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RESUMO

Neste trabalho, foi realizado um estudo da caracterizacdo elétrica do biossensor de glicose
baseado em transistor de efeito campo sensivel a ions( ISFETS), utilizando um eletrodo
sensivel (membrana de poliglicerol dendritico eletrofiado -PGLD-f-PEGDE- com enzima
imobilizada sobre um vidro de 6xido de estanho e indio -ITO) no papel de porta do transistor
e um eletrodo de referéncia padrdo de Ag/AgCI. A partir das curvas IxV obtidas, foram
empregados dois métodos reportados na literatura (extrapolagdo linear para obtencdo da
tensdo de limiar e segunda derivada para obtengdo da tenséo de limiar) com o objetivo de
obter a sensibilidade dos ISFETs (mV/mM) e comparar com os valores de sensibilidade, para
biossensores baseados em ISFETS, reportados na literatura. Além da caracterizacdo elétrica,
um estudo de termogravimetria (TGA) e micrografias (MEV) foram realizados nas
membranas dendriticas de PGLD-f-PEGDE e enzima imobilizada na membrana de PGLD-f-
PEGDE,respectivamente. O objetivo da andlise termogravimétrica (TGA) foi de analisar o
comportamento térmico do dendrimero durante o aquecimento do mesmo e poder aferir uma
faixa de temperatura em que ele permanece estavel. A estrutura fisica do dendrimero pode ser
observada por meio das micrografias obtidas pelo MEV. Como resultados se obteve uma
sensibilidade de 6,43 mV/mM, uma estabilidade térmica do dendrimero até 250°C, duas
etapas de perda de massa do mesmo; e se observou a estrutura de nanofibras do PGLD-f-
PEGDE eletrofiado.

Palavras-chave: ISFET, Biossensor, Tensao de limiar, Sensibilidade.



ABSTRACT

In this work, a study of the electrical characterization of the glucose biosensor based on
ISFETs using a sensitive electrode (membrane HPGL-f-PEGDE enzyme immobilized on a
glass ITO) in the role of the port transistor and a reference electrode standard Ag / AgCI.
From the curves obtained IxV were employed two methods reported in the literature (linear
extrapolation to obtain the threshold voltage and second derivative to obtain the threshold
voltage) in order to obtain the sensitivity of ISFETs (mV / mM) and compare with the
sensitivity for biosensors based on ISFETS, reported in the literature. In addition to the
electrical characterization, a study by thermogravimetric analysis (TGA) and micrographs
(SEM) were performed on the membranes of dendritic HPGL-f-PEGDE and the immobilized
enzyme membrane HPGL-f-PEGDE, respectively. The goal of thermogravimetric analysis
(TGA) was to analyze the thermal behavior of the dendrimer during heating of it and be able
to assess a temperature range in which it remains stable. The physical structure of the
dendrimer can be observed by means of SEM micrographs. As results are obtained a
sensitivity of 6.43 mV / mM, two phases of mass loss of the same, and noted the structure of
the nanofiber HPGL-f-PEGDE electrospun.

Keywords: ISFET, Biosensor, Threshold voltage, Sensitivity.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do ultimo século se pbde constatar o aumento da longevidade humana e, por
consequéncia, o crescimento do numero de individuos que atingem uma idade critica para o
desenvolvimento de inumeras doencas relacionadas, em sua maioria, ao envelhecimento.
Hipercolesterolemia, hiperglicemia e elevacdo nos niveis de uréia no sangue sdo exemplos
dessas doencas. Tais doencas necessitam de monitoramento continuo.

Por essa razdo, nas ultimas duas décadas o desenvolvimento de biossensores para a
monitoracdo de hemometabdlitos tem se intensificado, e visando a miniaturizacdo para
diversas aplicacbes no campo da nanomedicina esforcos tém sido feitos para aliar os
biossensores as técnicas comuns de microeletronica.

A histéria dos biossensores inicia-se em 1962 quando Clark e Lyons sugeriram, em
um artigo tratando sobre 0 monitoramento continuo do sangue, que uma camada muito fina de
enzima soltvel poderia ser retida na superficie de um eletrodo de oxigénio, com o uso de uma
membrana dialitica. (CLARK, L. C.;LYONS, 1962) Estes autores foram o0s primeiros a
introduzirem o termo “eletrodo enzimatico”. J& em 1967, Updike e Hicks, foram os primeiros
a utilizar o eletrodo de oxigénio sugerido por Clark para imobilizar a enzima glicose oxidase
em gel de policrilamida para a medi¢do do sensoriamento de glicose em solu¢des bioldgicas e
em tecidos in vitro.( TOMALIA, D. A.;;NAYLOR, A. M.;GODDARD IIlI, W. A ,1990)

No campo da microeletrénica, as primeiras pesquisas com a utilizacdo de substrato de
silicio para aplicacBes biomédicas tiveram inicio na década de 60. Bergveld (BERGVELD,
P,2003), introduziu o uso dos ISFETs como substitutos aos eletrodos de pH (de vidro)
convencionais, devido & possibilidade de se medir concentracdes de fons (H*, NH**, Na*, K*,
Ca®*, CI") em volumes muito pequenos, e por possuirem uma resposta muito mais rapida . Um
ISFET consiste de um transistor de efeito de campo metal-6xido-semicondutor (MOSFET)
cujo eletrodo de porta foi substituido por uma membrana sensivel a ions, um eletrodo de
referéncia e a solu¢do. Apresenta vérias vantagens tais como: tamanho reduzido, durabilidade
e reprodutibilidade. O potencial de ions na interface membrana/solucdo é medido pela
mudanca de corrente através do canal do MOSFET.

Assim, a construcéo de biossensores € possivel com a modificacdo da porta do ISFET
com a utilizagéo de agentes bioldgicos. Com o acréscimo de uma camada enzimatica, obtém-

se um biossensor enziméatico baseado em transistor de efeito de campo. Caras e Janata
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(CARAS, S.D., JANATA, J ,1980) , em 1980, foram os primeiros a utilizar biossensores
baseados em transistor de efeito de campo para deteccéo de penicilina.

O objetivo desse trabalho foi obter biossensores baseados em ISFETs para a
monitoracdo do hemometabolito glicose. Para tal, um trabalho de caracterizacdo elétrica dos
ISFETS, na deteccdo da concentracdo do hemometabolito glicose através de medidas elétricas
foi desenvolvido. A partir das medidas elétricas se pode obter a sensibilidade dos ISFETs
guanto ao material de porta em contato com o hemometabolito. A confiabilidade dos

resultados foi garantida pelo uso de um eletrodo de referéncia convencional.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biossensores

Um sensor é um dispositivo que responde a um estimulo fisico/quimico de maneira
especifica e mensuravel analogicamente. Os sensores podem ser divididos em sensores
fisicos, quimicos e bioquimicos. Sensores fisicos servem para medi¢do de parametros fisicos
tradicionais, tais como temperatura, pressao, umidade, e por vezes, ndo sdo considerados
como verdadeiros sensores. Ja 0s sensores quimicos sdo dispositivos compactos
miniaturizados que transformam a informacdo quimica, tal como uma variacdo de
concentracdo, em um sinal analiticamente Gtil e mensuravel, como por exemplo um sinal de
corrente elétrica.

Biossensores sdo sensores quimicos especiais, em que o0 sistema de reconhecimento
utiliza um mecanismo biogquimico. O sistema de reconhecimento biolégico (bio-receptor),
geralmente uma proteina do receptor, anticorpo, enzima, em contato intimo a um transdutor,
ird converter a concentragdo de um determinado analito em sinal de saida fisico mensurével,
com uma sensibilidade definida. Portanto, um biossensor tem como finalidade produzir um
sinal proporcional a concentracdo da espécie a ser detectada ao interagir com o bio-receptor.(
OLIVEIRA,2008 ) Um esquema de um biossensor pode ser visto na Figura 2.1, a qual mostra
0S componentes constituintes do dispositivo completo. Estes podem ser classificados quanto
ao tipo de bio-receptor em biossensores enzimaticos, imunossensores, genossensores, etc, e
também podem ser classificados de acordo com o método de deteccdo em transdutores
opticos, eletricos, eletroquimicos e térmicos, entre outros. Na Tabela 2.1 constam os

principais tipos de transdutores e suas descri¢des. (OLIVEIRA,2008 )
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Biosensor
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Jl
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dados

Figura 2.1- Esquema de um biossensor.
Fonte: (OLIVEIRA,2008)

Tabela 2-1- Classificacdo de sensores e biossensores a partir do transdutor utilizado. Fonte:
(OLIVEIRA,2008)

Tipos de Transdutores Descricao

Opticos O sinal é devido as interagdes entre o

analito e a energia radiante.

Eletroquimicos O sinal formado é devido a uma interacdo

eletroquimica entre o analito e o eletrodo

Térmicos Dispositivos capazes de medir a diferenca
de temperatura
Piezelétricos Dispositivos que transformam a diferenca

de massa que ocorre sobre o eletrodo
modificado com propriedades

piezelétricas
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Biossensores eletroquimicos sdo 0s mais comuns para 0 uso em analises clinicas.
Esses podem ser amperométricos, potenciométricos, condutimétricos ou impedancimétricos.
Dentre esses, 0s amperometricos sdo a classe mais difundida, seja pela facil manipulacéo,
seja pelo fato de a concentracdo do analito ser proporcional a alteracdo da corrente elétrica.

