse modo de operacdo é denominado acumulacao. Neste
ultimo, o capacitor MIS se comporta como um capacitor de placas paralelas
convencional, em que a capacitancia total é determinada pela camada isolante, ou

seja, C = C.. A deplegdo, mostrada na figura 4.4b, ocorre quando um pequeno
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potencial positivo (Vg> 0) é aplicado no eletrodo metélico, originando cargas
negativas no semicondutor, que neutraliza os portadores livres (buracos) no
substrato p-Si proximo da interface. Forma-se uma regido com déficit de portadores
moveis, sendo as cargas negativas devidas aos atomos aceitadores ionizados. A
largura da regiao de deplecéo, w,, € determinada por uma série de parametros, tais
como a tensdo aplicada, a concentracdo de dopagem do substrato, a constante
dielétrica e a espessura do isolante (44). Logo, a capacitancia equivalente da
estrutura MIS no modo de deplecgao é representada por uma capacitancia fixa, C;, e
a capacitancia variavel de camada de deplecao é dada por:

Ci
€= (1+(sw, /e4d)) 4-2)

onde ¢s é a permissividade do semicondutor. Com o aumento da tensio aplicada,

aumenta a largura da regido de deplegéao, w,, diminuindo a capacitancia total.
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Figura 4.4 — Distribuicdo de carga e diagrama de banda de energia da estrutura MIS nos
modos (a) acumulagéo, (b) deplegao e (c) inversdo, respectivamente. M: metal,
I: isolante, S: semicondutor, Qy: carga sobre a porta metalica, Q,: carga dos
buracos acumulados, Qq4: carga na regido de deplecéo, Q.: carga de elétrons
na regiao de inversao, wy: largura da regido de deplegéo e wy,: largura maxima
da regigao de deplegdo. Os simbolos (+) na interface semicondutor-isolante
representam os buracos acumulados, enquanto os (-) representam os elétrons.
(44)
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Quando o potencial aplicado na porta € maior que a tensado de limiar (V7),
ocorre 0 modo de inversao (ver figura 4.2). A concentragédo de elétrons proxima da
interface semicondutor-isolante excede a concentracdo de buracos, formando uma
camada carregada negativamente, além de uma camada de deplegédo, conforme
mostrado na figura 4.4c. Esta camada é formada por portadores de carga
minoritarios, atraidos para a interface pela tensao positiva na porta. Neste modo, a
capacitancia total pode se tornar igual a da regido de acumulagao, se a frequéncia
usada for suficientemente baixa (abaixo de 100 Hz), pois as flutuagdes de carga na
porta sdo suficientemente “lentas” para a carga de inversdo acompanhar a variagao
diretamente (44). Em altas frequéncias, o abastecimento de portadores de carga na
camada de inversao nao € suficientemente rapido para alcangar um equilibrio, ndo
ocorrendo o aumento da capacitancia nesta regido (ver figura 4.2).

O potencial que separa o regime de acumulagéo e deplecdo é chamado de
tensao de flatband (Vrp), sendo definido quando a tensdo da porta (Vg) € igual a
diferenca da funcgéo trabalho entre as bandas de energia da porta metdlica e do
semicondutor. Nessa condi¢cao a banda de energia do semicondutor é plana (flat),
que implica na nao existéncia de densidade de cargas no semicondutor. Em uma
estrutura MIS ideal, pressupbe-se que a flatband ocorra quando Vs = 0. No entanto,
tal condicdo nao se aplica para estruturas reais por uma série de fatores, incluindo:
diferenca entre as fungbes trabalho do metal (W,) e do semicondutor (W), cargas
localizadas no interior e na superficie do isolante (Q; livres ou fixas), além do estado
de interface (Qss), devido ao processamento e condi¢des ndo ideais do material (44).
Logo, Vrs de um MIS nao ideal é diferente de zero, e determinado em fung¢do das

diferencgas de fungdes trabalho e da presencga de cargas, de acordo com a equacgao:

w,—-W -+
VFB — M S _ Q, QSS (43)
q C

1

Mesmo o semicondutor estando em equilibrio, essa condi¢ao nao ideal leva a
deformacao da banda de energia, assim como desloca a voltagem ao longo da curva
C/V e, portanto, um potencial adicional deve ser aplicado no metal para que a
condicéo de flatband seja alcangada. Para aplicagdo em sensores, a flatband é o

parametro mais importante a ser analisado numa estrutura capacitiva.
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4.4.2 Sensor capacitivo EIS

O electrolyte-insulator-semicondutor (EIS) é a estrutura mais simplificada de
um sensor (bio)quimico baseado em FEDs. Como ja mencionado, sua estrutura
deriva do capacitor MIS, em que a porta metalica € substituida por um eletrdlito
(analito) e um eletrodo de referéncia (RE). Seu funcionamento se baseia na
aplicagcdo de uma tensdo dc polarizada via RE para ajuste do ponto de trabalho
(working point) do sensor EIS, além da aplicagcao de uma pequena tensao ac (~10-
50 mV) no sistema para medir a capacitancia do sensor (3,4,44). A figura 4.5 ilustra

a configuragao e o principio de operagédo de uma estrutura EIS.

impedance analyzer

RE

cell | @ Vi

analyte
@ v.

Figura 4.5 — Representagao esquematica do sistema de medida do sensor capacitivo EIS.

O circuito equivalente ac completo de um sistema EIS é complexo e inclui
componentes, tais como a resisténcia de bulk e a capacitancia de carga espacial do
semicondutor, a capacitdncia do isolante, a impedancia de interface isolante-
eletrélito e a capacitancia da dupla-camada, a resisténcia de bulk do eletrdlito e da
impedancia do eletrodo de referéncia. No entanto, considerando valores usuais da
espessura do isolante (~30-100 nm), a forga ibnica ajustada da solugao eletrdlito
(>10-10" mol L") e em freqiiéncias usuais, o circuito equivalente da estrutura EIS
pode ser simplificado como uma conexao em série das capacitancias do isolante e
da carga espacial do semicondutor, como descrito na subsegido anterior para a
estrutura MIS. Assim, a capacitancia da estrutura EIS é similar a do MIS, porém com

a possibilidade de modulacdo de tensdo de flatband, e conseqlientemente da
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capacitancia da carga espacial, devido ao potencial (¢) da interface isolante-

eletrdlito. Logo, a capacitancia da estrutura EIS é calculada por:

_ CCy(9)
0= C +Cy(9) @9

A caracterizagdo dos sensores EIS se baseia em medidas nos modos de
capacitancia-voltagem (C/V) e capacitancia constante (ConCap). A figura 4.6 ilustra
curvas tipicas (a) C/V e (b) resposta ConCap de um sensor EIS, tipo p, medidas em

diferentes pHs.

accumulation depletion E
Cuy 9
3 n pH value
c pH value =] increasing
I‘g ‘F'm‘ax‘m'% """"""" Iseieasing & . NPT,
[T} =
|
g o
& b
(a) Pk inversion o ( )
5 % b
bias voltage time
©
=]
=
m _______________________
e P PP PRS- O PO PP
=
e. ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
=
o
e :
S a
5 : (c)
(7]
pH value

Figura 4.6 — Representagao esquematica das curvas de caracterizagdo (a) C/V e (b)
ConCap de um sensor EIS (tipo p) medidas em diferentes pHs e a (c) curva
de calibragéo que define a sensibilidade ao pH deste sensor. (44)

Assim como no capacitor MIS, a curva C/V de um sensor EIS também exibe
os trés modos de acumulagao, deplecéo e inversdo. No entanto, somente a regiao
de deplegédo é empregada e analisada na aplicagdo dessa estrutura em sensores. A
figura 4.6a mostra o deslocamento das curvas C/V na regido de deplegéo,
demonstrando sua dependéncia com a concentragao idnica (neste caso pH) devido
ao potencial (@) da interface isolante-eletrdlito (44).

Nos sensores EIS sensiveis ao pH, os niveis de energia da interface isolante-
eletrdlito se altera com a mudanga na concentracdo de ions H*, gerando um
potencial de interface. O mecanismo de funcionamento de um FED sensivel ao pH

pode ser explicado com o modelo de site-binding (44), mostrado na figura 4.7. As
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superficies de qualquer 6xido metélico contém grupos hidroxilicos (MOH) anfotéricos
neutros, que dependendo do pH da solugéo sdo capazes de tanto se ligar, no caso
do MOH", ou liberar um préton, no caso do MO~, de acordo com as seguintes

reacdes:
Ky
MOH -MO +H,* (4.5)
ky
MOH; - MOH+ H (4.6)
onde H; representa os prétons no bulk da solucédo e k; e k, séo constantes de

equilibrio.

M--0- pH>pH,
proton donor

M i OH pH:pszc
neutral site

M+ OHQ* pH<pszc
proton acceptor

Si | oxide | electrolyte solution

Figura 4.7 — Representacado ilustrativa do modelo de site-binding na interface isolante-
eletrdlito, em que os grupos MOH permanecem neutros ou tornam-se positivos
(MOH") ou negativos (MO~) de acordo com o pH do eletrélito. pH,.: pH no
ponto de carga nula. (44)

Como resultado, quando pH>pH;.c (pHpzc € 0 valor do pH no ponto de carga
nula), a superficie do Oxido € carregada negativamente e quando pH<pH,.
positivamente, como mostrado na figura 4.7. A dependéncia ao pH, resultante da
carga elétrica na superficie do isolante da porta, causa modulagdo da capacitancia
da estrutura EIS. Logo, uma expressao geral para a sensibilidade ao pH deste
dispositivo pode ser definida em funcdo da mudanca de potencial na interface
isolante(6xido)-eletrdlito como resposta as mudangas no pH da solugao:

0P _ 3k, (4.7)
opH q

sendo

a= !
(2,3kTC,, / g’ p.)+1
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onde « é um parametro de sensibilidade adimensional que varia de 0 a 1 e depende
da capacidade da interface com o tampdo, g, caracteriza a possibilidade de a
superficie do 6xido liberar ou receber prétons e C,;r € determinada pela concentragéo
da solugao de bulk via o comprimento de Debye. Pelas equagdes 4.7 e 4.8 pode-se
inferir que a sensibilidade maxima de Nerst (59,3 mV/pH a 25 °C) pode ser obtida
somente no caso que « se aproxima de 1, enquanto para 6xidos com « <1, uma
resposta sub-Nerst é esperada (44). A condicdo = 1 é alcangcada para 6xidos com
alto valor de capacidade de superficie do buffer (alta densidade de sitios com
superficie ativa) e baixo valor de capacitancia da dupla camada (eletrdlito com baixa
concentracao). Portanto, éxidos com grande quantidade de sitios na superficie, tais
como o0 Tay0s (~10" ecm™) ou Al,Os (~8 x 10™ cm™), exibem alta sensibilidade ao
pH, enquanto que o SiO, (~5 x 10™ cm™@) com menor quantidade de sitios exibe
menor sensibilidade ao pH (44).

Para caracterizar a sensibilidade quimica do sistema EIS, é essencial manter
as condicdes na interface semicondutor-isolante constante, de forma que as
mudancgas na regiao de deplegao das curvas C/V possam ser totalmente atribuidas
as reagdes na interface isolante-eletrdlito. Tal condicao é satisfeita na flatband

através da equacao:

w -+
Vfb = Eref _(p+ Zsol _i_% (49)

onde E,s é o potencial do eletrodo de referéncia, y,,, € o potencial de dipolo da
superficie e ¢ é o potencial na interface isolante-eletrdlito, que depende da atividade
dos ions em solugao (44). Este ultimo é o unico termo nao constante da equagao
4.9, indicando que a sensibilidade da estrutura EIS com respeito a composicdo do
eletrdlito depende da variagdo da tensao de flatband, que pode ser determinada de
forma precisa pelas curvas C/V. Os demais termos sao similares aos da equagéo
4.3.

