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Resumo

Titulo : Preparacdo de Transistores de Efeito Campo Nanoestruturados na Andlise de Processos
Neuroquimicos

Autor : Alexandre Kisner
Orientador : Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palayras-chaves : Transistores, Nanoparticulas, PC12, Exocitose

Transistores de efeito de campo (FETs) modificados com nanoeletrodos de Au representam uma
excelente ferramenta para o estudo eletrofisiolégico de células, uma vez que as caracteristicas de
dimensionalidade destes ultimos sdo compardveis as espécies celulares a serem detectadas e
medidas multiplas podem ser realizadas simultaneamente. Neste trabalho, foram fabricados
transistores de efeito de campo com trés diferentes tipos de superficie em suas regides de porta,
transistores com somente SiO,, SiO, e Al,O3; anddica porosa, e ainda SiO,-Al,O3; contendo
nanoparticulas de Au dentro de seus poros. Os transistores foram caracterizados por microscopia
eletronica de varredura assim como por medidas elétricas convencionais. Estas tltimas
demonstraram que os processos de anodizagdo e deposicdo de nanoparticulas em sua superficie
niao comprometem as suas propriedades elétricas. Os transistores com portas nanoporosas foram
modificados com tirosinase e empregados como biossensores para a detec¢do de dopamina. Os
resultados demonstraram que estes FETs podem detectar dopamina num alcance de concentracio
normalmente encontrado durante a liberacdo destas moléculas por células neurais. Transistores
com nanoparticulas de Au foram empregados na deteccdo de serotonina utilizando-se uma
metodologia de interagdo eletrostatica através de monocamadas auto-organizadas, o que € ainda
pouco explorado com FETs. Esta permitu a deteccdo de serotonina num alcance linear de 0,1 a 2
umol L. Experimentos envolvendo a adesdo celular e a deteccio de prétons liberados por
vesiculas de células PC12 foram conduzidos, e demonstraram que os processos interfaciais entre
as células e os transistores apresentam uma dependéncia das propriedades capacitivas da
superficie, e que a presenca das nanoparticulas pode aumentar a sensibilidade elétrica da porta
dos transistores. Estes efeitos interfaciais influenciaram diretamente na razdo sinal-ruido da
leitura de sinais de exocitose e sugerem que o uso de transistores nanoestruturados representa

uma ferramenta promissora para andlise deste tipo de célula in vitro.
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Abstract

Title : Preparation of nanostructured field effect transistors in the analysis of neurochemical
processes

Author : Alexandre Kisner
Supervisor : Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Keywords : Transistors, Nanoparticles, PC12, Exocytose

Field effect transistors modified with Au nanoparticles represent an excellent tool to
electrophysiology analyzes. Because the dimensions of the devices are comparable to the size of
the cells, multiple measurements can be performed simultaneously. In this work, field effect
transistors were fabricated with three different kinds of surface in their gates, i.e. transistor with
only SiO,, SiO; and porous anodic Al,O3, and Si0,-Al,O3; with Au nanoparticles embedded into
the pores of Al,O3. The characterization of the transistors was performed by electron microscopy
analysis and conventional electrical characterization. The last one showed that the anodization
process and the Au nanoparticles deposition on surface of the transistors did not affect the
electrical properties of the devices. The transistors presenting gates with only SiO,-AlL,O; were
modified with tyrosinase and employed as biosensors to detect dopamine. The results of these
analysis showed that the devices can detect dopamine in a range of concentration usually found
when these molecules are released from neuronal cells. Transistors with Au nanoparticles were
also applied as biosensors to detect serotonin. In doing so, the surface of the nanoparticles were
modified with self-assembled monolayers that were able to interact with serotonin through
electrostatic interactions. Although this approach is scarcely exploited with transistors, it showed
promising results. For instance, serotonin could be detect in a linear range of concentration from
0,1 to 2 umol L. Experiments to analyze the cell adhesion on transistors and detect the release
of protons from the extruded matrix of vesicles from PCI12 cells were performed and
demonstrated that the interfacial processes between cells and transistors were dependent on the
capacitive properties of the surface. The presence of nanoparticles can enhance the electrical
sensitivity of the gates from the devices. These interfacial effects presented a relationship with
the signal to noise ratio of the exocytotic signals measured for vesicles release and suggested that
the employment of nanostructurated transistors are promising tools to analyze these events from

PC12 cells in vitro.
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Figura 2.4.

Circuito equivalente para o modelo do ponto de contato contendo
os seguintes potenciais: O potencial de membrana Vy no citosol,
o potencial de jun¢do V; na regido de acoplamento e o potencial
Vs entre a fonte e a solucdo de eletrdlitos. Estes potenciais estdo
conectados entre si através dos elementos descritos por Hodgkin
e Huxley para a membrana celular, isto €, a condutancia Gj da
juncdo de acoplamento e a capacitancia do 6xido na porta do
transistor. A Figura foi adaptada da referéncia [56].

Curva hipotética do logaritmo da transferéncia de funcdo H em
funcdo do logaritmo da frequéncia angular ®. O termo , indica
a frequéncia de corte.

[lustracdo esquematica das etapas de fabricacdo do capacitor
sub-micrométrico polarizado por nanoparticulas de Au. Apds a
oxidacdo do substrato de Si e formacdo de um filme fino de
Si10,, um filme fino de aluminio foi depositado e posteriormente
anodizado gerando assim uma fina camada porosa de alumina
anddica (etapa I). Na sequéncia, nanoparticulas de Au foram
crescidas diretamente dentro dos poros de alumina (etapa II). Por
fim, estas nanoparticulas foram eletricamente conectadas a um
eletrodo sub-micrométrico de Pt (etapa III). As ilustracdes desta
Figura ndo estdo em escala.

Ilustracdo do arranjo de eletrodos para a célula eletroquimica
utilizada nas medidasde impedéancia. Neste caso, a ilustracdo €
demonstrada apenas para uma amostra de Si/Si0,/Al,O3, porém
o mesmo arranjo de eletrodos foi utilizado também para andlises
de amostras contendo nanoparticulas de Au.

Layout do chip fabricado (ilustracdo da esquerda). Os 16 FETs
sdo arranjados numa matriz de 4 x 4 no centro do chip e sdo
indicados pelos retingulos verdes. As setas indicam os pads de
contato para a fonte comum (indicada pela letra S) para todos os
transistores, assim como o pad de contato para o dreno de um
transistor. Os numeros ao lado dos pads servem como
identificacdo dos FETs. A caixa retangular vermelha no centro
do chip indica um FET e uma imagem ampliada deste é mostrada
no layout a direita. Neste, as letras S e D indicam os contatos de
fonte e dreno, enquanto a largura e o comprimento da porta do
FET sdo indicados pelas letras WG e LG, respectivamente.

Etapas de fabricacdo dos transistores de efeito de campo com
canal p.
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Figura 2.5.

Figura 2.6.

Figura 2.7.

Figura 3.1

Figura 3.2

A — Fotografia do arranjo experimental para anodizacdo do chip
contendo os FETs. O chip é colocado na parte inferior de uma
célula eletroquimica feita de acrilico, enquanto um contra-
eletrodo de Pt é colocado na parte superior da célula. O chip e o
contra-eletrodo sdo polarizados através de uma fonte de tensdo e
a corrente de anodizac¢do € monitorada através de um multimetro.
B —Fotografia da célula eletroquimica mostrando o arranjo do
chip, do contra-eletrodo e do compartimento para a solucdo de
H,S0, 0,5 mol L. O contato elétrico no chip é feito através de
um clip metélico conectando sua extremidade. C — Fotografia de
um chip anodizado. O circulo na drea central do chip indica a
regido anodizada.

A - Fotografia dos elementos utilizados para encapsulamento
dos chips. i) chip, ii) carrier, iii) oring de PDMS, iv) oring de
vidro. Para compara¢ao de dimensdes, uma moeda de 5 centavos
de reais foi colocada junto a foto. B — Ilustracdo de um chip
eletricamente conectado a linhas metdlicas de um carrier através
do processo de wire-bonding. Os nimeros representam o dreno
do FET que estd sendo conectado, enquanto as letras S e B
correspondem a source (fonte comum para todos os FETs) e
corpo (conexao para aterro da fonte), respectivamente. C — Foto
de um chip encapsulado ao final do processo.

A — Fotografia da caixa amplificadora utilizada para medidas
elétricas dos chips. B —Diagrama basico do circuito elétrico da
caixa amplificadora. O circuito foi adaptado da referéncia [60]. C
—Ilustracdo esquematica do arranjo empregado na transferéncia
de dados da caixa amplificadora para um computador com o
programa BioMol. D — Imagem da tela do programa BioMol
registrando as  caracteristicas elétricas de 16 FETs
simultaneamente. Os ajustes de voltagem durante as medidas sdo
feitos no lado direito da tela.

Perfil tipico da corrente de anodizagdo ao longo do tempo. Os
numeros no grafico a esquerda representam os diferentes estagios
do crescimento do filme anddico ilustrado nas figuras a direita.

A) e B) Micrografias obtidas por MEV de um filme ultrafino de
alumina produzido sobre a superficie de Si/SiO, antes e apds a
etapa de corrosdio por 40 min. com H3;PO; 0,1 mol L'l,
respectivamente. As escalas das figuras sdo de 200 nm e 500 nm,
respectivamente. C) Histograma de distribuicdo do didmetro
médio dos poros apds a etapa de corrosao.
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Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

A), B) e C) Micrografias de MEV de filmes ultrafinos de
alumina produzidos sobre a superficie de Si/SiO, apds a etapa de
corrosao por 25, 30 e 35 min. com H3;PO4 0,1 mol L',
respectivamente. As escalas das figuras sdo de 200 nm. O
tamanho médio dos poros apds cada periodo de corrosdo foi de
18, 23 e 27 nm para as micrografias mostradas em A, B e C,
respectivamente.

Micrografia transversal do filme de alumina produzido sobre
Si/Si0; apds a etapa de corrosao por 40 min. com HzPO4 0,1 mol
L. A escala da figura é de 100 nm. A figura inserida mostra
uma imagem ampliada do corte transversal e as setas indicam a
base dos poros.

A) e B) Micrografias de MEV de um filme de alumina sobre a
superficie de Si/SiO, apds a primeira e a segunda etapa de
reducdo galvanica para formagdo de nanoparticulas de Au dentro
dos poros da alumina respectivamente. Os circulos vermelhos na
figura A indicam a formacdo de pequenas particulas de Au
dentro dos poros. As escalas das figuras A e B sdo de 200 nm e
400 nm, respectivamente. C) Histograma de distribuicdo do
diametro médio das particulas de Au dentro dos poros da
alumina apds a segunda etapa de reducao galvanica.

Difratograma de raios X das nanoparticulas de Au produzidas
nos poros da alumina.

A) Micrografia de TEM mostrando o arranjo de algumas
nanoparticulas de Au (AuNPs) dentro dos poros da alumina
produzida sobre Si/SiO,. As setas indicam as posi¢des dos filmes
de 6xido assim como das particulas de Au. Durante a preparacao
da amostra para andlise de TEM, o topo da amostra foi protegido
com a deposicdo de uma camada de Pt. A escala da figura é de
50 nm. B) Fotografia de uma amostra de Si/Si0,/Al,O3/AuNPs
apds a segunda etapa de redugdo galvanica para o crescimento
das nanoparticulas de Au. Devido ao crescimento das
nanoparticulas até o topo dos poros de alumina, a superficie da
amostra apresentou uma coloragdo verde musgo.
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Figura 3.8

Figura 3.9

Figura 3.10

Figura 3.11

Figura 3.12

Figura 3.13

Figura 3.14

Figura 3.15

A) Micrografia de FEG-MEV mostrando o eletrodo de Pt
conectando as nanoparticulas de Au. A escala € de 500 nm. A
figura inserida mostra o pad de contato conectando o eletrodo de
Pt. Nesta, a escala corresponde a 10 um. B) e C) Curvas de I-V
para os capacitores fabricados contendo as nanoparticulas de Au
e também o capacitor controle, respectivamente. A figura
inserida na parte superior esquerda da Figura B representa uma
ilustracdo da configuracdo das medidas. Os graficos inseridos na
parte inferior a direita mostram as curvas de condutincia versus
voltagem derivadas a partir das curvas de I-V para cada amostra.

A) Curvas de C-V normalizadas para o capacitor de alumina sem
Au (AAO) (em preto) e com Au (AAO/Au) (em vermelho)
respectivamente. B) e D) Curvas de C-V para o capacitor
AAO/Au polarizado com diferentes janelas de voltagem. C)
Curva de C-V simulada usando o software Sentaurus.

Decaimento de carga no capacitor de AAO/Au ao longo do
tempo. A Figura inserida mostra o decaimento de carga
aplicando-se diferentes tensdes durante 1220 s.

Curvas de capacitancia versus voltagem para as amostras
analisadas. Os termos PF e PA nas legendas significam somente
anodizada e anodizada e submetida a abertura de poros,
respectivamente.

Curvas de corrente versus voltagem para as amostras de Si/Si0;,
S1/S10,/A1L,05 e Si/Si0,/AlLO3/AuNPs. Para as amostras de
Si/S10,/A1,03, os poros da alumina foram previamente corroidos
por 40 min. em H3;PO4 0,1 mol L' A voltagem de ruptura nas
amostras € indicada por um aumento na corrente.

A), B) e C) Curvas de capacitancia interfacial total versus pH
para as superficies de S1/S10,,  Si/S10,/A1,05 ¢
Si/S10,/Al,03/Au-NPs, respectivamente. As medidas foram
realizadas em solucdes de KCI1 0,01 mol L'e 0,1 mol L' com
uma polarizacdo de 0 V vs Ag/AgCl.

A) e C) Curvas de capacitancia interfacial total versus voltagem
em diferentes frequéncias para as superficies de Si/SiO, e
Si/S10,/ALL,03, respectivamente. B) e D) log ACp versus
frequéncia. Os valores de ACp foram tomados a partir dos
maximos de capacitincia para as curvas mostradas em A) e B),
respectivamente, e corrigidos para a capacitincia de carga
espacial.

A) e B) Densidade total de grupos ionizédveis versus pH para as
superficies de Si/Si0, e Si/Si0,/ALOs, respectivamente. As
curvas foram calculadas a partir das Figuras 3.13A e B utilizando
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Figura 3.16

Figura 3.17

Figura 3.18

Figura 3.19

Figure 3.20

Figura 3.21

Figure 3.22

Figura 3.23

a Equacdo 3.20.
Imagens de microscopia 6ptica das portas de um FET produzido
conforme o processo descrito anteriormente.

A) llustracdo do design final de um ISFET possuindo uma
camada de alumina em sua porta. B) Micrografia de uma porta
possuindo alumina. C) Micrografia com alta magnificacdo da
regido destacada com a caixa em vermelho em B). D)
Micrografia do perfil da camada de alumina sobre o substrato.

Micrografia da extremidade inferior esquerda de um FET
mostrado na Figura inserida apds anodizacdo e corrosao em
H;PO, 0,1 mol L™ por 40 min. A barra de escala corresponde a 1
pum.

A) Micrografia da porta de um FET apdés a deposicdo de
nanoparticulas de Au dentro dos poros de alumina cobrindo a sua
superficie. A barra de escala é de 5 um. B) Imagem de MEV de
maior magnificacdo da drea marcada pelo quadrado em vermelho
na figura A mostrando as nanoparticulas de Au na superficie do
FET. A barra de escala é de 400 nm.

[lustracao demonstrando um ISFET de canal p e suas conexdes
elétricas. Em destaque os eletrodos de fonte e o dreno (Si-p) e a
solug¢do eletrolitica com o eletrodo de referéncia, o qual atua
como um eletrodo de porta. As linhas de contato para fonte e
dreno foram isoladas eletricamente da solucdo eletrolitica por
uma camada de ONO.

Caracterizagao elétrica de FETs produzidos antes e apds
anodizacdo das portas, e apés a deposi¢ao de nanoparticulas de
Au nos poros de alumina. A), B) e C) mostram curvas de Ips-Vps
para FETs com SiO;, SiO,/Al,03 e Si0,/Al,03/AuNPs em suas
portas, respectivamente. D), E) e F) exibem curvas de Ips-Vgs,
para FETs com Si0;, Si0,/Al,03 e Si0,/Al,O3/AuNPs em suas
portas, respectivamente. G), H) e I) curvas de transcondutincia
para FETs com Si0;, Si0,/Al,03 e Si0,/Al,O3/AuNPs em suas
portas, respectivamente.

A) e B) Histogramas de valores da voltagem de limiar de mais de
45 transistores antes e apds o processo de anodizacdo e corrosiao
dos poros da alumina em H3;PO4 0,1 mol L! por 40 min,
respectivamente.

A) Deteccao em tempo real de Ips quando o FET SiO,/ALO; é
exposto a solugdes de pH 10 a 3. B) Ilustracdo esquemdtica
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Figura 3.24

Figura 3.25

Figura 3.26

Figura 3.27

Figura 3.28

mostrando o comportamento do canal condutor entre fonte e
dreno quando a superficie do sensor esta exposta em meios
alcalinos I e meios 4cidos II. C) Dependéncia de Vs em fungdo
dos diferentes pH na superficie dos FETs de SiO,/Al,O3; D)
Dependéncia de Ips em fungdo de pequenas variacdes de pH (0.3
unidades).

A) Deteccdo em tempo real da variagdo de Ips quando FETs do
tipo Si0,/Al,03/AuNPs foram expostos a solucdes de pH 10 a 3.
B) Dependéncia de Vgs em funcdo dos diferentes pH na
superficie dos FETs (n = 5).

A) Tlustracdo esquemdtica da oxidacdo de dopamina para o-
dopaquinona catalisada por tirosinase. B) Curva de Ips versus
Vigs medida em tampado fosfato 1,0 mmol L' contendo 10,0
mmol L de KCI para um FET com alumina porosa antes e ap4s
a imobilizagdo de tirosinase em sua superficie.

A) Dependéncia de AVgs em fungdo do pH de uma solugdo
tampao fosfato de potédssio 1,0 mmol L™ contendo 10 mmol L
de KCI, para a deteccio de 10 pmol L' de dopamina. B)
Dependéncia de AVgs em fung@o da concentragdo de tirosinase
imobilizada na superficie dos transistores para a deteccao de 10
umol L™ de dopamina.

A) Curvas de Ips versus Vgs para um FET/Al,O; modificado
com tirosinase e sobre a adicdo de diferentes concentracdes de
dopamina (DPM) (Vps = -1 V). B) Variacdo em Vgg para uma
ampla faixa de concentracdo de dopamina derivada a partir da
curva A (n=5). AVgs € determinado a partir do ponto de Vr do
transistor.

A) Estruturas moleculares do &4cido glutamico e GABA. B)
Variagdo de Ips ao longo do tempo para um FET/AlLO;
modificado com tirosinase e apds a adicdo sucessiva de: (1)
Tampao fosfato, (2) 3 pmol L' de dopamina, (3) 50 pmol L' de
GABA, (4) 10 umol L' de dopamina, (5) 50 umol L de 4cido
glutamico, (6) 10 pmol L de dopamina, (7) 10 umol L' de
dopamina. C) Curva de Ips versus Vgs para um FET/ALOs3
modificado com tirosinase em presenca de tampao fosfato de
potassio 1,0 mmol L contendo 10 mmol L™ de KCl, pH 73 e
ap6s a adi¢do em sequéncia de 50 pumol L de GABA, 50 pmol
L' de 4cido glutimico e 50umol L' de dopamina. A figura
inserida mostra uma amplificacdo da drea destacada pela elipse
vermelha, a qual corresponde a regido de Vr para o FET/ALOs.
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Figura 3.29

Figura 3.30

Figura 3.31

Figura 3.32

Figura 3.33

Figura 3.34

Figura 3.35

Figure 3.36

Figure 3.37

A) e B) Estruturas moleculares de tiofenol e captopril e as suas
organizacoes  moleculares quando  imobilizadas  sobre
nanoparticulas de Au dentro dos poros de alumina cobrindo a
superficie de um FET, respectivamente. C) Curva de Ips - Vgs
para um FET antes e apds a imobilizacdo da SAM em sua
superficie. D) Variagdo de Vgs em funcdo do pH para um FET
modificado com a SAM de captopril e tiofenol.

A) Variacdo de Vgs em fungdo do tempo durante a detecciao de
0,5 umol L™ de serotonina. B) Variacdo de Vgs em funcdo do
pH durante a detec¢do de serotonina. C) Curva de Ips versus Vgs
para um FET representativo modificado com a SAM empregado
na deteccdo de diferentes concentracdes de serotonina (Vps = -1
V). D) Variacdo em Vgs em funcdo da concentracdo de
serotonina derivada a partir da curva C (n=4).

A) Curvas representativas de Ips versus Vgs para um FET de
Si0,/Al,03/AuNPs modificado com a SAM de captopril e
tiofenol. As curvas foram primeiramente medidas em tampao
fosfato e depois sequencialmente apds a adicio de
noraadrenalina, &4cido ascérbico, dopamina e serotonina. As
concentracdes de cada uma das espécies estdo inseridas na figura.

A), B) e C) - Imagens de microscopia Optica por contraste de
interferéncia diferencial (DIC) de células PC12 apés trés dias de
crescimento sobre transistores com superficies de Si/SiO,,
Si/S10,/ AL, 03 e Si/Si0,/Al,03/AuNPs, respectivamente. D), E) e
F) — Imagens de DIC ap6s trés dias de crescimento de camadas
confluentes de células PC12 sobre os FETs de Si/SiO,,
Si/Si0,/ AL, O3 e Si/Si0,/Al,O3/AuNPs, respectivamente. A setas
indicam a regido de porta dos transistores.

[lustracdo do circuito elétrico equivalente para o acoplamento de
uma célula sobre um transistor.

Curvas de funcdo de transferéncia versus frequéncia simuladas
para os diferentes valores de R; indicados na legenda da figura.

Curvas de funcdo de transferéncia versus frequéncia simuladas
para os diferentes valores de R indicados na legenda da figura.

Curvas de func¢do de transferéncia simuladas para diferentes
valores de Cry indicados na legenda da figura.

Influéncia de diferentes valores de Co (indicados na legenda da
figura) nas curvas de fun¢do de transferéncia simuladas.
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Figure 3.38

Figure 3.39

Figura 3.40

Figura 3.41

Figura 3.42

A), B) e C) Curvas experimentais da funcdo de transferéncia em
diferentes tempos apdés a adicdo de anfotericina B sobre
transistores possuindo suas superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/A1,03
e Si/Si0,/AlLL,O3/AuNPs cobertas com células PC12,
respectivamente. As fungdes de transferéncias para estas curvas
foram normalizadas divindo-se os valores das curvas contendo
células sobre os FETSs por curvas de amostras sem células.

A), B) e C) Curvas experimentais da funcdo de transferéncia para
diferentes transistores possuindo suas superficies de Si/Si0,
S1/S10,/A1L,05 e Si/Si0,/Al,O3/AuNPs cobertas com células
PC12, respectivamente. Para cada tipo de superficie sao
mostradas curvas de cinco transistores. As funcdes de
transferéncias para estas curvas foram normalizadas divindo-se
os valores das curvas contendo células sobre os FETs por curvas
de amostras sem células. D) Curvas (pontos) da funcdo de
transferéncia do FET 2 da Figura A, do FET 8 da Figura B e do
FET 13 da Figura C. As linhas continuas representam os ajustes
feitos utilizando-se a Equacdo 3.23.

A), B) e C) curvas i — Tracos representativos de correntes Ips
versus tempo antes do crescimento de células para transistores
com as superficies de Si/Si0;, Si/SiO/ALO3 e
S1/S10,/Al,03/AuNPs, respectivamente. Curvas 11 —
correntes Ips versus tempo para os respectivos transistores apos
0 crescimento de células PC12 sobre suas
superficies e estimulacdo quimica destas com aliquotas de 30
pL de 3 KCI mol L. Em todos os casos os valores de Vps € Vgs
aplicados foram de -1 V e -0,8 V, respectivamente.

A) Trago de corrente Ips ao longo do tempo mostrando o formato
de um dos picos detectados na curva ii da Figura 3.40C. B)
Histograma do tempo de duracio de picos de corrente
detectados nas curvas ii das Figuras 3.40A, B e C.

[lustracdo mostrando uma célula PC12 aderida sobre um FET
com a consequente fusdo de vesiculas na membrana celular e a
liberacio de fons H' e dopamina na regido de juncdo
célula/transistor.
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Apresentagdo

Apresentacao

As células neurais sdo os blocos de construcdo do cérebro e também os elementos
fundamentais mais sofisticados no processamento e transmissdo de sinais elétricos nos seres
vivos invertebrados e vertebrados. O cérebro humano por exemplo ¢é formado por
aproximadamente 10" células neurais, onde cada célula pode formar até 80000 conexdes com

outras células.'"

Esta imensa quantidade de neurdnios e suas vastas conexdes tornam o
processamento de sinais no sistema nervoso como um dos mais complexos e ainda ndo
completamente compreendidos, mistérios entre todos os seres vivos.

A histéria da andlise da condugdo elétrica através de espécies bioldgicas € datada desde
as civilizacdes egipcias e gregas mais antigas, a mais de 4000 ac.'” Todavia, avancos mais
significativos no estudo da bioeletricidade so vieram a ocorrer apds 1791 com a publicacdo de
Luigi Galvani, De Viribus Electricitatis In Motu Musculari, no qual ele descreveu suas
observacdes sobre a contracdo muscular na perna dessecada de uma ra apds a aplicacdo de
estimulos elétricos com eletrodos metdlicos nesta. A partir destas observacdes, Galvani propos
que o organismo biolégico deveria possuir por si proprio uma eletricidade intrinsica. Embora
Galvani tenha ignorado o fato de que dois eletrodos metdlicos interconectados possam causar
uma diferenca de potencial, esta de fato foi a responsavel pelo estimulo elétrico observado no
nervo da ra. Anos mais tarde, o fisico Alessandro Volta complementou com estas observagdes os
resultados obtidos por Galvani. Estas interpretacdes deram origem a um novo ramo da ciéncia,
hoje conhecido como eletroﬁsiologia.m Baseados nestas observacdes de Galvani e Volta, em
1952 Hodgkin e Huxley sugeriram através de uma série de experimentos, um circuito elétrico
equivalente para explicar a diferenca de potencial constante da membrana celular de um
neurdnio (proveniente de uma lula) e o movimento de ions através desta. 4] Durante seus
experimentos, Hodgkin e Huxley demonstraram a detec¢do de potenciais de acdo e a existéncia
de canais de ions que sdo ativados pela despolarizacdo da membrana celular.

Na década de 70, Neher e Sakmann conduziram o desenvolvimento de uma técnica capaz
de analisar mais quantitativamente estes canais de fons.'®" Esta técnica, chamada de patch-

clamping, € baseada numa micropipeta de vidro ou quartzo fundido, preenchida com uma



Apresentagdo

solu¢do i6nica que conecta um eletrodo de Ag/AgCl a uma pequena drea da membrana celular e
possibilita a andlise das correntes i0nicas através de canais especificos presentes nesta. Com o
desenvolvimento desta técnica foi possivel analisar canais isolados na membrana plasmética.'®™
Da mesma forma, o potencial elétrico e as correntes geradas em toda a célula podem ser
registrados. Pelo desenvolvimento desta técnica, em 1991 Neher e Sakmann receberam o prémio
Nobel de Fisiologia e Medicina. Apesar dos avancos promovidos pela técnica de patch-clamp,
ela apresenta uma série de limitacdes tais como, procedimentos complicados durante sua
realizacdo, nimero limitado de até 4 micropipetas que podem ser utilizadas simultaneamente e
apenas poucas células podem ser analisadas com estas. Além disso, a técnica € invasiva e destr6i
a membrana celular apés uma medida, o que impossibilita andlises com longos tempos de
duragdo.

Simultaneamente, durante a década 70, com o avango das técnicas de microfabricacao
uma nova tecnologia baseada em microeletrodos planares foi desenvolvida. Nesta,
microeletrodos de diversos tipos de materiais como 6xido de estanho-indio (ITO), nitreto de
titanio, ouro (Au), platina (Pt) e negro de platina foram produzidos sobre superficie planares.*""
Células como neur6nios sdo entdo crescidas sobre estes, os quais podem ser usados ndo s6 para
detectar os potenciais de acdo extracelulares como também promover estimulos elétricos as
células.!'”

Uma outra alternativa para o monitoramento de eventos extracelulares também foi
proposta em 1970. Piet Bergveld sugeriu o uso de transistores de efeito de campo como sensores
eletrofisiolégicos."* Na ocasido, Bergveld desenvolveu os entdo conhecidos como transistores
de efeito de campo sensiveis a {fons ou ISFETs (do inglés, ion-sensitive field effect transistors),
os quais diferem dos transistores convencionais por nao possuirem uma camada metdlica em sua
superficie. Desde as publicagdes pioneiras de Bergveld na década de 70 descrevendo esses
experimentos, este mesmo principio tem sido aplicado até hoje na andlise de potenciais de acdo
ndo s6 de neurdnios como também de células cardiacas.!*"*! Adicionalmente, ao longo desses
anos os ISFETs foram também aplicados como biossensores na deteccao de uma ampla gama de
processos como por exemplo, a hibridizagdo de moléculas de DNA, reconhecimento de

He-181 o emprego destes

antigenos por anticorpos e detec¢do de moléculas pequenas como a uréia.
dispositivos tanto para a andlise de processos envolvendo células eletrogénicas, como para

biossensores moleculares, tem como vantagem em relagio a outras técnicas como patch-clamp, a
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sua capacidade de miniaturizagdo e integracdo de miultiplos dispositivos funcionando
simultineamente. Embora os ISFETs tenham sido nos dltimos anos vastamente empregados na
deteccdo de potenciais de acdo extracelulares, uma série de outras aplicagdes farmacoldgicas
podem também ser exploradas com estes sensores. Por exemplo, a deteccao de
neurotransmissores que sdo liberados na fenda sindptica durante a propagacdo de um potencial

119201 Entretanto, uma das limitagdes tecnolégicas é

de acdo e a respectiva transmissdo sindptica.
que os FETs sdo sensores de cardcter capacitivo, e como um efeito da sua miniaturizacdo, suas
areas superficiais e portanto suas capacitancias, tendem também a diminuir, o que limita assim
sua habilidade de monitorar pequenas mudangas de potencial na superficie. Uma alternativa para
superar esta problemdtica, € o emprego de transistores com portas apresentando estruturas
altamente porosas e/ou estruturas metdlicas nanométricas, as quais apresentam uma razio de
superficie/volume extremamente alta e podem portanto exibir maior sensibilidade a pequenas
variagdes eletrostaticas.

Baseado nestas ultimas observacdes, o objetivo geral deste trabalho foi produzir ISFETs
com uma superficie nanoestruturada e utilizar estes para monitorar eventos de exocitose como a

liberacdo de prétons contidos em vesiculas de células modelos de neurdnios. Assim, os capitulos

desta tese foram organizados da seguinte maneira:

O capitulo 1 apresenta os fundamentos sobre as células neurais e seus modos de transmissao
elétrica através das sinapses. Além destes, os conceitos basicos sobre a fisica e o funcionamento
de transistores de efeito de campo, assim como a modificacdo de suas superficies com
nanoparticulas metélicas sdo também abordados. A ultima parte deste capitulo introduz o
acoplamento de células com transistores e como estes dispositivos podem ser usados para
monitorar eventos de exocitose.

O capitulo 2 descreve os processos de fabricagdo e caracterizacdo elétrica de capacitores e
transistores utilizados nesta tese. Adicionalmente, os processos para formacao de nanoparticulas
sobre a porta dos transistores e o seu emprego para a deteccdo de moléculas neurotransmissoras e
eventos de liberagdo de prétons por vesiculas de células modelos de neurOnios sdo também
apresentados.

O capitulo 3 apresenta os resultados e discussdes sobre os processos de fabricagdo,

caracterizacdo elétrica e aplicacdo de transistores de efeito de campo modificados com
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nanoparticulas metdlicas para a detec¢do de moléculas de neurotransmissores. Por fim, a dltima
parte deste capitulo apresenta os resultados dos experimentos do acoplamento entre células e

transitores.

O capitulo 4 apresenta as conclusdes desta tese e indica perspectivas futuras para a continuagao

desta linha de trabalho.
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Capitulo 1

Fundamentos

Este capitulo ird introduzir os conceitos basicos sobre os processos de propagacdo de sinais
elétricos nas células neurais e também os principios fisicos e de funcionamento de transistores de
efeito de campo. Os detalhes sobre a modificacdo destes transistores com nanoestruturas
metélicas e sua aplicacdo para o monitoramento de eventos sindpticos € também abordado. Desta
maneira, a secdo 1.1 apresentard os fundamentos sobre os neurdnios € como ocorrem 0S
potenciais de acdo e eventos sindpticos com libera¢do de neurotransmissores. Na secdo 1.2 serd
discutido os principios fisicos do efeito de campo na operacdo de capacitores e transistores,
assim como sua aplicacdo como sensores quimicos. Esta secdo apresenta ainda a importancia de
desenvolver transistores com nanoestruturas metdlicas em sua superficie. O acoplamento de
células com transistores para andlise de processos de adesdao e monitoramento de sinais elétricos
transmitidos pelas células é apresentado na sec¢do 1.3. Por fim, a sec@o 1.4 descreve os objetivos

deste trabalho.

1.1 Os Neuronios

Como j4 descrito na apresentagcdo, as células neurais sdo consideradas os elementos
fundamentais do sistema nervoso central (SNC), incluindo o cérebro e a medula espinhal. Os
neurdnios assim como as c€lulas cardiacas, sdo também conhecidos como células eletrogenicas,
ou seja, células que conduzem sinais elétricos por meio de ions e moléculas neurotransmissoras
que fluem através da membrana celular. Disturbios nesta atividade elétrica pode
consequentemente resultar em disfuncdes fisioldgicas que conduzem ao desenvolvimento de
desordens neurol(’)gicas.[g]

Os neurdnios apresentam diferentes morfologias e tamanhos dependendo de suas funcdes

e localizacdo no sistema nervoso. A Figura 1.1 mostra uma ilustracdo genérica de um neur6nio

motor. Basicamente, este € formado por dezenas a centenas de dendritos, 0s quais atuam como

5
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Dentritos (terminal de recep¢ao)
|\ YY1, Terminal do Axénio
AN (terminal de transmissao)

Senﬁda de propagagdo

L
ds,‘:?'

~ Corpo | S
Axdnio Nodo de Ranvier

Bainha de Mielina

Figura 1.1 TIlustragdo da estrutura celular de um neur6nio motor. A Figura foi adaptada da
referéncia [7].

receptores de sinais vindos de outras c€lulas e transmitem estes para a soma (corpo), na qual o
nicleo da célula estd situado. A soma € entdo responsavel pelo processamento dos sinais
recebidos e transmite estes através do axonio, que pode apresentar comprimentos de mais de um
metro. No caso de um neurdnio motor, o axonio apresenta comprimentos desta magnitude e a sua
principal funcdo € atuar enviando sinais elétricos do cérebro para os musculos. Os axonios
normalmente sdo cobertos com uma fina camada de lipidios, também conhecida como camada de
mielina, a qual atua como um isolante elétrico. Em algumas partes, os axonios apresentam
regides ndo cobertas por esta camada e estas regides sdo chamadas de nodos de Ranvier. A
transmissdo de sinais elétricos através de um axoOnio para outras células ocorre no que é
conhecido também como um terminal sindptico. A sinapse € uma interconexdo entre dois
neurOnios que permite com que fons sejam transportados de uma célula para outra. 78211 o

mecanismo do processo de sinalizacdo e os tipos de sinapses envolvidas serdo descritos com

mais detalhes nas proximas secoes.