Biossensores amperométricos sdo baseados na medida de corrente resultante da
oxidagdo ou reducdo de espécies eletroativas. Durante as andlises, o potencial é mantido
constante, as alteracGes de corrente verificadas sdo correlacionadas diretamente com a
concentracdo das especies eletroativas presentes, com a sua producdo, ou com a taxa de
consumo na camada biocatalitica.( SANTOS, Jaciara C. de Carvalho,2012)

Os sensores amperométricos podem ser classificados, de acordo com o0 processo
envolvido na transferéncia de carga, em trés principais grupos: primeira, segunda e terceira
geracdo. A seguir sdo apresentadas as descri¢fes de cada grupo. ( SANTOS, Jaciara C. de
Carvalho,2012)

e Primeira geracdo: Sensores baseados na medida da concentracdo de substratos naturais
ou de um produto de uma reagdo enzimatica;
= Segunda geracgdo: Sensores que utilizam mediadores como transportadores de elétrons

do centro ativo da enzima para o eletrodo;

= Terceira geracdo: Sensores que utilizam transferéncia de elétrons direta entre a enzima

e o eletrodo.

Neste trabalho foram utilizados biossensores de primeira geracao.

2.1.1 Biossensores enzimaticos

Ha pelos menos meio século numerosos esforcos vem sendo realizados para o
desenvolvimento de biossensores enzimaticos. Tal fato possibilitou o surgimento de novas
técnicas de imobilizacdo enzimética, novos materiais utilizados como matriz para
imobilizacdo enzimatica e novas técnicas de transdugdo. Varios analitos de interesse, como a
glicose, podem ser detectados por biossensores enzimaticos. ( SANTOS, Jaciara C. de
Carvalho,2012)

A grande vantagem da utilizacdo de bissensores enzimaticos reside no fato de que as
reacOes enzimaticas sdo altamente especificas, de modo que biossensores baseados nestes
biocatalisadores podem ser utilizados mesmo na presenca de outras substancias na amostra.

Assim, dispensam-se 0s processos de separacdo e purificacdo das amostras, muitas vezes
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necessarios em analises quimicas. Ainda que a atividade enzimatica seja reduzida até certo
ponto pela imobilizagdo, biossensores enzimaticos tém vantagem como a possivel reutilizagdo
do mesmo. ( SANTOS, Jaciara C. de Carvalho,2012)

A possibilidade de reutilizacdo da enzima deriva de se ter diferentes técnicas de

imobilizacdo da mesma, que s&o:

a. Adsorcao fisica

Método simples e rapido de imobilizacdo enzimatica, onde a enzima fica retida na
superficie do suporte insoltvel que se encontra em meio aquoso, através de interacdes de van
der Waals, interacdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacdes especificas.(
LAGOEIRO,Leonardo,2013) Nesse método a atividade enzimatica observada € préxima a
atividade natural da enzima. Vantagens: simplicidade e baixo custo experimental.(
MARQUES, P. R. B. D. O.;YAMANAKA, H,2008)

b. Ligacgéo covalente

Neste caso a retencdo da enzima na superficie do suporte é efetuada por ligagdes entre
os grupos funcionais da enzima e a superficie do suporte. Neste caso ha perda de parte da
atividade enzimatica devido a mudancas nas conformacdes dos sitios ativos das enzimas. (
MARQUES, P. R. B. D. O.;YAMANAKA, H,2008)

C. Entrecruzamento
Este método € baseado na formacédo de um reticulado das moléculas da enzima de modo
a formar uma rede rigida ( por se ter uma ligagdo enzima-enzima mais sélida). ( MARQUES,
P.R.B.D. O.;YAMANAKA, H,2008)
d. Encapsulacéo
Método em que é feito um confinamento da enzima em uma membrana localizada na

superficie do eletrodo. Tal membrana ira reter a enzima de forma a permitir livre difusdo do

substrato e dos produtos da reacdo da mesma. (MORAIS, Marcela Cristina de,2008)
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2.1.2 Biossensores de glicose

O desenvolvimento de biossensores para 0 monitoramento de glicose no sangue é um
importante avanco no sistema de monitoracdo pelos pacientes diabéticos. Hoje, testes do
nivel de glicose no sangue podem ser feitos de forma rapida e pratica através de biossensores
comerciais. Estes dispositivos (biossensores amperométricos) baseiam-se na medida da
corrente elétrica gerada pela oxidagdo da glicose feita pela enzima glicose oxidase.

A glicose oxidase (GOx) é uma flavoproteina, produzida naturalmente por alguns
fungos e insetos, que catalisa a oxidag¢do da B-D-glicose pelo oxigénio molecular em d-
gluconolactona.  Esta enzima contém um grupo prostético, FAD - flavina adenina
dinucledtido - que confere a proteina a capacidade de catalisar reacdes de oxidacdo-reducdo.

A reacdo ocorre em duas etapas, na primeira a coenzima oxidada sofre uma reducéo a
FADH,, que é acompanhada pela oxidacdo da R-D-glicose a d-gluconolactona. No segundo
passo a flavina reoxida-se por acdo de oxigénio, que, por sua vez, se converte em peroxido de
hidrogénio (H,O,). A Figura 2.2 mostra a reacdo de oxidagdo da glicose pela GOXx.(
MACDOWALL, Jennifer, 2013; SANTOS, Alessandra Nogueira ,2008)

H H
HO CHLOH CH,OH
g ., GOx — ~H
H . »> H +H-0O
HO HO 2-2
| H | OH
H OH H o
(B-D-glicose) (acido gluconico)

Figura 2.2- Oxidacao da molécula de glicose pela acéo da enzima glicose oxidase.
Fonte: (SANTOS, Alessandra Nogueira,2008)

A Figura 2.3 representa a simulagdo computacional da molécula de GOx, obtida a partir
do fungo Aspergillus niger, através de um modelo de fitas. Em vermelho e preto pode-se ver
0 sitio ativo desta enzima, no qual a FAD esta contida.

O pH 6timo da glicose oxidase é 5,5. Entretanto possui uma faixa de boa atividade entre
pH 4-7.( YIN, L.; CHOU, J.; CHUNG, W.; SUN, T.; HSIUNG, S,2000)
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Figura 2.3- Estrutura de fitas representando a enzima glicose oxidase
Fonte:( SANTOS, Jaciara C. de Carvalho,2012)

2.2 Dendrimeros

Dendrimeros sdo macromoléculas poliméricas de tamanhos nanoméricos de 10 a 30
A, extremamente ordenadas, globulares, com grande numero de subgrupos funcionais reativos
e espacos interiores protegidos, com caracteristicas que 0s tornam Uteis em sistemas
bioldgicos. O primeiro dendrimero, reportado em 1985 por Tomalia e colaboradores, foi o de
poliamidoamina, conhecido com a sigla PAMAM.( LAPEN,2013)

Os dendrimeros, como estruturas altamente ramificadas e simétricas, diferem dos
polimeros classicos no que se refere a simetria, grau de ramificacao, funcionalizacdo terminal
e monodispersdo. ( LAPEN,2013) Assim, compreendem estruturas controladas, com
uniformidade molecular, superficie multifuncional (grupos funcionais terminais) e massa
molecular Unica, caracteristicas interessantes para aplicacdo destes na imobilizacdo de
enzimas, que sdo biocatalisadores essenciais para o desenvolvimento de biossensores.
Compreendem trés partes: uma superficie com elevado nimero de sitios reativos, uma camada
de ligacOes repetidas partindo do centro e o foco central ou nucleo. S&o classificados em
geracOes, ou seja, pelo nimero de ramificacOes, que crescem a partir do nucleo. Assim, um
dendrimero geragdo N é aquele onde N unidades monoméricas foram adicionadas a partir do
nacleo (designado geracdo 0), conforme ilustrado na Figura 2.4. Esta adicdo torna cada

geragdo mais ramificada que a anterior até se obter uma estrutura globular e densa.
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Figura 2.4- llustracdo de um dendrimero de 3° geracéo
Fonte: (MONTANARI, M. L.C.; MONTANARI,C. A.;PILO-

VELOSO,D. ,1998)

2.2.1 Propriedades dos dendrimeros

As principais propriedades dos dendrimeros sdo :(SANTOS, Alessandra Nogueira,
2008 )

a. Dendrimeros em solucdo formam esferas concéntricas

b. A viscosidade dos polimeros aumenta com o aumento do nimero de monémeros,
mas a partir de uma certa geracdo (em geral, a partir da geracdo 4), a viscosidade volta a
diminuir, de tal forma que os dendrimeros de geracdo mais alta apresentam mais grupos
terminais, porém menor viscosidade que os dendrimeros de geragdo mais baixa. Esta € uma
das caracteristicas mais importantes dessas macromoléculas.

