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RESUMO

A presente dissertacdo de mestrado trata da fabricacédo de filmes ultrafinos (nanémetros
de espessura) de fosfolipidios anidnicos (DPPG e CLP) e zwiteribnicos (DPPC e
DOPC) utilizando as técnicas layer-by-layer (LbL) e Langmuir-Blodgett (LB),
possibilitando assim a obtencdo de filmes com diferentes arquiteturas moleculares. O
objetivo principal foi explorar a aplicacdo destas diferentes arquiteturas moleculares na
deteccdo do farmaco fenotiazinico azul de metileno (AM) em solugdes diluidas. O
crescimento linear, camada por camada, desses filmes foi verificado e monitorado por
espectroscopia de absorcdo no UV-Vis. Verificou-se por FTIR que o crescimento dos
filmes LbL e LB é determinado por interacfes eletrostaticas entre os fosfolipidios e o
polieletrdlito catidbnico PAH utilizado como camada de suporte, favorecendo o
crescimento dos filmes com fosfolipidios aniénicos. A morfologia foi analisada através
de microscopias oOpticas, AFM e MEV, revelando que os fosfolipidios estruturam-se
como vesiculas nos filmes LbL e monocamadas nos filmes LB. Filmes LbL e LB de
fosfolipidios com diferentes espessuras foram entdo depositados sobre eletrodos
interdigitados de Pt formando unidades sensoriais que foram aplicadas na deteccdo de
AM via espectroscopia de impedancia. Os resultados mostraram que as diferentes
arquiteturas moleculares dos filmes LbL e LB levam a respostas elétricas distintas e
permitem a deteccdo de AM em concentragdes de nanomolar. A técnica SERS foi
utilizada para obter informacdes estruturais do sistema AM/fosfolipidios nos niveis de
diluicdo alcancados via espectroscopia de impedancia. Para tanto, monocamadas LB
foram depositadas sobre filmes evaporados com 6 nm de Ag e nanoparticulas de Ag
foram dispersas no interior dos filmes LbL. A presenca da Ag na forma de
nanoparticulas em ambos 0s casos permitiu a obtencdo de espectros SERRS do AM,

possibilitando sua detec¢do em niveis elevados de diluigdo, inclusive se aproximando



do regime de uma Unica molécula, e a distin¢cdo do arranjo molecular assumido pelo

AM (monbmeros ou agregados) quando disperso na matriz de fosfolipidio.

Palavras-chave: filmes de Langmuir e Lagmuir-Blodgett, filmes layer-by-layer,

fosfolipidios, azul de metileno, espectroscopia de impedancia, SERS.
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ABSTRACT

Thin films of anionic (DPPG and CLP) and zwiterionic (DPPC and DOPC)
phospholipids with different molecular architectures were fabricated using the layer-by-
layer (LbL) and Langmuir-Blodgett (LB) techniques. The main goal of this work was to
explore the application of these distinct molecular architectures in the detection of high
diluted solutions of methylene blue (MB), a phenothiazine derivative drug. The linear
growth, layer by layer, of these films was verified and monitored by UV-Vis absorption
spectroscopy. It was found by FTIR that electrostatic interactions among the
phospholipids and the supporting layer of PAH (cationic electrolyte) are the main
driving force allowing the growth of the LbL and LB films, which favors the growth of
the cationic phospholipids. The morphology was analyzed through optical microscopy,
AFM and SEM, revealing that the phospholipids are structured as vesicles in the LbL
films and as monolayers in the LB films. Different thickness of LbL and LB films
containing phospholipids were deposited onto Pt interdigitated electrodes forming
sensing units applied in the detection of MB using impedance spectroscopy. The results
showed that the different molecular architectures of the LbL and LB films take to
different electrical responses and allow the MB detection in concentrations of
nanomolar. The SERS technique was applied to obtain structural information of the
system MB/phospholipids at the dilution levels reached via impedance spectroscopy.
Then, LB monolayers were deposited onto 6 nm of Ag evaporated films with and Ag
nanoparticles were dispersed within the LbL films. The presence of Ag forming
nanoparticles in both cases played a key role in achieving the MB SERRS signal
allowing obtaining the detection in high dilution levels, approaching to single molecule,
and distinguishing the MB molecular arrangements (monomers or aggregates) in the

phospholipid matrix.



Keywords: Langmuir and Langmuir-Blodgett films, layer-by-layer films,
phospholipids, methylene blue, impedance spectroscopy, SERS.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO DE MESTRADO

O desenvolvimento e exploracédo de dispositivos analiticos para fins de deteccéo,
quantificacdo e monitoramento de espécies quimicas especificas tém proporcionado um
crescimento significativo da area dos sensores e biossensores. Em nosso grupo de
pesquisa temos obtido resultados em que unidades sensoriais contendo filmes
Langmuir-Blodgett (LB) de diferentes materiais como polimeros condutores, corantes
organicos e ligninas demonstraram um 6timo desempenho via espectroscopia de
impedancia na deteccdo de tracos de analitos. Entre estes se destacam substancias que
simulam os paladares distinguidos pelos seres humanos (doce, salgado, azedo e
amargo), inclusive abaixo do limite de deteccdo humana, a identificacdo de diferentes
tipos de agua (ultrapura, destilada, mineral, torneira), a deteccdo de pesticida e ions
metalicos em agua com concentracdes da ordem de ppb, bem como na presenca de

substancias fluoradas e cloradas.

Nesta dissertacdo de mestrado foram fabricados filmes layer-by-layer (LbL) e
LB contendo fosfolipidios biolégicos aplicados no sensoriamento de derivados
fenotiazinicos. O desafio deste trabalho foi obter filmes finos de fosfolipidios, que véo
além de mono ou bicamadas, fator limitante imposto pela técnica LB no caso dos
fosfolipidios. A possibilidade de se fabricar filmes mais espessos € importante porque
permite a caracterizacao destes filmes por uma gama maior de técnicas, o que é dificil
no caso dos filmes LB pela concentragdo extremamente baixa de material nas mono ou
bicamadas. Vencido o desafio inicial de se fabricar multicamadas LB e LbL de
fosfolipidios, o objetivo seguinte foi investigar se as diferentes arquiteturas moleculares

dos fosfolipidios nos filmes LB (monocamadas) e LbL (vesiculas) influenciam no
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desempenho de unidades sensoriais caracterizadas via espectroscopia de impedancia
quando tais filmes sdo os elementos transdutores de sinal. Os sistemas contendo droga e
fosfolipidios, os quais sdo aplicados como sistemas miméticos de membranas bioldgicas
e responsaveis pela alta sensibilidade das medidas elétricas, foram investigados via
microscopia e espectroscopia (SERS em particular). O azul de metileno (AM), um
derivado fenotiazinico, foi a substancia alvo (analito) escolhida para o desenvolvimento
deste projeto de mestrado. E conhecido que os farmacos fenotiazinicos tém grande
afinidade pela membrana™%®, porém, apesar do grande nimero de trabalhos nesta &rea,
0s estudos direcionados para o sensoriamento nestes sistemas ainda ndo séo explorados
utilizando a combinacdo das técnicas e materiais supracitados (filmes LbL e LB de
fosfolipidios, espectroscopia de impedancia e SERS). Além disso, o AM possui
propriedades farmacoldgicas importantes e 6tima se¢do de choque para os fendmenos
Raman e SERS, conforme serd discutido ao longo desta dissertacdo. Os resultados
obtidos nesta dissertacdo tém permitido estender nossas linhas de pesquisa na busca por
sensores mais especificos, simulando caracteristicas interfaciais da membrana celular a

ser incorporada com a droga.

Derivados fenotiazinicos sdo comumente utilizados na medicina como
antipsicoticos e tranquilizantes, além de possuir propriedades antieméticas, sedativas e
analgésicas™®. Recentemente, relatou-se a eficiéncia dos farmacos fenotiazinicos na
inibicdo seletiva do mal de Alzheimer, assim como no tratamento do mal de
Parkinson®’. Estas moléculas apresentam caracteristicas fisico-quimicas importantes
associadas a sua alta agregacdo e alteracdo das propriedades das biomembranas naturais

e artificiais®®°.

Além disso, esses compostos também sdo aplicados na terapia
fotodinamica (PDT) para o tratamento de células tumorais, virus e bactérias'®. A PDT é

baseada na foto-oxidag@o de biomoléculas promovida por uma droga sensibilizadora (no
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caso os fenotiazinicos) ativada por irradiacdo luminosa em comprimentos de onda
compativeis com sua absorcdo, sendo a morte das células tumorais relacionada com a
destruicdo de suas biomoléculas constituintes devido a geracdo in situ de espécies

fotorreativas (fotoatividade).

Do ponto de vista analitico, a detec¢do e quantificagdo de compostos organicos,
como os fenotiazinicos e 0s neurotransmissores, atraves de métodos de deteccdo
seletivos voltado para 0 monitoramento clinico vem despertando grande interesse nas
Gltimas décadas™***®, Nesse sentido, a obtencdo de concentracdes terapéuticas ideais de
droga presente no corpo humano e o controle de qualidade industrial mostram a
importancia do monitoramento da droga para a garantia de qualidade em preparacoes
farmacéuticas. Apesar do desenvolvimento de diferentes métodos para a fabricacdo de
sensores, incluindo o uso de eletrodos interdigitados recobertos com filmes finos de
polimeros, enzimas e biomoléculas (DNA etc.), seu melhoramento e a busca de novos

métodos de fabricagdo ainda representam um topico importante de pesquisa.

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada em sete capitulos. O capitulo |
apresenta uma introducdo mostrando a motivacdo para o trabalho usando sistemas
miméticos de membrana bioldgica e os conceitos tedricos das técnicas de fabricacdo e
de caracterizacdo destes filmes ultrafinos. O capitulo Il apresenta os procedimentos
experimentais. A discussdo dos resultados €é realizada nos capitulos IIl, IV e V. O
capitulo Il aborda o estudo do crescimento dos filmes LB e LbL contendo
multicamadas de fosfolipidios. No capitulo IV os filmes LB e LbL de fosfolipidios
foram aplicados na forma de unidades sensoriais para a deteccdo do AM através de
medidas de espectroscopia de impedancia. Nesse capitulo ainda foi realizado uma
analise especifica via SERS do AM adsorvido nas unidades sensoriais chegando a

niveis de deteccdo de uma Unica molécula. O capitulo V apresenta um estudo de
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interacdo entre AM e fosfolipidio, realizado através de filmes de Langmuir fabricados
pelo co-espalhamento de ambos materiais. Essa anélise também foi realizada a partir da
caracterizagdo de filmes LbL contendo AM inserido nas camadas de fosfolipidios. As
conclusBes sdo exibidas no capitulo VI. O capitulo VII traz algumas consideragdes

finais e as perspectivas de trabalhos futuros.
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Capitulo |

Introducao e conceitos tedricos
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1.1. Sistemas miméticos de membrana bioldgica

Muitos processos fisioldgicos nos sistemas celulares dependem das membranas
bioldgicas, as quais sdo constituidas principalmente pelos lipidios (fosfolipidios ou
diacilfosfoglicerideos, glicolipidios, esfingolipidios e esterdis, como o colesterol, por
exemplo), nas quais as proteinas, responsédveis pela sua funcionalizacdo, estdo
associadas segundo o modelo do mosaico fluido' exibido na Figura 1'°. Em particular,
as moléculas de fosfolipidios, auto-associadas na forma de bicamadas constituem o
“citoesqueleto” das células e organelas subcelulares que definem suas fronteiras interna
e externa, nas quais sdo mantidos os gradientes quimicos importantes para o0 seu
metabolismo e atividade. E também a primeira barreira in vivo na ligacdo e mediacéo da
acdo de diversos tipos de moléculas de atividade biolégico-farmacolégica®'®*’. Dentre
os tipos de lipidios que constituem as membranas biolégicas, os fosfolipidios séo
encontrados em maior abundancia nas membranas celulares dos mamiferos, sendo que
as fosfatidilcolinas representam cerca de 50% da massa total dos fosfolipidios'®*°. Os
fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas, possuindo em sua estrutura mais geral duas
cadeias de hidrocarbonetos e uma terminacdo ou grupo cabeca-polar que inclui também

um grupo fosfato?.
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Figura 1: ilustragdo de uma membrana celular (modelo de mosaico fluido)®°.

Estes sistemas biofisicos, os quais in vivo constituem as membranas de células e
organelas, sdo extensivamente utilizados como modelos nos estudos do comportamento
celular e processos associados as propriedades da membrana biologica, como
reconhecimento molecular, catalise enzimatica, transporte, adesdo celular, fusdo de
membranas, e em estudos da interacdo com biomoléculas (proteinas, DNA, enzimas) ou
moléculas de atividade biolégica (farmacos)®?*. Portanto, a dificuldade evidente em
utilizar as membranas in vivo para investigacdes no nivel molecular tem despertado um
grande interesse nos modelos biomiméticos de membranas, como é o caso das
monocamadas de Langmuir, filmes LB e vesiculas unilamelares®*'. Monocamadas de
fosfolipidios formadas pela técnica de filmes de Langmuir, por ser considerado um
modelo simplificado de biomembranas, vém sendo bastante utilizadas para entender
processos bioldgicos em nivel molecular a partir de interacbes com determinadas
classes de drogas, polissacarideos, entre outros*®*. Desta forma, podem-se incorporar
aos filmes finos substancias de interesse (drogas), cuja interacdo com a membrana
celular se faz necessario conhecer, simulando de maneira aproximada os sistemas
simples de membrana biologica. O campo médico-farmacologico tem usufruido

bastante desta técnica®®, cuja combinacdo com técnicas de espectroscopia,
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microscopia, anélise térmica e/ou difracdo de raios-X pode levar a conclusdes ainda

mais aprofundadas da interacdo droga/membrana®®*.

1.2. Filmes de Langmuir

Uma pelicula ultrafina e resistente (filme) pode se formar pelo espalhamento de
uma gota de Oleo na superficie da agua. A primeira aplicacdo deste fendmeno,
conhecido antes mesmo da era crista, foi em uma antiga técnica de impressao japonesa
chamada suminagashi®®. Irving Langmuir, trabalhando nos laboratérios da empresa
General Electric (Estados Unidos) no inicio do século 20 reuniu dados experimentais e
teoricos descrevendo importantes caracteristicas e propriedades dos filmes
monomoleculares. Tais estudos deram inicio & &rea de filmes de Langmuir®®*’. A
fabricacdo de filmes ultrafinos monomoleculares e insollveis em agua exige a utilizacdo
de moléculas que apresentam um equilibrio entre os grupos hidrofilico e hidrofdbico,
para que assim estes filmes sejam formados na interface ar/agua’®. Os grupos
hidrofilicos permitem o espalhamento das moléculas na superficie da agua, enquanto os
grupos hidrofébicos ndo permitem que as moléculas sejam imersas na &gua.
Basicamente, uma solucdo contendo o material dissolvido em um solvente organico
altamente volatil ¢ espalhada sobre a subfase de dgua ultrapura (18,2 MQ.cm) e, apods a
evaporacdo do solvente, as moléculas do material sdo comprimidas por barreiras méveis
formando uma monocamada denominada filme de Langmuir. A caracterizacdo basica
dos filmes de Langmuir é realizada na forma de isotermas de pressdo de superficie —
area molecular média (n-A)*. A pressdo de superficie (n) é calculada pela diferenca

entre a tensdo superficial da agua pura (yo) e a tensdo superficial da agua pura +

monocamada (y), conforme exibido em (1).

T=Y-Y 1)
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Trés fases distintas caracterizam a compressao do filme: fase gasosa, na qual as
moléculas ndo interagem entre si; fase liquida, em que as moléculas j& apresentam uma
interacdo, e a fase condensada, com as moléculas dispostas de forma condensada formando
um filme de espessura monomolecular. Se o filme for comprimido além deste ponto, as
moléculas podem agrupar-se desordenadamente umas sobre as outras provocando o
colapso do filme, como ocorre para as moléculas tipicamente anfifilicas (Figura 2), ou
fazé-la de modo mais organizado estruturando-se em multicamadas, como ocorre para

032 o polimeros™. O arranjo regular das

moléculas mais complexas como ligninas
moléculas orientadas sobre a subfase é caracteristica de compostos simples, como no caso
dos écidos graxos. Nos materiais com moléculas maiores e mais complexas, nem sempre

as trés fases podem ser identificadas de maneira bem distinta.

Figura 2: ilustracdo de uma isoterma z-A mostrando as trés fases de compresséo do filme
de Langmuir até o seu colapso. O detalhe mostra um modelo de uma molécula anfifilica.
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Na fabricacdo destes filmes ultrafinos utiliza-se um sistema experimental
conhecido como cuba de Langmuir, formada basicamente por uma cuba de teflon onde
é vertida a subfase liquida, duas barreiras méveis para a compressdo do filme com
velocidade controlada, um sensor para determinar a pressdo de superficie, uma prova de
potencial para medida do potencial de superficie (opcional) e um brago mecénico
empregado na transferéncia do filme para um substrato sélido (dipper). Atualmente
outros equipamentos de medida como microscépio de angulo de Brewster (BAM),
elipsdmetro e polarizagdo modulada - espectroscopia de absorgédo e reflexdo no
infravermelho (PM-IRRAS) vem sendo acoplado a cuba, permitindo uma caracterizagao
mais abrangente dos filmes de Langmuir. Estes filmes devem ser fabricados em um
ambiente limpo e com temperatura controlada. As isotermas podem ser utilizadas para
obter informacgBes quanto a estruturacdo da monocamada. Durante a compressao,
transicbes de fase também podem ser identificadas e relacionadas as reorientacfes
moleculares. No caso da pressdo de superficie, a medida apresenta variacdo na tensao
superficial da &gua ultrapura pela presenca da monocamada. Esse comportamento é

descrito detalhadamente pelo método de Wilhelmy.

O método de Wilhelmy utilizado para medir a pressao superficial fornece um
valor absoluto e possui uma sensibilidade de 5x10° mN/m. Devido a influéncia de
flutuacBes da subfase ou deslocamentos de ar proximos ao sensor, variagdes da ordem
de 0,5 mN/m sdo desprezadas. O sensor de Wilhelmy fica parcialmente imerso na
subfase, suspenso por um fio muito fino e preso a uma eletrobalanca. A Figura 3 mostra
um desenho esquematico da placa de platina (ou papel de filtro) que compde o sensor de
Wilhelmy. Durante a compressdo das moléculas na interface agua/ar a pressao de
superficie e a area molecular média sdo monitoradas continuamente. No método de

Wilhelmy para a medida da pressdo de superficie mede-se a variacdo na tensdo
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superficial da &gua em virtude da presenca da monocamada. Em dltima anélise mede-se
a variacao na forca de tracdo que sustenta a placa de platina (ou papel de filtro) que esta
parcialmente imersa na subfase. A medida que a monocamada é formada, muda-se a
tensdo superficial da subfase (antes agua pura, depois agua pura + monocamada) e,
consequentemente, muda-se a tracdo do fio. Esta variagdo na forca de tragéo relaciona-
se com a variagdo na tensdo superficial da subfase e com a geometria da placa. O

tratamento fisico deste problema é apresentado abaixo.

Figura 3: ilustracdo da placa do sensor de Wilhelmy.

O sensor de Wilhelmy normalmente contém uma placa de espessura muito
pequena (décimos de milimetros) que é mantida parcialmente imersa na subfase e ligada
ao sensor propriamente dito por um fio bem fino e este sensor registra a tracdo no fio.
As forcas que agem sobre a placa sdo destacadas na Figura 4 e referem-se a gravidade
(P) e a tensdo superficial (Ts), forcas descendentes, e ao empuxo (E) relacionado com o

volume de agua deslocado pela placa e a tracdo (T) sofrida pelo fio, forcas ascendentes.
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Figura 4: forcas atuando sobre a placa do sensor de Wilhelmy.
Para uma placa retangular como a utilizada na cuba KSV 2000 determina-se a
tracdo sofrida pelo fio com as equacdes descritas a seguir, sendo:
Pplaca: Peso da placa;
w: largura da placa;
L: altura da placa;
t: espessura da placa;
g: aceleracdo da gravidade;
Pplaca: densidade da placa;
piiq: densidade do liquido;
D: perimetro da placa;
0: 0 &ngulo de contato agua/placa;
Viig.dest.: Volume do liquido deslocado;
Vpiaca: Volume da placa;
h: altura da porcéo da placa que se encontra submersa;

Tiiq - tensdo superficial do liquido.
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Sabendo que:

E = 01i0-0Viiqaes. 5endo Vjig geq. = WHt

P = mplaca'g sendo mplaca = pplaca'vplaca € Vplaca = WLt

placa
T, = 7-D.cos &

O angulo 6 ¢ assumido como zero, pois quando o menisco da dgua toca a placa
na Figura 3 forma-se uma curva bem acentuada, sendo que sua parte final (parte que
estd em contato direto com a placa) encontra-se tangenciando a placa. Diz-se que a

subfase “molha” a placa do sensor. Sendo assim, tem-Se:

T=P+T,-E
T = g'pplaca'(W'L't) + 7qu 2(W+ t) - loliq g(Wth)

Como o peso da placa (P) e o empuxo (E) sdo forcas constantes, pois sdo dependentes
da massa da placa, aceleracdo da gravidade, densidade do liquido (dgua) e volume de
agua deslocado pela placa, entdo a variacdo da forca de tracdo no filme com e sem a

monocamada na subfase aquosa é dada por:
T, : tracdo no fio para a placa parcialmente imersa na dgua pura
Ta+m : tracdo no fio para a placa parcialmente imersa na 4gua pura + monocamada.

AT =T,-T,..,
AT =y, 2(W+t)—y2(w+t)
AT =2(W+t).(y, —7)
AT
- 2(w+t)

Ay
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. . AT .
Considerando a equacdo (1) obtemos: Ay =yo—y = 7 =————, 0OU Seja, a

2(t+w)
medida da pressdo de superficie via sensor de Wilhelmy envolve a variacao na tragdo do
fio devido a presenca da monocamada e da geometria da placa (basicamente a largura,

uma vez que w>>t).