1.1.1 A Membrana Celular e o Potencial de Repouso

Um ponto importante a se considerar antes de se discutir os processos de sinalizacdo € a

membrana celular. Todas as células animais sdo formadas por uma membrana plasmaética, na
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qual seus principais constituintes sao moléculas de fosfolipidios que juntas formam uma dupla
camada com espessura entre 4 ¢ 10 nm.® Esta, a qual foi descrita através dos trabalhos de Singer
e Nicholson como um mosaico fluido, apresenta suas extremidades hidrofébicas voltadas para o
interior e as hidrofilicas voltadas para o meio extracelular e também para o citoplasma da
célula.”® Encontram-se ainda na composicio da membrana celular, proteinas integrais ou
esféricas e glicidios ligados as proteinas (glicoproteinas) e também a certos lipidios
(glicolipidios). Como uma bicamada lipidica, a membrana celular € semipermedvel. Isto significa
dizer que somente algumas moléculas ou fons podem atravessd-la. No caso de moléculas, estas
podem ser tanto espécies relativamente pequenas como, por exemplo, alguns hormoénios ou
moléculas maiores de carater lipofilico. Outras moléculas somente podem atravessar a membrana
celular se certas moléculas transportadoras estiverem envolvidas. Portanto, dependendo da
natureza da molécula, diferentes mecanismos de transporte podem ocorrer. Estes por sua vez,
podem ser divididos em transportes passivos, transportes que nao consomem energia na forma de
ATP, e transportes ativos, 0s quais envolvem um consumo de energia através da hidrélise do
ATP. ¥

Um tipo de proteina presente na membrana plasmdtica e que desempenha um papel
critico na fungdo de células eletrogénicas como os neurdnios, sao as proteinas de canais de fons
dependentes de voltagens (diferencas de potencial). Estas proteinas de canais de fons sdo
seletivas a permeabilidade de fons como Na*, K*, Ca®* e CI. A seletividade a estes fons é
baseada nas configuracdes conformacionais adquiridas por estas proteinas, onde seus arranjos
moleculares formam poros com tamanhos varidveis e que sao dependentes da distribuicdo de
cargas nestes canais moleculares, que diferenciam os fons por seus estados de valéncia e seus
tamanhos. Uma mudanga na diferenca de potencial elétrico proximo a estas proteinas pode fazer
com que elas adotem uma configuracdo que permita o transporte de fons através da membrana
celular. "#2" Um aspecto comum as células eletrogénicas € a diferenca na concentracdo de ions
no meio extracelular em comparagio ao citosol. Por exemplo, a concentragio de fons Na* e CI
no fluido extracelular (~150 e ~120 mmol L respectivamente) € cerca de dez vezes maior do
que no meio intracelular. A situac@o inverte-se para os fons de K, os quais a concentra¢io no
citosol é de ~150 mmol L™, enquanto que no meio extracelular esta é apenas de ~ 5 mmol L™ [21]
Este gradiente de cargas entre os meios intra e extracelular resulta em uma diferenga de potencial

elétrico através da membrana plasmdtica. Num estado considerado de repouso, isto €, quando os
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gradientes de cargas no citosol e no fluido extracelular estdo em equilibrio e as células ndo estdo
transmitindo nenhum potencial de acdo, a membrana celular é dita estar num potencial de
repouso. No caso de neurdnios este potencial € de cerca de — 70 mV, enquanto que para células
cardiacas este é de — 90 mV e para adip6citos é de aproximadamente — 40 mV. !}

Uma descri¢do da voltagem (V) desenvolvida através da membrana celular € dada pela

seguinte equagdo formulada por Goldman-Hodgkin-Katz :

+1. +1. -1.
— RT In Pg[K"]intPNa[Na™]intPci[Cl” Jin (Eq 11)

m ziF P[K*lout+PNalNat]out+Pci[Cl lout

neste caso R corresponde a constante universal dos gases (8,314472 JK ' mol™"), enquanto T é a
temperatura absoluta, z; é a carga dos fons e F é constante de Faraday (96485 C mol™). O termo
P representa a permeabilidade dos respectivos fons.”*"! Em 1952, Hodgkin e Huxley proporam,
com base em suas observagdes experimentais, um circuito elétrico equivalente para explicar o
transporte de fons através da membrana celular. *~! Este é ilustrado na Figura 1.2 e descreve o
comportamento elétrico da membrana por fontes de voltagem equivalentes ao potencial de
equilibrio (Ej) das espécies idnicas e por resistores com uma condutividade Gj proporcional a
permeabilidade dos respectivos ions. Este modelo inclui ainda duas fontes de correntes idnicas,
Ix" e Ina', as quais descrevem como a bomba de sédio-potdssio pode contrabalancear e conduzir

o gradiente de fons através da membrana celular a um estado de equilibrio. "

Extracellular side

(s]

Intracellular side

Figura 1.2  Ilustracdo do circuito elétrico equivalente para a membrana celular de um neurdnio
proposto por Hodgkin e Huxley. A Figura foi adaptada da referéncia [5].
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O udltimo elemento deste circuito é a capacitincia da membrana lipidica (Cy). Esta bicamada
lipidica é impermedvel, mas pode ser carregada e descarregada assim como um capacitor. A
capacitincia especifica desta membrana apresenta valores da ordem de 1 pF cm 2, enquanto a
condutividade especifica destas membranas possuindo proteinas pode variarde 1 Scm 2a 10

cm 2121

1.1.2 O Potencial de Acao

As grandes responsdveis por manter um equilibrio entre os gradientes de ions dentro e
fora das células sao um grupo de protéinas presentes ao longo de toda membrana celular e que
sdo conhecidas como bombas de sddio-potdssio. Cada uma destas proteinas é responsavel pelo
transporte de dois fons de K* para dentro da célula e trés fons de Na" para fora desta. Este fluxo
estabelece uma distribuicao particular de fons carregados positivamente através da membrana
celular, com mais fons de Na* fora das células e mais K* dentro destas, como ja mencionado
anteriormente.”**!! Num estado de repouso, a diferenca de potencial através da membrana
celular é praticamente constante, porém quando um estimulo externo € aplicado a esta, as
proteinas de canais de ions dependentes de voltagem (também chamadas de gated ion channels
proteins) sdo capazes de permitir o transporte passivo de fons Na™ para dentro das células. No
caso de neurdnios, se esta diferenga de potencial exceder uma voltagem de limiar de — 60 mV a
— 55 mV, os canais de fons de Na" sdo ditos estarem ativados e uma grande quantidade destes
ifons flui para o interior das células. Neste momento, a membrana celular passa por uma etapa
chamada de despolarizacdo. Esta despolarizacdo faz com que canais de fons de K" também
comecgem a se abrir e permitam a saida destes ions para o meio extracelular. Se a etapa inicial de
despolarizacdo causar uma diferenca de potencial suficientemente alta na membrana celular,
outros canais de fons Na" serdo abertos e a despolarizacdo ird se propagar ao longo da célula
neural. A propagacdo desta diferenca de potencial é chamada de um potencial de a¢cdo, que nada
mais € do que um pulso de potencial elétrico viajando como uma onda através da célula. 78211 A

Figura 1.3A mostra uma ilustracdo esquemdtica da propagacdo de um potencial de agdo pelo

axOnio de um neurdnio.
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Figura 1.3 A- ITlustracdo da propagacdo de um potencial de agdo através do axdnio de um
neuronio. B- Representacdo do traco de potencial de membrana versus tempo para
as diferentes fases de um potencial de agdo conforme mostrado em A [22].

Uma vez que um potencial de membrana em torno de +40 mV € alcancado, os canais de
Na® comegam a ser inativados, ou seja, o gradiente de potencial positivo faz com que os canais
de Na" se fechem evitando o influxo destes fons. Por outro lado, a0 mesmo tempo canais de K",
0s quais se abrem mais lentamente que os de Na* continuam abertos e um largo efluxo destes
fons para fora da célula continua ocorrendo em fungdo do gradiente elétrico positivo dentro
desta. Como os fons de K" fluem agora para fora da célula, este movimento de cargas positivas
causa um processo reverso no potencial de membrana tornando o gradiente elétrico no interior da
célula novamente negativo. Em fun¢do dos canais de K* fecharem-se mais lentamente, o
potencial de repouso reestabelecido torna-se mais negativo do que em relacdo ao seu estado
inicial. Neste momento dizemos que a célula sofre um processo de hiperpolariza¢do. Logo apds,
os canais de potdssio sdo inativados (fechados), mas o movimento destes fons através da

membrana continua por meio de canais de ligacdo, os quais dominam neste instante o potencial

10
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de membrana. Enquanto isso, a bomba de s6dio-potéssio continua com seu efluxo de fons de Na*
. . . . . . , 21

e seu influxo de fons de K*, evitando assim perdas devido a qualquer gradiente de fons. *'! Uma

representacdo grafica destas diferentes fases de um potencial de a¢do é demonstrada na Figura

1.3B.

1.1.3 A Transmissao Sinaptica e o Processo de Exocitose

A Sinapse Elétrica

Durante a propagacdo de um potencial de acdo, este viaja como uma onda ao longo do
axonio até atingir sua extremidade, a qual também € chamada de um terminal sindptico. A
transmissao deste sinal elétrico vindo através do axonio de um neur6nio para o dendrito de outro
neurdnio pode ocorrer de duas maneiras, isto €, por meio de uma sinapse elétrica ou uma sinapse
quimica. No caso de uma sinapse elétrica, a distancia entre os terminais sindpticos separando as
duas células é de aproximadamente 2 — 4 nm. Devido a esta pequena distancia de separacao,
estes terminais estabelecem através de proteinas conhecidas como conexinas uma juncio
sindptica. As proteinas conexinas que compoem esta junc¢do sdo agrupadas em cada célula por

8211 A interacio de um destes hemicanais de

seis unidades monoméricas que formam hemicanais.
uma célula com outro hemicanal formado em outra célula forma, entdo, uma jungdo sindptica
como demonstrado na Figura 1.4. Usualmente, centenas destas jungdes sdo estabelecidas durante
este processo sindptico, o qual permite com que um fluxo direto de fons K" provindos de um
axonio seja transmitido através destes canais para a outra célula. O influxo destes fons no
terminal pos-sindptico ativa desta forma um potencial de acdo nesta célula. A propagacdo de
sinais elétricos por meio destas sinapses € extremamente rdpida e elas normalmente ocorrem em
areas do cérebro onde uma rdpida comunicagdo interneural € necessdria, como por exemplo, no

. . . 7,821
sistema nervoso existente na retina. L !

11
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fechado aberto

conexina

mondmero de conexina

membrana celular

Figura 1.4 Ilustracdo esquemadtica da formacao de uma jungdo de sinapse elétrica. Nesta, seis
unidades monoméricas da proteina conexina formam um conexén e 0s conexons
de duas células forma uma juncdo sindptica. A Figura foi adaptada da referéncia
[23].

A Sinapse Quimica

O outro modo de comunicagdo interneural € através da sinapse quimica. Nesta, a
distancia de separacdo entre as regides pré e pds-sindptica é relativamente grande, sendo da
ordem de 20 a 40 nm."*” Desta maneira, o sinal elétrico vindo do terminal pré-sindptico é
convertido a um sinal quimico, assim como demonstrado na Figura 1.5. O processo de sinapse

quimica pode ser descrito basicamente através das seguintes etapas:

1. A chegada de um potencial de acdo até a regido pré-sindptica do neurdnio causa a
. - . L, 2

despolariza¢do da membrana celular e consequentemente a abertura de canais de fons Ca™", os

quais comecam a fluir para dentro da célula aumentando portanto, sua concentracio

intracelular.

~ . )3 2 - . ~
2. O aumento da concentragio intracelular de fons Ca”* faz com que estes fons ativem a fusdo de
vesiculas contendo moléculas de neurotransmissores para a superficie da membrana celular.
Neste momento, miultiplas interacdes entre proteinas da membrana celular e proteinas

presentes na superficie das vesiculas ocorrem e formam complexos conhecidos como

12
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SNARE:S ( do inglés, soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion protein attachment receptors),
mantendo as vesiculas em contato com a parede intracelular. A interacdo eletrostatica de fons
Ca™ com estas protefnas faz com que as mesmas sofram mudancas de conformagio e

induzam a difusao das vesiculas até a membrana celular.

Juncgido
pré-sinaptica

Juncao . Canal receptor

sinaptica

C

Juncdo
Na' Na' Na' poés-sinaptica

Figura 1.5 Representacdo esquemdtica da transmissdo sindptica em uma sinapse quimica. A

Figura foi adaptada da referéncia [7].

3. A reorganizagao local da bicamada fosfolipidica conduz a formacdo de poros de fusdo, os
quais permitem com que as moléculas neurotransmissoras presentes dentro das vesiculas
sejam liberadas gradativamente através destes poros no meio extracelular do terminal

sindptico.

4. A formacdo destes poros de fusdo faz com que fons como Na* e H;O" do meio extracelular
difundam-se para o interior das vesiculas, provocando assim o seu inchamento e
consequentemente aumentando a tensdo de Laplace na drea de jungdo das membranas. Este
aumento de tensdo provoca entdo a expansao do poro de fusdo, conduzindo a liberacdo de um
grande fluxo de neurotransmissores no meio extracelular e a fusdo completa da vesicula com

a membrana plasmadtica.

5. As moléculas de neurotransmissores liberadas entre as regides pré e pds-sindpticas podem
interagir de forma ndo covalente com as proteinas de canais de fons presentes no terminal pos-

sindptico, provocando entdo a abertura destes canais. Muitos tipos de canais existem nessas

13
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regides e, portanto a mudanca de potencial resultante na célula pds-sindptica depende ndo
somente do tipo de fon para o qual a membrana € permedvel, mas também da quantidade de

neurotransmissores presentes na regiao sindptica.

6. A despolarizacio da membrana celular (abertura de canais de fons) de um terminal pds-
sindptico provoca uma mudanca no seu potencial de membrana. Esta mudanga pode ser tanto

excitatdria quanto inibitdria.

7. Todos os potenciais excitatorios e inibitorios sdo somados na célula pds-sindptica, e caso o
potencial resultante esteja acima de uma voltagem limiar um ou mais potenciais de acdo

podem ser gerados nesta célula.

8. A molécula neurotransmissora € entdo apds esta, liberada e reabsorvida no terminal pré-
sindptico onde € novamente aprisionada em vesiculas para futuros eventos de sinalizacdo. Os
processos sindpticos nao sdo exclusivos dos neurdnios € podem também ocorrer nos musculos

e glandulas. [7.24.23]

1.1.4 Neurotransmissores e suas Funcoes

As substancias consideradas neurotransmissoras sdo divididas em trés grandes grupos,
estes sdo: (1) alguns aminodcidos (4cido glutdmico, 4cido y-aminobutirico (GABA), acido
aspartico e glicina), (2) peptideos (vasopressina, neurotensina, etc), (3) monoaminas
(norepinefrina, dopamina e serotonina) e ainda acetilcolina. Entre todos estes os mais abundantes
encontrados no cérebro sdo o 4cido glutimico (também encontrado na forma de glutamato) e o
GABA. As monoaminas e a acetilcolina realizam fun¢des de modulagdes especializadas
frequentemente confinadas a estruturas especificas. Enquanto os peptideos por sua vez realizam
fungdes especializadas no hipotdlamo e atuam como cofatores em outras partes do cérebro. 24/ Na

sequéncia serdo descritos alguns neurotransmissores € suas principais fungdes.

14
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Acetilcolina

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor descoberto e € o principal
neurotransmissor do sistema nervoso periférico (SNP). A sua sintese ocorre na soma das células
neurais a partir da colina e do acetil CoA, derivados do metabolismo da glicose através da
enzima colina acetiltransferase, e é, entdo, posteriormente transportada ao longo do axonio para a
regido sindptica onde € conjugada para acetilcolina (Figura 1.6). Diferentemente da maioria dos
neurotransmissores de monoamina, 0s quais atuam como inibidores, a acetilcolina usualmente
atua como um neurotransmissor excitatério. As glandulas que recebem os impulsos da parte
parasimpatica do sistema nervoso autobnomo sdo também estimuladas. Por isso, um aumento na
concentracdo de acetilcolina durante a sinapse causa uma redu¢do da frequéncia cardiaca e um
aumento da producdo de saliva. Em relacdo a outros neurotransmissores, o nimero de receptores
de acetilcolina no cérebro é extremamente baixo, mas fora dele a acetilcolina € o principal
neurotransmissor que controla os musculos. Desta forma, quando a acetilcolina liga-se aos seus

. 1. ~ 24
receptores na fibras musculares, estas tltimas sofrem contragao.[ ]

Acido Glutémico

O 4cido glutamico (Figura 1.6) é o neurotransmissor mais comum no cérebro. Como os
valores de pKa dos grupos carboxilicos do dcido glutdmico sdo menores do que o pH fisiol6gico
(7,4), o 4cido glutdmico encontra-se ionizado na forma de glutamato e atua sempre como um
neurotransmissor excitatério, ou seja, a sua ligacdo com receptores no terminal pds-sindptico
permite com que canais de fons se abram e espécies como Na" fluam entdo para dentro deste
terminal, transmitindo desta forma um potencial de ag¢do para a outra célula. Entre todos os
receptores de glutamato, o mais comum é o NMDA. Este € particularmente sensivel aos efeitos
de exocitotoxidade causada por um excesso de glutamato liberado durante a sinapse. Efeitos
relacionados a essa toxidade sdo normalmente associados a problemas como isquemia. Como um
mecanismo de autoreparo para toxicidade provocada por glutamato, os astrocitos (células glia)
sdo capazes de absorver este neurotransmissor e converté-lo a glutamina, a qual ndo ¢é
considerada uma espécie toxica quando em excesso. A glutamina pode assim ser transportada

A P . 8,24
novamente para os neurdnios onde € entao convertida a glutamato.[ ]
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Dopamina

A dopamina (Figura 1.6) € um neurotransmissor que pertence ao grupo das monoaminas
e ¢é sintetizada em regides do cérebro como a substdncia negra e a drea tegmentdria ventral a
partir de L-dopa. Durante os processos sindpticos, a dopamina pode atuar tanto como um
neurotransmissor excitatério como inibitério, desta forma amplificando ou suprimindo a
propagacdo de um potencial de acdo, respectivamente. O efeito amplificador ou inibidor depende
da natureza do receptor pds-sindptico. Uma liberacdo de dopamina em excesso pode conduzir a
um super estimulo dos neurdnios controlando os miusculos esqueléticos. Esta disfuncdo
provocada por dopamina € associada as caracteristicas de rigidez muscular desenvolvida por
pessoas apresentando a doenca de Parkinson. O processo de transmissdo sindptica envolvendo
dopamina pode ser artificialmente modulado através do uso de certas drogas. Por exemplo, as
moléculas de cocaina sdo capazes de ligar-se e bloquear os receptores pré-sindpticos de
dopamina, inibindo assim a reabsor¢do de dopamina dentro deste terminal. Este efeito é
responsavel, entdo, por um efeito de estimulagdo prolongada em certas areas do cérebro

causando o que é conhecido como experiéncia psicodélica./*¥

Serotonina

A serotonina é também um neurotransmissor pertencente ao grupo das monoaminas, mas
diferentemente das outras moléculas as quais sdo catecolaminas, a serotonina € uma indolamina
(Figura 1.6).%4 A serotonina ¢ sintetizada em diferentes partes do cérebro a partir do triptofano
transportado pela barreira hematoencefalica que controla a entrada de substancias vindas do
sangue para o sistema nervoso central. Em relacdo ao resto do corpo, somente 1-2% de
serotonina encontra-se no cérebro, mas apesar desta baixa concentracdo, este neurotransmissor
apresenta um papel importante em diversos aspectos incluindo a temperatura corporal, o apetite,
a sexualidade e o ritmo circadiano (ciclo de dia e noite). Neste ultimo ela desempenha uma
funcdo fundamental, pois a serotonina € a precursora para a sintese de melatonina. O ritmo

circadiano dos mamiferos € regulado pelo hipotalamo em resposta a luz. Assim, ao anoitecer a

producdo de serotonina aumenta a formag¢do de melatonina. Pelo contrdrio, ao amanhecer a
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concentracdo desta dltima decai, pois a sintese de melatonina € inibida como uma resposta da
exposicdo do hipotdlamo a luz, e consecutivamente a concentracdo de serotonina aumenta. A
reducdo de serotonina no ciclo circadiano é associada a senescéncia e a depresso.! "

As estruturas quimicas destes quatro neurotransmissores discutidos nesta secdo sdo

mostradas na Figura 1.6.

. 0 0

)OL N CH
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H,c” © \CH HO OH
3 NH;
acetilcolina acido ghutamico
H
HO NH, N
Vs
HO HO
NH>

dopamina serotonina

Figura 1.6 Estruturas quimicas dos respectivos neurotransmissores discutidos nesta sub-sec¢ao.

1.1.5 Monitoramento Eletrofisiologico

Como introduzido na apresentacdo, a andlise do comportamento elétrico das membranas
biol6gicas é convencionalmente realizada pela técnica de patch-clamp, a qual foi desenvolvida
por Erwin Neher e Bert Sakmann na década de 7010210 A Figura 1.7 mostra uma ilustragdo
esquemadtica do processo de patch-clamp conduzido com uma pipeta de vidro preenchida com
uma solucdo de eletrdlitos numa concentracdo equivalente a concentracdo de ions no meio
intracelular. Diferentes tipos de configuracdes como, por exemplo, os modos de célula acoplada
(do inglés, cell attached) e célula inteira (do inglés, whole cell), sdo utilizados para analisar os
potenciais de membrana e correntes i0nicas. O desenvolvimento destes diferentes tipos de
configuragdes permite com que correntes geradas em toda a célula, assim como em um Unico
canal de fons possa ser detectado. Além disso, medidas de patch-capacitancia permitem, ainda, a

1. A oA . ~ 26
andlise das variacdes na capacitincia da membrana celular durante um potencial de agdo."*®! No
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caso da configuracdo de célula inteira, esta permite com que substincias sejam injetadas através
de uma micropipeta no citoplasma das células, possibilitando assim a andlise de efeitos
farmacoldgicos nestas. Esta dltima é de extrema importancia, especialmente para o estudo do
efeito de diferentes moléculas na transmissdo sindptica onde como descrito previamente,
neurotransmissores sio liberados através de vesiculas, sendo posteriormente captados pela regiao

z ozt z . . . L. 21
pOs-sindptica de outra célula e desta forma podem transferir sinais elétricos entre estas.

I controlede V

Z ‘ I- saida

| I

Gnd |Ref

'W E-trabalho

-<¢—— Eletrodode Ag/AgCl

-— micropipetade vidro

N

e 2 .
‘7 canais de ions

P

membrana celular

Figura 1.7 TIlustracdo basica da técnica de patch-clamp. Nesta, a micropipeta de vidro
preenchida com eletrdlitos € colocada em contato com a membrana celular e
através da ruptura desta as correntes dos canais de ions sdo entdo registradas. A

Figura foi adaptada da referéncia [27].

A anélise desses processos sindpticos de exocitose (liberagdo de neurotransmissores) €
usualmente realizada por meio da técnica de patch-amperometria, a qual é muito similar a
técnica de patch-clamp, mas neste caso uma microfibra de carbono que atua como um

microeletrodo € inserida dentro de uma micropipeta de vidro preenchida com uma solugdo

A . 7 . . . , e ,
i0nica.” Assim, ao passo que a micropipeta € acoplada a membrana celular em uma regido pré ou
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pOs-sindptica, ela pode romper a membrana e coletar as moléculas neurotransmissoras para seu
interior e estas podem entdo ser detectadas através de medidas amperométricas empregando-se a
microfibra de carbono. Alternativamente, muitos pesquisadores preferem utilizar somente a
microfibra de carbono, e aproximam estas da membrana celular para realizar a deteccdo

28291 Embora factivel,

amperométrica de neurotransmissores que sdo eletroquimicamente ativos.
a andlise experimental desses processos em células neurais in vitro requer a formacao das regioes
sindpticas, as quais normalmente comegam a ocorrer apds 15 dias do inicio do crescimento
celular.”"! Além disso, as regides sindpticas possuem dimensdes submicrométricas, o que torna

dificil sua visualizacdo em microscopios Opticos convencionais.

1.1.6 Modelos de Células Neurais

Devido a estas dificuldades em analisar eventos sindpticos em células neurais, outros
tipos de células consideradas modelos para andlises de processos de exocitose sdo normalmente
empregadas. Estas, as quais ndo formam juncdes sindpticas, possuem vesiculas relativamente
grandes (0,25-1 um em didmetro) em comparacdo as vesiculas das células neurais (~20-50 nm
em diametro) e consequentemente possuem também uma concentracio relativamente maior de

neurotransmissores. >’

Entre alguns exemplos destas células modelos incluem-se, as
cromafinas do sistema adrenal (provindas de bovinos, camundongos e humanos), as quais
liberam uma mistura de catecolaminas como adrenalina, noradrenalina e dopamina. Os
mastdcitos de camundongos normais ou beges (liberam serotonina e histamina), as células beta
do pancreas de camundongos ou humanos e células enterocromafinas de ileos de cobaia as quais
liberam serotonina.'”>’ Além destas, outra linhagem celular também conhecida pela sigla PC12
(do inglés, pheochromocytoma), é comumente utilizada como um modelo para a andlise de
processos de exocitose em neurdnios.”**" Estas células sdo derivadas embriologicamente de
glandulas adrenais cancerosas de ratos, das quais foram clonadas e expostas a fatores de
crescimento neurais. As células PC12 sio capazes de manifestar diversas caracteristicas similares
as células neurais, tais como a liberagdo de neurotransmissores (dopamina) a partir da
despolarizacdo da membrana celular, diferenciacdo e formacdo de axdnios e dendritos quando

. . . 132 ~ A+
co-cultivadas com fatores de crescimento neurais.””’ Em comparagio aos neurdnios, estas

células crescem e se reproduzem rapidamente de modo que em cerca 3-4 dias sdo capazes de
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formar camadas confluentes e promover a exocitose de neurotransmissores. Devido estas
caracteristicas, estas células sdo usualmente utilizadas como células modelo na analise de
processos de exocitose envolvendo a conformacdo de complexos protéicos na membrana celular,

[25,32,33] Estes

a fusdo de vesiculas nestes e a liberacio de moléculas neurotransmissoras.
processos sdo basicamente analisados pelas técnicas amperométricas descritas anteriormente.
Estas, as quais ainda possam detectar estes neurotransmissores com certa resolugdo espacial em
uma unica célula sd3o, no entanto limitadas quanto a medidas multiplas simultaneas e também
medidas durante longos periodos sem danificar a membrana celular, como no caso da técnica de
patch-amperometria.

Uma solucdo alternativa para a andlise de tais processos sdo medidas empregando
transistores de efeito de campo ou FETs (do inglés, field effect transistors), os quais devido a sua
maior sensibilidade para a detec¢do de pequenas mudangas no potencial de superficie, sdo
considerados ferramentas promissoras no estudo do comportamento elétrico de células
eletrogénicas e seus processos sindpticos.''” Desta maneira, na préxima secdo serdo introduzidos

alguns conceitos fundamentais sobre FETs e como estes podem ser explorados no estudo de

processos de exocitose.

1.2 Transistores de Efeito de Campo

Os transistores sdo dispositivos bem conhecidos da industria da microeletronica, sendo
considerados os elementos essénciais dos circuitos integrados (ICs).”** A Figura 1.8 mostra uma
ilustragdo da estrutura béasica de um FET, o qual consiste num substrato usualmente de silicio
(tipo p ou n) contendo duas regides denominadas de fonte e dreno altamente dopadas com Spt
(dopante tipo n) ou B* (dopante tipo p), que sdo separadas por uma distdncia que € definida
durante os processos de fabricag¢do e que é chamada de regido de porta. No topo desta regido uma
fina camada de 6xido (normalmente SiO,) cobre a sua superficie, enquanto um eletrodo metélico
€ depositado sobre este 6xido, assim como também sobre as areas de fonte e dreno (sem formar
curto-circuito) para produzir contato elétrico nestas.*! Transistores com esta configuragdo sdo
também conhecidos como MOSFETs (do inglés, metal-oxide-semiconductor field effect

transistors).
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Figura 1.8 Ilustracdo esquematica de um transistor do tipo MOSFET. Durante o funcionamento
deste transistor os terminais de fonte e dreno sdo polarizados através de uma
voltagem Vps, enquanto uma diferenca de potencial Vgs € aplicada entre a fonte e o

eletrodo de porta.

O principio de funcionamento de um MOSFET € baseado nas propriedades fisicas do
semicondutor utilizado em sua construcdo. Portanto, para uma melhor compreensao a respeito do
seu funcionamento elétrico, alguns conceitos bdsicos sobre a fisica do estado s6lido e a
modulacdo elétrica destes dispositivos através de campos externos devem ser previamente
considerados. A proxima subsecdo descreve estes conceitos considerando um capacitor metal-

6xido-semicondutor.
1.2.1 O Capacitor Metal-Oxido-Semicondutor

A regido de porta de um MOSFET pode ser descrita e compreendida de forma mais
simplificada como um capacitor com uma configuracdo metal-6xido-semicondutor ou capacitor
MOS (do inglés, metal-oxide-semiconductor), assim como demonstrado na Figura 1.9A. O
diagrama de energia para o respectivo MOS formado por um semicondutor tipo p sem tensao

aplicada no metal (V = 0 V) é mostrado na Figura 1.9B.4
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Figura 1.9 A - Estrutura fisica de um capacitor do tipo MOS. B - Diagrama de bandas de
energia para o respectivo capacitor mostrado em A. Os termos do diagrama sio

definidos no texto.

Neste diagrama, as cargas na interface Si/SiO, e no 6xido sao ignoradas e as funcdes trabalho do
metal e do semicondutor sdo ditas estarem alinhadas, ou seja, a diferenca de energia (®y) entre

elas é zero, conforme demonstrado através da seguinte Equacao:
Eg
Ouis = (@ — ©5) = Dy~ (qx + 2+ qp) =0 (Eq. 1.2)

Nesta, a soma dos trés itens entre paréntesis representa a funcao trabalho do semicondutor, onde
o termo gy representa o parametro de eletroafinidade, o qual é a diferenca de energia entre a
banda de conducdo e o nivel de vacuo, ao passo que o fator qyp que representa a diferenga de
energia entre o nivel de Fermi e o nivel de Fermi intrinseco (E;). O termo E, corresponde ao hiato
de energia (band gap) do semicondutor. Esta condi¢cdo, onde as bandas do semicondutor estdo
horizontalmente tocando as bandas do 6xido, € também conhecida como condi¢do de banda
plana. Assim, as Unicas cargas que existem no MOS sob condi¢des de polarizacdo sdo aquelas no
semicondutor e aquelas iguais mas de sinal oposto na superficie do metal adjacente ao 6xido.*

Caso o capacitor MOS seja polarizado com tensdes positivas ou negativas, trés casos

podem ocorrer na superficie deste semicondutor do tipo p. Estes sdo:

1) Se uma tensd@o menor do que 0 V (V < 0) for aplicada ao metal, esta causard um aumento
na diferenca de energia entre Er e E; e um excesso de portadores de cargas positivas

(lacunas) irdo se acumular na interface Si/Si0,. Neste caso, as bandas préximas a
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superficie do semicondutor serdo curvadas para cima como mostrado na Figura 1.10A.
Como para um MOS ideal nenhuma corrente flui independentemente da tensao aplicada,
o nivel de Fermi no semicondutor permanecerd constante € um caso de acumulacdo é

entdo estabelecido.

2) Se uma pequena tensdo positiva (V > 0) € aplicada ao MOS, as bandas de energia
proximas a superficie do semicondutor serdao curvadas para baixo e a maioria dos
portadores sdo depletados, formando assim uma regido de espaco de carga (space charge
region) conforme mostrado na Figura 1.10B. Esta condi¢do é também conhecida como

caso de deplecdo.

3) Se esta tensdo for aumentada ainda mais, as bandas de energia se curvardo ainda mais
para baixo, de modo que o nivel de Fermi intrinseco na superficie ird cruzar o nivel de
Fermi, assim como mostrado na Figura 1.10C. Isto significa que tensdes positivas
comec¢am a induzir um excesso de cargas negativas (elétrons) na interface Si/SiO,. Neste

caso, tem-se que Eg- E; > 0, ou seja, a concentragao de elétrons (portadores minoritarios)

Acumulacao Deplecio Inversao
Eg . - - -E S . - = -F.
E M- - g, / y
T N S [ (— Ei o Ei
V<0 N e F - E, 2" Ey
! h Ky V& T + + + K V>0 [ T+ o+ E,
P+ o+ + + K E
L ¥ — EF —_—
(A) (B) (&)

Figura 1.10 Variacdo das bandas de energia durante a polarizagdo de um MOS (semicondutor
tipo p) apresentando os casos de: (A) acumulagdo, (B) deplecado e (C) inversdao. Em
todos os diagramas os termos Ec e Ey correspondem as energias das bandas de
condugdo e valéncia do silicio, respectivamente. O termo E; representa a energia
do nivel de Fermi intrinsico do silicio e Er € o nivel de Fermi atual de ambos,
silicio e metal. A Figura foi adaptada da referéncia [34].
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na superficie € maior do que as lacunas (portadores majoritdrios), estabelecendo-se entdo a

condi¢do conhecida como inversao.

A Figura 1.11 ilustra curvas de capacitancia versus voltagem em baixa e alta frequéncia para
este capacitor MOS. Para um caso considerado ideal, na condi¢do de acumulacdo a capacitincia
do sistema MOS ¢€ igual a capacitancia do 6xido (C,x). A medida que a voltagem aplicada migra
da regido de acumulacdo para a regido de deplecdo, a capacitancia da superficie comeca a
diminuir devido a formacgdo da regido de espago de carga, a qual atua como um capacitor (com
menor capacitancia) em série com Cox. No inicio da regido de inversdo, a capacitancia da curva a
baixa frequéncia apresenta um aumento equivalente a capacitancia do 6xido. Esta ocorre devido
a eventos de carga e descarga decorrentes de processos de geracdo e recombinacao de portadores
minoritarios na interface Si/SiO,. Por outro lado, a capacitancia da curva em alta frequéncia
permanece baixa e quase constante, pois os processos de geracdo de portadores minoritdrios
ocorrem com constantes de tempo relativamente largas e ndo seguem os estimulos a altas

frequéncias.”*¥

Capacitancia
A

COX \

Acumulacao

Baixa frequeéncia

Inversao

Alta frequéncia

Deplecao -

Voltagem

Figura 1.11 Curvas de capacitincia versus voltagem em alta e baixa frequéncia para um
capacitor MOS ideal. Em ambas curvas a capacitincia do oxido Co €
determinada na regido de acumulacdo. A Figura foi adaptada da referéncia [35].
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1.2.2 FETs — Modos de Operacao

Baseado nos conceitos descritos na subsecdo anterior € possivel agora avaliar o
comportamento elétrico de transistores como MOSFETs. Uma caracteristica fundamental dos
transistores de efeito de campo € a sua alta sensibilidade elétrica para mudancgas de voltagens
aplicadas através do eletrodo de porta. Isto €, como demonstrado através do capacitor MOS,
pequenas mudancas no potencial aplicado na porta do transistor sdo responsdveis por uma
varia¢do do campo elétrico atuando na direcdao perpendicular da fina camada de 6xido cobrindo
sua porta. Esta mudanca pode, portanto, dependendo do tipo de transistor e da polarizacdao
aplicada, resultar em regides de acumulacdo, deplecio ou mesmo inversdo no semicondutor

4 . . . .
[34.36] Assim, considerando-se o transistor p-FET ilustrado na

integrando a porta do transistor.
Figura 1.8, este possui quatro terminais de contatos elétricos, sendo dois deles para fonte e dreno,
um para o eletrodo de porta e um quarto terminal para o substrato de silicio, o qual é conectado
junto a fonte do dispositivo. A aplicagdo de um potencial (Vgs) negativo no eletrodo de porta
resulta num fluxo de elétrons em direcdo oposta a porta do transistor e num fluxo de lacunas
entre as regioes de fonte e dreno, estabelecendo-se assim uma regido de deplecdo na porta do
dispositivo. Caso esse potencial aplicado alcance um valor critico, também conhecido como
voltagem de limiar (Vr), uma drea com uma forte inversdo (alta concentracdo de lacunas) dos
portadores de carga € estabelecida na porta do transistor. Para o caso de um transistor n-FET esta
area de inversao é dominada por elétrons. A aplicagdo de uma diferenga de potencial Vpg entre
os terminais de fonte e dreno faz com que esta camada de inversdo gere um canal condutor no
qual uma corrente Ipg entre fonte e dreno possa fluir. Sem a formagao deste canal condutor o
transistor ndo opera, isto pois, o caminho entre a fonte e o dreno apresenta uma resisténcia da
ordem de 102 Q. A magnitude de Ips pode ser ajustada pelos potenciais aplicados em Vgse Vps,
dai o nome transistor de efeito de campo.[36]

Como a corrente Ips € uma fungdo das voltagens de Vgs € Vps, 0s transistores exibem
duas caracteristicas: A caracteristica de saida, onde curvas de Ips versus Vps em um potencial
constante sdo registradas em fungcdo de diferentes valores de Vgs e a caracteristica de
transferéncia, onde curvas de Ips versus Vgs constante sdo registradas enquanto diferentes

valores de Vpg sdo aplicados entre fonte e dreno. A Figura 1.12 mostra as curvas tipicas de saida

e transferéncia de um p-FET e as respectivas mudangas no canal de conducdo do transistor.
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Considerando as caracteristicas de saida (Figura 1.12A), quando Vps e Vgs sdo iguais a 0 V
nenhuma corrente flui e o dispositivo € dito estar num ponto de operacao (I). A aplicacdo de uma
tensdo de Vs negativa e uma tensdao de Vps também negativa mas relativamente baixa induz a
formacdo de uma camada de inversdo e consequentemente de um canal de condugdo entre fonte
e dreno. Nestas condicdoes de Vgs e Vps este canal se comporta como um simples resistor
apresentando uma relacdo linear entre a corrente de Ips e Vps. Esta regido de operacdo entre o
ponto (I) e o ponto (II), onde 0 < Vps < Vgs - Vr, € chamada de regido linear e pode ser

modelada com a seguinte Equacdo:™®

Ins = AI2(Vas — V1 )Vps —V7ps] (Eq. 1.3)
sendo £ um parametro de sensibilidade do transistor, descrito através de

w
B= ﬂcoxf (Eq. 1.4)

onde u € a mobilidade das lacunas (ou elétrons no caso de um n-FET) na camada de inversao e

W/L € a razdo entre comprimento e amplitude do canal condutor.
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Figura 1.12 A — Curvas de caracteristicas de saida hipotéticas (lado esquerdo) de um transistor
pMOS. As ilustragdes do lado direito mostram o comportamento elétrico no
respectivo transistor durante as diferentes fases das curvas de saida. I) Uma
camada de inversao é formada na porta do FET, mas ndo hd uma corrente fluindo
entre fonte e dreno. II) Mudanga em Ips no ponto de operagdo do FET como
consequéncia do fendmeno de pinch-off. III) Transistor operando na regido de
saturagdo. B - Curvas de caracteristicas de transferéncia hipotéticas para o
respectivo pMOS.