c. Possuem uma alta solubilidade, micibilidade e reatividade por terem muitas
cadeias terminais. A sua solubilidade é fortemente influenciada pela natureza dos grupos da

superficie. Os dendrimeros terminais em grupos hidrofilicos sdo soluveis em solventes polares
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enquanto os dendrimeros terminais com grupos hidrofobicos sdo soliveis em solventes
apolares.

d. A massa molar, M, dos dendrimeros é expressa pela seguinte relacdo matematica:

sendo M. a massa molar do nucleo, n. € a multiplicidade do ndcleo, My, € a massa molar do
mondémero ramificado, M; é a massa molar do grupo terminal, , n, € a multiplicidade da
ramificacdo e G é o nUmero de geracao.

e. O aumento do numero de grupos terminais € descrito por uma progressdo

geomeétrica:

Z=n.n;
onde n. € a multiplicidade do ndcleo e ny, € a multiplicidade da ramificacdo e G é o numero de
geracao.

f. Capacidade de encapsulamento de moléculas na macromolécula interior devido a
sua forma globular e a presenca de cavidades internas.

g. O peso molecular médio e a polidispersdao de dendrimeros sdo dois parametros
muito importantes para a determinacédo e explicacdo do comportamento fisico desses sistemas
macromoleculares. Dendrimeros de peso molecular muito baixo geralmente apresentam uma
menor area superficial, o que é indesejavel para o projeto de biossensores. J& as
macromoléculas de peso molecular muito elevado sdo pouco soliveis e, por isso, geralmente
ndo é possivel utiliza-los no revestimento de superficies sintéticas. (BOSMAN, AW
JANSSEN, H.M.; MEUER, EW,1999; JAGDALE, S. C.,GAWALI, V. U.,CHEDE, S.
M.;KUCHEKAR, B. S.;,CHABUKSWAR, A. R.;LOKHANDE, P. D,2010)

2.2.2 Sintese de dendrimeros

H& dois métodos de preparacdo dos dendrimeros: o método divergente ou 0 metodo
convergente. O método divergente, desenvolvido por Tomalia (TOMALIA, D. A.;NAYLOR,
A. M.;GODDARD III, W. A, 1990), é aquele no qual o dendrimero cresce para fora de um
nucleo central e 0 método convergente de Fréchet (HAWKER, C. J.;FRECHET, J. M. J,1990),

é aquele no qual o dendrimero € sintetizado da periferia para o interior terminando no nucleo.
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No método divergente, o dendrimero cresce para o exterior a partir de uma molécula
de nacleo multifuncional.( JAGDALE, S. C.;GAWALLI, V. U.;CHEDE, S. M.;KUCHEKAR, B.
S.;CHABUKSWAR, A. R.;LOKHANDE, P. D,2010) A molécula central reage com moléculas
de mondmero reativas contendo um e dois grupos dormentes, dando origem ao dendrimero de
primeira geragdo. A nova periferia da molécula é ativada para reaces com mais mondmeros.
O processo é repetido por varias geracdes, camada por camada.( SANTOS, Alessandra
Nogueira,2008)

Os principais inconvenientes do método divergente sdo que as reacfes dos grupos
terminais podem ficar incompletas, introduzindo defeitos na macromolécula. Para impedir a
formagéo de defeitos, normalmente se utilizam grandes quantidades de precursores, o que
dificulta a purifica¢do do produto final.

Na sintese convergente, o dendrimero é construido por etapas, a partir das
ramificacdes para o nucleo. O principio basico do método envolve a construcdo de pequenos
fragmentos denominados dendrons que sofrem policondensacéao e constituem o ndcleo central
e que evoluem para a formacéo final do dendrimero. O mondmero de partida contém um
grupo reativo de um lado da subunidade estrutural e um grupo terminal na outra extremidade
formando, na geracdo final, a camada externa do dendrimero. Esse fragmento pode, entéo,
reagir com grupos reativos do mondmero, que também contém sitios protegidos. Depois da
conversdo para um novo grupo reativo a sintese pode ser continuada por reacdo com uma
segunda unidade de repeticdo. A repeticdo do ciclo de reacdo leva a construcdo de grandes
dendrons. A reacdo dos dendrons com grupos reativos de um ndcleo terminal constitui o
dendrimero final.( OLIVEIRA, Katharina C. Santos,2008)

Na Figura 2.5 é mostrado o esquema idealizado das sinteses a partir dos métodos

divergente e convergente.
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Figura 2.5 - Diferentes tipos de sintese de dendrimeros.
Fonte: (SANTOS, Jaciara C. de Carvalho,2012)

2.2.3 Dendrimero utilizado neste trabalho: PGLD

Um dendrimero é considerado suporte ideal para utilizagdo como biossensor se possuir
caracteristicas que ndo interfiram na atividade da enzima a ser imobilizada. Essa
macromolécula dendritica deve possuir alta funcionalidade, o que facilita a imobilizacdo da
enzima, baixo custo e biocompatiblidade.

Em nosso trabalho o dendrimero utilizado foi o poliglicerol dendritico (PGLD). Ele é
caracterizado pela combinacdo de uma arquitetura dendritica bem definida, estavel, compacta
e por possuir elevada funcionalidade dos grupos terminais; o que leva a uma baixa dispersao
do peso molecular. Ele é altamente solivel em agua e em solventes organicos polares e, em
temperatura ambiente, ele é altamente viscoso. Além disso, o PGLD possui uma baixa
temperatura de transicdo vitrea (Ty ) e apresenta também uma alta densidade de grupos
hidroxilas (-OH) locais.( GIAROLA, Vanessa. M.,2007) A Figura 2.6 ilustra o PGLD de
geracéo 3 (G3).
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HO ;!:Ir
HO  0OH

Figura 2.6 Estrutura do poliglicerol dendritico de geracdo 3 (PGLD G3).
Fonte: (GIAROLA, Vanessa. M.,2007)

2.3 A estrutura do transistor de efeito de campo sensivel a ions —
ISFET

O ISFET (lon Sensitive Field Effect Transistor) - transistor de efeito de campo
sensivel a ions - € um dispositivo com caracteristicas muito proximas do transistor MOSFET
(Metal — Oxide- Semiconductor Field Effect Transistor)- transistor de efeito campo do tipo
metal 6xido semicondutor - sendo diferenciado em apenas um aspecto: a porta. O ISFET néo
apresenta o contato de porta como num dispositivo MOSFET convencional, conforme mostra

a Figura 2.7.

Voorta Fletrélito Pslr!ﬂ Eletrodo de

Referéncia
(a) ®)\ :x T/

e ) g L) LLJs;p o)

Fonte Dreno Dreno

MOSFET

(c) —

oo 10 s
L

I|+

Figura 2.7- Representacao esquematica do MOSFET (a), ISFET (b), do simbolo de ambos
em um circuito (c) e do eletrodo de referéncia (d). Fonte: (SCAFF, Robson,2008)
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Mas em muitos outros aspectos (principio de funcionamento e operacdo, curva
caracteristica, etc) o ISFET possui uma semelhanca grande com MOSFET, de modo que é
interessante fazermos uma breve revisdo do mesmo, onde também destacaremos as

caracteristicas que o diferencia do ISFET.

2.3.1  Transistor MOSFET

O MOSFET permitiu uma grande miniaturizacdo dos circuitos, o que culminou no
aumento da capacidade de processamento de informacdes. Ele é atualmente a base de toda a
microeletrénica.[36] Assim, para entendermos a sua importancia, vamos analisar os principios
de funcionamento e as curvas caracteristicas do transistor MOSFET, estrutura na qual sera
baseada a exposicao do ISFET.

2.3.1.1 Funcionamento e operagdo do MOSFET

A estrutura basica de um dispositivo MOSFET ¢ ilustrada na Figura 2.8.

Vps ;
T /v/\ l DS

i.r 4

S

Figura 2.8- Estrutura de um transistor com canal tipo n- NMOS
Fonte: (SCAFF, Robson,2008)

Este transistor pode ser classificado segundo o portador predominante que pode ser
elétron ou lacuna/buraco de acordo com o tipo de canal ( tipo n ou tipo p, respectivamente)
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do transistor. A corrente, por sua vez, circula entre fonte ( em inglés, source) e dreno (em
inglés, drain). Em um transistor com substrato do tipo p, as regides de fonte e dreno devem
ser do tipo n. Este é caso correspondente da Figura 2.8.

Para que haja circulacdo de corrente no dispositivo duas tensdes sdo importantes
parametros elétricos: a tensdo Vs (entre porta e fonte) e a tensdo Vps (entre dreno e fonte).
Além disso, as dimensdes mais importantes do transistor MOS s&o a espessura do Oxido de
porta ( Xox) , @ largura do canal (W) e o comprimento de canal (L).