1.3. Filmes Langmuir-Blodgett (LB)

A técnica de fabricacdo de filmes de Langmuir foi aperfeicoada por sua
assistente, Katharine Blodgett, na década de 30, permitindo dessa forma a deposicio
sucessiva de monocamadas sobre um mesmo substrato s6lido. Em homenagem aos dois
cientistas, tais filmes receberam o nome de filmes Langmuir-Blodgett (LB). As
principais caracteristicas dos filmes sdo a alta precisdo de espessura, que pode ser
controlada até a ordem de angstroms, o elevado ordenamento molecular e a

uniformidade da superficie®“,

O aparato experimental utilizado na fabricacdo de filmes LB é o mesmo que para
os filmes de Langmuir. Uma boa deposicdo depende da natureza das moléculas
empregadas, da estabilidade do filme de Langmuir e dos pardmetros envolvidos no
processo de deposigdo, tais como as velocidades do braco mecénico de imersdo e
retirada do substrato da subfase, a pressdo para manter a monocamada no estado
condensado e a propria rigidez da monocamada. O carater hidrofobico ou hidrofilico do
substrato também é importante, pois a presenca de um menisco orientado no mesmo
sentido de movimento do substrato facilita a deposicdo. A garantia desta deposicdo de
filmes é determinada a partir de quatro pardmetros que vdo sendo registrados
instantaneamente durante o experimento na tela do computador acoplado a cuba (Figura

5):
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Figura 5: curvas da transferéncia acumulada, transfer e pressdo de superficie, que sao
parametros envolvidos na fabricagdo de um filme LB.

- Pressdo de superficie (x): deve manter-se constante durante a deposicao (refere-
se a um valor de pressdo da fase condensada do filme de Langmuir). Isto faz com que as
barreiras que comprimem o filme de Langmuir tenham que se mover ao longo da

deposicdo para manté-lo sempre na fase condensada com as moléculas empacotadas.

- Razdo de transferéncia ou TR (do inglés transfer ratio): razdo entre a area
varrida pelas barreiras e a area de substrato utilizada na deposicdo. E esperado que o
valor da TR seja préximo de 1 para uma boa deposicdo, ou seja, que todo filme retirado
da superficie da agua tenha sido transferido para o substrato. O movimento do braco
mecanico responsavel pela imersdo e retirada do substrato da subfase é dividido em
iguais intervalos de tempo determinados pelo pesquisador. A TR é dada pelo valor
médio da transferéncia em cada intervalo e é calculada por um programa computacional
durante a fabricagdo do filme LB. Apesar do grafico ser apresentado na tela do

computador ao longo da deposicdo, o valor médio s6 pode ser registrado ao final de
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cada camada depositada, 0 que ndo permite ao pesquisador atuar durante a deposigéo
para manté-lo proximo do valor desejado. Porém, s6 o valor da TR néo é suficiente para
garantir uma transferéncia homogénea, pois pode-se depositar mais filme em uma
determinada regido do substrato e menos em outra, mas na média tem-se um valor de

TR~1. Portanto, outros parametros sao acompanhados, como 0s descritos abaixo.

- Transferéncia acumulada (do inglés, cumulative transfer): também se da pela
razdo entre area varrida pelas barreiras e a &rea de substrato utilizada na deposicéo.
Porém, neste caso o calculo é executado e apresentado na tela do computador em tempo
real, permitindo ao pesquisador a possibilidade de manté-lo préximo do valor unitario
variando alguns pardmetros. A velocidade do brago mecénico é o pardmetro principal a
ser otimizado: valores maiores tendem a induzir uma menor taxa de transferéncia e
vice-versa. Porém, estas variacGes devem ser feitas de forma adequada, principalmente
0 aumento de velocidade, pois pode levar a uma queda irreversivel da taxa de
transferéncia e ai se perde a deposicdo e o experimento todo. Tédo importante como
saber quando e de quanto variar a velocidade do braco mecanico € iniciar a deposi¢do
com um valor de velocidade préximo do adequado, pois isto implicard em uma
necessidade menor de se ajustar a velocidade do braco mecéanico ao longo da deposicao.
Encontrado este valor, a tendéncia € diminui-lo ao inicio de cada nova camada a ser
depositada, principalmente para as 5 primeiras camadas. De modo geral, aqueles que
iniciam na técnica LB elegem um valor de velocidade para imersdo e retirada do
substrato, 0 mantém ao longo de toda deposicédo e atentam apenas para o valor de TR ao
final de cada camada depositada. Isto pode até ser suficiente para as moléculas
anfifilicas do tipo cabega hidrofilica e cauda hidrofdbica tradicionalmente utilizadas,

mas ndo o e para moléculas mais complexas.
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- Transfer: esta relacionado com a uniformidade do movimento das barreiras para
manter a pressdo constante e, por consequéncia, com a uniformidade da deposicéo,

variando linearmente em uma escala arbitraria de 0 a 1 no caso ideal.

Uma variacdo de 0,5 mN/m na pressdo de compressdo do filme e de cerca de
10% para os demais parametros séo indicativos de uma Otima deposicdo, ou seja, as
monocamadas depositaram-se de forma homogénea sobre o substrato. Existem dois
métodos para a deposi¢do dos filmes LB, o horizontal e o vertical. O método horizontal,

5% o substrato é abaixado até tocar a monocamada

conhecido como Langmuir Schaefer
e em seguida suspenso, sendo mais utilizado na deposicdo de filmes muito rigidos. Na
vertical o substrato é imerso na subfase e depois retirado, ou vice-versa, podendo-se
modificar as formas de deposicdo dos filmes. Estas variacbes dependem do carater

hidrofébico/hidrofilico do substrato em relacdo a sua imersao ou emersao.

E energicamente favoravel & deposicao que o sentido do movimento do substrato
seja 0 mesmo do menisco formado pela agua no prdprio substrato. Se o substrato for
hidrofébico o menisco serd dirigido para baixo, favorecendo a deposi¢do durante a
imersdo; caso 0 substrato seja hidrofilico o menisco sera para cima, favorecendo a
deposicdo durante a emersdo. Podem-se obter, de acordo com a forma de deposicao, trés
tipos de filmes LB, denominados filmes tipo X, Y ou Z (Figura 6). O tipo Y implica na
deposicdo de uma camada a cada imersao e retirada do substrato. No tipo Z as camadas
sdo depositadas somente nas retiradas do substrato, enquanto que no tipo X as camadas

sdo depositadas somente nas imersoes.
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Figura 6: ilustracdo dos tipos de deposicdo dos filmes Langmuir-Blodgett (LB).

E na pesquisa basica que esta técnica de fabricagdo de filmes possui seu maior
espectro de aplicacGes. Esse tema ficou claro na ultima conferéncia LB13, realizada em
Quebec/CA (julho de 2010), onde a grande maioria dos trabalhos apresentados utilizava
os filmes de Langmuir e LB para pesquisa basica e muito poucos para aplicacdes
industriais. O crescente numero de publicacdes abordando estudos de interagcdes entre

biomoléculas®’®?

visando a compreensdo de processos biolégicos em nivel molecular
também é exemplo disso. E evidente a sua contribuicio no estudo e desenvolvimento de
novos materiais organicos. Vérias técnicas de caracterizagcdo, como espectroscopia
(ultravioleta ou infravermelho, fluorescéncia, Raman, impedancia), microscopia optica,
eletronica ou de forgca atdmica, entre outras, podem ser usadas nos estudos de filmes

finos LB*“8,

1.4. Filmes layer-by-layer (LbL)
Inicialmente proposto por Iler em 1966%, o método de preparacéo de filmes LbL

deve-se a interacOes eletrostaticas com adsorcao alternada de particulas coloidais com

cargas opostas. Duas décadas mais tarde, Sagiv e colaboradores propuseram um sistema
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de multicamadas baseado em interacGes quimicas, geralmente ligagdes covalentes, entre
as camadas depositadas, utilizando o termo self-assembly®*. J4 na década de 90, Decher
e colaboradores® basearam-se na técnica de ller, porém empregando moléculas
contendo grupos iénicos como compostos anfifilicos e polieletrélitos, sendo bem mais
simples e geralmente denominada pelo termo LbL (layer-by-layer). A técnica LbL
consiste na imersdo de um substrato sélido numa solug¢do aquosa contendo o material a
ser adsorvido. Posteriormente, o conjunto € lavado a fim de eliminar o excesso de
material, seco com ar comprimido ou nitrogénio e entdo imerso numa solugdo contendo
um outro material, agora de carga contraria a do material inicialmente adsorvido. Dessa
forma, formam-se os filmes ultrafinos compostos por bicamadas moleculares cationicas
e anibnicas, alternadamente adsorvidas®. A grande maioria dos filmes LbL sdo
fabricados desta forma, ou seja, utilizando materiais com cargas opostas em solucfes
aquosas para o crescimento de bicamadas por interacdes eletrostaticas. Porém, também
existe a possibilidade de crescimento de filmes em meio ndo aquoso® por meio de
interacbes quimicas entre grupos especificos dos materiais a serem depositados,
conforme reportado por Alessio et al.®®. A deposicdo de multicamadas dos filmes LbL
pode ser realizada manual ou mecanicamente. Uma nova tendéncia na fabricacdo de
filmes LbL vem sendo reportada, onde a deposicdo de camadas alternadas de materiais é
feita por meio de spray (spray-LbL), possibilitando a obtencéo de filmes com as mesma

propriedades de crescimento e morfologia em um tempo muito menor®®".

1.5. Espectroscopias vibracionais: absor¢do no infravermelho e espalhamento

Raman

A partir do espectro da radiagdo eletromagnética pode-se denominar o
mecanismo envolvido em cada técnica espectroscopica através da energia (que €

proporcional a frequéncia) da radiacdo eletromagnética que ira interagir (absorvida,
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espalhada ou emitida) com as moléculas’’. A energia cinética das moléculas envolve
mecanismos de translacdo da molécula em si, movimentagdo de seus elétrons, vibracdo
de seus atomos e sua rotacdo’?. Consequentemente, além das transicdes entre niveis
eletronicos, deve-se levar em consideracdo também as transi¢fes oriundas de vibragdes
e rotacOes, cujas energias envolvidas decrescem nesta sequéncia. Geralmente energias
de transicdes eletronicas sdo da ordem de 10° eV, de vibragdes moleculares da ordem de
102 eV e de rotacdo algo em torno de 10 eV". A Figura 7" ilustra todo o espectro
eletromagnético e a regido onde estdo localizadas as radiagdes ultravioleta, visivel e

infravermelho.

INFRAVERMELHO
ULTRAVIOLETA radiose TV
(—/%
raios-y raios-x ‘ I I I ‘ radares ‘ ‘ ‘ ‘
108V 10%V leV I 104eV 10%\
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|
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Figura 7: ilustracdo do espectro eletromagnético.

Quando as vibra¢Ges moleculares resultam em variagdes do momento de dipolo
da molécula em consequéncia da alteracdo da distribuicdo eletrénica ao redor das
ligagdes, podem-se induzir transicdes entre os niveis vibracionais ". Isto é feito com a
incidéncia de radiacdo eletromagnética com energia adequada, ou seja, energia da
ordem daquela das vibra¢des moleculares. Neste caso, as energias associadas aos niveis
vibracionais se encontram na regido do infravermelho (1V) do espectro eletromagnético.

Levando a discussdo a uma descricdo mais classica, a equacdo (2)"° apresenta as

34



diferentes contribuic6es a variagdo do momento de dipolo da molécula quando irradiada
por uma onda eletromagnética com energia da regido do 1\V’®. O primeiro termo (uo)
refere-se a0 momento de dipolo permanente, o segundo termo (primeira derivada em
relacdo as coordenadas normais = p’) é o responsavel pela absorcdo da radiacdo 1V e o
terceiro termo (segunda derivada em relacdo as coordenadas normais = p”) é 0
responsavel pela presenca de frequéncias dobradas e combinacdes (overtones e

combinations) no espectros de IV.

) g 10 s
‘u_'quranoéQJrZ@QzléQ +... 2

Complementarmente, a absorcdo da radiacdo IV pode ser também compreendida
considerando as relagdes de ressonancia entre as energias da radiagéo incidente e aquela
necessitada pela molécula nos processos de absorcdo. A Figura 8’* traz um diagrama de
energia simplificado para dois estados eletronicos (fundamental e excitado) de uma
molécula com seus respectivos niveis vibracionais. Neste diagrama sdo apresentadas
também as transicdes eletrdnicas via absorcdo UV-Vis e relaxagdo via emissao de luz,
cujos mecanismos sao discutidos na secdo 1.6, e transi¢Oes vibracionais tanto via
absorcdo IV como espalhamento Raman. Basicamente, na espectroscopia IV ocorre a
absorcdo da radiacdo incidente quando a energia desta radiacdo corresponde a diferenca
de energia entre dois niveis vibracionais da molécula, ou seja, o efeito é ressonante
sendo o0 modo vibracional acionado desde que ocorra uma variagdo do momento de

dipolo na molécula pela radiacdo incidente.
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Figura 8: diagrama de energia mostrando diferentes transicdes de uma molécula para
um modelo considerando dois estados eletronicos de energia’™.

Basicamente, as vibragdes moleculares sdo classificadas em dois tipos: vibragdes
de deformacdo axial (estiramento) e de deformacdo angular (bending)’:. As
deformacBes de estiramento sdo oscilagOes radiais das distancias entre os ndcleos
enquanto as deformacdes angulares envolvem mudancas dos angulos entre as ligagoes
ou, como no modo de deformacdo assimétrica fora do plano, alteragcGes do angulo entre
o0 plano que contém as ligacGes e um plano de referéncia. As deformacdes angulares
podem ser divididas ainda em scissoring, rocking, wagging e twisting, cujas traducdes

s30 geralmente omitidas'"".

O espalhamento Raman é uma técnica complementar a espectroscopia de
absorcdo IV na medida em que também se refere aos modos de vibracdo molecular, de
forma que modos vibracionais que podem ser observados via absor¢do IV podem néo
ser via espalhamento Raman e vice-versa, 0 que é determinado pelas regras de
selecdo’’. Embora as técnicas de absorcdo IV e espalhamento Raman sejam
complementares, ambas as técnicas espectroscopicas envolvem mecanismos fisicos

diferentes. No espalhamento Raman, a radiacdo incidente, geralmente no visivel ou no
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ultravioleta, € espalhada pela molécula com uma energia ligeiramente diferente da
energia da radiagdo incidente, dai o espalhamento Raman ser conhecido também como
espalhamento inelastico da luz’®. A diferenca entre a radiacdo incidente e a radiacéo
espalhada pela molécula estd na regido do IV e esta diferenca é registrada pelo
equipamento. Seguindo um modelo classico e equacionado como utilizado
anteriormente na descri¢do da absorcdo IV, o espalhamento Raman esta intimamente
relacionado com o momento de dipolo (p) induzido pela radiacéo incidente segundo o

produto escalar’:
p=aeE (3)

sendo E o campo elétrico da radiagdo incidente e o a polarizabilidade molecular (as
notacBes vetoriais e tensoriais sdo omitidas para simplificacdo). A polarizabilidade o é
dada pela equacdo 4, em que o primeiro termo (og) refere-se a polarizabilidade
permanente, o segundo termo (primeira derivada em relacdo as coordenadas normais =
a’) € o responsavel pelo espalhamento Raman e o terceiro termo (segunda derivada em
relacdo as coordenadas normais = o) é o responsavel pela presenca de frequéncias

dobradas e combinacdes (overtones e combinations) no espectros Raman”"®.

0’a

0Q? ),

oa
+_
aQ ),

1 2

oa=aQ, ®+E éQ +... (4)
Ainda no caso Raman, outra abordagem é que a incidéncia da radiacdo
eletromagnética produz uma perturbacdo dependente do tempo, a qual se manifesta por
um estado virtual de energia. Quando os estados estacionarios final e inicial sdo 0s

mesmos, diz-se que o efeito da perturbacdo é o espalhamento Rayleigh, para o qual as

frequéncias das radiacdes incidente e espalhada sdo as mesmas. Quando a frequéncia da
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radiacdo espalhada € maior que a da radiacdo incidente, tem-se o espalhamento Raman
anti-Stokes como resultado da transicdo da molécula para um estado de menor energia.
No caso contrério, ou seja, quando a frequéncia da radiacdo espalhada é menor que a da
radiacdo incidente tem-se o espalhamento Raman Stokes’®, como ilustrado na Figura

974,

4 hv + (hv)’ hv - (hv)’
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Figura 9: espalhamentos Raman Stokes, Raman anti-Stokes e Rayleigh quando incidi-
se radiacéo eletromagnética sobre uma molécula alvo’™.

O espalhamento Raman Stokes é mais intenso que o Raman anti-Stokes a
temperatura ambiente, pois sua probabilidade de ocorrer € maior, uma vez que ele se da
para as moléculas situadas no estado fundamental de energia (Figura 8). No caso Raman
anti-Stokes, o espalhamento ocorre para moléculas situadas em um estado vibracional
excitado (Figura 8), cuja populacdo ¢ menor que no estado fundamental a temperatura
ambiente, dai sua probabilidade de ocorrer ser menor. Quando a energia da radiacdo
incidente coincide com a necessaria para uma transicdo eletronica da molécula que
espalha a luz (Figura 8), tem-se o espalhamento Raman ressonante (resonance Raman
scattering - RRS), o qual aumenta fortemente a probabilidade de uma transicdo que
resultard em um espalhamento Raman (aumenta a se¢do de choque do espalhamento

Raman por um fator em torno de 10°)°. J4 a intensidade do espalhamento Raman

38



depende da intensidade do laser (lj.sr), da frequéncia do laser incidente (v) e da

polarizabilidade da molécula segundo a equacéo (5)"":

12

| = Ilaser : V4Iaser 2 (5)

Raman

1.6. Fenbmenos de amplificacdo em superficie (surface-enhanced phenomena)

As nanoparticulas® 2

metalicas vém sendo extensivamente investigadas por
suas propriedades cataliticas®®, bioldgicas®® e sensoriais®. Em particular, nanoestruturas
de Ag e Au podem sustentar na regido visivel do espectro eletromagnético as chamadas
ressonancias localizadas de plasma de superficie (localized surface plasmon resonances
- LSPR) que é a base para a espectroscopia amplificada por plasma de superficie®®. A
amplificacdo do campo local é mais eficiente para a intensificacdo dos sinais dpticos a
partir de agregados de nanoparticulas (ou estruturas similares), que podem aumentar a
secdo de choque do espalhamento Raman em até varias ordens de magnitude®’. A
amplificacdo do sinal Raman foi reportado pela primeira vez em 1974 por Fleischmann

et alb®

quando utilizava a espectroscopia Raman para entender as reacdes
eletroquimicas da piridina em eletrodos rugosos de Ag e observou que por este processo
podia se ter uma amplificacdo no sinal espalhado em até 10° ordens de grandeza pela
modificacdo apropriada de superficies metalicas. Este efeito, nomeado de surface
enhanced (resonance) Raman scatering (SE(R)RS), foi interpretado em 1977 como
sendo um novo fendmeno fisico por Van Duyne®® e Creighton®® em estudos
independentes. O efeito SERS é atribuido a amplificacdo do sinal 6ptico quando a
radiacdo incidente excita o LSPR nas nanoparticulas metalicas®. Basicamente, o
mecanismo de amplificacdo eletromagnético (EM), a uma dada frequéncia de excitacéo,

depende da funcédo dielétrica das nanoparticulas metélicas, do seu formato, tamanho e

empacotamento®
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O sinal SERS é obtido em funcdo da amplificagdo no campo préximo a
superficie das nanoparticulas metalicas sobre excitagdo plasmonica, levando a um fator
de amplificacéo proporcional a E* %%, A intensificacdo do campo elétrico na superficie
das nanoparticulas em que as moléculas sdo adsorvidas € tratada com a teoria classica
do eletromagnetismo pela resolucdo das equactes de Maxwell. Sob excitagdo adequada,
as nanoestruturas metalicas podem apresentar LSPR. Dessa forma o campo induzido,
particularmente quando a excitagcdo estd proxima da ressonancia desses LSPR, é
responséavel pela amplificacdo em SERS*. Como j& mencionado, esta amplificacéo
depende essencialmente da funcdo dielétrica do metal na frequéncia de excitacdo, da
constante dielétrica do meio que envolve a superficie assim como a forma, tamanho e
empacotamento dessas nanoparticulas®®?’. O controle destes pardmetros é intimamente
relacionado com o sucesso ou o fracasso de producdo de substratos SERS reprodutiveis.
Experimentalmente, uma condi¢do necessaria para se obter SERS é a excitacdo do
LSPR. Assim, para as linhas de laser na faixa visivel do espectro eletromagnético, os
metais nobres Au, Ag e Cu sdo os mais eficientes. Na Figura 10 s&o exibidos o espectro
de absorc¢do de uma solucdo de AM a 0,01 mM, a absorcdo por plasma de superficie do
filme evaporado de Ag com 6 nm de espessura, assim como uma imagem de
microscopia eletronica de varredura (MEV). Também sdo exibidas as linhas de laser
514,5 633 e 785 nm. Nesse caso especifico, a linha de laser em 514,5 nm esta em
ressonancia apenas com o LSPR do filme de Ag permitindo coletar espectros SERS. Ja
a linha de laser em 633 nm estd em ressonancia com o LSPR, o que permite obter
espectros SERS, e também com a absorcéo eletronica do AM, o que permite coletar
espectros RRS, permitindo assim a obtencdo de espectros SERRS. No caso da linha de
laser em 785 nm, mesmo sendo absorvido para baixos valores de absorbancia, podem-se

obter espectros SERS.
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Figura 10: (a) imagem de MEV do filme evaporado de Ag com 6 nm de espessura. (b)
Espectro de absorcdo UV-Vis para solucdo de AM a 0,01 mM e para o filme evaporado
de Ag. Os vetores indicam as linhas de laser utilizadas na escala do visivel para ativar o
efeito SERS.