De forma contraria ao método C/V, o modo de medida ConCap permite uma
investigacdo dinamica do comportamento do sinal do sensor. Esse método é
apropriado para uma caracterizagao simples e direta das camadas sensiveis a ions.
Além da sensibilidade, esse modo permite caracterizar parametros importantes que
determinam as caracteristicas de um sensor, tais como tempo de resposta e a

estabilidade e drift do sinal em periodos longos e curtos, assim como o efeito da
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histerese. Porém, para melhor obtengdo de dados, € necessario ajustar uma
capacitancia do ponto de trabalho (working point), geralmente extraida da regido de
flatband com valor de ~60-70% da capacitancia maxima nas curvas C/V. Usando um
circuito de controle de feedback para manter constante essa capacitancia, pode-se
observar alteragdes no potencial resultante da mudanga da concentragéo de ions na

superficie do sensor (ver curva na figura 4.6b).

4.4.3 Dispositivo LAPS

O light-addressable potentiometric sensor (LAPS), assim como o sensor EIS e
ISFET, é um FED utilizado em sensores quimicos. Porém, diferentemente dos outros
€ possivel empregar a plataforma LAPS em um sistema de multi-sensores em um
unico chip. O sistema LAPS consiste de trés unidades, sendo uma célula
eletroquimica onde se insere o chip LAPS, uma fonte de luz de diodos emissores de
luz (LEDs) infravermelha ou laser, e um circuito eletrénico para medir fotocorrente

(44). A montagem do sistema de medida e seu circuito equivalente sdo mostrados

na figura 4.8.
feedback

s . Z b
circuit | potentiostat (a) (b)

L

s,

gate insulator I
ph
| . . .depletion layer _ _ _
. A i i
< Si Q 7ZZ fp
\1/
CSC
modulated light source

Figura 4.8 — (a) Representagdo esquematica da montagem experimental do sistema LAPS
e seu (b) circuito equivalente. Z: impedancia do sistema, incluindo do eletrodo
de referéncia, C;; capacitdncia do isolante, Csc: capacitancia da regido de
carga espacial, I,n: fotocorrente, |,: componente alternado de fotogeracdo dos
pares elétron-buraco. (44)

Eﬂ
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A estrutura LAPS ¢é similar ao EIS, tanto que na auséncia de iluminacédo o
LAPS se comporta como um capacitor EIS. Aplicando uma tensao dc no eletrodo de
referéncia, surge uma camada de deplegdo na interface semicondutor-isolante. A
largura dessa camada e a capacitancia variam com o potencial de superficie do
isolante. Essa variagao é detectada iluminando o chip LAPS com uma luz modulada,
que induz fotocorrente ac para ser medida como o sinal do sensor (3,4,44).

A iluminagcdo de um semicondutor por luz infravermelha gera pares elétron-
buraco que podem se difundir, recombinar ou ser separados por um campo elétrico.
Quando o semicondutor é guiado a condicao de deplecao, os pares elétron-buraco
difundidos do bulk do semicondutor para a regido de deplegdo, ou os que foram
fotogerados nesta regido, sdo separados pelo campo elétrico em uma escala de
tempo curta em comparagao ao tempo de recombinacdo. A excitacdo com luz pode
ser por iluminagao frontal (passando pelo isolante) ou do lado traseiro da estrutura
planar do chip. Quando a luz ¢ incidida no lado frontal, ocorre injegado de portadores
com excesso de carga logo abaixo da camada de éxido (isolante) na regido de carga
espacial. De forma contraria, a luz incidida no lado traseiro gera portadores com
excesso de carga no semicondutor. Desses, somente os portadores que se
difundirem através do bulk do semicondutor até a regido de deplegdo poderao gerar
fotovoltagem com a separagéo de cargas pelo campo elétrico (44).

Quando o semicondutor € iluminado com fonte de luz de intensidade
constante ocorre a separagao de carga dos pares elétron-buraco fotogerados na
regiao de deplecdo, gerando uma corrente transiente que decai a zero, assim como
a formagao de cargas separadas sobre a regido de depleg¢ao neutraliza a tendéncia
de separagao de outras cargas. Esse efeito € similar ao carregamento de um
capacitor. No regime estacionario de iluminagao, a recombinagao e a geragao dos
pares elétron-buraco se equiliboram e ndo ha fotocorrente. Desligando a iluminagao
induz-se uma corrente transiente de polaridade oposta, analogo ao
descarregamento de um capacitor. As cargas separadas voltam pela regido de
deplecado, que retorna a sua largura original. Ao modular a intensidade da luz com
um periodo mais curto que o tempo de decaimento das correntes de transiente,
modula-se a capacitdncia na regido de deplegdo, gerando uma fotocorrente
alternada em um circuito externo (44). Esta fotocorrente é devida ao rearranjo dos

portadores de carga na camada de deplecdo, enquanto a iluminagcédo é ligada e



55
Capitulo 4 - Sensores baseados em dispositivos de efeito de campo

desligada. A amplitude deste sinal é a quantidade a ser medida. Com forte deplegéo,
a fotocorrente alternada medida (7,;) € determinada pelos pares elétron-buraco que
se formam ou difundem na regido de deplecdo e pelas capacitdncias da area
iluminada, de acordo com a equacéo:

C.
[ph — [p i
C +Cq

(4.10)
sendo [, a componente alternada de fotogeracdo dos pares elétron-buraco.

Como a capacitancia da regido de carga espacial (Csc) depende da tensao dc
aplicada, a fotocorrente na interface isolante-eletrdlito € fungdo da tenséo aplicada
no dispositivo. A figura 4.9a ilustra uma curva de fotocorrente-voltagem (I/V),
considerando como exemplo os sinais de resposta para diferentes valores de pH
num sensor LAPS (tipo p). S&o similares as curvas C/V do sensor EIS, possuindo os
trés modos de acumulagdo, deplegdo e inversdo, porém de sentido inverso (ver

figura 4.6a).
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Figura 4.9 — (a) Curvas I/V e (b) resposta CC tipicas de um sensor LAPS (tipo p) em testes
de sensibilidade ao pH, usando solugdes de diferentes valores. (44)

Outro modo de medida no sistema LAPS ¢é o de fotocorrente constante (CC),
em que um sistema de feedback controla a tensao aplicada para manter constante a
fotocorrente. De maneira similar ao modo ConCap do sistema EIS, esse modo
possibilita investigar medidas dindmicas e pode ser usado para detectar solugdes
com diferentes pHs, como mostrado na figura 4.9b, ou de solugbes com diferentes

concentragdes de ions (analito).
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Capitulo S

MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

5.1 Materiais e solu¢cdes usados na fabricagao dos filmes automontados

Os materiais para fabricar os filmes automontados foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Co. e estao descritos abaixo:

e Polieletrolito dendrimero poliamidoamina (PAMAM) de quarta geragao;

e Ftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTsPc);

e Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNT);

e Nanotubos de carbono de parede unica funcionalizados com grupos

carboxilicos (SWNT-COOH).

Para desenvolver um dos dois sistemas estudados, solu¢gbes aquosas de
NiTsPc e PAMAM foram preparadas em pH 4 a concentragbes de 0,5 g L'e1,0 gL
! respectivamente. A dispersdo de MWNT foi preparada adicionando 10 mg de
MWNTs purificado em 10 mL de solugado de PAMAM sob ultrassom por 2h, seguido
por filtragdo e ajuste do pH para 4 usando uma solugao de 0,1 mol L™ de H,SO,.
Antes de serem dispersos em solugdo de dendrimero, os nanotubos MWNT foram
purificados de acordo com o seguinte procedimento: 100 mg de MWNTs foram
oxidados a temperatura de 400 °C por 45 min para remocdo de particulas de
carbono amorfo. Os nanotubos oxidados foram dispersos em 60 mL de solucao 6
mol L' de HCI em ultrassom por 4h para remogcéo de particulas metalicas usadas na
sintese, lavados com agua Mili-Q sob centrifugagcéo para remover o acido até o pH
da solugéo ficar neutro, seguido por secagem no forno a 60 °C (23).

Em outro sistema estudado, solu¢gdes aquosas de PAMAM e SWNT-COOH

-1
foram preparadas em temperatura ambiente a concentragdo 1,0 g L , usando

solugéo de tampéao tritisol em pH 4 e pH 8 respectivamente (45-47).
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5.2 Fabricagao dos filmes automontados

Foram preparados filmes automontados de PAMAM/NiTsPc e PAMAM-
NT/NiTsPc através da imers&o alternada de substratos de vidro coberto com 6xido
de estanho e indio (ITO) na solugao policationica de PAMAM (5 min) ou PAMAM-NT
(10 min) e na solugao polianiénica de NiTsPc. Apds deposi¢géo de cada camada, os
filmes eram colocados em solugao de lavagem (Mili-Q em pH 4) por 10 s e secos
com jato de gas nitrogénio. A figura 5.1a mostra uma representagcao esquematica da
arquitetura do filme automontado de PAMAM-NT/NiTsPc, assim como as estruturas
quimicas dos materiais usados (23).

Os filmes automontados de PAMAM/SWNT foram fabricados sobre um
substrato de Al-Si-SiO,-Ta,0s, conforme ilustrado na figura 5.1b e fixado em uma
célula selada com O-ring. As solugdes de PAMAM e SWNT foram colocadas sobre o
sensor durante 5 min e 10 min respectivamente. Apds a deposicdo de cada camada,
os filmes foram enxaguados e lavados em uma solugdo aquosa de pH neutro e

secos com fluxo de N, (45-47).

(b)

-'g,,,- -‘f,l!,l -‘5!,-. A}g,t
Ta, 0,

Dendrimero NiTsPc
PAMAM G4

SWNT-COOH

Figura 5.1 — Representagbes esquematicas das arquiteturas dos filmes automontados (a)
PAMAM-NT/NiTsPc e (b) PAMAM/SWNT, além das estruturas quimicas dos
materiais.
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5.3 Materiais e solugdes para os experimentos de detecgao

A dopamina (DA) (3-hidroxitiramina hidroclorada, CsH{{NO, - HCI) foi
adquirida da Fluka e foram preparadas concentracdes de 0,01 mmol L™ até 0,1mmol
L™ em solucdo de 0,1 mmol L' de H,SO4 (23). A enzima penicilinase (Bacillus
cereus, 1650 unidades/mg de proteina — Sigma) foi preparada em solugao tampao
trialcoolamina 0,2 mol L' (TEA) em pH 8, sendo imobilizada via adsorcdo fisica
colocando-se 80 uL de sua solugao sobre a superficie do filme PAMAM/SWNT e
secos a temperatura ambiente por 4 horas. O sensor foi subsequentemente lavado
em solugado tampéo polimix pH 8 e secos com gas N,. As solugdes de penicilina G
(benzil penicilina, C1sH17N2OsSNa — Sigma) foram preparadas em diferentes
concentragdes entre 5,0 umol L™ e 25 mmol L™ em tamp&o polimix pH 8, contendo
0,1 mol L™ de solugéo KCI (45-47).

5.4 Técnicas de caracterizagao

Os filmes nanoestruturados foram caracterizados com diversas técnicas. Por
exemplo, espectroscopia de UV-vis foi utilizada para monitorar o crescimento das
multicamadas, enquanto com a espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e micro-Raman foi possivel analisar as interagdes entre os
compostos do filme. A morfologia das nanoestruturas foi obtida por imagens de
microscopia de for¢a atdmica (AFM) e microscopia eletrénica de varredura (FESEM),
ao passo que as caracterizacdes elétricas e eletroquimicas foram realizadas por
medidas convencionais, tais como capacitancia-voltagem (C/V) e voltametria ciclica,
respectivamente. Um resumo detalhado dos tipos de caracterizagdo, seguido
respectivamente da técnica e dos equipamentos usados, estdo sumarizados na
tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Técnicas para caracterizar os filmes automontados.