A conducéo no transistor NMOS ( conducéo pelo canal tipo n) tipo enriguecimento,
sO acontece se a tensdo de porta for maior que a tensdo de faixa plana (Veg). A tensdo de faixa

plana é definida como sendo o valor de tensdo em que a fungéo trabalho do metal (4,, )
e do semicondutor (¢ ) assumem a relacéo:

Ve <0quando ¢, =4,
Ve qualquer valor para ¢,, < ¢,

0 que significa dizer que Vg é 0 valor de tensdo em que ndo ha concentracdo de portadores
minoritarios (elétrons livres) na superficie semicondutor/isolante. Assim, se Vgs < Vgg S80
atraidos no substrato portadores majoritarios (buracos). A esta situacdo da-se o nome de
acumulacdo, Figura 2.9. (SCAFF, Robson,2008)

VDS=.[}

///_\ f =ﬂ

|
= | = =+ttt = =
= N |= = N |E
e S T
Si-P
Acumﬁfagﬁo

Figura 2.9 - Transistor NMOS em acumulagéo
Fonte : (SCAFF, Robson,2008)

Agora, se Vgs >Vrg mas Vgs < Vr onde Vré a tensdo de limiar do transistor, ou seja,
é a tensdo de porta a partir da qual ocorre a inversao de portadores formando a regido de

canal, no qual ha circulagdo de corrente entre dreno e fonte ( Ips) se Vps+ 0, aparece a



30

camada de deplecdo, Figura 2.10. Esta é a situacdo em que os buracos sdo repelidos da
superficie do substrato, deixando apenas cargas fixas negativas em sua proximidade.

Yps=0

/_\\ JI- = G
VFB<VGs < VK’ | bs

|
N
=
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Dep@gﬁo

Figura 2.10- Camada de deplecdo em um transistor NMOS
Fonte: (SCAFF, Robson,2008)

Para Vgs > V1 e Vps # 0, ocorre inversio dos portadores junto a interface
dielétrico/silicio formando um canal entre fonte e dreno do transistor NMOS. A partir desse
ponto, ha a passagem de corrente entre fonte e dreno. As condic¢Ges de operacéo do transistor
sdo estabelecidas para a situacdo em que o canal ja estd formado. A largura da regido de
deplecdo junto a fonte permanece aproximadamente constante com a variacdo de Vps.
(SCAFF, Robson,2008)

O NMOS possui duas condi¢bes possiveis de operacdo: triodo e na regido de
saturacdo. Na primeira, uma tensdo Vps é mantida constante em um valor ndo nulo e menor
do que ( Ves - V1), 0 canal de conducgdo é mantido ininterrupto e a corrente nesta situacdo

pode ser definida como:
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W V2
s = Coxﬂr{(\/es —V; WVos _$} 1)

onde Cox ¢ a capacitancia do 6xido de porta e u é a mobilidade dos portadores.
Esta equacdo s6 é vdlida para Vg < (Vg —V;).(SCAFF, Robson,2008) A curva

caracteristica do transistor NMOS nas duas condic6es de operacdo € ilustrada na Figura 2.11.

Ins Triodo Saturagado

=il i -=ul]

-
Ves- VT Vps

Figura 2.11 - Curva IDS x VDS tipica do transistor NMOS.
Fonte: (SCAFF, Robson,2008)

Se Vs = (Vs —V;), o transistor entra na regido de saturagdo, onde a camada de

inversdo apresenta um ponto de estrangulamento. O campo elétrico horizontal é muito forte,
injetando os portadores no dreno.

A velocidade dos portadores pode atingir a velocidade limite junto a esse ponto de
estrangulamento resultando em uma méxima corrente. (SCAFF, Robson,2008) No ponto de
estrangulamento (pinch-off), temos a transicdo do triodo para a saturagdo. A Figura 2.12

ilustra o transistor operando nesta situacao.
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Regido de. saturagao

Figura 2.12 - NMOS operando na regido de satura¢do com pinch-off
Fonte: (SCAFF, Robson,2008)

A equacdo para a corrente na saturagdo é:

32

A variagdo da tensdo Vps permite a operacdo, seja na regido de triodo, seja na regiao

de saturacdo. A variacdo da tensdo Vgs permite modular a quantidade de portadores

disponiveis no canal. (SCAFF, Robson,2008)

2.3.1.2 Curvas caracteristicas do NMOSFET

A partir das equacgdes (1) e (2), pode-se tracar as curvas caracteristicas do transistor

NMOS tipo enriquecimento, Figura 2.13.
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Figura 2.13-Curva Ips X Vpsonde Vs € constante (a) curva Ips X Ves para Vps= 100 mV (b)
Fonte: (MARTINO, J. A.; PHAVANELLO, M. A.; VERDONCK, P. B, 2003)

A curva Ips X Vgs para Vgs > V1, permite extrair a tensdo de limiar a partir da
extrapolacdo linear da mesma até o encontro do eixo das abscissas. Da curva lps X Vps
observamos as regides de saturacao e triodo.

Uma expressdo para a tensao de limiar € dada por:

q N d A" TAY max 2¢F QSS

COX OX

VT + ¢MS (3)

onde a largura de deplecdo maxima, a capacitancia do éxido, o potencial de Fermi e a
diferenca de funcéo trabalho entre metal e semicondutor sdo, respectivamente: (MARTINO, J.
A.; PHAVANELLO, M. A.; VERDONCK, P. B, 2003)

d. = /255i2¢F
max qNA

&
C _ Ox
OX Xox
(4)
¢F — ﬁ In &
q n;



34

2.3.1.3 Extracao da Tens&o de Limiar do Transistor NMOS

H& varios métodos para extracdo de Vt em transistores NMOSFET. O método da
extrapolacédo linear consiste na obtencdo de V a partir da curva Ips X Vgs da forma que se

segue.
A partir da equagéo (1) e colocando Vps em evidéncia, temos:

W V
Ios = CoxﬂTVDs |:(VGS Vi) _%S} (5)

- - W
A curva Ips X Vgs tem uma regido linear de coeficiente angular CoxyfvDS que

intercepta o eixo Vgs (Ips = 0) em:

W V
Coxtt—Vps| Ves —Vr) = 2= 1=0
L 2
ou

VGS :VT +\%

Isolando V-

V
Vi =Ves _%S (6)

Para valores de Vs =0, a tensdo de porta (Vgs) obtida a partir desta extrapolagdo

linear € aproximadamente V. Outro método para a obtencdo de Vr € 0 método da segunda
derivada. Neste, o valor de Vs correspondente ao pico maximo da segunda derivada da curva
Ips X Vs € aproximadamente o valor de V1.( TERAO, A.; FLANDRE, D.; TAMAYO, E. L
WIELE, F. V,1991) A desvantagem deste método, que é bem prético, é que os ruidos da curva
podem interferir na posicdo exata dos picos, de modo que um tratamento cuidadoso deve ser
feito para aplica-lo.

Além desses métodos reportados na literatura, outras técnicas podem ser empregadas

para a extracdo de V1 ou até mesmo de outros parametros que indiretamente estejam



35

relacionados a V1.( CONDE, A. O.; SANCHEZ, F. J. G.; LIOU, J. J.; CERDEIRA, A ;
ESTRADA, M,; YUE, Y, 2002)

2.3.2 Vye avariacdo do pH de um eletrolito

A tensdo de limiar para um ISFET diferencia-se um pouco da tensao de limiar de um

MOSFET ( equacdo 3), como segue:

qN dméx
VT = Eref _W+Zsol _¢S +CA—+2¢F -

OX OX

QSS (7)

onde E,, € a queda de potencial no eletrodo de referéncia, y,, € o potencial superficial

dipolar da solucéo e y é o potencial superficial na interface dielétrico-eletrolito.

O acrescimo desses trés termos, em substituicdo ao termo referente a diferenca de
funcdo trabalho do metal, d& a soma total de potencial do eletrodo até o nivel de Fermi da

solugdo. O termo w esta diretamente relacionado com a quantidade de fons H* dentro do

eletrolito, ou seja, com o pH da solucdo. (SCAFF, Robson,2008)

2.3.3 Sensibilidade dos ISFET’s

Os ISFET’s, na literatura, apresentam diferentes materiais na camada sensivel ao0s
ions, conforme sua aplicagdo. Em sua grande maioria sdo materiais isolantes, como: dxido de
silicio (SiOy), o nitreto de silicio (SizsN4), 0 6xido de aluminio (Al,O3) e o dxido de tantalo
(Ta20s). [36]

A sensibilidade de um ISFET (em mV/pH) varia de acordo com o material da camada
sensivel do mesmo. Neste trabalho, foram utilizados ISFET’s com &xido de silicio (SiOy)
como material na camada sensivel aos ions.

A variagéo da tenséo de limiar (V) deve ser linear com o logaritmo da concentragdo
de ions do eletrolito (pH) a ser analisado. Este comportamento é chamado de “Resposta de
Nernst”. [11] Segundo a literatura, o valor de sensibilidade ideal é de 59,15 mV/pH a 25°C.
Para o Oxido de silicio a sensibilidade maxima atingida ¢ de 25 — 48 mV/pH e para o
Si0,/Si3N, € de 46 — 56 mV/pH. (SCAFF, Robson,2008)
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Em nosso trabalho, procuramos a variagdo da tenséo de limiar com a concentracdo do
eletrolito analisado, isto €, a sensibilidade em mV/mM, conforme j& foi reportado na
literatura.( SEUNG-RO, L.; KAZUAKI, S.; HIDEKUNI, T.; MAKOTO, | , 2008) Por outro
lado, a sensibilidade (em mV/pH) também pode ser encontrada ja que ha variacdes no pH do

eletrolito devido a reacdo enzimatica, que converte a glicose a &cido glicénico.