Aumentando a magnitude de Vps resulta em uma queda de tensdo na extensdao do canal e

consecutivamente o valor de Ips ndo se altera mais, permanecendo assim constante. Isto ocorre
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devido a um efeito conhecido como pinch-off, o qual é na verdade um estrangulamento do canal
no sentido da fonte para o dreno. Nesta condi¢do tem-se que Vps > Vgs - Vr e o transistor € dito
estar operando num regime de saturacdo (III). Neste ponto a corrente Ips € modelada com a

seguinte Equagdo:™°

Ins=A(Vas— V1) (Eq. 1.5)

O leve aumento na corrente de Ips na regido de saturacdo € causado pela presenca de uma regiao
de deplecdo ao redor do ponto de pinch-off na regido do dreno. Com o aumento de Vps, 0
comprimento desta regido de deplecao muda e por sua vez afeta a corrente no canal. Este efeito €
fatorado na Equacgdo 1.6 pela voltagem de Vps e um fator de escalamento chamado voltagem de

Early (Va):

Ips = (Vs — Vo )*(1 + %) (Eq. 1.6)

Da mesma forma que as caracteristicas de saida, as curvas das caracteristicas de
transferéncia também exibem um regime linear e um regime de saturacdo. Em uma situacdo onde
Vs > Vr, a corrente de Ipg claramente aumenta de forma linear com o aumento de Vps. Todavia,
quando Vps excede Vgs - Vr, a voltagem no dreno € menor do que a voltagem de limiar para a
condi¢do de inversdo. Consequentemente, a regido de inversdo torna-se mais curta do que o
comprimento do canal de condu¢do. Um aumento adicional em Vps ocasiona um encurtamento
ainda maior na regido de inversdo. Este efeito resulta na saturacdo da corrente de Ips devido aos
aumentos de Vpg serem compensados pela alta resisténcia existente no canal de inversdo. A
partir destas curvas de caracteristicas, um parametro muito importante que € a transcondutancia
ou ganho g, pode ser extraido. Esta, a qual pode ser obtida pela diferenciacdo parcial da
Equacdo 1.7, representa o quanto uma corrente Ips pode variar em funcdo de uma mudanca em

34-36
Vs - V2430

oI
gn=5,-=f(Vas— V1) (Eq. 1.7)
GS
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Curvas tipicas de gn versus Vgs para valores constantes de Vps sdo mostradas na Figura 1.13.
Seguindo as caracteristicas de transferéncia, os valores de g, aumentam na primeira metade do
seu regime linear até o seu maximo e depois diminuem quando o regime de saturacdo ¢é

alcancado.”®!

/ mS

o
om !

\ 4

Figura 1.13 Curvas de transcondutancia hipotéticas de um transistor pMOS.

Estes mesmos conceitos descritos até aqui sao também aplicados para a compreensao do
funcionamento de outro tipo de FET amplamente empregado como sensor quimico, o transistor
de efeito de campo sensivel a ions. Os detalhes deste tipo de transistor serdo introduzidos na

préoxima subsegao.
1.2.3 Transistores de Efeito de Campo Sensiveis a Ions

Transistores como MOSFETS ja sdo conhecidos desde 1950, porém em 1970 o holandés
Piet Bergveld sugeriu que os transistores de efeito de campo poderiam também ser configurados
como sensores ou biossensores. O principio de deteccao utilizando-se estes seria entdo baseado
no efeito de campo gerado por espécies quimicas elétricamente carregadas na superficie do
transistor.!"! A este novo tipo de sensor, Bergveld atribuiu o nome de transistor de efeito de
campo sensivel a ions ou ISFET (do inglés, ion-sensitive field effect transistor).””

Uma ilustragdo de um tipico ISFET € mostrada na Figura 1.14. Em termos de estrutura

fisica, os ISFETs diferem dos MOSFETSs convencionais por ndo possuirem uma camada metélica
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em suas portas e por terem suas regioes de fonte e dreno isoladas elétricamente com um 6xido de
campo que limita os sinais capacitivos do transistor a serem provindos apenas de sua regido de

porta. Em termos de funcionamento elétrico, durante a operagcdo do ISFET a voltagem de Vs €

VGS Eletrodo de Referéncia (Ag/AgCl)

| a

Solucdo eletrolitica

Figura 1.14 Tlustracdo esquemadtica de um transistor de efeito de campo sensivel a fons.

aplicada através do 6xido de porta por meio da fonte e da solucdo de eletrélito cobrindo a
superficie do transistor. Da mesma forma que num MOSFET, em um ISFET a voltagem Vs
controla a densidade de lacunas (p-FETs) ou elétrons (n-FET) na porta do transistor. Como a
densidade destes portadores de carga determina a resisténcia do canal de conduc¢do formado entre
fonte e dreno, a corrente Ips € altamente dependente de Vgs. O contato elétrico com a solucao
eletrolitica € realizado através de um eletrodo de referéncia convencional como Ag/AgCl e o
potencial na superficie do transistor € medido em relagdo a este. Como ndo ocorre nenhuma
reacdo faraddica entre a solugdo eletrolitica e o semicondutor na porta do transistor, este tipo de
dispositivo € caracterizado como um sensor potenciométrico, de modo que sua resposta analitica

segue a Equacdo de Nernst:

E= t El Eq. 1.8
—cons.+nF na; (Eq. 1.8)
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Esta, indica que a diferenca de potencial registrada entre dois eletrodos € devido a formacdo de
uma dupla camada elétrica devido aos fons presentes em sua superficie, e a soma da queda de
potencial dentro desta em cada uma das jun¢des dos respectivos eletrodos.

Foi baseando-se nestes principios que Bergveld originalmente propds medir os potenciais
de acdo do meio extracelular neuronal.' O mecanismo bdsico para a deteccdo de sinais
eletrofisiol6gicos usando um ISFET € baseado nos mesmos principios de resposta elétrica de um
MOSFET, ou seja, uma tensdo Vps € aplicada entre fonte e dreno ao passo que, simultaneamente
a corrente Ips na porta é modulada por uma tensdo externa que € gerada pelo potencial de
membrana. Assim, dependendo dos processos de despolarizacdo e hiperpolarizacio da
membrana celular, estes acarretardo em uma deplecdo ou acumulacdo de portadores (lacunas ou
elétrons livres) na superficie e consequentemente haverd uma reducao ou aumento da corrente na
porta do transistor. Desde as publica¢des pioneiras de Bergveld na década de 70 descrevendo
esses experimentos, este mesmo principio tem sido aplicado até hoje na andlise de potenciais de
acdo ndo sé de neurdnios como também de células cardiacas.!”"*! Adicionalmente, ao longo
desses anos os ISFETs foram também aplicados como biossensores na deteccio de uma ampla
gama de processos como por exemplo hibridizacdo de moléculas de DNA, reconhecimento de

[16-18.38] emprego

antigenos por anticorpos e detec¢do de moléculas pequenas como a uréia.
destes dispositivos tanto para a andlise de processos envolvendo células eletrogénicas, como para
biossensores moleculares, tem como vantagem em relacdo a outras técnicas eletroquimicas ou
Opticas, a sua capacidade de miniaturizacdo e integracdo de multiplos dispositivos funcionando

simultineamente.

1.2.4 ISFETs Nanoestruturados

Como descrito até o momento, os ISFETSs sdo sensores nos quais o seu funcionamento é
baseado nas caracteristicas capacitivas de suas portas. Todavia, como um efeito de sua
miniaturizacdo para tornd-los praticos na andlise de células com resolucdo espacial, suas dreas
superficiais e, portanto suas capacitancias também tendem a diminuir, o que limita assim sua
habilidade de monitorar processos envolvendo pequenas mudangas de potencial na superfl’cie.[3 8]

Uma alternativa para contornar esta limitacdo, € o emprego de transistores com portas

apresentando estruturas metalicas em escala nanométrica em sua superficie. O emprego de tal
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configuracdo oferece uma série de vantagens em relacdo aos ISFETs convencionais contendo
apenas SiO; em suas portas, estas sdo: i) estruturas metdlicas apresentam maior capacitancia em
relacdo a outros materiais como 6xidos ou semicondutores, ii) estruturas metdlicas em escala
nanométrica tais como nanoparticulas possuem uma alta razdo de superficie/volume, portanto
aumentando a drea superficial da porta, iii) as nanoestruturas metdlicas podem servir como
suportes para a imobilizacdo de moléculas que interagem com outras espécies através do sistema
receptor-doador, iv) devido a grande parte dos 4tomos nas nanoestruturas metdlicas estarem em
sua superficie, estas apresentam uma maior sensibilidade a pequenas variacOes eletrostaticas,
sendo que a imobilizacdo de moléculas através de ligacdo covalente ou adsorcdo fisica nestas
muda a sua diferenca de funcdo trabalho em relagdo ao semicondutor e muda portanto a
voltagem de limiar do transistor.

O primeiro trabalho utilizando ISFETs com este tipo de configuracdo foi reportado por
Lundstrém et al., os quais empregaram uma fina camada de palddio (Pd) no topo de um ISFET
com o intuito de detectar hidrogénio molecular (H,)."” Os autores mostraram que durante o seu
processo de adsor¢do na superficie de Pd, o H, sofre dissociacdo e os dtomos de hidrogénio
resultantes difundem-se através do Pd com um momento de dipolo que altera a funcao trabalho
do metal e que consequentemente altera também o termo ®ys (diferenca de fungdo trabalho entre
o metal e o semicondutor) no transistor. Esta alteracdo € responsdvel portanto pela mudancga na
tensdo de limiar do ISFET, e sua magnitude depende do nimero de sitios de adsorcdo
disponiveis por unidade de drea na superficie de pd.40

Neste momento é importante considerar que o emprego de nanoestruturas metalicas como
nanoparticulas na superficie dos ISFETs € fundamental para este principio de detec¢do baseado
na mudancga de fun¢do trabalho do metal. Isto pois, devido as pequenas dimensdes destes cristais,
0s quais os tamanhos sdo compardveis a algumas espécies moleculares e também devido a
grande parte de seus dtomos estarem em sua superficie (especialmente para particulas com
didmetro < 30 nm), os momentos de dipolo elétrico destas nanoparticulas sdo extremamente
sensiveis a pequenas variagdes eletrostiticas no ambiente ao seu redor.”'** Estas variacoes
podem assim mudar a magnitude da fun¢@o trabalho do nanocristal como um todo. Por outro
lado, caso um filme metdlico com espessura > 100 nm fosse utilizado na porta do FET, as
pequenas variagdes de potencial eletrostitico em sua superficie ndo afetariam o campo elétrico

. . . . . . 44
no semicondutor devido ao efeito de screening do metal que é relativamente espesso.'**! Para a
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adsorcao fisica ou ligacio covalente de moléculas/ions sobre particulas com didmetros de poucas
dezenas de nanometros, a mudanca da fungdo trabalho (A®,,) nestas nanoestruturas pode ser
interpretada em termos de uma mudanga no seu dipolo de superficie (Ap) através da seguinte

relacdo eletrostatica:™*”’

ADy = — (Eq. 1.9)

Nesta, e representa a carga do elétron e A € a drea ocupada por uma molécula/ion na superficie
de um nanocristal. Como a eletronegatividade de uma superficie metdlica € dada pela sua fungdo
trabalho, € importante considerar que a adsor¢do ou ligacdo quimica de uma espécie nesta
superficie ird induzir a formag¢do de uma camada dipolar superficial, a qual € resultante da
repulsdao de Pauli entre elétrons da espécie quimica e da superficie do metal. O componente
vetorial p deste dipolo pode entdo estar direcionado no sentido do metal conduzindo assim a um
decréscimo da barreira de potencial de superficie e portanto diminuindo a fungio trabalho do
metal. Caso o componente vetorial p deste dipolo esteja direcionado para o vacuo o efeito
contrdrio € observado. Assim, o termo Ap € dito ser uma fun¢do do momento de dipolo da
espécie quimica ndo imobilizada na superficie metdlica (JLes) € da reorganizacdo de dipolos no

metal e na molécula () durante a imobiliza¢do desta, sendo portanto escrito como:*!

Alvl = Mes+ MWsur (Eq 110)

A mudanga do termo @y em funcdo da alteracdo da fungdo trabalho do metal tem uma

relacdo direta com a voltagem de limiar do transistor (V1) conforme mostrado através da
seguinte Equagﬁo:[34]

E 4egqN 4ER) 1/2
VT:q>M-cDS-7~"+EF+( €saNAER) "\ L 05w (Eq. 1.11)

€ox €ox

onde Ny € a concentragdo de portadores majoritdrios no canal de conducdo no substrato de
silicio, €5 e €,, correspondem as permissividades dielétricas do silicio e de seu 6xido (SiO,)

respectivamente. O termo W,, é a espessura da camada 6xido e os € a densidade de cargas no
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6xido responsavel pelo estados de superficie. Mudangas na voltagem de limiar dos transistores
como uma consequéncia da alteracdo da fungdo trabalho do metal sdo claramente observaveis
através de curvas de caracteristicas de transferéncia dos FETs, assim como mostrado na Figura
1.15. A alteracdo em Vt gera consequentemente uma variagdo em Vgs € em Ipg, e estas variagdes
podem assim serem utilizadas como parametros para a deteccdo de um determinado analito ou

evento quimico ocorrendo na superficie dos transistores.

IDS

>

\?Tl "?TZ \FGS

Figura 1.15 Curvas de caracteristicas de transferéncia hipotéticas mostrando a variagdo em Vt
de um ISFET antes (V1) e ap6s (Vr2) a mudanga de fungdo trabalho de particulas
metélicas cobrindo a sua superficie.

1.2.4.1 Nanoestruturas de Ouro

Outro aspecto importante a ser considerado é o tipo de metal a ser utilizado na porta dos
FETs. Nanoestruturas de metais nobres, tais como ouro (Au) os quais sdo considerados
termodinamicamente mais estdveis, demonstram-se ferramentas alternativas e promissoras para
aplicacdes utilizando ISFETs com este tipo de configuracdo. A funcdo trabalho do Au € de 5,4
eV mas esta pode ser modificada pela formacdo de dipolos interfaciais localizados devido a

34,45 . .
B4 Como  descrito anteriormente, a

adsorcdo de espécies quimicas na sua superficie.
imobilizacdo de moléculas nestas superficies metédlicas podem conduzir a um aumento ou
decréscimo da fungdo trabalho do metal, dependendo da direcio do componente vetorial do

dipolo formado.*!
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Um tipico exemplo e também um dos mais proeminentes para aplicacdo deste principio
na drea de sensores € o uso destas nanoestruturas como suportes para a imobilizacdo de espécies
quimicas e bioldgicas através de grupos tidis (-SH), o que ndo ocorre com a mesma afinidade
com os demais metais."*®! Nestas imobilizacdes o dtomo de enxofre da molécula de tiol forma
uma ligacdo covalente estdvel na superficie de Au, enquanto o resto da cadeia carbdnica da
molécula se organiza na dire¢do vertical de forma compacta com as outras moléculas adjacentes,
formando assim uma monocamada auto-organizada ou SAM (do inglés, self-assembled

11 A mudanca da funcdo trabalho do metal devido a imobilizacdo de moléculas

monolayer)
desta natureza sdo atribuidas principalmente aos momentos de dipolo da molécula ndo
imobilizada. Cdlculos tedricos baseados em primeiros principios mostram que a imobiliza¢do
destas moléculas pode mudar a fungdo trabalho de superficies de Au (111) e outros metais

nobres em até 2 eV.*!

1.2.4.2 Alumina Anéddica Porosa

Um problema prético é o crescimento e/ou imobilizacdo de nanoparticulas de Au com a
superficie livre de espécies quimicas na porta dos transistores. A maioria das particulas
disponiveis comercialmente sdo recobertas com moléculas organicas que sao dificeis de serem
removidas. Uma solucdo alternativa para esta limitacdo é o emprego de finas camadas de
alumina (Al,O3) anddica porosa, as quais se produzidas sobre a superficie dos transistores seus
poros podem atuar como moldes para o crescimento de nanoparticulas no topo destes.
Dependendo do processo de sintese e crescimento das particulas, estas podem entao apresentar
uma superficie com um minimo possivel de impurezas.'”

A alumina anddica porosa ja € conhecida por suas aplicacOes industriais na drea de
revestimentos a mais de um século.*®! Este 6xido de aluminio como & conhecido, € produzido
pela oxidacao eletrolitica do aluminio. Neste caso, o 6xido formado apresenta uma estrutura
geométrica diferenciada daquela produzida simplesmente por reacdes quimicas. Isto €, a
anodizacdo de aluminio em meio 4cido conduz ao crescimento e formacdo de uma camada de
6xido altamente porosa, com poros apresentando didmetros nanométricos crescendo na direcao

perpendicular ao substrato (Figura 1.16). O didmetro e a altura destes poros demonstram-se

. . .~ . ~  [49
bastante uniformes e podem ser controlados variando-se as condicdes de anodizagio.*”! Uma
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<——Aluminio

Figura 1.16 Ilustracdo da estrutura geral de uma camada de alumina crescida anddicamente
sobre um substrato de aluminio.

importante consideracdo em relacdo ao processo de anodizacdo € o pH do eletrdlito utilizado.
Anodizacgdes realizadas em pHs proximos da neutralidade tendem a formar filmes compactados e
pouco porosos, ao passo que anodizagdes em meios mais dcidos (pH < 3) conduz a formacdo de
filmes com uma alta densidade de poros."**~!

Apesar da formacdo de filmes finos (espessura < 100 nm) de alumina anddica sobre os
ISFETs ser algo ainda novo e pouco explorado na drea de sensores, estes apresentam uma série
de caracteristicas interessantes que se demonstram vantajosas em relagdo a superficies planas e
ndo porosas. Por exemplo, a formacdo de filmes finos de alumina anddica gera superficies
tridimensionais (3D), onde agora os efeitos eletrostaticos na porta dos transistores sdo dominados
ndo sé no topo da superficie deste 6xido, mas também nas paredes dos poros.”' O aumento da
area superficial também representa uma vantagem para a aplicacdo destes dispositivos como
sensores, pois ele possibilita com que uma maior quantidade de espécies possam ser imobilizadas
em sua superficie. Além disso, a producdo de camadas porosas gera superficies com uma alta
rugosidade (> 10 nm) o que permite uma melhor adesdo celular sobre os dispositivos. Todas as
observacdes mencionadas no item 1.2.4.1 e também neste sdo relevantes para o préximo tdpico,

o qual apresentard os conceitos bésicos da interface sélido-liquido e os efeitos da dupla camada

elétrica na superficie de nanoestruturas.

1.2.5 A Interface Sdlido-Liquido

Quando um sé6lido formado por um 6xido e/ou um metal € imerso em um solvente polar

como 4gua, a sua superficie ird desenvolver uma densidade de cargas estratificada dando origem
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assim ao que € conhecido como uma dupla camada elétrica (DCE). A formac¢dao da DCE pode

. . . 2
ocorrer devido aos seguintes IIlGCal’llSIIlOSZ[5 ]

(1) Adsorc¢do preferencial de fons na superficie
(2) Dissociagdo e ionizagdo de grupos funcionais presentes na superficie
(3) Substituicao isomérfica de fons

(4) Acdimulo ou deplecdo de elétrons na superficie

O modelo mais simples para explicar a DCE € o modelo de Helmholtz, o qual considera que uma
Unica camada de contra-ions da solu¢do adsorvem na superficie e neutralizam as cargas desta.
Todavia, este modelo falha em vdrios aspectos incluindo o valor da capacitancia decorrente da
formacdo da DCE."”?

Atualmente, o modelo mais aceito é o de Bockris, Devanathan e Miiller, os quais
assumem que moléculas da d4gua predominam na interface sélido-liquido e adsorvem fortemente
através de interacdes de dipolo na superficie do s6lido.”** A Figura 1.17 mostra uma ilustracdo
deste modelo. Conforme este, as moléculas da dgua adsorvidas constituem uma primeira camada
interna também chamada de plano interno de Helmholtz ou ITHP (do inglés, internal Helmholtz
plane). A segunda camada é conhecida como plano externo de Helmholtz ou EHP (do inglés,
external Helmholtz plane) e refere-se a adsorcao de fons solvatados e a camada conseguinte € a
camada de difusdo.”*”* Esta configuragdo i6nica com dipolos orientados na superficie e a
formacdo destas camadas pode ser descrita como um capacitor de placas em paralelo. Assim, a
capacitancia Cpcg promovida pela DCE € determinada pela permissividade do vacuo (g,), a
constante dielétrica do eletrdlito (g;), a area interfacial (A;) e a distancia (dggp) do EHP da

superficie do s6lido, podendo ser descrita como:

Cpep = 2Erdi (Eq. 1.12)

dEHP

No modelo de Bockris, Devanathan e Miiller o valor da constante dielétric da dgua, o qual é
usualmente assumido como 80, ¢ reconsiderado e estimado em = 6 para I[HP em fun¢do do fato
de que as moléculas da dgua nesta camada ndo podem rotacionar de forma livre. Desta maneira,
os valores de Cpcg calculados sao da ordem de 0,1 — 0,4 F m'z, 0 que corresponde aos valores

. 54
encontrados experimentalmente. ¥
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Figura 1.17 Representag¢do esquematica do modelo de Bockris, Devanathan e Miiller para fons
e moléculas da dgua distribuidos dentro da dupla camada elétrica e adsorvidos com
dipolos orientados numa superficie metdlica. Na representacdo das moléculas da
dgua, as esferas azuis representam os dtomos de hidrogénio, enquanto as esferas
verdes correspondem aos dtomos de oxigénio.

O modelo de Bockris, Devanathan e Miiller ndo € somente adequado para explicar os
valores de capacitancia da dupla camada elétrica, mas também serve para explicar a dependéncia
desta capacitancia com o potencial de superficie. O potencial na DCE decai linearmente dentro
do plano interno de Helmholtz, mas apds este passa a ser reduzido de forma exponencial até na
camada de difusdo quando é entdo praticamente constante. Assim, é importante considerar que
no IHP o potencial eletrostitico de um ion ou de uma molécula na sua forma ionizada pode ser
descrito pela teoria de Debye-Hiickel, a qual também € usada para descrever a espessura Ap da

DCE (comprimento de Debye), conforme mostrado através da seguinte Equagdo: (521

1

Ap = ———n (Eq. 1.13)

4mlpg Zi ciziz

onde Il corresponde ao comprimento de Bjerrum (0,7 nm), e Y; c;z? é a soma de todas as

espécies i0nicas, com uma concentracdo ¢; € um estado de valéncia zi. Para solucdes salinas

38



Fundamentos

compostas por sais bindrios simples como NaCl, este termo € também descrito como a forca
idnica da solu¢do. A Equacdo 1.13 indica claramente que a espessura da DCE diminui com o
aumento da concentracdo de fons e de seus respectivos estados de valéncia préximos da
superficie, diminuindo portanto também o gradiente de potencial nesta.

Estes conceitos sdo todos baseados em processos ocorrendo em superficies planas de
solidos com espessura de ao menos dezenas de micrdmetros, para as superficies curvadas de
nanoestruturas metélicas, outros efeitos quanto ao seu potencial elétrico devem ser considerados.
Para o caso de nanoparticulas de Au com dimensdes < 30 nm grande parte de seus dtomos estao
em sua superficie, fazendo com que a razdo de superficie/volume destas seja extremamente alta.
Devido esta grande drea superficial, as particulas sdo capazes de acumular uma alta densidade de
elétrons, a qual por sua vez é também inversamente proporcional ao volume das particulas. Esta
alta densidade de cargas na superficie das particulas é capaz de gerar assim gradientes de campos
elétricos que aumentam o nimero de espécies adsorvidas e portanto aumentam o nimero de
dipolos formados na interface nanoparticula/solucdo. Isto implica em dizer que variacdes no
potencial elétrico da DCE devido a fatores como mudancas na concentracdo de eletrdlito ou
mudancas de pH refletem numa enorme alteracdo no gradiente de campo elétrico da
nanoparticula e da capacitancia desta. [43.44.53]

Os conceitos e consideracdes feitas nesta e nas outras se¢des sao importantes € serao
aplicados na proxima secdo para uma melhor compreensao de como ISFETs nanoestruturados
podem detectar eventos como potenciais de a¢do e processos de exocitose, assim como podem

ser empregados na deteccdo de pequenas moléculas.

1.3 A Interface entre Transistores e Células Eletrogénicas

A aplicacdo de ISFETs para monitorar eventos como potenciais de acdo ou processos de
exocitose de células eletrogénicas depende primeiramente da adesdo destas células sobre a porta
do transistor. Para isso as células devem ser crescidas diretamente sobre os dispositivos. Desta
forma, o acoplamento célula-transistor formard uma regido de juncdo entre a superficie do
transistor e a parede celular. A resisténcia elétrica da solu¢do nesta juncdo € responsavel entdo
por uma queda de voltagem de um sinal elétrico vindo da célula que serd detectado pela mudanca

[56]

de potencial na superficie do transistor. Para uma melhor compreensido deste fendmeno
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gerado na jungdo célula-transistor, a proxima secdo ird apresentar o modelo do ponto de contato

o qual descreve este acoplamento hibrido através de um circuito equivalente.

1.3.1 O Modelo do Ponto de Contato

O modelo do ponto de contato foi originalmente desenvolvido por Regehr et al. para
descrever o acoplamento de células eletrogénicas com microeletrodos de 6xido de indio-estanho,
sendo posteriormente adaptado para o acoplamento de células com transistores.”®"
Basicamente, este modelo é uma representacdo de um circuito elétrico equivalente descrevendo
com cada um dos seus elementos o acoplamento de uma célula eletrogénica com a superficie de
um transistor, conforme ilustrado na Figura 1.18. A membrana celular pode ser distinguida em

duas partes, a parte da membrana livre (ML) exposta a solucdo e a parte da membrana aderida

(JM) a superficie do transistor.

Eletrolito

Figura 1.18 Circuito equivalente para o modelo do ponto de contato contendo os seguintes
potenciais: O potencial de membrana Vy no citosol, o potencial de jun¢do Vj na
regido de acoplamento e o potencial Vg entre a fonte e a solugdo de eletrolitos.
Estes potenciais estdo conectados entre si através dos elementos descritos por
Hodgkin e Huxley para a membrana celular, isto €, a condutancia Gy da juncao de
acoplamento e a capacitancia do 6xido na porta do transistor. A Figura foi
adaptada da referéncia [56].
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As caracteristicas de capacitancia da membrana (Cy) e os elementos descritos por Hodgkin-
Huxley como os canais de fons e as correntes de fuga da membrana celular sio também
mostrados. O contato entre a célula e o transistor na jungdo do acoplamento € definido como um
Unico ponto e € chamado de potencial de juncdo (Vj). A altura do espago de juncdo entre a célula
e o transistor € varidvel e normalmente encontra-se entre 50 e 110 nm.

Devido a esta pequena altura, esta regido de juncdo € também interpretada como um
resistor onde a sua condutancia é representada por Gj. Assim, o termo Vj € dito estar acoplado a
voltagem Vg entre fonte e dreno e também a capacitancia Cox do dielétrico cobrindo a porta do

7]

transistor.” Aplicando-se a lei de Kirchhoff, o potencial de juncdo pode entdo ser

correlacionado com o potencial intracelular através da seguinte Equagdo:

avy(t)
COXT + GV (1) =Cm

d(Vu (®)-V; (©)
dt

+ 2 Giu V() — V; (©) — EY) (Eq. 1.14)
Esta expressao pode ainda ser simplificada usando a seguinte aproximacao:

e A corrente capacitiva através do 6xido cobrindo a porta do transistor é desprezivel:

avy(t) _

Co0

0 (Eq. 1.15)

e O potencial no ponto de contato € muito inferior em relacdo ao potencial da membrana
celular:

Vi (t) << Vi () (Eq. 1.16)

Aplicando-se estas consideracdes na Equacdo 2.14, a seguinte Equacdo para o potencial de

jungdo pode ser derivada:

d(Vu (1))

o+ 2iGiy (Vy () — ED) (Eq. 1.17)

1
Vi) = G_I (Cmm

Esta equacdo mostra o forte impacto da condutancia de juncdo (Gj) na magnitude do sinal

detectado pelo transistor para o acoplamento célula-transistor. Isto €, quanto menor for o valor de
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Gj, maior serd o sinal de V; detectado pelo transistor. Portanto, para que um 6timo acoplamento
célula-transistor seja realizado, € necessario que a porta do transistor seja muito bem selada do
resto da solu¢do por uma ou vdrias células aderindo-se a sua superficie.”®

A adesdo celular € um outro tépico importante na andlise de eventos celulares utilizando
transistores e pode ser avaliada através da técnica de fungdo de transferéncia. Desta forma, a
proxima sub-se¢do ird introduzir os conceitos bdsicos desta técnica e como esta pode ser

explorada para fornecer informagdes como a condutancia da solu¢c@o na regiao de jungdo célula-

transistor.
1.3.2 Analises de Adesao Celular por Funciao de Transferéncia

Como visto através do modelo do ponto de contato, a adesdo celular determina a
geometria da regido de juncdo célula-transistor e pode, portanto influenciar a magnitude de V;
detectdvel pelo transistor. Assim, considerando que na regido de junc¢do entre a membrana
celular e a superficie do transistor existe uma fina camada de eletrélito, cuja condutividade €
descrita pelo termo Gj, a adesdo celular pode desta forma ser analisada por meio da aplicacdo de
uma voltagem Vg ac através de um eletrodo de referéncia na solucdo. Neste caso, o sinal ac
aplicado pode tanto ser atenuado devido ao seu acoplamento com a membrana celular ou
simplesmente se propagar através da regido de juncdo sofrendo uma atenuacdo minima. Este
cendrio é muito similar e pode ser comparado ao dos filtros elétricos, os quais s@o caracterizados
por uma func¢do de transferéncia ou resposta em frequéncia h(©)."® Para o caso do acoplamento
de uma célula sobre a superficie de um transistor e a conseguinte aplicacdo de uma voltagem Vg
ac por meio de um eletrodo de referéncia na solugdo, a funcdo de transferéncia h(®) obtida € uma
fun¢do da amplitude da voltagem Vj na jungdo célula-transistor e Vg aplicado externamente.

. . 56,59-61
Assim, esta pode ser escrita como:! ]

i
h(w) = . (Eq. 1.18)

E

A andlise deste sinal de i(®) obtido é mais ficil de se visualizar através de um diagrama log-log
também chamado diagrama de Bode como mostrado na Figura 1.19. Nesta, o termo ,

corresponde a frequéncia de corte ou frequéncia na qual o sinal ac aplicado comecga a ser

42



Fundamentos

atenuado. Assim, quanto maior for ®, maior serd a faixa de frequéncia para o qual o sinal ac
pode se propagar sem ser atenuado significativamente. Isto significa que para a andlise do
acoplamento de uma célula sobre um transistor, quanto menor for o valor de ®, melhor serd a

adesao celular neste.

A ®
log H e °

>

log ®

Figura 1.19 Curva hipotética do logaritmo da transferéncia de fungdo H em fun¢do do logaritmo
da frequéncia angular ®. O termo o, indica a frequéncia de corte.

Durante a adesdo de uma célula sobre a porta de um ISFET, a membrana celular pode
como jd mostrado através do modelo do ponto de contato, ser distinguida em duas dreas: uma
area Ay, da membrana que estd exposta a solu¢do e uma area Ay que esta na regido de juncdo

com o transistor onde sua fracdo o de acoplamento € dada pela seguinte relagéo:[sg’ o1l

A
a= —2H (Eq. 1.19)
A]M+ AML

Desta maneira, o espectro total da funcdo de transferéncia em fun¢do da frequéncia angular ®
pode ser obtido considerando-se a lei de Kirchhoff. Assim, assumindo que a condutincia da
membrana celular € relativamente pequena com gy A << Gy e grpm Arpm << Gy, a seguinte

aproximac¢do para descrever a funcdo de transferéncia total H(®) pode ser utilizada:

1+1i h
H(o) = ——J (Eq. 1.20)

1+iw1:]
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Nesta, h, representa a transferéncia de funcdo numa frequéncia infinita, enquanto t; € uma
constante de tempo que depende das capacitincias especificas da membrana celular (cy) € do
6xido (cox), assim como da condutividade especifica da juncdo gy = Gy/Aym e da fracdo de drea o

. . ~ 1
da membrana acoplada no transistor, conforme mostrado nas seguintes Equacdes: (")

-y
e Y (Eq. 1.21)
1_
oy =D u F Cox (Eq. 1.22)

9j

Em termos de amplitude |h| o espectro da fungdo de transferéncia mostra uma transi¢do de um
limite hy = 1 a baixa frequéncia para um limite a alta frequéncia h,, conforme mostrado na

Equacao 1.23. [61]

2__ 1 2 (wT])2 2
bl = - @) (ho)? + )’ (M) (Eq. 1.23)

Enquanto o espectro de fase ¢, demonstra um vale em torno de uma frequéncia definida por tj,

de acordo com a Equacio 1.24:

tan ¢, = ;1 (1 - i) (Eq. 1.24)

Todas estas relacdes mostram claramente que através de medidas de fun¢do de transferéncia,
parametros como a condutividade da solucdo na regido de junc¢do do acoplamento célula-
transistor podem ser obtidos e utilizados ndo s6 na andlise da adesdo celular, mas também no
sinal decorrente de um potencial de acdo ou evento de exocitose detectado pelo transistor. (61]

Baseando-se na andlise de cada um desses conceitos envolvendo a sensibilidade elétrica

de nanoparticulas metdlicas em solu¢do e a adesdo de células sobre as superficies de transistores,

desperta-se uma motivagdo para o desenvolvimento de transistores nanoestruturados visando a
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andlise de processos interfaciais com células sobre suas superficies e possivel aplicacdo para o
monitoramento da atividade elétrica destas ultimas utilizando estes dispositivos, os quais

conforme descrito apresentam algumas vantagens em relacdo ao transistores convencionais.

1.4 Objetivos

Baseado nos conceitos e fundamentos apresentados nas se¢des prévias, o objetivo geral

deste trabalho é:

e A fabricac@o de transistores possuindo superficies nanostruturadas com particulas de
Au e andlise da aplicacdo destes para detectar moléculas neurotransmissoras e

monitorar os processos de exocitose de células modelos de neurdnios.

E os objetivos especificos por sua vez foram:

e  Produzir estruturas do tipo capacitores MOS com alumina anddica e nanoparticulas de
Au em suas superficies e analisar as caracteristicas de capacitancia destas estruturas

em solugdo.

e Fabricar e caracterizar eletricamente um conjunto de transistores do tipo ISFETs, com
implementacdo de filmes finos de alumina anddica porosa e nanoparticulas de Au em

suas superficies.

e Modificar quimicamente a superficie destes transistores nanoestruturados visando a

detecciao de moléculas de neurotransmissores.

Realizar o crescimento de células PC12 (modelos de neurdnios) sobre a porta dos
respectivos transistores e avaliar os processos de adesdo celular, assim como detectar

os sinais elétricos decorrentes da exocitose de células PC12.
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Capitulo 2

Experimental

Como descrito no item 1.4, os objetivos desta tese envolveram a fabricacdo de
capacitores e consequentemente de transistores de efeito de campo e a aplicacdo destes dltimos
como sensores para a detec¢do de moléculas neurotransmissoras e também de vesiculas liberadas
por células PC12. A metodologia empregada na fabricacdo dos dispositivos eletrOnicos, assim
como os métodos utilizados para a deteccdo de neurotransmissores e a integracdo de FETs com
células sdo os principais tépicos deste capitulo. Desse modo, o item 2.1 aborda a fabricacdo de
um capacitor sub-micrométrico polarizado através de nanoparticulas de Au. O item 2.2 detalha a
caracterizacdo em meio aquoso destes capacitores, enquanto o item 2.3 descreve a fabricacdo e
caracterizacdo de transistores de efeito de campo. As modificacdes das superficies dos FETs para
a deteccdo de dopamina e serotonina sdo descritas no item 2.4. Por fim, o item 2.5 detalha o
crescimento de células PC12 sobre transistores e as medidas de adesdo celular e liberacdo de
vesiculas dcidas empregando-se estes ultimos. No Anexo B desta tese incluiu-se uma tabela

descrevendo tipicos problemas experimentais observados e como estes podem ser resolvidos.
2.1 Fabricacao de Capacitores Sub-micrométricos do tipo MOS

A etapa inicial deste trabalho visou a fabricacdo de capacitores possuindo a mesma
estrutura fisica a ser desenvolvida posteriormente nos transistores. Esta estrutura fisica foi
formada por um semicondutor (silicio tipo p), um filme fino de 6xido de silicio (S10;) e
posteriormente um filme de 6xido de aluminio (Al,Os3) e por fim nanoparticulas de Au. As
nanoparticulas foram eletricamente conectadas a um eletrodo de platina sub-micrométrico e os
capacitores apresentaram uma estrutura do tipo MOS. Toda esta parte do trabalho foi
desenvolvida em sala limpa dentro do centro de componentes semicondutores (CCS) da
UNICAMP. A fabricacdo e caracterizacao elétrica destes capacitores produzidos sao descritos na

sequéncia.
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2.1.1 Reagentes e Materiais Empregados na Fabricacao dos Capacitores

Para o processo de fabricacdo dos capacitores empregou-se laminas de silicio (Si) do tipo
p (adquiridas através da empresa PCA) com resistividade 1-10 Q.cm e orientacdo cristalina
<100>. Os reagentes empregados na limpeza das laminas foram todos de grau eletronico, com
pureza equivalente a 99,999%. Os reagentes organicos como acetona e alcool isopropilico e
também os inorganicos como os dcidos sulftrico, fosférico, fluoridrico (H,SO4, H3PO4, HF,
respectivamente), peréxido de hidrogénio (H,0,) e hidréxido de aménio (NH4OH) utilizados nos
processos de limpeza foram adquiridos através da empresa J.T.Baker. Para o processo de
anodizacdo e abertura dos poros de alumina foram utilizados os &4cidos sulftrico (97%) e
fosférico (85%), ambos adquiridos da Merck. A sintese de nanoparticulas de Au foi realizada
utilizando-se como sal precursor o AuCl (Strem Chemicals) e como agente redutor o 1,4-

dihidroxibenzeno (hidroquinona) (Merck).