A interacdo entre o laser incidente, as nanoparticulas metalicas e a molécula
adsorvida e sua relagdo com o espalhamento Raman e SERS s&o apresentadas como
uma ilustracdo na Figura 11 Basicamente, a combinagdo do campo elétrico do laser
incidente (Ejser — Figura 11a) e o campo elétrico das nanoparticulas metalicas (Ep —
Figura 11b) compdem o0 E|qcq a0 redor das nanoparticulas. Essas duas componentes do
E\oca afetam diretamente a magnitude do momento de dipolo induzido da molécula (p;)
que estd adsorvida sobre a superficie das nanoparticulas (Figura 11c). Em outras
palavras, a molécula é polarizada pelo Ej.ca quando é colocada sobre a superficie do
metal e, como resultado, o dipolo (p;) é induzido. O campo elétrico irradiado por este
dipolo molecular induzido (p;1) também pode polarizar o metal, induzindo um dipolo nas

nanoparticulas (pz) que oscila com a mesma frequéncia do dipolo molecular induzido

(P1)-
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Figura 11: ilustracdo mostrando (a) o momento de dipolo da molécula (p;) induzido
pelo laser incidente no espalhamento Raman; (b) Ei o @0 redor das nanoparticulas
metalicas composto pelo campo elétrico do laser incidente (Easer) € das nanoparticulas
(Ep); (c) efeito SERS - a molecula colocada sobre a superficie metalica é polarizada por
ELocar iNduzindo o dipolo molecular (p1), cuja radiacdo do campo elétrico também pode
polarizar o metal, induzindo um dipolo nas nanoparticulas metalicas (p,) que oscila com
a mesma frequéncia de (py).

Um modelo simples, assumindo uma esfera metalica como exibido na Figura 12,
¢ til para entender esse processo de amplificacdo do campo elétrico em torno da
nanoparticula metalica, ou seja, E(Pmetar). Para um raio (r) menor que o comprimento de
onda da radiagdo (A), o campo elétrico pode ser considerado uniforme através da
nanoparticula e o plasma de superficie como um dipolo oscilante no centro da esfera
(Pmetar). Assim, a aproximacdo eletrostatica de Rayleigh (efeitos magnéticos sao
desconsiderados) €é satisfeita. Neste caso, a intensidade do pmetar € dada pela relagédo
(6)°%° onde emeta, que é fungdo da frequéncia (o), corresponde & funcéo dielétrica do
metal, emeio € @ constante dielétrica do meio que envolve a superficie do metal € Ejaser € 0

campo elétrico da radiacgdo incidente que oscila com uma frequéncia wjaser.

& —&. .
pmetal = gmeio e S 47[ r3E

gmetal + 28

laser (6)
meio
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O dipolo pmetar € maximo para uma frequéncia ® = wjaser Na condigdo de
ressonancia, o que significa Re [emetal = - 2 €meio] (7). NO caso dos metais nobres (Au,
Ag e Cu), seus valores de funcdo dielétrica satisfazem tal condicdo para frequéncias na

regido do visivel.

Figura 12: ilustracdo de uma particula esférica de metal com o campo elétrico local
(ELocar) €stabelecido no seu entorno e que esta na origem do efeito SERS.

No caso da amplificacdo do espalhamento Raman (SERS), uma interpretacdo
pode ser estabelecida utilizando a mesma equacéo (6), porém substituindo Pmetar POr P2.
O dipolo py, induzido na nanoparticula metalica e que oscila com a mesma frequéncia
do dipolo molecular induzido p;, também pode ser maximizado, assim como Pmetal. 1St0
se da porque a frequéncia de vibracdo de p, que corresponde ao espalhamento Raman
(wRraman), €Sta perto da frequéncia do laser, ou seja, ®aser ~ ®raman, de forma que a
condicdo de ressonancia [relacdo (7)] também é obedecida. Este p, da origem a
principal contribuicdo para amplificagdo do sinal Raman. No caso do espalhamento
Raman convencional somente p; contribui para o sinal. Em geral, ndo somente a
amplificagéo do sinal Raman é beneficiada por este efeito eletromagnético, mas também
outros processos como emissdo, absorcdo e efeitos ndo lineares®. Porém, o efeito
SERS é altamente dependente da distancia, podendo assim ser eliminado quando a

distancia d na Figura 12 atinge cerca de 150 A,
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Embora uma Unica nanoparticula seja usada para dar uma explicacdo simples do
mecanismo de amplificacdo EM, na prética, os efeitos SERS ou SERRS sé&o observados
devido a um intenso campo eletromagnético gerado por “dimeros” e agregados de
nanoparticulas metalicas. Nesses agregados de nanoparticulas sdo encontrados sitios
intersticiais, denominados hot spots, os quais apresentam uma densidade de campo
eletromagnético ainda muito mais elevada. Dessa forma, para as moléculas posicionadas
nesses hot spots serdo observados uma maxima amplificacdo do sinal Raman,
possibilitando a deteccdo de analitos em sistemas altamente diluidos chegando a atingir
um limite maximo de deteccdo de uma Unica molécula (single molecule detection —

SMD)lOLlOZ.

1.7. Espectroscopia de absorcao eletronica

Esta espectroscopia envolve transicdes eletrénicas relacionadas a absorcdo de
radiacdo eletromagnética cuja energia estd na regido do visivel, podendo alcancar ainda
o ultravioleta ou o infravermelho proximos'™ . A frequéncia da radiacdo absorvida é
uma medida da energia necessaria para a transicdo eletrdnica, enquanto a intensidade é
dependente da probabilidade de ocorrer esta transicdo. Geralmente, quando as
moléculas absorvem radiacdo eletromagnética, naturalmente esta radiacdo (energia)
acaba sendo dissipada na forma de calor e a molécula volta ao seu estado fundamental.
Porém, algumas moléculas quando absorvem energias mais intensas podem dissipar
apenas parte desta energia na forma de calor e voltar ao estado fundamental emitindo

um féton de energia menor que aquela da radiagdo absorvida®.

O mecanismo de absorcdo de fotons ou espectroscopia de absor¢do molecular é

baseado em medidas de absorbancia (A) ou transmitancia (T), sendo a absorbancia
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usada nesta dissertacdo, que apresenta uma dependéncia para a concentragdo molecular

(c) de moléculas envolvidas na medida através da equagao (8)".
P
A=log FO = hc (8)

onde Py é a intensidade da radiacdo incidente e P € a intensidade da radiacdo apés
passar pela amostra de espessura b (caminho dptico) e coeficiente de extingdo €. A
equacdo acima é conhecida como Lei de Beer-Lambert'%*. Esta lei relata a dependéncia
linear entre a concentracdo ¢ de moléculas e a absorbancia A medida. Esta lei apresenta
algumas limitacGes, dentre elas, sendo usada com sucesso somente para baixas

concentrag0es moleculares, usualmente menores que 0,01 M.

1.8. Microscopia de forca atbmica (AFM)

A microscopia AFM é uma técnica que utiliza as interacfes entre uma ponta de
contato e a superficie da amostra para formar imagens e analises morfoldgicas da
amostra a ser estudada'®'°. Tais interacSes ocorrem a partir de forcas de Van der
Waals, forcas eletrostaticas, magnéticas e de atrito, dependendo do tipo de material e da

distancia entre a ponta e a amostra'®’.

A técnica de AFM fornece, entre outras informaces, a topografia da superficie
do filme com seus defeitos e ordenamentos moleculares, possibilitando a medida direta
de suas alturas e profundidades, bem como a rugosidade do filme. As aplicacGes desta
técnica no estudo de materiais organicos e analises estruturais de filmes finos tém
evoluido bastante desde sua invencdo em 1986'%. As medidas de AFM sdo feitas
localmente, porém a técnica ndo requer que a superficie estudada seja condutora
eletricamente, ampliando ainda mais suas possiveis aplicacbes se comparada com a
técnica de microscopia de tunelamento.
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O microscopio de forga atbmica é um sistema constituido basicamente por uma
alavanca e uma agulha, um sistema de varredura piezelétrico, um sistema de detecgdo a
laser do deslocamento da alavanca e um sistema de controle e realimentagdo, como

ilustra a Figura 13",

Amostra
Alavanca

\Agulha

Z
X I
Y Sistema de Varredura

Piezoelétrico
Figura 13: ilustracdo de um microscépio de forca atdmica (AFM)™.

A alavanca e a agulha sdo os elementos sensoriais responsaveis pela interacdo
com o filme, sendo que a agulha faz 0 mapeamento da superficie e a alavanca mede a
forca de interacdo da agulha com a amostra. O sistema de varredura piezelétrico
desloca-se em escala micro e nanométrica nas dire¢des X, y e z quando uma diferenca de
potencial é aplicada em suas extremidades proporcionando imagens em 3 dimensdes. O
deslocamento da alavanca é detectado pelas alteragcbes no angulo de reflexdo de um
feixe de laser que incide na ponta livre e espelhada da propria alavanca. Os raios
refletidos sdo captados por um fotodiodo e enviados ao sistema de controle e
realimentacdo (um microcomputador), o qual procura manter a distancia entre a amostra

e a agulha constante através da variacdo da tensdo aplicada no piezelétrico. Os

46



principais modos de operagdo de um microscopio de forca atbmica sdo os modos

contato, ndo contato e contato intermitente (tapping mode).

1.9. Espectroscopia de impedancia

As medidas de espectroscopia de impedancia sdo uma ferramenta poderosa para
investigar interacdes entre analitos e 0s materiais que constituem as unidades

sensoriais'®

. A técnica de espectroscopia de impedancia consiste basicamente em se
fazer medidas utilizando uma tensdo alternada ac na entrada do circuito em estudo
(unidades sensoriais no nosso caso) para se obter valores de capacitancia e condutancia
como resposta’®. A varredura de impedancia ocorre para uma faixa de frequéncia
relativamente ampla (geralmente entre 1 Hz e 1 MHz), em que a condutancia pode ser
facilmente convertida em perda dielétrica (G/w), permitindo a detec¢do de dispersdes
caracteristicas dos materiais que recobrem os eletrodos interdigitados (filmes LB ou
evaporados), consequéncia de variagdes provocadas pelas substancias adsorvidas nestes
materiais™®. Taylor e MacDonald™! apresentam um circuito elétrico equivalente,
adaptado na Figura 14a, que descreve as caracteristicas elétricas de um sistema muito
similar ao que estamos estudando, ou seja, um eletrodo metalico coberto com um
material fracamente condutor imerso em um eletrolito. Uma simulacdo da dependéncia

global da capacitancia (C) e perda dielétrica (G/®m) em uma ampla faixa de frequéncia

do circuito equivalente apresentado em 14a foi adaptada na Figura 14b***,
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Figura 14: (a) circuito equivalente de um eletrodo metélico coberto com material
fracamente condutor imerso em um eletrélito. (b) Curvas teoricas de capacitancia (°) e
perda dielétrica (*) para o circuito equivalente ilustrado em (a).

Neste circuito equivalente, a presenca do filme que recobre os eletrodos é feita
através da combinacdo em paralelo de C, e Gp. Estes dois componentes estdo em série
com a impedancia do eletrolito, composta por trés componentes: a capacitancia
geométrica do arranjo de eletrodos utilizados imersos em um eletrdlito (Cg); da dupla
camada elétrica (Cq4) que surge devido a adsorcdo espontanea de ions sobre a interface
eletrodos/eletrolito, que é carregada através da conduténcia da solucdo (Gg); e da
condutancia total do eletrélito representada por (Gq + Gy). Gt neste caso permite a

transferéncia de carga através da interface filme/eletrélito'**

(Figura 14a). Nas curvas
ilustradas na Figura 14b a regido de baixas frequéncias (< 50 Hz) é dominada pelos
efeitos de dupla camada elétrica, enquanto que os efeitos do filme cobrindo os eletrodos
aparecem na regido entre 10> Hz e 10° Hz. Em frequéncias acima de 10° Hz a
impedancia do sistema é dominada pela capacitancia geométrica da configuracdo de
eletrodos adotada. As medidas ac evitam ainda o deslocamento unilateral de espécies
quimicas ionizadas no interior do filme, o que poderia alterar irreversivelmente suas
propriedades elétricas, sendo, portanto um processo de analise repetitivo e néo

destrutivo. Outra vantagem oferecida pelas medidas ac é o pouco tempo necessario para

a variacao de parametros experimentais™*?.
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Os dados de impedancia ainda podem ser tratados pelo métodos estatistico
de andlises de componentes principais (PCA). Essa € uma técnica estatistica que
transforma um grupo de variaveis correlacionadas em um grupo de variaveis nao
correlacionadas. Estabelece, com base em uma matriz de semelhanga (correlagdes,
variancias—covariancias, ou até mesmo de similaridades), um conjunto de eixos
(componentes ou fatores) perpendiculares. Cada componente corresponde a um
autovetor dessa matriz. Assim, com base em uma matriz de correlacdo entre m
variaveis, serdo calculados m autovetores (= eixos fatoriais) de comprimento Az, A,...,
Am decrescente em razdo da sua contribuicdo a varidncia total dos dados. Esses
comprimentos correspondem aos m autovalores (= raizes latentes) da matriz. Um
exemplo das matrizes utilizadas na geracdo de uma PCA ¢é exibido no capitulo IV.
Desse modo, o primeiro eixo da PCA, sobre o qual serdo ordenadas as amostras,
representard a maior parte da variacdo dos dados. O resultado disso € um sistema
reduzido de coordenadas, proporcionando informacfes sobre as semelhancas das
amostras™'®. Deve ser enfatizado que a PCA nem sempre reduz um grande nimero de
variaveis originais a um pequeno nimero de varidveis transformadas. De fato, se as
variaveis originais ndo sdo correlacionadas, a PCA ndo produz efeito algum. Os
melhores resultados sdo obtidos quando as variaveis originais sdo altamente
correlacionadas, positivamente ou negativamente. Nesse caso, por exemplo, 20 ou 30
variaveis originais podem perfeitamente ser representadas por duas ou trés componentes
principais, deixando clara a existéncia de grande redundancia nas varidveis originais,

sendo que muitas destas medem caracteristicas similares.
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Capitulo 11

Procedimentos experimentais
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2.1. Materiais

Os fosfolipidios aniénicos DPPG [1,2-Dipalmitoil-sn-3-Glicero-[Fosfo-rac-(1-
glicerol)] e CLP [1,3-Di (3-sn-Fosfatidil)-sn-glicerol] assim como 0s zwiteridnicos
DOPC [1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina ] e DPPC [L-a-1,2-Dipalmitoil-sn-3-
Glicero-Fosfatidilcolina] foram comprados da Avanti Polar Lipids Inc. O AM e o
poli(hidrocloreto de alilamina) (PAH) foram adquiridos da Sigma-Aldrich co. As
massas molares do DPPG, CLP, DOPC, DPPC, AM e PAH séo 745, 1493, 786, 745,
319 e 56x10° g/mol, respectivamente. As estruturas moleculares desses compostos sdo

exibidas na Figura 15. Para o pH de 5,6 as solucdes dos fosfolipidios aniénicos estdo

114,115 I 116

altamente ionizadas e, segundo o trabalho de Sainz et al.”, o carater zwiteridnico
dos fosfolipidios DPPC e DOPC ¢é de aproximadamente 97,6% em pH 10, 99,9% em pH
7 e 86.3% em pH 4,5. Estas caracteristicas sdao importantes porque, como sera Vvisto nos
capitulos de resultados e discusséo, as interacdes eletrostaticas desempenham um papel
relevante no crescimento dos filmes e na prépria interacdo destes com o AM. Todos 0s
produtos quimicos foram usados sem purificacdo adicional. Os solventes organicos

cloroférmio e metanol (Merck) sdo da qualidade HPLC. A 4gua ultrapura (MQcm 18,2

e pH 5,6) adquirida a partir de um sistema de Milli-Q, modelo Simplicity.
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Figura 15: estrutura molecular dos fosfolipidios anidnicos (CLP e DPPG) e
zwiteriénicos (DOPC e DPPC), do azul de metileno (AM) e do polieletrélito PAH.

2.2. Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir e LB foram fabricados utilizando uma cuba de Langmuir
KSV 2000 modelo Simplicity. Os filmes de Langmuir foram produzidos em uma
subfase de agua, espalhando 100 uL da solu¢do de DPPG, CLP, DPPC e DOPC todas a
mesma concentracdo de 1 mM dissolvidas em cloroférmio, com excecdo do DPPG que
teve de ser dissolvido em metanol/cloroférmio (1/9 em volume). As monocamadas de
Langmuir foram caracterizadas por isotermas n-A a 23°C usando o método Wilhelmy,
com a superficie da placa posicionada perpendicularmente as barreiras. A monocamada

foi comprimida simetricamente a uma velocidade constante de 10 mm/min.

Duas metodologias distintas foram utilizadas para os estudos de interagdes com
as monocamadas de fosfolipidios. Uma delas foi o método de co-espalhamento de

solugdes, apresentado na secdo 5.1. Nesse caso, uma solucdo foi formada a partir da
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mistura de solucdes de AM e fosfolipidios em diferentes razdes moleculares (de 50:1 a
1:4 moléculas de fosfolipidio:AM), e utilizadas na fabricacdo dos filmes de Langmuir.
A segunda metodologia, aplicada ao estudo de interacdo entre DPPG-PAH, consiste na
simples solubilizacdo de PAH na subfase aquosa em diferentes concentragdes (0,1; 0,01
e 0,001 mg/mL), sobre a qual foi espalhada a solucdo de DPPG. De maneira
complementar, isotermas n-A de DPPG também foram realizadas para a subfase

contendo 64x10°® mg/mL de AM com e sem 0,01 mg/mL de PAH.

2.3. Filmes Langmuir-Blodgett (LB)

2.3.1. Mono e multicamadas LB

Os filmes LB contendo multicamadas foram obtidos transferindo as
monocamadas de Langmuir de DPPG da interface ar/dgua contendo 0,01 mg/mL de
PAH na subfase para diferentes substratos sélidos dependendo da técnica de
caracterizacdo a ser aplicada. Estes filmes serdo designados como filmes LB de
(DPPG+PAH). A pressdo de superficie foi mantida constante em 25 mN/m, a
velocidade das barreira a 10 mm/min (compressdo simétrica) e as velocidades de
emersdo do substrato foram de 0,5 a 3,0 mm/min. Vale ressaltar que para a deposicdo de
monocamadas de fosfolipidios puros (sem PAH em subfase) os mesmos parametros
foram adotados exceto pela velocidade de emersdo, que nesse caso foi de 8 a 10
mm/min. Durante a deposicdo, tal velocidade foi variada dentro destes intervalos para
manter a taxa de transferéncia (TR) perto de 1,0. Sob estas condi¢des filmes LB do tipo

Z foram obtidos.

Filmes LB contendo até 30 camadas de (DPPG+PAH) foram depositados sobre
substratos de quartzo para espectroscopia de absor¢do UV-Vis e 17 camadas LB sobre

ZnSe para medidas de FTIR. Filmes LB contendo 1 e 5 camadas de (DPPG+PAH)
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foram depositadas em eletrodos interdigitados de Pt (50 pares de digitos com 10 um de
largura e 100 nm espessura, 0,5 mm de comprimento e 10 um distantes uns aos outros)
para espectroscopia de impedéancia. Além disso, um filme LB contendo 1 camada de
(DPPG+PAH+AM), com PAH e AM dissolvidos na subfase aquosa, foi depositado em
um filme de Ag com 6 nm de espessura produzido por evaporacao térmica a vacuo (10

Torr) para medidas de SERRS.

2.3.2. Filmes LB para deteccéo de uma Unica molécula

A concentracdo de solugédo espalhada para a fabricagdo dos filmes de Langmuir
foi calculada para atingir, em média, 1, 10 e 100 moléculas de AM e 2,5x10° moléculas
de DPPG por micrometro quadrado, que é a area superficial atingida pelo laser
utilizado. O niimero de moléculas de DPPG esta relacionado com as isotermas 7-A, cuja
area por molécula estd em torno de 40 A% o que significa 2,5x10° moléculas de
DPPG/um?(10°A%). Durante a fabricagdo dos filmes de Langmuir, normalmente s&o
espalhadas sobre a subfase 3,07x10'® moléculas de DPPG, para o qual 1,23 x10%,
1,23x10™ ou 1,23x10' moléculas de AM devem ser espalhadas para manter a
proporcdo de 4rea superficial em 1, 10 e 100 moléculas/um?, respectivamente. O
volume total de solucéo escolhido para espalhar 3,07x10*° moléculas de DPPG sobre a
subfase, a uma concentragdo de 1 mM, foi de 50uL. Dessa forma, 205 pL de solucdes
de AM a 10, 10 e 10® M foram co-espalhadas, juntamente com os 50 uL de DPPG,
para que a proporcao de 1, 10 e 100 moléculas de AM/pm? seja mantida. Os filmes LB,
para os diferentes nimeros de moléculas por um?, foram depositados sobre filmes de
Ag com 9 nm de espessura produzido por evaporacdo térmica a vacuo (10 Torr) para

medidas de SERS.
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2.4. Solucoes e filmes layer-by-layer (LbL)

Os filmes LbL foram fabricados usando solucdes aquosas de CLP, DPPG, DPPC
e PAH a um pH de 5,6 com concentracdes de 1,4; 0,74; 0,73 mg/mL (todas al,0 mM) e
0,80 mg/mL, respectivamente. Todas as solucdes aquosas foram preparadas sem
nenhum procedimento especial: o pd simplesmente foi adicionado a agua ultrapura e a
solucdo foi cuidadosamente agitada. Esse mesmo procedimento foi utilizado para o
preparo de uma solucdo de AM a uma concentracdo de 0,32 mg/mL (1,0 mM). O
coloide de Ag foi obtido pela reducdo de AgNO;3 pelo citrato de sodio, seguindo o
método proposto por Lee e Meisel''”. A concentragdo final de coldide de Ag esta em
torno de 1 mM. A partir desta metodologia espera-se que as nanoparticulas de Ag
(AgNP) estejam negativamente carregadas a um pH 5,68 apresentando
preferencialmente um formato com uma distribui¢do de didmetro variando de 25 a 130

nm119-122.

