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Resumo

O grafeno pode ser aplicado desde a deteccdo de gases a biomoléculas
complexas como o DNA. Embora os sensores de grafeno sejam altamente
sensiveis, isso nao implica que eles também sejam seletivos. O problema da
seletividade pode ser solucionado modificando a superficie do material através de
funcionalizacéo. Este trabalho visa a fabricacdo de dispositivos que possam ser
produzidos em larga escala usando grafeno crescido por CVD adquirido
comercialmente. Desenvolvemos a transferéncia de filmes de grafeno para
substratos de Si/SiO,, fabricamos dispositivos tipo transistor de efeito de campo
(FET) por fotolitografia com escrita direta a laser e realizamos a caracterizacao por
espectroscopia Raman e por medidas de transporte elétrico. Foi realizada uma
extensa caracterizacdo das propriedades de transporte elétrico dos dispositivos sem
funcionalizacdo e funcionalizados com moléculas de Tionina ou PBSE. Os
resultados indicam que os dois compostos séo ligados a superficie do grafeno e que
a funcionalizacdo com Tionina, além de promover uma significativa dopagem tipo-n
no material, também gera uma diminuicdo da mobilidade dos portadores de carga no
dispositivo. A funcionalizagdo com o PBSE néo produz o mesmo efeito de dopagem.
Tanto a Tionina quanto o PBSE sado capazes de modificar a superficie do grafeno de
modo a proporcionar a imobilizacdo de biomoléculas como os aptameros, que sao
anticorpos artificiais com alta afinidade e especificidade pela proteina alvo. Os
experimentos indicaram a ocorréncia de uma alta sensibilidade a deteccdo da
proteina Tag DNA polimerase ligada ao seu aptamero especifico. Concluimos que a
estratégia de funcionalizar a superficie do grafeno para ancorar anticorpos
especificos tem o potencial de levar a uma plataforma sensora ao mesmo tempo de

alta sensibilidade, grande especificidade e seletividade.



Abstract

Graphene can be applied in the detection of substances ranging from gas to
complex biomolecules such as DNA. Although graphene sensors are highly
sensitive, it does not imply that they are also selective. The selectivity problem can
be solved by modifying the material surface by functionalization. This work aims at
the fabrication of devices that can be mass produced using commercial CVD grown
graphene. We developed the transfer of graphene films to Si/SiO, substrates, we
fabricated field effect transistor (FET) devices by photolithography using direct laser
writing and performed characterization by Raman spectroscopy and by electrical
transport measurements. An extensive characterization of the electrical transport
properties of the devices without functionalization and functionalized with Thionine or
PBSE molecules was performed. Results show that both compounds are bonded to
graphene surface and that Thionine functionalization promotes a significant n type
doping in the material and also produces a decrease in the mobility of charge carriers
in the devices. Functionalization with PBSE does not produce the very same doping
effect. Both Thionine and PBSE are capable of modifying graphene surface in order
to provide the immobilization of the aptamer with high affinity and specificity for the
target protein. The experiments indicated the occurrence of a high sensitivity to the
detection of Taq DNA polymerase protein linked to its specific antibody. We conclude
that the strategy of functionalization of graphene surface to attach specific antibodies

can lead to a sensing platform with high sensitivity and selectivity.
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Capitulo 1 - O Grafeno

1.1 - Grafeno

O carbono é um elemento singular devido a sua capacidade de formar muitas
hibridizagcbes e, consequentemente, formas alotropicas diversas. Algumas sao
conhecidas h& muito tempo como o diamante e o grafite, e outras descobertas

recentemente como o fulereno e o nanotubo [1].

Entretanto, outra forma alotropica que tem suas propriedades eletrdnicas
estudadas desde 1947 [9] e que ainda ndo havia sido produzida e observada é o
grafeno, que foi isolado pela primeira vez em 2004 [2,3]. O grafeno € um material
composto por atomos de carbono dispostos em uma estrutura bidimensional
hexagonal, conhecida como favos de mel (honeycomb), que se repete ao longo de

um plano que contém apenas um atomo de espessura [4].

A estrutura planar do grafeno é ponto de partida para a formacédo de outros
compostos grafiticos com dimensionalidades diferentes como o fulereno (0D),
nanotubo (1D) e grafite (3D) [3]. A figura 1.1 ilustra a folha de grafeno e exemplifica

como ela forma outras estruturas grafiticas.

Apbs o grafeno ter sido produzido pela primeira vez e estabilizado através da
interagcdo com o substrato sobre o qual ele est4 colocado, o material tem sido
amplamente estudado devido as suas excelentes propriedades mecanicas,

estruturais e eletrénicas [5].

Desde a descoberta experimental do grafeno véarias possibilidades de
aplicacbes vém sendo demonstradas e verificadas experimentalmente [6,7]. Uma
das caracteristicas do material é ter suas propriedades de transporte elétrico
altamente modificadas por interacdo com o ambiente. Isso pode ser entendido de
forma simples pelo fato do grafeno ser um material bidimensional, ou seja, a razao

area superficial/volume diverge. Sendo assim espera-se que as propriedades do
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material sejam altamente influenciadas por quaisquer modificacbes ou interacdes
que ocorrem na superficie. Isso é demonstrado de forma mais evidente em um
resultado experimental onde, através de medidas elétricas, a deteccdo de moléculas
Unicas de gas foi realizada [8]. Ha uma extensa producéo cientifica e tecnologica em
torno do uso do grafeno como sensor. Uma pesquisa rapida no Web of Science
exigindo que as palavras graphene e sensors(s) estejam no titulo da publicacdo
produz cerca de 430 resultados, sendo que utilizando a palavra biosensor(s) cerca
de 230 resultados sdo observados (235 em 11/02/2014).

Figura 1.1 - Representacéo da folha de grafeno e das estruturas que podem ser formadas a partir
desse material: fulereno, nanotubo e grafite. Figura retirada da referéncia [3].



A capacidade do grafeno em ter suas propriedades elétricas alteradas quando
moléculas externas interagem com o filme serd explorada neste trabalho a fim de
investigar a possibilidade de uso do grafeno como plataforma para sensores ao

mesmo tempo sensiveis e seletivos.

1.2 - Producao de Filmes de Grafeno

1.2.1 - Clivagem Micromecanica

O primeiro floco de grafeno isolado foi obtido por meio da técnica de clivagem
micromecénica em 2004 [2]. A técnica consiste em primeiramente esfoliar
repetidamente com uma fita adesiva um cristal de grafite de alta qualidade cristalina
de tal forma que, devido a esse processo repetido de clivagem, haja uma
probabilidade razoavel de que flocos de poucas camadas estejam presentes na area
da fita onde o processo foi realizado. Depois a fita é pressionada contra 0 substrato
desejado e, por meio de interacdo de Van de Walls, os filmes ficam aderidos a
superficie dele. Ao retirar cautelosamente a fita uma nova esfoliacdo pode ocorrer de
modo a deixar filme de grafeno ainda menos espessos no substrato [10,11]. A figura

1.2 ilustra esquematicamente as etapas descritas acima.

O que torna essa técnica viavel é que o grafite € composto por varios filmes
de grafeno empilhados e ligados entre si por interacdes fracas. Esses filmes séo
facilmente separados e isso torna a esfoliacdo um processo bastante pratico e
simples uma vez que a técnica tenha sido desenvolvida [12,13]. Pela simplicidade do
método, por ser de baixo custo e por ndo utilizar processos quimicos para esfoliar o

grafite, a técnica de clivagem micromecanica tem sido amplamente utilizada.

Como o filme de grafeno é obtido diretamente do cristal de grafite, logo o floco
possui alta qualidade cristalina. Contudo, a técnica produz filmes de tamanho
reduzidos, de fato microcristais de grafeno, e é limitada quanto a produgédo em larga

escala [12].



Figura 1.2 - llustragdo do processo de esfoliacdo do grafite. Em (a) o cristal de grafite é colocado na
fita adesiva (em azul). Em (b) a esfoliacéo é feita repetidas vezes de modo que a espessura do filme
diminua cada vez mais. Em (c) o filme é colocado sobre a superficie do substrato. Em (d) a fita
adesiva é removida deixando apenas um floco de grafeno sobre a superficie. Imagem retirada da
referéncia [10].

1.2.2 - Chemical Vapor Deposition (CVD)

O processo de crescimento de filmes de grafeno por deposigdo de vapores
quimicos, ou chemical vapor deposition (CVD), é uma alternativa para produzir
filmes policristalinos de grafeno monocamada de boa qualidade, em grandes areas e
em larga escala. Hoje a técnica € capaz de produzir dominios monocristalinos da

ordem de centimetros [57].

O método de crescimento consiste em usar uma superficie metélica atuando
como uma superficie catalisadora sobre a qual o filme de grafeno sera produzido. O
cobre e o niquel sdo 0s metais mais usados para esse fim. Nessa técnica uma fina
folha metalica é colocada em uma camara aquecida a temperaturas tipicamente da
ordem de 1000°C. Quando um hidrocarboneto é inserido dentro da camara de
crescimento, ao entrar em contato com o metal em alta temperatura as moléculas do
gas sdo quebradas e os atomos de carbono sao dissolvidos no metal até o limite de

solubilidade caracteristico. A medida que um excesso de carbono se acumula ele é
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expelido para a superficie do metal (interface metal-gas) e se deposita sobre a
superficie metalica. E & medida que a folha de grafeno se forma sobre a superficie,
ela mesma inibe a continuacdo desse processo e um filme de poucas camadas se
forma. No cobre, o filme formado possui, tipicamente, uma camada, enquanto no

niquel ele possui, tipicamente, poucas camadas.

O metal mais usado no processo € o cobre devido a baixa solubilidade de
carbono na temperatura de crescimento, que propicia uma dindmica que gera mono
e bicamadas, e também, devido ao seu baixo custo e facil corrosdo, que torna o
processo de transferéncia de substrato bastante viavel [14,16]. Como o carbono é
pouco soluvel em cobre, filmes de grafeno podem ser compostos por até 95% de

monocamada em crescimentos por CVD [16].

As folhas de cobre sdo naturalmente recobertas por uma fina camada de
oxido nativo que reduz a atividade catalitica do metal. Para amenizar esse efeito e
também aumentar o tamanho dos gréos de cobre é feito um tratamento térmico em
uma temperatura por volta de 1000°C, em atmosfera de gas inerte, antes de iniciar-
se o crescimento do grafeno. O recozimento é importante porque por meio dele a
morfologia da superficie do metal é reorganizada, o que promove o crescimento de

filmes de grafeno mais homogéneos e uniformes [14,17].

Na primeira etapa de crescimento do filme de grafeno ocorre a nucleacéo, um
acumulo de atomos de carbono em certas regiées da superficie do metal. Cada
atomo que se adere a superficie se difunde para esses centros de crescimento e se
fixam neles, de modo que cada centro de nucleacdo cresce separadamente
seguindo distintas orienta¢cfes cristalogréaficas [14]. A figura 1.3 ilustra o processo de
crescimento do grafeno sobre o cobre de maneira simples. Nela esta representada a
folha de cobre coberta por uma camada de 6xido nativo, em seguida ela mostra os
estagios iniciais do processo de crescimento, evidenciando a formacdo de varios
centros distintos de nucleacdo. Por fim, a figura mostra a formacdo de um filme
continuo de grafeno dada pela jungéo dos varios centros de nucleacdo que crescem

separadamente ao longo da superficie metalica.
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Figura 1.3 — Etapas do crescimento de grafeno sobre folha de cobre por CVD. Em (a) é feito o
tratamento térmico da folha para remover a fina camada de éxido nativo que interfere na capacidade
catalitica do metal e aumentar o tamanho dos grdos. Em (b) os gases H, e CH, sdo inseridos na
camara, os atomos de carbono s&o aderidos a superficie e os centros de nucleacdo se formam. Em
(c) ocorre a difusdo dos atomos de carbono para os centros de nucleacao que crescem e formam um
filme continuo de grafeno monocamada. Figura retirada da referéncia [15].

Filmes de grafeno crescidos por CVD possuem area muito maior que 0s
filmes esfoliados, embora ndo apresentam a mesma qualidade em sua estrutura
cristalina. Entretanto, a técnica de crescimento por CVD tem sido aprimorada de
modo que os filmes de grafeno crescidos por ela possuem qualidade cada vez mais
alta e, portanto, eles podem se tornar tdo bons quanto os obtidos por clivagem

micromecanica [16].

1.3 - Estrutura de rede do Grafeno

O grafeno € um material composto inteiramente por atomos de carbono que
formam uma estrutura cristalina bidimensional hexagonal conhecida como “favo de
mel” [18,19]. Na rede do grafeno os atomos de carbono estdo separados por uma
distancia ag = 1,42A e formam ligac6es covalentes coplanares separadas por 120°
que sao responsaveis pela rigidez do material [18].

A rede cristalina do grafeno é uma rede de Bravais triangular com uma base
de dois atomos ndo equivalentes, A e B, por célula unitaria [19]. Ou seja, a partir de
um unico vetor de translacdo, ndo se pode chegar a um sitio B partindo de um sitio

A, e vice-versa. Portanto, a rede de Bravais para o grafeno pode ser vista como



duas subredes triangulares A e B que se interpenetram [10]. Os vetores primitivos da
rede direta podem ser descritos por [19]:

a=(55) e as (3 .y

Os vetores primitivos da rede reciproca sdo definidos por: Ei-a,- = 2m6;; (1.2)

[19,20]. Logo:

S
)

o= (D)

3a0 ! 3a0

= (2_" i‘/g) (1.3)

3a0 ! 3a0

Escolhendo um atomo B arbitrario, as coordenadas dos trés primeiros atomos

A vizinhos no espaco direto sdo dadas por [19]:

5 o= (2,95), 5 = (2,225) e § = (a0 (1.4)

2 2 2 2

Portanto, a partir de um atomo B arbitrario pode-se chegar a qualquer outro atomo B
da rede por meio de uma translacao dada por ﬁB, e também pode-se chegar a

qualguer &tomo A da rede por meio da translacdo dada por R,. Os vetores R, e Ry

séo descritos por:
I_?)A = mC_il + naz + 5 e }_?)B = mal + naz (15)
sendo m, n inteiros e § o0 vetor que liga um atomo aos seus trés primeiros vizinhos.

A figura 1.4 ilustra a rede direta e a rede reciproca do grafeno, assim como os
vetores primitivos de cada uma delas, a célula unitaria do espaco direto (area
sombreada na figura 1.4 - a) e a primeira zona de Brillouin (area sombreada na
figura 1.4 - b).