Técnica Equipamento Tipo de caracterizagao
Espectroscopia Espectrofotdmetro Hitachi - Visualizar a banda de absorgado dos materiais
eletrénica (UV-vis) U-2001 - Monitorar o crescimento das multicamadas
Espectroscopia - Interagdo entre os materiais que compdem o
vibracional de Espectrometro Nicolet filme automontado, comparando com
infravermelho Nexus 470 espectros do material em volume (modo
(FTIR) transmissao)

Espectroscopia de Espectrografo micro- - Analisar grau de pureza dos nanotubos de
pe P Raman Renishaw carbono e sua presenga nos filmes
Micro-Raman

(A =633 nm) automontados

- Processo redox das ftalocianinas em
Potenciostato EG&G eletrodos modificados
PAR M280 - Agdo catalitica da ftalocianina e dos
nanotubos na detecgao de dopamina

Voltametria ciclica

- Monitorar a adsor¢do de multicamadas sobre
Analisador de impedancia o dispositivo de efeito de campo EIS
Zahner Elektric - Testes de sensibilidade ao pH
- Detecgao de penicilina

Medidas elétricas

Microscopia de Microscopio Nanoscope - Morfologia dos filmes automontados de
forga atdmica (AFM) Il Digital Instruments ftalocianinas e nanotubos de carbono
BioMat Workstation JPK - Morfologia dos filmes automontados de
Instruments dendrimeros/nanotubos de carbono e enzima
Microscopia Gemini® FESEM Column - Morfologia dos filmes automontados de

eletrébnica de

varredura (FESEM) LEO 1550 VP dendrimeros/nanotubos de carbono e enzima

5.5 Fabricacao e caracterizagao dos sensores EIS e LAPS

Os chips dos dispositivos de efeito de campo com estrutura p-Si-SiO2-TayOs5
foram preparados em uma lamina de Si (100) tipo p com 356-406 um de espessura
e 1-10 Qcm. A camada de SiO, com 30 nm de espessura foi crescida por oxidacao
térmica do Si em atmosfera de O, a 1050 °C por 30 min, enquanto a camada de
Ta»0s5 (55 nm) foi preparada por oxidagao térmica de 30 nm de Ta por sputtering em
atmosfera de oxigénio a 515 °C por cerca de 30 min. Como camada de contato, um

filme de 300 nm de Al foi depositado no lado traseiro do substrato. Os chips de area
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quadrada foram cortados com medidas de 10 mm x 10 mm e 20 mm x 20 mm,
respectivamente para os sensores EIS e LAPS (3,4).

Os sensores EIS contendo filmes de PAMAM/SWNT com area de contato de
0.5 cm? foram caracterizados por medidas de capacitancia-voltagem (C/V),
capacitancia constante (ConCap) e espectroscopia de impedancia (IS), usando um
analisador de impedancia (Zahner Elektrik) e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
(Metrohm, 3M KCI). No modo ConCap, a capacitancia dos sensores EIS foi mantida
constante através de um circuito de controle, que permitiu medir diretamente
mudangas de potencial causadas por adsor¢do ou ligagdo dos compostos
carregados. As medidas de impedancia foram realizadas em ambas as regides de
acumulacao e deplecdo numa faixa de frequéncia de 1 Hz a 1 MHz. Para efeito de
comparagao, as curvas C/V, ConCap e IS das estruturas puras dos EIS também
foram medidas (46,48-50).

As unidades eletrénicas do dispositivo LAPS foram implementadas num
sistema SMD contendo 16 spots de diodos emissores de luz infravermelho (IR-
LEDs) que iluminavam o lado traseiro do sensor (51,52). A area de contato dos
sensores LAPS era de 2,25 cm? e foram caracterizados através de dois tipos de
medidas: curvas corrente-tensao (I/V) e modo de corrente constante (CC). Nas
medidas I/V, o sinal de foto-corrente foi medido como funcao da tensdo externa e a
concentracdo do ion foi determinada medindo-se o deslocamento horizontal da
curva I/V apds especificar os pardmetros de medidas, tais como a faixa de tensao
externa e o numero de repeticdo das medidas, até que as 16 curvas I/V
correspondentes de cada spot fossem medidas. As medidas I/V foram usadas para
definir o ponto de trabalho para o modo de medida CC. O ponto de trabalho 6timo foi
encontrado no gradiente mais elevado da curva I-V. Portanto, ap6s a medida
individual de todas as 16 curvas I/V, uma foi escolhida para calcular e ajustar o ponto
de trabalho para as medidas subsequentes, no modo CC. Para gravar a mudanga
temporal da concentragao de ions na solugao, os dispositivos LAPS operaram no
modo CC, em que a tensdao externa foi controlada por um sistema de
retroalimentacédo para manter a foto-corrente em um valor constante (47,51,52).

Para melhor entendimento e visualizagdo do procedimento experimental de
caracterizagcdo dos dispositivos, a figura 5.2 mostra o aparato experimental
composto por célula eletroquimica + chip sensor acoplado + eletrodo de referéncia

para caracterizagao elétrica dos dispositivos (a) EIS e (b) LAPS.
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Figura 5.2 — Célula eletroquimica usada nas caracterizagdes do (a) sensor capacitivo EIS e
do (b) sensor LAPS.
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Capitulo 6

FILMES NANOESTRUTURADOS E ELETROATIVOS DE
NANOTUBOS DE CARBONO E FTALOCIANINAS
APLICADOS EM SENSORES DE DOPAMINA

Este estudo teve como obijetivo fabricar e caracterizar filmes automontados de
nanotubos multi-paredes (MWNTs) com o dendrimero PAMAM e a ftalocianina
tetrassulfonada de niquel (NiTsPc). As ftalocianinas sdo moléculas macrociclicas
com alta estabilidade térmica e atividade redox bem definida, usadas em sensores,
eletrodos para catalise, memoria Optica, células fotovoltaicas e como agentes
fotodindmicos na terapia do cancer (53). Os filmes automontados de CNT e
ftalocianinas foram usados como sensor eletroquimico do neurotransmissor
dopamina (DA) com medidas de voltametria ciclica. Além disso, as interagdes
moleculares e a morfologia do filme automontado foram estudadas em detalhe com

medidas espectroscopicas e microscopia.

6.1 Caracterizagcao espectroscopica e microscopica dos filmes

A arquitetura do filme automontado foi composta de MWNTs dispersos em
solugdo de dendrimero (PAMAM-NT) e combinados com NiTsPc. As multicamadas
desse filme foram monitoradas por espectros de UV-vis, analisando a solugao
aquosa de NiTsPc e dos filmes com 10 bicamadas de PAMAM/NiTsPc e PAMAM-
NT/NiTsPc, conforme mostrado na figura 6.1. A intensa banda entre 600 e 700 nm é
atribuida a absorgao da banda Q da NiTsPc (53). O espectro da solugao de NiTsPc
apresenta um ombro em 660 nm relacionado as espécies monoméricas € uma
intensa absorbancia em 625 nm, caracteristica de espécies diméricas (53).
Entretanto, no espectro dos filmes automontados a banda em 660 nm nao é
observada, sugerindo que as moléculas de NiTsPc estdo principalmente agregadas
na forma dimérica. Além disso, observou-se um deslocamento para o azul de 5 nm

em comparagdo com a solucdo de NiTsPc. Este ultimo esta relacionado
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provavelmente com a formacao de agregados do tipo H, que pode ser um indicativo
de interagdes entre os materiais ou agregacao das moléculas de NiTsPc (14,23,54).
O encarte da Figura 5 mostra que a absorbancia no pico (em 615 nm) aumenta
exponencialmente, ao invés do crescimento linear relatado por Zucolotto et al. e
Siqueira Jr. et al. em filmes automontados de polianilina/NiTsPc (55) e
quitosana/NiTsPc (54), respectivamente. Este crescimento exponencial pode ser
resultado da interpenetracdo da NiTsPc sobre as camadas de PAMAM-NT na
formagéao do filme, como proposto por Picart et al. (56) e Garza et al. (57) para filmes
automontados de polieletrdlitos. Além disso, a adsor¢gdo mais intensa do filme
PAMAM/NiTsPc comparado com o filme PAMAM-NT/NiTsPc de mesmo numero de
bicamadas pode ser atribuida a presenca dos MWNTs que podem dificultar a

adsorcdo da NiTsPc.
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Figura 6.1 — Espectros eletronicos da solugdo aquosa de NiTsPc e dos filmes de
PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc contendo 10 bicamadas. Encarte:
Crescimento exponencial até a 10 bicamada dos filmes PAMAM/NiTsPc e

PAMAM-NT/NiTsPc.

550

O crescimento e a formacao dos filmes PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc
também foram analisados por imagens de AFM em uma éarea de 1,0 um x 1,0 pum,
como mostrado na figura 6.2. A Tabela 6.1 indica que a formacé&o do filme foi regular
com espessuras similares para a primeira bicamada. No entanto, a rugosidade
(RMS) do filme PAMAM-NT/NiTsPc foi aproximadamente o triplo, indicando que os
MWNTs dispersos no PAMAM afetam a morfologia do filme automontado. As
imagens de AFM mostraram que tanto a rugosidade quanto a espessura dos dois

sistemas aumentaram com o numero de bicamadas, especialmente para o filme
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PAMAM-NT/NiTsPc (ver Tabela 6.1). Além disso, apds cinco bicamadas, o filme
PAMAM-NT/NiTsPc apresentou estruturas globulares grandes, entre 80 nm — 120
nm, resultado de coalescéncia.

Filme LbL PAMAM/NiTsPc Filme LbL PAMAM-NT/NiTsPc

Figura 6.2 — Imagens de AFM dos fiimes de PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc
contendo diferentes niumeros de bicamadas. Note a diferenca na escala do
eixo Z dos filmes contendo MWNT.
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Tabela 6.1 — Espessura e rugosidade dos filmes automontados.

Filme Bicamadas Espessura (nm) Rugosidade
RMS (nm)

1 1,4 1,6

PAMAM/ NiTsPc 3 6,1 2,1
8,8 4,5

10 72,2 5,3

1 1,5 4,1
PAMAM-NT/ NiTsPc 3 35,0 16,2
35,5 16,8
10 100,8 27,7

As interagdes entre os materiais que compdem o filme foram analisadas por
espectros de FTIR, coletados no modo transmissdo, de filmes automontados
contendo 15 bicamadas de PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc, além de
espectros de filmes cast de PAMAM, PAMAM-NT e NiTsPc. Os espectros sao
mostrados na figura 6.3. Os espectros do PAMAM e PAMAM-NT possuem duas
bandas em 1663 cm™ e 1533 cm™ atribuidas & amida | (estiramento C=0) e & amida
Il (deformagcdo C-N) do PAMAM, respectivamente (58). Estas bandas também
aparecem nos filmes automontados, confirmando a incorporagdao do dendrimero. A
banda em 1089 cm™ no espectro de PAMAM, atribuida ao estiramento C—N (58), foi
deslocada para 1104 cm™ no espectro de PAMAM-NT, que pode estar relacionado a
uma mudanga na orientacdo dos modos de vibragcdo C—N devido a presencga dos
MWNTs. O espectro de PAMAM também mostra que a banda atribuida a
deformacgdo N-C=0O (em 622 cm™) nao foi observada no espectro de PAMAM-NT
porque foi sobreposta por uma banda de maior intensidade em 610 cm™' associada
com a vibragcdo C-C (59), indicando desta forma a imobilizagdo dos MWNTs no
dendrimero. O espectro de NiTsPc apresentou bandas em 1194 cm” e 1041 cm™,
atribuidas ao estiramento, que foram deslocadas para 1173 cm” e 1024 cm™
quando comparadas com os espectro de filmes automontados de PAMAM/NiTsPc e
PAMAM-NT/NiTsPc. Em concordancia com Zucolotto et al.(55,60) e Siqueira Jr. et
al. (22,54), os deslocamentos sdo devidos as interacdes eletrostaticas entre os

grupos SOz da NiTsPc com os grupos NH;* do PAMAM. Além disso, uma nova
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banda (ausente no espectro de NiTsPc) surgiu nos espectros dos filmes
automontados em 1059 cm™, que corresponde ao estiramento C—N do PAMAM.
Estas interagcdes podem estar associadas com o contato intimo dos componentes do

filme na arquitetura automontada.

1
1663

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Namero de onda (cm-)

Figura 6.3 — Espectros de FTIR no modo transmissdo de filmes cast de (I) PAMAM, (Il)
PAMAM-NT, (lll) NiTsPc e dos filmes automontados contendo 15 bicamadas
de (IV) PAMAM/NiTsPc e (V) PAMAM-NT/NiTsPc.