2.3.4 EGFET

Os dispositivos transistores de efeito de campo de porta estendida (EGFETS) possuem
a mesma funcionalidade de um ISFET, portanto apresentam as mesmas caracteristicas de
funcionamento ( IpsX Vs 0u Vps) deste. Porém, a vantagem do uso dos EGFETs em relagédo
ao ISFET é que este evitam o contato do transistor com a solucdo e diminuem a influéncia da
temperatura e da luz sobre 0 mesmo, ja os dispositivos baseados em ISFET possuem muita
sua sensibilidade a luz, instabilidade quimica e sinal altamente dependente do pH do meio.(
FERNANDES, E. G. R, 2012)

Desta forma, em nosso trabalho usaremos um EGFET para as caracterizacfes
elétricas, a fim de levantarmos a curva de corrente em funcdo da tensdo aplicada na porta do
dispositivo. A partir deste momento o uso do termo ISFET possui 0 mesmo significado que
EGFET, pois este Gltimo trata-se de uma simplificacdo operacional do ISFET, mas que possui

as mesmas caracteristicas funcionais deste.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental consistiu de duas etapas. Na primeira foi feito todo o
processo de sintetizagéo, caracterizacdo e eletrofiagdo do PGLD, assim como a imobilizacéo
da enzima sobre a membrana eletrofiada de PGLD. Por ultimo, a membrana de PGLD com a
enzima imobilizada sobre a mesma, foi fixada no vidro de ITO.

A segunda etapa consistiu na caracterizacdo elétrica ( curva | x V) do biossensor, por
microscopia eletronica de varredura (MEV) da membrana de PGLD com a enzima
imobilizada sobre a mesma, afim de obter micrografias de alta resolucdo desta amostra para
analisarmos a estrutura da mesma, e por analise termogravimétrica (TGA) do PGLD, para
obtermos a perda de massa do mesmo conforme h&a um aquecimento do mesmo, 0 que nos
permite inferir sobre a estabilidade do PGLD a determinada temperatura ou variagdo de

temperatura.

3.1 Materiais

Os seguintes materiais foram utilizados no presente trabalho:

e Membrana dendritica de PGLD (G3) e enzima glicose oxidase
e Vidro de ITO de resisténcia 50 ~ 70 Q adquirido da empresa Sigma-Aldrich
(Brasil). Dimensbes: 20,10 x 4,90 [mm]. Espessura: 1,1 [mm].

Oxido de indio e estanho (ITO) é popular por suas propriedades elétricas e dpticas
exclusivas, ou seja, alta condutividade elétrica e alta transmitancia na regido do visivel (YIN,
L.; CHOU, J.; CHUNG, W.; SUN, T.; HSIUNG, S, 2000). Além disso, ja foi comprovado que o
mesmo pode ser utilizado como um filme de sensibilidade ao pH para o ISFET.( YIN, L.;
CHOU, J.; CHUNG, W.; SUN, T.; HSIUNG, S,2000; YIN, Li-Te; CHOU, Jung-Chuan; CHUNG,
Wen-Yaw; SUN, Tai-Ping; HSIUNG, Shen-Kan, 2012)

e Circuito integrado de especificagdo HCF4007UBE adquirido da empresa
SGS-Thomson Microelectronics.

e Eletrodo de referéncia Ag/AgCl
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O eletrodo de referéncia apresenta um potencial fixo que ndo varia durante um dado
experimento independentemente da corrente que circula através do mesmo.(SCAFF, Robson,
2008)

Um eletrodo de referéncia deve possuir as seguintes propriedades: estabilidade de
forma que os componentes quimicos do eletrodo ndo reagem com as espécies do meio em que
0 eletrodo se encontra; reprodutibilidade de forma que com a passagem de corrente
(polarizagdo), o eletrodo volte rapidamente ao equilibrio inicial; reversibilidades
termodinamica e quimica; baixo coeficiente de temperatura; baixa histerese com a
temperatura ou concentracdo da espécie ativa; deve ser de facil preparacdo e manuseio; e
potenciais de juncdo pequenos e reprodutiveis.(SCAFF, Robson, 2008)

O eletrodo de Ag/AgCl consiste num fio de prata recoberto por cloreto de prata em
contato com uma solucdo de fons cloreto saturada. E um eletrodo que responde a ions ClI-
provenientes do equilibrio de solubilidade do AgCI.

A representacdo do eletrodo é Ag/AgCI/CI e a reagdo do eletrodo é dada por:

AgCI(s)+e — Ag(s)+CI™

Através do eletrodo de referéncia pode haver passagem de corrente elétrica.

Um bom eletrodo de referéncia mantém seu potencial constante mesmo com alguma
corrente da ordem de pA circulando. Podemos avaliar a qualidade de um eletrodo de
referéncia através de sua reversibilidade. Sua calibracdo € feita com a aplicagdo de um
potencial variavel no eletrodo, gerando uma resposta linear de corrente com o potencial.
Qualquer efeito de histerese estd relacionado com a irreversibilidade do eletrodo de
referéncia.

A utilizagdo do eletrodo de Ag/AgCl neste trabalho foi adotada, uma vez que
comprovagOes que este funciona adequadamente sob as condicdes deste trabalho foram
obtidas de outras fontes confiaveis.[36,45,46]

e Solugdes de 50 mL de glicose (pH 7,4), preparadas por mestrandos do grupo
de biomateriais da UNIFEI, de concentracdo 4mM; 8mM; 10 mM e 12 mM.
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3.2 Sintese do PGLD e imobiliza¢do enzimatica

a) Sintese, caracterizacdo e funcionalizacdo do dendrimero de poliglicerol de geracéo 3
(PGLD-G3):

O dendrimero de poliglicerol (PGLD) de geracdo 3 foi obtido a partir da sintese de
Williamsom modificada pela utilizacdo de um catalisador de transferéncia de fase seguindo-se
uma sequéncia catalitica repetitiva de alilacdo e di-hidroxilacdo de acordo com nossos
trabalhos anteriores (MOURA, R. M., 2011) Nesse caso, foi utilizado um processo iterativo de
seis etapas onde a alilagdo de um nucleo de poliglicerol seguido da dihidroxilacdo catalitica
com Oxido de N-metilmorfolina da ligacdo alilica foi adotado. A reacdo de alilacdo sob
condicdes de transferéncia de fase permitiu a formacdo quantitativa do dendrimero com bons
rendimentos, proximo a 80%, reduzindo assim, o numero de defeitos na cadeia
macromolecular (Figura 3. 1). O produto final, PGLD, foi purificado em coluna
cromatografica de silica gel. Apds purificacdo o PGLD foi funcionalizado com grupos
epoxidicos utilizando-se o diglicidil éter do poli(etileno glicol) (PEGDE) para reticulacédo
durante o processo de eletrofiagdo e posterior imobiliza¢do da enzima glicose oxidase (GOXx).
A Figura 3.1 ilustra o processo de sintese do PGLD G3, sua purificacdo cromatografica e sua

funcionalizacdo com grupos epoxidicos.



40

o]
SOy G

H : e

HO}(H @ } =l C\t \'H_Q)—\pH 0504 (1%) (e)
o ol 0504 (1%) (&) CS’OH o @
TBABr (b)
HO NaOH (c)
(3 etapas)
- G=1,0
=y
T
/:
%5
HO,
0
- \/Cvf H o W/\OA{’\/\OJJ’"\@
‘/\ H‘\‘H,c»u o
A/J[ S ); : > PEGDE
U/\'/ j
u/\I /\(\ T H))J/‘ ‘b v\\/{\, N DMSO
HO \i '/\Eou
N e
“* oy
HO" 1 O PGLD (G=3)
o N
e

O

:I:
I

PGLD-f-PEGDE

Figura 3.1llustracdo do processo de sintese do PGLD (G=3) a partir do glicerol (G=0) e
funcionalizacdo do dendrimero com grupos epoxidicos. Os reagentes sao descritos a seguir:
Bromoeteno (a), Brometo de tetrabutil aménio (b), Hidroxido de sodio (c), N-metil Morfolina
(d), tetréxido de 6smio (e), Diglicidil éter do poli(etileno glicol) (PEGDE) (n=10), Na° =
sodio metalico e DMSO = dimetilsuféxido. Fonte: (DE QUEIROZ, A.A.A.; BARACHO,
N.C.V.; VARGAS, E.AT.; BRITO, J, 2009)

