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RESUMO

A combinacao de polimeros com nanoparticulas de metais nobres resultam na
formagdo de filmes finos, que podem ser utilizado na fabricagdo de nanosensores. Esses
filmes finos possuem propriedades exclusivas, que causam ressonancia plasmoénica de
superficie pela mudanga conformacional dos mesmos. Essa variagdo conformacional ¢
causada pela interagdo com analito ou por estimulo externo, podendo ser analisada por
espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-vis. Este simples e econdomico meio de
transdugao do sinal apresenta-se como uma ferramenta bastante promissora, € se combinado
com a alta seletividade encontrada em reacdes biologicas, torna-se ainda mais promissora no

desenvolvimento de sensores.

Os esforgos desse projeto foram concentrados para o desenvolvimento dos sensores
que respondam a estimulos externo e¢ baseado na utilizagdo de polimeros escovas. Este
trabalho de conclusdo de curso foi baseada na producgdo de sensores nanoplasmonicos, que
na presenca de fatores externos causam modificagdo estrutural dos filmes finos poliméricos
depositados sobre um substrato ¢ ddo um resposta altamente seletiva. As mudangas
conduzirdo a geragdo de sinais Opticos ou eletroquimico, que serdo medidos por transmissao

de ressonancia plasmodnica de superficie ou via eletroquimica.

Foram realizados experimentos de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica em
pH=3 para avaliar a capacidade de eletrodica deste material. Também foram efetuados
experimentos por espectrofotometria de absor¢do na regido de ultravioleta-visivel em pHs

variando de 3 a 7 para se analisar o efeito plasmdnico do material.

Pode-se notar que em pH mais 4cidos o polimero se mostrou mais condutor e de
acordo com a literatura este efeito ¢ causado pela expansdo polimérica que deixa o mesmo
em seu estado ativo ON (expandido). J4 em pH mais basicos os polimeros demonstraram um
comportamento inverso por os mesmo se contraem, estardo no seu estado inativos OFF

(contraido), e dificultam a passagem eletronica.
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1. INTRODUCAO

A modificagdo de superficies por filmes finos poliméricos condutores ¢ uma
metodologia amplamente utilizado para adaptar as propriedades de superficie de tais
materias como a biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo. Na superficie de tais filmes
finos pode-se depositar o polimero por diversas técnicas como: deposi¢ao ou pulverizagdo a
partir de solugdo [1]. Alternativamente, os polimeros com grupos funcionais reativos podem
ser enxertados sobre as superficies, resultando em chamados polimeros escovas. A vantagem
de escovas de polimero em relagdo a métodos de modificagdao de superficie € a sua robustez
mecanica e quimica, juntamente com um elevado grau de flexibilidade sintética para a
introdu¢do de uma variedade de grupos funcionais. Ha também um interesse cada vez maior
de uso de escovas de copolimero dibloco ou funcionais para superficies 'inteligentes' ou
responsivo, que podem mudar de uma propriedade fisica (biocompatibilidade) mediante um

estimulo externo, tal como o calor, pH ¢ a concentragado de sal.

Comumente, os polimeros escovas sdo preparados por deposicdo em uma superficie
modificada, que através da formagdo de ligagdo quimica entre os grupos reativos na
superficie e grupos reativos do polimero, se adsorvem. Esta técnica ¢ muito dificil de
alcancar altas densidades de enxerto devido a aglomeragdo estérica de sitios reativos na
superficie dos polimeros ja adsorvidos. Além disso, a espessura do filme € limitada por meio
de pesos moleculares do polimero em solucdo. Ha ndo presenca de grupos reativos na
superficie a se modificar torna a adsor¢cdo um processo reversivel e ndo sdo estaveis nestas
condi¢des, forcando a quebra da ligacdo polimérica. Por isso nesse trabalho iremos utilizar a
técnica conhecida de enxerto polimérico por meio de iniciadores ligados a superficies. Esta ¢
uma alternativa poderosa para controlar a funcionalidade, densidade e espessura das escovas
de polimeros com uma precisdo quase molecular. Em primeiro lugar, o substrato de eleicao
(ITO) ¢ modificado com iniciador de suporte de monocamadas auto. Estas monocamadas
podem ser formadas em praticamente qualquer superficie, desde que a funcionalidade da
escova ¢ escolhida a direita (por exemplo:. Tidis em ouro, silanos sobre vidro, Si/SiO2 e
polimeros plasmaticos oxidados). As superficies de iniciador sdo entdo expostas a solugdes
contendo catalisador ¢ o monomero. A fim de alcangcar o maximo de controle sobre a