Os pontos ndo equivalentes de alta simetria, K e K', que ocupam o0s seis
vértices do hexadgono sombreado (figura 1.4 — b) sdo de suma importancia para as
propriedades eletronicas do grafeno ja que nesses pontos a banda de valéncia e a
banda de conducdo se tocam, caracterizando dessa forma o grafeno como um

semicondutor de gap nulo [10,19,21].



Figura 1.4 — Em (a) estd ilustrada a rede direta do grafeno. A area sombreada em forma de um
losango indica a célula unitaria que contém os dois &tomos ndo equivalentes A e B. Também estéo
indicados os vetores primitivos a; e a,, assim como os vetores 31,32 e 33 gue ligam um a&tomo aos

seus trés primeiros vizinhos. Em (b) esta ilustrada a rede reciproca associada do grafeno e os vetores
primitivos b; e b,. Os pontos I', K, M e K™ sdo pontos de alta simetria e a area sombreada representa
a primeira zona de Brillouin.

1.4 - Estrutura Eletronica do Grafeno

1.4.1 - Hibridizacdo do Carbono

Hibridizac&o é o processo em que os orbitais atdbmicos se combinam de modo
a formar novos orbitais que sdo descritos como uma combinacé&o linear dos orbitais
atbmicos originais [10,18,22]. Na configuracdo eletrbnica do atomo de carbono,
1s?2s?2p®, os dois elétrons que ocupam o orbital 1s s&o fortemente ligados ao
nacleo e, portanto, ndo participam das ligacbes quimicas e por isso sdo pouco
influentes nas propriedades fisicas dos materiais de carbono [21,22]. Os quatro
elétrons de valéncia ocupam os orbitais 2s e 2p e dao origem aos orbitais 2s, 2py,
2py e 2p, que descrevem as propriedades fisicas desses materiais [18]. Na ligagéo
carbono-carbono 0s orbitais atdmicos 2s e 2p se misturam e formam orbitais
hibridizados sp" (n=1,2,3) [18,22].



O grafeno € um material composto por atomos de carbono hibridizados na
forma sp®. O orbital hibridizado sp? é formado pela combinac&o linear dos orbitais
atbmicos 2s, 2py e 2py. Nessa configuracéo cada atomo de carbono se liga a outros
trés por meio de intensas ligacdes covalentes coplanares separadas por um angulo
de 120°, conhecidas como liga¢des o, formando assim a rede hexagonal “favo de
mel” [22]. Essas ligacdes o entre atomos de carbono séo as liga¢cdes mais intensas
na natureza e, portanto, elas sdo responsaveis pela alta rigidez mecéanica do grafeno
[22]. O orbital ndo hibridizado 2p, é perpendicular aos demais e é esse orbital que
gera as bandas de valéncia e de conducao do grafeno, respondendo pela conducéo
elétrica no material [12,13,22]. Ligacdes quimicas realizadas pelos orbitais 2p, séo
conhecidas como liga¢des © e sdo muito mais fracas que as ligagdes c. A figura 1.5

ilustra a rede hexagonal do grafeno e os orbitais ¢ e .

O orbital atdmico ndo hibridizado, 2p,, permite que moléculas externas
interajam com a folha de grafeno através de interacfes n ndo covalentes. Ou seja,
essas interacdes ndo alteram a hibridizacdo dos atomos de carbono, preservando
assim a estrutura cristalina, e ocorrem em uma faixa de energia muito menor do que
a energia tipica das ligacdes o. Justamente pelo fato das interacdes com o ambiente
envolverem os orbitais n, que geram as bandas de conducdo e valéncia e
determinam as propriedades de transporte elétrico, o grafeno tem alta sensibilidade

a interacdes com agentes externos.

T
0
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Figura 1.5 — Orbitais o e = devidos & hibridizacdo sp® dos atomos de carbono.



1.4.2 - Estrutura de Bandas do Grafeno

Foi visto na secdo anterior que o grafeno possui hibridizacéo sp? e, portanto,
apenas o elétron n participa da conducgédo elétrica no material. Como a célula unitaria
do grafeno possui dois &tomos de carbono e cada um deles possui um elétron de
conducéo =, logo, havera na primeira zona de Brillouin duas bandas de energia:
banda ligante (n) e banda antiligante (n*) [18]. J& que apenas o elétron = participa do
transporte elétrico, entdo o céalculo da estrutura de bandas do grafeno leva em conta

apenas o orbital ndo hibridizado 2p,.

O calculo da estrutura de bandas do grafeno pode ser feito de forma
relativamente simples utilizando o método de tight-binding. O procedimento padréo
consiste em usar as fungées de Bloch, construidas a partir dos orbitais atbmicos dos
atomos ndo equivalentes A e B, como base. Na aproximacao feita sdo consideradas

apenas interacdes com 0s primeiros vizinhos, cujas coordenadas sdo dadas pelos

vetores 51, 52 e 53 [18].

A relacdo de dispersdo das bandas de valéncia e de conducdo do grafeno
monocamada, denominadas respectivamente bandas n e n*, obtida através do

modelo tight-binding é dada por [19]:

EJ_,(E) — &, = it\/l + 4cos (3% kx) cos (\/Ezao ky) + 4cos? (@ ky) (1.6)

onde ¢ € o elemento de matriz de transferéncia e &,, € a energia do orbital 2p,. O

termo ¢ é devido a interacdo entre primeiros vizinhos, sendo |t| = 2,8 eV [18,19].

Considerando t < 0 a relacéo de disperséo para E(E) (1.6) admite os valores
E, (k) e E_(k) que estdo associados, respectivamente, as bandas de energia = e n*
[18,22]. Desse modo é visto que a banda © possui energia menor que a banda z* j
que E, (k) < E_(k). Além disso, como ha dois elétrons = por célula unitaria e esses
elétrons possuem spin com orientagdes opostas, eles ocupam a banda = (valéncia)

deixando, consequentemente, a banda =n* (condugcdo) completamente vazia [18]. De

acordo com a equacéo (1.6) a estrutura de bandas do grafeno em relagéo a ¢,, €
10



ilustrada na figura 1.6. Avaliando a relagéo de dispersédo ao longo das dire¢Ges que
ligam os pontos de alta simetria I', M e K (K’), conclui-se que a curva superior

descreve a banda ©*, enquanto a curva inferior descreve a banda = [18,23].

w

Figura 1.6 — Lado esquerdo: relagédo de disperséo de energia para os elétrons © e n* do grafeno
calculado por meio do tight-binding. Lado direito: disperséo eletrbnica ao longo dos pontos de alta
simetria I, M e K (K") da primeira zona de Brillouin. Imagem retirada da referéncia [18].

Expandindo a relagéao de dispersao (1.6) em torno dos pontos de alta simetria

K (K") obtém-se uma relacdo de disperséo linear [19,22] e dada por:

E (k) = *hkvg 2.7)

3ta0

— = 10® M/.. A curva que representa a relacdo (1.7) é mostrada na

sendo vy =
figura 1.7.

O fato da descricao da estrutura de bandas do grafeno poder ser reduzida por
uma expansdo em torno dos pontos de alta simetria K e K traz implicacdes
importantes em relacdo aos fendmenos de transporte elétrico no material. A relacao
de disperséo linear (1.7) se assemelha a equacao relativistica E = pc e, portanto, 0s
portadores de carga no grafeno se comportam como particulas de massa nula.
Dessa forma, para pontos proximos aos pontos K e K* os portadores de cargas sao
descritos pela equacdo de Dirac, que descreve férmions relativisticos de massa

nula, e por isso esses pontos de alta simetria s&o conhecidos com pontos de Dirac.
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Energia

Banda de Conducao

ky
>

Banda de Valéncia

Figura 1.7 — Relac&o de dispersao linear para pontos proximos aos pontos K e K™ onde as bandas de
valéncia e de conducéo se tocam. A banda = constitui a banda de valéncia enquanto a banda n*
constitui a banda de conducgéo [23].

Pela figura 1.7 nota-se que as bandas de energia E, e E_ se tocam nos
pontos de alta simetria, K (K%), caracterizando assim o grafeno como um
semicondutor de gap nulo [19,22]. Essa caracteristica peculiar do grafeno é devido
ao fato da célula unitaria do material possuir dois a&tomos da mesma espécie quimica
[18]. Como os dois elétrons = ocupam a banda =, logo a banda = constitui a banda

de valéncia enquanto a banda r* constitui a banda de condugao do grafeno [23].

Portanto, como a maioria dos fenbmenos de transporte elétrico para o grafeno
ocorre no regime em gue a energia é da ordem da energia de Fermi (regime de
baixa energia), entdo a aproximacao linear da curva de dispersdo (1.7) é valida ja
que o nivel de Fermi se encontra justamente no ponto em que os cones de Dirac se
tocam [10,23]. Ou seja, no regime de baixa energia os fenbmenos de transporte
elétrico no grafeno ocorrem na regido em que a curva de dispersdo € linear e,

portanto, ela pode ser descrita pela equacéao (1.7).
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1.5 - Dopagem no Grafeno

O grafeno possui dois elétrons © por célula unitaria que ocupam a banda de
valéncia, dessa forma ela estara completamente preenchida enquanto a banda de
conducédo estard completamente vazia. Portanto, o nivel de Fermi E¢ se encontra no
ponto onde essas bandas se tocam, conhecido também como ponto de neutralidade
de carga. Quando o nivel de Fermi se encontra no ponto de neutralidade o grafeno
nao possui dopagem e as concentracdes de elétrons (ne) e buracos (n,) sado iguais ja

que vacancias na banda de valéncia sdo produzidas apenas por excita¢ao térmica.

O mecanismo mais simples e mais utilizado para induzir portadores de carga
no grafeno consiste na aplicacdo de um campo elétrico externo usando o gate.
Como consequéncia direta da auséncia de gap, decorrente da relacéo linear de
dispersdo (1.7), os portadores de carga no grafeno podem mudar continuamente
entre elétrons e buracos [3]. Portanto, pela aplicacdo de um campo elétrico externo
carga negativa ou positiva pode ser induzida no grafeno por efeito de campo.
Ademais, substratos de SiO, possuem corrugacdes em sua superficie que
aprisionam portadores de carga elétrica e promovem uma ondulacdo na folha de
grafeno depositada sobre o 6xido [53]. Dessa forma a propria interacdo do grafeno
com o substrato e com 0s centros de carga aprisionada na camada de O6xido,
juntamente com a ondulacdo promovida na superficie do filme, produzem campos
elétricos locais que sdo responsaveis por parte da dopagem que ocorre

naturalmente no material [25].

Moléculas interagindo com a superficie do grafeno podem, através de
transferéncia de carga elétrica, comportar-se como doadoras ou receptoras de
elétrons promovendo dopagem tipo-n (doadoras) ou tipo-p (receptoras), alterando
dessa forma as propriedades de transporte elétrico do material [21,24]. Geralmente,
o proprio ambiente oferece uma dopagem tipo-p ao grafeno, principalmente devido a
presenca de moléculas de agua e O, que ficam adsorvidas a superficie do grafeno
[10,23,25,27].
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O nivel de Fermi tem sua posicdo na curva de dispersao do grafeno alterada
de acordo com o grau de dopagem do material. Quando Er se encontra na banda de
valéncia o material possui dopagem tipo-p e os portadores de carga majoritarios séo
buracos. Porém, se Er encontra-se na banda de conducdo o grafeno possui

dopagem tipo-n e o transporte é realizado majoritariamente por elétrons. A figura 1.8

ilustra o fato descrito acima.

(a) (b) (c)

Figura 1.8 — A figura mostra o cone de disperséo do grafeno, o cone superior (cinza escuro)
representa a banda de conducao e o cone inferior (cinza claro) representa a banda de valéncia. Em
(a) o nivel de Fermi Er se encontra no ponto de neutralidade e o grafeno n&o possui dopagem ou esta
compensado (mesma dopagem tipo-n e tipo-p), em (b) Er se encontra na banda de valéncia e o
grafeno possui dopagem tipo-p, e em (c) Er se encontra na banda de conducéo e entéo o grafeno
possui dopagem tipo-n.

A capacidade do grafeno ser dopado por moléculas externas e ter sua
densidade de portadores de carga controlada por um campo elétrico aplicado abre a
possibilidade de se construir dispositivos de transistor de efeito de campo (FET) de
modo a explorar essas propriedades. Em virtude dessas caracteristicas o grafeno
pode ser amplamente explorado como biossensor e essa possibilidade serd o tema

de estudo desse trabalho.
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1.6 - Dispositivos de Grafeno

Dispositivos de efeito de campo baseados em grafeno do tipo FET (Field Effect
Transistor) podem ser construidos usando uma estrutura composta por um substrato
de silicio altamente dopado, sobre o qual é crescida uma camada de 6xido de silicio
(SiOy), e pelo grafeno depositado sobre a camada de 6xido. O silicio altamente
dopado atua como um contato metalico que permite a aplicacdo de uma diferenca
de potencial elétrico entre o substrato e o grafeno que permite o controle da
densidade de carga no grafeno (efeito de campo como descrito anteriormente) [34].
Essa diferenca de potencial aplicada € denominada tensdo de porta (gate) em

referéncia a tensdo de porta aplicada nos transistores de efeito de campo (FET).

A figura 1.9 ilustra um dispositivo tipo FET baseado em grafeno que, apesar
de conceitualmente simples, permite uma grande variedade de estudos de
transporte elétrico. Essa € a arquitetura dos dispositivos fabricados ao longo do
trabalho. Nesse dispositivo aplica-se uma corrente elétrica ao longo do canal
principal da ponte Hall que possui largura W, ao passo que € medida a diferenca de
potencial longitudinal entre dois contatos separados de uma distéancia L. Esse
método de medida que utiliza quatro terminais evita efeitos de resisténcia dos cabos

e dos contatos nos resultados.

Como o grafeno é um sistema bidimensional a resisténcia medida entre o par

de contatos é dada por:

R =

Q|r
=

(1.8)

A partir de um modelo classico de transporte difusivo no grafeno (modelo de Drude)

a condutividade elétrica ¢ é escrita por [20]:
o = |une| (2.9)

onde u é a mobilidade do grafeno, n € a densidade de portadores de carga na

superficie e e € 0 médulo da carga do elétron.
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Figura 1.9 -— Esquema ilustrativo de um dispositivo de efeito de campo. Em (a) est4 exemplificado o
dispositivo e em (b) € mostrado apenas a ponte Hall vista de cima.