A purificacdo cromatografica do PGLD (G3) forneceu um rendimento de 88%
(Figura 3.2-C), tendo o produto obtido as seguintes caracteristicas espectroscopicas: H-NMR
(Figura 3.2-A): (Bruker, 300 MHz, D20). Deslocamentos (6, ppm): 4,8 (OH); 4.04 (OCH,-
CH-CHy); 3,95-3,40 (CH,-O-CH,). C-NMR (Figura 3.2-B): (Bruker, 75 MHz, D,0):
Deslocamentos (8, ppm): 62,9 (CH,-OH, unidade terminal); 82,0-81,5; 80,6-79,8; 74,7-73,9;
73,8-72,2; 71,8-70,7; 64,7; 63,1 (CH,-O-CHj, poliéter).
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Figura 3.2 Espectros H-RMN (A) e C-RMN (B) do PGLD (G=3) sintetizado e seu perfil
cromatografico CLAE (C). CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Fonte:[31]

A andlise da isomolecularidade do PGLD foi avaliada utilizando-se a técnica de
dessorcdo a laser assistida por matriz com tempo de voo (Maldi-Tof). Utilizou-se um
espectrometro Bruker Maldi-MS com analisador de tempo de voo e detector tipo microcanal
de placas (MCP). A fonte de energia foi um laser de nitrogénio de comprimento de onda de
337 nm e pulso de 3 ns. A matriz utilizada foi o acido indolacrilico em solucéo saturada de
acetona. A Figura 3.3 ilustra o espectro Maldi-Tof do PGLD (G3). A massa real determinada
foi igual a 1,72 kDa (Na*) e um nimero médio de 26 hidroxilas por molécula. Utilizou-se na
funcionalizacdo do PGLDE, 3 hidroxilas por molécula de dendrimero, o que equivale a um
rendimento de 11,54%.
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Figura 3.3 Espectro Maldi-Tof do PGLD (G3)
Fonte: (MOURA, R. M.,2011)

b) Eletrofiacdo do PGLD-f-PEGDE

O procedimento de eletrofiagio do PGLD-f-PEGDE ocorreu segundo processo
desenvolvido em nossos laboratorios em equipamento “home made” para eletrofiacao de
solucBes poliméricas a temperatura ambiente (25 °C) segundo nossos trabalhos anteriores
(MOURA, R. M.,2011). Uma solucdo a 20 % (m/v) de PGLD-f-PEGDE em uma solucao
formada por metanol:dimetilformamida (1:1 v/v) foi adicionada em uma seringa de vidro de
10 mL, provida com agulha de 0,91 mm de didmetro. A solugdo foi bombeada através da
seringa utilizando uma bomba de infuséo na velocidade de 1,5 mL.h™. O alvo consistiu de
uma folha de aluminio aterrada ao pélo negativo e a fonte. A agulha da seringa foi conectada
ao polo positivo, formando uma diferenga de potencial entre a ponta da seringa e o alvo. Uma
alta voltagem (15 kV) foi aplicada na agulha através de uma fonte de alta tenséo para gerar
um campo elétrico de 75 kV.m™ (a distancia entre a ponta da agulha e o alvo de aluminio foi
de 20 cm). Apds o processo de eletrofiagdo a membrana foi removida da folha de aluminio e
seca sob vacuo por 48 h a temperatura ambiente (25 °C) para remogéo do solvente residual.
Em seguida, a membrana foi imersa em solucdo tampé&o salina fosfato (PBS) pH 7,4 seguido
de liofilizacdo. As membranas foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura

(MEV, Shimadzu SS50) e a morfologia de sua microestrutura € apresentada na Figura 3.4.
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Figura 3.4 llustracdo da morfologia do PGLD-f-PEGDE eletrofiado.

c) Imobilizagdo da Enzima

Para a imobilizacdo covalente da enzima na membrana eletrofiada de PGLD-f-PEGDE
foram utilizados 5,75 mg de proteina por grama de membrana eletrofiada. As solucdes
enzimaticas foram preparadas em tampdo bicarbonato de sodio 100 mM, pH 10,05, na
proporcdo 1:10 e mantidos em agitacdo durante 24 horas a 25 °C. Apds o procedimento de
imobilizacdo a membrana eletrofiada foi lavada com agua destilada em abundéncia para
remocao da enzima residual e em seguida incubada com solucdo de glicina a 3M e pH 8,0
para bloqueio dos grupos epoxi ndo reagidos. Ao final, as membranas foram lavadas
exaustivamente com &gua bidestilada e liofilizadas.

A concentracdo de proteinas presentes no sobrenadante apds o processo de
imobilizacdo determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, M.M.A , 1976) sendo
usada uma curva de calibracdo padrdo soro albumina bovina (BSA) vélida numa faixa de
concentracdo de 0,02 0,6 g.L™.

O Rendimento de Imobilizacdo (R1%) foi calculado com base na concentracéo inicial
de proteina e a concentracdo de proteina presente no meio reacional apds o processo de

imobilizacdo de acordo com a equagéo:

RI@) = PP 100

0
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sendo p, a concentracdo de proteina no tempo inicial e ps € a concentragdo de proteina no
tempo final (mg.mL™).

Nesse trabalho, o rendimento de imobilizacdo (RI) obtido no sistema PGLD-f-PEGDE
foi de 97,5%. A caracteristica isomolecular do PGLD faz com que a imobilizacdo da enzima
ocorra de maneira organizada e a presenca dos grupos epdxi na periferia do dendrimero
favorece a configuragdo enzima-nanofibras.

A escolha da funcionalizacdo do PGLD com grupos epéxi se deve ao fato de que o
sistema PGLD-f-PGEDE pode estabilizar a enzima por ligagdo covalente e a0 mesmo tempo
ndo altera significativamente a superficie da enzima. Os grupos epdxi na periferia do PGLD
sofrem ataque nucleofilico de diferentes grupos presentes na superficie da enzima a exemplo
dos grupos amina e tiol o que proporciona uma maior interacdo entre a enzima e o PGLD-f-
PEGDE, o que proporciona um elevado rendimento no processo de imobilizacao.

A escolha do PGLD de geracdo 3 (G=3) deve-se ao seu carater hidrofébico que
proporciona uma elevada adsor¢do da enzima na superficie das nanofibras, proporcionado
pela elevada forca i6nica do meio no pH 6timo da enzima. ApGs o0 processo de adsorcao da
enzima na superficie das nanofibras o pH do meio é elevado a 10 . A Figura 3.5 ilustra o

processo de imobilizacdo da enzima na superficie das nanofibras eletrofiadas.

OH

PGLD-f-PGEDE PGLD-Enzima

Figura 3.5 llustracdo do processo de imobilizagéo da enzima na superficie das nanofibras
eletrofiadas. Fonte: (DE QUEIROZ, A.A.A.; BARACHO, N.C.V.; VARGAS, E.AT.; BRITO,
J., 2009)

Para a modificacdo da porta do ISFET foi analisado previamente a estabilidade da

enzima imobilizada. Para isso, foram comparadas a enzima livre e a enzima imobilizada no
sistema PGLD-f-PGEDE quanto as suas estabilidades térmicas. Ressalta-se que o rendimento
de imobilizacdo observado nesse trabalho foi de 97,5%. De acordo com a Figura 3.6, a
enzima imobilizada manteve-se significativamente mais estavel que a enzima livre ao longo
dos 250 minutos de incubacdo a 50°C. Como pode ser observado na Figura 3.5, a estratégia

de imobilizacdo teve grande influéncia na estabiliza¢do da enzima, uma vez que os derivados
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resultantes de imobilizagdo apresentaram maior estabilidade que a enzima livre,
possivelmente devido a formacdo de ligacdes adicionais enzima-nanofibras durante o

processo de imobilizacao.
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Figura 3.6 Curvas de inativacdo térmica a 50°C comparando a enzima imobilizada (A) e a
enzima livre (B). As medidas das atividades relativas foram efetuadas utilizando-se o método

da o-dianisidina.
Fonte: (DAHLQVIST, A, 1968)

3.3 Meétodos de Medicéo

Os biossensores foram caracterizados elétrica (levantamento de curva da corrente
elétrica em funcdo da tensdo), térmica, através de andlise termogravimétrica, TGA e

morfologicamente, por Microscopia eletrénica de varredura, MEV.
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3.3.1 Caracterizacao elétrica

O esquema de ligacao utilizado foi o0 mesmo proposto por Yin et al. [45,46] no qual a
estrutura do EGFET simplificada era composta de duas partes: uma estrutura pH-sensivel de
SnO2/Al/Si, e a outra sendo um MOSFET comercial (HCF4007UBE) (FET de porta
estendida e separada, SEGFET).

As medidas elétricas foram feitas através do equipamento Yokogawa 7561, como
fonte de tensdo constante de 50[mV] entre o dreno e a fonte, e Keithley 237 como analisador
e extrator de parametros. O objetivo foi extrair as curvas Ips X Vs do transistor para
diferentes concentragdes de glicose conhecidas variando desde 4 até 12 mM. Aqui o conceito
de tensdo do eletrodo de referéncia (Vyef) é a substituicdo da tensdo de porta do dispositivo e a
corrente  medida pelo Keithley 237 € proporcional, por uma constante igual a 10
(comprovado experimentalmente no laborat6rio), a corrente que circula entre o dreno e a
fonte, de modo que a denominamos por Ips ja que ndo ha nenhum prejuizo no calculo da
sensibilidade do ISFET com isso.