2.1.2 Oxidacao de Silicio, Deposicao de Aluminio e Anodizacao

Uma lamina de Si foi inicialmente submetida a limpeza RCA (do inglés, radio
corporation of America) e sequencialmente oxidada através de processo RTP (do inglés, rapid
temperature process) utilizando um equipamento RTP-JIPELEC Jetfirst 150. A oxidacdo da
lamina foi conduzida aumentando-se a temperatura com uma razio de 50 °C s™ até 960 °C em
uma atmosfera de oxigénio e mantida nesta mesma por 40 s. Apds esta, a atmosfera de oxigénio
foi substituida por uma atmosfera de nitrogénio e a amostra foi mantida nesta por mais 40 s
numa temperatura de 960 °C. Em seguida, a temperatura foi gradativamente diminuida até
alcancar a temperatura ambiente. A espessura da camada de SiO; obtida foi de 10 nm.

A evaporacdo de uma fina camada de aluminio de 80 nm sobre a lamina oxidada foi
realizada utilizando-se a técnica de deposicdo por feixe de elétrons (Balzer) com uma taxa de
deposicio de 10 nm s™ a uma pressio de 2 x 10”7 Torr. Para anodizagdo desta lamina uma placa
de platina (Pt) foi utilizada como catodo, enquanto o lado metalizado da lamina de Si serviu de
anodo. Estes foram polarizados com uma fonte de corrente continua construida em nosso
laboratorio, aplicando-se para tanto uma tensdo de 25 V entre os eletrodos durante 55 segundos e

utilizando-se como eletrdlito uma solucao de H,SO4 0,5 mol L'l, resultando assim em uma
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camada de Al,O3 sobre o SiO,. Durante esta etapa, a temperatura empregada nas anodizac¢des foi
controlada em 2 °C através de um banho termostdtico ThermoNeslab RTE 7 da Digital One. Ao
final desta etapa a lamina foi lavada excessivamente com dgua deionizada e seca ao ar. Por fim, a
lamina anodizada foi submetida a um processo de abertura dos poros da Al,O3 formada. Para
tanto, a amostra foi submersa em H;PO4 0,1 mol L} por 30 minutos a temperaturade 28 °C e

posteriormente lavadas excessivamente com dgua deionizada e secas ao ar.

2.1.3 Crescimento de Nanoparticulas de Au dentro dos Poros de Alumina

A sintese de nanoestruturas de Au foi realizada empregando-se o método de redugdo
quimica. Para tanto, a 1amina contendo a camada de alumina foi imersa em uma solu¢do mista de
AuCl 50 mmol L' e hidroquinona 15 mmol L! (5:1, respectivamente) e levada ao banho
ultrassom por 1 minuto. O pH desta solu¢do estava em torno de 1, sendo este ajustado através da
adi¢do de HCI concentrado a mistura. Na sequéncia, a lamina foi transferida para uma chapa de
aquecimento a 90 °C e deixada nesta por 30 minutos. Em uma etapa posterior, a lamina foi
imersa novamente em uma mistura dcida (pH=1) de AuCl 10 mmol L™ ¢ hidroquinona 15 mmol
L na propor¢do de 5:1, respectivamente. A lamina foi deixada nesta por 1 minuto protegida da
luz. Em seguida, a lamina foi transferida para a chapa de aquecimento a 90 °C e deixada nesta

por 2 minutos.

2.1.4 Caracterizacao por Microscopia Eletronica

As andlises de microscopia da membrana porosa de alumina e das estruturas de Au
crescidas nesta foram realizadas utilizando-se um microscopio eletronico de varredura (MEV) de
baixo vidcuo (JEOL JSM 6360LV) equipado com um sistema EDS (Energy-Dispersive
Spectrometry, Noran System SixModel 300), disponivel no Instituto de Quimica da UNICAMP e
um microscopio eletronico de varredura por emissdo de campo (FEG-MEV JSM 6330F) do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Sendo que ndo foi necessario realizar a

metalizagdo das amostras para a obtengcdo das micrografias.
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2.1.5 Formacao de um Eletrodo de Pt sobre as Nanoestruturas de Au

A fabricagdo do capacitor com dimensdes sub-micrométricas foi concluida através da
deposicio de um eletrodo de Pt com uma drea de 0,35 pum’ sobre a superficie da alumina
contendo as nanoparticulas. O eletrodo de Pt foi depositado utilizando-se um microscépio
eletronico de varredura por emissdo de campo acoplado a um sistema de feixe de ions focalizado
(FIB - FEI Nanolab 200) disponivel no CCS, e que permite o registro de imagens durante a
deposicao do metal. O processo de deposi¢ao do eletrodo de Pt foi conduzido empregando-se um
feixe de fons com energia de 30 kV e corrente elétrica de 0,5 nA. A escolha da Pt para confeccao
do eletrodo foi baseada nas caracteristicas eletroquimicas inertes, podendo evitar assim,
possiveis contaminagdes quando esta € depositada diretamente sobre o material em andlise.
Desta forma, como material precursor para a deposi¢do deste metal foi utilizado o composto
organometdlico trimetil-metilciclopentadienila de platina e o composto tetraetoxisilano foi
empregado para a deposi¢do de SiO, abaixo do eletrodo de Pt, evitando assim a capacitancia
parasita durante as medidas. Estes gases foram injetados separadamente através de uma agulha
dentro da camara de vicuo onde as amostras foram dispostas, e apds entdo, foram decompostos
sobre acdo de um feixe de fons de gélio (Ga"), promovendo assim a deposicdo do metal (Pt) e do
isolante (SiO;) separadamente sobre a superficie das amostras. A espessura do eletrodo de Pt
depositado foi de 100 nm. O contato elétrico neste foi estabelecido através de uma segunda
deposicdo, porém agora de uma linha (200nm e 12 um, espessura e comprimento,
respectivamente) de Pt conectando este eletrodo a uma placa (pad) também de Pt com espessura
de 200 nm e 4drea de 1600 um’. Este mesmo procedimento foi realizado em uma amostra nio
contendo nanoparticulas de Au e esta amostra foi denominada de amostra controle. A Figura 2.1

mostra uma ilustragdo esquemadtica e resumida das etapas de fabricacdo deste capacitor.
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Alumina Placa de Pt

Eletrodo de

K.

Figura 2.1. Ilustracdo esquemadtica das etapas de fabricacdo do capacitor sub-micrométrico
polarizado por nanoparticulas de Au. Apds a oxidagdo do substrato de Si e
formagdo de um filme fino de SiO,, um filme fino de aluminio foi depositado e
posteriormente anodizado gerando assim uma fina camada porosa de alumina
anddica (etapa I). Na sequéncia, nanoparticulas de Au foram crescidas diretamente
dentro dos poros de alumina (etapa II). Por fim, estas nanoparticulas foram
eletricamente conectadas a um eletrodo sub-micrométrico de Pt (etapa III). As

ilustracdes desta Figura ndo estdo em escala.

2.1.6 Medidas Elétricas

A caracterizacgao elétrica destes capacitores foi realizada utilizando-se um Semiconductor
Characterization System 4200 e um CV analyzer 590 da Keithley, equipado a um microscépio
optico de alto desempenho da marca Microzoom II (Cambridge Instruments) e acoplado a um
micromanipulador modelo 600 (MM). Todas as medidas elétricas foram executas a temperatura

ambiente na auséncia de luz.

2.2 Caracterizacao Elétrica dos Capacitores em Solucao Eletrolitica

A capacitancia dos dispositivos produzidos conforme descrito nos itens anteriores foi
também caracterizada em solucdo eletrolitica. No entanto, neste caso eletrodos sub-
micrométricos de Pt ndo foram depositados sobre a superficie dos capacitores. A metodologia
empregada na andlise destes capacitores em solugdo € descrita no item 2.2.1. Todas as etapas de
caracterizacdo dos capacitores em solucdo, assim como as etapas posteriores descritas a seguir,

foram conduzidas no Instituto Peter Gruenberg do centro de pesquisa de Jiilich na Alemanha, o
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qual possui uma estrutura completa para a fabricacdo de transistores em escala micro e
submicrométrica e suas aplicaches para o monitoramento da atividade elétrica de células

bioldgicas.

2.2.1 Caracterizacdo Elétrica por Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica (EIE)

A caracterizacdo dos capacitores em relacdo a sua capacitancia em solucao foi realizada através
da técnica de EIE, utilizando-se um potenciostato/galvanostato modelo 283 (Princetton Applied
Research) acoplado a um analisador de impedancia por ganho de fase Solartron SI 160. As
solucdes utilizadas durante os experimentos foram constituidas de KCl 100 mmol L
tamponadas em pH 7,2 com K,B407 8 mmol L. Como eletrodos de referéncia e contra-eletrodo
utilizou-se um eletrodo de Ag/AgCl (DRIREF-5SH, World Instruments) e um eletrodo de Pt,
respectivamente. A amplitude do potencial AC aplicado durante as medidas foi de 10 mV e a
faixa de frequéncia analisada foi de 10 Hz a 100 kHz. Os dados obtidos foram analisados através
do software ZPlot 2.0 (Scribner Associates, Inc.). A Figura 2.2 exibe uma ilustracdo da
configuragdo instrumental utilizada durante as medidas. As amostras analisadas foram, o
substrato de silicio oxidado (Si/SiO,) como descrito na se¢ao 2.1.2, o substrato de silicio oxidado
contendo alumina (Si/Si0,/Al,03) e o substrato de silicio oxidado contendo alumina e
nanoparticulas de Au (Si/SiO2/ALLOs/AuNPs). A preparagdo destes seguiu 0 mesmo
procedimento ja descrito anteriormente no item 2.1, com a unica diferenca de que o eletrodo de
Pt ndo foi depositado sobre as amostras. As curvas de capacitancia versus voltagem (C-V) foram
realizadas em uma frequéncia fixa. Assim, a capacitancia foi subsequentemente calculada a partir

do valor de impedancia para um modelo de circuito equivalente a um diodo.
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Figura 2.2. [Ilustracdo do arranjo de eletrodos para a célula eletroquimica utilizada nas medidas
de impedancia. Neste caso, a ilustracdo ¢ demonstrada apenas para uma amostra de
Si/Si0,/Al,03, porém o mesmo arranjo de eletrodos foi utilizado também para

andlises de amostras contendo nanoparticulas de Au.

2.3 Fabricacao e Caracterizacao Elétrica de Transistores de Efeito de Campo

Seguida as etapas de caracterizagdo dos capacitores, transistores de efeito de campo
foram entdo produzidos buscando desenvolver na porta destes a mesma estrutura fisica
empregada nos capacitores analisados até esta parte do trabalho. Os transistores foram fabricados
na sala limpa do Instituto Peter Gruenberg do centro de pesquisa de Jiilich na Alemanha e o

layout dos chips e suas etapas de produgdo sdo descritas a seguir.
2.3.1 Layout dos Chips

Os chips a serem fabricados foram baseados num processo ja descrito na literatura. Neste,
16 transistores foram organizados numa matriz de 4 X 4 no centro de um chip com dimensdes de
5 x 5 mm, onde a distancia entre cada FET foi 200 um. A Figura 2.3 mostra um layout de um
chip produzido. Conforme visto através deste, o chip € formado por uma fonte comum (indicado

pela letra S) para todos os FETs, os quais estdo no centro do chip e sdo representados pelos
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retangulos em verde. Os contatos metalicos para as linhas de condu¢do dos drenos de cada FET
sdo indicados por quadrados nas extremidades superior e inferior. Estes contatos metédlicos sao
também chamados de pads de contato. Os ndmeros ao lado dos pads seguem como uma
identificacdo dos FETs. Os pads nas extremidades da esquerda e da direita do chip servem como
contatos para teste de resisténcia elétrica de linhas de contato formadas nestas extremidades e
para aterragem do chip, como € o caso dos pads marcados pela letra B. A Figura a direita indica
a ampliacdo da porta de um FET. Neste processo, uma rodada de chips foi produzida com FETs
apresentando portas com dimensdes de 12 x 7 um e outra rodada produzindo FETs com portas

de dimensdes de 25 x 7 um, comprimento e largura, respectivamente. Os processos envolvidos

na fabricacdo destes transistores sao descritos na sequéncia.

1] AEEEE =
linha de contato da 3 S
fonte comum
= L/ pad para fonte WG
; o comum
- = g
O
[ linha de contato do
/ dreno do FET 15
O B D
i [ S ir\
3 4 7 8 12 11 16 15 pad para linha de
contato do dreno
do FET 15

Figura 2.3. Layout do chip fabricado (ilustracdo da esquerda). Os 16 FETs sdo arranjados numa
matriz de 4 x 4 no centro do chip e sdo indicados pelos retingulos verdes. As setas
indicam os pads de contato para a fonte comum (indicada pela letra S) para todos os
transistores, assim como o pad de contato para o dreno de um transistor. Os
numeros ao lado dos pads servem como identificagdo dos FETs. A caixa retangular
vermelha no centro do chip indica um FET e uma imagem ampliada deste (vista do
topo) € mostrada no layout a direita. Neste, as letras S e D indicam os contatos de
fonte e dreno, enquanto a largura e o comprimento da porta do FET sdo indicados

pelas letras WG e LG, respectivamente.
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2.3.2 Reagentes e Materiais Empregados na Fabricacao dos Transistores

Os reagentes empregados na constru¢cdo dos dispositivos foram o fotoresiste AZ 5214-E
(AZ Electronic Materials), o revelador AZ 312 MIF (metal ion free - Clariant), acetona e dlcool
isopropilico (J.T.Baker), H,SO4, H2O,, H3PO4, HF, e NH4OH (J.T.Baker), todos de grau
eletronico com pureza equivalente a 99,999 %. Para a fabricacdo dos respectivos FETs foram
empregadas laminas de silicio tipo n (adquiridas através da empresa Wacker Siltronic AG) com

resistividade entre 8 e 12 Qcm e orientacao cristalina <100>.

2.3.3 Procedimentos Empregados na Fabricacao dos FETs

Os principais métodos empregados na fabricacdo dos respectivos transistores foram a
oxidacdo térmica, processos de fotolitografia, dopagem do substrato e metalizacdo. Os detalhes
técnicos de cada etapa sdo descritos no Anexo A. Um resumo das etapas do processo de
fabricac@o dos transistores € ilustrado na Figura 2.4. Inicialmente as laminas de Si tipo n foram
oxidadas em um forno convencional com atmosfera tmida (H,O + O,) (Figura 2.4A). Esta etapa
€ realizada com o intuito de isolar os dispositivos entre si e formar um anteparo para os
processos vindouros, como por exemplo, a implantagdo idnica para a formagdo das regides de
fonte e dreno e as linhas de contato. A etapa seguinte consiste na preparacdo das laminas de Si
agora com as superficies oxidadas, para o processo de implante dos terminais p. Posteriormente,
buscando formar as édreas para a implantacio idnica de boro (B*, dopante tipo p) e as
conseguintes linhas de contato, realizou-se o primeiro dos sete processos previstos de
fotolitografia (Figura 2.4B). Apds o primeiro processo de litografia, a corrosdo do 6xido destas
regides foi conduzida utilizando-se uma solucdo mista de HF e NH4F. A etapa seguinte consistiu
entdo na implantagdo idnica (120 keV, 8x10"° fons cm™) de B* nas regides corroidas (Figura
2.4C). A proxima etapa consistiu no crescimento de uma fina camada de 6xido sobre estas. Para
tanto, as laminas foram novamente submetidas a um processo de oxidac¢do, neste agora se
utilizando inicialmente apenas de O, (20 min. a 1000 °C), e numa segunda etapa com H>O (1h a
1000 °C). Ao final deste processo, uma camada de 6xido de silicio com espessura de 180 nm foi

crescida sobre as regides implantadas, enquanto a espessura do 6xido da regido ndo implantada

55



Experimental

Figura 2.4. Etapas de fabricacdo dos transistores de efeito de campo com canal p.

era 1100 nm. A partir desta, uma segunda etapa de fotolitografia para a definicao de canal (porta)
e aumento da concentragdo de dopantes nas linhas de contato, foi entdo realizada (Figura 2.4D).
Ap6s a litografia, o 6xido ndo coberto pelo fotoresiste foi removido com o uso de uma
solugdo mista de HF e NH,F. Assim, uma segunda etapa de implantagio com B* (80 keV, 5x10"
fons cm?) foi conduzida e as regides de fonte e dreno dos transistores foram criadas (Figura
2.4E). Para promover a difusdo dos dopantes e também proteger as dreas implantadas, uma nova
etapa de oxidacdo foi também realizada. Inicialmente, com somente O, (5 min. a 1000 °C) e
posteriormente com H,O (30 min. a 1000 °C). Apés esta oxidagdo, camadas de 6xido com
espessuras de 250 nm e 1140 nm foram crescidas sobre as dreas implantadas e ndo implantadas,
respectivamente. Na sequéncia, mais uma etapa de litografia seguida da corrosdo de uma parte
do 6xido de porta foi realizada com o intuito de se definir a regido desta (Figura 2.4F). Ap0s,
mais uma vez os chips foram oxidados, mas agora se utilizando de H,O por 1h10min a 800 °C.
Esta oxidacdo gerou uma fina camada de 6xido de aproximadamente 50 nm na regido de porta

dos transistores. Apds esta, os chips foram passivados com uma camada de 130 nm de nitreto de
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silicio e uma camada de 100 nm de 6xido de silicio, as quais foram depositadas utilizando-se as
técnicas de LPCVD (do inglés, Low Pressure Chemical Vapor Deposition) e PECVD (do inglés,

Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition) (Figura 2.4G). Na préxima etapa, a quarta
litografia foi conduzida com o objetivo de se abrir a regido de porta para a corrosdo das camadas
de 6xido em sua superficie (Figura 2.4H). Durante esta litografia, todo o chip, exceto as regides
de porta, foi coberto com uma camada de fotoresiste, e seguidamente o 6xido e o nitreto de
silicio destas regides ndo cobertas foram corroidos pela técnica de RIE (do inglés, Reactive lon
Etching). Finalmente, uma ultima etapa de oxidac¢do durante 1h com O, a 820 °C foi conduzida,
e esta entdo gerou uma fina camada de aproximadamente 8 nm de espessura na porta dos FETs
(Figura 2.4I). Para a deposi¢do de metais nas regides externas de contato, realizou-se mais uma
etapa de litografia, na qual o fotoresiste cobriu todo o chip, exceto as regides de contato. Os
chips foram imersos em solucdo de HF por 20 s, removendo assim tanto o 6xido como o nitreto
de silicio destas areas. Na sequéncia uma camada de 200 nm de Al, seguida de outra camada de
200 nm de Au foram depositadas por sputtering nos contatos. As camadas metdlicas depositadas
sobre o resto do chip foram entdo removidas por meio de [ift-off. Ao final, os chips foram

submetidos a um tratamento térmico por 30 min. a 400 °C em atmosfera de N».

2.3.4 Fabricacao de Alumina Porosa sobre os FETs

A fabricacdo de membranas porosas de alumina sobre os FETs foi realizada de maneira
similar aquela descrita no item 2.1.2. Inicialmente,as extremidades dos chips onde se encontram
as placas metdlicas (pads) para contato elétrico dos FETs, foram recobertas com fina camada do
fotoresiste AZ-5214 e posteriormente os chips foram curados por 15 min. a 150 °C. Na
sequéncia, uma camada de aluminio de 80 nm foi depositada a uma taxa de 5 nm min™' por feixe
de elétrons sobre estes chips. Esta fina camada de Al foi entdo anodizada sobre agitacdo em
4cido sulfdrico (0,5 mol L™) por 1 min a 7 °C aplicando-se uma voltagem de 25 V através de
uma fonte de tensdo da Lambda model 120-1.8. Na Figura 2.5 sdo mostradas fotos do arranjo de
um chip dentro da célula eletroquimica para o processo de anodizacdo. Apds as anodizagdes as
amostras foram lavadas excessivamente com agua deionizada e secas ao ar. O aumento do
didmetro dos poros da alumina formada foi realizado pela submersao dos chips em H3PO, 0,1

-1 . A . . o
mol L™ por 30 min. a 30 °C. Na sequéncia, os chips foram lavados com dgua deionizada e secos
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Figura 2.5. A — Fotografia do arranjo experimental para anodiza¢do do chip contendo os FETs.
O chip é colocado na parte inferior de uma célula eletroquimica feita de acrilico,
enquanto um contra-eletrodo de Pt é colocado na parte superior da célula. O chip e o
contra-eletrodo sdo polarizados através de uma fonte de tensdo e a corrente de
anodizacdo € monitorada através de um multimetro. B —Fotografia da célula
eletroquimica mostrando o arranjo do chip, do contra-eletrodo e do compartimento
para a solucdo de H»SO40,5 mol L. O contato elétrico no chip é feito através de um
clip metalico conectando sua extremidade. C — Fotografia de um chip anodizado. O

circulo na drea central do chip indica a regido anodizada.

ao ar. Por fim, os chips foram submetidos a um processo de lift-off para remog¢ao do fotoresiste e

do aluminio ndo anodizado cobrindo os pads de contato.

2.3.5 Sintese de Nanoparticulas de Au dentro dos Poros de Alumina

A sintese de nanoparticulas de Au dentro dos poros de alumina cobrindo os FETs foi

realizada conforme j4 descrito no item 2.1.3.
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2.3.6 Analises por Microscopia Eletronica

As superficies dos FETs anodizados e contendo as nanoparticulas de Au foram analisadas
através de um microscopio eletronico de varredura por emissdo de campo modelo LEO 1550 VP.
Andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram também conduzidas, utilizando
um instrumento Tecnai G2 F20. Todas estas anélises foram realizadas sem recobrimento das

superficies com qualquer tipo de material condutor.

2.3.7 Encapsulamento dos Chips

Cada chip produzido possui 16 transistores, para que todos os dispositivos possam ser
medidos simultaneamente e possam ser re-utilizados varias vezes com liquidos sobre a sua
superficie, estes foram encapsulados. A Figura 2.6A mostra uma foto dos elementos necessarios
para o encapsulamento dos chips. Basicamente, este processo consiste em colar um chip (i),
utilizando tinta de prata (Ag), na regiao central de um suporte (carrier-Spectrum Semiconductor)
(i1) e curar este a 150 °C por 30 min. O carrier possui diversas linhas metdlicas em sua
extremidade e estas foram ligadas aos pads de contato do chip através de fios de Al num
processo conhecido como wire-bonding (Figura 2.6B). Desta maneira, os chips ficam
eletricamente conectados ao carrier. Na proxima etapa, dois o-rings, um feito de poli-dimetil-
siloxano (PDMS) (iii) e outro de vidro (iv) sdo colados utilizando PDMS no carrier contendo o
chip. Enquanto o o-ring de PDMS, o qual tem um formato cdnico € colado sobre o chip deixando
apenas a drea central contendo os FETs exposta ao ar, o o-ring de vidro é colado sobre o carrier.
O processo de endurecimento do PDMS utilizado para colar os dois o-rings € realizado curando
este a 150 °C por 1h. Na sequéncia, o espaco entre os dois o-rings foi preenchido com PDMS e
este foi curado novamente a 150 °C por 1h. A Figura 2.6C mostra a foto de um chip encapsulado
no carrier. E possivel observar que através desta, somente a regido central do chip estd exposta
ao ar, desta forma, € possivel preencher esta regiio com um volume de liquido de

aproximadamente 400 pL.
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Figura 2.6. A — Fotografia dos elementos utilizados para encapsulamento dos chips. i) chip, ii)
carrier, iii) oring de PDMS, iv) o-ring de vidro. Para compara¢do de dimensoes,
uma moeda de 5 centavos de reais foi colocada junto a foto. B — Ilustracdo de um
chip eletricamente conectado a linhas metdlicas de um carrier através do processo
de wire-bonding. Os numeros representam o dreno do FET que estd sendo
conectado, enquanto as letras S e B correspondem a source (fonte comum para todos
os FETs) e corpo (conexdo para aterro da fonte), respectivamente. C — Foto de um
chip encapsulado ao final do processo.
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2.3.8 Caracterizacao Elétrica e Aquisicao de Dados

A caracterizacdo elétrica dos dispositivos produzidos foi realizada utilizando-se uma
caixa amplificadora desenvolvida internamente no Instituto Peter Gruenberg (Figura 2.7A). Para
a realizacdo das medidas nesta, os carriers contendo os chips encapsulados sdo encaixados na
caixa amplificadora na parte indicada pela seta na Figura 2.7A. Um diagrama do circuito elétrico
basico desta caixa € mostrado na Figura 2.7B, onde é possivel observar que a caixa é composta
por 16 amplificadores independentes de fase seletiva e um dispositivo DDS (do inglés, direct-
digital-synthesis) para controle de amplitude e frequéncias exatas de sinais aplicados durante
medidas impedimétricas. A aquisi¢do dos sinais de saida desta caixa amplificadora foi feita por
um cartdao de aquisicdo de dados (DAQ-NI 6071E) adquirido da empresa National Instruments.
Os dados foram entdo transferidos através de uma conexao USB para um computador contendo o
programa BioMol, também produzido internamente, empregando-se a linguagem de
programacdo Delphi 5.0° (Borland Software Corporation) (Figura 2.7C). Através do programa
BioMol, as voltagens aplicadas durante as medidas puderam ser todas controladas e as
caracteristicas elétricas como saida (output) e transferéncia (transfer) de 16 FETs de um unico
chip foram monitoradas simultaneamente como mostrado na Figura 2.7D. Uma das grandes
vantagens deste sistema € a possibilidade de caracterizar e de quantificar de forma relativamente
rapida os FETs que estdo funcionando apropriadamente. A caracterizagdo elétrica bésica para
avaliar o funcionamento destes dispositivos consistiu em adicionar na superficie do chip
encapsulado uma solugdo tampio fosfato de potdssio 1 mmol L™ contendo 10 mmol L™ de KCl
em pH 7,3. Um eletrodo de Ag/AgCl foi utilizado como eletrodo de porta. Sendo que todas as

medidas foram realizadas a temperatura ambiente.
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Figura 2.7. A - Fotografia da caixa amplificadora utilizada para medidas elétricas dos chips. B
—Diagrama bdsico do circuito elétrico da caixa amplificadora. O circuito foi
adaptado da referéncia [60]. C —Ilustracdo esquemdtica do arranjo empregado na
transferéncia de dados da caixa amplificadora para um computador com o programa
BioMol. D — Imagem da tela do programa BioMol registrando as caracteristicas
elétricas de 16 FETs simultaneamente. Os ajustes de voltagem durante as medidas
sdo feitos no lado direito da tela.

2.3.9 Medidas de Solu¢oes Tampao com diferentes pHs

Os chips foram também caracterizados em relagdo ao seu comportamento elétrico em
funcdo do pH do meio. Para isso, foram empregadas solugdes tampao fosfato de potdssio 1 mmol
L' contendo 10 mmol L™ de KCI em diferentes valores de pH, sendo estes obtidos através da
adicdo de solugdes de 4cido cloridrico (HCI) 1 mol L™ e/ou hidréxido de potassio (KOH) 1 mol
L. Durante estas caracterizagoes, tanto medidas elétricas de saida (output) quanto medidas de

correntes Ips ao longo do tempo foram realizadas.
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2.4 Detecciao de Neurotransmissores usando Transistores Nanoestruturados

Apés terem sido caracterizados eletricamente, os transistores fabricados foram
empregados como sensores, atuando em duas configuracdes diferentes, visando a deteccdo de
dopamina e serotonina respectivamente. A deteccdo destas moléculas foi baseada na modificacdo
quimica da superficie dos respectivos FETs. Os procedimentos empregados nestas estdo

descritos a seguir.

2.4.1. Modificacao da Superficie Porosa dos FETs para Detec¢cao de Dopamina

Um procedimento de tnica etapa foi utilizado para a adsorcao fisica da enzima tirosinase
(EC 232-653-4, 5370 U mg'de s6lido, Sigma-Aldrich) na porta dos FETs que continha somente
a alumina porosa. Para tanto, a enzima foi imobilizada através do gotejamento de uma solucdo de
tirosinase 2,4 mg mL™ preparada em tampdo fosfato de potdssio 1,0 mmol L™ contendo 10 mmol
L' de KCI, pH 7,3, na superficie dos transistores por 2h a temperatura ambiente. Apds essa
modificacdo, a superficie dos FETs foi levemente lavada com tampao fosfato de potdssio 1,0
mmol L' contendo 10 mmol L' de KCL A detec¢io de dopamina (Hidrocloreto de 3-
hidroxitiramina, Sigma-Aldrich) foi realizada através da adi¢do de diferentes concentragdes deste
analito a superficie dos FETs contendo tirosinase. Previamente a estas medidas, as solu¢cdes de

dopamina foram oxigenadas por 7 min.

2.4.2 Modificacao da Superficie de FETs contendo Nanoparticulas de Au para

a Deteccao de Serotonina

A formagdo de monocamadas auto-organizadas de moléculas organicas na superficie das
particulas de Au presentes nos transistores foi realizada através da exposicdo destas areas por 15
minutos a uma solucdo mista de captopril ((2S)-1-[(2S)-2-metil-3-sulfanilpropanol] pirrolidona-
2-dcido carboxilico, Sigma-Aldrich) 1,0 mmol L' e tiofenol (Sigma-Aldrich) 200 pmolL™",

ambas preparadas em etanol. Apds, as superficies foram lavadas com dgua Milli-Q (18 MQ).
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2.5 Medidas de Adesao Celular e Liberacio de Protons por Vesiculas de
Células PC 12

Dois tipos de experimentos foram realizados utilizando-se células cromafinas PC12. No
primeiro, avaliou-se através de medidas da funcdo de transferéncia a adesdo celular sobre os
FETs com diferentes superficies. Numa segunda etapa, os FETs foram utilizados para a deteccao
das substancias liberadas das vesiculas destas células. Os procedimentos utilizados para o cultivo

de células e as respectivas medidas sdo detalhados abaixo.

2.5.1 Cultivo de Células

As células cromafinas PC 12 utilizadas neste trabalho foram doadas pelo grupo do Prof.
Joachim Weis da Uniklinikumem Aachen na Alemanha. As células foram cultivadas em frascos
T25 e mantidas em uma incubadora a 37 °C com 5% de CO,. O meio de cultivo utilizado foi o
meio Dulbecco' s modified Eagle's medium (DMEM, Sigma, St. Luis, USA) contendo 10% de
soro fetal bovino (FCS, Sigma, St. Luis, USA) e uma mistura dos antibidticos penicilina e

estreptomicina (Penstrep, Sigma, St. Luis, USA).

2.5.2 Cultivo de Células nos Chips

Quando as células em cultivo nos frascos T25 alcancavam confluéncia de
aproximadamente 70%, foi feita a passagem. Para tanto, o meio de cultivo foi removido e o
frasco T25 contendo as células PC12 foi rinsado com 2 mL de solucao de tripsina 0,05% / EDTA
(6 mL) previamente aquecida a 37°C, sendo sequencialmente removida. Em seguida, 5 mL da
solucdo mista de tripsina / EDTA foram novamente adicionados ao frasco T25, o qual foi levado
a incubadora a 37 °C com 5% de CO; por 2-3 minutos para remog¢ao das células das paredes do
frasco. Ap0s, a solug@o de tripsina / EDTA foi removida € 5 mL do meio de cultivo DMEM
foram adicionados ao frasco T25. Este meio de cultivo contendo as células suspensas foi
transferido para um tubo de ensaio, sendo este centrifugado a 500 g por 5 minutos. Na sequéncia

o sobrenadante foi removido e o pellet foi resuspendido em 1 mL do meio de cultivo DMEM.
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Neste momento, uma aliquota das células suspensas foi adicionada a uma camara de Neubauer
para contagem do nimero de células. Durante a etapa de passagem de células, a superficie dos
chips encapsulados foi esterilizada com luz ultra-violeta durante 30 minutos e apds entdo coberta
com uma solu¢do de poli-lisina 0,1 mg / mL por 40 minutos. Na sequéncia, removeu-se a
solucdo de poli-lisina dos chips e adicionou-se sobre estes 60 uL (~ 1500 células/mm?) da
solucdo contendo as células suspensas. Os chips foram estocados na incubadora a 37 °C com 5%
de CO; por 3 h e ap6s a sedimentacdo das células sobre a superficie adicionou-se mais 400 pL
do meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino e uma mistura dos antibidticos penicilina e
estreptomicina. Todas as medidas envolvendo as células foram realizadas pelo menos apds um

dia de cultivo in vitro.

2.5.3 Medidas de Funcao Transferéncia e Deteccao de Protons Liberados por

Vesiculas

Para as medidas de funcdo de transferéncia (voltagem), detec¢ao de prétons liberados por
vesiculas das células e demais caracterizagOes elétricas, foi utilizada a caixa amplificadora
descrita no item 2.3.7. Esta, possibilita com que 16 FETs possam ser medidos simultaneamente,
enquanto correntes de Ips ao longo do tempo, assim como leituras potenciométricas externas
provenientes de mudancas de corrente entre fonte e dreno, possam ser registradas.
Adicionalmente, medidas impedimétricas também podem ser realizadas utilizando-se esta caixa.
Assim, para andlise das células, o chips contendo as c€lulas cultivadas sobre suas superficies
foram removidos da incubadora e conectados a caixa amplificadora através do soquete na parte
superior.

Para as medidas de transferéncia de fung¢do, um sinal de teste senoidal com amplitude de
10 mV foi aplicado através do eletrodo de referéncia enquanto a frequéncia foi variada de 1 Hz a
100 kHz. A amplitude e a frequéncia exatas do sinal teste aplicadas foram obtidas através do
dispositivo DDS. As medidas foram obtidas utilizando-se o software BioMol. As andlises
envolvendo a deteccdo dos protons liberados pelas vesiculas foram conduzidas com FETs
operando em saturagdo com o mesmo ponto de funcionamento do modo de leitura dc externa.
Isto é, todos os transistores operavam com a mesma voltagem entre fonte e dreno (Vps). Um

eletrodo de Ag/AgCl foi utilizado durante estas medidas.
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Durante toda a parte experimental deste trabalho alguns problemas quanto a fabricagdo e
caracterizacdo dos dispositivos foram comumente observados, uma rdpida descricdo destes

problemas assim como uma possivel alternativa para resolvé-los é apresentada no Anexo B.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussdo para a fabricagdo e caracterizagao
elétrica dos transistores, assim como a implementacdo dos filmes finos de alumina anddica e
nanoparticulas em suas superficies e os experimentos envolvendo a deteccdo de
neurotransmissores e acoplamento com células PC12. Desta maneira, o capitulo foi organizado
da seguinte maneira: Inicialmente serdo apresentados os resultados de MEV e caracterizacdo
elétrica dos transistores com as diferentes superficies. Nas se¢des 3.5 a 3.8 serdo discutidos os
resultados da aplicacdo dos respectivos transistores como biossensores para a deteccao de
dopamina e serotonina. Na ultima parte deste capitulo, serdo entdo apresentados os resultados
envolvendo os experimentos de funcdo de transferéncia e deteccao de prétons liberados por

vesiculas de células PC12.

3.1 Fabricacio de Membranas Porosas de Alumina sobre Si/SiO,

Como detalhado na se¢c@o experimental, a parte inicial deste trabalho envolveu a oxidagao
de uma lamina de silicio tipo p com a forma¢ao de um filme fino (espessura de ~ 10 nm) de SiO,
seguido da deposicdo de um filme de aluminio de 80 nm de espessura sobre esta. A anodizagdo
deste filme de aluminio gerou uma fina camada de alumina sobre o substrato de Si/SiO,. A
Figura 3.1 mostra o perfil da corrente de anodiza¢io ao longo do tempo (curva de I-t) durante a
eletrooxidacdo do filme de aluminio. Conforme esta uma das caracteristicas mais marcantes do
processo de anodizacdo empregado neste trabalho, foi o curto periodo de tempo para a oxidagao
completa do aluminio, que neste caso foi da ordem de 55—60 s. Este tempo de anodizacdo é
muito inferior quando comparado ao de outros trabalhos na literatura reportando a formacdo de
filmes finos de alumina porosa sobre substratos de silicio.[***™ Este curto periodo de tempo da
anodizacdo do aluminio foi estabelecido baseando-se no comportamento da corrente de

anodizacdo observada através da curva de I-t, a qual apresentou um perfil de corrente tipico de
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formacdo de um filme de alumina porosa. Isto é, durante os primeiros segundos da anodizagdo a
corrente apresentou uma queda acentuada em funcdo da formacdo de um filme fino de 6xido
(isolante) sobre toda a superficie do aluminio (Figura 3.1, regido 1). Durante esta queda a
corrente atingiu entdo um valor minimo e o campo elétrico na superficie ficou centrado

localmente em flutuagdes no 6xido pré-formado (Figura 3.1, regido 2).

55 1. 2.
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Figura 3.1 — Perfil tipico da corrente de anodiza¢do ao longo do tempo. Os niimeros no gréfico a
esquerda representam os diferentes estdgios do crescimento do filme anddico

ilustrado nas figuras a direita.