Para o caso em que a espessura do Oxido de silicio € muito menor que as
dimensdes da ponte Hall a aplicacdo da tensdo de gate entre o silicio e o grafeno
pode ser aproximada por um modelo de capacitor de placas paralelas. O silicio e 0
grafeno desempenham o papel das placas enquanto o 6xido € um material dielétrico

entre elas. Entdo, a capacitancia por unidade de area € dada por [10,11]:

C= 2o (1.10)

t

sendo ¢, a permissividade do vacuo e ¢,, a constante dielétrica do 6xido de silicio.
Portanto, a tensdo de gate aplicada e a densidade de portadores de carga induzida

na superficie do grafeno podem ser relacionadas por:
n=ny— aVg; (1.12)
onde n, é a densidade intrinseca de portadores de carga no grafeno (para Vg =0) e

a ~7,2.101°cm™2V~1, sendo a = %
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A densidade intrinseca de portadores de carga no € proveniente de residuos
quimicos no grafeno oriundos do processo de fabricacdo do dispositivo, moléculas
de agua e oxigénio adsorvidas no filme [52], e também pelos efeitos de dopagem
causada pelo proprio substrato e por corrugacdes [53]. Quando se aplica uma
tensdo de gate (Vg) positiva (substrato positivo em relacdo ao grafeno), ocorre a
transferéncia de elétrons do substrato para o grafeno, o nivel de Fermi desloca-se
para a banda de conducao e o transporte elétrico é realizado por elétrons. Por outro
lado, quando se aplica uma tensdo de gate negativa ocorre a transferéncia de
elétrons do grafeno para o substrato, o nivel de Fermi desloca-se para a banda de

valéncia e o transporte é realizado por buracos.

A resisténcia elétrica entdo pode ser relacionada com Vg da seguinte forma:

R=21L .p= L L p-|—L (1.12)
oW

|une| W - Wue(ng— aVg)

Ou entéo, expressando em termos da resistividade:

(1.13)

w T
p=R—

“P T lwe(na—avg)

A equagdo (1.13) possui uma singularidade para n, = aV; e a tenséo

Vpy = % € chamada de ponto de neutralidade porque nesse caso n = 0. No entanto,

experimentalmente é verificado que a curva de p x Vg apresenta um pico finito nesse
ponto. Isso pode ser explicado porque os defeitos estruturais do filme de grafeno
atuam como uma regido de acumulo de elétrons e buracos que séo responsaveis
por uma conduc¢do minima, embora, ha média a carga total seja nula no ponto de
neutralidade [11]. Isso esta normalmente associado ao fato de que localmente os
potenciais e curvaturas da folha de grafeno sobre o substrato sdo distintos e geram
densidades de carga diferentes. Logo, a tensdo na qual ocorre o ponto de

neutralidade é aguela que minimiza a densidade média de portadores.

Comon = ny— aV; eny, = aVpy, a relacédo da densidade de portadores de

carga em funcdo da tensao de gate pode ser reescrita como:

|n = a(Vpy — VG)| (1.14)
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A equacao (1.14) mostra que se Vpy > 0 a densidade de portadores de carga
sera nula para Vg > 0, ou seja, é necessario injetar elétrons no grafeno para que a
densidade seja nula. Isso representa uma dopagem inicial tipo-p (buracos em
excesso). Caso Vpy < 0 a densidade de portadores de carga sera nula para Vg < 0,
assinalando uma dopagem inicial tipo-n (elétrons em excesso). A figura 1.10 mostra
uma curva de p x Vg de uma amostra de grafeno produzida nesse trabalho, e mostra

também a posicao do nivel de Fermi para cada um dos casos citados acima.

L px V,
T=77K Y ,
8 B X '
\ |
\ 1
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1
1
2 1 1 ! 1
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Figura 1.10 — Curva de p X Vg para uma amostra produzida nesse trabalho. O ponto de neutralidade
Vpn €ncontra-se em aproximadamente Vg = 40 V e a dopagem inicial é do tipo-p.

As medidas de transporte elétrico também podem ser graficadas na forma de

oxV;jaqueo = %. A relacdo entre o e V; é obtida reescrevendo-se a equacao (1.9)
em termos da equacédo (1.14), ou seja, 0 = |une|, mas comon = a(Vpy — V;), logo:
o= |pea(Vpy — Vo)l (1.15)

Como a equacdo (1.15) depende linearmente de V; ela permite a obtencdo da

mobilidade do grafeno através de um ajuste linear da curva medida.

A figura 1.11 exemplifica uma curva de o x Vg obtida a partir da curva
ilustrada na figura 1.10. Apesar da equacéao (1.15) prever uma dependéncia linear de

o em funcdo de Vg, a curva ilustrada na figura 1.11 apresenta um comportamento
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sublinear da condutividade em funcdo da tensdo de gate aplicada. Esse
comportamento sublinear € devido a presenca de centros espalhadores extrinsecos
de longo alcance [10,55] e serd abordado mais detalhadamente no capitulo 4. A
figura 1.11 mostra também que o nivel de Fermi se encontra na banda de valéncia
quando Vg < Vpy, NO ponto em que as bandas se tocam quando Vg = Vpy, € Na

banda de conducé&o quando Vg > Vpy.

0,5

0,1
-100 -50 0 50 100

Figura 1.11 — Curva de o x Vg para uma amostra produzida nesse trabalho. O ponto de neutralidade
Vpn €ncontra-se em aproximadamente Vg =40 V.

No caso de o X Vg 0 ponto de neutralidade Vpy esta relacionado com o
minimo da condutividade, que é ndo nulo mesmo para o caso Vg = Vpy pelos

mesmos motivos que a resistividade possui um valor finito nesse ponto.
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Capitulo 2 - Biossensores

2.1 - Introducao a Biossensores

Biossensores sado dispositivos que podem desempenhar varias funcdes
diferentes associadas a deteccdo qualitativa ou quantitativa de substancias ou
moléculas, simples ou complexas, associadas a processos e sistemas bioldgicos e
organismos vivos. Um biossensor € composto por um elemento ativo sensitivo e um
transdutor que gera sinais elétricos, opticos, térmicos ou magnéticos quando um
determinado composto € identificado. Portanto, o elemento sensitivo € responsavel
pela deteccdo seletiva enquanto o transdutor converte a ocorréncia de um evento
especifico em um sinal de leitura [31]. A figura 2.1 apresenta uma ilustracéo geral de
um biossensor e também mostra como o0s elementos sensitivos desempenham o

papel de deteccédo seletiva de seus respectivos materiais biolégicos.

e —— Transdutor

I ——— Substrato ’ .
NS

\( . Elementos l

— > Sensitivos

Y 4 Materiais

Bioldgicos

¢ 000

00%

Figura 2.1 - Esquema geral do principio de funcionamento de um biossensor. Em preto esta
representado um substrato qualquer, em cinza esta mostrado o elemento transdutor, os elementos
sensitivos correspondentes a materiais biolégicos distintos também estao representados.
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O conceito de se usar agentes e moléculas do sistema imunolégico como
agentes sensitivos foi relatado pela primeira vez em 1959 com o surgimento do teste
caseiro de gravidez [29]. Desde entéo essa ideia tem sido aprimorada de modo que
na década de 60 surgiram o0s primeiros biossensores mais complexos [31]. O
biossensor moderno incorpora, em geral, um material biolégico e um material
biologicamente derivado intimamente associados a um sistema transdutor. Nesse
caso 0s elementos sensitivos sdo proteinas, podendo ser anticorpos, enzimas,
acidos nucleicos, receptores celulares e ainda microorganismos, que reagem com a
molécula alvo [28,31,33].

Um dos principios de funcionamento de um biossensor baseia-se na sua
capacidade de detectar interacBes diretas e especificas entre o complexo antigeno-
anticorpo, ou entdo usando um material sensitivo que indica quando a identificacao
molecular ocorre [28]. A alta especificidade e sensibilidade de um biossensor
permitem que varios tipos diferentes de compostos possam ser identificados em
tempo real [28]. Nesse ambito os biossensores mais comuns sdo 0os chamados
biossensores eletroquimicos, que sao biossensores cujo mecanismo de
funcionamento € normalmente baseado em transferéncia eletronica direta em
processos de catalises enzimaticas. Sensores eletroquimicos levam vantagem pela
alta seletividade, facilidade de uso, capacidade de detectar concentracdes muito
baixas e por possuir potencial de miniaturizagéo [28,30,31].

Recentemente varias alternativas tém sido testadas a fim de melhorar o
desempenho dos biossensores, sendo uma delas a utilizacdo de nanoparticulas
metalicas com o intuito de formar uma base estdvel para ancorar os agentes
sensitivos. As nanoparticulas metélicas promovem um aumento da area superficial
em gue 0s agentes sensitivos sdo imobilizados, o0 que aumenta por sua vez a
sensibilidade do sensor [31]. As nanoparticulas metalicas também promovem um
aumento da atividade catalitica do biossensor ja que elas favorecem um aumento da
taxa de transferéncia eletrénica, que por sua vez possibilita o dispositivo detectar
concentracbes de biocompostos cada vez menores [31]. Os metais mais utilizados

para esse fim s&o, em geral, o ouro, a prata e a platina [28].
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Um avanco importante para a pesquisa e producdo de biossensores foi a
producdo de fragmentos de anticorpos de alta especificidade para uma molécula
alvo [28]. Alguns compostos bioldgicos sdo grandes e assimétricos e esse fato
dificulta a orientacdo de ligacdo entre as moléculas e os sensores, 0 que diminui a
especificidade do sensor. Portanto, fragmentos de anticorpos aumentam a
imobilizacdo e promovem uma maior seletividade ja que eles mantém a

especificidade biologica desejada e sdo menores e mais simétricos [28].

O continuo avango da induastria eletrdnica também tem possibilitado uma
notavel melhora na performance dos biossensores. Dispositivos MOSFET (Metal
Oxide Semiconductor Field Effect Transistor) podem ser implementados na
composicdo de biossensores, e de fato j& foi verificada a capacidade de
biossensores baseados em dispositivos MOSFET de detectar moléculas Unicas de

DNA e células cancerigenas [28].

A grande vantagem da aplicacdo de dispositivos MOSFET em biossensores é
gue eles permitem uma estavel imobilizacdo de varios elementos sensitivos distintos,
além disso, eles sdo altamente sensiveis, possuem grande potencial para
miniaturizacdo e demandam uma pequena quantidade de substancias bioldgicas por
analise clinica [28]. Essas caracteristicas permitem a realizacdo de analises
multiplas e simultaneas com alta seletividade e especificidade, automacao completa,
portabilidade, precisdo, facilidade no uso e baixo custo [28]. Portanto, biossensores
baseados em dispositivos MOSFET tem se mostrado os mais promissores devido a
suas peculiares caracteristicas e, por isso, eles tem atraido grande interesse

ultimamente.

Nanotubos de carbono e grafeno tém sido amplamente utilizados na
composicdo de dispositivos semelhantes aos MOSFET visando a aplicacdo em
biossensores. Avangos recentes na pesquisa de biossensores baseados em

nanotubos de carbono e em grafeno serdo abordados nas préximas secoes.

Muito progresso ja foi feito na pesquisa de biossensores, porém, para a plena
comercializacdo ainda falta a disponibilidade de dispositivos robustos, portéateis,

reprodutiveis, de simples operacdo e Uuteis em localidades como hospitais,
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aeroportos, postos policiais e postos de saude [28]. O desafio recai no
desenvolvimento ancorado em técnicas que permitam producdo em massa e de
baixo custo de biossensores com alta qualidade na especificidade e
reprodutibilidade. Quando esse panorama for atingido entdo havera no mercado
biossensores que permitem desde testes simples como glicemia, monitoramento
epidemioldgico, ou exames complexos como um diagndstico antecipado e especifico
de doencas graves como diversos tipos de cancer, aumentando assim a

possibilidade de sucesso no tratamento [28].

2.2 — Biossensores Baseados em Nanotubos de Carbono

Nanotubo de carbono € um nanomaterial composto inteiramente por atomos
de carbono hibridizados na forma sp? e esté ilustrado na figura 1.1. Os nanotubos
de carbono apresentam propriedades notaveis como alta rigidez, alta razdo
area/volume, flexibilidade, excelente condutividade elétrica e térmica que trazem

grande interesse pelo material [28].

Estudos recentes tém apontado para 0 uso de nanomateriais em
biossensores como uma interessante alternativa para melhorar o desempenho e a
sensibilidade desses dispositivos [33]. Inseridos nesse contexto estdo os nanotubos
de carbono ja que a dependéncia de suas propriedades elétricas e mecéanicas com
interacbes com o ambiente faz deles sistemas muito atrativos para a aplicagdo em
biossensores, por exemplo, como 0s componentes de sensores eletroquimicos
[31,32]. Nesse caso faz-se uso da alta area superficial para gerar eletrodos
eletroquimicos com alta sensibilidade. A alta condutividade elétrica, a grande area
de contato e alta taxa de transferéncia eletrbnica permitem que biossensores
baseados em nanotubos de carbono possuam uma maior sensibilidade e um menor
limite de deteccdo molecular, o que melhora consideravelmente a performance do

dispositivo em comparacao a sensores convencionais [28,31,33].
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A consideravel sensibilidade da condutividade elétrica dos nanotubos de
carbono em relagdo a compostos atados em sua superficie permite o uso do
material em biossensores baseados em dispositivos tipo FET altamente sensiveis e
com grande potencial para miniaturizacdo [31,32]. Essa possibilidade baseia-se no
fato de que apenas pequenas trocas de carga elétrica j4 sdo suficientes para alterar
as propriedades de transporte elétrico do material [31]. Esse fato também gera
novas perspectivas ja que moléculas com atividade eletroquimica reduzida podem
ser também detectadas e, portanto, uma nova diversidade de biossensores

baseados em dispositivos tipo FET torna-se factivel [32].

Paralelamente ao desenvolvimento de biossensores baseados em nanotubos
de carbono surgiram algumas técnicas com a finalidade de melhorar ainda mais o
desempenho desses dispositivos. Um método que ganhou grande destaque nos
altimos anos consiste na utilizacdo de nanoparticulas de ouro. O grande beneficio
gue essa técnica traz é que as nanoparticulas metélicas promovem um aumento da
superficie sensitiva, e consequentemente, a sensibilidade dos biossensores também
aumenta [31]. A combinacdo das propriedades dos nanotubos de carbono e das
nanoparticulas metalicas promove um aumento da atividade catalitica devido a
grande area de contato e a biocompatibilidade, portanto, a eficiéncia, a capacidade

sensitiva e a seletividade dos biossensores aumentam substancialmente.