densidade da escova poliméricas, a polidispersdo e composi¢do, permitem ao mesmo tempo



8

a formacdo de copolimeros na superficie, criando uma polimerizacdo controlada que ¢

altamente desejavel.

A descoberta dos polimeros condutores aconteceu por acidente. Em meados dos anos
70, o quimico japonés Hideki Shirakawa prescreveu a rota da sintese do poliacetileno - o
polimero de estrutura quimica mais simples hoje existente (a sua foérmula estrutural ¢
formada somente por carbono e hidrogénio) - a um de seus assistentes, de nacionalidade
chinesa, chamado, Shirakawa. Este tinha um fraco dominio da lingua japonesa e por isso
errou na composi¢ao molar de uma mistura catalitica importante no processo de sintese.
Como consequéncia, obteve uma pelicula polimérica escura e de brilho metalico, quando
deveria produzir uma certa quantidade de p6 infusivel. Shirakawa guardou cuidadosamente
o "estranho filme polimérico" - um pequeno pedaco de plastico - e alguns anos mais tarde

mostrou a "curiosidade" ao professor Alan G. MacDiarmid que estava em visita ao Japao.

Imediatamente este percebeu que estava diante de um material que pela sua
constituicdo mecanica, cor e¢ brilho, era um sistema até entdo desconhecido. Convidou,
entdo, Shirakawa para trabalhar com ele na Universidade da Pensilvania, e junto com o
professor Heeger iniciaram os estudos quimicos e fisicos sobre o poliacetileno. Dessa
interacdo cientifica foram produzidos os primeiros artigos cientificos na area, entre os anos
de 1978 e 1981, langando a base de toda uma enorme linha de pesquisa hoje existente em

muitos centros de pesquisa no mundo: a dos polimeros eletronicamente ativos [2].

Diferentes metodologias vém sendo empregadas para projetar novos polimeros com
caracteristicas estimulo-responsivo, dentre os quais se incluem: (a) sintese de polimeros
funcionais com composicao especifica; (b) mistura de material polimérico por adicdo de
aditivo molecular; e (c) modificacdo de polimeros por diferentes tratamentos fisico-

quimicos.

Alguns estudos mostram a preparagdo e caracterizagdes relacionadas com
estruturas/propriedades desses filmes poliméricos estimulo-responsivas depositado sobre
diferentes superficies [3,4]. O Grupo do Prof. Nicolas Peppas foi um dos primeiros a relatar
o desenvolvimento de um nanosensor utilizando polimeros escova para analise de pH, e os

resultados mostraram uma deflexdo de 1 nm para cada variagdo de 5x107° ApH [5].



Polimero escova ¢ um dos tipos mais eficientes de filme fino com propriedades
estimulo-responsivas para o desenvolvimento de nanosensores, pois sua topologia apresenta
propriedades de dilatagdo e contracdo nao encontrada em outras estruturas [6,7]. Essas
mudangas conformacionais na sua estrutura tém levado a um aumento da sensibilidade para
detecgdo de alguns compostos [8-10]. Ha diversos parametros que foram testados para
controlar tais propriedades: densidade dos compostos, comprimento das cadeias poliméricas,

dispersidade e composi¢ao quimica dos grupos funcionais.