Os filmes LbL de PAH/DPPG, PAH/CLP, PAH/DPPC e PAH/AgNP foram
fabricados pela imersdo do substrato em solugfes estoques distintas conforme a seguinte
sequéncia: solucdo de PAH por 3 minutos—> agua ultrapura para remover o excesso de
PAH adsorvido por 1 minuto - solucdo de fosfolipidio (ou coléide de Ag) por 3
minutos—> agua ultrapura para remover o excesso de fosfolipidio (ou coldide de AQ)
adsorvido por 1 minuto. Apds isso, a primeira bicamada LbL de PAH/fosfolipidio (ou
PAH/AgNP) é formada e com a repeticdo dessa sequéncia, multicamadas do filme LbL
sdo obtidas. A imersdo dos substratos nas diferentes solu¢bes por um tempo especifico,
foi determinado previamente por um estudo de cinética de crescimento.
Resumidamente, essa cinética foi realizada pelo acompanhamento do crescimento de
uma bicamada LbL de PAH/fosfolipidio, através da espectroscopia de absor¢do UV-
Vis, monitorando o aumento da absorbancia do fosfolipidio de acordo com os tempos
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de imerséo do substrato (1, 3, 5 e 7 min). O tempo de imersdo apropriado do substrato é
determinado por uma saturagdo (platd) na curva de absorbancia, indicando que uma
méaxima adsorcdo de material foi alcancada e, consequentemente, uma camada foi

formada.

Para o crescimento de filmes LbL de PAH/(DPPG+AgNP), PAH/(CLP+AgNP),
PAH/(DPPG+AgNP+AM),  PAH/(CLP+AgNP+AM),  PAH/(DPPG+AM) e
PAH/(CLP+AM) a mesma sequéncia foi seguida. Nestes casos, 2 mL de AM e/ou
coldide de Ag provenientes das solucBes estoques foram adicionadas a um baldo
volumétrico de 10 mL, que em seguida foi preenchido com solucdo de DPPG. As
concentracgdes finais de DPPG e CLP nas solucgdes aquosas foram 0,8 mM para a adigéo
de coldide de Ag; 0,6 mM para a adicdo de coldide de Ag e AM; 0,8 mM para adi¢do de
AM. Todos os filmes LbL foram fabricados utilizando um brago mecéanico disponivel
no sistema de Langmuir KSV 2000, com imersdo e emersdo dos substratos
perpendicularmente as solugdes (e agua ultrapura de lavagem) a uma velocidade de 17
mm/minuto. Vale ressaltar que os primeiros filmes LbL de PAH/DPPG e PAH/DPPC
foram fabricados manualmente. Porém os resultados foram consistentes com aqueles
fabricados utilizando o brago mecénico. Todos os substratos foram limpos previamente
com detergente neutro, sendo extensivamente lavados com &gua ultrapura seguida de
acetona (5 minutos de sonicacdo) e cloroférmio (5 minutos de sonicacdo). Este
procedimento é suficiente para ativar a superficie do substrato e assim permitir a
adsorcédo da primeira camada de PAH evitando o uso de qualquer outro tratamento mais
dréstico como a solucdo piranha (uma mistura de acido sulfdrico concentrado e

peroxido de hidrogénio).

O numero de bicamadas LbL depositadas e o tipo de substrato foram escolhidos

de acordo com a técnica de caracterizacdo. Nesse sentido, os filmes foram crescidos em
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quartzo para espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, enquanto para as medidas de MEV
e AFM os filmes foram crescidos em laminas de vidro para microscopia da marca
Precision Glass Line (borosilicato) tratado termicamente (600°C por 2 horas) para
minimizar sua rugosidade. Para as medidas de espectroscopia de impedéncia os filmes
foram depositados sobre eletrodos interdigitados de Pt e para as anélises de FTIR sobre

ZnSe.

2.5. Caracterizacao dos filmes finos

As solucdes, filmes LbL e filmes LB foram caracterizados pela técnica de
absorcdo UV-Vis utilizando-se um espectrofotémetro Varian modelo Cary 50 que opera
na regido de 190 a 1100 nm. O monitoramento por UV-Vis foi realizado usando uma
taxa de varredura de 600 nm/min. As medidas de FTIR foram realizadas utilizando-se
um espectrémetro Bruker modelo Vector 22 que opera de 2,5 a 25 um (400 a 4000 cm’

1). As medidas de FTIR foram obtidas com 128 scans e resolugéo espectral de 4 cm™.

Os espectros Raman, RRS e SERRS foram obtidos utilizando um espectrografo
micro-Raman Renishaw modelo in-Via equipado com um microscopio Leica série
DMLM para focar as amostras, detector CCD Peltier e plataforma moével (XY2Z), cujo
passo minimo € de 0,1 um, onde sdo colocadas as amostras. Foram utilizados lasers de
Argbnio marca Laserphysics e Hélio-Nebnio marca Renishaw com comprimentos de
onda em 514,5 e 633 nm, respectivamente. O espectrografo € equipado com redes de
difracdo com 1800 e 1200 grades/mm permitindo que os espectros sejam coletados com
uma resolucio de cerca de 4 cm™ (obtencéo de espectros ponto-a-ponto com resolugio
espacial de cerca de 1 um?). Vérias porcentagens da méxima poténcia do laser foram
utilizadas para se chegar ao espectro com a relacéo sinal/ruido mais adequada. Para as

medidas de detecgdo de uma Unica molécula, baixas poténcias de laser foram utilizadas
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(~ 20W) para evitar processos de fotodegradacdo. Todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente utilizando uma lente objetiva de 50x (NA de 0,75), que gera areas
de espalhamentos de 1 pm? A aquisicdo e tratamento dos dados foram feitos no

programa WIRE e Galactic Industries GRAMS/386, respectivamente.

As imagens de AFM, exibidas nas sec¢Oes 3.1.2 e 4.3.2, foram obtidas através de
um microscopio Digital Instrument modelo Nanoscope IV, e as imagens exibidas na
secdo 5.2.2 foram adquiridas em um microscopio Nanosurf, modelo easyScan 2. Para
todas as medidas foram utilizadas uma ponta de nitreto de silicio no modo tapping. As
imagens foram caracterizadas usando o programa WsXM 4.0 develope 12.1 para
analisar a rugosidade RMS e altura média das imagens topogréaficas. As imagens de
MEYV foram obtidas usando um microscépio FEI, modelo quanta 200F, sob baixo vacuo

(1,0 Torr) e sem metalizagdo da superficie dos filmes LbL.

As medidas de espectroscopia de impedancia foram realizadas em um analisador
de impedéncia Solartron 1260A. As curvas foram adquiridas para uma faixa de
frequéncias de 1 Hz a 1 MHz, usando 50 mV de amplitude, com os eletrodos
mergulhados em agua ultrapura, usada como referéncia, e em solucBes aquosas de AM
variando de 0,01; a 100,0 nM. Os eletrodos ficaram imersos 20 minutos para permitir
uma leitura estavel do sinal, seguida de 5 medidas consecutivas para cada unidade
sensorial visando verificar as variagdes antes da aquisicdo dos dados. As medidas foram
realizadas da menor para maior concentracao e a referéncia dos espectros foi obtida em
agua ultrapura. Entre cada conjunto de medidas, as unidades sensoriais foram imersas
por 10 minutos em &gua ultrapura sob agitacdo moderada. E importante mencionar que
antes da imersdo das unidades sensoriais em uma solugdo especifica de AM, um
processo de lavagem com a solucdo de AM foi efetuado para evitar interferéncias pela

presenca de agua nos filmes.
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Capitulo 111

Crescimento e caracterizacao dos filmes layer-
by-layer (LbL) e Langmuir-Blodgett (LB) de

fosfolipidios
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3.1. Filmes layer-by-layer (LbL)

3.1.1. Crescimento dos filmes LbL de PAH/DPPG, PAH/DPPC e PAH/CLP

Inicialmente, um estudo da cinética de crescimento dos filmes LbL de
PAH/DPPG e PAH/DPPC foi realizado utilizando a espectroscopia de absor¢édo UV-
Vis. As Figuras 16a e 16b exibem, respectivamente, os espectros UV-Vis para os filmes

LbL de PAH/DPPG e PAH/DPPC.

(a) Filme LbLde PAH/DPPG (b) Filme LbL de PAH/DPPC
0,017
0,0040
0,015
§ 0,0030
S 0,013
Z 0,011 0,0020
s 0,009]/- Detalhe A |] 0,0010 {/* Detalhe A |]
[&) T T T T
& 12 4 7 1 23 45686 7
0,40 -cés Tegmpo (m5in) ° Tempo (min)
o
é 0,40 - 0,030
0,30 S 0025
2 0,30 = 0,020
j= 0,20 Qo 0,015
= 0,10 2 0,010
2 0,20 0.00 —m—— Detale B || 2 0,005 Detalhe B
= Y0 3 6 91215 182124 0,000
< _ 0246 8101214161820
Bicamadas Bicamadas
3 A
0,00+ . . . . '
200 400 600 800 200 400 600 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (hm)

Figura 16: espectros de absorcdo UV-Vis para os filmes LbL de (a) PAH/DPPG e (b)
PAH/DPPC. Detalhe A: cinética de crescimento para ambos os filmes. Detalhe B:
dependéncia linear da absorbancia em 200 nm em funcdo do nimero de bicamadas
depositadas para ambos os filmes.

De acordo com a cinética de crescimento exibida no detalhe A das Figuras 16a e
16b, observa-se que 3 minutos é um intervalo de tempo de imersdo dos substratos
adequado para a fabricacdo destes filmes LbL, uma vez que acima desse tempo a

absorbancia tende a um platd indicando que a adsorcdo de material esta atingindo um
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limite. Um aumento linear na absorcéo foi medido em funcdo do nimero de bicamadas
LbL depositadas, como exibido no detalhe B da Figura 16a , sugerindo que quantidades
semelhantes de material foram adsorvidas por bicamada. O mesmo comportamento é
observado para o fosfolipidio aniénico CLP, como se pode observar no detalhe da
Figura 17a. Um esquema representando uma possivel estrutura dos fosfolipidios no

filme LbL € exibido na Figura 17b.
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Figura 17: (a) espectros de absorcdo UV-Vis para o filme LbL de PAH/CLP. Detalhe:
dependéncia linear da absorbancia em 230 nm em funcdo do numero de bicamadas
depositadas. (b) llustracdo dos filmes LbL contendo PAH/fosfolipidios onde o DPPG,
DPPC ou CLP se encontram na forma de vesiculas multilamelares (MLV).

Por outro lado, o filme LbL de PAH/DPPC, quando comparado aos filmes LbL
de PAH/DPPG e PAH/CLP, possui menores valores de absorcdo para 0 mesmo numero
de bicamadas depositadas, além da maxima deposicdo de 13 bicamadas. Acima de 13
bicamadas o filme LbL de PAH/DPPC para de crescer e, consequentemente, 0s
espectros UV-Vis tendem a se sobrepor, originando o platd exibido no detalhe B da
Figura 16b. As diferencas nos valores de absorbancia para ambos os filmes estdo

relacionadas com as diferengas de carga apresentada pelos fosfolipidios em quest&o:
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DPPG e CLP anibnicos e DPPC zwiteridnico. Uma vez que o PAH é um polieletrolito
catibnico, a deposicdo de PAH/DPPG e PAH/CLP ¢é facilitada por interacdes
eletrostaticas entre os grupos NHs;" do PAH e PO, do DPPG e CLP, levando a filmes

LbL com valores mais elevados de absor¢éo.

A presenca dos fosfolipidios e PAH nos filmes LbL foi confirmada pelos
espectros de FTIR coletados no modo de transmisséo. A Figura 18 mostra 0s espectros
FTIR para um filme de 14 bicamadas LbL de PAH/CLP depositado sobre ZnSe, além
dos filmes cast de CLP e PAH (ambos provenientes de solugdes aquosas). As regides
abaixo de 1900 cm™ e acima de 2750 cm™ séo exibidas na forma de zooms, enfatizando
as bandas de absorcdo da CLP e PAH nos filmes LbL. A Tabela 1 trés as atribui¢fes das

principais bandas FTIR para os filmes cast de CLP'?*12* ¢ PAH!#1%,
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Figura 18: espectros FTIR para os filmes cast de CLP e PAH e para o filme LbL com
14 bicamadas de PAH/CLP. Os detalhes mostram os espectros FTIR a baixos e
elevados numeros de onda.

Tabela 1. Atribuicdes das principais bandas FTIR para os filmes cast de CLP e PAH.

CLP (cm™) PAH (cm™) Atribuicdes'®'*
3417 Estiramento N-H
2958 Estiramento C-H
2958 ombro Estiramento antissimétrico CHs
2929 Estiramento antissimétrico CH,
2856 Estiramento simétrico CH,
1740 Estiramento do grupo carbonil
1613 NH;bending antissimétrico
1514 NH;bending simétrico
1463 CHj scissoring ou deformagéo anti-simétrica do grupo metil.
1378 Deformagdo simétrica do grupo metil
1235 Estiramento antissimétrico P=0 (grupo PO;)
1098 Estiramento simétrico P=0 (grupo PO,)
1067 Vibracdo C-O-P-O-C ou estiramento C-O (grupo ester )
acoplado ao estiramento C-C
886 Estiramento P-O
838 Estiramento P-O
725 CHj, rocking
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Considerando que as principais bandas da CLP e PAH estdo presentes nos
filmes cast, as interagGes entre CLP e PAH sdo deduzidas a partir de deslocamentos das
bandas do filme LbL de PAH/CLP. Dessa forma, a banda em 1235 cm™ (PO,
antissimétrico) para o filme cast de CLP é deslocada para 1215 cm™ no filme LbL e a
banda em 1098 cm™ (PO, simétrico) tem sua intensidade relativa alterada em relacéo as
bandas adjacentes em 1067 e em 1035 cm™. Além disso, as bandas em 838 e 886 cm™
(estiramento P-O) para o filme cast da CLP coalesce em uma larga banda com maximo
em 849 cm™ para o filme LbL. No caso do PAH, as bandas em 1514 e 1613 cm™ (NHs*
bending) para o filme cast sdo deslocadas para 1536 e 1638 cm™ no filme LbL de
PAH/CLP. Essas alteracdes mostram as interacdes eletrostaticas entre os grupos NH3"
do PAH e PO, da CLP como responsaveis pelo crescimento dos filmes LbL.
Resultados similares foram encontrados para os filmes LbL de PAH/DPPG e
PAH/DPPC?". Hubner et al.'?® reporta ligacdes intramoleculares de hidrogénio entre os
grupos fosfatos e o contra jon NH;" (sal de amdnio da CLP). Isso é consistente com o0
papel desempenhado pelos grupos polares no crescimento dos filmes LbL de

fosfolipidios e PAH.

No caso do DPPG, os estiramentos simétrico e antissimétrico do CH, foram
observados em 2917 e 2850 cm™ respectivamente, isto &, a baixos nimeros de onda
quando comparados a CLP (filmes cast e LbL — Figura 18). Considerando que 0s modos
CH, sdo muito sensiveis a organizacgdo, os resultados indicam que as cadeias alquilicas
do DPPG séo encontradas na forma de bicamadas com elevado grau de organizagéo
(fase solida) enquanto no caso da CLP as cadeias alquilicas estdo menos ordenadas (fase
liquida cristalina)*?®. Especificamente para a CLP, é possivel afirmar que o grau de
organizacdo das cadeias alquilicas tende a aumentar do filme cast para o LbL,

possivelmente como consequéncia da interagdo CLP-PAH.
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3.1.2. Analise morfoldgica dos filmes LbL de PAH/DPPG, PAH/DPPC e PAH/CLP

A morfologia para os filmes LbL de PAH/DPPG e PAH/DPPC foram
investigadas em escalas micro e nanométrica via microscopia Optica e AFM,
respectivamente. A Figura 19 mostra imagens de microscopia Optica e de AFM
realizadas, respectivamente, para 21 e 10 bicamadas do filme LbL de PAH/DPPG
enquanto a Figura 20 mostra as mesmas medidas realizadas, respectivamente, para 13 e

10 bicamadas do filme LbL de PAH/DPPC.

Figura 19: (a) imagem Optica em 2 e 3 dimensBes para 21 bicamadas LbL de
PAH/DPPG. (b) Imagem topografica de AFM em 2 e 3 dimensdes para 10 bicamadas
LbL de PAH/DPPG. O detalhe exibe um histograma com a distribui¢do de alturas para
uma area de 2 um x 2 um.
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Figura 20: (a) imagem oOptica em 2 e 3 dimensfes para 13 bicamadas LbL de
PAH/DPPC. (b) Imagem topografica de AFM em 2 e 3 dimensfes para 10 bicamadas
LbL de PAH/DPPC. O detalhe exibe um histograma com a distribuicdo de alturas
coletadas para uma area de 2 um x 2 um.

De acordo com as microscopias 6pticas exibidas nas Figuras 19a e 20aem 2 e 3
dimens0es, realizadas para os filmes LbL de PAH/DPPC e PAH/DPPG, constatou-se
que ambos possuem uniformidade morfoldgica em escala micrométrica. As imagens de
AFM, exibidas nas Figuras 19b e 20b mostram a presenca de dominios ou agregados
moleculares cujas distribuicdes de altura sdo dadas pelos histogramas nos detalhes.
Esses dominios podem ser atribuidos a vesiculas multilamelares (MLV) de
fosfolipidios, similar ao que foi reportado para vesiculas por Fang et al., Lunelli et al.,
You et al., e Tarasova et al."?***?, A presenca de MLV é corroborada pela coalescéncia

de dominios e protuberancias globulares notadas nas imagens de AFM (Figuras 19b e
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20b), cujas dimensdes ("didmetro”) estdo entre 1000-3000 A para DPPG e menores que
1000 A para DPPC. Volodkin et al."™* relatou a imobilizagdo de DPPC e DPPG, na
forma de vesiculas unilamelares (extrusdo), sobre polieletrélitos utilizando a técnica de
LbL. No trabalho, imagens de AFM semelhantes as nossas revelaram que as vesiculas

mantém sua forma quando imobilizadas na forma de filmes LbL.

Complementarmente, os resultados obtidos para as medidas de AFM foram
caracterizadas via rugosidade (RMS, do inglés root mean square) e altura média

(diferenca de altura entre picos e vales) utilizando o programa WSxM 4.0. A rugosidade

, : 3 3 Y (2, -Z)
RMS € dada pelo desvio padrdo de acordo com a equagaoRr, = % onde

Z ¢é a média dos valores de Z dentro da area determinada, Z, é a altura do enésimo
pixel e N € o nimero de pixels considerado, enquanto a altura média é simplesmente a
média aritmética das alturas medidas. Foram realizadas medidas para areas com 5,0 x

5,0 um?; 2,0 x 2,0 pm? e 1,0 x 1,0um? e os valores obtidos estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Rugosidade (RMS, do inglés root mean square) e altura média para os filmes
LbL com 10 bicamadas de PAH/DPPC e PAH/DPPG.

Amostra Area (um? Rugosidade RMS (nm)  Altura média (nm)

5x5 52 8,6

2X2 1,1 3,6
PAH/DPPC

1x1 0,8 2,0

5x5 10,0 215

2X2 55 16,6
PAH/DPPG

1x1 50 11,3

Verifica-se que os filmes LbL de PAH/DPPC e PAH/DPPG apresentaram
valores de rugosidade RMS e altura média que variam com a area de varredura, o que €
esperado ja que a distribuicdo dos agregados ndo é homogénea tanto ao longo da

superficie do filme quanto em termos de tamanho. Pode-se observar que a rugosidade
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apresentada pelo filme de PAH/DPPG, para as diferentes &reas de andlise, & maior que a
do filme de PAH/DPPC. Esse resultado esta relacionado com a diferenca na altura
média dos filmes analisados (diferenca de altura entre picos e vales), para o qual se
observa maiores valores para o filme de PAH/DPPG. Além disso, o fato do filme de
PAH/DPPG possuir uma altura média maior que a do filme de PAH/DPPC sugere que
uma maior quantidade de material esteja presente em tal filme, o que esta em acordo
com as medidas de espectroscopia de absor¢do UV-Vis, que apresentou valores de

absorbancia com uma ordem de grandeza a mais para o filme LbL de PAH/DPPG.

A Figura 21 mostra a imagem Optica obtida para o filme contendo 14 bicamadas

LbL de PAH/CLP.

Figura 21: imagem Optica em 2 e 3 dimensdes para o filme LbL com 14 bicamadas de
PAH/CLP.

De acordo com a Figura 21, em 2 e 3 dimensdes, a CLP pode ser observada na
forma de vesiculas com diametro variando entre 4 a 60 um (didmetro médio de ~ 20
Hm) o que é caracteristico de vesiculas gigantes. Com esse diametro, essas vesiculas séo
suficientemente grandes para serem observadas pelas microscopias Opticas,
diferentemente dos filmes LbL de PAH/DPPC e PAH/DPPG cujas vesiculas, com

didmetros da ordem de nandmetros, so foram observadas via AFM. As principais
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técnicas utilizadas hoje em dia para o preparo de vesiculas gigantes de fosfolipidios sdo

134 135

derivadas da eletroformacdo" e hidratacdo™, onde um filme seco serve de ponto de
partida. Uma comparacdo entre ambas as metodologias foi reportada por Rodriguez et
al.™*®. A partir do contraste exibido pelo contorno das vesiculas gigantes de CLP (Figura

20) e de acordo com Rodriguez et al.,**

pode-se afirmar que estas vesiculas gigantes
apresentam o chamado “nest of vesicles”, 0 que significa que as vesiculas contém pelo
menos uma outra vesicula cujo didmetro é superior a 80% da maior**®. Essas vesiculas
gigantes de CLP sdo formadas em solucdo quando preparadas sem nenhum
procedimento especial (hidratacdo ou eletroformacdo), com a estrutura preservada apos
a transferéncia para o substrato. Consequentemente, a metodologia utilizada aqui pode
ser aplicada como um procedimento alternativo para o preparo de vesiculas gigante de
CLP quando uma distribuicdo uniforme de forma e tamanho nédo é requerida, o que é
nosso caso. S&o poucos os trabalhos existentes sobre vesiculas gigantes de CLP, as
137-139,

quais sdo normalmente fabricadas a partir de misturas de fosfolipidios

dificultando assim a comparacdo com os resultados apresentados.