Este campo elétrico local associado ao efeito da temperatura de anodizagdo conduziu desta
forma, a dissolucdo local do 6xido formado e consequentemente ao crescimento dos poros. Este
crescimento pode ser observado através de um leve aumento na corrente de anodizagdo, a qual é
seguidamente mantida constante ao longo do tempo (Figura. 3.1, regido 3 e 3.1, regido 4). O leve
aumento da corrente nesta etapa foi importante pois ele demonstra que ndo houve ruptura da
camada anddica durante o crescimento dos poros.[68'70] Ap6s o filme de aluminio ter sido
totalmente anodizado, os poros pararam de crescer e a corrente anddica comecou a decair
novamente. Neste momento entdo, o processo de anodizacdo foi interrompido (3.1, regido 4). A

reacdo de formacao da alumina (A,O3) anddica € mostrada na sequéncia:

Reacdo no anodo: 2Al + 3H,0 — ALO; + 6H + 6e”

Reacgdo no catodo:  6H" + 6e” — 3H,
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A Figura 3.2A mostra uma micrografia do filme poroso de alumina apds a anodizacao.
Como visto através desta, o filme de alumina apresentou uma alta densidade de poros (~ 140 x

2 . “A P s .z
10° poros/cm®) exibindo um didmetro médio de cerca de ~ 10 nm. Estas caracteristicas foram ja

também observadas em outros trabalhos reportados na literatura e sdo consistentes com a acidez

A

Frequéncia/ %

20 30 40 50 60
Distribuicdo de tamanho médio de poro / nm

Figura 3.2 — A) e B) Micrografias obtidas por MEV de um filme ultrafino de alumina produzido
sobre a superficie de Si/SiO, antes e apds a etapa de corrosdao por 40 min. com
H;PO4 0,1 mol L'l, respectivamente. As escalas das figuras sdo de 200 nm e 500

nm, respectivamente. C) Histograma de distribui¢do do didmetro médio dos poros

apos a etapa de corrosao.

do eletrélito empregado na anodizagdo, auxiliando o efeito de campo elétrico local na dissolugdo

50,6 . ~
dos poros.! ° De um modo geral, quanto mais forte for o 4cido empregado, menores serdo os
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poros formados.'®” No caso das anodizacdes discutidas aqui, o dcido utilizado foi o H,SO4 numa
concentracdo de 0,5 mol L™ (pH=1), o qual devido a sua forte acidez em comparaco a outros
acidos utilizados na anodiza¢do como 4cido oxalico e dcido fosférico, € capaz de produzir poros
mais finos nos filmes de alumina.!®”"

Este filme ultrafino de alumina anddica apresenta uma fina camada de 6xido, também
conhecida como camada barreira, na base dos seus poros.”” A remocdo desta camada barreira e
o consequente aumento do didmetro dos poros pode ser realizado empregando-se uma solucdo
diluida de H3POy, assim como demonstrado na Figura 3.2B. A imersdo do substrato de silicio
com o filme de alumina dentro de uma solu¢do de H3;PO4 0,1 mol L} por 40 min. a 30 °C,
resultou em poros com um diametro médio de aproximadamente 30 nm, como pode ser
observado no histograma da Figura 3.2C. A distancia (centro a centro) entre os poros mostrados
na Figura 3.2B varia entre 63 e 75 nm, o que estd de acordo com valores tipicos descritos na
literatura para filmes porosos de alumina produzidos sobre chapas de aluminio usando &4cido

;o ~ . 2 . s 4 - 212 1
sulfiirico ou solucdes mistas de 4cido sulfdrico/dcido oxalico.>*"!!

Este € um aspecto
importante, pois ele indica que mesmo com a reducdo do stress mecanico na interface
metal/6xido durante a anodizagdo, os filmes porosos de alumina ultrafina apresentam
caracteristicas geométricas similares a aqueles de filmes de alumina com espessura
micrométrica. A versatilidade para modular o tamanho dos poros € demonstrada através do
controle no tempo de imersdo da alumina dentro da solu¢do de HsPO4 (Figura 3.3). Este processo

de corrosdo pode ser usado ndo s6 para o aumento no didmetro dos poros, mas também para a

remog¢ao da camada barreira na base destes.
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Figura 3.3 — A), B) e C) Micrografias de MEV de filmes ultrafinos de alumina produzidos sobre
a superficie de Si/SiO, apds a etapa de corrosdo por 25, 30 e 35 min. com H3PO4
0,1 mol L™, respectivamente. As escalas das figuras sio de 200 nm. O tamanho
médio dos poros apds cada periodo de corrosdo foi de 18, 23 e 27 nm para as

micrografias mostradas em A, B e C, respectivamente.

A Figura 3.4 exibe uma micrografia transversal do filme de alumina mostrado na Figura
3.2B. Através desta, é possivel observar que a espessura da camada de alumina formada apds o

processo de corrosdo em H3PO, foi de aproximadamente 50 nm.
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Figura 3.4 — Micrografia transversal do filme de alumina produzido sobre Si/SiO, apds a etapa
de corrosao por 40 min. com H3zPO4 0,1 mol L. A escala da figura é de 100 nm. A
figura inserida mostra uma imagem ampliada do corte transversal e as setas indicam

a base dos poros.

A micrografia inserida na Figura 3.4 revela claramente que apds a etapa de corrosdo a camada
barreira foi completamente removida da base dos poros. Este ¢ um detalhe extremamente
importante, pois ele possibilita a deposicdo de particulas metélicas diretamente na base dos
poros. Os detalhes sobre a sintese de nanoparticulas dentro dos poros da alumina serdo discutidos

na proxima se¢ao.

3.2 Sintese das Nanoparticulas de Au

Posteriormente a etapa de formacdo do filme de alumina porosa sobre Si/SiO,,
nanoparticulas de Au foram sintetizadas dentro dos poros desta através do método de bottom-up,
empregando-se para tanto um processo de redu¢do quimica utilizando como redutor o reagente
hidroquinona (HQ). A reacao foi conduzida em duas etapas, onde durante um primeiro estigio
um aparelho de ultrassom foi utilizado com a finalidade de acelerar o preenchimento dos poros
com a solucdo mista de AuCl/hidroquinona através do fendmeno de capilaridade e promover
assim um aumento no transporte de massa dos ions de Au(l) dentro destes. Estes ions de Au(I)
que foram capturados nas paredes dos poros de alumina, onde a energia de superficie €
supostamente alta, foram entdo espontineamente reduzidos, ji que o potencial de reducdo (E°)
do fon Au(I) é extremamente positivo comparado com o da HQ, conforme mostrado através das

. ~ ~ - [52
Semi-reagoes € reagoes a SCgUII'I[ ]
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o OH
+ 2H +2¢ ——= _ 7
EY=-0,699V
o OH
p-benzoquinona (p-BQ) hidroquinona (HQ)
Au' +e AU EY =1.834V

A reagdo redox correspondente é entdo

2AU* + HQ == 2AU’ +p-BQ +2H"

Conforme estas, o potencial de oxi-reducdo para a célula pode ser descrito conforme a seguinte

relacdo:
Ecor=Ea'a - Enoip-80 (Eq. 3.1)

Substituindo os respectivos valores nesta, o potencial determinado para a célula foi de 2,53 V vs
EPH. Demonstrando-se assim que a reac¢io ocorre de forma totalmente espontanea. Esta primeira
etapa conduziu entdo a formacdo de pequenas particulas, as quais atuaram como sitios de
nucleacdo para a deposicdo e crescimento das nanoparticulas em uma segunda etapa. A Figura
3.5A mostra uma micrografia do filme de alumina apds a primeira etapa de crescimento das
particulas de Au dentro dos poros de alumina. Nesta, observa-se claramemente que pequenas
particulas (indicadas por circulos) foram criadas dentro dos poros durante esta primeira etapa de
reducdo. Apds a segunda etapa, estas particulas cresceram e atingiram um tamanho médio de 28
+ 5 nm, conforme exibido nas Figuras 3.5B e C. Um detalhe importante a se notar nestas
micrografias € que embora um processo de reducdo quimica (o qual ndo possibilita um

crescimento de particulas em dreas especificas) tenha sido empregado nesta sintese, percebe-se
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Figura 3.5 — A) e B) Micrografias de MEV de um filme de alumina sobre a superficie de Si/SiO,
apés a primeira e a segunda etapa de reducdo galvinica para formacdo de
nanoparticulas de Au dentro dos poros da alumina respectivamente. Os circulos
vermelhos na figura A indicam a formacdo de pequenas particulas de Au dentro dos
poros. As escalas das figuras A e B sdo de 200 nm e 400 nm, respectivamente. C)
Histograma de distribui¢do do didmetro médio das particulas de Au dentro dos

poros da alumina apds a segunda etapa de reducao quimica.

que a grande maioria das nanoparticulas cresceram dentro dos poros da alumina e seu tamanho

foi limitado pelas dimensdes destes poros. Embora nio aplicado neste trabalho, técnicas fisicas
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como evaporagdo térmica e deposicdo por vapor quimico poderiam ser também utilizadas para a
formagdo de nanoparticulas neste substrato.

A sintese de nanoparticulas de Au foi confirmada através da técnica de espectroscopia de
raios X por dispersdo em energia ou EDS (do inglés, energy-dispersive x-ray spectroscopy),
dados ndo mostrados. Através das andlises por difratometria de raios X (Figura 3.6) foi possivel
confirmaram também que as nanoparticulas sao policristalinas, com uma estrutura ctbica de face
centrada, tipica para particulas de Au sintetizadas via redu¢cdo quimica. Os picos no difratograma
em 38,2° 44,3° e 64,5° foram atribuidos aos planos cristalinos (111), (200) e (220),

respectivamente. Estes também estdo de acordo com os padrdes de difracdo de Au (PDF 04-

0784).1"%

111
1200 - (1)
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Figura 3.6 — Difratograma de raios X das nanoparticulas de Au produzidas nos poros da

alumina.

A Figura 3.7A exibe uma imagem de microscopia eletrOnica de transmissao,
demonstrando que poros e nanoparticulas seguem uma razdo de 1:1 (poro:nanoparticula), sem
agregacdo de vdrias particulas dentro do mesmo poro, como € usualmente observado quando
nanoparticulas dispersas em uma solu¢do que € gotejada sobre uma superficie, sdo imobilizadas
dentro dos poros. Uma caracteristica marcante para o acompanhamento visual do crescimento

das nanoparticulas de Au é a mudanca da coloracdo da superficie de cinza escuro para verde
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musgo quando as particulas atingem o topo dos poros. Este processo de sintese de nanoparticulas
adotado neste trabalho ndo € restrito a 4reas relativamente pequenas e pode ser extendido para

. 2 . .
amostras maiores do que 1 cm”, assim como observado na Figura 3.7B.

Figura 3.7 — A) Micrografia de TEM mostrando o arranjo de algumas nanoparticulas de Au
(AuNPs) dentro dos poros da alumina produzida sobre Si/SiO,. As setas indicam
as posi¢oes dos filmes de 6xido assim como das particulas de Au. Durante a
preparacdo da amostra para andlise de TEM, o topo da amostra foi protegido com a
deposicdo de uma camada de Pt. A escala da figura € de 50 nm. B) Fotografia de
uma amostra de Si/Si0,/Al,O3/AuNPs apds a segunda etapa de reducio galvanica
para o crescimento das nanoparticulas de Au. Devido ao crescimento das
nanoparticulas até o topo dos poros de alumina, a superficie da amostra apresentou

uma coloracio verde musgo.

3.3 Medidas de Capacitancia de Nanoparticulas utilizando um Eletrodo

submicrométrico de Pt

Na primeira parte do trabalho experimental visou-se desenvolver um capacitor submicrométrico
de Pt para a polarizacdo das nanoparticulas de Au crescidas dentro dos poros de alumina. O
proposito destas medidas foi a caracterizacdo da capacitancia ao ar livre dos substratos de
alumina contendo Au e ao mesmo tempo avaliar a viabilidade do uso de tais nanoestruturas
metalicas como eletrodos de porta para os transistores de efeito de campo. A Figura 3.8 A mostra

uma micrografia do eletrodo de Pt depositado sobre uma amostra de alumina contendo
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nanoparticulas de Au. Nas Figuras 3.8B e C sdo mostradas as curvas de corrente por voltagem (I-
V) do substrato com somente alumina e alumina contendo as nanoestruturas de Au. Estas
medidas foram inicialmente realizadas visando determinar a tensdo maxima que deveria ser
aplicada para as respectivas medidas de capacitancia versus voltagem (C-V). Assim, para evitar
efeitos de fotocorrentes, todas as curvas foram realizadas em um ambiente na auséncia de luz. A
Figura 3.8B mostra a curva de I-V obtida para o substrato contendo as particulas de Au. Através
desta, observa-se um comportamento ndo linear para I-V, indicando assim a formacido de um
capacitor. A Figura inserida mostra a condutancia diferencial calculada a partir da curva de I-V.
A resisténcia na tensdo de 0 V foi estimada na ordem de 250 MQ. Esta alta resisténcia reduz ou
elimina as correntes de ligacdo ao longo do capacitor, portanto possibilitando um
acoplamento/desacoplamento uniforme de cargas quando o capacitor é polarizado. A Figura
3.8C mostra a curva de I-V do capacitor formado somente no substrato de alumina sem Au.
Conforme pode ser visto o capacitor exibe também um comportamento de I-V nido linear, mas o
inicio das correntes diretas e reversas ocorre agora em + 0.3 e - 0.3 V dc respectivamente,
seguido de um rapido aumento da condutancia. Resultados similares foram também observados

por Das e Garman."”
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Figura 3.8 — A) Micrografia de FEG-MEV mostrando o eletrodo de Pt conectando as

nanoparticulas de Au. A escala é de 500 nm. A figura inserida mostra o pad de

contato conectando o eletrodo de Pt. Nesta, a escala corresponde a 10 um. B) e

C) Curvas de I-V para os capacitores fabricados contendo as nanoparticulas de

Au e também o capacitor controle, respectivamente. A figura inserida na parte

superior esquerda da Figura B representa uma ilustracdo da configuragdo das

medidas. Os gréaficos inseridos na parte inferior a direita mostram as curvas de

condutancia versus voltagem derivadas a partir das curvas de I-V para cada

amostra.
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Os resultados das curvas de C-V sdo apresentados nas Figuras 3.9A-D. A Figura 3.9A
exibe os resultados das curvas de C-V normalizados para o capacitor polarizado com os
nanoeletrodos de Au e também para o capacitor com somente alumina, chamado aqui também de
capacitor controle. Os dados foram normalizados considerando AC/AC;, onde AC corresponde a
diferenca entre uma capacitancia especifica medida e a capacitancia minima, enquanto AC; é a
diferenca entre a capacitancia de acumulagdo e a de inversdo observadas nas curvas de C-V para

o capacitor polarizado com os nanoeletrodos de Au.
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Figura 3.9 — A) Curvas de C-V normalizadas para o capacitor de alumina sem Au (AAO) (em
preto) e com Au (AAO/Au) (em vermelho) respectivamente. B) e D) Curvas de C-
V para o capacitor AAO/Au polarizado com diferentes janelas de voltagem. C)

Curva de C-V simulada usando o software Sentaurus.
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E vélido mencionar que embora ambos capacitores apresentem uma voltagem de limiar similar
(~ 2,8 V), o capacitor polarizado com as nanoestruturas de Au exibe uma voltagem de banda-
plana de 0,1 V e uma camada de acumulagcdo levemente maior do que o capacitor polarizado
com somente alumina, o qual a voltagem de banda-plana € de - 0,7 V. Este valor negativo de
voltagem de banda-plana para o capacitor controle se deve principalmente a presenca de cargas
fixas no 6xido e cargas de interface que tendem a modificar o potencial de superficie deslocando
a curva de C-V.”**! As curvas de C-V em duas janelas diferentes de voltagem sdo mostradas
nas Figuras 3.9B e D. A partir destas curvas as seguintes conclusdes foram tomadas:
Primeiramente, as curvas de C-V do capacitor polarizado com os nanoeletrodos de Au exibem
um comportamento tfpico de um capacitor MOS com dimensdes de algumas centenas de
micrometros, isto é, houve a formacdo de uma camada de acumulacdo-deplecido-inversao.
Segundo, a voltagem de banda plana é de 0,1 V e € independente da voltagem de varredura.
Além disso, nenhuma histerese € observada. Estas observacdes sdo interessantes, pois elas
mostram que o capacitor polarizado com os nanoeletrodos de Au exibe um comportamento quase
ideal, ou seja, aplicando-se uma pequena voltagem negativa cargas podem ser injetadas no metal
inserido dentro da matrix dielétrica. Para remover estas cargas, aplica-se agora uma pequena
voltagem positiva aos nanoeletrodos de modo que todas as cargas serdo transferidas novamente
para o eletrodo de Pt sem que ocorra perdas ou dissipac¢do (histeresis), assim como mostrado
através das curvas. Por terceiro, a capacitancia medida na camada de acumulacdo € relativamente
alta, (~ 24 pF), comparando este com os dados simulados (Figura 3.9C) onde o mdximo de
capacitancia estimado estd em torno de 10-15 fF, os valores medidos representam um aumento
de 24 vezes. A disparidade entre estes resultados sdo atribuidas a configuracido 3D do capacitor e
a distribuicdo de carga em torno dos nanoeletrodos, pois estes apresentam uma distribuicao de
tamanho de 27 + 12 nm, enquanto que para o caso das particulas simuladas o tamanho foi
considerado constante. Desta forma, a drea superficial e consequentemente as cargas estocadas
mudam a distribuicdo de campo elétrico através do dielétrico, aumentando assim a capacitancia
total (capacitancia devido aos nanoeletrodos metélicos e a capacitancia devido ao substrato de
alumina), mesmo quando comparado com somente alumina. Adicionalmente, este valor de 24 pF
¢ um dos maiores ja reportados na literatura para capacitores polarizados com metais

nobres.’*7!
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As duas camadas de acumulag@o observadas na Figura 3.9D foram associadas as cargas
de superficie, isto é, aos elétrons livres presentes nos nanoeletrodos de Au e sua energia de
superficie, de modo que o comportamento da capacitincia na primeira camada de acumulacio
estd num alcance de voltagem entre + 3 V e + 7.5 V. Invertendo a polarizacdo e aumentando a
tensdao aplicada num alcance negativo conduz a observacdo de uma segunda camada de
acumulacdo. Esta ocorre pois durante as etapas de acoplamento/desacoplamento, elétrons sdo
transferidos temporariamente para o substrato e entdo sofrem um processo de retroespalhamento,
o que implica em dizer que a capacitancia observada ndo € somente resultado dos nanoeletrodos

de Au, mas também devido a uma contribuicdo do substrato.[”®7¥!

3.3.1 Armazenamento de cargas

De um ponto de vista pratico, € importante se conhecer o tempo de decaimento de cargas
quando o capacitor € polarizado. Para realizacdo destas medidas, ambos capacitores foram
polarizados por 5 s com uma tensao de 10 V. Apds entdo, curvas de carga versus tempo foram
registradas polarizando o dispositivo com uma tensao de + 2 V e acompanhando o decaimento
das carga durante um periodo de 1220 s. O resultado desta andlise é mostrado na Figura 3.10.
Nesta, pode ser observado que um decaimento de aproximadamente 25 % ocorre durante os
primeiros 540 s. Este rdpido decaimento inicial € correlacionado a transferéncia de carga para o
substrato. Este mecanismo tem sido nos dltimos extremamente proposto na literatura.”%%! ApoOs
este rdpido decaimento inicial, a retencdo de carga remanesce quase constante, com um
decaimento de somente 2 % durante os ultimos 680 s. Estes resultados corroboram o potencial do
dispositivo desenvolvido, ndo sdo somente para aplicacdes neste trabalho, mas também para
outras que requerem uma estocagem de uma alta densidade de carga com baixa dissipacdo de
calor. Os resultados apresentados nesta se¢do foram publicados no peridédico Applied Physics A:
Materials Science & Processing (2009), 94, 831-836. Na proxima secdo serdo apresentados os

resultados das caracterizacOes de capacitancia das mesmas superficies em solucio aquosa.
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Figura 3.10 Decaimento de carga no capacitor de AAO/Au ao longo do tempo. A Figura
inserida mostra o decaimento de carga aplicando-se diferentes tensdes durante

1220 s.

3.4 Medidas de Capacitancia em Solucdo utilizando a técnica de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A partir de agora todos os experimentos e caracterizacdes realizadas foram feitas no
Instituto de Bionanoeletronica 2 (IBN-2) do centro de pesquisa de Juelich na Alemanha.

ApOs a caracterizacdo da capacitancia ao ar livre das superficies de alumina e alumina
contendo nanoparticulas de Au, a proxima etapa do trabalho antes da fabricacdo dos transistores
envolveu a caracterizacdo da capacitancia destas superficies em solu¢do aquosa contendo KCI
100 mmol L' e tamponadas com K;B40O7; 8 mmol L' em diferentes pHs. Como descrito na parte
experimental, esta etapa foi realizada utilizando-se a técnica de EIE onde as caracteristicas de
capacitancia das superficies em fung¢do frequéncia e da voltagem de polarizagdo foram

analisadas. Desta maneira, a primeira parte (sub-secdo 3.4.1) desta sec¢do ird tratar das
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caracteristicas de capacitancias das amostras em condi¢Oes experimentais préximas das
condi¢Oes fisioldgicas para andlise de células eletrogénicas. Na sub-secdo 3.4.2 serdo tratados a
dependéncia da capacitincia em funcdo do pH e os aspectos cinéticos de

protonacdo/desprotonagdo das superficies.

3.4.1 Caracterizacao de Capacitancia Interfacial

Considerando que as amostras em solucdo formam uma estrutura genérica com um
semicondutor, um dielétrico e uma solugdo de eletrdlitos, um circuito elétrico conveniente para
modelar estas superficies € o circuito de Randles. Neste, a resisténcia do eletrdlito Ry, a qual é

conectada em série com a resisténcia R, e a capacitdncia C, da superficie € considerada

insignificante e a seguinte impedancia Z para este circuito pode ser dada por:

1

. (Eq.3.2)
E+ Lpr)

z:z’+iz”:(

Nesta, Z e Z correspondem as partes reais e imagindrias dos complexos de impedancia,
enquanto o representa a frequéncia angular. Desta forma, resolvendo C, para a impedancia

medida, a seguinte expressao para a capacitancia pode ser obtida

_z"

A Figura 3.11 mostra as curvas de C-V para as superficies de Si/Si0,, Si1/Si0,/ALLOs3 e
S1/S10,/Al,03/AuNPs.
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Figura 3.11 Curvas de capacitancia versus voltagem para as amostras analisadas. Os termos
PF e PA nas legendas significam somente anodizada e anodizada e submetida a

abertura de poros, respectivamente.

Todas as curvas mostradas na Figura 3.11 foram medidas em uma frequéncia fixa em 1000 Hz
(1kHz). A escolha desta foi baseada no tempo de duragdo dos sinais eletrofisiol6gicos
demonstrado pelas células, os quais usualmente ocorrem em torno de 1 ms. 2! Assim, a
capacitancia medida em 1 kHz constitui uma parte relevante da capacitancia de entrada durante o
crescimento de uma célula sobre a drea ativa de um transistor. Adicionalmente, nesta frequéncia
a influéncia da resisténcia do eletrélito, a qual € mantida em série com o capacitor é
suficientemente baixa e nao interferiu na capacitancia das superficies em andlise. Como visto
através da Figura 3.11, a capacitancia das amostras com alumina foi comparada com a de uma
amostra referéncia formada apenas por Si/Si0; e esta apresentou capacitancia maior do que das
amostras de alumina sem nanoparticulas. Estes resultados podem ser compreendidos
considerando-se que a soma das capacitincias de cada filme de 6xido sobre a superficie estd em

série com a capacitancia total (Ct) da superficie, como mostrado na equacao a seguir:

—= + (Eq. 3.4)
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nesta, Cs;o, € Cyy,0, representam as capacitancias do SiO; e da ALO; respectivamente. Assim, a
capacitancia total da superficie tenderd a ser menor com a adicdo de novos filmes sobre ela.
Comparando-se também a capacitancia das amostras de alumina antes (Al,O3-PF) e ap6s (Al,Os-
PA) a abertura de seus poros em H3;PO., verificou-se que a capacitancia desta previamente a
etapa de corrosdo € muito menor do que aquelas com poros abertos. Esta diferenca é atribuida a
maior drea superficial e consequentemente ao maior fluxo e adsorcdo de fons nos poros da
alumina corroida.

Considerando que a alumina possui uma estrutura porosa com uma area tridimensional
(Asp), a area desta pode ser estimada baseada nos parametros observados através das imagens de

MEYV usando a seguinte relacio™"

mdyhy Ao
sen 60° (xp + dp)?

Asp=Ag+ (Eq 35)

onde A é a drea bidimensional projetada (0,565 cm?) e dj, hy, € yp correspondem ao didmetro dos
poros, a espessura do filme de alumina e a distdncia de separacdo entre 0S poros,
respectivamente. Desta forma, assumindo que o diametro médio dos poros foi de 30 nm, que
espessura da camada de alumina foi de 50 nm e que a distancia entre os poros variou entre 63 a
75 nm, a drea geométrica tridimensional calculada utilizando a Equacdo 3.5 foi de 0,893 cm’.
Este valor representa um aumento de aproximadamente 60% na drea geométrica superficial em
relacdo a Ay. Conhecendo-se entdo as areas superficiais, foi possivel determinar-se a capacitancia

tedrica (Cre) para os filmes de SiO, e Al,O; utilizando-se a Equagao 3.6

A
Cpo = 2= (Eq. 3.6)
hyp

nesta € corresponde a constante dielétrica para o 6xido, g € a permissividade do vacuo (8,8541 x
12 -1 2 .. . ) )

100" Fm) e As € a drea superficial, no caso da alumina esta é equivalente a Asp. A Tabela 3.1

apresenta os valores de capacitancia tedricos calculados para Si0; e ALL,O3 e os correspondentes

valores encontrados experimentalmente.
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Tabela 3.1 — Parametros utilizados para o cdlculo de capacitancia teérica e comparados a

capacitancia experimental (Ceyp) das superficies de SiO; e ALO;3; (n=5).

Filme g h, / nm A,/ em® Cr./nF cm?  Cep/ nF cm™
SiO, 3.9 8.5 0,565 229 255 (+ 20)
ALO; 9.7 50 0,893 153 177 (+ 15)

Conforme esta, verifica-se que os valores encontrados experimentalmente para ambos filmes de
6xidos sdo muito préximos dos valores calculados para as capacitincias tedricas. Os possiveis
erros relacionados as medidas experimentais podem ser atribuidos a adsorcdo de ions na
superficie e também a erros nas dreas geométricas calculadas, especialmente para alumina pois
muitos poros apresentam um formato cOnico ao invés de tubular como considerado para o
célculo. De fato, a drea tridimensional estimada para a alumina pode ser muito maior do que a
area calculada. Assumindo por exemplo que a drea de inico poro apds o processo de corrosao &
de cerca de 6,12 x 10" cm® e multiplicando-se esse pela quantidade total de poros (~ 140 x 10’
poros/cm”) em 1 cm’ o aumento da drea superficial total poderia ser estimado em
aproximadamente 1520%, bem superior ao valor encontrado utilizando-se a Equacdo 3.5.

A presenca das nanoestruturas de Au dentro dos poros da alumina proporcionou um
aumento drastico na capacitancia da amostra. Este aumento foi de cerca de 3 vezes em relacio ao
Si/Si0; e de 4,6 vezes em relagdo a amostra de Si/SiO,/Al,O3 - PA. A grande area superficial
proporcionada pelas nanoparticulas de Au, assim como a sua alta quantidade de cargas
interfaciais sdo atribuidas como as grandes responsdveis por esta capacitancia relativamente mais
alta em comparacdo as outras amostras. Como introduzido na sub-secdo 1.2.5, esta alta
densidade cargas interfaciais é capaz de gerar gradientes de campos elétricos que aumentam o
nimero de espécies adsorvidas e portanto aumentam o nimero de dipolos formados na interface
nanoparticula/solugdo, causando assim um aumento na capacitancia interfacial. 44351 presenca
de cargas na superficie das particulas pode ainda ser evidenciada através da histerese da curva de
capacitancia.

Além destas caracteristicas de capacitdncia, um outro aspecto importante analisado foi a
voltagem de ruptura dos filmes dielétricos formados na superficie do silicio. A Figura 3.12
mostra as curvas semi-logaritmicas de corrente por voltagem (I-V) para as superficies de Si/Si10,,
S1/S10,/ALL03 e S1/S10,/A1,03/AuNPs. O perfil destas curvas segue as predicdes tedricas, isto €,

em tensOes relativamente baixas dois tipos de tunelamento ocorrem através das camadas
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dielétricas, um direto e um outro via defeitos, como cargas presentes nos 6xidos e no metal, para
. [82] . ~ . .

o caso das amostras contendo nanoparticulas.”” Aplicando-se agora tensdes relativamente mais

altas, a corrente comeca a aumentar moderadamente seguindo o mecanismo de tunelamento

conhecido como Fowler-Nordheim até entdo atingir a tensdo de ruptura (correntes > 5 x 107 A).

*  Si/SiO,/ALO,/AUNPs
1E-57 = sisioyal0,
A SISO,
1E-6
< ]
~ 1E-74
2
< ]
S 1E-84
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© ]
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Figura 3.12 Curvas de corrente versus voltagem para as amostras de Si/SiO,, Si/Si0,/Al,05 e
Si/Si0,/Al,O3/AuNPs. Para as amostras de Si/SiO,/Al,03, os poros da alumina
foram previamente corroidos por 40 min. em H3;PO4 0,1 mol L' A voltagem de

ruptura nas amostras € indicada por um aumento na corrente.

Este aumento nas correntes € mais pronunciado nas amostras contendo as nanoparticulas e quase
ndo € observavel nas amostras de Si/Si0,/Al,O3, o que confirma a boa isolacao elétrica quando
os filmes de alumina sdo formados no topo do SiO,. A Tabela 3.2 lista as voltagens de ruptura e

0s respectivos campos elétricos para a ruptura do dielétrico nas amostras exibidas na Figura 3.12.

Tabela 3.2 — Voltagens de ruptura e os correspondentes campos elétricos calculados a partir das

curvas mostradas na Figura 3.12.

Superficie Voltagem de ruptura/V Campo elétrico de ruptura / MV cm’’
Si/S10, 2 2,35
Si/S10,/ AL, 03 >>2 >> (0,35
Si/S10,/Al,03/AuNPs 1,25 1,5
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Os valores encontrados para os campos elétricos de ruptura estdo de acordo com valores
observados na literatura que cita estes sendo da ordem de 1 a 30 MV cm™.*?! Estes valores de
campo elétrico sugerem que mesmo na presenga de baixos campos € possivel que ocorra a
ruptura da camada do dielétrico e portanto um controle cuidadoso na voltagem aplicada deve ser
considerada durante a aplicacdo destes dispositivos. Para o caso da amostra de
Si/S10,/Al,O3/AuNPs, considera-se que as particulas de Au estejam em contato direto com a
superficie de SiO,, assim a espessura do filme considerado foi apenas a do SiO,.

Os resultados apresentados nesta sub-se¢do demonstram que a presenca de nanoparticulas
metdlicas na superficie dos capacitores contribuem significativamente para um aumento nas
propriedades de capacitancia interfacial destas amostras. Embora as voltagens de ruptura das
camadas dielétricas sejam relativamente pequenas, estes resultados indicam que a configuracio
de capacitores apresentado nanoparticulas é extremamente promissora para o desenvolvimento
de sensores baseados em mudangas capacitivas. Neste sentido, um ponto importante a se
compreender € a dependéncia dos equilibrios dcido-base na capacitancia destas amostras. Assim,

a proxima sub-secdo ird apresentar os resultados desta dependéncia.

3.4.2 Caracterizacao dos Estados de Protonacao/Desprotonaciao de Superficie
utilizando a técnica de EIE

Como demonstrado até agora, a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica é
uma ferramenta poderosa para andlise de processos eletroquimicos envolvendo capacitancias
interfaciais. Considerando que a capacitancia de superficie é sensivel também aos equilibrios
dcido-base interfaciais, onde os processos de protonacao/desprotonacdo de grupos funcionais na
superficie conduzem a mudangas na capacitancia interfacial total, a técnica de EIE representa
uma excelente alternativa para monitorar tais processos de equilibrio quimico. Este principio foi
demonstrado pela primeira vez por Smith e White, os quais utilizaram a impedéancia
eletroquimica para determinar o pK, de grupos carboxilicos de moléculas de alcanotidis
imobilizados em um eletrodo de Au.'®!

Para a caracterizacdo dos processos interfaciais de ionizagdo dos grupos hidroxilas do

Si0; e da AlLOs nas trés superficies analisadas, empregou-se solu¢cdes aquosas com diferentes

concentragdes de KCl e também com diferentes pHs, os quais foram ajustados com K,B407 8
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mmol L. O uso de espécies eletroinativas neste caso foi essencial, pois desta forma evitou-se
processos indesejados de eletro-oxidagdo nas superficies, permitindo assim com que a
capacitancia das amostras fosse dominada somente pela capacitancia interfacial total, isto é, a
capacitancia da dupla camada elétrica e a capacitancia dos filmes de 6xido. A capacitancia
interfacial total Cr das amostras em diferentes concentracdes de KCI e também diferentes pHs

foi calculada através da andlise das curvas de Bode (Z versus log f) usando a seguinte relagdo:

7= — (Bq. 3.7)

jwCr

onde j = -1"

. Em frequéncias intermedidrias das curvas de Bode, a impedancia Z apresenta um
comportamento linear. A extrapolacdo desta regido linear da curva de impedancia para o eixo de

Zonde ® =1 (log ® =0, f=0,16 Hz) simplifica a Equacao 3.7 para

A =L (Eq. 3.8)
(f=0,16 Hz) Cr q. 2.

As Figuras 3.13A, B e C mostram as curvas de Cy versus pH em duas condi¢des de forca idnica
(KC10,01 mol L e KC10,1 mol L™) para os trés tipos de superficie analisadas. Conforme estas
se observa claramente que nas trés superficies quando a concentracao de KCl é de 0,01 mol L'
as curvas de capacitancia apresentam um tipico formato sigmoidal, com a capacitdncia das
superficies apresentando um mdaximo (regido de acumulagdo) em meios mais alcalinos. Esta
observagdo € consistente com a desprotonacdo dos grupos silandis e alumindis das superficies de
Si0; e AL O3, respectivamente, os quais causam um aumento na queda do potencial da dupla
camada elétrica e conduzem assim a um aumento da capacitancia interfacial total. Graficando-se
as curvas de capacitancia com curvas sigmoidais de titulacdo (dado ndo mostrado) foi possivel
entdo determinar-se o pK, para as trés superficies analisadas, sendo estes de 7,2, 7,45 e 7,6 para
Si/S10,, S1/Si0,/AlL,03 e Si/S10,/AlLO3/Au-NPs, respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com valores de pK, determinados para superficies de SiO, e Al,Os3 utilizando-se outras
técnicas.®*! A dependéncia de Ct em fun¢do do grau de ionizagdo dos grupos funcionais nas
superficies foi corroborada através dos experimentos utilizando KC1 0,1 mol L. Neste caso, a

curva sigmoidal ndo foi observada e a capacitancia das superficies foi praticamente constante
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dentro de toda a faixa de pH analisada, isto pois, a capacitiancia da dupla camada elétrica foi

muito superior a capacitancia do

filme. Esta observacdo experimental estd de acordo com

modelos tedricos que predizem que os efeitos de potencial e pH na capacitincia sdo minimos

A e ~ 2 . [83,86-88]
quando a forg¢a idnica da solucao € relativamente alta.
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Figura 3.13 A), B) e C) Curvas de capacitancia interfacial total versus pH para as superficies

de  Si/Si0,, Si/S10,/ALOs e Si/Si0,/AlLOs/Au-NPs, respectivamente. As

medidas foram realizadas em solu¢des de KCI 0,01 mol L'e 0,1 mol L' com

uma polarizacdao de 0 V vs Ag/AgCl.