As nanoparticulas de ouro sdo amplamente utilizadas porque h& protocolos
bem estabelecidos para ancorar biomoléculas nelas, sendo assim elas funcionam
como ancoras para esses compostos bioldgicos. A desvantagem desse método é
gue os processos de conjugacao entre o material biolégico a ser detectado e o
elemento sensitivo é realizado na superficie das nanoparticulas, e ndo na superficie
do nanotubo de carbono ou do grafeno. Nesse trabalho n&o foi utilizada a
funcionalizacdo com nanoparticulas metalicas porque a proposta principal é
justamente fazer o ancoramento das moléculas biolégicas diretamente na superficie

do grafeno.

Entretanto, foi verificado que a ligacdo direta entre proteinas e nanotubos de
carbono ocorre de maneira ndo especifica [31]. Para superar essa dificuldade surgiu
a ideia de funcionalizar o nanomaterial com moléculas que possuem alta
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seletividade e especificidade para proteinas alvo. A funcionalizagdo nédo covalente &
vantajosa em relacdo a funcionalizacdo covalente porque ela ndo altera de forma
significativa a estrutura eletrénica do grafeno em torno do ponto de Dirac, o que néo
compromete muito as propriedades de transporte elétrico do grafeno e a atividade
do biossensor [31]. Portanto, o processo de funcionalizagdo gera uma consideravel
melhora na seletividade, biocompatibilidade e sensibilidade do biossensor ja que ela
combina a especificidade das reacfes quimicas e as propriedades eletroquimicas

dos nanotubos [31].

Um ponto importante para o funcionamento do sensor € a faixa de deteccéo
em gue ele é sensivel [31]. Por exemplo, um dispositivo capaz de diagnosticar o
diabetes deve ser sensivel a glicose na faixa de poucos UM até, aproximadamente,
15 mM ja que um nivel de glicose no sangue acima de 7 mM sugere a doenca.
Biossensores a base de nanotubos de carbono funcionalizados com nanoparticulas
metalicas detectam, por exemplo, quantidades de glicose na faixa de 0,5 uM até
algumas dezenas de mM, o que possibilita 0 emprego do material na composicao de
dispositivos especificos para a deteccdo de diabetes [31]. Uma ampla faixa de
deteccdo semelhante ocorre em eficientes biossensores na deteccdo de outros
compostos como colesterol, dopamina, DNA, lactose, alcool, aminoéacidos, lactato,
glutamato e varios outros, o que viabiliza a aplicacdo dos nanotubos de carbono em

diversos outros tipos de dispositivos biossensores [31,32,33].

As atrativas caracteristicas dos biossensores a base de nanotubos de
carbono funcionalizados séo o0 ponto de partida para a construcdo de uma grande
variedade de dispositivos altamente sensiveis e seletivos [32]. Entretanto, para uma
aplicacdo ainda mais ampla desses dispositivos € necessario compreender mais
profundamente o mecanismo sensorial para que biossensores cada vez mais

eficientes tornem-se produtos comerciais [31].
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2.3 - Biossensores Baseados em Grafeno

O grafeno foi isolado pela primeira vez em 2004 [2,3] e desde entdo varias
possibilidades de aplicagdes tecnologicas tém sido verificadas, sendo uma delas o
emprego desse material na composicdo de biossensores altamente sensiveis e
seletivos. Devido a possibilidade de controle por efeito de campo das propriedades
de transporte elétrico do grafeno, e devido ao fato anteriormente mencionado da
grande dependéncia de suas propriedades de transporte com modificacdes e
interagcbes em sua superficie, o material tem atraido grande interesse visando

aplicacao em biotecnologia [33,34,35].

As notaveis propriedades de transporte elétrico e estruturais do grafeno como
a alta taxa de transferéncia eletronica, alta condutividade elétrica, facilidade de
funcionalizacdo, excelente flexibilidade, alta rigidez mecanica e grande razéo area
superficial/volume, dao ao nanomaterial um grande potencial de aplicagdo em
biossensores baseados em dispositivos do tipo FET precisos, com intensa atividade
eletrocatalitica, seletivos, altamente sensiveis e com baixo limite de deteccdo
[34,36]. Apesar da descoberta do material ainda ser recente, um grande progresso ja
foi feito na pesquisa de biossensores baseados em grafeno porque ele demanda os
mesmos métodos de funcionalizacéo e fixacdo de antigenos e anticorpos utilizados
nos nanotubos de carbono. Portanto, todo o conhecimento ja adquirido no estudo de

biossensores baseados em nanotubos é aplicavel ao grafeno.

Por conta das caracteristicas citadas acima como facilidade de
funcionalizacdo e grande sensibilidade, oriunda da alta razdo area
superficial/volume, o grafeno tem grande potencial na composicao de simples, uteis
e eficientes biossensores baseados em dispositivos de efeito de campo [34]. Por
exemplo, como o0s antigenos e anticorpos podem ser fixados diretamente na
superficie do grafeno através de processos de funcionalizacdo, as propriedades de
transporte elétrico do grafeno serdo mais sensiveis a conjugacao direta do antigeno-
anticorpo na superficie do material, 0 que garante uma maior sensibilidade dos

dispositivos biossensores [28].
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Outra caracteristica importante é o fato do grafeno ser composto por apenas
uma camada atdbmica disposta em uma estrutura bidimensional, visto que o
processo de funcionalizacdo é mais efetivo em filmes uniformes e planos [38]. A
decoracéo do filme de grafeno com nanoparticulas metalicas, por exemplo, combina
a boa condutividade elétrica do metal com o aumento da superficie sensitiva

promovido pela decoracao do filme com essas nanoparticulas.

Essa combinacdo permite um aumento na sensibilidade e seletividade do
biossensor por promover uma maior taxa de transferéncia eletrdonica, sendo ja
reportada a capacidade de detectar glicose na ordem de 0,6 uM para um dispositivo
decorado com nanoparticulas de platina [34,36,42], e moléculas de DNA na ordem
de 0,01 nM para outro dispositivo decorado com nanoparticulas de ouro [37]. Para o
altimo caso também foi reportado que decorar o filme com nanoparticulas de ouro
aumentou o limite superior de deteccdo de 10 para 500 nM [37], ou seja, O
biossensor tornou-se sensivel em uma escala maior. Portanto, devido as
extraordindrias propriedades de transporte elétrico e a grande superficie sensitiva, o
grafeno funcionalizado possui maior taxa de transferéncia eletrénica entre o
elemento sensitivo e o eletrodo, sendo esse processo mais eficiente para o grafeno

do que para nanotubos de carbono [35].

Em comparacdo aos nanotubos de carbono, o grafeno pode ser uma
alternativa mais viavel na composicao de biossensores [35,37,38]. A facilidade de
manuseio durante a fabricagdo do dispositivo eletrbnico, a facilidade de
funcionalizacéo, a maior biocompatibilidade e a maior superficie sensitiva atribuem
ao grafeno uma capacidade eletroquimica e catalitica superior. Portanto,
biossensores baseados em grafeno demonstram um desempenho superior em
relacdo aos biossensores baseados em nanotubos e em outros materiais de

carbono, tanto em sensibilidade quanto em limite de deteccdo mais baixo [35,37,38].

Desde que os primeiros biossensores baseados em grafeno comecaram a ser
produzidos, ja foi reportada a capacidade de identificagdo de varios compostos
diferentes. Por exemplo, o grafeno tem demonstrado excelente sensibilidade e
seletividade na deteccdo de fons metalicos como Ag*, Hg**, Cd** e Pb* [34] e esse
tipo de biossensor pode trazer profundo impacto biolégico e ambiental.

27



Dispositivos nanoeletrdnicos baseados em grafeno também s&o capazes de
detectar varios compostos gasosos diferentes. Nesse caso a troca individual de
elétrons entre a molécula de gas e o grafeno pode ser verificada experimentalmente
por meio de uma alteracdo da conductancia do material e permite a deteccdo de
uma Unica molécula de gas [39]. Inclusive ja foi testada a capacidade do grafeno
detectar individualmente compostos gasosos como o CO, NO, CO,, NO,, Hjz, NHs,
02, N2, além de vapores de H,O e etanol [34,39]. O beneficio trazido por esses
biossensores € a capacidade de identificar eficientemente alguns gases toxicos e

outros relevantes na industria alimenticia como umidade, por exemplo.

Outros materiais biologicos cotidianos também ja foram detectados
satisfatoriamente através de biossensores baseados em grafeno. Glicose, como ja
foi dito anteriormente, ja foi identificada com baixo limite de deteccgao [42], colesterol
e hemoglobina também s&o outros compostos ja reconhecidos [34]. Foi reportado
também que biossensores de grafeno podem distinguir efetivamente &acido
ascorbico, acido Urico, dopamina e serotonina, sendo que na ordem de 0,17 uM
esse dispositivo consegue fazer distincdo plena entre as substancias [34]. Para
esses compostos biolégicos os biossensores baseados em grafeno sdo mais
sensiveis do que os baseados em nanotubos de carbono [34,35]. Além da alta
sensibilidade e seletividade também ja foi citado que biossensores baseados em
grafeno mantiveram 90% da sensibilidade original apés 30 medidas realizadas,
portanto, o nanomaterial tem grande potencial na composicdo de biossensores

eletroquimicos mais eficientes em analises clinicas e diagndsticos médicos [34].

Biossensores de grafeno sdo capazes de reconhecer especificamente
moléculas complexas de DNA com alta sensibilidade e seletividade [28,34], sendo
que ja foi reportada a capacidade de deteccdo desses compostos na ordem de 0,01
nM [37]. Além de longas moléculas de DNA, biossensores de grafeno também séo e
capazes de realizar detecgbes mudltiplas, distintas e simultdneas de bases
nitrogenadas individuais como adenina e guanina [34]. Portanto, biossensores
baseados em grafeno também podem ser utilizados no reconhecimento de
moléculas de DNA, que pode ser aplicado em diagnosticos de doencas genéticas
[37].
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Biossensores baseados em grafeno podem utilizar enzimas, anticorpos ou
outras proteinas como elemento sensitivo [33,34]. A glicose, por exemplo, é
detectada através de uma oxidacdo promovida pela enzima GOD (glicose oxidase)
[34]. Colesterol, hemoglobina e etanol sdo outros exemplos de compostos que
também sdo detectados enzimaticamente [34]. Biossensores enzimaticos baseados
em grafeno sdo altamente sensiveis e seletivos, entretanto, o método de
imobilizacdo das enzimas é complexo, e ainda, a atividade enzimatica é fortemente

afetada pela temperatura, pH e toxicidade do sistema [34].

Em contrapartida, neste trabalho foi utilizado como elemento sensitivo um
aptamero, anticorpo sintético de alta afinidade e especificidade pela proteina alvo,
que foi ancorado diretamente na superficie do grafeno [33]. O diferencial deste
trabalho consiste justamente no ancoramento direto dos compostos biolégicos na
superficie do grafeno porque poucos trabalhos utilizando um método similar foram
reportados na literatura, inclusive ndo foi encontrado nenhum que utiliza grafeno

CVD como plataforma para biossensores.

Para solucionar o problema da dificil imobilizacdo do elemento sensitivo foi
utilizado neste trabalho um método direto e simples de funcionalizacdo que se
mostrou bastante efetivo. Como moléculas de proteinas possuem terminacdo amina
(NHy) [45], a funcionalizacdo foi feita de modo a deixar a superficie do grafeno
adequada para a fixacdo dos aptameros. Ou seja, o filme de grafeno foi
funcionalizado com Tionina ou com PBSE (1-pyrenebutanoic acid succinimidyl ester)
ja que esses compostos possuem um grupo pireno em um das extremidades da
molécula que se liga ndo covalentemente a superficie do grafeno através de
empilhamento « [44,45]. A outra extremidade da molécula se liga covalentemente ao
aptamero por meio de uma ligacdo amina (amida) no caso da Tionina (PBSE)
[38,44,45]. Portanto, a proposta apresentada nesse trabalho oferece uma vantagem
potencial na fixacdo de biomoléculas no grafeno, gerando mais sensibilidade e néao

perdendo a seletividade que é garantida pelo uso dos aptameros.

A biomolécula estudada neste trabalho é a proteina Tag DNA polimerase. A
importancia de uma DNA polimerase baseia-se no fato de que esse composto é
responsavel direto pela polimerizacédo de novas fitas de DNA, portanto, a polimerase

29



é parte fundamental no processo de replicagdo do DNA. Como o Tag DNA
polimerase € uma proteina, a recombinacgdo direta com o aptamero de alta afinidade
e especificidade € prontamente detectada por meio de respostas elétricas que
ocorrem no grafeno, e essas alteracdes das propriedades de transporte elétrico do

material formam a base dos experimentos realizados nesse projeto.

A escolha pelo grafeno crescido por CVD neste trabalho é justificada pelo fato
de que, em principio, essa técnica de crescimento viabiliza a produ¢cdo em massa de
filmes de grafeno monocamada de alta qualidade que podem ser utilizados na
producdo em larga escala de biossensores altamente sensiveis e seletivos
[34,35,37]. Além disso, como filmes de grafeno crescidos por CVD possuem grande
area de contato, eles podem ser utilizados na composicdo de um dispositivo

biossensor que € capaz de detectar simultaneamente varios tipos diferentes de

componentes bioldgicos [34].

Alguns trabalhos recentes tem demonstrado o efetivo uso da Tionina e PBSE
na funcionalizacdo dos filmes de grafeno, assim como o sucesso do uso de
aptameros na identificacdo especifica de biomoléculas. Biossensores baseados em
grafeno funcionalizado com Tionina foram capazes de detectar compostos como
PSA (Prostate Specific Antingen) na faixa de 0,002 — 10 ng/mL [43], e também
Noretisterona na faixa de 0,01 — 10 ng/mL [36]. J& o0 uso de aptameros se mostrou
promissor porque compostos como Trombina [40] e Imunoglobina E [41] foram
especificamente detectados por um aptamero especifico para cada uma dessas

proteinas.