Adicionalmente, as propriedades de contragdo e dilatagdo também foram relatadas
para polieletrolitos e polimeros organicos de cadeias longas [11-12]. Em contraste com as
estruturas e propriedades fisico-quimicas encontradas em filmes poliméricos neutros, os
polieletrélitos escovas sdo controlados exclusivamente por interagdes eletrostaticas. Uma
mutua repulsdo entre as cargas dos polimeros e a pressao osmoética presente nos contra-ions
das escovas afetam fortemente as propriedades fisico-quimicas do filme. Polieletrolitos
escovas também possuem propriedades estimulo-responsivas, e apresentam capacidade de
mudanca conformacional quando recebem um estimulo externo causado por variacdo de pH,

temperatura, for¢a ionica e por mudanca da polaridade do solvente [13].

Espectroscopia de ressonancia plasmonica de superficie localizado

A técnica de ressonancia plasmonica de superficie (SPR) baseia-se em propriedades
opticas e pode ser empregada para estudos de fendmenos de superficie, monitorando a
mudancga do indice de refracdo devido, por exemplo, a ligacdo de uma camada organica a
superficie de um metal [14]. O efeito de ressonancia plasmonica de superficie € criado pela
oscilagdo da densidade de carga longitudinal, ao longo da interface de dois meios com
constantes dielétricas de sinais opostos, onde um ¢ metal e outro um dielétrico.
Normalmente SPR ¢ aplicado em superficies planares, j& a ressonancia plasmodnica de
superficie localizada (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon Resonance) ¢ utilizada
para estruturas com dimesdes nanométricas como nanoparticulas ou nanoilhas de metais
nobres [15,16]. LSPR se manifesta na forma de espectros altamente intensos da extingao

(isto €, absorcao + dispersao).
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A ressonancia plasmonica de superficie localizada tem sido utilizada em estudos de
metais nanoestruturados depositados (nanoparticulas ou nanoilhas de metais nobres) em
substratos transparentes como o vidro-ITO. Neste caso, adota-se o termo T-SPR
(transmissao de ressonancias plasmonica de superficie) para se referir especificamente a esta
configura¢do. As faixas de absor¢do de LSPR dessas nanoestruturas sdo dependentes do
tamanho, da forma, da organizagdo espacial, e das propriedades dielétricas da solugdo [17].
A intensidade e a posicdo da faixa de absorcdo plasmoénica obtidas para nanoestruturas
(geradas pela luz em um determinado comprimento de onda onde ocorre a ressonancia
plasmonica nas nanoparticulas ou nanoilhas depositadas) sdo caracteristicas de cada tipo de
material utilizado, e sdo altamente sensiveis aos ambientes que os cercam. Os primeiros
estudos sistematicos dos efeitos T-SPR em materiais fixados e automontados usando
nanoestruturas de ouro (evaporados em quartzo ou em mica) foram relatados pelo grupo do
Prof. Israel Rubistein [17-20]. Van Duyne e co-autores [21,22] relataram uma nova
metodologia utilizando UV-vis para medir o efeito da LSPR em nanoparticulas de prata. O
uso de nanoestruturas de metais nobres em experimentos de LSPR tem grandes vantagens
espectroscopicas, pois o efeito plasmonico resultante dessas particulas apresentam um ultra
brilho (uma particula de 80 nm de didmetro tem um fluxo da dispersdo que corresponda a
10° moléculas de fluorescente) fazendo da aplicagio Optica atrativos para sensores

nanoplasmonico [20,23].

Logo, os esforgos desse trabalho de conclusdo de curso foram concentrados para o
desenvolvimento de sensores plasmonicos que respondam a estimulos externos e baseados
na utilizagdo de polimeros escovas. Os sensores aqui desenvolvidos foram caracterizados

pelas técnicas de: UV-vis e por técnicas eletroquimicas.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Tabela 1. Reagentes utilizados e seus respectivos peso molar e procedéncia.