3.1.3. Incorporacao de AgNP aos filmes LbL de PAH/DPPG e PAH/CLP

Visando um estudo de interacdo entre AM e fosfolipidios utilizando como
ferramenta de anélise o efeito SERS, abordado com detalhes no capitulo V, AgNP
foram incorporadas aos filmes LbL. O crescimento de filmes LbL contendo PAH,
DPPG ou CLP e AgNP foi sistematicamente monitorado por espectroscopia de absorcéo
no UV-Vis. A Figura 22a apresenta os espectros UV-Vis para a solucdo aquosa de
coloide de Ag contendo DPPG e CLP. Para evitar a saturacdo do detector do
espectrofotdmetro UV-Vis, esses espectros foram obtidos para solu¢do aquosa diluidas
50 vezes em relagdo as solugdes utilizadas para fabricar os filmes LbL contendo
PAH/(DPPG+AgNP), PAH/(CLP+AgNP). No caso do coldide de Ag, a solucédo estoque
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também foi diluida 50 vezes. Em contraste com a Figura 22a (coldides), a Figura 22b
mostra os espectros de absor¢do UV-Vis para filmes LbL contendo 10 bicamadas de

PAH/AgNP, PAH/(DPPG+AgNP) e PAH/(CLP+AgNP).

— > Coléidede Ag

(a) Solugdes aquosas (b) 10 bicamadas LbL
3
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Figura 22: (a) espectros de absorcdo UV-Vis para solucdo aquosa de coldide de Ag e
colbide de Ag contendo DPPG ou CLP. (b) Espectros de absor¢do UV-Vis para filmes
LbL com 10 bicamadas de PAH/AgNP, PAH/(DPPG+AgNP) e PAH/(CLP+AgNP).

De acordo com os resultados exibidos na Figura 22a, o coldide de Ag apresenta
um ombro em 353 nm, uma forte banda de absor¢do com maximo em 408 nm e uma
cauda que se estende para comprimentos de onda mais elevados que sdo atribuidos a
absorcdo por plasma de superficie dos modos quadripolo, dipolo e particulas agregadas,
respectivamente™*®. Em termos de agregacdo do col6ide de Ag, a cauda do espectro de
UV-Vis sem a presenca de uma banda larga indica um baixo nivel de agregagdo™*!**
Além disso, as alteracGes observadas nos espectros UV-Vis do coldide de Ag contendo
DPPG e CLP sugerem que a agregacdo das particulas de Ag no coldide ndo é
significativamente afetada. O ligeiro deslocamento do méaximo em 408 nm para a banda
de absorcdo do coldide de Ag em termos de nanbmetros (energia) sugere que as
concentracdes de DPPG e CLP ndo provocam uma mudancga significativa na funcéo
dielétrica dos meios aquosos**2. J& os espectros exibidos na Figura 22b para os filmes
LbL sugerem que os deslocamentos do maximo de absorcdo (397, 424 e 426 nm
respectivamente) sejam decorréncia de mudangas na funcéo dielétrica dos meios.
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As Figuras 23a e 23b exibem os espectros de absor¢do UV-Vis para filmes LbL
contendo PAH/AgNP e PAH/(DPPG+AgNP), respectivamente, cujas imagens oOpticas
para 10 bicamadas sdo exibidas nos detalhes. As Figuras 23c e 23d exibem,
respectivamente, 0s espectros de absor¢do UV-Vis para o filme LbL de
PAH/(CLP+AgNP) e uma imagem MEV referente a 14 bicamadas LbL do filme em

questéo.

Figura 23: (a) espectros de absor¢do UV-Vis para o filme LbL com diferentes nimeros
de bicamadas de PAH/AgNP. Os detalhes mostram a dependéncia linear da absorbancia
em 397 nm em funcdo do nimero de bicamadas depositadas e a imagem éptica para o
filme LbL com 10 bicamadas de PAH/AgNP. (b) Espectros de absor¢do UV-Vis para
filmes LbL com diferentes nimeros de bicamadas de PAH/(DPPG+AgNP). Os detalhes
mostram a dependéncia linear da absorbancia em 424 nm em funcdo do numero de
bicamadas depositadas, a imagem Optica para o filme LbL com 10 bicamadas de
PAH/(DPPG+AgNP) e uma ilustracdo das vesiculas multilamelares de DPPG (MLV).
(c) Espectros de absorcdo UV-Vis para filmes LbL com diferentes numeros de
bicamadas de PAH/(CLP+AgNP). O detalne mostra a dependéncia linear da
absorbancia em 426 nm em funcdo do nimero de bicamadas depositadas. (d) Imagem
de MEV para o filme LbL com 14 bicamadas de PAH/(CLP+AgNP). O detalhe mostra
as AgNP.
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A dependéncia linear do nimero de bicamadas depositadas vs absorbancia
(detalhes) para todos os casos revela que quantidades semelhantes de AgNP sdo
adsorvidas em PAH por bicamada depositada, levando a um crescimento controlado dos
filmes LbL em escala nanométrica de espessura. No caso do PAH/(DPPG+AgNP) e
PAH/(CLP+AgNP), considerando que o PAH é um polieletrélito cationico (NHs"), o
DPPG e CLP sédo fosfolipidios aniénicos (PO,) e as AgNP sdo negativamente

18 tanto os fosfolipidios quanto as AgNP competem pelos grupos NHs"

carregadas
considerando interacGes eletrostaticas. Dessa forma, um questionamento com relacéo a
possibilidade da transferéncia de DPPG e CLP para a camada de suporte de PAH pode
ser levantado. A resposta vem com o crescimento dos valores de absorgdo em 200 nm e
a banda em 230 nm que estdo relacionadas, respectivamente, a adsor¢do de DPPG e
CLP. E importante mencionar que o nivel de agregacdo das AgNP parece nio ser
afetado consideravelmente com o crescimento desses filmes LbL. Por outro lado,

Goulet et al. trabalhando com filmes LbL de dendrimeros/AgNP**

e Zhang et al.
trabalhando com filmes LbL de PAH/AuNP'*! relataram um forte aumento da banda de
absorcdo UV-Vis com maximo em 650 nm, o qual atribuiram a agregacdo das particulas
de metais nobres. A principal razdo para essa diferenca esta relacionada ao tempo em
que os filmes LbL permanecem imersos nos coldides de Ag ou Au, sendo 2 horas em
Goulet et al., 30 minutos para Zhang et al. e 3 minutos no nosso caso. Além disso, no
caso do filme LbL de PAH/(DPPG+AgNP) e PAH/(CLP+AgNP), as AgNP estio
adsorvidas dentro da camada de DPPG e CLP enquanto nos outros casos as AgNP e
AUNP estdo dispostas na forma de camadas. Na imagem MEV exibida na Figura 23d é
possivel observar as AgNP dispersas ao longo da superficie do filme LbL, as quais sdo

observadas tanto agregadas como particulas isoladas, corroborando os resultados de

espectroscopia de absorcédo UV-Vis.
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3.2. Filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett (LB)

3.2.1. Filmes de Langmuir de DPPG

Considerando a dificuldade na fabricacdo de filmes LB que vdo além de mono
ou bicamadas'*’ de DPPG, uma nova estratégia foi adotada para a deposicdo desses
filmes. Em analogia aos filmes LbL, em que multicamadas foram crescidas em funcéo
da interacdo PAH-fosfolipidios, estudos de interacio DPPG-PAH foram realizados via
filmes de Langmuir na tentativa de se obter filmes LB contendo multicamadas de
(DPPG+PAH). Os filmes de Langmuir de DPPG na interface ar/agua foram preparados
com uma subfase contendo diferentes concentra¢des de PAH. As isotermas m-A

correspondentes sdo exibidas na Figura 24.
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Figura 24: isotermas n-A de DPPG obtidas para subfase de agua contendo diferentes
concentracdes de PAH. Detalhe: ilustracdo do filme de Langmuir de DPPG na interface
ar/agua contendo PAH dissolvido na subfase.

Dependendo da concentragdo de PAH na subfase, um deslocamento das
isotermas m-A para maiores areas moleculares é observado. Para o pH da subfase
utilizado (5,6), tanto o PAH'*® quanto 0 DPPG™" estdo altamente ionizados. Dessa
forma, o deslocamento observado nas isotermas m-A pode ser resultado de interagdes
eletrostaticas entre os grupos NHs;" e PO, do PAH e DPPG, respectivamente. As
moléculas de PAH podem estar posicionadas preferencialmente entre os grupos polares
do DPPG na interface ar/agua (detalhe da Figura 24) levando a um deslocamento das
isotermas m-A para concentragcdes mais elevadas de PAH. Neste caso, as interagOes
entre os grupos polares do DPPG e grupos ndo polares da cadeia do PAH (interacOes

hidrofobicas) devem ser fracas. Apesar da elevada ionizacdo do PAH e DPPG a um pH
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de 5,6, na se¢édo 3.1 demonstramos que filmes LbL contendo bicamadas de PAH/DPPG
podem ser crescidos sem restricGes em termos de nimero de bicamadas. No entanto, o
crescimento de filmes LbL contendo bicamadas de PAH/DPPC foi restringido a 13
bicamadas. Esse fato é explicado com base no carater anidnico do DPPG e zwiteriénico
do DPPC, revelando o qudo importante sdo as interagdes eletrostaticas para este

sistema.

A Figura 24 também mostra que as isotermas n-A apresentam uma inflexao em
38 mN/m, independentemente da concentracdo de PAH na subfase aquosa. Nesta
pressdo de superficie as moléculas de PAH provavelmente sdo expelidas da interface
ar/agua de volta para a subfase. A quantidade de moléculas de PAH que séo expelidas
da interface ar/agua depende da concentracdo de PAH na subfase. Nesse sentido, as
fases condensadas indicadas pelas isotermas 7-A dos filmes de Langmuir de DPPG para
subfase de agua pura e para a concentracdao de 0,001 mg/mL de PAH sdo coincidentes.
Isso revela que todas as moléculas PAH foram expelidas da interface. Por outro lado,
para as concentragdes de 0,01 e 0,1 mg/mL de PAH, as isotermas n-A indicam que 0S
filmes de Langmuir de DPPG constituem fases condensadas em &reas moleculares
maiores quando comparado ao resultado obtido para subfase de &gua pura. Portanto,
para estas concentragdes, as moléculas de PAH sdo apenas parcialmente expelidas da

interface ar/agua.

3.2.2. Crescimento dos Filmes LB de (DPPG+PAH)

Os filmes LB foram crescidos para uma pressdo de superficie constante a 25
mN/m. Neste valor, os filmes de Langmuir de DPPG ja estdo bem empacotados sobre a
subfase aquosa independentemente da concentragdo de PAH, como mostrado pelas

isotermas n-A (Figura 24). Além disso, esse valor garante que as moléculas de PAH
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permanecem na interface ar/agua, o que é a principal responsavel pela transferéncia dos
filmes de Langmuir de DPPG para substratos solidos formando filmes com
multicamadas LB. O crescimento dos filmes LB foi monitorado pela espectroscopia de

absorcéo de UV-Vis, conforme exibido pela Figura 25.

0,08 Filme LB de 0,08 | Absorcao UV-Vis
(DPPG+PAH) ¢ 0,071
[
30 camadas § 0,06 1
T E 0,05 T
0.06 1 . = 0,04 -
5 < 0,03
& S
S 20,02
2 0014
38 0,04+ el DPPG + 0,01 mg/mL de PAH
< 0,00 — . : . .

5 10 15 20 25 30
Camadas LB

0,02
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Comprimento de onda (nm)

Figura 25: espectros de absor¢do UV-Vis para filmes LB com diferentes nimeros de
camadas de DPPG transferidos sobre um substrato de quartzo com subfase de agua
contendo 0,01 mg/mL de PAH. Detalhe: absorbancia em 200 nm em func&o do nimero
de camadas depositadas.

A Figura 25 apresenta os espectros dos filmes LB coletados a cada 5 camadas
até 30 camadas utilizando uma subfase de &gua contendo 0,01 mg/mL de PAH. O
detalhe mostra a absor¢cdo em 200 nm em funcéo do numero de camadas depositadas. O
crescimento linear de absorbancia indica que quantidades semelhantes de material séo
transferidas por camada depositada, revelando um crescimento controlado dos filmes
LB. A presenca dos dois materiais nos filmes LB foi confirmada usando o FTIR no
modo de transmissdo. A Figura 26 mostra os espectros FTIR para 17 camadas LB de

(DPPG+PAH) e também para os filmes cast de PAH e DPPG.
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Figura 26: espectro FTIR do filme LB contendo 17 camadas de DPPG transferidas para
um substrato de ZnSe com o subfase de agua contendo 0,01 mg/mL de PAH. Detalhe:
ilustracdo do filme LB contendo DPPG e PAH. Os espectros FTIR dos filmes cast de
PAH e DPPG s&o dados como referéncias.

Verifica-se que o filme LB apresenta as bandas de absorcdo de DPPG e PAH.
No entanto, as bandas de DPPG sdo relativamente muito mais intensas do que as de
PAH, indicando que o DPPG é o material mais abundante como inicialmente desejado.
As bandas de DPPG em 2917 e 2850 cm™ sdo atribuidas, respectivamente, ao
estiramento simétrico e antissimétrico do CH;, enquanto as bandas menos intensas em
2954 e 2873 cm™ (observavel somente sob zoom) sdo atribuidas ao estiramento
antissimétrico e simétrico do CHs. A banda em 1734 cm™ é atribuida ao estiramento do
grupo carbonila e em 1465 cm™ a deformac&o angular no plano do CH,™**. Além
disso, as bandas em 1221 e 1094 cm™ para o filme cast de DPPG sdo atribuidas,

respectivamente, ao estiramento simétrico e antissimétrico do PO, %146 e em 1048
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cm™ ao estiramento simétrico C-O-C**. Entretanto, para o filme LB de (DPPG+PAH) a
banda em 1221 cm™ é deslocada para 1205 cm™ e a intensidade relativa da banda em
1094 cm™ é diminuida. Essas variagdes sugerem uma interacdo eletrostatica entre 0s
grupos NH3" do PAH e PO, do DPPG conforme exibido pelas isotermas r-A dos filmes
de Langmuir. Considerando o filme cast de PAH, a banda em 3407 cm™ é atribuida ao
estiramento N-H, em 2967 cm™ ao estiramento C-H, e em 1606 e 1511 cm™ sdo
atribuidas as deformagBes angulares simétrica e antissimétrica do grupo NH3",
respectivamente’®*%®. As bandas relacionadas as vibracdes do NH;" sdo deslocadas
para 1540 e 1649 cm™ no caso dos filmes LB de (DPPG+PAH), 0 que esta em acordo
com as interacdes eletrostaticas entre os grupos NHs" e PO4”, também observadas para
os filmes LbL descritos na secdo 3.1. Além disso, a niUmeros de onda mais elevados, 0s
filmes LB de (DPPG+PAH) sdo completamente dominados pelo estiramento C-H do
DPPG e nenhuma alteracdo nesta regido é observada nos espectros devido a presenca de
PAH. Isso mostra que o grupo polar do fosfolipidio desempenha um papel fundamental

no crescimento dos filmes LB contendo DPPG e PAH (detalhe da Figura 26).

78



Capitulo IV

Aplicacao dos filmes Langmuir-Blodgett (LB) e
layer-by-layer (LbL) como unidades sensoriais

na deteccéo do farmaco azul de metileno (AM)

79



4.1. Espectroscopia de impedancia

As medidas elétricas foram realizadas levando em consideracdo alguns detalhes
experimentais em virtude da elevada sensibilidade dos eletrodos utilizados. i) Os
eletrodos de Pt sem recobrimento foram testados cuidadosamente em &agua ultrapura
para garantir respostas elétricas semelhantes, ja que para esse tipo de medida é preciso
ter a certeza de que as possiveis mudangas observadas nas medidas elétricas sejam
atribuidas a presenca dos filmes sobre o eletrodo interdigitado e ndo a diferencas na
geometria de um interdigitado para o outro. Todos eles apresentaram respostas elétricas
praticamente indistinguiveis, conforme exibido na Figura 27a. ii) Uma sequéncia de
medidas a cada 5 minutos foi realizada com as unidades sensoriais imersas em agua
ultrapura para verificar a estabilizacdo temporal do sinal elétrico devido a formacao da
dupla camada na interface eletrodo/eletrélito™’. A Figura 27b exibe a estabilizacdo
temporal obtida para um dos eletrodos de Pt ainda sem recobrimento. Os sinais elétricos
comecam a se sobrepor a partir das medidas realizadas em um tempo superior a 15
minutos. O mesmo padrdo de estabilizacdo dos sinais elétricos foi encontrado para 0s
demais eletrodos de Pt. Dessa forma, os eletrodos permaneceram imersos nas solugoes
de AM por 20 minutos antes da aquisicdo dos resultados para melhor garantir uma
leitura estavel dos dados. iii) Apds cada conjunto de medidas, as unidades sensoriais
foram lavadas cuidadosamente com agua ultrapura, para a remocdo de possiveis
moléculas de AM adsorvidas nas superficies dos filmes. Cinco medidas independentes
feitas a partir de uma solucdo estoque foram tomadas para cada solucdo, além de
medidas em agua ultrapura antes e depois da imersdo dos eletrodos em solugdes de AM,

para melhor verificar uma eventual contaminacao dos eletrodos.
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Figura 27: (a) espectroscopia de impedancia (capacitancia vs frequéncia) para seis

sensores de Pt imersos em agua ultrapura. (b) Estabilidade temporal para um dos seis
eletrodos de Pt quando imerso em agua ultrapura.

4.1.1. Unidades sensoriais formadas por filmes LB e LbL de DPPG e DPPC

Medidas de capacitancia pela frequéncia da tenséo alternada foram realizadas
para eletrodos recobertos por monocamadas LB de DPPG e DPPC e também 5
bicamadas LbL de PAH/DPPC e PAH/DPPG. As analises foram feitas inicialmente
para a agua ultrapura (agua inicial) e posteriormente para solucBes aquosas de AM a

0,01 nM, 0,1 nM, 1,0 nM e 10,0 nM. Os resultados obtidos sdo exibidos na Figura 28.
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Figura 28: espectroscopia de impedancia (capacitancia vs frequéncia) para as unidades
sensoriais formadas por monocamadas LB de DPPG e DPPC e 5 bicamadas LbL de
PAH/DPPC e PAH/DPPG imersas em &gua ultrapura antes e depois da imersdo em
solugdes de AM a 0,01 nM; 0,1 nM; 1,0 nM e 10,0 nM.

De acordo com os resultados exibidos na Figura 28, mesmo em baixas
concentracdes molares os sensores foram capazes de diferenciar a agua ultrapura das
solucdes de AM. Esse fato fica evidente a medida que a concentracdo de AM aumenta e
se observa, para todas as unidades sensoriais, que as curvas de capacitancia pela
frequéncia da tensdo alternada se deslocam para regides de menor frequéncia (inferiores
a 10° Hz). Algumas caracteristicas poderiam ser destacadas: i) tal deslocamento ocorre
com maior intensidade para as unidades sensoriais formadas pelos filmes LbL,
possivelmente por uma questdo de maior espessura dos filmes que recobrem os
eletrodos interdigitados. ii) Além do efeito da espessura, ainda existe a influéncia da

arquitetura molecular adquirida pelos fosfolipidios no filme LbL (vesiculas) e LB
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(monocamadas). iii) Os fosfolipidios mantém sua atividade biolégica em relagdo ao
AM, apesar de sua interacdo com PAH no crescimento do filme LbL, aumentando sua
eficiéncia como bons transdutores na detecgdo de AM. iv) Pode ser observado que as
medidas realizadas em &gua antes e depois de expor as unidades sensoriais a0 AM sdo
bastante semelhantes, reforgando a possivel reutilizacdo do sensor. Vale ressaltar a alta
sensibilidade do conjunto de sensores em relagdo as solu¢Ges de AM com alto grau de
solubilidade, tendo em vista que para solu¢es com esse grau de dilui¢do é muito dificil

acontecer alteragdes no sinal elétrico.

Os dados da Figura 28 também foram analisados via PCA, que é um método
matematico normalmente utilizado para localizar padrdes nos dados, destacando suas
semelhancas e diferencas'*®. Para essa analise estatistica, os valores de capacitancia a
uma dada frequéncia fixa de todos os espectros séo inicialmente agrupados na forma de
matrizes. Tal frequéncia é escolhida na regido onde ocorre uma significativa variagdo
entre as curvas de capacitancia (~ 1 kHz neste caso). Cada matriz agrupa os resultados
obtidos por todas as unidades sensoriais para uma dada solucdo. Cada coluna da matriz
apresenta os valores de capacitancia obtidos por uma unidade sensorial especifica
utilizada nas medidas. A titulo de ilustracdo, a Figura 29 exibe uma das matrizes
utilizadas para a geracdo do PCA da Figura 30. Tal matriz contém os valores de

capacitancia a 1 kHz obtidos para medidas realizadas em agua.
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Aguainicial
/1.5820 4.3028 2.0934 10.0085 10.0385\
1.7440 4.3029 2.0892 10.0192 10.0578
1.5493 4.1162 2.0001 10.0182 10.0432
1.5544 4.1928 2.0901 10.0201 10.0112
\1.5709 4,1992 2.0892 10.0312 10.1103/

Figura 29: matriz utilizada na geracdo de um PCA a partir dos resultados de
impedéancia da Figura 28.

O resultado final do tratamento estatistico das matrizes € um PCA como o
exibido na Figura 30, onde os dados obtidos para a 4gua ultrapura (antes e depois das
medidas em AM) e solugdes de AM a 0,01 nM, 0,1 nM, 1,0 nM e 10,0 nM sdo

correlacionados.

Aguainicial
Qlo nMAM
Pt_eletrodo
DPPG_LB
Q 0.InMAM DPPC_LB
DPPC_LbL

DPPG LbL
OlnMAM =

©0,01 NMAM  Aguafinal

Figura 30: PCA gerado para valores de capacitancia em 1 kHz para as cinco unidades
sensoriais da Figura 28 imersas em agua ultrapura e solugdes de AM.

Uma boa distin¢do das solucbes de AM de &gua foi obtida e uma boa correlagédo
entre PC1 com a concentracdo de AM também foi encontrada. Quanto mais

concentrados séo os clusters de AM, mais eles se deslocam para a esquerda, ficando as
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amostras de agua posicionadas muito préximas umas das outras e do lado oposto do

eixo PC1.