Experimentos de micro-Raman foram realizados em p6 de MWNT e NiTsPc,
filme cast de PAMAM-NT e filme automontado contendo 10 bicamadas de PAMAM-
NT/PSS (PSS = poliestireno sulfonado) adicionado de uma bicamada de PAMAM-
NT/NiTsPc. Os resultados da figura 6.4 mostram duas bandas em 1600 cm™ e 1355
cm’, atribuidas a banda G e D, respectivamente, para o espectro de MWNT (61). No
espectro de PAMAM-NT, a banda G foi deslocada para 1592 cm™, provavelmente
porque as moléculas de PAMAM adsorveram na superficie do CNT, enquanto a
banda D praticamente desapareceu. Como a banda D é atribuida a carbono amorfo
e impurezas (61-63), o espectro indica o alto grau de pureza dos CNTs na solugao
de PAMAM apo6s o processo de purificagdo (62,63). A adsor¢gédo dos CNTs no filme
PAMAM-NT/NiTsPc nao foi observada no espectro devido a grande quantidade de
NiTsPc adsorvida no filme automontado que gerou um sinal intenso em 1554 cm’ e

1377 cm™ (ambos atribuidos ao estiramento pirrol). Por isso, para confirmar a
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adsorcdo do CNT, foi preparado um filme automontado com 10 bicamadas de
PAMAM-NT/PSS, sobre o qual foi depositada uma camada de NiTsPc. Desta forma,
foi possivel distinguir no espectro Raman as bandas atribuidas ao MWNT (banda G
em 1592 cm™) e a NiTsPc (estiramento pirrol em 1556 cm™), como indicado no

espectro IV da Figura 6.4.

1600
Banda D do CNT

11335

1556  Estiramento

Banda G do CNT Pirrol da NiTsPc\

1337
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1800 1700 1600 1500 1400 1200 1200 1100 1000
Raman Shift (cm?)

Figura 6.4 — Espectros de Raman obtidos com laser de 633 nm para (I) CNT em po, (Il)
filme cast de PAMAM-NT, (lll) NiTsPc em po e (IV) fiime automontado
contendo 10 bicamadas de PAMAM-NT/ PSS + 1 bicamada de PAMAM-
NT/NiTsPc.

6.2 Caracterizagao eletroquimica dos filmes automontados

A caracterizacao eletroquimica dos eletrodos de ITO modificados com filme
automontado foi realizada por voltametria ciclica. A figura 6.5 mostra voltamogramas
de filmes automontados com 3 bicamadas em diferentes velocidades de varredura
de (a) PAMAM/NiTsPc e (b) PAMAM-NT/NiTsPc. Os dois filmes (eletrodos
modificados) apresentaram eletroatividade bem definida e 0 mesmo par redox em
0,86 V e 0,87 V, atribuido ao processo eletroquimico da unidade Pc da NiTsPc
[Ni(1)TsPc*/Ni(I)TsPc®] (64). O mesmo processo redox foi observado em filmes

automontados de quitosana/NiTsPc (54). O encarte da figura 6.5 mostra que as
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correntes de pico anddica e catddica (lpa € lpc) aumentaram linearmente com a
velocidade de varredura, indicando um processo controlado por transferéncia de
carga (65-67). Além disso, os potenciais de pico redox foram os mesmos a
diferentes velocidades de varredura para ambos os eletrodos, a diferenca entre os
potencial de pico anddico e catodico foi somente 10 mV e a razdo entre a lp; € Iy foi
1,0. Estas caracteristicas confirmam o carater reversivel destes filmes (68). No
entanto, a presenca da corrente de pico anddica préxima de 0,6 V pode estar
relacionada ao processo irreversivel [Ni(ll)TsPc®/Ni(Il)TsPc>] — (ndo ha processo
catodico, além de o potencial andédico ser deslocado com a velocidade de
varredura). A incorporagao dos nanotubos nos filmes automontados gerou um
aumento de 3 vezes nas correntes de pico do filme PAMAM-NT/NiTsPc, como
mostrado na figura 6.6. Tal aumento pode ser devido a uma area de superficie
eletroativa maior no filme PAMAM-NT/NiTsPc, com maior numero de sitios redox
disponiveis em razdo da maior rugosidade comparada a do filme PAMAM/NiTsPc,
conforme revelado por AFM. Em medidas de estabilidade, com 100 ciclos a 50 mV s
' observou-se que os dois eletrodos sdo estaveis, ndo havendo mudanga na

corrente de pico e no perfil do voltamograma apds varios ciclos.

100 V' s” 100 mVs
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Figura 6.5 — Voltamogramas ciclicos dos filmes com 3 bicamadas de (a) PAMAM/NiTsPc e
(b) PAMAM-NT/NiTsPc em diferentes velocidades de varredura. Encartes:
Relacao linear entre as correntes de pico anddica e catdédica com a velocidade
de varredura.
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E importante ressaltar que o comportamento eletroquimico da NiTsPc em
solugéo é completamente diferente dos filmes automontados. Nestes, os processos
sao irreversiveis e aparecem em potenciais mais positivos, o que € uma evidéncia
de que a natureza nanoestruturada dos filmes automontados pode facilitar a
transferéncia de carga da NiTsPc. Tal caracteristica demonstra a vantagem em usar
automontagem para o sistema proposto. Outras técnicas, tais como casting e spin-
coating, foram usadas na preparacao de filmes finos com os mesmos materiais
(PAMAM, MWNT e NiTsPc). Estes filmes n&o foram estaveis sobre o substrato
(ITO), pois apresentaram consideraveis perdas de material durante as

caracterizagdes eletroquimicas.
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Figure 6.6 — Voltamogramas ciclicos dos filmes com 3 bicamadas de PAMAM/NiTsPc e
PAMAM-NT/NiTsPc. Velocidade de varredura: 50 mV s™'. Note a diferenca nas
correntes de pico do filme contendo CNTSs.

6.3 Propriedades eletrocataliticas dos filmes automontados na deteccao de

dopamina (DA)

Os eletrodos de ITO modificados com o filme automontado foram testados
como elemento de sensor em compostos de interesse biolégico. A figura 6.7 mostra
voltamogramas ciclicos de filmes automontados com 3 bicamadas de (a)
PAMAM/NiTsPc e (b) PAMAM-NT/NiTsPc na presenga de diferentes concentragoes
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de DA, de 2,5 pmol L™ a 0,25 mmol L™. Em filmes de PAMAM/NiTsPc é observado
um par redox, atribuido a oxidacao e redugao de dois elétrons, em que a dopamina é
oxidada em dopaminoquinona (69). Entretanto, o filme PAMAM-NT/NiTsPc exibiu
dois picos anddicos com intensidade crescente com a concentracdo e com a
velocidade de varredura, sugerindo que o processo de oxidagao de dois elétrons da
DA ocorre separadamente. No fiime PAMAM/NiTsPc, o processo redox irreversivel
da DA ocorre em 0,03 V e 0,80 V, enquanto o mesmo processo no filme PAMAM-
NT/NiTsPc foi deslocado para 0,14 V e 0,75 V. Ou seja, os MWNTs acentuaram o
processo redox e melhoraram as propriedades cataliticas da NiTsPc na detecgéo da
dopamina. Nos dois tipos de eletrodos, a corrente de pico anddica aumentou
linearmente com a concentracdo de DA, como mostram os encartes das Figuras
6.7a e 6.7.b. Essa dependéncia linear foi importante para determinar a curva de
calibragdo de cada eletrodo modificado e calcular o limite de detecgédo (LD) para a
DA, que foi 0,43 umol L' e 0,54 umol L para os filmes PAMAM/NiTsPc e PAMAM-

NT/NiTsPc, respectivamente.
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Figura 6.7 — Voltamogramas ciclicos dos filmes contendo 3 bicamadas de (a)
PAMAM/NiTsPc e (b) PAMAM-NT/NiTsPc em diferentes concentragdes de DA.
Encartes: Curva de calibracdo. Velocidade de varredura: 50 mV s™.

Os limites de detecgao foram significativamente menores do que os relatados
para filmes automontados na detecgao de DA (Zucolotto et al. (55) e Siqueira Jr. et

al. (54)). O limite de quantificagdo (LQ) para a DA também foi calculado, sendo 1,4
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umol L' e 1,8 pmol L para os filmes PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc,
respectivamente.

Para investigar a seletividade dos eletrodos na presencga de interferentes,
diferentes concentragdes de DA foram adicionadas em solucdo de 0,24 mmol L' de
acido ascorbico (AA). Como os potenciais de oxidagdo da DA e do AA sao similares,
nao foi possivel distinguir os analitos usando o filme PAMAM/NiTsPc. No entanto, o
filme PAMAM-NT/NiTsPc apresentou um comportamento seletivo, sendo possivel
distinguir os sinais entre a DA (0,75 V) e o AA (0,85 V) na mesma proporgao, como
mostrado na Figura 6.8. Provavelmente a seletividade exibida no filme contendo
nanotubos esta relacionada ao efeito eletrocatalitico mencionado na detecgado de DA
com esses eletrodos, como mostrado na Figura 6.6b. Para facilitar a analise, os
potenciais de pico anddico (Epa) da DA e do AA para ambos os eletrodos estdo

resumidos na Tabela 6.2.
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Figura 6.8 — Voltamograma ciclico da deteccdo simultdnea de DA e AA na mesma
proporcdo (0,24 mmol L") para o fiime PAMAM-NT/NiTsPc contendo 3
bicamadas. Velocidade de varredura: 50 mV s™.

Tabela 6.2 — Potencial de detecgdo (pico anddico) da DA e do AA usando os eletrodos
PAMAM/NiTsPc e PAMAM-NT/NiTsPc LbL.

Eletrodo DA — Epa (V) AA—Ega (V)
PAMAM/ NiTsPc 0,80 0,85
PAMAM-NT/ NiTsPc 0,75 0,85
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O desempenho de sensores e biossensores que utilizam filmes organicos
varia consideravelmente de acordo com as caracteristicas do filme, o que requer um
estudo sistematico para otimizar as condicbes de fabricagdo. Em filmes
automontados, muitas variaveis afetam as propriedades dos filmes, tais como o
tempo de deposi¢cédo, numero de bicamadas, concentragdo do analito detectado,
entre outros. Para minimizar o tempo de preparagao e analise dos filmes, usamos
um planejamento fatorial (70) — como prova conceitual — para avaliar a influéncia da
concentracao de DA e do numero de bicamadas (varidveis independentes) durante a
deteccdo de DA. Uma das vantagens deste método € obter uma informagao valiosa
através da realizacdo de um numero reduzido de experimentos. O paréametro
considerado indicativo da sensibilidade foi o pico de corrente do primeiro processo
anddico da oxidacdo da DA a 10 mV s™. Os resultados do planejamento fatorial 22
para os sistema PAMAM-NT/NiTsPc foram analisados através da metodologia da
superficie de resposta (RSM) como mostrado na Figura 6.9. Tanto a concentragao
de DA como o numero de bicamadas s&o variaveis que afetam a detecgdo de DA,
entretanto, ndo ha interagao entre elas, pois o efeito calculado foi insignificante. A
concentracao de DA foi a variavel mais significativa, enquanto o numero de
bicamadas levou (em termos de corrente de pico) a uma modesta melhoria na
deteccao de DA devido ao aumento da superficie do filme. Contudo, o aumento do
numero de bicamadas tende a aumentar o sinal de fundo (corrente capacitiva), que
nao é desejado. Logo, para reduzir a corrente de fundo e obter menores limites de
deteccado, a recomendagado baseada nos resultados do planejamento fatorial é usar
filmes automontados com poucas bicamadas em aplicagées futuras como elemento

de sensor.
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Figura 6.9 — Superficie de resposta gerada pelo planejamento fatorial na detecgéo de
dopamina usando o filme automontado PAMAM-NT/NiTsPc.