90



Resultados e Discussdo

Estes resultados sdo importantes, pois eles demonstram que as propriedades capacitivas
dos filmes analisados neste trabalho sdo extremamente dependentes do equilibrio dcido-base em
suas superficies. Assim do ponto de vista pratico, um outro pardmetro importante a se considerar
sdo os processos cinéticos de ionizacdo destas superficies e a densidade de estados eletricamente
ativos nestas quando expostas a solu¢des com pHs fisioldgicos. As reacdes de ionizacdo para as
superficies consideradas neste trabalho podem ser descritas como:

k
S-OH=—= S-O" +H"
2
para condi¢des fisiolégicas onde o pH das solugdes encontra-se normalmente entre 7,2 a 7,4, a
reacdo direta de formacdo dos grupos silandis ou alumindis (-S-O’) como visto através dos
valores de pK, é extremamente favorecida. Desta maneira, os grupos -S-O" que contribuem
efetivamente para a capacitancia interfacial dos filmes de 6xidos sd@o chamados de grupos
eletricamente ativos. Em termos de circuito elétrico, as interfaces semicondutor-6xido/soluc¢ao
podem ser genericamente modeladas com um circuito de Randles como descrito na sub-secao
3.4.1. Nesta, € importante considerar que a capacitancia do filme de 6xido, a qual contribui para
a capacitancia interfacial total, esta conectada em série a capacitancia de espaco de carga
presente no semicondutor. No caso da presenca de grupos eletricamente ativos na superficie,
estes induzem a uma impedancia/capacitancia interfacial do filme adicional ao circuito, que pode
ser caracterizada também pela técnica de EIE. Um modelo simples baseado nos processos de
geracdo e recombinacdo de cargas na superficie de semicondutores foi adaptado aqui para
caracterizacdo destes processos cinéticos e de grupos eletricamente ativos, sendo este descrito a
seguir. 2
Para a reacdo de ionizacdo dos grupos silandis/alumindis mostrada anteriormente, a
impedancia correspondente a ioniza¢do dos grupos —SOH em fung¢do do tempo (t) pode ser dada

por
dO(t) /dt = kzOOaH; —kiO (Eq. 3.9)

- 0 . .. ~ e ~
onde O e O correspondem a densidade de grupos ionizados e ndo ionizados, € k; € k, s@o as

constantes cinéticas de desprotonacdo e protonacdo das superficies, respectivamente. O termo
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Ay corresponde a atividade dos fons H' na superficie das amostras. Numa condi¢do de

equilibrio, a densidade de grupos ionizados pode ser descrita da seguinte maneira:

kzaH;
o 0, (Eq. 3.10)

k1+ kzaH;‘I-

onde O, é a densidade total de grupos ionizdveis (O, = O + 0°). Para obter a impedéncia
diferencial da ionizacdo destes grupos funcionais, um pequeno potencial E de modulacdo, com
uma amplitude E, € sobreposto sobre o potencial aplicado E. Assim, o potencial total aplicado E~

¢ definido como,

E'=F+E (Eq. 3.11)
com

E=E, exp(imt) (Eq. 3.12)

nesta i = v—1. Por conveniéncia, a notagdo ~ nesta sub-secao serd usada para todas as variaveis
consistindo de uma parte dc e uma pequena parte ac. Para um pequeno sinal ac de amplitude
modulada, a equagao de distribui¢ao de Boltzmann para a dependéncia do potencial de superficie

em fun¢do da atividade dos fons H" no seio da soluciio e na superficie dos 6xidos é dada por:

2
ys = ayx exp— (Eq. 3.13)

onde € € a carga do elétrone a a HE é a atividade dos fons H" no seio da solu¢do. Considerando

entdo que um pequeno sinal de amplitude modulada € aplicado as amostras, a Equacdo 3.9 pode

ser reescrita como:
dO'(t)/ dt = k:0°ays + k0,1 — kO (Eq. 3.14)

Desta maneira, como 0° = -0 e equivalentemente a Equacdo 3.9, 0" = O,exp(imt), a Equagio
3.14 pode ser reduzida para
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- k,0° ~
=- 2
lw+k,+ kzaH;- s

(Eq. 3.15)

O fluxo de elétrons j, resultante da modulagdo do potencial aplicado pode ser avaliado a partir

das Equagdes 3.13 e 3.15 como:

LV A o LI T
Je="at T T k20 U o+ It ks (Eq. 3.16)
A impedancia diferencial Z correspondente é assim dada por
E kT _ k1+ kzaH;-
Z=- a: —e—z(kZOOaH;) 1(1+T) (Eq 317)

Esta equacdo mostra que a impedancia diferencial é equivalente a uma resisténcia conectada em
série a um capacitor (circuito RC). Desta forma, é mais conveniente converter este circuito em
séric a um em paralelo, onde a capacitincia em paralelo € dada como uma soma das
capacitancias da camada de carga espacial (Cy) e dos grupos eletricamente ativos (Cga) em

funcdo da frequéncia. Assim, Cga € definido como

e2 klkzaH+
Cea () = —= : 0, (Eq. 3.18)

KT \ w?+( kq + kzaH+)2
S

Experimentalmente, Cga pode ser obtido pela subtracdo de C,. e dependendo da frequéncia a

Equacao 3.18 pode ser escrita como

2 << (k % C Yl 7 S P Eq. 3.19
o) (koay+ + ki) EA () = —— W ¢ (Eq. 3.192)
2 2 e? [ Kikzapy+
o >> (loayg + k) Con (@ = =5 (=24 )0, (Eq. 3.19b)
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A baixas frequéncias (Equacgdo 3.19a), a capacitancia Cga exibe um maximo com uma fun¢io do
potencial em kay+ + ki, 0 qual corresponde a um estado de ionizagdo de 0.5 (Equag@o 3.10). A
partir desse maximo de Cga € possivel entdo determinar-se a densidade total de grupos ionizdveis

usando a seguinte relacdo

1e2
Cga (max) = oo O (Eq. 3.20)

A partir do maximo de capacitancia das curvas de C — V pode-se desta maneira determinar a
baixas frequéncias a densidade de grupos ionizdveis. Para altas frequéncias (Equacao 3.19b), Cga
é esperada ser proporcional a @~ e os grupos ionizdveis ja ndo respondem a estas frequéncias,
ndo havendo assim maximo de capacitancia em funcio da voltagem.

As Figuras 3.14A e C mostram as curvas de capacitancia interfacial versus voltagem
aplicada para as amostras de Si/SiO, e Si/SiO»/AL,O3 em solucdo de KC1 0,01 mol L™ e pH 7.8
em diferentes frequéncias, respectivamente. Como ja observado através da Figura 3.10, estas
curvas de capacitancia exibem uma forma sigmoidal com o méaximo de capacitincia
apresentando uma dependéncia com a frequéncia. Em altas frequéncias, o maximo de
capacitancia desaparece e somente um pico em torno de 0 V € observado, indicando assim que os
processos responsdveis pela capacitincia interfacial ndo respondem mais a estas frequéncias.
Tomando-se 0 maximo das capacitincias interfaciais e descontando-se capacitincia de carga
espacial (ACp = Cr - Csc) obtem-se a capacitancia interfacial em fung¢do dos estados
eletricamente ativos. As Figuras 3.14B e D mostram a dependéncia do log de ACp em fun¢ado da
frequéncia para as curvas mostradas em A e C, respectivamente. Em ambos casos (Figuras 3.14

B e D) para frequéncias abaixo de 10 kHz, onde o << (kzaHS+ + k1)2, ACp demonstra um plateau.
Em frequéncias acima de 10 kHz onde o >> (kzaHS+ + k1)2, ACp decai linearmente e o
coeficiente angular destas regido se aproxima de -2, indicando que ACp é proporcional a o de
acordo com a Equagdo 3.19b. Assumindo que na regido da frequéncia de corte o = (kaay+ + ki)
e kzaHS+ = k1 no potencial de capacitincia mdxima, as constantes k; e k, foram desta forma

determinadas. A Tabela 3.3 mostra as frequéncias de corte e os correspondentes valores obtidos

para k; e k, em cada superficie. O valor, considerando para Ayt foide 1,6 x 10 mol (pH 7,8).
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Figura 3.14

frequéncias para as superficies de Si/SiO, e Si/Si0,/Al, O3, respectivamente. B)
e D) log ACp versus frequéncia. Os valores de ACp foram tomados a partir dos

em A) e B),
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respectivamente, e corrigidos para a capacitincia de carga espacial.

Tabela 3.3 — Frequéncia de corte e valores calculados para as constantes cinéticas de protonacao

e desprotonacdo dos grupos S-OH dos filmes de 6xido.

Superficie Frequéncia de corte / Hz kils mol! ky/s
Si/SiO, 1584 3,21 x10° 80,25
Si1/Si0,/ AL, 05 10094 6,25 x 10” 0,15

Conforme mostrado na Tabela 3.3, os valores obtidos de k; € k» demonstram claramente que na

condicdo de pH utilizada, a qual foi levemente superior aos valores de pK, determinados, as
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superficies estdo predominantemente desprotonadas (S-O), isto pois a razdo desprotonacdao
ocorre muito mais rapidamente do que o processo inverso de protonacdo. Para o caso de medidas
em meios acidos, as constantes k; e k, devem ser invertidas nas férmulas mostradas
anteriormente. Estes resultados, ainda que preliminares demonstram que o modelo apresentado
nesta sub-se¢do pode ao menos de forma qualitativa descrever através da técnica de EIE a
formacao de sitios elétricos na superficie de 6xidos.

Para a determinacdo de quantos destes sitios estdo eletricamente ativos nas superficies de
Si/Si0, e Si/Si0,/AlL O3 em funcdo do pH, utilizou-se os valores de capacitincia das Figuras
3.13A e B e a Equacgdo 3.20 para se calcular a densidade total de grupos ionizdveis, Figuras
3.15A e B. Para ambas as curvas, observa-se um formato sigmoidal com uma densidade de
grupos ionizdveis de cerca de 10’ cm™ para pHs baixos seguido de um aumento mais abrupto em
pHs em torno 6 até atingir um valor quase constante de 7 x 10° cm™ para Si/SiO,e 6 x 10® cm™
para Si/Si0,/Al,03 apés pH 8. Estes resultados estdo de acordo com o pK, das superficies para
desprotonacao dos grupos S-OH em pHs acima de 7,5. Neste momento, € importante considerar
que durante as medidas as amostras de silicio tipo p sdo polarizadas pela parte de baixo, assim,
na auséncia da aplicagdo de um potencial externo (V = 0 V), o acimulo ou deplecao de
portadores (lacunas) na superficie do semicondutor é dominado somente pelas cargas presentes
na superficie dos 6xidos. Desta forma, quando cargas positivas como S-OH," (meios 4cidos) sdo
acumuladas no 6xido, as lacunas serdo depletadas da superficie do semicondutor e a capacitancia
interfacial total serd consequentemente diminuida. No caso do acimulo de cargas negativas
como S-O (meios alcalinos) no 6xido, o processo inverso ocorrerd e a capacitancia interfacial
serd maior. Como a capacitancia dos 6xidos € inversamente proporcional as suas espessuras, esta
desempenha um papel fundamental na determinacdo da densidade de cargas superficiais, pois
para filmes muito espessos a resisténcia elétrica do filme ird sobrepor as contribui¢cdes puramente

capacitivas, e consequentemente os valores de capacitancia medidos serdo menores.
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Figura 3.15 A) e B) Densidade total de grupos ionizdveis versus pH para as superficies de
Si/Si0; e Si/Si0,/AlLOs, respectivamente. As curvas foram calculadas a partir

das Figuras 3.13A e B utilizando a Equagao 3.20.

Esta observacao € consistente com os dados mostrados nas Figuras 3.15A e B, onde a densidade
maxima de grupos ionizdveis dos filmes de alumina foram menores do que aqueles para os
filmes de SiO,, mostrando portanto uma das limitacdes deste modelo para a determinacdo da
densidade de grupos ionizaveis em 6xidos muito espessos.

De uma maneira geral, os resultados apresentados nesta se¢do 3.4 demonstraram que as
superficies analisadas apresentam uma sensibilidade ao potencial de superficie quando expostas
a diferentes pHs. As medidas de capacitincia mostraram também que a presenca das
nanoparticulas na superficie dos filmes realca a capacitancia interfacial total e demonstra-se uma
ferramenta promissora para aplicacdo destas na porta de FETs. Baseado nestas observagdes, a
proxima secdo ird apresentar os resultados da fabricacdo dos FETs nanoestruturados e suas

caracterizacoes elétricas em solucao.

97



Resultados e Discussdo

3.5 Fabricacao e Operacao de Transistores de Efeito de Campo

Ap6s a fabricacdo e caracterizacdo elétrica ao ar e em solug¢do dos capacitores contendo
alumina anddica e nanoparticulas de Au, os transistores de efeito de campo foram fabricados. Na
Figura 3.16 sdo mostradas imagens de microscopia 6ptica dos FETs produzidos em um chip
antes da etapa de formagdo do filme de alumina anddica em sua superficie. Conforme visto
nesta, os chips com dimensdes de 5 x 5 mm, possuem em seu centro 16 FETs arranjados em uma
matriz de 4 x 4. As dimensdes de comprimento por largura dos respectivos transistores € de 12 x
7 um, enquanto a distancia centro a centro entre cada transistor € de 100 um. Transistores com

dimensdes de 25 x 7 um (comprimento e largura, respectivamente) foram também produzidos.
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Figura 3.16 Imagens de microscopia 6ptica das portas de um FET produzido conforme o

processo descrito anteriormente.

A Figura 3.17A mostra uma ilustracao do design final dos FETs produzidos apds a etapa
de formacdo do filme de alumina anddica sobre os chips. A passivacdo das dreas de contato dos
transistores foi realizada com uma camada de nitreto de silicio/6xido de silicio/nitreto de silicio
(ONO), que ao final apresenta uma espessura de 1 pm. Na Figura 3.17B € mostrada uma imagem

de MEV da porta de um FET (12 x 7 pm) contendo a alumina porosa em sua superficie. A
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Figura 3.17C exibe uma imagem de maior magnificacdo desta camada de alumina (ampliada do
retangulo vermelho na Figura 3.17B). O diametro médio dos poros formados varia entre 20 e 35
nm, o que proporciona uma média de cerca de 150 poros por um’. Uma micrografia mostrando
uma visdo lateral dos poros formados € apresentada na Figura 3.17D. A partir desta € possivel
estimar que a espessura do filme de alumina formado € de 50 nm. A Figura 3.17D também
mostra que os poros se estendem diretamente até o substrato, o que representa uma caracteristica
importante, pois possibilita que eletrdlitos possam se difundir pelos poros até alcangarem a

superficie do SiO,, minimizando assim a resisténcia elétrica na porta dos FETs.

Figura 3.17. A) Ilustracdo do design final de um ISFET possuindo uma camada de alumina em sua
porta. B) Micrografia de uma porta possuindo alumina. C) Micrografia com alta
magnificacdo da regido destacada com a caixa em vermelho em B). D) Micrografia do

perfil da camada de alumina sobre o substrato.
Na Figura 3.18 € mostrada uma micrografia da extremidade de um FET anodizado

(Figura inserida) e exposto a solucdo de H3PO, 0,1 mol L por 40 min. Comparando-se esta

micrografia com a da regido central de um outro FET (Figura 3.17C), percebe-se claramente que
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Figura 3.18 Micrografia da extremidade inferior esquerda de um FET mostrado na Figura
inserida apds anodizacdo e corrosdao em H3PO, 0,1 mol L! por 40 min. A barra

de escala corresponde a 1 um.

os poros da alumina apresentam as mesmas dimensdes independentes da posicdo da drea da porta
do transistor. Além disso, as mesmas caracteristicas geométricas como, didmetro dos poros,
distancia entre os poros e espessura apresentada pelos filmes ultrafinos de alumina anddica
produzidos sobre Si/SiO, mostrados na se¢do 3.1, foram também reproduzidas sobre os
transistores. A fabricacdo destes filmes de alumina anddica sobre os FETs confere a estes
caracteristicas importantes para sua aplicagdo como sensores. Por exemplo, a drea superficial das
portas dos FETs foi aumentada em cerca de 1520% em comparacdo com transistores que
possuem somente SiO;, sugerindo assim que uma quantidade relativamente grande de
biomoléculas, como por exemplo enzimas, podem ser imobilizadas nestas dreas o que possibilita
a aplicacdo destes biosensores para o reconhecimento especifico de eventos mediados por estas
espécies.

A formacido destes filmes anddicos sobre os FETs permitiu também o emprego destes
como moldes para o crescimento de nanoparticulas de Au sobre os transistores. As Figuras
3.19A e B mostram micrografias representativas de um transistor contendo nanoparticulas de Au
em sua superficie. Conforme estas € possivel observar que as particulas de Au possuem um

didmetro médio equivalente ao didmetro dos poros e similar as particulas descritas na se¢do 3.2,
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isto €, cerca de 30 nm. De maneira geral, através da andlise da Figura 3.19A € possivel estimar

que cerca de 80% das portas dos transistores foram recobertas com as nanoparticulas de Au.

Figura 3.19 A) Micrografia da porta de um FET apds a deposi¢cdo de nanoparticulas de Au
dentro dos poros de alumina cobrindo a sua superficie. A barra de escala é de 5
um. B) Imagem de MEV de maior magnificacdo da drea marcada pelo quadrado

em vermelho na figura A mostrando as nanoparticulas de Au na superficie do FET.

A barra de escala é de 400 nm.

3.5.1 Caracterizacao Elétrica de Transistores de Efeito de Campo

A caracterizacdo elétrica dos respectivos transistores produzidos foi realizada conforme
especificado na secdo 2.3.8. Para tanto, os chips foram conectados a uma caixa amplificadora na

qual os transistores foram eletricamente ligados, conforme mostrado na ilustracdo da Figura

3.20.
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Figure 3.20 Ilustracdo demonstrando um ISFET de canal p e suas conexdes elétricas. Em
destaque os eletrodos de fonte e o dreno (Si-p) e a solucdo eletrolitica com o
eletrodo de referéncia, o qual atua como um eletrodo de porta. As linhas de contato
para fonte e dreno foram isoladas eletricamente da solucdo eletrolitica por uma

camada de ONO.

Nas Figuras 3.21A-I sdo apresentadas as curvas de Ips - Vps, Ips - Vgs € as curvas de
transcondutancia (gn,) para transistores referéncias contendo apenas SiO; na porta, transistores
contendo SiO,/ALLO; e transistores contendo SiO2/Al,Os/AuNPs. As Figuras 3.21A, B e C
mostram as curvas de Ips — Vps para as amostras referéncias e amostras com as nanoestruturas,
respectivamente. Através destas é possivel observar que quando aplicamos um valor de Vps
entre 0 e -0,15 V e um valor de Vgs entre 0 e -2 V a relacdo Ips - Vps apresenta-se linear
mostrando portanto, um comportamento dhmico. Esta regido € conhecida também como regido
de triodo (Vps = Vgs - V). Esta relacdo linear entre Ips € Vps nesta regido ocorre porque neste
momento o canal de condu¢do na porta é continuo.**** A partir deste ponto, o transistor comega
a operar na regido de saturacio, isto é, a medida que comecamos a aumentar o valor de Vps o

. . c A . 34,36
canal da porta se torna mais estreito € sua resisténcia aumenta consecutivamente.”***! Como
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resultado a curva Ips - Vpg sofre o respectivo encurvamento. O aumento excessivo de Vps pode

levar o canal de conduc@o do transistor a sofrer um fendmeno conhecido como estrangulamento,

ou seja, o canal se move discretamente do dreno para a fonte e o valor de Vpg ndo afeta mais o

canal. Este fendmeno de modulagio de comprimento do canal é chamado de efeito Early. |
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Figura 3.21 Caracterizagao elétrica de FETs produzidos antes e ap6s anodizacdo das portas, e

apOs a deposicdo de nanoparticulas de Au nos poros de alumina. A), B) e C)
mostram curvas de Ips-Vps para FETs com Si0,, Si0,/ALO3 e Si0,/Al,O3/AuNPs
em suas portas, respectivamente. D), E) e F) exibem curvas de Ips-Vgs, para FETs
com SiO,, Si0,/Al,0O3; e Si0,/Al,03/AuNPs em suas portas, respectivamente. G),
H) e I) curvas de transcondutancia para FETs com SiO,, SiO./AlLO; e

S10,/Al,03/AuNPs em suas portas, respectivamente.
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Para o pMOS o canal de conducdo € formado basicamente por lacunas as quais
apresentam mobilidade menor do que os elétrons livres, tornando as curvas Ips-Vps mais
resistivas, ou seja, as curvas apresentam um perfil mais inclinado. Nas Figuras 3.21 D), E) e F)
sdo apresentadas as curvas de Ips - Vgs, enquanto as Figuras 3.21 G), H) e I) apresentam as
curvas de transcondutancia para os respectivos FETs. Nestas, a voltagem aplicada na porta dos
transistores foi mantida constante em -3 V, enquanto a voltagem entre fonte e dreno foi variada
entre 0 e -1 V. A partir das curvas de Ips - Vgs foi possivel determinar a tensao de limiar (V)
dos transistores, ou seja, a tensdo onde hd a formagcdo de um canal de condugdo entre fonte e
dreno, que para este caso foi de -0,8 V. As curvas de transcondutincia (g,) demonstram o
desempenho dos FETs, isto é, sua capacidade de ganho ou amplificacdao de corrente. No caso de
um FET, ela corresponde a razdo da mudanga da corrente do dreno sobre uma mudanca de
voltagem aplicada na porta. Os valores de g, determinados aqui estdo dentro do alcance

. . . . 4
esperado para as dimensdes dos transistores avaliados.***°

Comparando os diferentes
transistores, algumas pequenas diferengas, embora ainda nao totalmente compreendidas, podem
ser observadas e sdo atribuidas ao processo de anodiza¢do e formacdo de alumina na porta dos
FETs, uma vez que durante este processo uma voltagem de 25 V, que pode gerar um campo
elétrico de até 10’ V/m, é aplicada na parte frontal do chip, podendo assim afetar as regides de
fonte e dreno e mesmo a organizagao estrutural do cristal de Si. Uma mudanca, por exemplo, nas
regides de fonte e dreno pode provocar uma alteracdo no comprimento efetivo de canal, o que
por sua vez refletird direto nas caracteristicas elétricas como g, € Vr dos FETs.

Para caracterizar a reprodutibilidade destas observacdes e confirmar que a voltagem de
limiar (V1) dos transistores ndo foi afetada de forma significativa pelo processo de anodizagao,
realizou-se a caracterizacao elétrica de mais de 45 transistores de 10 chips independentes antes e
apds a formacgdo do filme de alumina através da anodizagdo. Estes resultados sdo exibidos nas
Figuras 3.22A e B e demonstram que o Vt dos FETs apos a anodizag¢do (Figura 3.22B) sofreu

apenas uma leve mudanca em comparacdo ao Vr dos mesmos FETs antes do processo anddico

(Figura 3.22A).
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Figure 3.22 A) e B) Histogramas de valores da voltagem de limiar de mais de 45 transistores
antes e apds o processo de anodizagdo e corrosdo dos poros da alumina em H3;PO4

0,1 mol L por 40 min, respectivamente.

Por exemplo, antes da anodizacdo a voltagem de limiar média dos transistores foi de cerca de
- 0,8 V, enquanto apds o processo anddico o Vt médio foi de - 1,1 V. Esta pequena mudanca
pode ser atribuida como ja mencionado ao alto campo elétrico estabelecido durante a anodizacao
e também a presencga de cargas fixas no filme de alumina.

De uma maneira geral, em cada chip fabricado, cerca de 80% dos transistores estavam
funcionando apropriadamente, isto é, em condi¢des de corrente e voltagem similares aos
mostrados na Figura 3.21. Na Tabela 3.4 € apresentado um resumo das principais caracteristicas
elétricas dos FETs como as correntes de fuga (Igs) e a razdo de on/off para as trés superficies
analisadas. Como visto, para os trés casos as correntes de fuga sdo da ordem de picoampere,
demonstrando assim um bom isolamento elétrico dos FETs. Além destas, verificou-se que a
razdo de on/off é relativamente alta, garantindo assim com que o chaveamento dos transistores
possa ocorrer de forma eficiente durante suas polarizagdes. Os coeficientes angulares extraidos
do regime sub-limiar demonstram também uma tendéncia para um maior aumento de corrente
em funcdo da mudanca de voltagem no eletrodo de porta para FETs com nanoparticulas,
corroborando assim que a presenca das nanoparticulas aumenta a sensibilidade elétrica das
superficies. Por fim, estes resultados demonstram e asseguram claramente as caracteristicas

elétricas destes FET's para as etapas posteriores de sua aplicagao.
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Tabela 3.4 — Parametros elétricos importantes extraidos das caracterizacdes dos transistores com

dimensdes de 12 x 7 um, comprimento e largura, respectivamente.

!/ uS Razdo de Coeficiente angular do regime
FET (V§S = }-ll V) Vi/V Ies/ A on/off sub-limiagr /V dec! ¢
SiO, 200 + 20 -0,8 <10 10° - 0,450
SiOy/ALO; 180 + 15 1,1 <10 10* - 0,983
SiO/ALOyAuNPs 170 +20 13 <10 10* - 1,307

3.6 FETs como Sensores de pH

Baseando-se nos resultados de caracterizacdo elétrica, a proxima etapa consistiu em
caracterizar a influéncia do pH do meio no valor de Vgs, através de experimentos de fluxo
continuo de solu¢des com diferentes valores de pH sobre os transistores produzidos. Para estes
experimentos, priorizou-se a caracterizacdo dos transistores formados por SiO,/AlLOsz e
Si0,/Al,O3/AuNPs, uma vez que as superficies de Si/SiO, ja foram caracterizadas em trabalhos
prévios e exibem uma sensibilidade de 30 mV/pH."*"

Desta maneira, as primeiras caracterizagdes foram realizadas para as superficies de
Si0,/Al,03. As medidas de Ips em fungcdo do tempo e de solugdes com diferentes pHs,
demonstram que a corrente entre fonte e dreno diminui quando solu¢des com pH = 10 a 3 sédo

inseridas sobre os FETs (Figura 3.23A).
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Figura 3.23 A) Deteccao em tempo real de Ips quando o FET SiO,/Al,03 € exposto a solugdes
de pH 10 a 3. B) Ilustracdo esquematica mostrando o comportamento do canal
condutor entre fonte e dreno quando a superficie do sensor esta exposta em meios
alcalinos I e meios 4cidos II. C) Dependéncia de Vs em fungdo dos diferentes pH
na superficie dos FETs de SiO,/Al,O; D) Dependéncia de Ips em fungdao de

pequenas variagdes de pH (0.3 unidades).

Este comportamento pode ser compreendido pela alteracdo do potencial de superficie

devido as mudancas de pH na regido de porta dos FETs. Esta dependéncia € descrita através da

seguinte equag‘ﬁo[%]

kT
q

AY = 2.303“E%. q. (pH,, — ApH) (Eq. 3.21)

onde AY é a mudanca de potencial de superficie induzido por uma determinada solucao de pH, o
termo kzT /q corresponde a voltagem termal, onde kg € a constante de Boltzmann, T é a

temperatura absoluta e q € a carga do elétron. O fator a é um parametro de sensibilidade,
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enquanto pH,.. representa o potencial de carga zero do 6xido e ApH € a variacdo de pH na
superficie do sensor. A superficie do 6xido apresenta grupos hidroxilas, que em meio aquoso
podem estar tanto protonados como desprotonados, dependendo do pH do meio."””! Em meios
altamente alcalinos os grupos hidroxila (-OH) estdo desprotonados (-O°) e atuam como um
eletrodo de porta, aplicando tensdo negativa nesta, causando assim um aumento em Ips devido a
um aumento na densidade de lacunas no canal condutor entre fonte e dreno (Figura 3.23B, I). Em
situacdes opostas, isto €, em meios 4cidos, os grupos hidroxilas estdo protonados (-OH,") e as
cargas positivas na porta dos FETs causam uma deplecao nos portadores de cargas majoritarios
(lacunas) presentes no canal condutor, fazendo desta forma com que a corrente de Ips diminua
(Figura 3.23B, II).”®! Esta corrente de Ips pode ser diretamente convertida para Vgs. A Figura
3.23C mostra uma variagdo linear de Vgs dentro da faixa de pH analisada. Todavia, a
sensibilidade dos dispositivos foi de 16 mV/pH, o qual corresponde a um limite sub-
Nernstiniano. Esta diferenca em relagdo a uma resposta Nernstiniana pode ser atribuida a um
aumento da resisténcia total em série da porta dos transistores devido a formacdo de uma nova
camada (alumina anddica) em sua superficie. A Figura 3.23D demonstra que os FETs sdo
capazes de diferenciar valores de pH com 0,3 unidades dentro uma faixa de pH fisiol6gico. Estes
resultados sdo de extrema importancia, pois possibilita que estes dispositivos possam ser
aplicados em experimentos eletrofisiolégicos visando a deteccdo de pequenas variagdes de pH
em células, como por exemplo durante os processos sindpticos de liberagdo de
neurotransmissores.

Nas Figuras 3.24A e B sdo apresentados os resultados referentes aos transistores
contendo as nanoparticulas de Au (SiO,/Al,0O3/AuNPs). Da mesma forma que foi observado para
os transistores de SiO,/ALOs, verificou-se também, através da Figura 3.24A que a corrente de
Ips diminuiu de forma discreta quando solu¢des com pH 10 a 3 foram inseridas sobre os FETs.
Este decréscimo de corrente em funcdo do aumento da acidez da solucdo é consistente com o
mesmo mecanismo descrito na Figura 3.23B. A variacdo de Vgs em funcdo do pH para estas
medidas foi linear conforme visto na Figura 3.24B, e a sensibilidade obtida para estes

transistores foi de 34 mV/pH.
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Figura 3.24 A) Deteccio em tempo real da variagdo de Ips quando FETs do tipo
Si0,/A1,03/AuNPs foram expostos a solugdes de pH 10 a 3. B) Dependéncia de
Vgs em fungao dos diferentes pH na superficie dos FETs (n = 5).

Este valor corresponde a um pouco mais do que o dobro obtido para SiO,/Al,O3 e indica que a
varia¢do de potencial elétrico na superficie dos FETs pode ser realcada quando nanoparticulas
estdo presentes sobre estes. Este € um aspecto importante destes transistores nanoestruturados,
pois, este valor de sensibilidade € muito similar ao valor encontrado experimentalmente para as
superficies de Si/SiO,, porém com uma drea superficial muito superior. A razdo desta maior
sensibilidade pode ser atribuida as maiores variacdes de campo elétrico na superficie das
particulas, as quais devido a sua natureza metélica e sua grande drea superficial apresentam

4344 Desta forma, com a mudanca de pH ¢é

também uma alta densidade cargas, como elétrons.
naturalmente esperado que ocorra também uma mudanga nos momentos de dipolo das espécies

adsorvidas na superficie das particulas, afetando assim o gradiente de campo elétrico destas e

109



Resultados e Discussdo

consequentemente mudando a magnitude do campo que modula a corrente entre fonte e dreno.*”

Como ja destacado, estas andlises foram importantes e demonstraram que estes resultados sdo
bastante promissores, de modo que nas préximas duas secdes serdo apresentados os resultados da

aplicagdo destes FETs para a detec¢do de moléculas de neurotransmissores.

3.7 Imobilizacao de Tirosinase na Porta Porosa dos FETs e Detecciao de

Dopamina

Um dos objetivos deste trabalho é o uso dos respectivos FETs para a detec¢do de
neurotransmissores como a dopamina, que € liberada por células como neurdnios e PC12 através

(25281 portanto, para realizar a deteccdo destas

de vesiculas durante os processos sindpticos.
moléculas, utilizando os principios de efeito de campo dos transistores, € necessario que haja
uma mudanga no potencial de superficie dos FETs. Esta mudanga pode, por exemplo, ser devido
a alteracdes do pH na superficie ou mesmo ser proveniente de alteracdes na densidade de cargas
de macromoléculas adsorvidas na porta dos transistores. Baseando-se nos resultados do aumento
de area superficial dos FETs com a formagdo de um filme de alumina anddica sobre estes,
buscou-se nesta parte do trabalho desenvolver um sensor para detectar dopamina utilizando-se
apenas a configuracido de SiO,/Al,O3. Assim, umas das formas para desenvolver uma superficie
seletiva e sensivel a alteracdes de potencial durante a deteccao de moléculas como dopamina, € a
imobilizacdo de macromoléculas biolégicas como enzimas especificas, que sdo nio sé capazes
de reconhecer seletivamente estes neurotransmissores, mas também gerarem ao mesmo tempo
uma alta densidade de cargas na porta dos ISFETs. Desta maneira, uma das enzimas especificas
para o reconhecimento de catecolaminas como dopamina, é a enzima tirosinase (monofenol

. 96
monoox1genase).[ ]

A enzima tirosinase é uma metaloenzima contendo dois fons de Cu'/" em seu sitio ativo,
os quais o estado de valéncia depende da ligacdo destes com oxigénio molecular.”®*"! Por
exemplo, o sitio ativo pode ser encontrado em trés estados intermediérios, isto €, na forma deoxi
(CuI—CuI), na forma oxi (CuH—Oz—CuH) ou ainda na forma met (CuH—CuH). Estes trés estados
determinam a habilidade da tirosinase de ligar-se ao substrato, deste modo, determinam a
cinética da reacdo. Na forma met a enzima pode se ligar com difendis e subsequentemente oxidar

estes a o-quinonas, convertendo por sua vez seu sitio catalitico na forma deoxi. Nesta forma, a
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enzima € capaz de se ligar reversivelmente com oxigénio molecular, convertendo assim seu sitio
ativo na forma oxi, a qual capacita a enzima a se ligar tanto com mono ou difendis. Assim, como
mostrado na Figura 3.25A, durante o processo catalitico para cada mol de catecol oxidado 2 mols
de H' sdo gerados e portanto podem alterar o pH na superficie dos transistores sensibilizando

97981 A1¢m disso, mudancas conformacionais na

estes para a deteccdo dos respectivos catecois.
enzima imobilizada na porta dos ISFETs também podem modificar a densidade de cargas nestes,

contribuindo desta forma para alteragdes no potencial de superficie.

dopamina o-dopaminaquinona
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Figura 3.25 A) Ilustracdo esquematica da oxidacdo de dopamina para o-dopaquinona catalisada
por tirosinase. B) Curva de Ips versus Vgs medida em tampao fosfato
1,0 mmol L™ contendo 10,0 mmol L™ de KCI para um FET com alumina porosa

antes e apds a imobilizacdo de tirosinase em sua superficie.

A Figura 3.25B mostra o perfil das curvas de Ips - Vgs antes e apds a imobilizagdo da
tirosinase na superficie dos transistores. Através desta € possivel observar um deslocamento na
voltagem de limiar dos FETs apds a imobiliza¢do da enzima. Esta mudanga € atribuida as cargas

de superficie da propria enzima, ji que esta € uma biomacromolécula e portanto, apresenta
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diversos grupos ionizaveis em sua superficie tais como -NH, e -COOH. A presenca destes

grupos ionizdveis afeta a voltagem de banda plana dos dispositivos e consequentemente causa
[34,38

(¢N

alteracdes na magnitude de Vr, mudando o ponto de operacdo dos FETs. I Este aspecto

[€N

muito importante, pois durante a deteccdo de dopamina com estes transistores, o AVgs
derivado do ponto de Vt do transistor medido apenas em tampao fosfato.

Previamente a detec¢do de dopamina empregando os respectivos transistores, foram
otimizados dois pardmetros importantes para as andlises, isto é, o pH do meio e a concentragdo
da enzima na superficie dos FETs. Para isto, em ambos os casos, foi aplicado um potencial
constante de -1 V entre fonte e dreno e monitorou-se a voltagem de porta-dreno (Vgs)
desenvolvida na presenca de 10 pmol L' de dopamina, antes e apés as variacdes de pH e
concentracdo da enzima respectivamente. Os resultados destas andlises sdo mostrados nas
Figuras 3.26A e B. Conforme estas, as melhores condicdes para a detec¢do de dopamina foram
obtidas empregando uma solucio tampéo fosfato de potdssio 1,0 mmol L™ contendo 10 mmol L™
de KCI, pH 7,3, (Figura 3.26A) e concentracdo de enzima de cerca de 2,4 mg mL"! (Figura
3.26B).
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Figura 3.26 A) Dependéncia de AVgs em funcdo do pH de uma solucdo tampao fosfato de
potéassio 1,0 mmol L' contendo 10 mmol L de KCI, para a deteccdo de
10 umol L™ de dopamina. B) Dependéncia de AVgs em fungio da concentragio
de tirosinase imobilizada na superficie dos transistores para a deteccdo de 10

pmol L"' de dopamina.
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Ap6s terem sido realizadas as devidas otimizacdes, os sensores foram empregados na
deteccdo de dopamina, onde solu¢des com diferentes concentracdes de dopamina foram
aplicadas sobre a superficie dos FETs. Simultaneamente curvas de Ips - Vgs foram obtidas
aplicando uma voltagem fixa de -1 V entre fonte e dreno. As Figuras 3.27A e B mostram as
curvas de Ips - Vgs € a curva analitica para a deteccdao de dopamina empregando os respectivos
ISFETs. O principio de deteccdo, como ja adiantado previamente, baseia-se na mudanca de
potencial na superficie dos FETs. Assim, durante a oxidacdo de dopamina pela enzima tirosinase,
fons H' sdo gerados e, consequentemente, provocam uma mudanga no potencial de porta dos

transistores, assim como na corrente entre fonte e dreno.
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Figura 3.27 A) Curvas de Ips versus Vgs para um FET/Al,O3; modificado com tirosinase e sobre
a adicdo de diferentes concentracdes de dopamina (DPM) (Vps = -1 V). B)
Variacdo em Vgs para uma ampla faixa de concentracdo de dopamina derivada a

partir da curva A (n=5). AVgs € determinado a partir do ponto de V do transistor.

Desta maneira, como os transistores sio do tipo pFETs um aumento na concentra¢do de fons H"
na porta dos FETs tende a diminuir a magnitude da corrente entre fonte e dreno, como observado
nas curvas da Figura 3.27A. Experimentos controle, onde os FETs analisados ndo possuem
tirosinase imobilizada em seus poros, mostram que os niveis de corrente entre fonte e dreno sdo
praticamente constantes para todas as concentracdes de dopamina empregadas. Observando a
curva analitica na Figura 3.27B verifica-se que a mesma possui duas regides lineares, uma em

uma faixa de concentracdo de 2 a 10 pmol L! (curva i) e outra de 20 a 500 pmol L' (curva ii). A
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razdo para estas duas regides lineares pode ser associada a quantidade de oxigénio (O3)
disponivel em solucdo. A enzima tirosinase € uma metaloenzima que contém dois ions de cobre
em seu sitio ativo e necessita da ligacdo de O, a estes fons de cobre para mediar a oxidagcdo de
dopamina.” Considerando que as medidas foram realizadas com adi¢des sucessivas de solucdes
oxigenadas contendo dopamina sobre os sensores, € possivel que a partir de uma determinada
concentracdo de dopamina adicionada, a quantidade de O, dentro da solu¢do ndo foi suficiente
para auxiliar a oxidagcdo destas espécies. Assim, quando a concentragdo de dopamina excedeu
um certo limite, este efeito pode consecutivamente conduzir a uma segunda regido linear (Figura
3.27B, curva ii). Estudos prévios mostraram que o consumo total de O, por tirosinase durante a
oxidacio de dopamina ocorre dentro dos primeiros minutos da reacdo.””” O mecanismo cinético
da oxidac¢do de dopamina por tirosinase nao foi avaliado nesta parte do trabalho, no entanto nota-
se que a concentracdo de dopamina detectada na primeira regido linear da curva (curva i)
mostrada na Figura 3.27B foi uma das mais baixas para detec¢des de dopamina envolvendo
FETs.!""! A sensibilidade obtida para a curva analitica 2 baixas concentracdes de dopamina foi
76 mV/log da concentracio de dopamina (umol L™). Experimentos controle com FETs ndo
funcionalizados com tirosinase ndo mostraram mudancas significativas no Vrt dos transistores.
Estes experimentos controle corroboraram que a oxida¢do de dopamina praticamente nao
ocorreu na auséncia de tirosinase.