Outra forma de analisar os resultados é obtida quando se compara um PCA feito
para todos os sensores utilizados nas medidas com outro PCA obtido com um sensor a
menos. Este procedimento tem por objetivo inferir qual dos sensores poderia contribuir
de maneira mais significativa na deteccdo das moléculas de AM que estdo em solucao,
através do peso que os resultados deste sensor possui para a anélise estatistica. Esses
resultados sdo apresentados na Figura 31 para a qual foram retirados da analise

estatistica os sensores formados pelas 5 bicamadas LbL de PAH/DPPC e PAH/DPPG.

(@) (b)

O 0,01nMAM Q Aguainicial
0,01nMAM

O 0,1nMAM Aguainicial
O 0,1nMAM
OlnMAM \l/

1nMAM
Aguafinal
Pt_eletrodo Pt_eletrodo
DPPG_LB Aguafinal 10nMAM DPPG_LB
DPPC_LB DPPC_LB
Qlo NMAM |-BRRE—=bi— Q DPPC_LbL
DPPG LbL -BPPE—bi—

Figura 31: PCAs gerados como o apresentado na Figura 30, porém desconsiderando 0s
resultados da unidade sensorial formada pelo filme LbL de (a) PAH/DPPC e (b)
PAH/DPPG.

Alteracbes provocadas no padrdo global obtido na Figura 31 sdo evidentes
devido a auséncia dos filmes LbL no conjunto de sensores, 0 que ndo aconteceu
significativamente quando as demais unidades sensoriais foram removidas da

configuracdo (resultados ndo mostrados). O filme LbL de PAH/DPPG mostrou uma
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forte influéncia na andlise global ja que sua auséncia provoca uma maior proximidade

entre os clusters de 0,1 e 1,0 nM tanto em PC1 quanto em PC2.

4.1.2. Unidades sensoriais formadas por filmes LB e LbL de (DPPG+PAH) com
diferentes espessuras

O desempenho dos filmes LB de (DPPG+PAH) como transdutores em unidades
sensoriais foi avaliado por sua imersdo em solucBes aquosas contendo diferentes
concentracdes de AM. Essa metodologia foi escolhida para permitir uma comparagédo
com os resultados precedentes (se¢do 4.1.1.) obtidos usando filmes LB contendo 1
monocamada de DPPG puro e 5 bicamadas LbL de PAH/DPPG. Dessa forma, filmes
LB de (DPPG+PAH) com 1 e 5 camadas foram depositados em eletrodos interdigitados
de Pt formando as unidades sensoriais. Complementarmente, unidades sensoriais foram
formadas com a deposicdo de 1 camada LB de DPPG puro e também com 1 e 5
bicamadas LbL de PAH/DPPG. Essas cinco unidades sensoriais permitem comparar 0
efeito da espessura e arquitetura molecular dos filmes sobre a resposta de impedancia. A
Figura 32 exibe as curvas de frequéncia vs capacitancia registradas para agua ultrapura
antes e apds as medidas e para solucdes aquosas de AM a 0,01 nM, 1,0 nM e 100 nM
usando eletrodos de Pt sem recobrimento (referéncia) e as 5 unidades sensoriais

descritas anteriormente.
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Figura 32: (a—f) espectroscopia de impedancia (capacitancia vs frequéncia) para as
unidades sensoriais eletrodo de Pt, 1 e 5 camadas LB de (DPPG+PAH), 1 camada LB
de DPPG e 1 e 5 bicamadas LbL de PAH/DPPG imersas em agua antes e depois da
imersdo em solucdes de AM a 0,01 nM; 1,0 nM e 100 nM.

Algumas informacBes podem ser extraidas dos dados de impedancia. i) Para as
medidas realizadas em &gua, antes e apds a imersdo das unidades sensoriais em AM, as
curvas de capacitancia sdo bastante similares, evidenciando a reutilizacdo dos sensores
conforme discutido previamente na secdo 4.1.1. Esse resultado também indica uma
fraca interacdo quimica entre 0 AM e 0s materiais que compdem as unidades sensoriais.
i) Em contraste com os eletrodos interdigitados de Pt (Figura 32a), diferencas
consideraveis aparecem nos resultados de impedancia com as unidades sensoriais
imersas em agua ultrapura e em solugdes de AM, revelando que os filmes afetam a
resposta elétrica dos sensores, apesar de serem ultrafinos. iii) Diferencas também s&o
observadas entre as unidades sensoriais, mesmo em agua ultrapura ou em concentragdes
muito baixas de AM, o que revela uma elevada sensibilidade do conjunto de sensores

como um todo. Estas diferencas de uma unidade sensorial para outra podem ser
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discutidas considerando tanto a espessura dos filmes (1 e 5 camadas ou bicamadas)
quanto os métodos de fabricacdo utilizados (LB e LbL), o que levam a distintas
arquiteturas moleculares. iv) Espessura: considerando os filmes LB com 1 camada
(Figuras 32b e 32c), a presenca de PAH melhora a capacidade da unidade sensorial em
distinguir &gua com e sem AM. Em analogia ao que foi discutido na se¢do 4.1.1., 0
PAH provavelmente contribui porque pode produzir filmes ligeiramente mais espessos
(mais material é transferido). Este efeito da espessura fica claro comparando os filmes
de 1 e 5 camadas LB de (DPPG+PAH) (Figuras 32c e 32d). E evidente que o filme LB
contendo 5 camadas distingue melhor as diferentes concentracfes de AM. Esse mesmo
efeito também é observado comparando os filmes LbL contendo 1 e 5 bicamadas de
PAH/DPPG, conforme exibido nas Figuras 32e e 32f, respectivamente. No caso dos
filmes LbL com apenas uma bicamada, o ndo recobrimento completo dos eletrodos
também pode ser um fator importante. v) Por outro lado, comparando os filmes LB e
LbL (Figuras 32c e 32e e Figuras 32d e 32f), observa-se que o perfil das curvas de
capacitancia é o principal parametro afetado. Mais uma vez a arquitetura molecular dos
filmes finos presentes nas unidades sensoriais (vesiculas nos filmes LbL e
monocamadas nos filmes LB) deve ser a responsavel por estas mudancas no perfil dos
espectros, especialmente porque a resposta elétrica é regida por fenémenos distintos em

intervalos de frequéncias diferentes™’

. vi) No caso dos filmes LB depositados sobre 0s
eletrodos de Pt, uma das principais informacGes é que 0 DPPG mantém sua atividade
bioldgica em relacdo ao AM apesar da interacdo com PAH durante o crescimento das

multicamadas LB. Informagfes similares foram encontradas para os filmes LbL

contendo multicamadas LbL de PAH/DPPG, discutidos na subsecéo anterior.

Os dados de impedancia também foram tratados estaticamente através de

analises PCA. A Figura 33 mostra os dados obtidos para uma frequéncia fixa em 10
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kHz, que estd em uma regido onde ocorre uma variacdo significativa dos dados, para a

agua ultrapura (antes e depois das medidas em AM) e solucGes de AM a 0,01 nM, 1,0

nM e 100 nM.
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Figura 33: PCAs gerados para valores de capacitancia a 10 kHz para as unidades
sensoriais da Figura 32 - (a) todas as unidades sensoriais; (b) o mesmo de (a), mas
excluindo uma das unidades sensoriais como destacado na prépria figura.

Uma boa distingdo das solucdes AM de agua foi encontrada e verificou-se
igualmente uma boa correlacdo entre PC1 com a concentracdo de AM. Pode-se observar
na Figura 33a que os clusters de AM mais concentrados sdo deslocados para esquerda
enquanto as amostras de agua sdo posicionadas proximas umas das outras do lado
oposto do eixo PC1. Uma tendéncia semelhante é encontrada para PC2 tendo as

solugdes mais concentradas de AM deslocadas para a parte inferior.

A fim de avaliar a importancia de cada unidade sensorial para a alta
sensibilidade global, PCAs foram obtidos eliminando uma das unidades sensoriais. As

Figuras 33b-33d apresentam os resultados eliminando os filmes LB e as Figuras 33e —
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33f removendo os filmes LbL. Os graficos foram ligeiramente afetados quando excluido
o eletrodo interdigitado de Pt sem recobrimento e as unidades sensoriais formadas pelos
filmes contendo 1 camada LB de DPPG (Figura 33b), 1 camada LB de (DPPG+PAH)
(Figura 33c) e 1 bicamada LbL de PAH/DPPG (Figura 33e). No entanto, os PCAs
foram significativamente afetados com a remocao dos filmes contendo 5 camadas LB de
(DPPG+PAH) (Figura 33d) e 5 bicamadas LbL de PAH/DPPG (Figura 33f). Dessa
forma, € possivel estabelecer que esta tendéncia estd intimamente ligada a espessura do
filme como ja discutido para os dados de impedancia. Além disso, comparando estes
dois tipos de filmes, a auséncia do filme LB contendo 5 camadas de (DPPG+PAH) leva
a uma mudanca mais significativa no PCA reforcando o importante papel

desempenhado pela arquitetura molecular dos filmes.

4.1.2. Unidades sensoriais formadas por filmes LbL de DPPG e CLP com e sem AgNP

Unidades sensoriais formadas pelo eletrodo interdigitado de Pt recoberto com 5
bicamadas LbL de PAH/CLP, PAH/DPPG, PAH/(CLP+AgNP) e PAH/(DPPG+AgNP)
foram imersos em solugdes de AM a baixas concentragdes (100 nM, 1 nM e 0,01nM).
Curvas de capacitancia pela frequéncia da tensdo alternada foram coletadas para cada

solucéo de AM conforme exibido na Figura 34.
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Figura 34: espectroscopia de impedancia (capacitancia vs frequéncia) para as unidades
sensoriais eletrodo de Pt e 5 bicamadas LbL de PAH/CLP, PAH/DPPG,
PAH/(CLP+AgNP) e PAH/(DPPG+AgNP) imersas em agua ultrapura antes e depois da
imersdo em solucdes de AM a 100 nM; 1 nM e 0,01 nM.

De acordo com a Figura 34, os valores de capacitancia tendem a aumentar com o
aumento da concentracdo de solucdo de AM, enquanto para os filmes sem as AgNP essa
tendéncia é oposta. Entretanto, o perfil geral das curvas obtidas e a sensibilidade das
unidades sensoriais ndo foram comprometidos pela adicdo de AgNP nos filmes LbL. Os
resultados de impedéncia exibidos na Figura 34 sugeriram que as amostras com
diferentes concentrac6es de AM puderam ser distinguidas, o que foi confirmado com o

PCA exibido na Figura 35a.
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Figura 35: (a) PCA gerado para valores de capacitancia a 1 kHz para as unidades
sensoriais da Figura 34. (b) Loadings para PC1 vs PC2.

Na Figura 35a, dados do eletrodo sem recobrimento e das 4 unidades sensoriais
formadas pelos filmes LbL foram combinadas, corroborando a detec¢do de solucbes
altamente diluidas de AM observada nas subsecdes anteriores. Além disso, uma clara
tendéncia nos clusters é observada com o aumento da concentracdo, com uma boa
correlagdo entre as componentes principais e concentracdo de AM.
Complementarmente, a incorporacdo das AgNP na estrutura dos filmes LbL ¢é
claramente notada nas analises de loadings exibidas na Figura 35b, indicando sua forte
contribuicdo para PC1, onde a maior correlacdo entre as amostras € estabelecida. 1sso
também pode ser ilustrado com as mudancas observadas nas respostas elétricas da
Figura 34, em funcdo da forte interferéncia trazida pelas AgNP na interface dos filmes.
Uma descricdo detalhada do processo pode ndo ser uma tarefa simples em funcdo do
comportamento coletivo governado por fracas interagdes em nivel molecular. Como
mostrado na préxima se¢do, os espectros SERRS revelaram que o AM adsorve na
superficie dos filmes LbL e que sua interagdo com o meio muda a cada regido analisada

levando a obtencéo de espectros distintos.
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4.2. SERRS aplicado a analise das unidades sensoriais

Considerando a elevada sessdo de choque das moléculas de AM para o

149 . .. . . ~
espalhamento Raman~", as unidades sensoriais antes e depois da exposicdo a solugdes
de AM foram investigadas pela espectroscopia micro-Raman. A técnica de micro-
Raman combina informagdes morfologicas e quimicas por um microscopio optico
acoplado a um espectrografo Raman, que permite coletar espectros de regides com

resolucdo espacial de 1 micrometro™°

. A Figura 36 apresenta as microscopias opticas
obtidas para a unidade sensorial formada por 5 camadas LB de (DPPG+PAH), antes e
apos a imersdo em solugcbes de AM, assim como espectros RRS obtidos com a linha de

laser em 633 nm.
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Figura 36: espectros RRS obtidos com laser em 633 nm para o filme LB contendo 5
camadas de (DPPG+PAH) depositadas sobre eletrodo interdigitado de Pt (a) antes e (b)
depois da imersdo nas solucdes de AM utilizadas nas medidas sensoriais da Figura 32.

Detalhes (a) e (b): imagens opticas coletadas para a unidade sensorial antes e depois da
imersdo em solucdes de AM, respectivamente.

Analisando os resultados, observa-se que antes da imersdo da unidade sensorial
nas solucbes de AM (detalhe a), ndo existe qualquer tipo de agregados com dimensdes
micrometricas sobre a superficie do sensor. Porém, apds sua imersdo nas solugdes de
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AM foi possivel observar, de acordo com o detalhe b, a formacdo de dominios
moleculares ao longo de sua superficie. Para uma andlise quimica da morfologia
observada, espectros Raman foram coletados ao longo da superficie das unidades
sensoriais. Verificou-se que espectros RRS podem ser obtidos apenas a partir dos
dominios moleculares e que estes sdo atribuidos a0 AM**. Considerando que esse
efeito de agregacgédo foi observado para todas as unidades sensoriais utilizadas, essas
varia¢des na morfologia dos filmes quando em presenca de AM podem ser responsaveis
pela alta sensibilidade atingida pelas medidas realizadas.

A elevada sensibilidade de medidas sensoriais baseadas em espectroscopia de

impedancia é bem conhecida™!

, porém o desafio principal é compreender 0 motivo
dessa elevada sensibilidade. Mais especificamente, a determinagdo da natureza das
interagOes estabelecidas entre os filmes finos transdutores e os analitos em
concentragfes muito baixas (nM). Acredita-se que a composi¢ao quimica e a estrutura
da interface entre o filme fino e a amostra liquida desempenham um papel importante na
elevada sensibilidade alcancada’®*'*®. Entretanto, obter essas informacdes estruturais
em tal nivel de diluicdo requer técnicas capazes de combinar sensibilidade, andlise
quimica e resolucdo espacial, além de ser preferencialmente ndo destrutiva. As medidas
de RRS exibidas na Figura 36, ndo apresentaram sensibilidade suficiente para esses preé-
requisitos. Nesse contexto, o efeito SERS ou SERRS é provavelmente um dos melhores
candidatos para cumprir essas exigéncias. Com isso, pela primeira vez na literatura
reportamos o efeito SERRS e a lingua eletrdnica baseada nas medidas de espectroscopia
de impedancia acoplados™*, combinando sensibilidade e informacéo estruturais, para
uma analise mais detalhada do AM adsorvido nos filmes que recobrem os eletrodos.

CaracterizacOes foram realizadas para as unidades sensoriais contendo AgNP dispersas

nos filmes LbL de DPPG e CLP. A idéia € utilizar as AgNP para ativar o efeito SERRS
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do AM e assim possibilitar sua caracterizagdo a niveis mais diluidos, conforme exibido

pela ilustracdo da Figura 37.

Figura 37: ilustracdo do procedimento experimental utilizado para coletar espectros
SERRS de AM diretamente das unidades sensoriais.

A Figura 38 mostra a imagem o&ptica para o dominio micrométrico de AM na
superficie da unidade sensorial formada pelo filme LbL de PAH/(CLP+AgNP) e uma
série de espectros SERRS de AM coletados sobre esse dominio. A Figura 39 apresenta
uma imagem &ptica para outra regido da mesma unidade sensorial, a qual ndo apresenta
dominios micrométricos, e uma série de espectros SERRS de AM relativos a essa
regido. Superposto as imagens dpticas das unidades sensoriais exibidas nas Figuras 38 e
39 estdo mapeamentos Raman coletados em uma area de 60 um x 60 pm, com passo de
2 um, levando a um total de 961 espectros. Os mapeamentos Raman foram construidos

plotando a intensidade da banda em 1623 e 1627 cm™, para as regides agregadas e néo
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agregadas respectivamente, onde os pontos claros fazem referéncia as bandas Raman

com maior intensidade.
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Figura 38: (a) imagem dptica e mapeamento Raman (superposto) coletados em uma
area contendo um dominio micrométrico de AM para a unidade sensorial formada por 5
bicamadas LbL de PAH/(CLP+AgNP). (b) Espectros SERRS de AM coletados na area
exibida em (a). Laser em 633nm.
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Figura 39: (a) imagem éptica e mapeamento Raman (superposto) em uma area que ndo
contém dominios micrométricos de AM para a unidade sensorial formada por 5
bicamadas LbL de PAH/(CLP+AgNP). (b) Espectros SERRS de AM coletados na area
exibida em (a). Laser em 633 nm.

A partir dos resultados exibidos nas Figuras 38 e 39, as principais informag6es
extraidas podem ser assim sumarizadas: i) 0s mapeamentos Raman sdo atribuidos a
espectros SERRS de AM ja que a CLP (ou DPPG) e PAH ndo exibem sinal SERS.
Além disso, a Figura 38 exibe o espectro RRS para um filme cast de AM cujo perfil é
similar ao do SERRS coletado para o filme LbL da unidade sensorial. ii) A intensidade
SERRS para os dominios micrométricos de AM (Figura 38) segue a distribuicdo
espacial de acordo com a imagem O&ptica, isto €, o sinal SERRS é mais forte onde sdo
vistos dominios de AM. De fato, ja que esses espectros sdo dos dominios de AM, os
quais ndo estdo necessariamente em contato com as AgNP, pode-se especular que 0s
espectros sao RRS ao invés de SERRS. iii) Por outro lado, nas regides sem dominios

micromeétricos (Figura 39), o espectro de AM faz referéncia a SERRS e deve seguir a
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distribuicdo espacial das AgNP. Essa proposi¢do é baseada no fato de que os espectros
RRS nédo foram observados para regides sem a presenca de dominios micrométricos de
AM em unidades sensoriais formadas por filmes sem AgNP. Além disso, considerando
que o fendmeno SERRS é fortemente dependente da distancia de separacdo entre a

molécula alvo e as nanoparticulas metalicas'*>**°

, 0 AM deve estar perto o suficiente
das AgNP para ter o espectro SERRS ativado. iv) S&o pequenas as diferencas em termos
de nimero de onda a baixas frequéncias vibracionais entre os espectros SERRS das
regides com e sem dominios micrométricos de AM. As diferengas observadas estdo
relacionadas ao nivel de agregacdo do AM nestas regiGes. Essa agregacdo pode ser
determinada a partir da intensidade relativa das bandas em 450 e 500 cm™. A distincéo

entre mondmeros e agregados™’

(dimeros, trimeros, etc) é feita principalmente baseada
na intensidade relativa da banda em 480 cm™, a qual cresce para mondmeros quando
comparada com as bandas em 450 e 500 cm . Consequentemente, a regido com
dominios micrométricos contém em maioria agregados de AM enquanto a regido sem
dominios micrométricos € dominada por mondmeros de AM. Entretanto, é importante
mencionar que as diferencas encontradas nos espectros SERRS de AM ndo sdo

despreziveis; especialmente para a regidao sem dominio micrométrico de AM (AM mais

“diluido” na matriz de fosfolipidio)

Os espectros revelam o qudo susceptivel a molécula de AM é em relagédo ao seu
entorno. Essa variagdo espectral SERRS vem sendo observada em trabalhos com
sistemas altamente diluidos em regimes de uma tnica molécula’*®*®. Isso sugere que,
apesar do AM possuir dois espectros SERRS distintos relacionados ao espalhamento
inelastico da luz por monémeros e agregados, ao alcancar sistemas altamente diluidos -
se aproximando do regime de uma Unica molécula - os espectros SERRS podem variar

significativamente dependendo do meio onde o AM se encontra. Nesse sentido, vale
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ressaltar que para concentracdo de AM a 0,01 nM, o niimero de moléculas por pL (102
L) é estimada em aproximadamente 6. A escala de pL foi escolhida pois essa é a ordem
de grandeza do volume provavel do laser em experimentos de detecgdo de uma Unica
molécula: um volume de 30 pL foi reportado por Kneipp et al.'®!, 2,5 pL por Delfino et
al.’® e 0,0314 pL por Zhang et al.'®®. Em trabalhos anteriores de nosso grupo foi

reportado 1 pL'®*

, trabalhando com a linha de laser em 514,5 nm (objetiva de 50x e NA
0,75) para a deteccdo de uma Unica molécula de derivados de perilenos em coléides de
Ag ou Au. v) Como ja mencionado anteriormente (item iii), o sinal RRS nédo foi
detectado para regifes sem dominios micrométricos de AM em filmes LbL sem AgNP,
evidenciando assim o papel desempenhado pelo fenémeno de amplificacdo em
superficie. Além disso, imergindo os filmes LbL em solugdes aquosas contendo AM,
mesmo em solugdes mais concentradas do que as usadas para as medidas de

espectroscopia de impedancia, nenhuma diferenca foi detectada pelos espectros de

absorcdo UV-Vise FTIR.

Uma estimativa para o fator de amplificagdo pode ser feita considerando a razéo
SERRS/RRS para qualquer uma das bandas do espectro. Na Figura 40 é exibido um

comparativo entre as intensidades de um espectro SERRS e outro RRS.
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Figura 40: espectros SERRS e RRS coletados para as unidades sensoriais formadas por
5 bicamadas LbL de PAH/CLP e PAH/(CLP+AgNP) apds a imersdo em solucdes de
AM. Laser em 633 nm.