Pode-se concluir que os filmes automontados contendo MWNTs e NiTsPc
foram caracterizados por fortes interagcbes devido ao contato intimo entre os
componentes. A incorporacdao do complexo PAMAM-NT nos filmes acentuou o
processo redox da NiTsPc e melhorou a atividade catalitica para detectar dopamina,
gerando eletrodos modificados com alta eletroatividade, sensibilidade e seletividade
na presencga de acido ascoérbico. Como resultado do planejamento fatorial, inferimos
que para obter corrente de fundo e alcancar limites de detec¢gdo menores, o ideal é

empregar filmes automontados com poucas bicamadas.
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Capitulo 7

DISPOSITIVOS DE EFEITO DE CAMPO
FUNCIONALIZADOS COM FILME AUTOMONTADO DE
NANOTUBOS DE CARBONO

Neste estudo, dispositivos de efeito de campo (FEDs) de plataforma
capacitiva electrolyte-insulator-semiconductor (EIS) foram recobertos com filmes
automontados contendo nanotubos de carbono do tipo single-walled (SWNTs) e
PAMAM. A influéncia dos SWNTSs incorporados nestes dispositivos foi analisada por
caracterizagbes elétricas e microscopicas. Com a imobilizacdo da enzima
penicilinase sobre os EIS modificados (EIS-NT), foram obtidos biossensores para
detectar penicilina G. Os efeitos da incorporacao de SWNTs nas propriedades deste
modelo de biossensor foram analisados, comparando-os com dois outros tipos de
sensores: 0 EIS puro (sem modificagdo por filme) e o EIS modificado com filme

automontado de polieletrélitos PAMAM/PSS (poliestireno sulfonado).

7.1 Caracterizagao elétrica dos filmes

Através dos FEDs, em particular usando o sistema EIS, pode-se monitorar a
formacdo das multicamadas automontadas e controlar as arquiteturas e
propriedades do filme. Ha a vantagem adicional de poder identificar as contribuicées
de cada camada adsorvida do filme no sinal do sensor (45,48-50). A figura 7.1
mostra curvas C/V para o sensor EIS (p-Si-SiO2-Tay0s5) recoberto com multicamadas
de PAMAM/SWNT em pH 7 (7.1a), e uma ampliagdo na regido de deplegcdo com
ponto de trabalho de 30 nF (7.1b). A adsorgdo de cada camada de PAMAM e
SWNT, respectivamente, causou um deslocamento nas curvas C/V ao longo do eixo

de tenséao.
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Figura7.1- Curvas C/V (a) do sensor EIS (p-Si-SiO,-Ta,Os) funcionalizado com
multicamadas de PAMAM/SWNT obtidas em solugdo tampdo pH 7 e
ampliacao (b) da area de deplegdo com ponto de trabalho em 30 nF. Encarte:
valores do deslocamento de potencial das curvas C/V em fungdo do numero
de camadas adsorvidas de PAMAM e SWNT. Frequéncia: 50 Hz.

O potencial é deslocado devido a carga da camada adsorvida e a diferenga
de potencial entre a interface sélido/liquido. A capacitancia na regido de acumulagao
se altera por causa da capacitancia adicional do filme em série com a capacitancia
geométrica da estrutura EIS pura (45,48-50). O encarte da figura 7.1a mostra os
deslocamentos de potencial para cada curva C/V em funcdo do nimero de camadas
adsorvidas de PAMAM e SWNT. Os pontos P3 e P4 representam os menores
potenciais apds adsorcdo das camadas de PAMAM. O mesmo foi observado nas
camadas de nanotubos (NT3 e NT4), conforme mostrado em detalhe na figura 7.1b.

Apds estes valores, as camadas subseqlentes apontaram para uma saturacao,
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indicando que o maximo de multicamadas que podem ser detectadas esta entre 3 e
4.

Ressalte-se que a direcdo dos deslocamentos de potencial depende do sinal
da carga da ultima camada adsorvida. Isso indica que as moléculas carregadas
positivamente de dendrimeros e os SWNTs carregados negativamente podem
induzir uma mudanga de potencial interfacial, que resulta na mudanga da tensao de
flat-band da estrutura EIS. Além disso, efeitos de carga e potencial causados pela
redistribuicio de ions nas multicamadas porosas podem causar deslocamentos nas
curvas C/V (48-50). O deslocamento de potencial tende a diminuir com o aumento
do numero das camadas de PAMAM/SWNT. Efeitos similares foram relatados por
Poghossian et al. em estruturas EIS de p-Si-SiO; e p-Si-SiOz-nanocristais de
diamante funcionalizados com filmes automontados de PAH/PSS (71). Esses
resultados demonstram que tal caracterizagao pode ser utilizada em outros materiais
carregados que ndo absorvem luz no espectro do UV-vis, cujo monitoramento é
usualmente dificil.

Outro ponto a ser enfatizado diz respeito aos materiais empregados nos
filmes. Estes foram produzidos com materiais carregados, cujas propriedades
dependem do pH. Uma argumentagdo seria se a dependéncia intrinseca ao pH
poderia “mascarar” os resultados nos experimentos de detecgao. Tal influéncia nao
ocorre porque ambos PAMAM e SWNT-COOH podem ser considerados eletrélitos
“fracos” com um grau de ionizag&o variando com o pH, que afeta a adsor¢ado dos
filmes automontados. Esta é a razdo pelo qual utilizamos pHs 4 e 8 na preparacao
das solugbes de PAMAM e SWNTSs, respectivamente, para assegurar que ambas
estivessem carregadas para promover uma interacao eletrostatica eficiente durante
a adsorcdo das camadas do filme. No entanto, apds deposicdao do filme
PAMAM/SWNTs sobre os FEDs, ndo deve haver muitos grupos amina e carboxilicos
livres para interagir dentro das multicamadas. As cargas sdao compensadas através
das interagdes eletrostaticas, que devem ser estaveis no intervalo de pH empregado,
pois em caso contrario os filmes se dissolveriam. Com tal estabilidade, ndo se
espera que as propriedades do filme sejam afetadas de maneira a causar resultados
espurios nas medidas em virtude de alteragbes no pH durante os experimentos de

deteccéo.
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7.2 Caracterizagdao microscopica dos filmes

A superficie modificada do sensor capacitivo EIS pelos filmes automontados
de PAMAM/SWNT e PAMAM/PSS foi caracterizada por técnicas microscoépicas de
FESEM e AFM. As figuras 7.2a e 7.2b mostram imagens de FESEM e AFM,
respectivamente, ilustrando a superficie do filme PAMAM/SWNT contendo 5
bicamadas. Ha um denso nanofime com feixes de SWNTs cobrindo toda a
superficie do sensor EIS. Além disso, o filme apresentou alta porosidade devido a
interpenetracado dos feixes de nanotubos nas camadas de dendrimero, como pode
ser visto na imagem de secgao transversal de FESEM da figura 7.2a. A estrutura
porosa é desejada, pois pode atuar como canais para condugao de ions. Isso pode
gerar sensores baseados em FEDs com propriedades melhoradas, tais como rapido
tempo de resposta, sinal estavel e maior sensibilidade. A espessura e a rugosidade
(RMS) do filme foram 32-35 nm e 7-8 nm, respectivamente. S&o valores cerca de 10
vezes 0s observados para o filme automontado de PAMAM/PSS com o mesmo
namero de bicamadas, também apresentado na figura 7.2c. Essa diferenga
demonstra o forte efeito dos SWNTs na morfologia dos filmes, através do aumento
da area de contato superficial e que pode afetar as propriedades dos sensores.

Deve-se enfatizar que uma vez formado, o filme automontado é muito estavel
na superficie do sensor EIS, mesmo apds ser submetido a varios processos de
limpeza em solugdes aquosas com pHs distintos. O mesmo nao se observou para
flmes cast contendo somente SWNTs. Este apresentou uma distribuicao
densamente agregada e ndo homogénea do material, sem controle da espessura e
com pouca estabilidade sobre o chip. Tal contraste de propriedades demonstra a
adequacgao da técnica de automontagem na manipulagdo de nanotubos de carbono

em filmes nanoestruturados.
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Figura 7.2 — Imagens de (a) FESEM e AFM dos sensores EIS funcionalizados com filmes
automontados com 5 bicamadas de (b) PAMAM/SWNT e (c) PAMAM/PSS.

7.3 Biossensor de Penicilina

A Penicilina G é um antibiético usado para fins veterinarios na prevencao e
tratamento de infecgao por bactérias. Por outro lado, residuos de penicilina em
alimentos, como leites e carnes, podem ser prejudiciais em seres humanos,
causando reagdes alérgicas (46,72-74). A estratégia empregada para preparar um
biossensor de efeito de campo de penicilina foi imobilizar a enzima penicilinase via
adsorcgao fisica sobre os trés sensores EIS propostos. O principio de operagéo deste
biossensor baseia-se na deteccdo de variagdes da concentragdo de ions H*
resultantes da hidrélise da penicilina em acido peniciléico catalisada pela enzima
penicilinase (46,72-74), cuja reagao € mostrada esquematicamente na figura 7.3,

assim como a montagem do sensor EIS-NT.
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Figura 7.3 — Representacdo esquematica do principio de operagdo do biossensor de
penicilina EIS funcionalizado com filme PAMAM/SWNT.

Antes da etapa de imobilizagdo da enzima, foi analisada a sensibilidade ao pH
dos sensores EIS. A figura 7.4a apresenta curvas C/V, enquanto a figura 7.4b
mostra as medidas ConCap para um sensor EIS-NT de 3 bicamadas obtidas sobre
diferentes faixas de pH, de 3 a 10. Comparando com a sensibilidade ao pH do Ta,0s
(ca. 55-58 mV/pH) (72,73), a presengca do fiime PAMAM/SWNT nao afetou
significativamente a sensibilidade do sensor EIS, sendo de 55 mV/pH. Isso pode ser
explicado pela grande porosidade do filme com a interconexdo de redes de
nanotubos orientados de forma aleatéria nas camadas poliméricas de dendrimero,
mostrada na figura 7.2a, que permite penetragdo dos ions H* através do filme até
alcancar a superficie do Ta;Os. Uma sensibilidade ao pH similar também foi
observada para o sensor EIS com filme PAMAM/PSS (EIS-PE). Neste caso, porém,
a sensibilidade pode ser atribuida a menor espessura do filme, que é dez vezes
menor do que para o fiime PAMAM/SWNT com o mesmo numero de bicamadas. O
mesmo experimento realizado no modo ConCap também revelou que o sensor EIS-
NT possui rapido tempo de resposta, boa estabilidade para cada pH e pequena

histerese (ca. 4 mV), conforme mostrado na figura 7.4b.
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Figura 7.4 — Curvas C/V (a) e resposta Concap (b) em diferentes valores de pH para um
sensor capacitivo EIS funcionalizado com 5 bicamadas de PAMAM/SWNT.
Frequéncia: 50 Hz.

Apds imobilizagdo da penicilinase sobre os trés sensores EIS, EIS-PE e EIS-
NT, experimentos de detecgdo com concentragdes de penicilina de 0,25 mmol L' a
5,0 mmol L™ foram realizados. A figura 7.5 apresenta curvas C/V, onde a tens&o da
flat-band foi deslocada para potenciais menores (area aumentada no encarte) com o
aumento da concentragéo do analito. Isso indica uma maior concentragdo de ions H*
na superficie do sensor devido a reacao enzimatica. Mencione-se que essas

medidas também foram realizadas para o sensor EIS e EIS-PE.
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Figura 7.5 — Curvas C/V em diferentes concentragdes de penicilina para o sensor EIS-NT.
Frequéncia: 50 Hz.
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Para investigar em detalhe as propriedades e desempenho dos biossensores
modificados EIS, medidas no modo ConCap foram realizadas numa larga faixa de
concentragcdes de penicilina, de 5,0 pmol L' a 25 mmol L. A figura 7.6 mostra a
resposta dindmica de concentragdes de penicilina para o sensor (a) EIS puro, (b)
EIS-PE e (c) EIS-NT, além de suas respectivas (d) curvas de calibragdo. As
respostas ao aumento na concentracdo de ifons H' proveniente da reagéo
enzimatica constituiram mudancgas na area de potencial de deplecdo a um ponto de
trabalho de 32,5 nF. Como esperado, o sensor EIS puro com o Ta,0O5 como camada
sensivel (6) e o sensor EIS-PE apresentaram boa sensibilidade para diferentes
concentragbes de penicilina. Contudo, o sensor EIS-NT apresentou maior
sensibilidade e melhor desempenho.