Reagentes Peso molar Procedéncia
Alcool etilico absoluto 46,07 Impex
MEK (2-Butanone) L Sigma-Aldrich
Tolueno 92,14 Chemis
GPS (3-Glycidyloxypropyl Trimethoxysilane) 236,34 Sigma-Aldrich
Ammonium Hydroxide 211,256 J.T.Baker
Peréxido de Hidrogénio 34,01 Vetec
Cloreto de Potassio 74,555 Carlo Erba
Acido Cloridrico 36,46 Sigma-Aldrich
PAA (Poly (Acrylic acid)) 1700 Polymer Source Inc.
PDMA (Polydimethylaminoethylmethacrylate) 3100 Polymer Source Inc.
Gold(III) Chloride Trihydrate 258,03 Sigma-Aldrich

O tampao fosfato pH 7,0 foi preparado com acido fosforico e monohidrogeno fosfato
dissodico na concentragdo de 10x10” mol/L. O pH foi ajustado conforme o necessario com
NaOH 1 mol/L ou com H3;PO4 1 mol/L. Todas as solu¢des foram preparadas com agua

purificada, em sistema Milli-Q, procedéncia Millipore Corporation.
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao da solucéo de ouro coloidal

Aqueceu-se até a ebulicdo 100,0 mL de uma solugdo 2,5 x 10™* mol/L de HAuCl, em
um Erlenmeyer, com agitagdo. Adicionou-se rapidamente 5,0 mL de solu¢do 1% de citrato
de sddio e manteve-se a solugdo em ebuligdo, por 10 min, ainda sob agitacdo. Decorrido esse
tempo, o aquecimento do sistema foi suspenso e a agitacdo mantida por mais 15 min em
outra placa de agitacdo, porém sem aquecimento. A barra magnética foi, entdo, removida e a
solugdo foi resfriada a temperatura ambiente sem a utilizacdo de banho de gelo. Obteve-se

imediatamente o espectro eletronico da suspensao resultante.

2.2.2 Desenvolvimento do eletrodo

O primeiro passo foi cortar o ITO em pedacos de 1,0 mm de largura e 3,0 mm de
comprimento, tamanho este adequado para que possam ser realizadas as medidas
eletroquimicas. Apds esta primeira etapa os mesmos foram imersos em alcool absoluto e
deixados no ultrassom por 5 min para esteriliza¢do. Posteriormente, foram lavados com agua
Milli-Q e imersos em uma solu¢do contendo butanona para completa remoc¢ao de material
organico presente, por mais 5 minutos. Apds os 5 min os eletrodos foram lavados
novamente com agua Milli-Q. Foram entdo inseridos em um terceiro béquer para mais uma
etapa de limpeza numa solu¢do contendo: 6 mL de hidroxido de amdénio (NH4OH), 8 mL de
peroxido de hidrogénio (H,O,) e 6 mL de agua Milli-Q, por 30 minutos. Transcorrido o
tempo, os eletrodos foram lavados em 4gua Milli-Q por 20 min, e em seguida secados no

nitrogénio.

2.2.3 Modificagéo do eletrodo

Os eletrodos foram quimicamente modificados com PAA e PDMA, de acordo com o

procedimento que sera descrito a seguir:
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- Os eletrodos foram modificados em uma solugdo contendo 1% de 3-3-
Glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPS) em tolueno, por 12 horas a temperatura
ambiente. ApOs esta etapa, foram lavados com tolueno para remover o excesso de GPS

que nao reagiu.

- Adicionou-se entdo 60 pL do polimero PAA e PDMA(solucdo de 0,01 % em
butanona) as superficies dos ITOs, para se obter um filme fino. A reacdo dos
polimeros com o GPS foi feita no forno a vacuo 1 bar, a temperatura de 140° C por 5
horas. Passado esse tempo, os eletrodos foram lavados com butanona para retirar os

polimeros nao ligados.

- Apos a etapa de modificagdo com polimero, foram depositadas nanoparticulas de
ouro coloidal sob as superficies dos eletrodos por 5 horas. Decorridas as horas, os

eletrodos foram lavados com agua Milli-Q para retirar o excesso de ouro.