De acordo com a Figura 40, foi determinado que a razdo SERRS/RRS para a
banda em 1627 cm™ é de 105.640counts / 5.200counts. Considerando que 0s espectros
SERRS foram coletados com 1% da poténcia do laser e que os espectros RRS foram

coletados com 100% de poténcia, o fator de amplificacdo pode ser estimado como

[105,640c0unts*100%

. Essa estimativa leva a uma amplificacdo em torno de ~10°,
5,200 counts 1%

que estd de acordo com os fatores de amplificacdo previstos pelo mecanismo
eletromagnético™®. Complementarmente, deve ser mencionado que a concentracio de
moléculas de AM n&o foi considerada nessa estimativa. Caso contrario, o fator de
amplificacdo deveria ser ainda maior, ja que os espectros RRS foram coletados em
regides com elevada concentragdo de moléculas de AM (dominios) e 0s espectros

SERRS em regides de baixa concentracéo.
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4.3. Deteccdo de uma unica molécula (SMD)

4.3.1. Deteccdo de uma Unica molécula de AM em solucéo

Para as medidas de detec¢do de uma unica molécula (SMD) de AM em meio
aquoso, inicialmente foram realizadas medidas de absorcdo UV-Vis para solucgdes
aquosas em diferentes concentracdes, visando inferir o estado de agregacdo de AM
(mondmeros ou agregados). E importante garantir que, para as solucdes utilizadas nas
medidas de SMD, o0 AM se encontre na sua forma monomerica ao invés de agregados.
A Figura 41 exibe o espectro de absorcdo UV-Vis para solucdo aquosa de AM a 10° M
e coldides de Ag. O espectro de fluorescéncia coletado para solugcdo aquosa de AM a 10°

® M utilizando a linha de laser em 633nm, também é exibido na mesma figura.

Solugao aquosa de AM (10-¢M)

Coléidede Ag 655

Fluorescéncia
(633nm)

1
T T T T
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 41: (a) espectro de absorcdo UV-Vis para solucdo de AM a 10° M e coldides de
Ag. Também ¢ exibido o espectro de fluorescéncia coletado para a mesma solucdo de
AM utilizando laser em 633nm.

De acordo com o espectro de absor¢cdo UV-Vis, exibido na Figura 41, observam-
se duas principais bandas de absor¢cdo com méximos em 613 e 655 nm, atribuidas as

transi¢des z—z* de dimeros e mondmeros, respectivamente'*®. Para esta concentracéo, a
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banda em 655 nm prevalece em relagdo & banda em 613 nm indicando que o AM se
encontra predominantemente na sua forma monomérica. Esse resultado esta de acordo
com os trabalhos reportados por Jockusch et al.’®®, Severino et al.*®’ e Varga et al.*®,
que demonstram o predominio de AM na sua forma monomérica para solu¢es com
concentracéo da ordem de 10° M. Considerando que as solucdes de AM utilizadas para
0 SMD séo varias ordens de grandeza menos concentrada, é esperado que a forma
monomérica do AM continue prevalecendo. Para que se observe o efeito SERS do AM
quando em presenca dos coloides de Ag, foi utilizado a linha de laser em 514,5 nm que
esta em ressonancia com a absorcdo dos coldides. No caso de completa ressonancia com

a absorgdo eletronica do AM, para a linha de laser em 633 nm, espectros de

fluorescéncia séo obtidos como apresentado na Figura 41.

As amostras utilizadas para 0 SMD foram preparadas a partir de uma solugéo
estoque de AM a 10° M, a qual foi diluida diretamente em solucdo de coléide para
concentracdes de 1,6x107% 1,6x10™ e 1,6x10™* M. Nestas concentragdes estima-se que
em média 100, 10 e 1 molécula de AM esteja presente em 1 pL, que € a ordem de
magnitude do volume provavel de espalhamento do laser. Do total de Ag presente na
solucdo de coldide, segundo o trabalho de Kneipp et al.*** foi estimado que o niimero de
clusters individuais de Ag no volume de espalhamento estd em torno de 100. Dessa
forma, supde-se que o movimento browniano destes clusters de Ag transporta as
moléculas de AM para dentro e para fora do volume de espalhamento. O tempo de
permanéncia média de uma particula no volume de espalhamento pode ser
grosseiramente estimado entre 10 e 20 segundos™®, o qual é pelo menos 10 vezes maior
que o tempo de medigdo. Por isso, € mais provavel que todo espectro Raman de uma
unica molécula seja gerado pela mesma molécula e que todas as propriedades do

espectro seja fungédo das propriedades individuais dessa molécula.
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A Figura 42a exibe os espectros SERS de AM coletados para solu¢des de AM
mais concentradas (10® e 10® M), obtidas com a diluicio de uma solugdo aquosa de
AM a 10 M diretamente em solucéo de col6ide. A Figura 42b tras os espetros SERS
obtidos para solucdes de AM a concentragdes de 1,6x10™% 1,6x10™ e 1,6x10™ M
(100, 10 e 1 molécula por pL). Uma sequéncia de 100 espectros SERS para a solugéo de

10™M e 20 espectros para a solugdo de 1,6x10™° M sdo exibidos nas Figuras 42c e 42d,

respectivamente.

(a) Espectro SERS de AM em coldide de Ag (514,5 nm)

(b) Espectros em regime de uma Unica molécula (514,5nm)
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Figura 42: espectros SERS coletados para solugdes de AM, diluidos diretamente em
coldide, a concentracdes de (a) 10° e 10° M; (b) 1,6x10™%%; 1,6x10™ e 1,6x10"2 M
(100, 10 e 1 molécula por pL). (c) Sequéncia de 100 espectros SERS, plotados em 3D,
para a solucdo de AM a10™® M. (d) Sequéncia de 20 espectros (3D) coletados para a
solucdo de AM a 1,6x10™°M. Laser em 514,5 nm.

De acordo com os resultados exibidos, a intensidade dos espectros diminui com
a diminuicdo da concentracdo das solugdes de AM, o que é esperado ja que o numero de
moléculas de AM presente no volume de espalhamento diminui. No caso das solucdes

mais concentradas (10 e 10° M), além da elevada intensidade, os espectros mostraram-
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se bastante reprodutiveis, conforme apresentado pelos 100 espectros coletados
sequencialmente exibidos em 3D na Figura 42c. Quando o regime de uma Unica
molécula é atingido, uma forte diminuicdo na intensidade absoluta das bandas €
observada. A Unica banda predominante nos espectros estd em torno de 1625 cm™ e
apresenta uma grande variacdo em termos de deslocamento em numero de onda,
intensidade absoluta e largura de banda, o que é caracteristico em estudos de uma Unica
molécula em virtude da susceptibilidade desta molécula a variacBes em seu entorno.
Essa variacdo pode ser observada na Figura 42d, onde 20 espectros atribuidos a 100

moléculas de AM foram plotados em 3D.

4.3.2. Deteccao de uma tnica molécula de AM em filmes LB

Considerando que a &rea média do foco dos lasers utilizados para as medidas de
micro-Raman é de 1pm?, para o0 SMD é preciso que sobre esta &rea exista apenas uma
Unica molécula de AM. Nesse sentido a técnica LB é a melhor opcdo para esses
requisitos, pois proporciona controle em nivel molecular. Entretanto, é importante
ressaltar que o AM é uma molécula solivel em agua e, portanto, ndo é possivel a
formacdo espontanea de filmes de Langmuir nesse caso. Dessa forma, a idéia é tirar
proveito da interacdo AM-DPPG, discutida em detalhes no capitulo V, para que se
possa depositar filmes LB contendo AM disperso em uma matriz de DPPG em diversas
proporcdes moleculares, até que o regime de uma Unica molécula seja atingido. A
Figura 43a exibe os espectros de absor¢cdo UV-Vis para o filme PVD contendo 9 nm de
Ag, além de monocamadas LB, depositadas sobre quartzo, contendo diversas
propor¢cdes moleculares de AM disperso em matriz de DPPG (AM:DPPG em
moléculas: 4:1, 1:1, 1:2, 1:5). A Figura 43b exibe a imagem de AFM obtida para o filme

evaporado de Ag contendo 9 nm de espessura.
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Figura 43: (a) espectros de absorcdo UV-Vis para o filme PVD contendo 9 nm de Ag,
além de espectros obtidos para monocamadas LB depositadas sobre quartzo para
diferentes proporcGes moleculares de AM (AM:DPPG = 4:1, 1:1, 1:2, 1:5 moléculas).
(b) Imagem de AFM para o filme PVD de 9 nm de Ag.

De acordo com os espectros de absorcdo obtidos para as monocamadas LB, é
possivel afirmar que a interacdo AM-DPPG estabelecida na interface ar/agua é
suficiente para promover a deposicdo do AM juntamente com o DPPG, durante a
formacdo dos filmes LB. Além disso, a medida que a propor¢do molecular de AM
aumenta, a banda em 610 nm passa a predominar o espectro, indicando que o AM
prevalece na sua forma agregada. No caso do filme PVD de nanoparticulas de Ag,
observa-se um largo espectro de absor¢do que cobre toda a escala do visivel com
méaximo em 488 nm, o que indica uma distribuicdo relativamente grande de tamanho,
morfologia e agregagdo das particulas’®™. A linha de laser em 514,5 nm utilizada
também estd em ressonancia com a absorcéao eletrénica do filme de nanoparticulas de
Ag, 0 que é condicdo necessaria para a ativacdo do efeito SERS. Com relacdo a
morfologia, imagens de AFM foram coletadas para uma area de 1 pum X 1 um, a qual
corresponde aproximadamente a area meédia do foco do laser. A imagem exibida na

Figura 43b demonstra uma distribuicdo ndo homogénea das particulas com tamanhos

105



variando entre ~20 e 80 nm, 0 que esta de acordo com os resultados de absor¢do UV-

Vis.

Para as analises SERS de AM, uma amostra contendo uma propor¢do de 1:2
moléculas de AM em relacdo ao DPPG foi fabricada. Essa razdo resulta em uma
monocamada de DPPG contendo 1,25 x 10° moléculas de AM/pm? que foi
posteriormente depositada sobre o filme evaporado de Ag. Os espectros SERS foram
coletados utilizando a linha de laser em 514,5 nm e um mapeamento Raman é exibido
na Figura 44, onde uma area de 100 pum x 100 pm, com um passo de 3 um (total de
1156 espectros) foi analisada. Os mapeamentos Raman foram construidos plotando a
intensidade da banda em 1625 cm™, onde os pontos claros fazem referéncia as bandas

Raman com maior intensidade.

Figura 44: mapeamento Raman, area de 100 pm x 100 pum e passo 3 pm, obtido para a
monocamada LB contendo AM disperso em matriz de DPPG a uma proporc¢ao
molecular de 1:2 (AM:DPPG). Laser em 514,5 nm.

E possivel observar apenas uma pequena variacdo na intensidade absoluta dos

espectros, garantindo que o AM ligado ao DPPG é depositado de maneira homogénea,
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ou seja, ha AM em todos os pontos do filme dentro de uma escala micrométrica. Outra
informacgdo importante a ser observada é o estado de agregacdo em que o AM se
encontra nessa proporgéo (1:2) utilizada para a deposicéo de filme LB. Foi verificado, a
partir da variacdo da intensidade da banda em 480 cm™ em relac&o as bandas em 450 e
500 cm™, que é possivel encontrar 0 AM tanto na sua forma agregada quanto na sua
forma monomérica, conforme exibido pelos espectros SERS da Figura 44. Esse
resultado corrobora os espectros de absorgdo UV-Vis onde, para a proporgéo de 1:2
moléculas de AM em relacdo as de DPPG, as bandas de absorcdo de dimeros (610 nm)
e mondémeros (660 nm) possuem valores de intensidade similares, sugerindo a

coexisténcia dessas duas formas de organizagdo do AM no filme LB.

Para a aquisicdo de espectros de uma unica molécula, amostras foram fabricadas
contendo 100, 10 e 1 molécula de AM/pm?® Estudos mostram que mesmo as
concentracOes superficiais mais elevadas, os eventos de uma unica molécula ainda s&o
observados™®. No caso do AM, essas concentraces superficiais de moléculas/pm?
(100, 10 e 1) sdo os valores maximos em que o material pode ser encontrado.
Considerando que o AM é um farmaco soltvel em &gua, parte dessas moléculas pode
estar sendo solubilizada pela subfase, ao invés de se ligar com o DPPG durante a
formagéo do filme de Langmuir. Em termos da agregacdo do AM, sabe-se que em
solucBes altamente diluidas 0 mesmo se encontra na sua forma monomeérica, conforme
discutido na secdo anterior. Os mapeamentos Raman foram coletados a baixas poténcias
de laser ( ~ 20 uW) para evitar possiveis fotodegradagdes. Os espectros foram coletados
a cada 3 um, em uma area de 100 pm x 100 um (total de 1156 espectros) para evitar
qualquer contribuicdo proveniente da sobreposicao de areas. Os mapeamentos de SMD
foram gerados com base na correspondéncia espectral de um conjunto representativo de

espectros de AM. Apenas 0s pontos com maior coincidéncia com base no seu grau de
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similaridade com o espectro de referéncia sdo distinguidos. Apds a construcdo dos
mapeamentos de SMD cada ponto de destaque ainda foi examinado, com base em seu
carater espectral, para a eliminacdo de falsos positivos. Os mapeamentos de SMD para
100, 10 e 1 molécula de AM/um? sdo exibidos na Figura 45, onde os pontos claros

correspondem aos espectros de uma tnica molécula.

Figura 45: mapeamentos Raman para as monocamadas LB contendo 100, 10 e 1
molécula de AM/um? dispersa em matriz de DPPG. Foram analisadas areas de 100 pm
X 100 pm, com um passo de 3 pum levando a um total de 1.156 espectros. Laser em
514,5 nm.

De acordo com a Figura 45, foi observado que o numero de eventos de uma
Gnica molécula diminui com a reducdo do nimero de moléculas/pum?, o que é esperado
ja que a probabilidade de encontrar uma unica molécula também é menor. Além disso, o
nimero de bandas presentes para o caso de 1 molécula de AM/pm? é muito menor do

que o observado para as demais concentracdes superficiais € uma forte variagdo €
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observada para todos os parametros incluindo a largura de banda, o perfil de banda, o
deslocamento Raman e a intensidade relativa e absoluta das bandas, similar ao que foi
encontrado para as unidades sensoriais discutidas na se¢do 4.4. Esse comportamento é
comumente observado em estudos de uma Unica molécula e tem sido atribuido a
diferencas locais do meio que a molécula alvo experimenta'’. Essas variacdes ilustram
a sensibilidade dos espectros SERS a perturbacdes e o potencial apresentado pela
molécula em reportar seu entorno. E importante ressaltar que, apesar de depositar
aproximadamente 1 molécula de AM/um? sobre toda a superficie do substrato contendo
o filme evaporado de Ag, ndo se observa o sinal de todas essas moléculas. Isso ocorre,
pois, a méaxima amplificacdo do sinal SERS, necesséria para a SMD, ocorre somente
quando a molécula esta posicionada nos chamados hot spots, que ndo sdo distribuidos

homogeneamente ao longo de todo o filme.

109



Capitulo V

Estudo da interacéo entre fosfolipidios e o

farmaco azul de metileno (AM)
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5.1. Filmes de Langmuir fabricados com e sem a presenca de AM

Filmes de Langmuir formados por fosfolipidios aniénicos (CLP e DPPG) e
zwiteriénicos (DPPC e DOPC) foram fabricados na tentativa de verificar a sensibilidade
das isotermas m-A a presenca de AM em diversas concentracbes. Por meio de
deslocamentos nas isotermas é possivel identificar mudancas no empacotamento das
moléculas de fosfolipidios nos seus diversos estigios de compressdo em funcdo da
concentracéo de droga incorporada. As Figuras 46a e 46b apresentam, respectivamente,
as isotermas n-A de DOPC e DPPC para diferentes razdes moleculares de AM (de 10:1

até 1:4 moléculas de fosfolipidio:AM) incorporadas durante o co-espalhamento.

Isotermas z-A
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Figura 46: (a) isotermas n-A de DOPC co-espalhado com diferentes proporcoes
moleculares de AM (DOPC:AM = 10:1 até 1:4 moléculas) em subfase de dgua ultrapura
a 23°C. (b) Isotermas m-A de DPPC co-espalhado com diferentes proporcdes
moleculares de AM (DPPC:AM = 10:1 até 1:4 moléculas) em subfase de dgua ultrapura
a 23°C.

De modo geral, pode-se observar que o aumento de concentracdo de AM na
monocamada provoca um deslocamento das isotermas m-A para maiores &reas,
resultante da interacdo entre as moléculas de fosfolipidio e AM. Este efeito torna-se
significativo para raz0es acima de 2:1 para DOPC:AM e 10:1 para DPPC:AM. Porém,
tal deslocamento € observado apenas quando os filmes de Langmuir se encontram em
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sua fase liquida, onde as moléculas de fosfolipidios ndo se encontram totalmente
empacotadas. Uma vez que um elevado empacotamento molecular é atingido,
correspondente a fase condensada da monocamada, as isotermas w-A sdo coincidentes
com aquelas coletadas sem a presenca de AM. Este comportamento pode ser discutido
com base no fato de que o AM possui uma carga elétrica positiva (catibnica) e os
fosfolipidios, acima citados, sdo eletricamente neutros. Desse modo, a interacdo
eletrostatica existente entre estas moléculas € fraca, fazendo com que as moléculas de
AM néo se liguem fortemente com as moléculas dos fosfolipidios. A partir do momento
em que a fase condensada é atingida, a pressdo de superficie é suficiente para se
sobrepor a interacdo entre AM e fosfolipidios fazendo com que as moléculas de AM
sejam expelidas da interface agua-ar e, por consequéncia, as isotermas tendem a se
sobrepor. E provavel que o AM ndo se encontre inserido entre as cadeias
hidrocarb6nicas dos fosfolipidios zwiteridnicos, mas sim em sitios de ligacdo mais

préximo & interface monocamada-subfase aquosa®.

As Figuras 47a e 47b apresentam, respectivamente, as isotermas n-A de DPPG e
CLP para diferentes razdes moleculares de AM (variando de 50:1 até 1:4 para CLP:AM

e de 10:1 até 1:4 para DPPG:AM) co-espalhadas na monocamada.
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Figura 47: (a) isotermas n-A de DPPG co-espalhado com diferentes proporcoes
moleculares de AM (DPPG:AM = 10:1 até 1:4 moléculas) em subfase de 4gua ultrapura
a 23°C. (b) Isotermas n-A de CLP co-espalhado com AM (CLP:AM = 50:1 até 1:4
moléculas) em subfase de agua ultrapura a 23°C.

Os resultados apresentados mostram que com o aumento da propor¢éo molecular
de AM, as isotermas =n-A dos fosfolipidios em questdo sofrem deslocamentos
significativos para regiGes de maiores areas quando comparadas com isotermas ©-A em
subfase de &gua ultrapura. Dessa forma, o AM pode ser incorporado na monocamada
nas diversas concentragfes utilizadas quando na fase liquida. Nessa fase, os filmes
formados pela CLP mostraram-se mais sensiveis a presenca de AM, sendo possivel
observar alteragdes nas isotermas para raz6es moleculares a partir de 50:1 ao passo que
para os filmes de DPPG essas modificacbes s6 foram observadas para razdes
moleculares a partir de 10:1. A mesma tendéncia é observada para a fase condensada
onde a incorporacao do AM ja é detectavel para a isoterma referente a razdo molecular
de 20:1 no caso da CLP, enquanto para o DPPG tal incorporacdo € detectada para a
isoterma referente a razdo molecular de 1:1. Considerando que tanto a CLP quanto o
DPPG séo fosfolipidios anidnicos, as interacdes eletrostaticas devem prevalecer com o
AM (catidnico). Essa interacdo eletrostatica é suficientemente forte para que o AM na
interface ar/agua resista a pressdo de superficie exercida quando as moléculas de

fosfolipidio se encontram em sua fase condensada (razbes moleculares acima de 20:1
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para CLP:AM e 1.1 para DPPG:AM), fazendo com que as isotermas se desloguem para
regides de maiores areas em seus diversos estagios de compresséao, diferentemente do
observado para os fosfolipidios zwiteriénicos. Como a CLP possui dois grupos polares
(duas cargas negativas) por molécula, e o DPPG apenas um, sua interagdo com as
moléculas de AM deve ser mais intensa, o que leva a maior sensibilidade observada
para as isotermas. Porém, os mecanismos de interacdo do AM com o DPPG e CLP séo
diferentes. Uma evidéncia disso é a variagdo no valor da pressdao de colapso da
monocamada de DPPG com a incorporagéo de AM (aumentando de cerca de 8 mN/m).
Esses mecanismos de interacdo serdo investigados em detalhes na se¢éo 5.2.4. Contudo,
em comparacdo com o reportado na literatura para outros derivados fenotiazinicos,
clorpromazina e trifluoperazina, as mudangas nas propriedades da monocamada de
DPPG foram observadas para razées moleculares de droga abaixo de 1:1'°. Em outras
palavras, a interacdo entre AM e os fosfolipidios ndo é forte, pelo menos nao tdo forte

como outros fenotiazinicos.

5.2. Estudo da interacgdo entre os fosfolipidios e o farmaco AM em filmes layer-by-
layer (LbL)

5.2.1. Espectroscopia de absor¢éo UV-Vis

Filmes LbL de PAH/DPPG e PAH/CLP foram aplicados como sistemas
miméticos utilizando o AM como molécula alvo em estudos de interagcdes. A
metodologia adotada para essas analises foi crescer filmes LbL contendo AM e AgNP
inseridas nas camadas de PAH/fosfolipidios. O crescimento dos filmes LbL contendo
PAH/(DPPG+AM), PAH/(DPPG+AM+AgNP), PAH/(CLP+AM) e

PAH/(CLP+AM+AgNP) sdo exibidos nas Figuras 48a, 48b, 48c e 48d, respectivamente.
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(a) Filme LbL de PAH/(DPPG+AM) (b) Filme LbL de PAH/(DPPG+AgNP+AM)
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Figura 48: espectros de absorcdo UV-Vis para diferentes niUmeros de bicamadas LbL
contendo: (a) PAH/(DPPG+AM). O detalhe mostra a dependéncia linear da absorbancia
em 580 nm em funcdo das bicamadas depositadas; (b) PAH/(DPPG+AM+AgNP). O
detalhe mostra a dependéncia linear da absorbancia em 431 nm em funcdo das
bicamadas depositadas; (¢) PAH/(CLP+AM). O detalhe mostra a dependéncia linear da
absorbancia em 610 nm em funcgéo das bicamadas depositadas e 0 zoom exibe a regido
de absorcdo do AM; (d) PAH/(CLP+AM+AgNP). O detalhe mostra a dependéncia
linear da absorbancia em 425 nm em fungéo das bicamadas depositadas e 0 zoom exibe
a regido de absorcdo do AM.