No EIS puro, mostrado na figura 7.6a, o drift do sinal e o tempo de resposta
aumentaram (maior que 5 min) apds detecgédo de 2,5 mmol L enquanto o sensor
EIS-PE, mostrado na figura 7.6b, 0 mesmo ocorreu apés detec¢cao de 10 mmol L
Além disso, a resposta para esses sensores mostra saturagio para concentracdes
acima de 10 mmol L. Em contrapartida, a figura 7.6¢c mostra que para o EIS-NT, o
tempo de resposta permanece constante (menor que 5 min), seguido de um
pequeno drift de sinal até a concentracdo de 25 mmol L' e ndo houve indicio de
saturagao para a faixa de concentragdes analisadas. Isso permitiu uma regiado linear
de detecgdo mais ampla. De 250 umol L™ a 25 mmol L™, a sensibilidade & penicilina
do sensor EIS-NT foi melhorada para 100 mV/década, enquanto que na mesma
faixa de concentragao os sensores EIS e EIS-PE apresentaram 83 e 81 mV/década,
respectivamente. Considerando a “melhor” faixa linear de detec¢gdo em comum para
os trés sensores, de 0,5 a 10 mmol L™, a sensibilidade do sensor EIS-NT foi 116
mV/década, enquanto que para os sensores EIS e EIS-PE os valores foram 100 e
98 mV/década, respectivamente, conforme indicado nas curvas de calibragdo da
figura 7.6d. Ou seja, o filme automontado de SWNT incorporado na estrutura EIS
aumentou a sensibilidade do biossensor de penicilina.

A influéncia dos SWNTs no desempenho dos sensores também foi observada
em baixas concentracdes, de 5,0 umol L' a 100 umol L™, como mostrado nos
encartes das figuras 7.6a-c. Nesta faixa de concentracao, o potencial foi 0 mesmo
para as trés primeiras solugbes de penicilina, comegando a decrescer apds 100

pmol L™ de penicilina para o EIS puro. O mesmo foi observado para o EIS-PE. Por
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outro lado, um pequeno decréscimo do potencial ocorreu para o EIS-NT ja entre as
duas primeiras e mais diluidas solu¢cdes de penicilina. Embora essa variagcdo de
potencial nesta faixa de concentragdes seja pequena, a sensibilidade a penicilina e a
resposta foram melhores do que para os outros dois sensores sem nanotubos. Isso
indica que a presenga dos SWNTs no sensor também melhora a sensibilidade a

penicilina em baixas concentragdes.
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Figura 7.6 — Resposta ConCap para diferentes concentragdes de penicilina para os
sensores (a) EIS puro, (b) EIS-PE e (c) EIS-NT e suas (d) curvas de
calibragado. Encartes: Amplificacdo da regido contendo sinais de resposta para
baixas concentragdes de penicilina.

Uma comparagéao desses resultados pode ser feita com trabalhos similares da
literatura. Abouzar et al. produziram biossensor de penicilina com um sensor
capacitivo de estrutura electrolyte-diamond-insulator-semiconductor (EDIS) com
sensibilidade de ca. 60-70 mV/década, sensibilidade ao pH de ca. 40 mV/pH e limite

de deteccdo entre 5-25 umol L™ (75). Um biossensor de penicilina amperométrico e
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outro EnFET, relatados respectivamente por Stred’ansky et al. e Lee et al,
apresentaram limite de detec¢éo de 10 umol L, sensibilidade de 48 mV/mmol L™ e
tempo de resposta entre 0,5-3 min (75-77). Os biossensores EIS-NT apresentados
aqui exibiram maior sensibilidade e estabilidade, além de menor tempo de resposta
do sinal. Estas caracteristicas sao atribuidas a toda estrutura do sensor EIS-NT (p-
Si-SiO2-Taz0s5-(PAMAM/SWNT)3).

A estabilidade e a reprodutibilidade do biossensor EIS-NT foram observadas
apos serem armazenados por duas semanas, apresentando ainda alta sensibilidade.
A sensibilidade caiu pela metade apds um més, seguida pela perda da estabilidade
do sinal. Também é importante ressaltar a seletividade desse biossensor na
deteccdo de penicilina. Foram usadas solugdes de 50 mmol L' de glicose e de
tampéao polymix, intercalados com as solugdes de penicilina, que ndo ocasionaram
mudang¢as no sinal.

Uma possivel explicagdo para a maior sensibilidade e melhor desempenho
dos biossensores de penicilina, induzidos pelos SWNTs, pode estar relacionada a
arquitetura dos filmes. O contato intimo entre os dendrimeros e a densa rede de
feixes de SWNTSs levou a multicamadas estaveis com alto grau de interconexao dos
nanotubos, conforme mostrado na figura 7.2a. Isso aumentou a porosidade do filme,
permitindo maior penetracédo dos ions H* provenientes da reacéo enzimatica para a
superficie do Ta,Os. Em outras palavras, o filme automontado PAMAM/SWNT atuou
como nanomembrana porosa com grande area superficial, permitindo melhor
distribuicdo e imobilizagcdo de uma quantidade maior da enzima, facilitando a
penetracdo dos ions H* através do filme. Simultaneamente, as moléculas do tampéo
s&o impedidas de “neutralizar’ os ions H" livres localizados do nanofilme.

A maior quantidade de penicilinase imobilizada foi confirmada por imagens de
FESEM e AFM, como mostrado na figura 7.7, comparando os sensores (a) EIS e (b)
EIS-NT, ambos contendo a enzima adsorvida sobre suas superficies. As imagens de
FESEM possuem mesma ampliagdo de 10 mil vezes, enquanto as de AFM possuem
areas de 5,0 x 5,0 umz. O sensor EIS-NT exibiu uma quantidade maior de enzima
homogeneamente distribuida, uma diferenga que pode explicar os efeitos da

arquitetura dos filmes contendo SWNTs nas propriedades do biossensor.
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(a) EIS-Penicilina (b) EIS-NT-Penicilina
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Figura 7.7 — Imagens de FESEM (mesma ampliagdo de 10.000 vezes) e AFM (de cima e
3D) dos biossensores (a) EIS e (b) EIS-NT, contendo a enzima penicilinase
imobilizada.

Portanto, podemos inferir que a combinagdo de nanotubos de carbono e
dendrimeros levaram a formagao de uma estrutura apropriada para imobilizagcédo de
enzimas. Além disso, a incorporacgao dos filmes nanoestruturados contendo SWNTs
melhorou as propriedades do sensor EIS para a deteccéo de penicilina, tornando-o
mais sensivel e com melhor desempenho ao apresentar menor tempo de resposta e
maior estabilidade. Os resultados mostraram que a modificagao deste tipo de sensor
com filmes nanoestruturados pode ser viavel no estudo e na obtencdo de novos

tipos de biossensores enzimaticos com propriedades melhoradas.
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Capitulo 8

FILME AUTOMONTADO DE NANOTUBOS DE
CARBONO INCORPORADOS EM LIGHT-ADDRESSABLE
POTENTIOMETRIC SENSORS

Este capitulo descreve a mesma metodologia empregada no capitulo anterior,
porém utilizando outra plataforma FED promissora para fabricar multiplos sensores
em um unico chip, o Light-Addressable Potentiometric Sensors (LAPS). Assim como
no caso do EIS, esse sensor foi modificado com filme automontado de
PAMAM/SWNT (LAPS-NT) e a influéncia dos nanotubos incorporados neste
dispositivo foi analisada com medidas de fotocorrente. Diferentemente do sensor
EIS, neste sistema foi realizado um estudo mais detalhado da morfologia do filme, de
forma a demonstrar com maior exatiddo a sua influéncia nas mudangas do sinal do
sensor. O LAPS-NT também foi empregado como biossensor de penicilina G, com a
imobilizacdo da enzima penicilinase. Além das medidas caracteristicas de deteccéo,
empregamos meétodos de visualizagdo para tratamento dos dados e para eliminar o
fendbmeno de cross talk entre as unidades de sensor que continham enzima

daquelas que nao continham.

8.1 Monitorando a adsorg¢do das multicamadas usando LAPS

A formacao das camadas do filme PAMAM/SWNT foi monitorada por medidas
de fotocorrente-voltagem (I/V). Analogamente ao EIS, & possivel identificar a
contribuicdo de cada camada adsorvida no sinal do sensor. Além disso, o LAPS
permite monitorar diferentes lugares no chip, devido as curvas I/V obtidas de cada
spot do conjunto de 16 IR-LEDs. A figura 8.1a mostra curvas I/V de um spot medido
em solucdo tampao a pH 7 de um LAPS-NT contendo de 1 a 9 bicamadas. A
ampliagdo correspondente a regidao de deplegao com ponto de trabalho de ca. 1.0

pA e os respectivos potenciais de cada camada adsorvida de PAMAM e SWNTSs sao
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mostrados na figura 8.1b e c, respectivamente. Nota-se a semelhanga entre as 16
curvas I/V, que é um indicativo de uma formagcdo homogénea do filme sobre a
superficie do chip.
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Figura 8.1 — (a) Curvas I/V de um dispositivo LAPS funcionalizado com multicamadas de
PAMAM/SWNT usando solugdo tampao em pH, (b) ampliagdo da regido de

deplecédo em 1,0 pA e (c) deslocamento de potencial obtido das curvas I/V em
fungao do numero de camadas adsorvidas de PAMAM e SWNT.

A figura 8.1b também mostra que a adsor¢do das camadas alternadas de
PAMAM (NH3;") e SWNTs (COO") causou deslocamento no eixo de tensdo nas
curvas I/V. Tal deslocamento pode ser explicado com o conceito empregado na
deteccdo de macromoléculas carregadas em sensores capacitivos EIS (49,50),
mencionado no capitulo anterior, uma vez que a estrutura p-Si-SiO,-Ta;Os5 do
dispositivo € a mesma. O deslocamento do potencial nas curvas I/V é devido a carga
da ultima camada do filme, onde se espera um excesso de cargas positivas ou
negativas ndo compensadas do PAMAM ou SWNT, respectivamente. Este é

acompanhado por uma diferenca de potencial entre a interface sélido/liquido, sendo
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o0 sentido do deslocamento dependente do sinal da carga desta ultima camada.
Logo, o PAMAM carregado positivamente e o SWNT carregado negativamente
induzem uma mudanga no potencial interfacial, que resulta na alteragao no potencial
de flat-band da estrutura LAPS. Esses resultados sdo similares aos observados na
estrutura capacitiva EIS-NT. Este Uultimo apresentou maiores potenciais de
deslocamento, tendendo a saturacido apds 8 camadas. Um efeito similar foi
observado para a estrutura LAPS-NT, mas com nova adsorgéo apos 16 camadas,
seguida de outra saturagdo, como mostrado na figura 8.1c. Esse novo deslocamento
de potencial pode estar relacionado a redistribuicdo de ions nas camadas porosas

do filme, devido ao rearranjo das multicamadas na superficie do filme (45,50).

8.2 Morfologia do filme PAMAM/SWNT no chip LAPS

A area ativa do LAPS ¢ quatro vezes maior que a do EIS, com 2,25 cm?. Por
isso, € necessario um cuidadoso controle para obter um filme com superficie
homogénea. Diferengas na morfologia do filme podem ocasionar respostas distintas
nas regides iluminadas com os 16 IR-LEDs. A figura 8.2 mostra imagens de FESEM,
(a) de cima e (b) secgao transversal, de um chip LAPS com 6 bicamadas de filme
automontado PAMAM/SWNT. Embora contendo uma area grande, o filme exibiu
sobre toda superficie do chip uma distribuicdo homogénea das redes de nanotubos
interconectados nas camadas de PAMAM, além de alta porosidade e area
superficial, inferidas da imagem de secgao transversal da figura 8.2b. Conforme
esperado, a morfologia do filme sobre o dispositivo LAPS foi similar a do sensor EIS,

além da estabilidade sobre o chip.
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Figura 8.2 — Imagens de FESEM do filme automontado PAMAM/SWNT com 6 bicamadas
em (a) de cima e (b) secgao transversal.