A seletividade dos sensores também foi avaliada, para tanto, determina¢des de dopamina
foram conduzidas na presenca de possiveis interferentes, como o dcido glutdmico e o 4cido -
aminobutirico (GABA) (Figura 3.28A). O 4cido glutdmico € o neurotransmissor mais comum
encontrado no cérebro, enquanto GABA € considerado o maior inibidor de neurotransmissores,
estando presente em cerca de 30-40% de todas as sinapses.'’!! O efeito destas duas moléculas
interferentes na determinacdo de dopamina foi avaliado através de experimentos em tempo real
pela adi¢cdo de diferentes concentracdes de dopamina, GABA e dcido glutamico (Figura 3.28B).
Medidas de Ips versus tempo mostram que a corrente diminui a medida que dopamina €
adicionada a solucdo, enquanto nenhuma modificagdo significativa foi observada quando GABA
e 4cido glutamico foram adicionados a solucdo, mesmo em excesso. Estes resultados também
foram confirmados com a andlise das curvas de 14-Vgs, realizadas durante a adicdo de solugdes

destes mesmos neurotransmissores (Figura 3.28C). Os resultados desta corroboram que as

114



Resultados e Discussdo

A Acido Glutamico GABA
OH 0 OH
kT
NH2 NH2

B -156 c 0
1 2 ;
154 |3 KX °
-100
< 152 <
8 “R-150
-150 =200 : gﬁrnr\e 10
— Glutamic Acd 50 WM
i AR S0 M
-148 -250 T
200 400 600 800 1000 1200 -15 -1,0 e -05 0,0

Tempo /s 68

Figura 3.28 A) Estruturas moleculares do dcido glutamico e GABA. B) Variacdo de Ipg ao
longo do tempo para um FET/Al,O3; modificado com tirosinase e apds a adicao
sucessiva de: (1) Tampao fosfato, (2) 3 umol L' de dopamina, (3) 50 pmol L' de
GABA, (4) 10 umol L' de dopamina, (5) 50 umol L' de 4cido glutamico, (6) 10
pmol L' de dopamina, (7) 10 pmol L' de dopamina. C) Curva de Ips versus Vgs
para um FET/Al,O3 modificado com tirosinase em presenca de tampao fosfato de
potdssio 1,0 mmol L™ contendo 10 mmol L™ de KCI, pH 7,3 e ap6s a adicdo em
sequéncia de 50 umol L™ de GABA, 50 umol L™ de 4cido glutamico e 5S0umol L
! de dopamina. A figura inserida mostra uma amplificacdo da drea destacada pela

elipse vermelha, a qual corresponde a regido de Vr para o FET/ALOs.

mudancas em Ips ocorrem devido as interagdes especificas e oxidacdo de dopamina pela
tirosinase imobilizada nos transistores.

Os sensores foram estocados em geladeira a uma temperatura de 4 °C e sua estabilidade
operacional foi avaliada em termos da atividade enzimdtica. Para esta, a atividade da enzima no
sensor foi1 monitorada diariamente, através da adicdo de solucdes de tampao fosfato seguido pela
adi¢io de dopamina 10 pmol L™ e monitorando-se assim a mudancas em Vs dos transistores.

Desta maneira, verificou-se que apds uma semana o sensor perdeu cerca de 50% de sua
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estabilidade e manteve-se neste alcance por até 10 dias. Esta reducdo na estabilidade ¢é
principalmente atribuida a remocdo da enzima durante os procedimentos de lavagem da
superficie dos FETs. Este problema pode possivelmente ser reduzido através de um processo de
imobilizacdo covalente da enzima na superficie dos transistores.

Estes resultados demonstram que os sensores produzidos neste trabalho apresentam uma
sensibilidade significativamente maior do que um unico trabalho previamente descrito na
literatura utilizando FETs para a deteccdo de dopamina, o qual obteve limites de deteccao da

[100]

ordem de 70 pmol L™ e ndo demonstrou experimentos de seletividade. Adicionalmente,

considerando que durante os processos sindpticos de liberacdo de dopamina, a concentragdo

(121 5§ resultados

1es . -1 .
desta dltima pode chegar a uma faixa de poucos umol L™ no meio extracelular,
obtidos aqui indicam que os FETs sdo extremamente promissores para a andlise in vitro deste

tipo de molécula quando liberada por células.

3.8 Deteccao de Serotonina através de Transistores a base de Nanoparticulas

de Au

Ap06s o desenvolvimento de sensores FETs para a detec¢cdao de dopamina utilizando alumina
na superficie dos transistores, uma segunda estratégia foi empregada no desenvolvimento de
sensores FETs para a deteccdo de serotonina. Para esta, ao contrdrio do sensor anterior que
possuia apenas alumina porosa na porta dos transistores, foram utilizados os FETs contendo
nanoparticulas de Au crescidas diretamente dentro dos poros da alumina (configuracdo
Si0,/Al,O3/AuNPs). Todavia, a utilizacdo de enzimas imobilizadas nos FETs para deteccao de
serotonina € bastante limitada, ji que a maioria das enzimas comercialmente disponiveis que sdao
capazes de reconhecer serotonina interagem também de forma ndo seletiva com outros
neurotransmissores que possuem aminas primdrias em sua estrutura quimica, conferindo assim a
estes dispositivos uma baixa seletividade. Portando novas metodologias precisam ser
desenvolvidas para detec¢do seletiva desta espécie com FETs. Recentemente, Mozaffari e co-
autores reportaram a imobilizagdo de monocamadas auto-organizadas ou SAMs (do inglés self-
assembled monolayers) de moléculas de captopril e tiofenol em eletrodos de Au, e o emprego

[103

destas na pré-concentracio e deteccio eletroquimica seletiva de serotonina."”’! Com base nos

resultados experimentais obtidos, Mozaffari et al. proporam que a SAM formada por estas
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moléculas apresenta um arranjo conformacional capaz de formar cavidades moleculares com um
tamanho especifico para moléculas de serotonina. Desta forma, por meio deste arranjo molecular
e também através da interacdo eletrostdtica entre o grupo amina protonado da serotonina e oS
grupos carboxilicos desprotonados do captopril, as moléculas de serotonina podem ficar
“aprisionadas” e portanto pré-concentradas nestas cavidades moleculares.!'” Este mesmo
principio foi utilizado na modificacdo dos FETs/Al,0O3/AuNPs para deteccdo de serotonina,
baseando-se na mudanca de potencial eletrostatico na superficie do sensor. A formacdo de
nanoparticulas de Au foi essencial para esta parte do trabalho, pois elas serviram como suportes
para a imobilizacdo das moléculas de captopril e tiofenol e também como nanoeletrodos, nos
quais mudancas locais em seu potencial eletrostatico podem afetar a corrente entre fonte e dreno
e consequentemente deslocar os valores de Vgs nos transistores. A Figura 3.29A mostra as
estruturas moleculares de captopril e tiofenol enquanto a Figura 3.29B demonstra como essas
moléculas devem se arranjar na superficie das nanoparticulas no topo dos FETs. A imobiliza¢do
destas moléculas na superficie dos transistores contendo as nanoparticulas de Au foi realizada
conforme descrito na sub-secao 2.4.2, e apds entdo se realizou a caracterizagdo elétrica destes
sensores em solucdo tampdo fosfato 1 mmol L™ contendo 10 mmol L™ de NaCl pH = 8,4. A
imobiliza¢do destas moléculas na superficie dos FETs tende a deslocar as curvas de Ips—Vgs para
a direita, proporcionando um aumento na corrente Ips quando Vgs = -1 V, assim como
demonstrado através da Figura 3.29C. Esse aumento em Ipg € atribuido ao aumento da presenga
de cargas negativas na superficie do sensor, as quais sdo provenientes dos grupos carboxilicos
desprotonados de captopril em pH = 8,4.1103!

A presenca destas cargas negativas tende a aumentar a densidade de portadores de cargas
positivas (lacunas) no canal entre fonte e dreno e portanto proporcionar um aumento em Ipgs. O
efeito do pK, de superficie destas moléculas nas curvas de Ips—Vgs foi também avaliado em
solucdes tampido fosfato (1 mmol L™ + 10 mmol L™ de NaCl) com diferentes valores de pH. A
Figura 3.29D mostra que a variagdo de Vgs em fun¢do do pH apresenta um aumento sistematico
a medida que solugdes com pHs mais elevados foram utilizadas nas medidas. Esses dados sdo
consistentes com as observagdes feitas por Mozaffari et al., os quais determinaram que o pK, de
superficie para estas mesmas moléculas imobilizadas em Au foi de 7,5.191 portanto, para
solu¢cdes com pH maior ou igual a 7,5 € esperado que uma maior fracdo de grupos carboxilicos

estejam desprotonados.
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Figura 3.29 A) e B) Estruturas moleculares de tiofenol e captopril e as suas organizagdes
moleculares quando imobilizadas sobre nanoparticulas de Au dentro dos poros de
alumina cobrindo a superficie de um FET, respectivamente. C) Curva de Ips - Vgs
(Vps = -1 V) para um FET antes e ap6s a imobilizagdo da SAM em sua superficie.
D) Variagdo de Vgs em fungdo do pH para um FET modificado com a SAM de

captopril e tiofenol.

Com o intuito de otimizar a melhor condicio de pH para a detec¢do de serotonina,
medidas similares as realizadas anteriormente, mas agora adicionando-se serotonina
(concentracio final 0,5 umol L) as solucdes tampdo, foram conduzidas. Durante esses
experimentos, as curvas de Ips—Vgs foram avaliadas em fungdo do tempo apds a adicdo de
serotonina a solucdo, como exibido na Figura 3.30A. Através desta € possivel observar que uma
maior variagdo em Vggs ocorre em 5 min. apOs a adi¢do de serotonina, € seu valor permanece

praticamente constante apos este periodo. A Figura 3.30B mostra as variagoes de Vs em funcio
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do pH ap6s 5 min. da adi¢do de serotonina as solu¢des tampao. Assim como € demonstrado nesta
figura, um aumento na variacdo de Vgs ocorre sistematicamente a medida que solu¢des mais
alcalinas foram utilizadas, sendo que uma maior variagio foi observada para pH 8,4. E
importante notar que a adi¢do de serotonina causa uma diminui¢do nas correntes de Ips. Essa
diminuicdo € esperada, pois as moléculas de serotonina possuem na faixa de pH analisada seus

grupos funcionais de aminas primdrias protonados.
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Figura 3.30 A) Variacdo de Vgs em fungdo do tempo durante a detecgdo de 0,5 pmol L' de
serotonina. B) Variacdo de Vs em fungdo do pH durante a detec¢do de serotonina.
C) Curva de Ips versus Vgs para um FET representativo modificado com a SAM
empregado na deteccdo de diferentes concentragdes de serotonina (Vps =-1 V). D)
Variacdo em Vgs em funcdo da concentragdo de serotonina derivada a partir da

curva C (n=4).

Portanto a interacdo destas com as moléculas de captopril e tiofenol nas supostas

cavidades formadas pode causar um aumento na densidade de cargas positivas na superficie do
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sensor, provocando assim uma deplecdo na densidade de lacunas no canal entre fonte e dreno,
gerando consequentemente menores correntes de Ips.

Com base nestes resultados todas as medidas posteriores para a deteccao de serotonina
foram realizadas em solucdes tampdo fosfato 1 mmol L™ contendo 10 mmol L™ de KCI em pH
8,4, e as curvas de Ips—Vgs foram medidas 5 min. apds a adi¢do de serotonina. Na etapa seguinte,
a dependéncia da variacdo de Vgs para a adicdo de variadas concentracdes de serotonina foi
analisada, conforme demonstrado na Figura 3.30C. Através desta, verifica-se claramente que
uma variacdo de Vgs acompanhada de uma diminuicdo sistemdtica na corrente Ipg ocorre mesmo
para concentragdes relativamente baixas de serotonina. Esses dados mostram também que para
concentracdes de serotonina maijores do que 2 umol L™ as correntes de Ips praticamente se
tornam constantes, sugerindo um estado de saturacio na superficie. A Figura 3.30D mostra que a
varia¢do de Vs em fungdo da concentracdo de serotonina derivada a partir dos dados da Figura
3.30C segue uma tendéncia linear para uma faixa de concentracdo entre 0,1 pumol L' e
2 umol L. Experimentos controle com FETs ndo modificados com a SAM mostraram uma
varia¢do de Vgs muito inferior em relacao a transistores modificados.

O efeito de possiveis moléculas interferentes tais como acido ascérbico, noradrenalina e
dopamina na deteccdo serotonina foi também avaliado através de curvas de Ips—Vgs (Figura
3.31). Estas demonstraram que moléculas de acido ascérbico e noradrenalina praticamente nao
causam variagdes no potencial de superficie dos FETs, mesmo estando carregadas negativamente
e positivamente, respectivamente. No caso de dopamina, uma pequena variacdo em Vgs pode ser
observada, porém somente quando concentragdes relativamente altas desse neurotransmissor
estdo presentes. Quando serotonina € adicionada a solu¢do, uma variacdo drastica em Vgs € nas
correntes de Ips foi observada. Estes resultados podem ser interpretados com base na
conformagdo das moléculas imobilizadas na superficie das particulas, assim como em interacoes

11041 Etas dltimas por exemplo representam

eletrostaticas e interagdes moleculares do tipo m-m.
um fator importante para o aprisionamento seletivo de serotonina entre essas moléculas.
InteracOes dessa natureza sdo comuns em estruturas protéicas e também em interagcdes
envolvendo proteinas e ligantes. De modo que, em adi¢do a interacdo eletrostdtica entre os
grupos aminas protonados da serotonina e os grupos carboxilicos desprotonados de captopril, as

interagdes m-m entre as partes aromaticas das moléculas de serotonina e tiofenol podem também

contribuir para a forte e seletiva interacao entre essas espécies.
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Figura 3.31 A) Curvas representativas de Ips versus Vgs para um FET de Si0,/Al,0O3/AuNPs
modificado com a SAM de captopril e tiofenol. As curvas foram primeiramente
medidas em tampao fosfato e depois sequencialmente apds a adicdo de
noraadrenalina, dcido ascOrbico, dopamina e serotonina. As concentragdes de cada

uma das espécies estdo inseridas na figura.

Esses experimentos, ainda que como uma prova de conceito demonstraram claramente
que a imobilizacdo de moléculas de captopril e tiofenol na superficie de nanoparticulas presentes
na porta dos FETs pode auxiliar na detec¢io de um importante neurotransmissor como a
serotonina. Os resultados também sugerem que ensaios dessa natureza podem ser rearranjados
para a deteccdo de outras moléculas, contanto que haja interagOes eletrostdticas ou -,
simplesmente pela imobilizacdo de moléculas que possam interagir seletivamente com um
determinado analito. Todas estas caracterizagOes prévias e demonstracdes de aplicacdes para os
FETs nanoestruturados foram importantes para o seu uso como sensores para 0 monitoramento
de eventos de exocitose de células PC12, pois como visto até agora, todas as superficies
analisadas apresentam comportamentos elétricos distintos. Assim, na proxima secdo serao

apresentados os resultados da aderéncia celular sobre a superficie destes transistores.

121



Resultados e Discussdo

3.9 Adesao Celular e Medidas de Funcao de Transferéncia (Voltagem)
utilizando Transistores

Até esta parte do trabalho foram apresentados e discutidos os resultados dos transistores
como biossensores para a detec¢do de moléculas que atuam como neurotransmissores. A partir
desta secdo serdo apresentados os dados com os experimentos relacionados as células PCI12.
Desta maneira, um primeiro aspecto importante a se considerar € a capacidade de crescimento
das células PC12 sobre a superficie dos transistores produzidos. Nas Figuras 3.32A, B e C sdo
mostradas imagens de microscopia Optica de células PC12 apéds trés dias de crescimento (in
vitro) sobre os transistores com superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/Al,O3 e Si/Si0,/Al,03/AuNPs,
respectivamente. Em todos os trés casos as células foram cultivadas empregando-se um nimero
relativamente pequeno de células por drea, que neste caso foi de 200 células/mm”. Desta forma,
evitou-se a formacdo de camadas densas ou confluentes de células cobrindo os transistores,
permitindo assim a andlise Optica qualitativa do crescimento de células individuais sobre a porta
de cada tipo de FET. Para as trés superficies mostradas nas Figuras 3.32A, B e C percebe-se
claramente que as células cresceram e aderiram sobre as superficies exibindo tamanhos e
morfologias tipicas de formas "sauddveis" com as extremidades alongadas e a parte central do
corpo celular mais arrendondado. Este tipo de morfologia sugere que as células aderiram de
forma coesiva sobre os substratos formando o que é conhecido na biologia celular como jungdes
comunicantes (gap junctions) com a porta dos FETs. Esta observagdo € importante, pois ela
indica que as células sdo capazes de estabelecer através destas juncdes comunicantes uma
interface elétrica selada do resto da solucdo contendo os eletrélitos do meio de cultura.

Todavia, para andlises reais dos eventos de exocitose promovidos por estas células é
necessdrio que estas formem camadas confluentes sobre os transistores. Neste caso, sabendo-se
que as células individuais aderiram de forma coesiva sobre as superficies, € mais conveniente
analisar a adesdo destas quando camadas confluentes sdo estabelecidas sobre os FETs. Nas
Figuras 3.32D, E e F sdo exibidas imagens de microscopia Optica de células PC12 cobrindo toda
a superficie de transistores formados por Si/SiOz, S1/Si0,/AlLO3; e Si1/Si0,2/Al,O3/AuNPs,

respectivamente. Conforme visto, para os trés casos as c€lulas formam como um filme ou tecido
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Figura 3.32 A), B) e C) - Imagens de microscopia Optica por contraste de interferéncia
diferencial (DIC) de células PC12 apés trés dias de crescimento sobre transistores
com superficies de Si/SiO,, Si/Si0/ALOs e  Si/SiO./Al,Os/AuNPs,
respectivamente. D), E) e F) — Imagens de DIC ap6s trés dias de crescimento de
camadas confluentes de células PC12 sobre os FETs de Si/Si0,, S1/Si0,/AL05 e
Si/S10,/Al,O3/AuNPs, respectivamente. A setas indicam a regido de porta dos

transistores.
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estabelecendo nao sé forcas coesivas com as superficies, mas também umas com as outras. A
quantidade de células mortas nestes casos foi insignificante.

Para uma andlise mais quantitativa do processo de adesdo celular sobre os transistores,
foram realizadas medidas de funcdo de transferéncia conforme descrito na sub-secdo 2.5.2. Desta
maneira, previamente a apresentacdo e discussao destes resultados € importante considerar que a
interface célula-transistor tem uma funcdo fundamental na leitura de sinais elétricos provenientes
das células, de modo que a razado sinal-ruido medida por um transistor € fortemente afetada pela
selagem desta interface. Assim, uma maneira conveniente para se interpretar esta juncido &
descreve-la utilizando o modelo do ponto de contato, o qual ja foi previamente introduzido na
sub-secao 1.3.1. Nesta, a Figura 1.18 apresentou de forma genérica os parametros fisicos mais
relevantes deste modelo. No entanto, para uma descricdo mais realistica deste acoplamento
célula/transistor, levando-se em consideragdo a estrutura fisica dos transistores e o sistema
elétrico utilizado nas medidas, outros parametros devem ser adicionados a esta figura, a qual é

entdo descrita, como pode ser visto na Figura 3.33.1"!
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Eletrodo de referéncia
Ve

= Re Eletrélito

Figura 3.33 Ilustracdo do circuito elétrico equivalente para o acoplamento de uma célula

sobre um transistor.

Nesta, foram incluidos em adicdo aos termos ja descritos anteriormente, a resisténcia da solugao
(Re1), a capacitancia das linhas de contato (Crc) e a resisténcia do resistor elétrico de saida do
amplificador (Rgg). O termo R; corresponde a resisténcia da solucdo na drea de jungdo e é
equivalente ao inverso de Gy (condutancia da solug¢do na juncdo).

Uma expressao analitica para a func¢io de transferéncia considerando todos estes termos
pode agora ser derivada levando em consideragdo alguns seguintes pontos. Por exemplo, como a
resisténcia da membrana celular apresenta um valor relativamente alto, os termos Ry € Rwmr
podem ser excluidos. A resisténcia do meio intracelular (Rj,) é relativamente muito pequena e
pode também ser excluida. As capacitancias da membrana celular livre exposta a solugdo (Cy) €
da membrana celular acoplada ao transistor (Cpy) tem uma influéncia direta no espectro de
funcdo de transferéncia, porém sio dificeis de serem separadas pois estdo acopladas
paralelamente e assim sdo somadas na capacitincia total da membrana celular. Esta capacitincia

(Ctwm) total e efetiva da membrana € entdo descrita conforme a seguinte equacao
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Usando esta simplificacdo, o sinal detectdvel na porta do transistor é dependente da capacitancia
da porta (Cox), da resisténcia R; de selagem na juncdo e da capacitancia Crym. Este modelo de
circuito elétrico equivalente para o acoplamento de células e transistores foi ja descrito na
literatura por outros autores, embora seja um modelo simplificado, ele ainda consiste de uma

2. A 1
série de parametros.[ 0]

Desta maneira, para derivar uma expressdo para a funcdo de
transferéncia e calcular todos estes parametros é necessdrio organizd-los numa sequéncia de

magnitudes como mostrado a seguir:

R; () ~ 10°>> Ry (Q) ~ 10°>> gy (S) ~ 10 >> Cep (F) ~ 1079 >> Cyy, Cru (F) ~ 1022 107

A funcdo de transferéncia H resultante desta sequéncia para um dado nimero de constantes de

tempo (t) pode ser escrita como!'*®!

1+jw2B 13— w212

H(je) = Reogm (1+jwty). (1+jwTy) (Eq. 3.23)
onde
— ngTMR]+ CCL
p= 2,/gmCcLRy+ (CTM+ Cox) (Eq. 3.24)
Tl = R](CTM + COX) (Eq. 3.25)
T2 = 2Raler (Eq. 3.26)
Ty = \/iCCLR](CTM +C,) (Eq. 3.27)

Utilizando a Equagdo 3.23, a influéncia da variacdo de alguns destes parametros no sinal da
funcdo de transferéncia pode ser analisado teoricamente. Mantendo-se alguns parametros com

valores constantes (Tabela 3.5) avaliou-se primeiramente como a variacdo da resisténcia da
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regido de juncdo (R;) afeta o sinal medido da fungdo de transferéncia e consequentemente a

constante de tempo t; (Figura 3.34).

Tabela 3.5 Parametros mantidos constante durante a simulacdo da influéncia da varia¢do de R;

no sinal da funcdo de transferéncia.

Ra / kQ CcL/ pF gm/S Cox / pF Crm / pF
2 140 0,0002 0,5 0,2
1,0 = =
0,8 -
0,6 -
T
0,41
—0,1 MQ

1 —1,0 Mo
0,24 ——10 MQ

| ——100 Mo
0!0 T AL | T AL | T L | T LA | T

1 10 100 1000 10000

f/Hz

Figura 3.34 Curvas de fun¢do de transferéncia versus frequéncia simuladas para os diferentes

valores de Ry indicados na legenda da figura.

Observando-se a Figura 3.34, verifica-se claramente que variando-se o valor da
resisténcia da drea de juncdo Rj de 0,1 MQ para 100 MQ conduz a uma queda da funcdo de
transferéncia para frequéncias menores (frequéncia de corte € menor) e consequentemente causa
um aumento em 1;. O comportamento destas curvas para valores relativamente altos de Ry sdo
consistentes com uma adesdo coesiva de células sobre os transistores formando uma pequena
junc¢do comunicante. Para o caso de valores de Rj relativamente baixos, o sinal da funcdo de

transferéncia € transmitido quase totalmente durante todo o espectro de frequéncia, indicando
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assim de forma qualitativa que as células ndo aderiram a superficie e desta maneira ndo
formaram juncdes comunicantes.

Na Figura 3.35 € mostrada o comportamento das curvas de funcdo de transferéncia
versus frequéncia para variagdes nos valores da resisténcia da solucdo de eletrdlitos enquanto os
demais parametros foram mantidos constante conforme indicado na Tabela 3.5. Neste caso, o

valor de R; foi fixado em 10 MQ.

1,0 1
0,8
0,6
I

—50 Q
041 —1000q

—_—1 kQ
0,2 — 10 kQ
0’0_ T LA | T ML | T LR | T AL | ' ML |

1 10 100 1000 10000 100000

f/Hz

Figura 3.35 Curvas de fun¢do de transferéncia versus frequéncia simuladas para os diferentes

valores de R indicados na legenda da figura.

Como verifica-se através da figura, a resisténcia da solu¢do pouco influencia a frequéncia com
que a funcdo de transferéncia passa a ser atenuada a partir de uma determinada condicdo de
adesdo celular. Este comportamento ocorre basicamente devido aos valores da resisténcia da
solucdo serem muito inferiores ao valor de R;. Desta forma, a atenuacdo do sinal € assim
dominada pela resisténcia da drea de juncao.

Um outro parametro analisado e que € exclusivo das células, foi a influéncia da variacao
da capacitancia total da membrana celular (Cry). Neste caso, todos os demais pardmetros foram

mantidos conforme indicado na Tabela 3.5 e R; foi de 10 MQ. A dependéncia da atenuagdo da
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funcdo de transferéncia para diferentes valores de Cry € mostrada na Figura 3.36. Como visto
nos graficos desta figura e também pelas Equacdes 3.24, 3.25 e 3.27 a capacitancia total da
membrana celular tem influéncia direta nas constantes de tempo e portanto na frequéncia de
atenuacdo do sinal da funcdo de transferéncia. Um aumento em Cry resulta diretamente em
frequéncias de atenuag@o menores, sugerindo que uma resisténcia de selagem relativamente alta
foi estabelecida na jungdo célula/transistor. Para valores pequenos de Cty a frequéncia de corte
da funcdo de transferéncia é deslocada para frequéncias relativamente altas. Em todos os casos
mostrados na Figura 3.36, as constantes de tempo 1; € 13 sdo claramente visiveis e distinguiveis
umas das outras, isto €, enquanto T; ¢ associada a frequéncia de corte, 13 aparece na base das

curvas de funcdo de transferéncia em altas frequéncias.

1,0

0,8

0,6

0,41 ——0,1 pF/cm®
—— 2,0 pF/cm’®
024 ——15 pF/em®
—— 30 pF/cm®
0,0+
1 1I0 1 (I)O 1 OIOO 1 OCI)OO 1 OOIOOO

f/Hz

Figura 3.36 Curvas de fungdo de transferéncia simuladas para diferentes valores de Crum

indicados na legenda da figura.

A influéncia de um elemento passivo no circuito descrevendo o acoplamento das células
também foi avaliado. Deste modo, considerando que neste trabalho foram produzidos
transistores com diferentes superficies, analisou-se o efeito da capacitancia de superficie (Cox)
dos transistores conforme mostrado na Figura 3.37. Para a simulacdo destas curvas todos os

demais parametros foram fixados em valores mostrados na Tabela 3.5 e R; foi de 10 MQ. Como
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ja visto através das curvas da Figura 3.36, C,x tem um efeito similar na atenuacdo da funcdo de
transferéncia, ou seja, para valores de capacitancia de superficie relativamente altos a frequéncia
de atenuagio tende a ser menor. E interessante notar que a variagio de Cox promove variacdes
mais significativas nas curvas de funcdo de transferéncia do que as varia¢des nos valores de Cry.
Percebe-se ainda que para a faixa de frequéncia analisada, a constante de tempo 13 somente é

visivel para valores de Cox relativamente altos.

1,0
0,8
0,6
04+
I |
0,2
——0,1 pF/em®
004 ——2,0 pFlem®
1 ——20 pF/em®
029 — 100 pF/em?
-0’4 T LR | T L | T L | T AL | T LA |
1 10 100 1000 10000 100000

f/Hz

Figure 3.37 Influéncia de diferentes valores de C,x (indicados na legenda da figura) nas curvas

de fun¢ao de transferéncia simuladas.

Para estes dois ultimos casos envolvendo as variacdes de Cry e Co, nota-se que a
atenuacdo da fungdo de transferéncia ndo € s6 dominada por Rj, sugerindo desta forma que a
integridade da membrana celular e a capacitincia da superficie dos transistores desempenham
um papel importante na adesdo da células e no sinal medido. Este é um ponto importante, pois as
células podem se aderir a uma superficie, porém na regido de juncdo a membrana celular pode
ser danificada pela superficie do FET e a célula continuar aderida e consequentemente
influenciar o sinal medido pela fun¢do de transferéncia sem mesmo estar elétricamente ativa e ou

viva.
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Este efeito € mostrado nas Figuras 3.38A, B e C, as quais exibem curvas experimentais
de funcdo de transferéncia para transistores cobertos com uma camada confluente de células
PC12 sobre suas superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/Al,03 e Si/Si0,/Al,03/AuNPs, respectivamente.
Para cada superficie, as medidas foram realizadas num tempo determinado como t=0, onde a
solugdo eletrolitica era composta somente pelo meio de cultura. Apds entdo, adicionou-se a esta
solu¢do o reagente anfotericina B, o qual € um antifiingico e que atua ligando-se a esterdis da
membrana celular e consequentemente conduz a decomposi¢do das células. A concentracio final
de anfotericina B na solucdo foi de 0,1 mg mL™" e as curvas de funcdo de transferéncia foram
apods a adicao desta, medidas em diferentes tempos para cada superficie. Como ja visto em outro
trabalho na literatura e também observado aqui para as Figuras 3.38A e C, a adicdo de
anfotericina B ao meio de cultura induz a um deslocamento das curvas.'®” No caso da Figura
3.38A, este deslocamento afetou apenas a inclinagdo da regido de atenuacdo do sinal da fungdo
de transferéncia, enquanto para a Figura 3.38C este deslocamento afetou principalmente a
frequéncia de atenuagdo da fungdo de transferéncia, a qual foi deslocada para valores menores.
Nestes dois casos, o deslocamento da funcdo de transferéncia pode ser facilmente associado a
decomposicdo da células, que acabam bloqueando a superficie dos FETs e consequentemente
atenuam o sinal de H. Para o caso da Figura 3.38B (superficie de Si/SiO,/Al,03), percebe-se que
a funcdo de transferéncia ndo apresenta variacdes significativas apds a adi¢do de anfotericina B
mesmo apds 8 min. Este comportamento € diferente do observado para os outros dois casos
discutidos anteriormente e pode ser compreendido com base no sinal original de H antes da
adicdo de anfotericina B. Neste, como verifica-se a atenuagao do sinal ocorreu em frequéncias
relativamente baixas e o sinal de H tornou-se constante somente em torno de 0,2, o que é muito
inferior em comparacdo as curvas mostradas em A e C. Este portanto, sugere que a adesdo inicial
da célula ao FET causou uma atenuagdo no sinal da fun¢do de transferéncia suficientemente alta
que mesmo apds a adi¢do de um agente de decomposicao celular o sinal ndo foi mais afetado de
forma significativa. Neste momento, € importante mencionar que estas curvas sdo apenas uns
poucos exemplos mostrando o efeito da atenuacdo de H em fungcdo de um agente de
decomposicdo celular e que 0 mesmo comportamento das curvas mostradas para as superficies
de S1/S10, e S1/S10,/Al,O3/AuNPs (Figuras 3.38A e C) foram também observados para outros

FETs com superficie de Si/S10,/Al,03. Da mesma forma, o comportamento das curvas em B
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foram também observados

S1/S10,/Al,O3/AuNPs.

Figura 3.38

para outros transistores com superficies
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FETs por curvas de amostras sem células.
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A), B) e C) Curvas experimentais da funcdo de transferéncia em diferentes
tempos apds a adicdo de anfotericina B sobre transistores possuindo suas
superficies de Si/Si0,, Si/Si0/ALOs e Si/Si0,/Al,O3/AuNPs cobertas com
células PC12, respectivamente. As funcOes de transferéncias para estas curvas

foram normalizadas divindo-se os valores das curvas contendo células sobre os
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Em relacdo ao efeito do tipo de superficie nestes sinais, verificou-se que para superficies de
Si/S10,/Al,03/AuNPs que frequentemente a atenuacio da funcdo de transferéncia foi deslocada
para valores de menores frequéncias assim como demonstrado na Figura 3.38C. Este efeito pode
ser principalmente atribuido a grande drea superficial destes transistores que consequentemente
podem adsorver uma maior quantidade de material celular decomposto. Estas medidas mostram
claramente que a funcdo de transferéncia pode auxiliar na andlise de adesdo celular, porém ela
ndo permite avaliar se as células estdo elétricamente ativas.

Para uma andlise dos processos interfaciais de adesao celular e avaliacdo dos valores de
alguns dos parametros descritos nas Equagdes 3.23 a 3.27 que afetam a juncdo de acoplamento
célula/transistor, medidas de funcdo de transferéncia sem adicdo de anfotericina B para
transistores com as mesmas superficies analisadas anteriormente e cobertas com camadas
confluentes de células PC12 foram realizadas. As Figuras 3.39A, B, e C demonstram exemplos
de curvas tipicas de fungdo de transferéncia observadas para alguns transistores com superficies
de Si/Si0,, Si/Si0,/Al,O; e Si/SiO,/AlL,O3/AuNPs, respectivamente. As funcdes de
transferéncias para estas curvas foram normalizadas divindo-se as curvas originais contendo
células sobre os FETs por curvas de amostras sem células. Conforme visto, para os trés casos as
curvas de diferentes FETs mas com a mesma superficie apresentam um comportamento bastante
variado. Estas diferencas para o comportamento das curvas de transistores diferentes mas de
mesma superficie estd diretamente relacionada as diferentes formas de adesao das células e suas
diferentes forcas de coesdao com as superficies. Comparando-se a estrutura das diferentes
superficies contendo somente SiO,, Al,O3 e Al,O3/AuNPs e baseando-se em demais curvas nao
mostradas aqui, verifica-se que para os casos de SiO, e AlLOs/AuNPs (Figuras 3.39A e C,
respectivamente) a maioria dos FETs medidos apresentam atenua¢des em frequéncias menores
do que 100 Hz e a func¢do de transferéncia para frequéncias infinitas fica em torno de 0,65 a 0,70.
Para o caso de ALOs (Figura 3.39B) em algumas poucas curvas a funcdo de transferéncia na
frequéncia infinita pode chegar em até 0,2, embora em muitas outras para este tipo de superficie
ela seja da ordem de 0,8. Como uma observacgdo geral da técnica de funcdo de transferéncia para
todas estas superficies, quanto menor for a frequéncia de atenuacdo e menor for a funcdo de

transferéncia na frequéncia infinita, melhor serd a adesdo celular.
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Figura 3.39 A), B) e C) Curvas experimentais da fun¢do de transferéncia para diferentes

transistores possuindo suas superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/ALO; e
Si/S10,/Al,O3/AuNPs cobertas com células PC12, respectivamente. Para cada tipo
de superficie sdo mostradas curvas de cinco transistores. As fungdes de
transferéncias para estas curvas foram normalizadas divindo-se os valores das
curvas contendo células sobre os FETs por curvas de amostras sem células. D)
Curvas (pontos) da funcdo de transferéncia do FET 2 da Figura A, do FET 8 da
Figura B e do FET 13 da Figura C. As linhas continuas representam os ajustes

feitos utilizando-se a Equacao 3.23.

Baseando-se nesta observacdo buscou-se determinar os valores dos parimetros que

compdem o circuito elétrico equivalente para descrever esta adesdo celular sobre os FETs. Desta

maneira, por conveniéncia tomou-se como exemplo a curva do FET 2 da Figura 3.39A, a curva

do FET 8 da Figura 3.39B e a curva do FET 13 da Figura 3.39C e graficou-se todas estas juntas
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conforme mostrado na Figura 3.39D. Os pontos destes graficos foram entdo ajustados utilizando-
se a Equacdo 3.23 e partir desta entdo pode-se determinar a magnitude de alguns dos parametros
mais importantes do circuito elétrico que descreve o acoplamento de células sobre os FETs.
Alguns pardmetros como R, Ccr, gm € Rpg foram mantidos constante em 45 kQ, 140 pF, 200 uS
e 5 kQ, respectivamente. Os valores dos demais parametros utilizados para o ajuste das curvas

experimentais para cada uma das superficies analisadas sdo exibidos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 Parametros utilizados para o ajuste das curvas experimentais da funcdo de

transferéncia mostrados na Figura 3.39D.

Superficie FET R;/GQ  Cu/pFcem? Cox/ UF em™
Si/Si0; 2 0,5 51,3 12
Si1/S10,/Al,05 8 3,5 40,1 8
Si/Si0,/Al,O3/AuNPs 13 5 54,2 8

Como visto através desta, embora os valores dos pardmetros ajustem as curvas
experimentais, suas magnitudes ndo condizem com valores reais esperados e normalmente
encontrados, especialmente para Rj, pois estes sdao muito superiores. Um dos problemas com
estes valores é o modelo analitico utilizado para derivar a expressdo da funcdo de transferéncia.
Este faz uma combina¢do dos componentes passivos das células com os dos transistores dentro
de diferentes constantes de tempo. Assim, a influéncia de cada um destes parametros
individualmente ndo pode ser separada e reflete direto nas constantes de tempo combinadas.
Resultando assim em valores de ajustes tedricos ndo condizentes com valores reais obtidos
experimentalmente.

Uma outra maneira para se estimar os valores destes parametros, é fazendo uso da
Equagdes genéricas mostradas na secdo 1.3.2. Assim, dois parametros importantes que podem
ser extraidos direto das curvas experimentais sdo a fun¢do de transferéncia numa frequéncia
infinita /. € a constante de tempo tj. Os valores destas para cada uma das curvas mostradas na
Figura 3.39D sdo apresentados na Tabela 3.7. Considerando-se os valores de capacitancia das
superficies dos FETs determinados a partir da Figura 3.11 e assumindo-se uma fracdo o de

acoplamento de 0,33 (Equagdo 1.19), determinou-se assim utilizando as Equagoes 1.21 e 1.22 os
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valores da capacitincia de membrana (Cy) e da condutividade especifica da jungdo (gjy). Os

valores destes para cada superficie sdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 Parametros determinados a partir da Figura 3.39D e utilizados para o cdlculo da

resisténcia especifica da drea de jungdo.