A configuracdo de polarizacdo (Figura 3.1) foi tal que usou-se o eletrodo sensivel
(ITO contendo a enzima imobilizada na membrana de PGLD-f-PEGDE) no papel de porta
do transistor. Este ficou imerso na solucéo de glicose juntamente com o eletrodo de Ag/AgCl.
A distancia entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo sensivel foi de 0,5 ~ 1cm para todas as
medidas. A temperatura em todas as medicdes foi de 23°C.

A tensdo entre fonte e dreno Vps foi mantida em um valor constante, enquanto que
Vet foi variada. No presente trabalho, a tensdo V. variou tipicamente de 0 V a 4,5V para
valores fixos de Vps de 50 [mV].

O procedimento de enxague dos dispositivos a cada troca de solucao foi devidamente
controlado com o intuito de evitar o efeito de memoria. Para cada troca de solucéo, o eletrodo
sensivel e o eletrodo de referéncia passaram por um enxague com uma solucdo de pH=7,4 e
solugéo 3M de KClI, respectivamente.

Ao fim de toda a medicdo, as curvas caracteristicas Ips X Vit para Vps fixo foram

analisadas num programa de tratamento de dados (Origin Pro 7.0).
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Figura 3.7 Sistema de medicao para caracterizacao elétrica do biossensor.
Fonte: Adaptado de (FERNANDES, E. G. R., 2012).

3.3.2 TGA

Anélise termogravimétrica € uma técnica de andlise instrumental que mede a perda de
massa da amostra em relacdo a temperatura e/ou tempo enquanto é submetido a uma
programacdo controlada. Esta técnica possibilita conhecer a faixa de temperatura em que a
amostra adquire uma composicdo quimica fixa, a temperatura em que se decompde e o
andamento das reacOes de desidratacdo, oxidacdo, combustdo, decomposi¢do etc. As analises
termogravimétricas podem ter trés modos: TG isotérmica, TG quasi-isotérmica, e TG
dindmica.( CABREIRA, Vinicius, 2013)

Uma TG é isotérmica quando a variacdo da massa em funcdo do tempo é constante e
quasi-isotérmica quando a amostra é aquecida a uma taxa constante até que haja uma variacao
de massa. Neste momento a temperatura para de aumentar, até que haja uma estabilizacéo da
massa, entdo a temperatura volta a aumentar até a proxima perda de massa. Por fim, a TGA é
dindmica quando a taxa de aquecimento é pré-programada, geralmente é de maneira linear. (
CABREIRA, Vinicius, 2013)

A andlise termogravimétrica da membrana de PGLD-f-PEGDE eletrofiada foi
dindmica. As amostras foram aquecidas em panelas (cadinhos) de alumina sob as condicdes
de taxa de aquecimento 10°C/min, atmosfera inerte de N, e temperatura inicial e final de 25°C

e 800°C, respectivamente.
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3.3.3 MEV

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) € um equipamento capaz de produzir
imagens de alta ampliacdo e resolugdo (até 300.000 x). As imagens fornecidas pelo MEV
possuem um carater virtual, pois o que é visualizado no monitor do aparelho é a
transcodificacdo da energia emitida pelos elétrons, ao contrario da radiacdo de luz a qual
estamos habitualmente acostumados. O principio de funcionamento do MEV consiste na
emissdo de feixes de elétrons por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo),
mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30 KV. Essa
variacdo de voltagem permite a variacdo da aceleracdo dos elétrons, e também provoca o
aquecimento do filamento. A parte positiva em relacdo ao filamento do microscopio (eletrodo
positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleragdo em dire¢do ao
eletrodo positivo. A correcdo do percurso dos feixes é realizada pelas lentes condensadoras
que alinham os feixes em direcdo a abertura da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de
elétrons antes dos elétrons atingirem a amostra analisada.( LAGOEIRO,Leonardo, 2013)

O MEV utilizado neste trabalho pertence ao grupo de biomateriais da UNIFEI. As
amostras do eletrodo sensivel foram previamente recobertas com Au, pela técnica de
sputtering, por 3 minutos. O recobrimento com ouro se faz necessario, pois 0 biossensores sdo
mau condutores e o filme de ouro tem a funcdo de evitar o carregamento da amostra por
elétrons do feixe. O filme de ouro recobre acompanhando a geometria da amostra e permite
que os elétrons que incidem sobre a amostra se escoem para o terra, evitando que ocorra

distorcdes na imagem.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados experimentais foram divididos em duas etapas.

Na primeira, quantitativa, temos a andlise de perda de massa (TGA) e da
caracterizagdo elétrica dos ISFETs com o eletrodo sensivel e a utilizagdo de dois métodos
diferentes para extracdo das sensibilidades dos ISFETs em mV/mM.

Na segunda etapa, qualitativa, sdo apresentados os resultados referentes as analises de

microscopia da membrana de PGLD-f-PEGDE com enzima imobilizada sobre a mesma.

4.1 Andlise termogravimétrica e obtencdo da porcentagem de
perda de massa.

Um estudo da perda de massa por termogravimetria foi feito para avaliar a estabilidade
térmica do PGLD-f-PEGDE. A Figura 4.1 mostra a curva obtida a uma velocidade de

aquecimento de 10°C/min.
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Figura 4.1- Curva Termogravimétrica e DTG para PGLD-f-PEGDE . Taxa de aguecimento de
10°C/min em atmosfera inerte de N,
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Na Figura 4.1 é observado uma perda de massa de aproximadamente 10% no
intervalo de temperaturas de 25°C a 200 °C, correspondente a perda de agua ligada ao material
por ligacGes de hidrogénio. As curvas TG/DTG (Fig. 4.1) indicam que o dendrimero
funcionalizado PGLD-f-PEGDE (G=3) é termicamente estavel até a aproximadamente 250 °C
e a decomposicdo térmica ocorrem em dois eventos. O primeiro evento se processa com
cinética rdpida e se inicia a aproximadamente 250°C com perda de massa de
aproximadamente 50%. O segundo evento ocorre de forma gradativa e mais lenta entre 300
°C e 450 °C, e a perda de massa sdo proximas de 20%. Observa-se um teor de residuo de
aproximadamente 15% que pode ser devido a formagao parcial de carbono elementar durante
a segunda etapa de decomposicdo térmica do material e pode estar associado a elevada

densidade de reticulacdo proporcionada pelo PEGDE.

4.2  Andlise dos métodos de obtencao da sensibilidade do ISFET
Por meio do equipamento Keithley 237 funcionando como fonte de tensdo e medidor
de corrente, extraimos as curvas Ips XV para Vps = 50 [mV]. A Figura 4.2 mostra tais

curvas.
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Figura 4.2 Curva Ips X Vet para diversas concentragdes de glicose.



o1

Para obter a sensibilidade do ISFET quando o eletrodo sensivel faz o papel de porta
do mesmo, foram empregados dois procedimentos de andlise das curvas (extrapolacéo linear
e segunda derivada). Os métodos de extrapolacdo linear e segunda derivada permitem a
extracao da tensdo de limiar (V). [28,39] Em particular, comparamos os dois métodos quanto
a precisao na extracdo da sensibilidade em mV/mM utilizando eletrodo de referéncia padrdo
de Ag/AgCl e o eletrodo sensivel como porta do ISFET.

4.2.1 Meétodo da Extrapolacédo Linear

Método valido para baixos valores de Vps.[39] Consiste na obtencdo da tensdo de
limiar (V1) através do prolongamento de uma reta tangente ao trecho da regido de
comportamento linear da curva Ips X Vyer.

Para obter maior precisdo de qual é a regido linear da curva Ips X Vs NO programa
Origin Pro 7.0, foi tracada sua derivada. Nesta, foram selecionados aqueles pontos com
derivada aproximadamente constante, para cada concentracdo de glicose. Com estes pontos,
foi tracada uma reta para cada curva de diferente concentracdo de glicose. A confirmacao da
escolha dos melhores pontos foi por meio do melhor coeficiente de correlagdo que se pode
obter. Assim o coeficiente de correlacdo variou entre 0,996 e 1.

Por fim, foram obtidos os valores dos pontos de cruzamento no eixo das abscissas.
Estes pontos encontrados correspondem aos valores de Ve onde:

A Figura 4.3 ilustra a aplicagdo do método de extrapolacdo linear, tomando como

exemplo a curva Ips X Vs para Vps = 50 [mV] e eletrélito de 4 mM.
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Figura 4.3 Curva Ips X Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando

0 eletrdlito de 4 mM.
As demais curvas do método de extrapolacdo linear para diferentes valores de
concentracdo de glicose podem ser vistas no Apéndice A.

Com os valores obtidos da tensdo de limiar montamos a Tabela 4.1 a seguir.

Tabela 4-1 Valores de V-t obtidos pela extrapolacao linear

Vps=50mV | 4 mM 8 mM 10 mM 12 mM Sensibilidade
[mMV/mM]
V[ V] 0,58 0,69 0,8 0,6 6,43

A Figura 4.4 mostra o grafico de V1 x Concentracéo de glicose para o valor de Vps =

50 mV, sendo que 0s pontos experimentais foram tragados a partir da Tabela 4.1.
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Figura 4.4 Curva V1 x Concentracédo de glicose

O grafico de V1 x Concentragdo de glicose nos mostra uma variacao linear da tensao

de limiar com a variagéo do valor em miliMolar da glicose.