7

Portanto, este trabalho é justificado pelo recente sucesso obtido na
funcionalizacéo de filmes de grafeno com Tionina ou PBSE, e pelo éxito alcancado
na deteccdo sensivel e seletiva de biomoléculas por meio do uso de aptameros

altamente especificos a esses compostos.
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Capitulo 3 - Dispositivos de Grafeno

3.1 - Transferéncia de Substrato

A técnica de crescimento por CVD possibilita a producdo em larga escala de
filmes de grafeno com grande area superficial, alta qualidade e com poucos defeitos
estruturais [46]. Os filmes de grafeno utilizados neste trabalho foram adquiridos
comercialmente da empresa GRAPHENE SUPERMARKET e, portanto, o
crescimento do material ndo faz parte do escopo deste trabalho. A figura 3.1 mostra

uma imagem do grafeno crescido sobre cobre produzido pela empresa.
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Figura 3.1 — Grafeno monocamada crescido por CVD sobre folhas de cobre produzido pela empresa
GRAPHENE SUPERMARKET. A folha de cobre possui 4" x 2°° de dimensé&o.

O primeiro passo na fabricacdo de dispositivos & base de grafeno é a
transferéncia do filme para outro substrato mais adequado [47,49]. Como este
trabalho visa aplicagcbes em dispositivos eletrénicos foram utilizados substratos de
silicio (Si) altamente dopados tipo-p com uma camada de 6xido (SiO;) com 300 nm
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de espessura gue € crescida termicamente. Os substratos também foram adquiridos
comercialmente da empresa University Wafers.

O processo de transferéncia de substrato é bastante critico e importante para
0 bom desempenho dos dispositivos [49,51]. Um método ideal de transferéncia &
aguele que néo contamina o grafeno com residuos quimicos e preserva a morfologia
e continuidade do filme [49]. Residuos de cobre e outros compostos, assim como
defeitos estruturais, atuam como centros espalhadores que dificultam o transporte
elétrico no grafeno e diminuem drasticamente o desempenho dos dispositivos [49].

Ha trés métodos de transferéncia que sao similares e largamente utilizados. A
figura 3.2 apresenta esquematicamente o processo de transferéncia utilizado nesse
trabalho. Nos trés processos uma solucdo aquosa € utilizada a fim de remover o
cobre sob o grafeno e as substancias mais comuns usadas para esse fim sdo o
nitrato de ferro, cloreto de ferro e persulfato de aménio [49]. O método mais popular
[49] consiste na deposicdo de uma fina camada de PMMA (polymethyl methacrylate)
sobre o grafeno que serve como suporte para o filme apos a remocéao do cobre [48].
Com o cobre removido o grafeno/PMMA é lavado em agua DI (deionizada), depois €
transferido para o substrato e entdo o PMMA é removido com o solvente adequado
[47,49]. Essa técnica permite a transferéncia de uma area continua na ordem de
mm? [48], que é o suficiente para aplicacdo em dispositivos eletrénicos, porém,
residuos de PMMA que servem como centros espalhadores e promovem dopagem

no grafeno [52] sempre permanecem sobre o filme e séo dificeis de remover.

Neste trabalho foi escolhido o método de transferéncia que utiliza o PMMA ja
que essa técnica é a mais simples, mais difundida e ja era utilizada na transferéncia
de nanotubos de carbono [51]. Mais adiante serdo detalhadas as etapas envolvidas
no processo realizado que esta esquematizado a seguir na figura 3.2. Vale ressaltar
gue neste trabalho foi utilizado inicialmente o cloreto de ferro para remover o cobre,
no entanto, o composto sempre deixava residuos metalicos no filme de grafeno.
Entdo foi adotado como produto padréo o persulfato de amonio porque ele deixou o

grafeno essencialmente livre do cobre utilizado como substrato inicial.
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Figura 3.2 — Representacdo esquemaética do processo de transferéncia do grafeno crescido sobre
cobre para um substrato de Si/SiO,. Na primeira imagem da figura o grafeno/PMMA sobre cobre é
colocado em um béquer que contém uma solugéo aquosa de persulfato de amonio que é responséavel
pela remogdo completa do metal. Na imagem seguinte o filme de grafeno/PMMA é lavado por varias
vezes com agua DI a fim de que residuos de persulfato de amdnio sejam removidos. Na terceira
imagem o substrato de Si/SiO, e o grafeno/PMMA séo colocados em outro béquer contendo agua DI,
que é removida com o uso de uma seringa. A quarta imagem representa o estagio em que o nivel da
agua é baixo o suficiente para que o grafeno/PMMA seja colocado, com o auxilio da agulha, sobre o
substrato de Si/SiO,. Posteriormente é realizado um tratamento térmico (quinta imagem) para que o
PMMA seja mais facilmente removido, etapa que é exemplificada na Ultima imagem da figura.

A técnica de transferéncia da fita térmica € bem parecida com a do PMMA, a
diferenca é que uma fita adesiva térmica é usada no lugar do polimero [49]. O cobre
€ removido da mesma maneira, o grafeno/fita é lavado em &gua DI e depois
transferido para o substrato utilizado, que entédo € aquecido a 100°C para que a fita
térmica perca a adesdo e seja facilmente removida. Esse método de transferéncia
nao contamina o filme de grafeno com residuos quimicos como o método do PMMA,
porém, o filme transferido € descontinuo e por isso possui varios defeitos estruturais
[49].
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A terceira técnica de transferéncia utiliza um substrato plastico de PDMS
(polydimethylsiloxane) como suporte para o grafeno em vez do PMMA. O PDMS é
colocado sobre o grafeno e a remocdo do cobre é feita da maneira usual [50].
Posteriormente o grafeno/PDMS € lavado em agua DI, transferido para o substrato
utilizado e o PDMS é por fim removido [50]. Esse método viabiliza a transferéncia de
uma larga area e € muito parecido com o da fita adesiva térmica, entretanto, o
PDMS é removido mais facilmente do que a da fita térmica [50]. Ainda existem
outras propostas de transferéncia de substrato, mas elas essencialmente apenas

modificam o polimero utilizado como suporte.

Antes de iniciar-se o0 processo de transferéncia o substrato de Si/SiO, é
clivado em pecas de aproximadamente 10 x 10 mm. A limpeza do substrato de 6xido
de silicio é feita em acetona, metanol e alcool isopropilico, por cinco minutos cada,
sob agitacdo em ultrassom. Depois o0 substrato € seco com um sopro de N, gasoso
para remover quaisquer residuos de solvente. Em seguida, o substrato € limpo por
um plasma de oxigénio de baixa pressdo que remove qualquer vestigio de composto
organico que, por ventura, tenha permanecido sobre o éxido de silicio. O tratamento
por plasma de oxigénio € importante também porque ele torna o SiO, mais
hidrofilico, assim a dgua se espalha por ele mais uniformemente o que promove um
aumento da aderéncia do filme de grafeno sobre o substrato durante a transferéncia
[49].

O grafeno é depositado sobre os dois lados da folha de cobre durante o
processo de crescimento por CVD [49]. Para iniciar o processo de fabricacdo de
dispositivo € necessario remover, utilizado plasma de O, em baixa pressao, o filme
crescido sobre em um deles. Depois disso, uma fina camada de PMMA com
aproximadamente 300 nm de espessura é depositada sobre o grafeno, que foi
preservado no outro lado da folha de cobre, a fim de suportar o filme durante o
processo de transferéncia. N&o é feito o procedimento de cura do PMMA porque ele
pode tornar o filme mais rigido e dificultar a sua remocéo. Posteriormente o filme de
cobre/grafeno/PMMA é colocado em uma solucédo aquosa de persulfato de amonio
com concentragdo de 0,1M com o intuito de remover completamente o metal. A

escolha pelo persulfato de aménio baseia-se no fato de que a substancia deixa
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menos residuos metélicos e promove uma transferéncia mais limpa em comparacao

com o nitrato de ferro e cloreto de ferro [51] como citado anteriormente.

Em seguida o grafeno/PMMA é lavado varias vezes em agua DI para limpar
qualquer residuo da solucéo de persulfato de amoénio que permanece no filme, como
estd ilustrado na figura 3.2 [51]. Na ultima etapa de limpeza do filme um substrato de
Si/SiO, é colocado de forma obliqgua dentro de outro béquer contendo agua DI,
conforme a figura 3.2, de modo que essa posi¢cao do substrato facilita o processo de
transferéncia do grafeno. A 4gua é retirada com o uso de uma seringa cuja agulha
(ilustrada na figura 3.2) também é utilizada para posicionar o filme de forma
adequada sobre o substrato quando o nivel de agua é baixo o suficiente [51]. Depois
do filme de grafeno/PMMA ser completamente colocado sobre o substrato, um sopro
de N, gasoso é utilizado para seca-lo e evitar que agua DI fique aprisionada entre o
filme e o substrato. A agua DI que eventualmente fica por baixo do filme pode
promover uma ma adesao do mesmo sobre o0 substrato ou criar rupturas no filme,

danificando desse modo a estrutura do grafeno quando o PMMA é removido [49].

Durante o crescimento do filme de grafeno por CVD a superficie da folha de
cobre passa por um processo de reconstrugcdo como efeito da alta temperatura, e
como consequéncia direta desse processo, a superficie do metal se torna rugosa
[47,49,51]. O filme de grafeno crescido adquire a mesma morfologia rugosa da folha
de cobre e a mantém até mesmo depois de transferido para o Si/SiO,, nessas
condicbes ele ndo se adere completamente ao substrato [47,49,51]. Nas regides
onde ndo ha contato direto entre o grafeno e o substrato, o filme é danificado
gquando o PMMA ¢é removido porque parte dele é removida juntamente com o

polimero.

Para solucionar essa questdo e promover um assentamento mais uniforme do
filme de grafeno é feito durante 30 minutos um aquecimento do substrato acima da
temperatura de transigéo vitrea do PMMA, aproximadamente 180°C. Assim ele se
torna mais flexivel e entdo o grafeno se acomoda melhor sobre a superficie do SiO,
[47,49,51]. Portanto, o flme nédo é degradado quando o PMMA é removido porque o

tratamento térmico aumenta a adesé&o ao substrato [51].
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ApO0s o0 processo de aquecimento do substrato no hot plate por
aproximadamente 30 minutos o PMMA é removido em um banho de acetona quente
[47]. A figura 3.3 exemplifica um filme de grafeno transferido para Si/SiO, pelo
meétodo descrito acima. Embora residuos de PMMA (indicados na figura 3.3 pelas
regibes mais claras sobre a superficie do filme) permanecam apds o processo de
transferéncia, regides continuas de grafeno, com grande area superficial e onde os

dispositivos podem ser fabricados, sao transferidas com éxito.

Hoje o processo de transferéncia é feito de forma corriqueira e consistente
sendo que o principal aprimoramento a ser buscado é deixar o grafeno transferido
livre do PMMA usado como suporte. Recentemente um trabalho mostrou que a

realizacdo de um tratamento térmico do grafeno a 500°C em atmosfera de CO, pode

ser um meio efetivo de gerar filmes livres de residuos de PMMA [58].

Figura 3.3 — Grafeno transferido para Si/SiO, pelo método que utiliza o PMMA. As regides mais claras
sédo residuos de PMMA e é possivel notar que o filme transferido possui areas continuas (regido mais
escura no centro da imagem) suficientemente grandes para aplicagcdes em dispositivos eletrénicos.
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3.2 - Caracterizacao por Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma das principais técnicas utilizadas na
caracterizagdo de nanoestruturas de carbono como, por exemplo, o grafeno [59]. A
técnica fornece informacdes sobre a qualidade da estrutura cristalina do grafeno,
namero de camadas que compdem o filme, presenca de impurezas quimicas e nivel

de dopagem [22].

Resumidamente, a técnica consiste em incidir e focalizar um faixe de laser
sobre uma amostra, ou pequena regido da amostra, e coletar e analisar a luz
espalhada inelasticamente. O espalhamento inelastico se d&, nesse caso, pelos
modos normais de vibracdo (fonons) da amostra e de moléculas ou outros agentes
extrinsecos presentes. O feixe de laser incidente excita estados eletrénicos, reais ou
virtuais, os elétrons sdo espalhados por fénons ou defeitos estruturais e retornam ao
estado inicial emitindo luz com comprimento de onda diferente do laser incidente
[54]. O espectro Raman do grafeno possui trés bandas principais, as bandas G, D e
G’ [54].

A banda G, centrada em ~ 1580 cm™, é caracteristica de materiais grafiticos e
esta associada a materiais de carbono com hibridizacdo sp?, como o grafeno e o
grafite cristalino [54]. Como a posi¢cao do pico da banda G nao varia com 0 numero
de camadas, ela sozinha ndo permite a distincdo entre o grafeno monocamada e
filmes de muitas camadas [54]. Entretanto, contaminacdes quimicas no material
podem alterar a posi¢cao do pico, logo, a banda G pode ser usada para investigar o

nivel de dopagem da amostra [10].

A banda D, centrada em ~ 1350 cm™, esta associada & presenca de defeitos
estruturais na rede do grafeno [22]. Filmes de grafeno crescidos por CVD
usualmente apresentam a banda D evidente porque eles possuem algumas regides
descontinuas. Como o cobre e o grafeno possuem coeficientes de expansao térmica
diferentes, os materiais se contraem com taxas distintas quando a folha cobre é

resfriada durante o processo e isso gera defeitos estruturais na rede cristalina [47].
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A banda G', centrada em ~ 2700 cm™, é a principal banda utilizada para a
determinacdo do numero de camadas em amostras de grafeno e, no caso do
grafeno monocamada, ela € ajustavel por apenas uma funcéo lorentziana [54]. A
medida que o numero de camadas cresce a razao entre as intensidades das bandas
G e G diminui. Para o grafeno monocamada a banda G* é mais intensa que a
banda G, para a bicamada elas possuem aproximadamente a mesma intensidade e,

por fim, para trés camadas ou mais a banda G é mais intensa que a G.

A figura 3.4 ilustra o espectro Raman de uma amostra de grafeno produzida
nesse trabalho. Como a razdo entre as intensidades das bandas G e G é
aproximadamente trés [16] e como apenas uma funcao lorentziana se ajusta bem a
banda G, portanto, o filme transferido é constituido por grafeno monocamada. A
presenca da banda D indica que ha defeitos estruturais no filme que podem ter
surgido durante o crescimento ou durante o processo de transferéncia. A banda G
estar centrada em ~ 1600 cm™ indica a presenca de resquicios quimicos no grafeno
gue provavelmente sdo residuos de PMMA oriundos do processo de transferéncia
[10]. Todas as medidas de espectroscopia Raman foram feitas pela Dra. Sara Costa
ou pela Dra. Elena del Corro nos equipamentos DILOR XY e HORIBA T64000 e eu
acompanhei pessoalmente todas elas.

a) b)

514 nm G*

N
Intensidade (u.a.)