Superficie FET He ty/ps  Cox/pFem”  Cy/pFem? g/ mS em”
Si/Si0; 2 0,70 28 0,255 0,96 30,6
Si/Si0,/Al,03 8 0,27 20 0,177 0,34 20,3
Si1/Si10,/ALL,O3/AuNPs 13 0,65 18 0,765 1,38 94,6

Nota-se que os valores encontrados sdo mais proximos de valores normalmente esperados para
este tipo de acoplamento e que uma maior condutividade para a juncdo € observada para a
superficie de Si/S10,/Al,03/AuNPs. Embora esta forma de avaliar estes parametros seja mais
genérica, ela no entanto fornece valores mais realisticos do que o modelo aplicado previamente.
Com bases nas informagdes listadas na Tabela 3.7, uma boa aproximac¢do para uma andlise mais
efetiva da juncdo célula-transistor e portanto da adesdo celular, € a caracterizagdo da resisténcia
de folha (R;) entre a pequena regido que separa a superficie dos transistores da membrana
celular. Esta resisténcia € equivalente ao inverso da condutividade especifica da regido de juncdo

e € associada a esta através da seguinte relacao

5
R,a}

gy = (Eq. 3.28)

onde o termo aj corresponde ao raio de uma drea circular que cobre o transistor e € associada
neste caso com o corpo de uma célula. Esta pequena regido, a qual € preenchida por uma fina
camada de eletrdlito possui uma espessura dy e uma resisténcia especifica p;, de modo que a

resisténcia de folha pode ainda ser expressada através da equacgdo

R =+ (Eq. 3.29)
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Aplicando-se os valores de gy da Tabela 3.7 na Equacdo 3.28 e sabendo-se que aj = 3,5 um,
determinou-se os valores de ry para as trés superficies analisadas. Estes foram de 133,6 MQ,
201,6 MQ e 43,4 MQ para as superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/ALO3 e Si/Si0,/Al,03/AuNPs,
respectivamente. Considerando-se agora que os valores de d; normalmente sdo da ordem de
poucas dezenas de nanometros e aproximando-se este entdo para dy = 30 nm, calculou utilizando-
se a Equacdo 3.29 para as trés superficies os valores de py como 4 kQ ecm™, 6 kQ cm™ e 1,3 kQ
cm’ para Si/Si0,, S1/S10,/A1L03 e Si/S10,/ALO3/AuNPs, respectivamente. Sabendo-se que a
resisténcia da solucdo utilizada nas andlises era de 58 Q cm'l, estes valores encontrados para a
resisténcia especifica demonstram claramente que a condutividade do eletrélito na drea de jungdo
difere significativamente do resto da solucdo. A razdo para este aumento substincial de
resisténcia nesta regido ndo € totalmente clara mas certamente pode ser atribuida a efeitos como
uma reducio da densidade de fons livres e méveis da solucdo na juncgdo célula-transistor, uma
vez que a superficie dos FETs foi coberta com poli-lisina a qual apresenta uma alta densidade
cargas positivas € a0 mesmo tempo a membrana celular apresenta uma alta densidade de cargas
negativas. Desta forma, considerando-se que as interagOes eletrostdticas nesta juncdo podem
fortemente afetar a mobilidade dos fons nela, poderia se esperar um maior aumento da resisténcia
da solugdo nesta regido.

Este aumento de resisténcia nesta drea € também uma indicagdo de uma melhor adesdo
das células sobre os FETs. Embora os valores calculados acima demonstram que a superficie de
AlO3 apresentou um maior valor de pj, estes apenas exemplificam de forma qualitativa como a
resisténcia especifica da drea de jun¢do pode ser associada a adesio celular. E importante
considerar, conforme ja mostrado através dos graficos de simulagdo da funcdo de transferéncia,
que a capacitancia da superficie tem uma relacao direta com a condutividade especifica (Equacao
1.22) da solugdo. Assim, como as superficies de Si/SiO,/Al,O3/AuNPs apresentam uma maior
capacitancia, é esperado que a resisténcia da solucdo seja menor em comparagdo as outras
superficies analisadas. Este efeito € também claramente visivel comparando-se as curvas das
Figuras 3.39A e C, as quais demonstram que as frequéncias de atenuagdo e as fungdes de
transferéncia na frequéncia infinita para os dois casos sdo bastante similares, porém como as
capacitancias das superficies sdo diferentes estas refletiram nos valores de p;. Como um resumo
destas andlises e de uma maneira mais quantitativa, isto €, baseando-se no comportamento da

maioria das curvas de funcdo de transferéncia e ndo somente nos casos discutidos aqui, nos trés
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tipos de superficies analisadas as adesdes das células PC12 apresentam comportamentos
similares, os maiores efeitos nos resultados da resisténcia especifica da area de juncdo sdo
decorrentes da capacitancia de cada superficie. A maneira com que estes resultados podem
influenciar na aplicacdo direta destes dispositivos serd discutida na préxima secao, na qual serdao
apresentados os resultados para a deteccdo de processos de exocitose para a liberagdo de

vesiculas.

3.10 Deteccao da Liberacao de Vesiculas de Células PC12

A etapa final deste trabalho envolveu a deteccdo das vesiculas liberadas pelas células
PC12 utilizando-se os transistores com os trés tipos de superficies produzidas neste projeto. Para
estas andlises, as células PC12 foram crescidas até formarem uma camada confluente sobre a
superficie dos FETs, assim como mostrado nas Figuras 3.32D, E e F. Nas Figuras 3.40A, Be C
sao mostradas curvas de correntes Ips em fungdo do tempo para transistores com os trés tipos de
superficie, Si/Si0,, Si/S10,/ALO3 e S1/S10,/Al,03/AuNPs, respectivamente, antes (curvas 1) e
apos o crescimento de células PC12 sobre suas superficies (curvas ii). Conforme visto, observa-
se claramente que para todos os trés casos, antes do crescimento de células (curvas i) sobre os
FETs o trago de corrente Ips ao longo do tempo € praticamente constante e exibe um nivel de
ruido (pico a pico) entre 5 a 10 pA. Este nivel de ruido € relativamente alto e representa até um
certo ponto uma limitagdo para a detec¢do de alguns processos celulares como potenciais de
acdo. Embora ndao empregado neste trabalho, é possivel reduzir o ruido destes sinais utilizando-
se uma combinacdo de filtros passa alto e passa baixo no sistema de amplificacdo. As curvas ii
das Figuras 3.40A, B e C mostram os tracos de corrente para os respectivos FETs apds a adi¢ao
de aliquotas de 30 pL de solu¢do de KCl 3 mol L' a0 meio contendo as células sobre os
transistores. Nas trés curvas € possivel de se visualizar uma sequéncia de picos, que para 0 caso

da superficie de S1/Si0,/Al,O3/AuNPs (Figura 3.40C, curva ii) € mais intensa e que apresentou
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Figura 3.40 A), B) e C) curvas i — Tragos representativos de correntes Ips versus tempo antes do crescimento de células
para transistores com as superficies de Si/SiO,, Si/Si0,/Al,03 e Si/Si0,/Al,O3/AuNPs, respectivamente. Curvas ii —
correntes Ips versus tempo para os respectivos transistores apds o crescimento de células PC12 sobre suas superficies e

estimulacdo quimica destas com aliquotas de 30 pL de 3 KCl mol L™'. Em todos os casos os valores de Vps e Vgs aplicados
foram de -1V e -0,8 V, respectivamente.
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dentro de 90 s cerca de 50 picos com amplitudes em alguns casos de até 250 pA. Para o caso das
superficies de Si/Si0; e Si/SiO,/AlLO3;, embora o nivel de ruido seja alto, percebe-se que a
densidade de picos detectaveis ao longo do tempo foi muito inferior em relacdo aquela observada
para a superficie contendo as nanoparticulas. Todas estas curvas ii sdo exemplos representativos
dos tracos de corrente Ips medidos. Em termos de reprodutibilidade, para cada superficie, cinco
chips contendo 16 transistores cada foram avaliados e sinais como os demonstrados nas Figuras
3.40 foram detectaveis em cerca de 30% dos transistores, nos demais os sinais niao foram
mensurdveis e/ou apresentaram amplitude muito baixa e nio puderam ser distinguidos do nivel
de ruido.

O formato de um destes picos detectados ¢ mostrado na Figura 3.41A. Conforme esta, a
corrente Ips apresenta inicialmente um rdpido decaimento e apds entdo retorna relativamente
lenta com um tempo de cerca 48 ms ao seu nivel de base. A duracdo total destes picos de
corrente foi da ordem de 50 ms, Figura 3.41B. Estes tempo de duracdo e decaimento de corrente
sdo muito similares aos valores encontrados em outro trabalho utilizando FETs com superficie de

Si0, para a detecc¢ao de vesiculas liberadas por células cromafinas.!”!

contagem
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Figura 3.41 A) Traco de corrente Ips ao longo do tempo mostrando o formato de um dos picos
detectados na curva ii da Figura 3.40C. B) Histograma do tempo de duragdo de

picos de corrente detectados nas curvas ii das Figuras 3.40A, B e C.

A origem destes picos de corrente € atribuida a natureza dcida das vesiculas liberadas

pelas células PC12, Figura 3.42. Isto €, as mesmas vesiculas das c€lulas PC12 que contém as
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moléculas de neurotransmissores, possuem em sua superficie grupos de proteinas conhecidas
como bombas de prétons que ao converterem ATP em ADP conduzem a um aumento na
concentragio de fons H* dentro das vesiculas, fazendo com que seu pH seja em torno de
5,5 191071081 A jiberacdo destas vesiculas para o meio extracelular pode ocorrer espontaneamente
ou através da estimulacio quimica aumentando-se a concentracio de fons K' no meio
extracelular, assim como foi demonstrado nas curvas ii das Figuras 3.40A, B e C. O aumento na
concentragio extracelular de fons K™ conduz a uma despolarizacio da membrana celular, que
consequentemente faz com que as vesiculas sofram difusdo através desta e criem assim poros de
fusdo que permitem com que as espécias intravesiculares sejam liberadas no meio extracelular.
No caso de uma célula aderida sobre a porta de um transistor, a liberacdo destas espécies
intravesiculares ocorrerd também na regido de juncdo que separa a superficie do FET da
membrana celular, assim como ilustrado através da Figura 3.42. Devido a liberag¢do dos fons H"
nesta juncado, o pH local desta drea sofre uma reducdo e consequentemente causa uma mudanca
de voltagem na dupla camada elétrica da superficie, alterando assim o seu potencial elétrico de
superficie e também a corrente Ipg entre fonte e dreno. Como os transistores sdo do tipo pFETsS, a

corrente IDS tende a decair quando solu¢des com pHs mais baixos estdo sobre sua superficie.

Eletrélito

membrana celular

proteinas de membrana

contetido intravesicular
(H'+ dopamina)

célula PC12

Figura 3.42 Tlustracdo mostrando uma célula PC12 aderida sobre um FET com a consequente
fusdo de vesiculas na membrana celular e a liberagdo de fons H" e dopamina na

regido de juncdo célula/transistor.
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Apé6s a queda inicial de IDS a corrente volta ao seu estado inicial devido a neutralizacdo do
excesso de fons H+ na regido de juncao célula/transistor. O periodo de retorno da corrente Ipg ao
seu estado inicial é conhecido como periodo refratario e durante este momento nenhum pico de
corrente adicional pode ser observado até Ips atingir seu estado inicial. Para uma andlise mais
profunda da dindmica de formacdo dos picos de corrente observados nas curvas ii das Figuras
3.40A, B e C € necessdrio uma modelagem mais especifica envolvendo por exemplo a extrusio
das vesiculas. Todavia, modelagens como esta ndo foram realizadas pois estdo um pouco além
do escolpo deste trabalho.

Um ponto importante a se discutir destas andlises, é o efeito das superficies dos FETs.
Como demonstrado nas caracteriza¢des de funcao de transferéncia, a presenca das nanoparticulas
na superficie dos FETs tem uma forte influéncia na capacitancia dos transistores e também na
condutancia da regido de juncdo. Devido a resisténcia relativamente alta da area de juncdo, pode-
se esperar que a espessura da dupla camada elétrica formada na superficie dos FETs seja de
dimensdes compardveis ao tamanho das nanoparticulas de Au. Desta maneira, mudancas na
densidade de dipolos elétricos formados devido a adsorcdo de fons na superficie destas
particulas, pode como no caso da variac¢do local de pH, resultar numa queda de voltagem dentro
da dupla camada elétrica e consequentemente mudar o potencial de superficie. Conforme
observado através das curvas ii das Figuras 3.40, os FETs apresentando nanoparticulas em sua
superficies exibiram uma densidade muito maior de picos de corrente ao longo do tempo e uma
razdo de sinal-ruido para cada pico muito maior do que as superficie com somente SiO; e
Si0,/Al,0s3. Estes resultados experimentais podem ser explicados baseando-se nas observacoes
feitas anteriormente para mudancas de potencial na dupla camada elétrica das nanoparticulas.
Estas medidas e andlises, ainda que de forma bastante simples sugerem que a presenga de
nanoestruturas metdlicas na superficie de transistores conduzem a efeitos bastante diferenciados
em comparacio a superficies com somente 6xidos. Estas ultimas medidas demonstraram ainda
que as nanoparticulas sdo capazes de causar uma maior sensibilidade elétrica na superficie dos
FETs. Estes resultados sugerem que o efeito da dupla camada elétrica nestas nanoparticulas pode
ser o grande responsavel pela sensibilidade elétrica destes nanomateriais e que estes dados e
hipéteses abrem um caminho e uma perspectiva para serem melhor avaliados e discutidos para
trabalhos futuros envolvendo os efeitos de dipolos elétricos nas caracteristicas de capacitancia e

resisténcia elétrica de nanoparticulas de Au aplicadas na anélise de eventos biolégicos.
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Capitulo 4

Conclusoes e Perspectivas Futuras

O emprego de transistores de efeito de campo para andlise da atividade elétrica de células
neurais e outras células eletrogénicas é extremamente promissor € avangos nesta drea vem sendo
realizados desde a década de 70. Devido a possibilidade de fabricagdo e controle elétrico de
dezenas a milhares destes dispositivos simultineamente, é possivel de se monitorar a0 mesmo
tempo a atividade elétrica de diversas células, gerando assim uma quantidade de dados com
relevancia estatistica em um periodo de tempo relativamente curto. Apesar dos esforcos para a
integracdo destes dois tipos de materiais, células e transistores, e criagao de dispositivos hibridos,
diversos problemas e desafios continuam em aberto. Baseado nestes, o objetivo desta tese foi
melhorar o conhecimento e introduzir o conceito da aplicacdo de transistores possuindo
nanoestruturas metdlicas em sua superficie para a integracao com células modelos de neurdnios e
monitoramento dos processos de exocitose destas células. Desta maneira, destaca-se na
sequéncia os principais pontos desenvolvidos nesta tese, assim como 0s aspectos originais dos
resultados experimentais.

Os FETs com superficie de SiO, produzidos neste trabalho ja sdo utilizados desde o
inicio de 2000, durante a parte experimental demonstrou-se como a drea superficial destes
dispositivos pode substancialmente ser aumentada fabricando-se filmes ultrafinos de alumina
porosa sobre a sua superficie. Os filmes de alumina possuem uma espessura de aproximadamente
50 nm e seus poros apresentam didmetros de cerca de 30 nm. Embora a formacao de filmes finos
de alumina sobre substratos de silicio ja seja conhecido a mais de uma década, esta foi a primeira
demonstracdo que estes mesmos filmes podem ser produzidos sobre transistores sem afetar de
forma significativa as propriedades elétricas destes ultimos. A producdo destes filmes
ultraporosos sobre os FETs permitiu assim estes serem utilizados como moldes para o
crescimento in situ de nanoparticulas de Au na porta dos dispositivos, o qual foi um outro
aspecto demonstrado pela primeira vez através deste trabalho. A presenga destas nanoparticulas

na superficie dos FETs causou um aumento de quase quatro vezes na capacitancia de superficie
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para medidas em solu¢do em comparagdo aos transistores com somente SiO,. Estes efeitos de
aumento de capacitancia foram atribuidos a densidade de dipolos elétricos criados na superficie
das particulas e consequentemente ao aumento da capacitancia da dupla camada elétrica.

A partir de medidas de impedancia, adaptou-se um modelo para descrever os estados de
protonacdo e desprotonacdo das superficies dos 6xidos que cobriram a superficie dos FETs. Estes
estados de protonacdo e desprotonacdo foram associados aos sitios elétricamente ativos e que
contribuem para a capacitancia de superficie destes 6xidos. O modelo demonstrou, ainda que
como uma prova de conceito, que € possivel de extrair a partir das medidas de impedancia a
capacitancia de superficie causada pela densidade de grupos protonados e ou desprotonados,
assim como as constantes cinéticas para estes processos de formacdo de grupos elétricamente
ativos. Esta parte foi apresentada de uma forma qualitativa, mas demonstra-se promissora e abre
perspectivas para aplicacdo em diversos outros tipos de 6xidos ou polimeros.

As aplicagdes dos FETs como biosensores para a deteccio de dopamina e serotonina
utilizando transistores com configuracdes diferentes, demonstrou como uma superficie altamente
porosa pode ser explorada de forma simples para a imobilizacdo de uma enzima que é capaz de
interagir de forma seletiva com dopamina e causar assim mudancas no potencial de superficie
dos transistores. As concentracdoes de dopamina detectdveis foram muito inferiores a de outro
trabalho demonstrando a detec¢do de dopamina com FETs e foram correspondentes a
concentragdes encontradas durante os processos sindpticos de liberacio de dopamina. Este
mesmo principio para imobiliza¢do de enzimas nos poros de alumina pode ser extendido para a
deteccao de diversos outros tipos de moléculas. No caso dos sensores para serotonina, as
nanoparticulas de Au demonstraram-se como suportes para a formacdo de monocamadas auto-
organizadas que s@o capazes de interagir seletivamente com determinadas espécies e gerar assim
variacOes no potencial da superficie destas particulas. As concentracOes de serotonina detectaveis
foram muito préximas dos valores normalmente encontrados para este neurotransmissor no
cérebro e ou na corrente sanguinea. O uso desta configuracio de transistores para a detec¢cdo de
neurotransmissores foi também demonstrada pela primeira vez e pode ser expandida para muitos
outros analitos que inclusive ndo sdo eletroquimicamente ativos.

Na ultima parte deste trabalho, os experimentos envolvendo a adesdo celular
demonstraram que as propriedades capacitivas e sensibilidade elétrica das superficies

desempenha um papel importante na resisténcia especifica da juncido célula-transistor. Estes
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efeitos foram depois associados aos experimentos envolvendo a deteccdo de vesiculas liberadas
pelas células PC12 , os quais demonstraram que uma maior densidade de picos de corrente foi
observada para superficies de SiO,/Al,O3/AuNPs. Os resultados destes dados indicam que as
variacdes de potencial elétrico na dupla camada elétrica formada nas nanoparticulas sdo muito
mais sensiveis a adsorcdo de fons do que as demais superficies comparadas. Como etapas
futuras, estes resultados abrem perspectivas para andlises mais especificas visando a
compreensdo dos efeitos de potencial elétrico em estruturas com dimensdes em escalas
comparéveis a da dupla camada elétrica.

Por fim, as configuragdes de transistores nanoestruturados desenvolvidos nesta tese
podem ser usadas para uma série de outras aplicacdes além das mostradas aqui. Os resultados
dos experimentos deste trabalho e o aprendizado deixado por estes representam apenas uma
pequena parcela dos processos e fenomenos envolvidos nestas superficies. Trabalhos futuros
com estas configuracdes de transistores certamente poderdo explorar melhor como os efeitos
interfaciais podem ser utilizados para monitorar eventos da atividade elétrica de células

eletrogénicas.
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Neste anexo serdo descritos algumas das técnicas utilizadas para a fabricacdo dos

transistores de efeito de campo.

A.1 Oxidacao

A oxidagdo térmica consiste no crescimento de uma camada de 6xido de silicio (SiO;)
sobre o proprio substrato de silicio. A formacdo deste € realizada usualmente em fornos
convencionais de oxidag¢do. Basicamente, o SiO, térmico € crescido através da reacdo entre o
silicio do substrato e uma espécie oxidante, tal como O, ou vapor da dgua. A reacdo destes com o

silicio € mostrada abaixo:

Si(s) + Oz(g) — SiOz(s)

Si) + 2H20() — SiOo) + 2Ho ()

Na Figura A.1 é mostrada uma representacdo esquemdtica do processo de oxidacdo em
um forno convencional. Neste, as amostras sao conduzidas através de um tubo cilindrico de
quartzo fundido. Dentro deste entdo, as laminas de Si sdo dispostas verticalmente sobre um
substrato (barca) feito de quartzo, sendo que em uma das extremidades do tubo uma espécie
oxidante € introduzida junto a este. Posteriormente, através dos mecanismos de aquecimento
térmico como convec¢cdo e conducdo, a espécie oxidante € aquecida pela energia térmica
dissipada de uma resisténcia e transfere parte de seu calor para as laminas de Si. O fluxo desta é
indicado na Figura A.1.1. Na outra extremidade, um fluxo de ar filtrado e altamente puro é
mantido na direcdo perpendicular ao fluxo do gis contendo a espécie oxidante. O uso deste reduz
a quantidade de material particulado no forno e como consequéncia minimiza contaminagdes no
6xido. A temperatura de oxidacgdo estd geralmente entre 900 °C e 1200 °C, e o fluxo de gés é
cerca de 1 L min"'. Adicionalmente, os fornos de oxidagio possuem sistemas que regulam o

fluxo e a sequéncia de entrada dos gases, assim como, uma rampa de aquecimento, o que evita
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Figura A.1.1 Ilustracdo de um forno térmico convencional.

desta maneira que as laminas e o 6xido sofram algum processo de estresse devido a mudancga
repentina de temperatura.

Uma caracteristica importante da oxidagao térmica é que o 6xido formado apresenta uma
estrutura amorfa, e portanto, ndo apresenta periodicidade através de sua rede de dtomos. Além
disso, as distancias intermoleculares se apresentam de forma relativamente grandes, de modo que
somente cerca de 43% do espaco € ocupado pelas moléculas de SiO,. Isto significa que uma
variedade de impurezas como Na' podem penetrar e difundir-se através desta. Uma outra
consideragdo importante é quanto ao tipo de espécie oxidante utilizada. A oxidagdo realizada
somente com O; é conhecida como oxidacdo seca, enquanto que aquela que utiliza vapor de dgua
€ chamada de oxidacdo umida. A diferenca fundamental entre estas estd relacionada com a
espessura do 6xido formado, isto é, enquanto a oxidagdo seca € utilizada no crescimento de
filmes finos (< 100 nm), a oxidac@o umida no mesmo intervalo de tempo da seca proporciona a
formacao de filmes relativamente mais espessos (> 100 nm). Ao final dos processos de oxidacao,
as espessuras dos Oxidos formados foram medidas utilizando-se um interferdmetro
Rudolph/FTM (quando a espessura foi > 100 nm) e um elipsdmetro Auto EL (quando a
espessura foi < 100 nm) com laser (A=632,8nm) de He-Ne e dngulo de incidéncia de 70°, ambos

da Empresa Rudolph Technologies, Inc.
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A.2 Litografia

A litografia € um processo de transferéncia de padrdoes com formas geométricas iguais
e/ou diferentes desenhadas em uma mdscara, para uma fina camada de um polimero fotosensivel
que recobre uma superficie onde os padrdes serdo gravados. Sdo estes padroes que definem as
vdrias regides de um transistor, isto é, as regides de dopagem, porta, trilhas de contato elétrico, e
até mesmo a formacgdo de canais microfluidicos. Entre as vdrias técnicas de litografia existentes
atualmente, a mais comum nos laboratérios de microfabricagdo € a litografia Optica. Esta, utiliza
luz ultra-violeta (UV) normalmente com comprimentos de onda entre 200 nm e 400 nm. Para a
sua realizacdo, utiliza-se fotoalinhadoras equipadas com lampadas de Hg ou Xe de alta poténcia.
Em adigdo, € a resolucdo destas que define as dimensdes minimas dos padrdes que podem ser
transferidos para um substrato. Os padrdes a serem transferidos utilizando esta, sdo projetados
normalmente em programas CAD e posteriormente transferidos para um substrato que atuard

como madscara litografica.

Tipos de mascaras e fotoresinas

Usualmente as mdscaras utilizadas sao formadas por materiais a base de quartzo, sendo
um dos seus lados recobertos com uma camada de cromo. Adicionalmente, as mascaras de
litografia podem ser classificadas em mdscaras de campo escuro ou campo claro. Mdascaras de
campo escuro apresentam seus padrdes niao preenchidos pela camada de cromo, e logo o desenho
na mdscara estd em uma regido transparente desta. Ao passo que mdscaras de campo claro
possuem apenas seus padroes recobertos com a camada de cromo, estando o restante da méscara
transparente. A diferenca entre elas estd diretamente ligada as fotoresinas utilizadas durante os
processos de litografia. Estas, também s3o divididas em dois tipos: Resinas positivas e resinas
negativas. A diferenca bdsica entre elas é a sua natureza quimica e consequentemente sua
reatividade apds exposi¢ao a luz ultra-violeta.

Genericamente, fotoresinas positivas tornam-se soluveis em solventes especificos apos a
sua exposicao a luz UV, isto pois, a energia dos fotons proveniente desta ultima € capaz de
romper ligagdes na cadeia polimérica tornando-a assim menor e consequentemente aumentando

sua solubilidade. Ja as fotoresinas negativas, quando expostas a luz UV tornam-se insoluveis
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devido as reagdes quimicas produzidas pela interacio da luz com as cadeias poliméricas.
Comumente, a insolubilidade destas aumenta pois a interacdo das moléculas do polimero com os
fotons da luz UV resulta na formacdo de ligacdes cruzadas (cross-linking) entre as cadeias
poliméricas. Na Figura 2.4 é mostrado um esquema do processo de litografia utilizando
fotoresinas positivas e negativas.

Convencionalmente, o processo de fotogravacdo inicia-se com a aplicacio de forma
homogénea da fotoresina desejada sobre o substrato no qual se pretende transferir os padrdes da
madscara. Esta etapa normalmente € realizada com ajuda de um spinner. Apds um processo de
pré-cura, o substrato € entdo levado a fotoalinhadora para a realizacdo do processo de
fotogravagdo. Nesta, a mascara contendo os padrdes pode ser disposta de duas formas sobre o

substrato, isto é, ela pode ficar em contato direto com o material ou em modo de proximidade, no

Fotoresina

l Mascara litogrifica
Ppra

e

Fotoresina positiva \ Fotoresina negativa
4—“/ 7S . '

Figura A.1.2 llustracdo do processo de litografia Optica empregando-se resinas positivas e

negativas.

qual a mesma é disposta apenas alguns micrOmetros da superficie deste. Ambos possuem
vantagens e desvantagens, porém tao importante quanto estas, € a classificacdo da sala na qual o
processo € realizado. De modo a minimizar contaminacdes por pequenas particulas nas estruturas
a serem fotolitografadas, € recomendédvel que a sala seja no minimo de classe 100, ou seja,
possua 100 particulas por pé cubico. Ainda, devido a sensibilidade da fotoresina a luz UV, todo o

processo desde a aplicacdo do polimero sobre o substrato até a fotogravacio, deve ser feita em
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sala com luz amarela. Apés a fotogravagdo, as regioes da fotoresina ndo sensibilizadas sdo entio

removidas com um solvente especifico através de um processo conhecido como revelagado.

A.3 Dopagem

A dopagem de um semicondutor, consiste na insercdo de impurezas dentro da rede
cristalina deste. O principal objetivo desta é mudar e modular as propriedades elétricas do
material. O método mais utilizado atualmente para dopagem é a implantacdo iOnica. Esta,
consiste na introducdo de fons altamente energéticos dentro da rede cristalina do semicondutor.
Normalmente, a energia destes fons varia entre 1 keV e 1 MeV, resultando numa distribuicdo de
fons com uma profundidade no substrato variando desde 10 nm até cerca de 10 um. As doses de
fons também variam desde 10'? fons cm™ para ajuste da tensdo limiar até 10'® fons cm™ para a
formacdo das regides de fonte e dreno. A principal vantagem desta técnica em relacdo ao
processos de difusdo, € o seu maior controle na quantidade de dopantes dentro do substrato, o
que para um processo MOS € de extrema importancia, tendo em vista que é através desta
implantacdo que serdo formadas as regides de fonte e dreno no dispositivo. Além disso, 0 maior
controle de dopantes permite também um melhor ajuste da tensdo limiar de condugdo do
respectivo transistor. Entre outras vantagens da técnica de implantacdo de ions, estd também o
seu relativo curto tempo de processo, o qual embora dependa da dose de ifons a serem
implantados, dura apenas poucos minutos, ao contrario do processo de difusdo o qual pode durar
até dias. Através deste, é possivel também realizar-se o processo de dopagem de forma mais
homogénea, assim como, alcancar um bom grau de reprodutibilidade. Além destes, a
implantacdo de ions € ainda realizada em temperaturas relativamente baixas, com diferentes
materiais como 6xidos, nitretos, metais e fotoresinas, podendo atuar como mascaras. Uma outra
vantagem importante desta técnica € a baixa profundidade de penetragdo dos ions no substrato,
permitindo assim modificacdes apenas proximas da superficie. Por fim, a sequéncia das etapas
de implantacdo, isto €, as diferentes energias e doses aplicadas, permitem também uma
otimizacdo dos perfis de dopagem no substrato. A desvantagem deste processo € que como 0s
ions sdo implantados na lamina através de impacto, este processo causa danos na rede cristalina
do semicondutor. Portanto, € necessdrio fazer uma etapa posterior de recozimento da lamina para

a reconstru¢do da rede cristalina.
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Processo de Implantacio Ionica

O processo de implantacao de fons tem como ponto inicial a ioniza¢do de um gés, o qual
contém o elemento quimico a ser implantado. No caso da dopagem de boro, o gés € o trifluoreto
de boro (BF3). A ionizacdo deste ocorre em funcdo do aquecimento de um filamento de
tungsténio, o qual estd dentro de uma camara de ionizacdo contendo o respectivo géds. A
ionizagdo leva a geracdo dos fons B ¢ F . Em seguida, uma voltagem de extra¢do em torno de
40 kV faz com que os ions gerados no processo anterior sejam conduzidos para fora da camara
de ionizacdo e direcionados para um sistema de filtro por massa atomica, também conhecido
como “mass analyzer”. Este sistema por sua vez, tem a finalidade de deixar apenas os ions
desejados, neste caso BY, passarem através dele. Esta sele¢io € realizada por um campo
magnético imposto no caminho dos ions, tal que, somente os fons com a relacdo carga/massa
desejada possam passar. Os fons selecionados entram entdo num tubo acelerador, onde estes
serdo conduzidos com uma energia de implantacdo especifica para a dosagem sobre o substrato.
Dentro deste tubo acelerador existem diversas aberturas que garantem que o feixe estd bem
colimado. A pressdo neste é mantida também abaixo de 10~* Pa para fins de evitar espalhamento
dos ions por moléculas de gis. Ao atingirem a amostra, os fons sdo varridos sobre a superficie da
lamina utilizando pratos de deflexdo eletrostética. Para se evitar a canalizacido de fons dentro do
substrato, a ldmina é disposta no porta amostra com uma angula¢do de 7° em relagdo ao feixe.
Esta inclinagao evita o efeito de canalizagdo que ocorre na rede cristalina do Si.

As interagdes dos ions dopantes com os atomos da superficie da amostra sdo dos tipos
atdmicas e eletronicas, fazendo com que os fons percam sua energia e fiquem localizados apenas
em uma pequena profundidade da superficie do substrato. Esta tltima pode ser controlada
ajustando a energia de aceleracdo dos ions. A dose de dopantes pode também ser controlada
monitorando-se a corrente de ions durante a implantacdo. Este monitoramento dos ions
implantados pode ser efetuado em tempo real observando-se no monitor as curvas gaussianas do

perfil de implantacao.
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A.4 Metalizacao

A metalizacdo € a dltima etapa na fabricacdo de um transistor. A finalidade desta é a
formacdo de regides de contato elétrico para os terminais de fonte e dreno, assim como para o
eletrodo de porta. Usualmente, o metal mais empregado nesta é o aluminio, o qual possui em
rela¢do aos demais bons condutores como Cu, Ag e Au, um baixo ponto de fusdo (660 °C), além

ainda de apresentar uma baixa resistividade (cerca de 2,7 u€.cm) e boa aderéncia sobre o SiO5.

Tipos de Metalizacao

A deposicdo de aluminio sobre um substrato pode ser realizada tanto por métodos fisicos
como PVD (Physical-Vapor Deposition), assim como por quimicos através de CVD (Chemical-
Vapor Deposition). Este tltimo, consiste em uma reacdo em fase gasosa entre duas ou mais
substancias das quais o metal a ser depositado sofre reducdo e consequentemente é depositado
sobre o substrato. Entre as vantagens deste método, estdo o seu bom grau de cobertura, assim
como a possibilidade de metaliza¢do de diversas laminas simultaneamente. J4 na metalizacao por
PVD, o metal a ser depositado é aquecido até sua fusdo e consequente evaporagdo por algum
método fisico como um feixe de elétrons, aquecimento de uma resisténcia ou mesmo por radio-
frequéncia (RF). Todo este processo € realizado dentro de uma camara fechada, onde o metal
evaporado ird ser depositado por todas as partes, inclusive sobre o substrato. No processo por
PVD as duas formas disponiveis para evaporagdo de aluminio sdo, a evaporacao térmica e a por

feixe de elétrons.

Metalizagdo por Feixe de Elétrons

Para a metalizacdo por feixe de elétrons, utiliza-se um planetdrio onde as laminas de Si
sdo dispostas. Com as laminas presas neste € com um cadinho contendo barras de aluminio
altamente puro ( 99,999%), incide-se através de um canhao de elétrons um feixe destes sobre as
barras de aluminio, com o aquecimento o metal funde e evapora por toda a camara (planetario)
sendo assim depositado sobre todas as 1aminas. Durante a evaporagao, o planetario ¢ mantido em

rotacdo com o intuito de obter-se uma camadade aluminio de melhor uniformidade sobre as
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laminas. Os inconvenientes deste processo estdo relacionados ao seu mais alto custo em
compara¢do com a evaporadora térmica. O feixe de elétrons utilizado neste processo causa a
quebra de ligacdes no aluminio e gera uma radiacio ionizante, a qual pode causar a ioniza¢do do
Si0,, gerando portanto cargas méveis dentro deste. Todavia, a vantagem deste processo € que ele
fornece um material de altissima pureza (99,999%), pois ndo causa o aquecimento da camara, e
portanto, impurezas que podem estar no ambiente ndo sdo depositadas juntamente com o

aluminio.

Evaporagdo Térmica

Para a evaporagdo térmica, as laminas também sio dispostas dentro uma camara, a qual
possui um filamento de tungsténio juntamente com um cadinho contendo barras de aluminio para
serem evaporadas. Para a evaporagdo ocorrer, o filamento de tungsténio é aquecido a altas
temperaturas (cerca de 660 °C). Promovendo assim a evaporagdo do aluminio e sua consequente
deposicdo sobre as laminas e as paredes da camara. As desvantagens relacionadas a esse tipo de
evaporacdo estdo ligadas a utilizacdo do filamento de tungsténio e a permanéncia estdtica da
lamina durante a deposicdo. Para o primeiro caso, como o tungsténio se oxida com o tempo, apds
seu aquecimento a altas temperaturas, este 6xido contamina o ambiente da camara, sendo
depositado junto com o aluminio. Isto gera um material depositado de pureza inferior ao método
citado anteriormente. Para o segundo caso, como a lamina permanece estética dentro da camara,
o material é depositado com uma uniformidade também inferior ao material conseguido através

do planetério. A vantagem deste método estd em sua simplicidade e baixo custo.
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Tabela B.1. Tabela de problemas na fabricacdo e caracterizacdo dos dispositivos elétricos
(Capitulo 2) e possiveis alternativas para solucioné-los.

Ttem

Problema

Solucao

2.1.2e2.33

O filme de aluminio ndo tem boa adesdo sobre a superficie
de SiO,

Antes da deposi¢ao de aluminio, limpe
a superficie do substrato com um jato
de N, extremamente puro ou faga um
tratamento da superficie com plasma
de O, para remover possiveis
impurezas adsorvidas. A deposi¢dao de
aluminio deve ser realizada com baixas
taxas de deposicdo por minuto.

2.1.3e2.34

Nao é possivel observar utilizando o MEV que as
nanoparticulas de Au cresceram até o topo dos poros de
alumina

Apds a sintese, caso as nanoparticulas
cresceram até o topo dos poros, a
superficie da alumina apresentard uma
coloragdo verde-escuro. Caso ela ndo
apresente esta coloragdo, emergir a
superficie por 1 min. novamente na
solucdo de Au e hidroquinona utilizada
previamente.

2.3.7

Apés a anodizacdo os FETs ndo apresentam
comportamento elétrico como demonstravam antes desta
etapa.

Devido ao alto campo elétrico gerado
durante a anodizagdo, este pode afetar
as propriedades elétricas dos FETs.
Realizando-se processo  de
sinterizacdo dos chips a 400 °C em
uma atmosfera de N, por 30 min. faz
com que os dispositivos voltem a
funcionar apropriadamente.

um

2.5.1

Durante o periodo de crescimento das células sobre os
chips haviam estruturas esponjosas flutuando no meio de
cultura.

Problemas de contaminag@o por fungos
e/ou bactérias sdo comuns e neste caso
as células no chip devem ser
descartadas  lavando-se o  chip
primeiramente com solugdo de etanol
70% e posteriormente com solucido de
tripsina 10% e agua deionizada. Para
evitar contaminacdo das células, trocar
o meio de cultura a cada 24h.
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