Para compreender a influéncia das multicamadas no sinal da figura 8.1, a
morfologia do filme PAMAM/SWNT com diferentes bicamadas foi investigada com
imagens de AFM sobre uma area de 2,0 x 2,0 um?. Para uma bicamada de fime, a
figura 8.3a mostra que a superficie do chip LAPS ndo esta totalmente coberta,
apresentando interconexao aleatéria de feixes de nanotubos com didmetro médio de
3-5 nm. Apds a deposicao de 3 bicamadas, o chip esta totalmente coberto por um
nanofilme altamente poroso, mostrado na figura 8.3b, que apresenta interpenetragao
da rede de SWNT entre as camadas de dendrimero. Uma morfologia similar foi
observada no filme com 6 bicamadas na figura 8.3c, que mostra contudo um
aumento de agregados de PAMAM. Esta tendéncia foi confirmada no filme com 9
bicamadas, figura 8.3d, em que €& observado um denso empacotamento de
agregados do polieletrélito. Este filme, embora mais espesso, apresentou menor
porosidade e rugosidade, conforme indicado pelos valores de rugosidade da tabela
8.1. Além disso, a espessura também foi afetada por este empacotamento. A tabela
8.1 também mostra o pequeno aumento de espessura para os filmes com mais de 3

bicamadas. Esse resultado pode ser relacionado a saturagdo no deslocamento de
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potencial apds adsorgéo da oitava bicamada mostrada na figura 8.1c. A formacéao de
uma estrutura uniforme densamente empacotada pode interferir na detecgao da
diferenga de potencial induzida na interface sodlido/liquido, sendo consistente com a
perda de sensibilidade relatada em sensores obtidos com fiimes automontados
espessos (22,23,54).

(a) 1 bicamada (b) 3 bicamadas

11.5 nm 19.8 nm

2.0 pm
2.0 pm

2.0 um 2.0 pm

(d) 9 bicamadas

30.3 nm

-12.7 nm

2.0 um

2.0 um

Figure 8.3 — Imagens de AFM do filme automontado PAMAM/SWNT com diferentes
numeros de bicamadas.

Tabela 8.1 — Rugosidade e espessura de fiimes automontados PAMAM/SWNT com
diferentes bicamadas.

Bicamadas Rugosidade RMS (nm) Espessura (nm)
1 2 8
3 12 40
6 9 43
9 7 47
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8.3 Sensibilidade ao pH e detecgao de penicilina usando LAPS modificados

A sensibilidade ao pH dos LAPS modificados foi investigada com os mesmos
chips usados nos experimentos descritos da subsecdo 8.1 em diferentes solucdes
de tampéao tritisol com valores de pH entre 3 e 10. Da mesma forma que o EIS, o
principio de operagdo do LAPS se baseia na detecgdo de ions H' na interface
transdutor/analito, sendo adequado na detecgdo de reagbes enzimaticas cujas
enzimas s&o hidrolisadas, tais como a penicilinase e a glicose oxidase (8-10). A
figura 8.4 mostra (a) curvas |I/V referentes a um spot e (b) medidas de corrente
constante (CC) para diferentes valores de pH, adquiridas nos 16 spots. Em ambas
as medidas, as curvas foram similares para todos os spots, revelando boa
estabilidade, pequeno drift, rapido tempo de resposta e baixa histerese de ca. 5 mV
do sensor LAPS-NT. A sensibilidade ao pH se manteve constante até a deposi¢ao
de 6 bicamadas de PAMAM/SWNT, sendo de 58 mV/pH. Houve pequena
diminui¢ao, para 55 mV/pH, da sensibilidade do filme com 9 bicamadas, que pode
estar relacionada a morfologia do filme. Deve-se notar que uma espessura fina e alta
porosidade sdo importantes para formar canais que conduzirdo os ions H* através
do filme para alcancar a superficie do Ta;Os. Desta forma, o decréscimo na
sensibilidade ao pH nos filmes com mais de 9 bicamadas é consistente com o
empacotamento de agregados de PAMAM observados na imagem de AFM da figura

8.3d, discutido na ultima subsecao.

pH 10

1,6 4

Voltagem (V)

—a=pH 3

Fotocorrente (pA)
o
©

0,4- —e=pH 4
pH?
=—#=pH 3
0,0 —r—=pH 10 06 e pH32
.08 04 00 04 08 12 "0 10 20 30 40 50 60
Voltagem (V) Tempo (min)

Figura 8.4 — (a) Curvas I/V e (b) resposta CC do sensor LAPS-NT em testes de
sensibilidade ao pH, usando solucdes de diferentes valores.
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Embora as estruturas dos chips dos sensores EIS e LAPS fossem as mesmas
e o procedimento experimental para fabricar os filmes realizado sob as mesmas
condigcbes, observou-se uma diferengca da sensibilidade ao pH entre os sensores
EIS-NT (55 mV/pH) e LAPS-NT (58 mV/pH) com mesmo numero de bicamadas.
Esta diferenga pode ser atribuida a dois fatores: i) diferengas na estrutura do filme de
Ta,Os5 de diferentes pastilhas, que ocasiona mudangas na sua sensibilidade ao pH;
ii) diferencas na porosidade do filme sobre chips com areas distintas. Contudo, é
importante notar o comportamento similar entre eles, em que ambos os dispositivos
modificados mantiveram constante a sensibilidade ao pH até a sexta bicamada.

Testes de deteccao de penicilina foram realizados com o sensor LAPS-NT,
sendo a enzima penicilinase (PEN) imobilizada por adsorg¢éo fisica, seguindo o
mesmo procedimento para os sensores EIS (46,47). A representagao esquematica
da montagem, o principio de operagao do LAPS-NT e a reacado enzimatica estao
ilustrados na figura 8.5. Além de ter o objetivo geral de investigar os efeitos
causados pelos nanotubos nas propriedades do biossensor, espera-se também que
o desempenho do LAPS modificado com NT seja superior, assim como o foi com o

sensor EIS-NT do capitulo anterior.

LbL (PAMAM/SWNT)-penicilinase

Analito

Penicilina + H,0
S
RCONHCH-CH  T:Me,
CO-N——CH.COOH

Acido Peniciléico
A

R.CO‘NH.CliH—-C‘H |C.Me,
COO- NH—CH.COOH

Filme LbL-enzima

EEE88
Fonte de luz modulada
(4x4 IR-LEDs)

Figura 8.5 — Representagao esquematica do principio de operagdao de uma estrutura LAPS
modificado com filme automontado PAMAM/SWNT + enzima e aplicado como
biossensor de penicilina.

Medidas dinadmicas no modo CC dos sensores LAPS e LAPS-NT para
detectar penicilina G, usando concentragdes entre 5 umol L™ a 10 mmol L, sdo

mostradas na figura 8.6a. O desempenho do biossensor contendo nanotubos foi
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digno de nota, com menor tempo de resposta e maior estabilidade com menor drift,
em comparacgado ao chip LAPS sem SWNTs. A sensibilidade do LAPS-NT foi 100
mV/década em uma faixa linear de 0,25 a 5 mmol L™!, enquanto para o LAPS puro foi
de 65 mV/década para a mesma faixa de concentracdo, como mostram as curvas de
calibracéo da figura 8.6b. Assim como no Capitulo 7, podemos supor que a maior
sensibilidade e melhor desempenho do LAPS-NT estao associados a arquitetura do
filme automontado PAMAM/SWNT. A morfologia porosa de grande area superficial
do filme foi condicdo favoravel a imobilizacdo e distribuicdo da enzima sobre a

superficie do sensor, além de facilitar a penetragéo dos ions H* através do filme.

®* o
032 & 23 9 (b)
- [ ]
S 036" L °
5
o = e
8 040! .
© ®
——— LAPS-PEN Ny omm =
e -0,44 u
——— LAPS-NT-PEN ® LAPS-PEN (65 mV/década) [T
B LAPS-NT-PEN (100 mV/década)
L L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 N -0,48 . ) .
0 10 20 30 40 50 0,1 1 1 10
Tempo (min) [Penicilina] (mmol L")

Figura 8.6 — (a) Medidas de corrente constante (CC) para diferentes concentragdes de
penicilina G os sensores LAPS e LAPS-NT e suas respectivas (b) curvas de
calibragéo e sensibilidades.

A seletividade das unidades de sensor formadas por cada spot foi testada de
forma que somente 8 dos 16 spots pudessem iluminar a area contendo a enzima
imobilizada durante medidas no modo CC. Além disso, a seletividade de deteccéo
do biossensor a penicilina G foi testada utilizando solugées de tampé&o polymix e 50
mmol L de glicose. A figura 8.7 mostra que ndo houve mudangas significativas no
potencial do biossensor LAPS-NT-PEN ao utilizar solugbes tampdo e glicose
alternadas com solugdes de penicilina G com concentragdes de 0,5, 1,0 € 5,0 mmol

L', demonstrando a seletividade do sistema. No entanto, ao contrario do esperado,
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observou-se também uma resposta para as unidades de sensor que iluminavam a

area do chip sem enzima, conforme mostrado nas curvas em azul da figura 8.7.

Glicose Glicose
i Tampdo

:|:20 mV

Unidades de sensor sem PEN
Unidades de sensor com PEN
1 1 1 1 ]

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 8.7 — Medidas de corrente constante (CC) do biossensor LAPS-NT-penicilinase na
detecgcdo de diferentes amostras para sensores cobertos com enzima (em
vermelho) e ndo cobertos (em azul).

As possiveis razdes para esse resultado inesperado s&o: (i) mudanga abrupta
de pH da solugao de penicilina imediatamente apds a reagao enzimatica, (ii) difusao
dos ions H* da éarea contendo enzima para outras sem enzima, (iii) fenémeno de
cross talk (78-80) entre as unidades de sensor, especialmente daquelas que sao
adjacentes. A primeira hipotese foi descartada, pois ndo houve mudancgas de pH das
solugbes de penicilina apés medidas de detecgdo. A segunda também foi
desconsiderada, pois nas condi¢cdes experimentais empregadas seria necessario um
longo periodo para obter um sinal mensuravel da difusdo dos ions, segundo calculos
de Schoning et al. (81). Portanto, o sinal ndo desejado nas curvas em azul da figura
8.7 foi atribuido somente ao fendmeno de cross talk entre as unidades de sensor, ou
seja, entre os feixes de luz emitidos pelos 16 IR-LEDs. Este fendmeno, em um
primeiro instante, interferiu na deteccdo do analito em uma area especifica do chip,
impossibilitando o emprego da plataforma LAPS em um sistema de multi-sensores

em um unico chip.
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8.4 Empregando métodos de visualizagdao para eliminar o fendmeno de cross
talk dos sensores LAPS-NT

Métodos estatisticos podem auxiliar no tratamento de dados, permitindo a
distingdo de amostras similares nos casos em que a analise visual ndo é suficiente.
Esta metodologia tem sido empregada em biossensores que se baseiam no conceito
da lingua eletrénica (17,82-85). Neste trabalho, em particular, foi realizado um
estudo sistematico com varios desses métodos para eliminar o cross talk entre os
spots do sensor LAPS-NT, por meio de técnicas implementadas numa plataforma
denominada PEx (86,87). A descricdo da metodologia destas técnicas de
visualizacdo usadas como ferramenta no tratamento de dados é mostrada no
apéndice B. Entre as técnicas de projecao testadas, a mais empregada, chamada de
Analise de Componentes Principais (PCA) (88), nao foi adequada para o estudo
proposto. A técnica de projecao que apresentou melhores resultados foi a Interactive
Document Map (IDMAP) (86,89). A figura 8.8 ilustra uma projecao de IDMAP obtida
dos dados de medidas CC da figura 8.7, que mostra a distingdo das unidades de
sensor contendo enzima daquelas que nao continham (90). A numeragao dos spots
no esquema da figura representa a sequéncia real da posigdo dos spots ativados na
medida. A visualizagdo mostra uma distancia grande entre dois grupos distintos que
correspondem ao sinal de resposta gerado pelos spots que faziam parte das
unidades de sensor com ou sem filme automontado+enzima. Portanto, o fendbmeno
de cross talk aparente na curvas CC da figura 8.7 foi completamente eliminado ao
analisar os dados com a técnica de projegao apropriada. Este resultado demonstra a
aplicabilidade de meétodos de projecbes na validagdo de dados aplicados em
biossensores. Ressalte-se que o efeito de cross talk em dispositivos LAPS pode ser
minimizado por um controle mais refinado do alinhamento dos feixes de luz emitidos
pelos IR-LEDs.
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Figura 8.8 — Visualizacdo de IDMAP para amostras de distintas unidades de sensor com e
sem filme automontado de PAMAM/SWNT + enzima.