2.2.4 Medic0es Eletroquimica

Para a realizagdo das medidas eletroquimicas de voltametria ciclica e por impedancia
utilizou-se uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos: eletrodo modificado como

eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia Ag/AgCl e contraeletrodo de platina.

Nesta célula, colocou-se uma solug¢dao de 20 mL de KCI de concentragao 0,1 mol e
variou-se o pH da mesma com adi¢do de HCI. Foram obtidos voltamogramas ciclicos antes e
durante a modificagio em K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s1,0x10° mol/L para a observacio do
comportamento do eletrodo de ouro em fun¢do da modificagdo. Também foram realizados
estudos por voltametria ciclica utilizando os eletrodos modificados em diferentes valores de

pH para verificar o comportamento dos mesmos com relagao ao pH do meio.

Todas as medidas eletroquimicas foram obtidas utilizando a interface pAutolab III/
FRA 2 .Para a medida de voltametria ciclica, empregou-se o software GPES 4.9 e para a de

impedancia o software FRA 4.9.



14

2.2.5 Espectroscopia de absorg¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Para as medidas de espectroscopia UV-Vis, foram inseridos eletrodos em cubetas
contendo solu¢des com pH variando de 3 a 7. Estas, por sua vez, foram colocadas no

espectrometro e as medidas foram registradas pelo software Acquire Toolbar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A voltametria ciclica (VC) compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos
quais as informacgdes sobre a concentracao do analito sdo derivadas a partir das medidas de
corrente em funcao do potencial aplicado sob condigdes de completa polarizagao do eletrodo
de trabalho, através do uso de microeletrodos. Neste experimento, através da técnica de

voltametria ciclica estudou-se as espécies eletroativas do sistema reversivel Fe;(CN)3 /
Fey(CN) 4, utilizando como eletrodo de trabalho o sensor modificado com PDMA e PAA,

como eletrodo de referéncia o elétrodo Ag/AgCl e como contra-eletrodo o eletrodo de

platina.

Observa-se que € possivel gerar eletroquimicamente as espécie Fe, (CN) 4 a partir da
espécie Fes(CN) 3 e isto € indicado pela corrente catodica (redugdo). No sentido de variagdo
inversa e potencial, a espécie Fe, (CN) 4 ¢ oxidada a Fe3(CN)3 e isto ¢ indicado pela
corrente anddica (oxidacdo). Assim através da voltametria ciclica € possivel estudar o

mecanismo de eletro-oxidagdo de espécies eletroativas. Parametros importantes extraidos do

voltamograma ciclico: o potencial de pico catodico (Epc); o potencial de pico anddico (Epa);

a corrente de pico catddico (i_) e a corrente de pico anddico (1_).
pc pa

Primeiro foi estudado o efeito da variacdo da velocidade por voltametria ciclica. A
Figura 1A mostra a separagdo dos picos obtidos por VC. Como podemos notar, a corrente
aumenta proporcionalmente com o aumento da velocidade de varredura. Observa-se que os
picos das correntes sdo proporcionais a raiz quadrada das velocidades de varredura. Esta ¢
uma caracteristica de processos regulados por controle difusional que confirmou ainda mais
que as espécies redox ndo estdo restritas a esfera deste sensor. E também podemos notar um
deslocamento dos potenciais de pico para regides mais positivas, sendo este fato também
caracteristico de processos irreversiveis. A Figura 1B mostra as variagdes das velocidades
de varredura de 0 a 250 mV/s pelos picos de correntes que, estas por sua vez, sio
proporcionais a raiz quadrada das velocidades de varredura, para pH = 3 e o polimero PAA

indicando processo controlado por difusdo das espécies.
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Figura 1. A) Influéncia da variagdo da velocidade de varredura no aspecto geral dos

voltamogramas do sistema Fe(CN)43. utilizando o eletrodo ITO modificado com o

polimero PAA e nanoparticulas de ouro em pH 3 (em solu¢ao de KCI 0,1 mol). B)

Dependéncia do pico de corrente em relagdo a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Utilizou-se o mesmo eletrodo para se observar o efeito de LSPR pela mudanga do pH
do meio. Na Figura 2 podemos notar a maxima absor¢do do espectro LSPR, na presenca da

escova PAA e nanoparticulas de ouro, foi de 22 nm entre pH 3,0 ¢ 7,0 (564-586 nm).