Intensidade (u.a)

-

1400 1600 2600 2700, 2800 2700 2750

Deslocamento Raman (5”"_1) Deslocamento Raman (cm'1)

Figura 3.4 — Espectro Raman de uma amostra de grafeno monocamada. Em (a) é visto que a banda
G’ é simétrica e aproximadamente trés vezes mais intensa que a banda G, o que indica que o filme
de grafeno é composto por apenas uma camada. Em (b) é mostrada a banda G™ isoladamente e uma
funcéo lorentziana (curva em vermelho) é ajusta para mostrar que o grafeno transferido é
monocamada.
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O espectro Raman obtido, juntamente com o ajuste feito, indicam que a
amostra transferida € composta por grafeno monocamada e que ha alguns defeitos
estruturais no filme. Os espectros obtidos sdo comparaveis aos dos melhores filmes
preparados e transferidos para substratos [16,60]. Esse fato justifica o sucesso
logrado no processo de transferéncia de substratos e mostra que filmes de grafeno
CVD sobre Si/SiO, com alta qualidade podem ser obtidos por meio da técnica que

emprega o PMMA.

3.3 - Dispositivos a base de Grafeno

Apés a transferéncia do grafeno para o substrato de Si/SiO, inicia-se o
processo de fabricacdo dos dispositivos por meio de fotolitografia. A amostra é
primeiramente analisada com um microscépio optico e as regides mais adequadas
do filme s&o escolhidas para a produgdo dos dispositivos com geometria de ponte
Hall.

O processo de fotolitografia € realizado por litografia por escrita direta a laser
que foi desenvolvido e estabelecido de forma inédita na aplicacdo em dispositivos de

grafeno no Departamento de Fisica da UFMG [61].

Para tal utilizou-se o equipamento MICROTECH LASERWRITER LW405 que
emprega um laser com comprimento de onda de 405 nm que é focalizado sobre a
amostra ao passo que é realizada uma varredura do feixe ao longo do eixo X
concomitantemente com o deslocamento da amostra ao longo do eixo y e com a
modulacado da intensidade do feixe. A combinacdo adequada das varreduras em x e
y e da modulacao da intensidade do laser € realizada pelo equipamento a partir do
padrdo que se deseja reproduzir sobre a amostra. O laser sensibiliza um polimero
fotossensivel previamente depositado sobre a amostra imprimindo sobre ela o
padrédo desejado. ApOs a etapa de sensibilizacdo a regido do fotorresiste exposta ao

feixe de laser torna-se sollvel e é removida por um revelador alcalino.
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A figura 3.5 ilustra o processo completo de fabricacéo de dispositivos adotado
nesse trabalho. O primeiro passo na fabricagdo dos dispositivos € o processamento
da ponte Hall no grafeno. Para esse fim é utilizado como resina fotossensivel o
fotorresiste S1805. O fotorresiste € espalhado sobre o substrato utilizando uma
spinner que permite a deposicdo de um filme fino e uniforme, cuja espessura é
controlada pela velocidade de rotacdo da plataforma giratoria. Em sequéncia é feito
um tratamento térmico a 100°C do fotorresiste colocando-se a amostra em uma
chapa quente por noventa segundos e a figura 3.5 (a) ilustra a amostra logo apos
essa etapa. Depois a ponte Hall é processada por fotolitografia em regides
escolhidas no filme de grafeno como indica a figura 3.5 (b) e, em seguida, a regido
sensibilizada pelo feixe € removida pelo revelador MF 321 da Microchem Corp.
Posteriormente o grafeno exposto € corroido por um plasma de O, em baixa
presséao, restando grafeno apenas nas regides protegidas pelo fotorresiste em forma
de ponte Hall, que é removido com acetona. A figura 3.5 (c) ilustra a amostra ap6s

as etapas de revelacao do fotorresiste e corrosédo do grafeno.

O passo seguinte consiste na litografia com a forma dos contatos elétricos.
Para isso primeiramente é depositado sobre a amostra um polimero chamado LOR
3B e, em seguida, sobre ele é depositado novamente o fotorresiste S1805, como
mostra a figura 3.5 (d). A funcdo do LOR é auxiliar no processo de lift-off (remocao
do resiste apds a metalizacdo da amostra) que esté ilustrado na figura 3.5 (f) e o
tratamento térmico dele é feito em chapa quente por 5-10 minutos com temperatura
entre 150-180°C. A acdo do LOR se da criando uma reentrancia logo abaixo da
camada de fotorresiste ap0s a revelagdo, indicado na figura 3.5 (e), o que facilita o
processo de lift-off. ApGs a litografia dos contatos ser feita, a amostra € levada ao
MF 321 novamente e o fotorresiste sensibilizado juntamente com o LOR
imediatamente abaixo dele sdo removidos. O LOR néo é sensibilizado pelo laser,

mas ele é também removido por ser solavel no revelador usado.

Apés a barra Hall e os contatos serem devidamente processados por
fotolitografia, 5 nm de cromo seguido por 50 nm de ouro sdo depositados sobre a
amostra por evaporacao térmica como esté ilustrado na figura 3.5 (e). A funcdo do

cromo € promover a aderéncia do ouro ao substrato. Finalmente, o fotorresiste ndo
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sensibilizado e o LOR 3B restante sdo removidos juntamente com a camada
metalica sobre eles pelo solvente PG Remover em um processo conhecido como lift-
off, indicado na figura 3.5 (f). O metal em contato direto com o substrato e com o
grafeno permanece. A figura 3.6 exemplifica um dispositivo baseado em grafeno em
forma de ponte Hall desenvolvido nesse trabalho a partir do método descrito
anteriormente. O risco brilhante no filme é residuo de PMMA.

a) b) c)

laser Corrosao

Grafeno

SiO,

d) e) f)

laser Evaporagao lift-off

Figura 3.5 — llustracdo do processo completo de fabricacdo do dispositivo. A imagem (a) ilustra a
amostra apds o tratamento térmico do fotorresiste S1805, e entéo se inicia a fabricacéo do
dispositivo. A imagem (b) mostra o processamento da ponte Hall, por fotolitografia, em regides
escolhidas no grafeno que sdo sensibilizadas pelo feixe de laser e, posteriormente, removidas com o
revelador MF 321. O grafeno exposto é removido por um plasma de O, em baixa pressao, restando
grafeno apenas sob as regifes protegidas pelo fotorresiste nao revelado que, em seguida, € removido
com acetona. A imagem (c) ilustra a amostra apos as etapas de revelacdo, corrosédo do grafeno e
remocéao do fotorresiste. Para realizar o processamento dos contatos elétricos € necessério cobrir a
amostra com outro polimero, LOR 3B, que auxilia no processo de lift-off. O fotorresiste € novamente
depositado sobre o LOR e entao é feito, por fotolitografia, o processamento dos contatos como esta
indicado em (d). Ap6s a barra Hall (c) e os contatos serem processados, 5 nm de cromo (Cr) e 50 nm
de ouro (Au) séo evaporados sobre a amostra como mostra a imagem (e). O LOR e o fotorresiste
séo facilmente removidos com PG Remover em um processo conhecido como lift-off e, entdo, apenas
0 metal em contato direto com o grafeno permanece, finalizando dessa forma o processamento do
dispositivo indicado na imagem (f).
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Figura 3.6 — Dispositivo em forma de ponte Hall a base de grafeno desenvolvido pelo método descrito
acima. A cor amarela mostra o ouro evaporado sobre a amostra, a regido mais escura no centro da
imagem delimitada por uma ponte Hall indica o grafeno, ao passo que as regifes mais claras
mostram o substrato de SiO,.

3.4 - Funcionalizacao dos Dispositivos

Depois de finalizada a fabricacdo dos dispositivos eletrénicos € realizado o
processo de funcionalizacdo das amostras que tem como objetivo permitir a fixacao

de biocompostos diretamente na folha do grafeno.

A funcionalizacdo ndo covalente € a mais vantajosa para a aplicacdo em
biossensores visados nesse trabalho porque, além de permitir uma subsequente
imobilizacdo direta e altamente especifica de varios compostos biolégicos no
dispositivo, ela também gera pouca perturbacdo na estrutura eletrénica do grafeno
quando comparada a funcionalizagbes covalentes. Consequentemente, as
propriedades de transporte elétrico s&o menos afetadas [44,45]. A funcionalizagcéo
nao covalente é também muito mais simples de ser implementada do que a
funcionalizacdo covalente ja que a ultima prescinde da geracdo de radicais livres

altamente reativos e capazes de atacar as ligacoes sp? do grafeno [62].
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Os compostos quimicos utilizados nesse trabalho no processo de
funcionalizacéo sao a Tionina e o PBSE (1-pyrenebutanoic acid succinimidyl ester),
gue se ligam ao grafeno de forma néo covalente e estavel [45] devido a presenca de
grupos aromaticos nas cadeias moleculares dos dois compostos, 0s quais interagem
com o grafeno através do empilhamento = [44,45]. A molécula de Tionina, inserida
na figura 3.7 (a), possui duas terminacbes amina — NH, — simetricamente
distribuidas e que podem ancorar, via interacdo amina, uma variedade de proteinas
que desempenham funcfes sensitivas [44]. J& a molécula de PBSE, inserida na
figura 3.7 (b), possui uma terminacdo amida que interage na forma de ligacdes
amida com o grupo amina presente nas proteinas [45]. E interessante notar que
existe uma variedade de métodos para realizar o ancoramento de aptameros em
superficies [63] e que tanto 0os grupos amina quanto amida sdo adequados para tal
fim. Nota-se também que o método de ancoramento aqui utilizado é bem mais
simples que a maioria dos protocolos usuais [63]. Nesse trabalho a proteina
ancorada tanto pela tionina quanto pelo PBSE é o aptamero de alta afinidade e
especificidade pela proteina Taqg DNA polimerase.

Apébs o desenvolvimento da transferéncia do grafeno para os substratos e da
fabricacdo dos dispositivos algumas amostras foram funcionalizadas com Tionina
usando concentracao de 1 — 3 mM, e outras foram funcionalizadas com PBSE com 6
mM de concentracdo. Agua DI foi utilizada como solvente da Tionina, e DMF
(dimethylformamide) foi utilizado como solvente do PBSE. As amostras ficaram
mergulhadas nas solu¢cdes por aproximadamente seis horas e em temperatura
ambiente, depois foram lavadas com 0s respectivos solventes para remover 0S

compostos nao atados ao grafeno.

A figura 3.7 ilustra esquematicamente dois biossensores baseados em
grafeno funcionalizados com Tionina ou PBSE, aptamero e proteina Tag DNA
polimerase que foram estudados neste trabalho. Na figura estdo ilustradas duas
folhas de grafeno funcionalizadas n&o covalentemente com Tionina e PBSE,
também esta representado o aptamero de alta afinidade e especificidade pela
proteina Tag. O aptamero se liga covalentemente a Tionina e PBSE através da

terminacdo amina que é caracteristica de uma proteina. Também esta representada
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na figura a férmula estrutural das moléculas de Tionina (a) e PBSE (b). Em cinza
esta ilustrado o substrato de silicio altamente dopado, em azul o substrato de SiO; e
o losango vermelho representa o Taq DNA polimerase que foi testado nos dois tipos

de sensores.

a) , \
& Proteina [ +t©\
H- = = ’H
N N S N
Y—-Aptamero b b
. — Tionina

119

b) T3

& —Proteina O‘Nkj
Y—-Aptémero x ' °
V¥ -PBSE -

Figura 3.7 — Em (a) esta representado o biossensor baseado em grafeno funcionalizado com Tionina
e a férmula estrutural dessa molécula, em (b) o biossensor esta funcionalizado com PBSE e também
mostra a férmula estrutural desse composto. As duas imagens mostram a Taq DNA polimerase por
um losango vermelho e também o aptdmero. Em cinza esta representado o substrato de silicio
altamente dopado enquanto em azul esta mostrado o substrato de SiO2.
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Capitulo 4 - Transporte Elétrico em
Biossensores a base de Grafeno

4.1 - Medidas de Transporte Elétrico

Os dispositivos de efeito de campo - FET (Field Effect Transistor) -
desenvolvidos nesse trabalho tém como objetivo investigar as propriedades de
transporte elétrico no grafeno funcionalizado e n&o funcionalizado, bem como a
resposta desses dispositivos ao ancoramento dos aptameros e sua conjugacdo com
a proteina alvo especifica. A arquitetura dos dispositivos ja foi discutida
anteriormente, mas serdo reproduzidos aqui 0S aspectos essenciais para o0

entendimento das medidas de transporte elétrico.

A figura 4.1 ilustra os dispositivos fabricados nesse trabalho e o método de
medidas empregado. Para tal aplica-se uma corrente elétrica conhecida I ao longo
do canal principal da ponte Hall, ao passo que é medida a queda de tensao entre
dois contatos ao longo do canal. Esse método de medida que utiliza quatro terminais

€ amplamente utilizado porque ele evita efeitos indesejados de resisténcia elétrica
dos cabos e dos contatos nos resultados obtidos [10]. Portanto, como R = gos
dados adquiridos sdo os valores da resisténcia do grafeno entre os dois contatos
para cada valor de V¢ aplicado. Além disso, como p = R% eoc = %a resistividade e
a condutividade também podem ser plotadas em funcdo da tenséo de gate ja que os
valores de L e W sdo conhecidos enquanto R é medido experimentalmente. Nesse
trabalho foi escolhido explorar as curvas o xV; porque além de possibilitar a

estimativa da mobilidade da amostra, as curvas p xV; ndo contém nenhuma

informacgao que a curva para a condutividade também n&o contenha.
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Figura 4.1 - Esquema ilustrativo de um dispositivo de efeito de campo utilizado nesse trabalho. Em (a)
esta mostrada uma visao mais completa do dispositivo. O resistor de 50MQ em série com o substrato
de silicio é colocado para proteger o dispositivo caso a camada de 6xido se rompa. Em (b) é
mostrado apenas a ponte Hall vista de cima e a configuragdo de medidas utilizada. O resistor de
10MQ é utilizado em série com a ponte Hall a fim de manter uma corrente elétrica constante no canal.