4.2.2  Metodo da Segunda Derivada

O método da segunda derivada se baseia na extracdo de Vr através do valor do ponto
de maximo do pico existente na segunda derivada da curva Ips X V. Este método € valido
apenas para baixos valores de Vps [39]

Da curva da derivada utilizada no método anterior, foi passado um filtro na mesma
com o intuito de minimizar o ruido existente e proporcionar maior precisao na obtencdo do
ponto de maximo na segunda derivada . O filtro usado foi o FFT (Fast Fourier Transform) de
5 pontos. Por fim, foi tragada a segunda derivada a partir da curva filtrada.

Na segunda derivada de Ips X Ve, 0 ponto de maximo do pico corresponde a um valor

de Vs Obtido graficamente igual a V1.[39]
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A Figura 4.5 ilustra a aplicacdo do método da segunda derivada, tomando como
exemplo a curva IpsX Vs para Vps = 50 [mV] e eletrdlito de 4 mM.

160,0pA -

140,0pA Primeira derivada filtrada

Segunda derivada

E J

120,0pA

100,0pA -

DS

80,0pA

60,0uA - Ds X Vet P22 glicose 4mM

40,0pA

valor Ibe Vef COIL pondente a Vo

0,0A — Tt T - T r T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5

Vref [V]

Figura 4.5 Curva Ips X Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando
0 eletrolito de 4 mM.

As demais curvas para a obtencdo da tensdo de limiar pelo método da segunda

derivada estdo no Apéndice A. Os valores de V1 obtidos estdo mostrados na Tabela 4.2.

Tabela 4-2Valores de Vrobtidos pelo método da segunda derivada utilizando Vps = 50 mV

Vps=50mV | 4 mM 8 mM 10 mM 12 mM Sensibilidade
[mV/mM]
V[ V] 0,6 0,6 0,75 0,6 6,43

A Figura 4.6 representa graficamente os pontos da Tabela 4.2, a partir dos quais a

sensibilidade foi extraida pela regresséo linear dos mesmaos.
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Figura 4.6 Curva V1 x Concentragéo de glicose.

Os valores da tensdo de limiar obtidos pelo método em questdo estdo bem proximos
daqueles obtidos pelo método de extrapolacdo linear com erro préximo de 10%. O valor da
sensibilidade encontrada coincidiu com o encontrado no método anterior. O valor de
sensibilidade encontrado ndo diverge muito do valor reportado na literatura de ImVv/mM
para biossensores de glicose baseados em ISFETs de sensibilidade 45mV/pH.[38] Esta
diferenca de sensibilidade (mV/mM) certamente se deve a sensibilidade, em mV/pH, medida
por meio do eletrodo de referéncia que utilizamos no sistema de medicdo (Figura 3.7), que
difere da encontrada na literatura. (SEUNG-RO, L.; KAZUAKI, S.; HIDEKUNI, T.; MAKOTO,
I., 2008) A obtencéo da sensibilidade (mV/pH) do biossensor de glicose baseado em ISFET

utilizado sera feita em trabalhos futuros.

4.3 Andlise das microscopias eletronicas de varredura

A micrografia MEV do PGLD-f-PEGDE ¢ apresentado na Figura 4.7.
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Figura 4.7 Imagens MEV da malha de PGLD-f-PEGDE eletrofiada.

Observa-se uma malha eletrofiada, cujo didmetro médio aproximado é 17,9 um e o
desvio padrdo é 4,9 um. Os valores dos didmetros, de 33 seccdes transversais das fibras,
foram medidos utilizando a micrografia de PGLD-f-PEGDE (Figura 4.7).

Os diferentes valores de diametro das fibras, pode estar associado a viscosidade da
solucdo polimeérica empregada na eletrofiagdo, uma vez que o aumento da viscosidade
representa uma forca contraria ao estiramento da fibra.

O processo de imobilizagdo da enzima na malha de PGLD-f-PEGDE eletrofiada altera
significativamente a estrutura superficial das nanofibras (Figura 4.8). As malhas eletrofiadas
adquirem uma caracteristica densamente empacotada, que recorda a formacdo de um filme
superficial, provavelmente devido a aglutinacdo das fibras na superficie da malha como
resultado da ativacdo dos grupos epoxi para imobilizacdo da enzima.
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Figura 4-8 Micrografia MEV da malha de PGLD-f-PEGDE eletrofiada (filme superficial).
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5. CONCLUSOES

As curvas de corrente elétrica entre dreno e fonte em funcdo da tensdo de referéncia,
obtidas na caracterizacdo elétrica do biossensor com o eletrodo sensivel conectado a porta do
transistor, permitiram a obtencdo da tenséo de limiar do dispositivo através dos dois métodos
de extracdo da tensdo apresentados. A relacdo entre a tensdo de limiar e a concentracdo da
solucgéo de glicose nos forneceu 0 mesmo valor da sensibilidade, de 6,43 mV/mM, pelos dois
métodos.

E importante notar que esta sensibilidade (mV/mM) é uma medida indireta, que se
pode obter da verdadeira sensibilidade aferida pelo eletrodo de referéncia, ja que o ISFET
tem a caracteristica de medir o valor das concentracdes de fons (H*,NH** K* Ca™CI) do
eletrolito (pH).

O valor de sensibilidade obtido através da medida da tensdo de limiar em funcdo do
pH do eletrolito no eletrodo de referéncia utilizado no sistema deste trabalho, ndo pode ser
calculado. Este resultado permitiria que fizéssemos uma comparacdo detalhada dos valores de
sensibilidade encontrado neste trabalho com o reportado na literatura.[38] Assim, 0s proximos
passos seriam: (i) a afericdo da sensibilidade (mV/pH) do eletrodo de referéncia utilizado sob
as mesmas condi¢Oes impostas que forneceram os demais indicadores de sensibilidades; (ii) a
verificacdo de que o valor encontrado segue ou ndao o modelo de Resposta de Nernst (a
variacdo da tensdo de limiar (V1) deve ser linear com o logaritmo da concentracdo de ions do
eletrolito (pH) a ser analisado) e, por fim; (iii) a comparacdo dos valores obtidos de
sensibilidade (em mV/pH e mV/mM) com os dos biossensores de glicose baseados em
ISFETS reportados na literatura.

As micrografias do PGLD-f-PEGDE comprovaram a forma de nanofibras do
dendrimero sintetizado pelo método de eletrofiacdo, além exibir que as fibras deste
dendrimero ndo possuem um diametro mono disperso, cujo valores médio e desvio padrdo do
didmetro foram de 17,9 e 4,9 um, respectivamente.

A analise termogravimetrica TGA mostrou que a amostra de PGLD-f-PEGDE
apresentou boa estabilidade térmica até cerca de 250°C. Também revelou que houve
decomposicgdo térmica do dendrimero em duas etapas, sendo a primeira, compreendida entre

250 - 300°C, mais significativa, tanto na velocidade da reagcdo, quanto na perda de massa do
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que a segunda etapa (de 300 a 450°C). No total a perda de massa do dendrimero
funcionalizado PGLD-f-PEGDE foi de 80%.

Por fim, podemos concluir que o modelo de biossensor proposto neste trabalho é
viavel, principalmente pelo alto valor de sensibilidade, do mesmo, a concentracdo da solugédo
de glicose, que é desejavel, pois quanto maior a sensibilidade mais sensivel e confiavel é a

resposta do biossensor.
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6. TRABALHOS FUTUROS

Visando a continuagdo deste trabalho pretendemos encontrar a sensibilidade (em
mV/pH) do biossensor utilizado. Também estudaremos um modo de fixar a distancia entre o
eletrodo de referéncia e o eletrodo sensivel depositados no eletrolito, de modo que a
influéncia desta distancia sob a tensdo de limiar, obtida através do eletrodo de referéncia, seja
sempre a mesma e, portanto havera reprodutibilidade dos valores de tensdo de limiar e

corrente elétrica entre dreno e fonte do transistor.
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APENDICE A

Para o método de extrapolacdo linear as curvas obtidas para cada concentracdo de

glicose estdo abaixo.

200,0pA —TT T T T T T
150,0pA Primeira derivada
%]
—2  100,0pA 4
50,0pA + IDS X Vref para glicose 8 mM
0,0A e B L B e o e e

0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 3,5 4,0 4,5

Vref [V]

Figura A.1 Curva Ips x Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando
o eletrolito de 8 mM.
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Figura A.2 Curva Ips x Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando

o eletrélito de 10 mM.
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Figura A.3 Curva Ips x Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando

o eletrélito de 12 mM.
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Figura A.4 Curva Ips X Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCl utilizando

o0 eletrélito de 8 mM.
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Figura A.5 Curva Ips x Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCI utilizando

o eletrélito de 10 mM.
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Figura A.6 Curva Ips x Vref com Vps = 50 [mV] e eletrodo de referéncia Ag/AgCI utilizando

o eletrélito de 12 mM.
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