Uma vez que uma mudanca de 2,0 nm no maximo de absorcao ¢ facilmente
observavel, uma mudanca tdo pequena como 0,5 nm de contragdo (ou encolhimento) do
polimero ¢ facilmente detectavel por espectroscopia LSPR. Esta sensibilidade ¢ do mesmo
nivel mensuravel por técnicas mais complexas (em termos de instrumentos e de
processamento de dados), tais como a elipsometria, SPR, ou a rotulagem de fluorescéncia.
Esse processo de expansdo ou contracdo do polimero mostrou-se ser completamente
reversiveis. Repetimos alteracao do pH 3,0-7,0 por cinco vezes e obteve resultados idénticos

opticos.
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Figura 2. Espectro LSPR do eletrodo modificado PAA com adsorg@o de nanoparticulas de

ouro em sua superficie para valores de pH variando de 3 a 7.

O proximo passo foi estudar o polimero PDMA. A Figura 3 mostra as variagoes das
velocidades de varredura de 0 a 250 mV/s. Analisando os picos de correntes obtidos

podemos notar que os mesmos sdao proporcionais a raiz quadrada das velocidades de
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varredura, para pH = 3. Também se notou que com o aumento da velocidade had um
deslocamento do potencial de pico de oxidagdo para regides mais positivas, sendo este um

fato também caracteristico de processos reversiveis controlados por difusao.
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Figura 3. A) Influéncia da variacdo da velocidade de varredura no aspecto geral dos
voltamogramas do sistema Fe(CN) 43, utilizando o eletrodo ITO modificado com o
polimero PDMA e nanoparticulas de ouro em pH 3 (em solucao de KC1 0,1 mol). B)

Dependéncia do pico de corrente em relacdo a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Foram realizadas medi¢des de UV-vis conduzidos em pH para elucidada a gama de
sensibilidade ¢ dinamica da resposta optica. A Figura 4 mostra que a banda de absor¢ao
apareceu originalmente (pH 3,0) com uma absorvéncia maxima a 564 nm, quando as
escovas se encontram expandido. Quando as escovas de polimero foram imersos em solucao
pH 7,0, a banda de absor¢do foi observada a aparecer a 590 nm, mostrando a mudanca
dramatica azul de 26 nm em relagdo ao de nanoparticulas de ouro sobre o PDMA. Este
efeito pode ser atribuida a contragdo induzido por pH da cadeias poliméricas € uma menor
mobilidade das suas extremidades livres, o que causou um aumento da encurtamento das
nanoparticulas de Au. Vale ressaltar que essa mudanga de pH induzido em maximos de
absor¢ao de nanoparticulas imobilizadas Au ¢ completamente reversivel, resultado igual ao
encontrado com PAA. Estes resultados revelam que as posi¢des da banda de absor¢do sdo

controlados pH da solugao.
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Figura 4. Espectro LSPR do eletrodo modificado PDMA com adsor¢do de nanoparticulas

de ouro em sua superficie para valores de pH variando de 3 a 7.
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4. CONCLUSAO

Aqui demonstramos a fabricagdo de um nanosensor extremamente simples, mas
altamente sensivel, baseado e induzido via pH ocorrida nas nanoparticulas de ouro
juntamente com os polimeros PDMA e PAA. Além disso, a metodologia descrita demonstra
uma maneira eficaz para a organizacdo homogénea e adaptada de nanoparticulas em
superficies macroscopicas. O desenvolvimento desses nanosensores terd impacto em
diversas areas como bioanalitica, fisico-quimica e biociéncia, e podera ser aplicada no futuro

no monitoramento da qualidade do ar, anélise de efluentes e em outros sistemas biologicos.
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