O oxido de silicio usado nos dispositivos possui uma espessura t de 300 nm,
o canal principal da ponte Hall possui 200 um de comprimento e a largura W possui
20 pym de extensdo. Portanto, como a espessura do 6xido € muito menor se
comparada as dimensdes da ponte Hall, logo a aplicacdo da tenséo de gate entre o
silicio e o grafeno pode ser aproximada pelo modelo de capacitor de placas
paralelas descrito na sec¢do 1.6. Ou seja, a condutividade em funcdo da tenséo de

gate pode ser descrita como:
o= |pea(Vpy — Ve)l (4.1)

As medidas de condutividade em funcdo da tensdo de gate aplicada foram
realizadas conforme mostra a figura 4.1. Um resistor de 10 MQ, cuja resisténcia é
muito maior que a da amostra, foi utilizado em série com a ponte Hall a fim de
manter uma corrente elétrica constante no dispositivo. Como a tensao aplicada valia
0,1 V rms, logo a corrente I na amostra é da ordem de 10 nA. A medida da queda de
tensdo entre dois contatos subsequentes ao longo da ponte Hall foi feita utilizando
um amplificador lock-in SR830, portanto, dois terminais foram utilizados para aplicar
a corrente ao longo do canal principal, ao passo que outros dois foram usados para
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medir a diferenca de potencial entre os contatos verificados conforme mostra a
figura 4.1. A tenséo de gate foi aplicada com uma fonte Keithley 230 Programmable
Voltage Source e um resistor de 50 MQ foi colocado em série com o substrato de
silicio com a finalidade de proteger o dispositivo caso a camada de Oxido se

rompesse.

Grande parte das medidas foi feita em baixa temperatura (T = 77K), e para tal
a amostra era colocada dentro de um criostato e ficava em contato com um “dedo
frio” que era resfriado com o uso de nitrogénio liquido. A temperatura dentro do
criostato era indicada a todo instante por um controlador LakeShore 331 que era

acoplado a ele.

A mobilidade u do grafeno é limitada por varios fatores, entre eles
espalhamentos devido a impurezas ionizadas e aos ripples, que sdo ondulacdes que
o filme de grafeno adquire em certas regiées devido a rugosidade do 6xido de silicio
[55]. Ambas as fontes de espalhamento podem ser reduzidas no processamento dos
dispositivos, entretanto, espalhadores intrinsecos como fénons ndo podem ser
eliminados [55]. Desse modo a condutividade medida em funcédo da tensdo de gate

€ uma funcao sublinear em Vg [10,55] e ndo linear como prevé a equacao (4.1).

Contudo, foi observado por Morozov et. al. que a resistividade do grafeno

pode ser escrita empiricamente por duas contribuigbes, ou seja, p = p;+ ps. O

1 . , ,
termo p; o ~ pode ser atribuido a espalhadores extrinsecos de longo alcance como

7 7

impurezas ionizadas. JA o termo p; € independente de n e é atribuido a fontes
espalhadoras intrinsecas de curto alcance, geralmente associadas aos fénons [55].

Portanto, foi observado por Morozov que se p,, determinado empiricamente, for

1
= — torna-se

Ps P1

subtraido de p para 0 caso p > p, entdo a condutividade g; = p_1

perfeitamente linear em V¢ [10,55]. A figura 4.2 exemplifica um grafico de o e g; em
funcdo da tensdo de gate e mostra claramente que o possui uma dependéncia

sublinear em Vg ao passo que g; varia linearmente com V.
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Figura 4.2 — Curvas de o x V; e g; x V;. O comportamento sublinear € visto na curva preta (o)
enquanto a curva vermelha (a;) é linear em Vg.

~ 1 1
Como p >» p; entédo p = p;, mas como g = s Lo o= o Portanto, a
l

mobilidade da amostra pode ser estimada fazendo uma regresséo linear da curva de
condutividade em funcéo da tensdo de gate. A inclinacdo da reta ajustada relaciona-

se a mobilidade do grafeno da seguinte forma:

1

ea

do

99— Jpeal - p=

doy
e — 4.2)

dvg

O procedimento de subtrair um valor constante da resistividade total do
grafeno implica em, basicamente, estimar como a mobilidade do material é afetada
apenas pela presenca de centros espalhadores extrinsecos de longo alcance na
amostra. Esse método ¢ justificado pelo fato de que fontes espalhadoras intrinsecas
nao podem ser eliminadas do problema. O procedimento descrito acima foi aplicado

para todas as curvas de ¢ x V; medidas experimentalmente e expostas mais adiante.

A tabela 4.1 apresenta um histérico geral dos resultados obtidos nesse
trabalho. Foram levados em consideracdo os trés passos mais importantes para o
desenvolvimento do projeto: transferéncia de substrato, fabricacdo dos dispositivos e

medidas de transporte elétrico nas amostras. A fabricacdo dos dispositivos so foi

48



considerada completa para amostras que estavam plenamente em condi¢cdes de
serem medidas. Ao longo do trabalho as amostras s6 passaram a ser numeradas a
partir do momento em que a técnica de transferéncia de substrato foi dominada.
Nesse caso foram produzidas 25 amostras das quais as de numero 6, 16, 19 e 22
foram medidas, porém, como os resultados obtidos foram inconclusivos, como, por

exemplo, a ndo observacao do ponto de neutralidade, optamos por ndo expo-los.

Tabela 4.1 — Histérico geral das amostras produzidas nesse trabalho.

Amostra Transferéncia de Fabricacao dos Medidas de Transporte
Substrato Dispositivos Elétrico
1 v v x
2 v x x
3 v v x
4 v v x
5 v v x
6 v v v
7 v v x
8 v v v
9 v v v
10 v v v
11 v v v
12 v v x
13 v x x
14 v v v
15 v x X
16 v v v
17 v v v
18 v v x
19 v v v
20 v v x
21 v v x
22 v v v
23 v v x
24 v v x
25 v v x
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A figura 4.3 mostra a curva medida de ¢ x V; para a amostra 8 que nao foi

funcionalizada. A reta em vermelho representa o ajuste linear feito e o valor

2
subtraido de p foi p; = 0,7 kQ, resultando assim em u =~ 1129 % O fato do ponto

de neutralidade se encontrar em Vpy = 61V indica o alto grau de dopagem da
amostra causada provavelmente por residuos de fotorresiste, residuos de PMMA,

defeitos estruturais e gases adsorvidos sobre a superficie do grafeno [52,53,56].

amostra ndo funcionalizada ‘

1.8 o XV,
T=77K

_12b
ge
<
o]

06|

-100 _50 0 50 100

Vg (V)

Figura 4.3 — Curva de ¢ X Vg para a amostra 8 ndo funcionalizada.

A figura 4.4 representa a curva de ¢ x V; para a amostra 9 antes e depois da
funcionalizacdo com Tionina. Em preto e em vermelho estédo representadas, nessa
ordem, as curvas antes e depois da funcionalizacdo. O ajuste linear feito para cada
um dos casos é visto em azul, sendo p; = 1,2 kQ antes da funcionalizacdo e

ps = 0,5 kQ depois dela. No inicio do processo a amostra possuia dopagem tipo-p ja
que Vpy = 21V, ja a mobilidade medida era de u = 446 % . Depois de
funcionalizada a amostra adquiriu dopagem tipo-n ja que o ponto de neutralidade se
deslocou para Vpy = -2V, e 0 valor da mobilidade medida caiu para u = 313 %

Essa queda da mobilidade pode ser entendida porque, através do processo de

funcionalizacdo, moléculas sdo atadas a superficie do grafeno e com isso a
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densidade de centros espalhadores aumenta. Consequentemente as propriedades

de transporte elétrico sdo diretamente afetadas.

amostra ndo funcionalizada
amostra funcionalizada - Tionina (2 mM)
cx V, Wy~ 446 cm”/V s
I T=77K 4 ~313cm?/V s
0,20
"~ 0,15
=
L
0,10
0,05
-20 0 20 40

Figura 4.4 — Curva de ¢ X Vg para a amostra 9 antes e depois da funcionalizagdo com Tionina (2mM).

Nas figuras 4.5 e 4.6 estdo representadas as curvas de o xV; para as
amostras 10 e 11 antes (a) e depois (b) da funcionalizacdo com Tionina. Ja em
vermelho estédo representados os ajustes lineares feitos para cada uma delas. Para
a amostra 10, p, = 1,2 kQ antes da funcionalizacéo e p, = 0,6 kQ depois. J& para a
amostra 11, p; =0,1kQ nos dois casos. Semelhantemente a amostra 9 foi
observado que a Tionina mais uma vez promove uma dopagem tipo-n no grafeno.
Antes da funcionalizacdo Vpy = 39V para a amostra 10 e Vpy = 22 V para a amostra
11. Apos o procedimento o ponto de neutralidade em ambos os casos encontra-se
Vpn = -3V. Em concordancia com o resultado obtido anteriormente foi verificado

novamente que a mobilidade do grafeno diminui com a funcionalizagdo com Tionina.

2

A mobilidade medida na amostra 10 inicialmente vale u = 321 % e apés a
2 2

funcionalizacdo u z278%. Ja para a amostra 11 u zBS% antes da

2
funcionalizacéo, ao passo que u ~ 31 % depois.
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Figura 4.5 — Curva de ¢ x Vg para a amostra 10 antes (a) e depois (b) da funcionalizacdo com Tionina
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(ImM).

)

a(ka

amostra ndo funcionalizada
2
S x Vg, nu=35cm°/V s
T=77K
-70

amosira funcionalizada - Tionina (3 mM)
ox Vg wu~31cm’/Vs
0.057 1 T=77K
0,054 |
0,051
-30

Vg (V)

Figura 4.6 — Curva de ¢ x Vg para a amostra 11 antes (a) e depois (b) da funcionalizacdo com Tionina

caracterizacdo elétrica dos dispositivos de grafeno sem

(3mM).

A tabela 4.2 apresenta uma visao geral dos resultados obtidos nessa etapa de

funcionalizacéo,

funcionalizados com Tionina ou PBSE. Estao listados na tabela os valores medidos

da mobilidade de cada amostra, os valores de p. subtraidos da resistividade total e o

valor da tensdo do ponto de neutralidade para cada um dos casos citados acima.
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Tabela 4.2 — Resumo geral dos resultados obtidos nas medidas de transporte elétrico para amostras
de grafeno sem funcionaliza¢do, funcionalizadas com Tionina ou PBSE.

Amostra Funcionalizagdo Vpn (V) 1 (cm?/V s) ps (kQ)
8 - 61 1129 0,7
9 - 21 446 1,2
9 Tionina (2 mM) -2 313 0,5
10 - 39 321 1,2
10 Tionina (1 mM) -3 278 0,6
11 - 22 35 0,1
11 Tionina (3 mM) -3 31 0,1
14 PBSE (6 mM) 40 139 1,0
17 PBSE (6 mM) 35 1554 0,7

As amostras 14 (a) e 17 (b) foram funcionalizadas com PBSE e a figura 4.7
mostra as curvas de o x V; para ambas. Embora a condutividade em funcdo da
tensdo de gate ndo tenha sido medida antes da funcionalizacdo, aparentemente o
PBSE nédo produz um efeito de dopagem tipo-n tdo perceptivel como a Tionina
porque o ponto de neutralidade para a amostra 14 encontra-se em Vpy = 40V e para

a 17 em Vpy = 35V. Ademais, para a amostra 14 p, = 1,0 kQ e a mobilidade medida

2
foi de u =~ 139 % ja para a amostra 17 p; = 0,7 kQ) e o valor encontrado para a

2
mobilidade é u = 1554 % Esses resultados também sdo apresentados acima na

tabela 4.2.
a) b)
050 [ amostra funcionalizada - PBSE (6 mM)] [ amostra funcionalizda - PBSE (6 mM) |
ox Vg we139cm’/V s 16 ox Vg
T=77K ’ T=77K D
S
~ 0,45 +
= u=x 1554 cm?/V s
©
0,40 —
VPN = 35V
-40 -30 0 30 60
Vi (V) Vg (V)

Figura 4.7 — Curva de ¢ x Vg para as amostras 14 (a) e 17 (b) funcionalizadas com PBSE. A
condutividade em funcéo da tensdo de gate ndo foi medida antes do processo de funcionalizacéo.
Aparentemente o PBSE ndo produz um efeito de dopagem tipo-n tédo intenso com a Tionina ja que o
ponto de neutralidade para as duas amostras encontra-se em valores positivos de V.
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Foi observado que ponto de neutralidade das amostras funcionalizadas com
Tionina foi fortemente deslocado para valores negativos de Vg, porém, 0 mesmo nao
ocorreu para as amostras funcionalizadas com PBSE. Esse fato pode ser entendido
pela formacdo de uma ligacdo do tipo cation-n entre um cation e um sistema de
elétrons 7 [64]. O modelo classico de ligacao cation-n é a ligacdo entre um anel de
Benzeno e um cation metéalico. Essa interacdo € bastante intensa tendo energia de

ligacdo comparavel a de pontes de hidrogénio.

No caso especifico da Tionina ocorre o0 que se chama de ligacdo n-cétion-r j&
que a Tionina é um cétion formado, ele mesmo, por um sistema n. Desse modo a
ligacdo entre a Tionina e o grafeno possui caracteristicas tanto do classico
empilhamento n que envolvem interacdes de Van der Walls, quanto da ligacao
cation-rn tradicional. A interacdo n-cation-n ndo € tdo intensa quanto a cation-t, mas
€ muito mais intensa (com uma energia de ligacdo entre duas e trés vezes maior)

que a ligacéo proporcionada pelo empilhamento = [65].

O efeito de dopagem tipo-n devido a ligacBes do tipo cation-r ja foi observado
em sistemas onde o 6xido de grafeno é reduzido na presenca de ions de Sédio ou
de Potéssio [66]. Nesse trabalho ocorre um caso semelhante. A presenca do cation-
n (no caso a Tionina) desloca o nivel de Fermi do grafeno para a banda de
conducdo, minimizando assim a energia do sistema na medida em que torna
disponiveis elétrons livres para blindar a carga positiva das moléculas de Tionina
ligadas a superficie do grafeno. O custo de energia associado ao deslocamento do
nivel de Fermi para a banda de conducéo é largamente compensado pela energia

de interacdo Cuolombiana entre os ions positivos e os elétrons de conducéo.