A figura 8.9 mostra que a mesma técnica de projecdo permitiu distinguir
amostras de penicilina com diferentes concentracbes e de solugbes tampéao e
glicose, usando os sensores (a) LAPS-NT e (b) LAPS. A melhor separagéo das
amostras ocorreu na proje¢cao do sensor LAPS-NT, demonstrando a seletividade do
biossensor mostrada na figura 8.7, além do melhor desempenho na resposta da
figura 8.6a (90).
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(a) LAPS-NT
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Figura 8.9 — Visualizacdo de IDMAP para amostras distintas de tampao, glicose e penicilina
usadas nos experimentos de detecgao dos sensores (a) LAPS-NT e (b) LAPS.

Outro exemplo para demonstrar a aplicabilidade de técnicas de projecdo em

biossensores se refere a habilidade de analisar os dados e obter a distingao entre

diferentes tipos de sensores utilizados. A figura 8.10 mostra uma projegao de trés

tipos de sensores LAPS para detectar penicilina, o LAPS-PEN (sem modificagao), o

LAPS-NT-PEN e um terceiro LAPS modificado somente com filme automontado de

polieletrélitos PAMAM/PSS (LAPS-PE-PEN).
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LAPS-PEN

LAPS-PE-PEN

LAPS-NT-PEN

Figura 8.10 — Visualizacdo de IDMAP de trés distintos sensores LAPS utilizados na
deteccgéao de penicilina.

Do ponto de vista das técnicas de visualizagio, os resultados obtidos com as
projecdes abrem um leque enorme de possibilidades para aplicagdo em multi-
sensores baseados na plataforma de transdugédo LAPS. Por exemplo, com o auxilio
das projecdes, biossensores com diferentes arquiteturas e enzimas imobilizadas
podem ser estudados para obter sensores multi-seletivos no mesmo chip LAPS,
melhorando o desempenho. Com relacdo a incorporagao de nanotubos de carbonos
sobre o chip LAPS, os resultados demonstraram que a modificacdo realizada é
promissora para novos biossensores enzimaticos com maior sensibilidade devido a
compatibilidade entre nanotubos e biomoléculas, permitindo integracdo de

elementos de reconhecimento sobre um dispositivo de efeito de campo.
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Capitulo O

CONCLUSOES

Este projeto de doutoramento propds a fabricacao e caracterizagao de filmes
automontados de nanotubos de carbono e suas aplicagcbes em dois sistemas: um
sensor eletroquimico e um biossensor de efeito de campo utilizando as estruturas
EIS e LAPS. Em cada sistema foi utilizado um tipo de CNTs, sendo um MWNT e
outro SWNT—-COOH, que exigiu estratégias diferentes em sua manipulagéo, levando
a formacao de filmes com distintas arquiteturas e funcionalidades. Enumera-se a

seguir a principais conclusdes de cada sistema.

1.) A obtengdo de uma dispersao estavel, apdés tratamento quimico de
funcionalizacdo e purificagdo, de MWNTs em solugdo aquosa de dendrimero
(PAMAM-NT) foi essencial para que os nanotubos fossem manipulados na forma de
filme automontado. Os fiimes de PAMAM-NT e ftalocianina de niquel (NiTsPc)
exibiram fortes interagdes e acentuaram o processo redox da NiTsPc, conforme
indicado em medidas espectroscdpicas e por voltametria ciclica, respectivamente.
Este ultimo proporcionou a formacdo de eletrodos modificados com alta
eletroatividade e maior atividade catalitica ao detectar dopamina, além de maior
sensibilidade e seletividade na presenca de interferente. A analise do planejamento
fatorial sugeriu ser mais adequado o uso de filmes automontados com poucas
bicamadas para obter eletrodos modificados com corrente de fundo reduzida, que

possibilita alcangar limites de detec¢des menores.

2.) Filmes automontados de PAMAM/SWNT sobre dispositivos de efeito de
campo (FEDs) EIS e LAPS exibiram uma nanoestrutura altamente porosa e com
grande area de superficie, devido a interconexao de redes de SWNTs nas camadas
de PAMAM, como mostrado nas imagens de FESEM e AFM. Essa morfologia foi
adequada para imobilizar enzimas e facilitar a penetragéo de ions H* através do
filme. Além disso, ambos os dispositivos EIS e LAPS modificados apresentaram alta

sensibilidade ao pH até seis bicamadas de filme. Essas caracteristicas foram
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essenciais para o aumento da sensibilidade do biossensor de penicilina, obtido com
a imobilizagdo da enzima penicilinase sobre o filme automontado. A incorporagao
dos filmes nanoestruturados contendo SWNTs melhorou o desempenho dos
sensores EIS e LAPS ao detectar penicilina G, tornando-os mais sensiveis, com

menor tempo de resposta e sinal mais estavel.

3.) As técnicas de visualizagcdo empregadas no tratamento de dados dos
sensores LAPS modificados foram importantes para eliminar o fenbmeno de cross
talk entre os spots, gerando uma projecao capaz de distinguir as unidades de sensor
com ou sem enzima. Outras visualizagbes demonstraram a grande aplicabilidade
desta ferramenta em sensores ao mostrar projecbes que distinguiam diferentes
grupos de amostras e também de tipos de sensores utilizados. Esses resultados
indicam ser possivel ainda maior otimizacao de sistemas sensoriais, principalmente
com tratamento de dados de multi-sensores baseados na plataforma de transdugao
LAPS.

4.) O conceito de funcionalizagdo de FEDs com filmes nanoestruturados de
CNTs apresentado pode ser viavel para novos tipos de biossensores enzimaticos
usando dispositivos EIS e LAPS. Os resultados demonstraram que a modificacdo
desses sensores com nanotubos é promissora, devido a melhora nas caracteristicas

da resposta e aumento na sensibilidade do biossensor.

Em suma, a principal contribuicdo deste trabalho foi desenvolver novos
sistemas nanoestruturados com nanotubos de carbono aplicados especificamente
em sensores, aliado a compreensado do efeito causado por este nanomaterial no
desempenho dos dispositivos. Além disso, a implementagdo de uma nova tecnologia
aplicada em biossensores trouxe novas possibilidades de pesquisa, com a

combinagao de técnicas de nanotecnologia com as de visualizagado de informacgao.
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Capitulo 10

PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Embora se tenha cada vez mais trabalhos publicados com nanotubos de
carbono em biossensores, ainda ha muito para se estudar nessa area. Do ponto de
vista tecnoldgico, a integragdo nanotubos—biomoléculas em biossensores ainda
necessita de pesquisa para obter dispositivos com alta performance e
reprodutibilidade. Em particular, a incorporagdo de CNTs combinados com outros
materiais em filme nanoestruturados em dispositivos de efeito de campo, EIS ou
LAPS, é inovadora, apresentando varias possibilidades para continuagdo deste

trabalho, das quais se vislumbram:

1.) Estudar novas arquiteturas de flme com CNTs e outros tipos de enzima
para fabricacdo especifica tanto de biossensores eletroquimicos como de

biossensores capacitivos de efeito de campo (estrutura EIS);

2.) Imobilizar em um unico chip LAPS diferentes enzimas sobre filmes
nanoestruturados, criando unidades de multi-sensores e estudar a

seletividade e reprodutibilidade dessas unidades;

3.) Desenvolver um software préprio para tratamento de dados dos

dispositivos LAPS utilizando técnicas de visualizacao;

4.) Incorporar materiais com outras funcionalidades, por exemplo,
biopolimeros, antigeno-anticorpo e nanoparticulas sobre FEDs, visando a

novas aplicagdes.
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Apéndice B

TECNICAS DE PROJECAO DE DADOS

A técnica de projecédo de dados é uma ferramenta computacional para analise
de dados multidimensionais. Esta técnica mapeia dados de um espago
multidimensional R™ (m>3) e os projeta em um espago visual R° (p={1,2,3}),
procurando preservar, dentro do possivel, a similaridade ou relagdes de vizinhanga
entre as instancias (objetos) de dados (86). Uma representacao grafica é criada para
visualizar estruturas ou padrbes de similaridade, tais como relagdes de elementos
similares ou entre grupos.

A forma como a distancia entre os objetos multidimensionais & calculada
desempenha papel central na aplicagdo das técnicas de projegdo. Formalmente,
pode ser defina como: dada d(x;x;), a distdncia entre um par de instancias e
d(f(x;),f(x))) uma distancia, normalmente euclidiana, entre suas projegdes para R, a
técnica de projegdo € uma fungdo f: R™ — RP, que visa a minimizar |5(x,X;) —
d(f(x),f(x))l, V xi, x; € R™ (xx). Usando a capacidade visual humana, é possivel
explorar dados em muitas dimensdes, para verificar se os grupos de instancias
semelhantes correspondem a expectativa do usuario. Ou seja, se os grupos de
dados originais que se sabe sdo similares sdo de fato separados dos demais. De
forma geral, o resultado de uma projegdo multidimensional € um conjunto de pontos
na reta, plano (utilizado na tese) ou volume, sem perda de generalidade. Idealmente,
pontos posicionados proximos entre si devem ser similares, de acordo com a
distancia (dissimilaridade) escolhida (8). Por outro lado, pontos projetados distantes
representam objetos ndo relacionados, ou dissimilares (86).

Existem varias técnicas de projecdo de dados com diferentes abordagens
para minimizar a diferenga |3(x; x;) — d(f(x;),f(x;))| (86). No sistema descrito no capitulo
8, em particular, utilizamos a técnica Interactive Document Map (IDMAP).
Inicialmente concebido para criar representacbes visuais de colegdes de
documentos, o IDMAP compreende duas etapas principais: Primeiro, as instancias
m-dimensional sdo projetadas em um espaco bidimensional com uma abordagem de
reducao de dimensado muito rapida, chamada FastMap (86). Em segundo lugar, o

posicionamento inicial das instancias no grafico em duas dimensdes é melhorado
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com uma estratégia chamada Force Scheme (86). O FastMap mapeia os dados m-
dimensional para um espago p-dimensional, projetando as instancias em p diregdes
ortogonais entre si. A idéia é projetar repetidamente as instancias para espagos
hiperplanos p, em que as coordenadas de cada dimensao p sao dadas pela projegao
dos dados m-dimensional em linhas retas pertencentes a estes hiperplanos. O Force
Scheme imita o comportamento de atracdo e repulsdo de forcas para melhorar o
posicionamento.

O raciocinio por tras dessa estratégia € o seguinte: dado Y = (y4, yo, ..., ¥n)
como projecao inicial de um conjunto de dados m-dimensional X = (x4, X2, ..., X,) R™,
para cada instancia projetada y; € Y, um vetor v, =(y,-y,),V yi #y; € calculado;

entdo, y; € movido na diregcdo de v.. A quantidade de movimento € proporcional a

i
diferenga entre a distancia d(y;y;) entre as instancias projetadas e da distancia ideal
o(X,x;)). Uma iteragdo da Force Scheme ocorre quando esse processo € aplicado a
todas as instancias. Por iteragbes sucessivas deste algoritmo, a diferenca |d(x; X)) -
dviy)|V y,y; € R° é gradualmente reduzida, resultando em uma projecdo mais
precisa. A descricao detalhada sobre a montagem desse algoritmo, assim como o
emprego e aplicagao das diferentes técnicas sdo encontradas na ref. 86.

Nos experimentos relatados no capitulo 8 d(x; x;) € definido como a fungdo de
distancia euclidiana, de forma que pudéssemos avaliar o posicionamento das
instancias. O regime de forga foi executado até que o sistema de forgas de atragéo e
repulsdo atingisse um estado estavel, ou quando um numero fixo de iteragdes

(normalmente 50) fosse realizado.
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