Qualitativamente pode-se entender o fato da ligacdo w-cation-r ser mais
intensa que o empilhamento =. Isso se deve ao fato de que, além da interacéo de
Van der Walls entre os sistemas n, hd ainda um ganho liquido de energia pela
interacdo entre 0s ions positivos e o0s elétrons de conducdo gerados pelo
deslocamento do nivel de Fermi para a banda de conducdo, na configuracao
energeticamente mais favoravel ao sistema. Ademais, essa situacdo € bastante

interessante pelo ponto de vista da funcionalizagdo porque ela cria um mecanismo
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de funcionalizacdo ndo covalente bem mais robusto do que o simples empilhamento

TC.

No caso do PBSE, como as moléculas sdo eletricamente neutras [41], h&
apenas o caso classico de empilhamento n e, assim, o ponto de neutralidade nao
sofre variacdes em sua posi¢cao inicial. Como durante o processamento dos
dispositivos as amostras adquiriram uma dopagem tipo-p, portanto, por esse motivo
as amostras funcionalizadas com PBSE mantém essa dopagem como foi verificado

experimentalmente.

4.2 - Ensaios em Biossensores a Base de Grafeno

ApoOs ser realizada uma completa caracterizacao elétrica dos dispositivos de
grafeno sem funcionalizacdo, funcionalizado com Tionina ou PBSE, as amostras
estdo prontas para o0s primeiros testes como biossensores. A capacidade de
interacdo com o grupo amina NH, das moléculas de proteinas que a Tionina e 0
PBSE possuem foi explorada nos testes realizados em biossensores. Para executar
0s experimentos foi utilizada uma amostra funcionalizada com Tionina (amostra 9) e

outra com PBSE (amostra 17).

As proteinas sofrem desnaturacdo em sua forma estrutural em baixas e altas
temperaturas, dessa forma elas perdem a capacidade de interacdo com outras
moléculas o que interfere diretamente nos resultados medidos. Para evitar esses
contratempos o0s testes iniciais foram realizados em pressdo e temperatura
ambientes, o que também serve para simular um caso real de diagndéstico. O 6xido
que isola o grafeno do substrato altamente dopado pode ser irreversivelmente
danificado em medidas em temperatura ambiente caso altas tensbes sejam
aplicadas. Entdo, para preservar o pleno funcionamento deles as medidas de o x V
foram feitas aplicando-se uma baixa tensdo de gate o que significa que nao foi
possivel varrer a faixa de tenséo necessaria para observar o ponto de neutralidade,

porém, os efeitos das interagcdes com os aptameros foram claramente observados.
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A funcionalizacdo n&o covalente com o uso de aptameros foi escolhida na
realizacdo dos experimentos porque ela ndo introduz defeitos estruturais no grafeno,
minimiza as ligacdes ndo especificas e, portanto, permite a deteccdo direta e

especifica da proteina alvo [41].

As amostras ja funcionalizadas com Tionina e PBSE foram novamente
funcionalizadas com o aptamero e com a proteina especifica Taqg DNA polimerase,
diluidos em &gua DI, e depois novas medidas de resistividade em funcéo da tensao
de gate foram realizadas. A figura 4.8 ilustra a funcionalizacdo com o aptamero
conjugado a proteina. As elipses vermelhas representam tanto as moléculas de
Tionina quanto as de PBSE e os aptameros se ligam a elas pela terminacdo amina

(no caso da Tionina) e pela terminagdo amida (no caso do PBSE). O elemento

sensitivo preto representa o aptamero ao passo que o losango vermelho ilustra a

L 2 & 4

proteina Taq DNA polimerase.

Figura 4.8 — Esquema ilustrativo da amostra de grafeno funcionalizada com moléculas de Tionina ou
PBSE (elipse vermelha) ligadas a conjugacéo aptamero/Taq DNA polimerase (elemento sensitivo e
losango vermelho) através das terminacdes amina presentes nas moléculas do aptamero.

A figura 4.9 mostra o resultado obtido para o teste de biossensor utilizando a
amostra 9 previamente funcionalizada com Tionina. Embora ndo se pode fazer um
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julgamento seguro porque ndo foi possivel localizar a posicdo do ponto de
neutralidade, a analise da concavidade das curvas fornece informagfes importantes.
No caso dessa medida o ponto de neutralidade que estava inicialmente em
aproximadamente Vpy = -2V parece ter-se deslocado para tensdes positivas, acima
de 5V, o que denota uma dopagem tipo-p.

—— Tionina + aptamero + proteina Taq
Tionina (2 mM)

o

o

(o))

B
|

0056 mr——r— . . .
VG (V)

Figura 4.9 — Curva de o x V;; para a deteccao da proteina Tag DNA polimerase pela amostra 9. O fato
do ponto de neutralidade ter se deslocado para tensdes positivas, acima de 5V, indica que a
funcionalizacdo com o aptadmero ja conjugado a sua proteina alvo promove uma dopagem tipo-p no
grafeno previamente funcionalizado com Tionina (2mM).

Fica evidente pela figura 4.9 acima que ha uma grande alteracdo na resposta
elétrica do dispositivo quando o aptamero ja conjugado a sua proteina especifica

interage com a superficie do grafeno funcionalizada com Tionina.

Outro teste como dispositivo biossensor foi realizado utilizando a amostra 17
que estava previamente funcionalizada com PBSE. A seguir a figura 4.10 apresenta

a curva de o x V; medida nesse teste.
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— PBSE + aptamero + proteina Taq

—— PBSE (6 mM)

0,6 \
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Figura 4.10 — Curva de ¢ x V;; para a detec¢éo da proteina Taq DNA polimerase pela amostra 17. A
comparacao entre a concavidade das duas curvas indica que a funcionalizacdo com o aptamero ja
conjugado a sua proteina alvo promove uma dopagem tipo-n no grafeno previamente funcionalizado
com PBSE (6mM).

A mudanca verificada na condutividade do grafeno indica mais uma vez que
ele é sensivel a nova funcionalizacdo com a conjugacdo aptamero-proteina.
Analisando o resultado acima também a partir da concavidade das curvas,
aparentemente a interacdo dos aptameros ja conjugados a proteina Taq DNA
polimerase com a superficie do grafeno funcionalizada com PBSE deslocou o ponto
de neutralidade para tensdes de gate menores, ou seja, ela promoveu uma
dopagem tipo-n. Nota-se que no caso das amostras funcionalizadas com PBSE o
ponto de neutralidade localiza-se bem acima da faixa de tensbes empregadas nas
medidas da figura 4.10 (curva preta). A curva vermelha indica que o ponto de

neutralidade aproximou-se muito de tensdes da ordem de 10V.

Essas medidas indicam até o momento que de fato ha uma grande

sensibilidade do grafeno em relacdo a deteccdo de biocompostos, mas elas ainda
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séo bastante inconclusivas. Além disso, para determinar tanto a sensibilidade quanto
a especificidade seria necessario realizar experimentos complementares da seguinte
forma: (i) a partir do dispositivo funcionalizado com Tionina ou PBSE; (ii) imobilizar
apenas o aptamero e realizar a caracterizacdo elétrica determinando o efeito dessa
imobilizacdo nas propriedades de transporte elétrico; (iii) funcionalizar o dispositivo
com a proteina especifica e avaliar a resposta elétrica; (iv) repetir o mesmo
procedimento com proteinas inespecificas com o intuito de verificar a seletividade;
(v) avaliar a resposta quantitativa. Como mostrado anteriormente apenas um numero
pequeno de dispositivos pode, de fato, ser usados em experimentos de transporte
elétrico porque a maioria apresenta fuga de corrente pelo 6xido que isola o grafeno

do substrato altamente dopado.

Portanto, os primeiros ensaios nos dispositivos biossensores baseados em
grafeno funcionalizado com Tionina ou PBSE mostraram-se promissores na
deteccao direta e especifica da proteina alvo e os resultados obtidos sdo bastante
satisfatorios. Assim como era esperado o grafeno mostrou-se muito sensivel a
interacdo entre aptamero-proteina e pode ser usado como material base na

producado de biossensores altamente sensiveis.

Desenvolvemos e dominamos as etapas necessarias para a producao e teste
dos dispositivos. As perspectivas futuras do trabalho sdo excelentes tendo em vista
que, com o volume de conhecimento e aprendizado obtido até o momento,

esperamos ter uma eficiéncia e produtividade maiores nas investiga¢cdes em curso.

59



Conclusoes

A proposta desse trabalho consistiu na investigacao de rotas para a producéo
de biossensores a base de grafeno que sejam, a0 mesmo tempo, sensiveis,
seletivos e que possam ter a resposta medida de forma simples. Com o intuito de
atingir o objetivo final com éxito o trabalho foi divido em quatro etapas, séo elas:
transferéncia de substrato do filme de grafeno, fabricacdo e caracterizagcdo dos
dispositivos eletrénicos, funcionalizacdo e medidas de transporte elétrico dos
dispositivos de grafeno funcionalizados, avaliacdo da resposta elétrica dos
dispositivos a presenca de aptameros conjugados com a sua proteina especifica, no
caso com aptamero-proteina Taq DNA polimerase.

O processo de transferéncia de substrato é crucial para o sucesso do restante
do trabalho porque as caracteristicas do filme de grafeno que interferem no
andamento dele, como dopagem e uniformidade do filme transferido, sdo adquiridas
nessa etapa [49,51]. O método que utiliza o PMMA foi empregado e ele permitiu a
transferéncia de grandes areas continuas de filmes de grafeno. No entanto, também
foi verificada, primeiramente por espectroscopia Raman, a presenca de residuos
guimicos, provavelmente residuos de PMMA, que atuam como dopantes e centro
espalhadores [52,56], e também foi verificada a presenca de defeitos estruturais no
filme oriundos do processo de transferéncia e crescimento [47,49,51]. A presenca de
defeitos estruturais é indicada pelo aparecimento da banda D no espectro Raman
[22], enquanto a dopagem € indicada pelo deslocamento da banda G em relacdo a
sua posicao original [10]. Ademais, 0s espectros obtidos revelam que a intensidade
da banda G é na faixa de 2 — 3 vezes maior que a da banda G e isso indica que o
filme transferido € composto majoritariamente por grafeno monocamada [16]. Todas
essas constatacgdes justificam o sucesso alcancado no processo de transferéncia de
substratos e mostram que filmes de grafeno CVD sobre Si/SiO, com alta qualidade
podem ser obtidos por meio da técnica que emprega o PMMA. Portanto, o éxito
logrado mostra que grandes areas de filmes de grafeno CVD podem ser
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consistentemente transferidas em um processo em larga escala para diferentes tipos

de substrato.

A etapa subsequente a transferéncia de substratos é a producdo dos
dispositivos eletrénicos baseados em grafeno que foram fabricados por meio de
fotolitografia a laser. O processo de litografia utilizado supriu bem as necessidades
desse trabalho e permitiu a escrita com alta precisdo das dimensodes exigidas pelos
dispositivos, tanto da ponte Hall quanto dos contatos metélicos. Alguns dispositivos
foram funcionalizados com Tionina ou com PBSE e a funcionalizacdo mostrou-se
bastante pratica e eficaz na imobilizacdo dos aptameros no biossensor. Além disso,
pelas curvas medidas de o x V; foi constatado que a proposta de funcionalizagao
ndo covalente que explora o empilhamento n entre os grupos aromaticos das
moléculas utilizadas e o grafeno preserva a estrutura eletrénica, e também nao
introduz defeitos estruturais no filme. Portanto, o processo de funcionalizacdo nao
covalente descrito nesse trabalho pode ser amplamente utilizado na construcao de
biossensores altamente especificos e seletivos porque esse método nao danifica o
filme de grafeno, logo, ele ndo compromete as propriedades de transporte elétrico
do material [44,45].

ApoOs a fabricacdo dos dispositivos iniciou-se a etapa de caracterizacdo
elétrica das amostras funcionalizadas e n&o funcionalizadas. Foram medidas curvas
de condutividade em funcao da tensdo de gate que permitiram estimar os valores da
mobilidade de cada uma delas. Observou-se que inicialmente o ponto de
neutralidade de todos os dispositivos localizava-se em regifes positivas de Vg, isso
indica que as amostras possuiam dopagem tipo-p proveniente de residuos de
PMMA [56] e gases adsorvidos na superficie do grafeno [52]. O processo de
funcionalizacdo com Tionina produz uma intensa dopagem tipo-n nas amostras que
leva o ponto de neutralidade para regides negativas de Vs. No entanto, a
funcionalizacdo com o PBSE n&o gera o mesmo efeito e isso pode ser explicado
porque a molécula de Tionina € positivamente carregada ao passo que a de PBSE é
eletricamente neutra. No caso da Tionina identificamos que a funcionalizacdo se da
através da interacdo n-cation-r produzindo uma imobilizagcdo mais estavel das

moléculas e uma dopagem tipo-n no grafeno.
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Verificou-se também que a funcionalizacdo com Tionina gera uma diminui¢ao
no valor da mobilidade das amostras. Centros espalhadores de longo alcance como
impurezas ionizadas, residuos quimicos e defeitos estruturais sdo 0s principais
limitadores da mobilidade dos dispositivos [55]. Portanto, como no processo de
funcionalizacdo novos centros espalhadores sao atados aos filmes, a queda da

mobilidade é justificada por esse mecanismo.

Os primeiros ensaios na aplicagdo dos dispositivos em biossensores foram
feitos apOs a extensa etapa de caracterizacdo elétrica. As amostras previamente
funcionalizadas com Tionina ou PBSE foram novamente funcionalizadas com a
conjugacdo aptamero — proteina Taq e novas medidas foram realizadas. Os
resultados mostram que essa subsequente etapa de funcionalizacdo altera
nitidamente as propriedades de transporte elétrico do grafeno porgue uma larga
mudanca na condutividade do material foi observada. Portanto, esse efeito notado
chama a atencao para o fato de que o grafeno pode ser plenamente utilizado na
composi¢cdo de dispositivos biossensores altamente sensiveis. Como ja descrito
anteriormente, o aptamero adquire carga negativa enquanto a proteina Taq adquire
carga positiva ao serem diluidos em agua DI. Por isso os resultados também indicam
gue a deteccao realizada é da associacdo do aptamero a proteina Taq e, portanto, a
funcionalizacdo com o uso de aptamero soluciona a questdo da seletividade em

biossensores baseados em grafeno.

Pela facilidade do processo de funcionalizacdo n&o covalente, pela
simplicidade da fabricacdo dos dispositivos biossensores e pela praticidade do
método de medida empregado, portanto, o trabalho apresentado aponta novos
caminhos para a producdo em larga escala de dispositivos biossensores baseados

em grafeno altamente eficientes, sensiveis e seletivos.
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