Considerando que a possibilidade de fabricacéo de filmes LbL contendo AgNP
dispersas nas camadas de fosfolipidios ja foi discutido no capitulo Ill, o crescimento da
regido em torno de 200 nm, para os filmes contendo DPPG, e o crescimento da banda
em 230 nm, para os filmes contendo CLP, garante que os fosfolipidios estdo sendo
depositados apesar da interagdo com o AM. O mesmo € observado para os filmes
contendo AgNP, cujo crescimento linear da banda em 431 e 425, para os filmes de
DPPG e CLP, respectivamente, indicam que as AgNP estdo sendo depositadas. Nesse

caso, apesar de misturar os fosfolipidios aniénicos, AgNP negativa e 0 AM catidnico na
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mesma solugdo aquosa, a adsorcdo de AgNP nas camadas de PAH é favorecida em
relacdo a dessorcédo. As bandas em torno de 610 e 655 nm, evidenciadas pelo zoom nas
Figuras 48c e 48d, sdo atribuidas as transi¢es n-n* de dimeros e monémeros de AM,
respectivamente™*. Essas bandas crescem linearmente com o niimero de bicamadas LbL
depositadas, como mostrados nos detalhes das figuras, indicando que quantidades
similares de AM também sdo adsorvidas a cada deposi¢cdo. Em todos os casos, 0 AM
catibnico é arrastado para os filmes LbL em funcdo da interacdo eletrostatica
estabelecida com os fosfolipidios anidnicos, conforme discutido para os filmes de

Langmuir na secdo anterior.
5.2.2. Morfologia

Analises morfoldgicas foram feitas por medidas de MEV realizadas para filmes
LbL de 10 bicamadas contendo PAH/(DPPG+AgNP+AM), PAH/(DPPG+AM) e

PAH/DPPG como mostrado nas Figuras 49a, 49b e 49c, respectivamente.
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Figura 49: imagens de MEV com diferentes ampliacGes para os filmes LbL contendo
10 bicamadas de (a) PAH/DPPG, (b) PAH/(DPPG+AM) e (c)
PAH/(DPPG+AM+AgNP).

De acordo com as imagens de MEV realizadas com ampliacdo de 5.000X
observa-se que a homogeneidade da superficie diminui conforme a complexidade do
sistema aumenta, ou seja, de PAH/DPPG para PAH/(DPPG+AgNP+AM). Além disso, é
possivel observar a presenca das AgNP dispersas ao longo da superficie do filme LbL
de PAH/(DPPG+AgNP+AM). Aumentando a ampliacdo para 25.000X observa-se
claramente que o padrdo de homogeneidade discutido anteriormente € mantido para o0s
distintos filmes LbL. Tomando a ampliacdo de 60.000X, € possivel observar alguns
dominios nos filmes LbL de PAH/DPPG que podem ser atribuidos a vesiculas
multilamelares de DPPG (MLV) conforme relatado no capitulo Ill. Para a imagem

MEV do filme LbL de PAH/(DPPG+AgNP+AM), o detalhe mostra uma imagem
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também obtida com uma ampliacdo de 60.000X, porém usando um detector de elétrons
no modo que recolhe os elétrons espalhados a um angulo de 180° (back scattering). Este
modo € altamente dependente da densidade do alvo, o que confirma a presenca das
AgNP, ja que estas espalham melhor os elétrons devido a sua densidade elevada em
comparagdo com as demais moléculas organicas que compdem o filme LbL. Também
de acordo com os resultados de UV-Vis (capitulo I11), observa-se que as AgNP isoladas

prevalecem em relacdo aos agregados.

A morfologia dos filmes LbL de PAH/DPPG, PAH/(DPPG+AM) e
PAH/(DPPG+AgNP+AM) foi completada em escala de nanémetros via AFM. A Figura
50 mostra as imagens AFM em 2 e 3 dimensdes para o (a) substrato de vidro tratado
termicamente (referéncia) e para os filmes LbL contendo 10 bicamadas de (b)
PAH/DPPG, (c) PAH/(DPPG+AM) e (d) PAH/(DPPG+AgNP+AM), cujas distribuicbes

de altura sdo dadas pelos histogramas nos detalhes.
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Figura 50: imagens topogréficas de AFM exibidas em 2 e 3 dimensbes e seus
histogramas com a distribuicdo das alturas registradas para (a) substrato de vidro tratado
termicamente (2 horas a 600 °C) e 10 bicamadas LbL dos filmes de (b) PAH/DPPG, (c)
PAH/(DPPG+AM) e (d) PAH/(DPPG+AgNP+AM).

Os baixos valores em termos de altura média e rugosidade apresentada pelo
proprio substrato de vidro (Tabela 3) garantem maior precisdo para 0s resultados
obtidos contendo os filmes LbL. As imagens de AFM, exibidas nas Figuras 50b e 50c
(especialmente as imagens 3D), mostram predominantemente a presenca de dominios
que podem ser atribuidos as MLV de DPPG™*3, corroborando a discussdo sobre MEV e
garantindo que a interacdo DPPG-AM ndo € suficiente para desestruturar a organizacao
de MLV nos filmes LbL. Estes resultados também corroboram os dados de UV-Vis,
com relacdo ao crescimento dos valores de absorcdo em 200 nm atribuido a adsorcao de
DPPG. Como as AgNP foram claramente observadas através das imagens MEV, as
imagens de AFM exibidas na Figura 50d foram obtidas evitando as areas onde as AgNP

eram proeminentes, caso contrario informacgdes sobre a superficie do filme iriam ser
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desperdicadas. As areas varridas ndo apresentaram um perfil topogréafico distinto,
sugerindo que as MLV de DPPG sdo predominantes como também observado para

maiores areas via MEV.

Complementarmente, os resultados obtidos para as medidas de AFM foram
caracterizadas via rugosidade (RMS, do inglés root mean square) e altura média
(diferenca de altura entre picos e vales). Foram realizadas medidas para areas com 5,0 x
5,0 um?; 2,0 x 2,0 pm? e 1,0 x 1,0 um? e os valores obtidos estdo postados na Tabela 3.
Tabela 3. Rugosidade (RMS, do inglés root mean square) e altura média para o

substrato de vidro e filmes LbL com 10 bicamadas de PAH/DPPG, PAH/(DPPG+AM) e
PAH/(DPPG+AgNP+AM).

Amostra Area escaneada Rugosidade RMS Altura média
(um?) (nm) (nm)
5x5 0,8 2,4
Substrato de vidro tratado 2X2 0,3 1,1
1x1 0,2 0,9
5x5 10,9 24,3
PAH/DPPG 2X2 7,0 17,3
1x1 6,4 13,2
5x5 12,7 30,2
PAH/(DPPG+AM) 2x2 9,4 22,6
1x1 7,7 16,5
5x5 17,3 34,1
PAH/(DPPG+AgNP+AM) 2X2 15,4 31,7
1x1 12,3 29,9

Verifica-se que todos os filmes analisados apresentaram valores de rugosidade
RMS e altura média que variam com a area de varredura, o que é esperado ja que a
distribuicdo dos dominios moleculares ndo é a mesma tanto ao longo da superficie do
filme quanto em termos de tamanho. Além disso, a rugosidade RMS em escala de
nandbmetros segue o que foi observado através das analises de MEV em escala

micromeétrica, isto é, a rugosidade cresce seguindo a sequéncia dos filmes LbL de
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PAH/DPPG, PAH/(DPPG+AM) e PAH/(DPPG+AgNP+AM). A mesma tendéncia é

observada para os valores de altura média (histogramas).

A morfologia em escala micrométrica para as 14 bicamadas LbL de
PAH/(CLP+AM) e PAH/(CLP+AM+AgNP) séo exibidas, respectivamente, nas Figuras
51a e 51b. O detalhe da Figura 51a mostra uma imagem optica para as 14 bicamadas
LbL de PAH/CLP, discutida no capitulo Ill, onde a CLP se encontra na forma de

vesiculas gigantes (~20 pum).

Figura 51: imagem Optica para os filmes LbL com 14 bicamadas de (a)
PAH/(CLP+AM) e (b) PAH/(CLP+AM+AgNP). O detalhe mostra a imagem Optica do
filme LbL com 14 bicamadas de PAH/CLP.

Diferentemente do observado para os filmes LbL contendo DPPG, nesse caso a
adicdo de AM causa uma drastica diminuicdo no tamanhos das vesiculas de CLP e na
distribuicéo de forma, o qual esta intimamente relacionado a afinidade de interagdo com
membranas bioldgicas’*’!. De fato, os efeitos de vérios fenotiazinicos em sistemas
miméticos de membranas bioldgicas sdo governados por interacdes especificas e vem
sendo bastante descrita na literatura’’>*"3. A respeito dos efeitos de fenotiazinicos em
membranas bioldgicas, os seus derivados sdo conhecidos por causar hemolise
eritrocitarial™®, e em concentracdes mais baixas induzem estomatocitose das células

vermelhas do sangue'’® que estdo associados com as mudancas na estrutura da
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membrana'”. Estudos com o fenotiazinico CPZ mostrou que em concentracdes acima
de 100 uM, a droga faz furos nas membranas de células vermelhas com 14 A de
diametro e em concentracbes acima de 40 mM, torna as células permeaveis a
substancias com baixo peso molecular tais como ATP, ADP e frutose 1,6-bifosfato™".
Além disso, vale mencionar que 0s cenarios tipicos que eventualmente levam a
alteracdes morfologicas da membrana em presenca de AM foram analisados pela
primeira vez em microscopias opticas de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) de
DOPC imersos em solucdes de AM (de 4 uM até 130 p M)™. As microscopias obtidas
para as GUVs em solucbes de AM demonstraram que o contato entre as bicamadas de
fosfolipidios e a solugcdo de AM ndo leva a destruicdo das vesiculas por si so, apesar de
aumento significativo das oscilagcbes da membrana e adeséo das vesiculas ao substrato
de vidro. No entanto, experimentos com micropipetas foram utilizados nesse sistema na
tentativa de medir o modulo de flexdo'” das vesiculas em presenca de AM.
Surpreendentemente os resultados mostraram que as GUVs sempre tendem a entrar em
colapso quando tocadas pela ponta da micropipeta. Portanto, todos estes resultados

confirmam as mudancas nas propriedades mecanicas das membranas seguido por um

dramatico aumento da "fragilidade" da membrana fluida.

5.2.3. Calculos tedricos Raman e FTIR para o AM

A fim de avancar na caracterizacdo e no estudo de interacdo, uma investigacdo
dos modos normais fundamentais do AM (absorcdo no infravermelho e espalhamento
Raman) foi realizada através de calculos tedricos usando a base DFT/6-31G fixada com

um fator de escala de 0,9945'"®

a ser aplicada para numeros de onda. Além disso, 0 AM
foi considerado como uma molécula isolada, ou seja, o calculo é executado para uma
unica molécula e sem perturbacGes externas, ao contrario das medidas experimentais

onde as moléculas estdo interagindo umas com as outras. O contra-ion CI" ndo foi
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considerado na estrutura molecular do AM utilizada para os célculos. Os espectros de
infravermelho e Raman (experimental e calculo tedrico) do AM sdo apresentados na
Figura 52, sendo o espectro experimental coletado de filme cast (a partir de solucGes

aquosas).

N
|""%""' ‘-“;.LI"""W\ AM
/L'H_.-'F-"H"\-\. e,

(CHz M- = S N{CH)s
cl?

FTIR experimental N

T\FN—-
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Namero deonda (cm)

RRS experimental (633nm)

Raman calculado

A A A
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Figura 52: estrutura molecular do AM e espectros Raman e FTIR de AM obtidos
experimentalmente e por meio de célculos teéricos (programa Gaussian, base DFT/6-
31G).

Considerando todos estes aspectos anteriores, um bom acordo foi obtido entre 0s
espectros calculados e experimentais de AM em termos de numeros de onda e
intensidades relativas, sobretudo no caso de absor¢do no infravermelho. No caso do
Raman, deve ser salientado que a linha de laser em 633 nm utilizado nos experimentos

estd em ressonancia com a absorcdo UV-Vis do AM levando a obtencdo de espectros
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RRS. Este altimo pode dar origem as principais diferengas encontradas em termos de

intensidade relativa.

A Tabela 4 para 0 Raman e a Tabela 5 para o FTIR contém os niumeros de onda,

a intensidade relativa (em parénteses) e as atribuices para as bandas vibracionais. Esta
Gltima foi baseada nos calculos tedricos e na literatura disponivel™>" %1%,

Tabela 4. Atribuiges e intensidades relativas (entre parénteses) para as bandas Raman
do AM.

Raman Raman ATRIBUICOES
Calculado Experimental

(cm™) (cm™)

444 (20) 446 (53) Deformacéo esqueleto (CN, CS e CHs) /Deformacdo esqueleto
CN?®

503 (6) 495 (24) Deformacdo esqueleto (CN e CH3) / Deformacéo esqueleto CN

605 (2) 595 (10) Tor¢do da molécula + CH bending for a do plano (anel) /
Deformagcéo esqueleto CC?#

681 (6) 669 (8) Deformagéo esqueleto (CC) / CH bending fora do plano

774 (10) 769 (14) Deformagcéo esqueleto (CN and CHs) / CH bending no plano?

897 (2) 897 (16) Skeletal deformation (CC) / CH bending no plano?

969 (12) 949 (9) CH bending no plano (anel) + CH bending for a do plano (CHs) /
CH bending no plano?

1078 (8) 1039 (12) Estiramento antissimétrico CS + CH bending no plano (anel) +

CH bending fora do plano (CH3) / CS estiramento antissimétrico?,
CH bending no plano®

1207 (40) 1154 (19) CH bending no plano (anel) + CH bending for a do plano (CH3) /
CH bending no plano?

1334 (12) 1301 (21) Estiramento simétrico CN (centro) + CH bending no plano (anel)
/ estiramento CC *°

1427 (100) 1394 (50) Estiramento simétrico CN (lateral e centro) + CH bending no

plano (anel) + CH bending for a do plano (CHy), estiramento CN
+ estiramento CC?/ estiramento antissimétrico CN®

1464 (22) 1429 (31) CH bending fora do plano (CHs3), estiramento CC ® / estiramento
simétrico CN "

1504 (55) 1449 (24) Estiramento CC + CH bending fora do plano (CHs)

1521 (53) 1472 (23) Estiramento antissimétrico CN (centro) + CH bending no plano
(anel) +CH bending fora do plano(CHs) / estiramento CC ®°

1576 (37) 1499 (23) Estiramento simétrico CN (lateral) + CH bending no plano (anel)
+ CH bending fora do plano (CHj) / estiramento CC *®

1675 (98) 1622 (100) Estiramento CC + CH bending no plano (anel) / estiramento CN

+ estiramento CC *°

A1177] ; P [178]
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Tabela 5. AtribuicGes e intensidades relativas (entre parénteses) para as bandas FTIR
do AM.

FTIR Calculado  FTIR Experimental ATRIBUICOES
(cm™) (cm™)
680 (7) 671 (13) Deformacao esqueleto (CC e CS) / CH bending fora do
plano®
846 (11) 819 (73) CH bending fora do plano (anel)/CH bending fora do plano®
897 (18) 886 (38) Deformacao esqueleto (CC e CS)/CH bending fora do
plano®
970 (5) 951 (9) Deformacéo esqueleto (CC and CH,3)/CH bending fora do
plano
1045 (6) 1037 (8) Estiramento antissimétrico CS + CH bending no plano
(anel)/CH bending no plano
1078 (8) 1069 (12) Estiramento antissimétrico CS + CH bending no plano
(anel) + CH bending fora do plano (CH3)
1170 (22) 1142 (26) CH bending no plano (anel)
1204 (15) 1186 (23) CH bending fora do plano (CH;) + CH bending no plano
(anel)
1259 (17) 1227 (12) Estiramento antissimétrico CN (lateral) + CH bending no
plano (anel) +CH bending for a do plano (CHs,)
1277 (23) 1249 (16) CH bending in plane (anel)
1368 (98) 1339 (50) Estiramento CC + CH bending no plano (anel) + CH
bending fora do plano (CHs)
1385 (66) 1358 (54) Estiramento CC + CH bending no plano (anel) + CH
bending fora do plano (CHs)
1442 (94) 1398 (52) Estiramento antissimétrico CN (centro) + CH bending no
plano (anel) +CH bending fora do plano (CHs)
1497 (34) 1454 (25) Estiramento CC + CH bending no plano (anel) + CH
bending fora do plano (CHa)
1524 (52) 1491 (29) Estiramento CN (centro) + estiramento CC + CH bending

fora do plano (CHs) + CH bending no plano (anel) /
vibragfes do anel aromatico ¢

1570 (20) 1541 (12) Estiramento CN (lateral) + CH bending fora do plano (CHj3)
+ CH bending no plano (anel) / vibrag¢6es do anel
aromatico®
1651 (100) 1605 (100) Estiramento antissimétrico CN(centro e lateral) +
estiramento CC + CH bending no plano (anel)
3039 (15) 2954 (14) Estiramento simétrico (CH3)
“[179]

Nas tabelas os termos no plano e fora do plano referem-se ao plano que contém
0s anéis aromaticos. Vale ressaltar que para as bandas Raman Sakar et al.}’”® fez as

atribuicBes para o AM" adsorvido em nanoestruturas metalicas (SERRS), enquanto

I 149

Nicolai et a apresenta atribuicOes baseadas em estudos vibracionais realizados para

fenotiazinicos similares e outros compostos sulfonados e nitrogenados. No caso das

I 180

bandas de FTIR, Somania et al.”™ trabalhou com pé de AM disperso em matriz de KBr

e suas atribuicdes foram estabelecidas por intervalos de nimero de onda.
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5.2.4. Analise de interacdo via FTIR

Espectros FTIR no modo de transmissdo sdo exibidos na Figura 53 para 14
bicamadas LbL de PAH/CLP e PAH/(CLP+AM) depositadas sobre ZnSe. O espectro
FTIR do filme cast de AM também é exibido. Os detalhes apresentam o0s zooms para
regides abaixo de 1900 cm™ e acima de 2750 cm™, mostrando as bandas de absorcéo

caracteristicas da CLP, AM e PAH nos filmes LbL.

14 bicamadasLbL
~N de PAH/CLP
2958

2854

2924

840

o 14 bicamadas LbL de
S  PAH/(CLP+AM)

Transmitancia

1067
1215
1740

2930

e - Filme cast
deAM

FTIR

1000 1500 2000 2500 3000 3500
NUmero de onda (cm1)

800 1000 1200 1400 1600 1800 2800 3000 3200 3400 3600
NUmero de onda (cm't) Ndmero de onda (cm'1)

Figura 53: espectros FTIR para filmes LbL com 14 bicamadas de (a) PAH/CLP e (b)
PAH/(CLP+AM). O espectro FTIR para o filme cast de AM ¢é dado como referéncia.

As bandas FTIR para a CLP e PAH sao relativamente mais intensas que as do
AM presente no filme LbL, indicando que o polimero e as vesiculas sdo 0s materiais
mais abundantes, como inicialmente desejado, o que esta de acordo com os resultados
de UV-Vis obtidos para o filme LbL de PAH/(CLP+AM) (secdo 5.2.1.). As analises de

FTIR para 14 bicamadas LbL de PAH/(CLP+AM) mostraram algumas modificacOes
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nos espectros do polimero/vesicula em fungdo das interacBes especificas entre

PAH/CLP e AM quando comparado ao observado sem AM. As alteragcbes foram

123 126

detectadas nas bandas de estiramento do grupo fosfato (PO;)™*> e amina (NH3 *)

situados entre 1000-1100 cm™ e 1500-1650 cm'™, respectivamente, e em menor extensdo

para as cadeias alquilicas de metileno em elevados niimeros de onda?*.

Na regido entre 1000-1100 cm™ para o filme LbL de PAH/(CLP+AM), a banda
atribuida ao estiramento do grupo fosfato (PO, da CLP retoma a sua forma original e
uma elevada intensidade relativa da banda em 1067 cm™ foi observada, sem alteracées
na escala de nimero de onda, assemelhando-se ao espectro FTIR do filme cast de CLP.
Os espectros FTIR para os filmes cast de CLP e PAH foram discutidos na se¢éo 3.1.1.
Da mesma forma, a incorporacdo de AM nos filmes LbL de PAH/CLP causou
mudancas na forma e no nimero de onda das bandas em 1536 e 1638 cm™, deslocada
para 1650 cm™, atribuidas a deformacdes angulares simétrica e antissimétrica do grupo
NHs" do PAH. Tais mudancas mostram a influéncia do AM, que ao se ligar afeta as

interacdes apresentadas originalmente pelo filme LbL de PAH/CLP.

Complementarmente, na presenca de AM as bandas a elevados numeros de onda
entre 2800-3010 cm™ também séo afetadas. As bandas em 2854 e 2924 cm™ do filme
LbL de PAH/CLP, atribuidas ao estiramento simétrico e antissimétrico do CH, presente
nas cadeias alquilicas de CLP'? sdo deslocadas para 2858 e 2930 cm™,
respectivamente. Além disso, o ombro em 2958 cm™ originalmente detectado no filme
LbL de PAH/CLP e atribuido ao estiramento simétrico CH; da CLP'?® desaparece,
enquanto outros pequenos picos em 2838, 2872 e 3012 cm™ crescem no espectro do
filme LbL de PAH/(CLP+AM). A banda atribuida a deformacao do grupo CH, em 1463
cm™ é deslocada para 1459 cm™ pela presenca do AM, reforcando os efeitos observados

sobre a conformacédo das cadeias alquilicas da CLP presente nos filmes LbL. Dessa
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forma, os resultados mostram que as interacGes entre os grupos amino do polimero e 0s
grupos polares dos fosfolipidios, aléem da calda alifatica, tém sido influenciadas pelas
interacdes com o AM levando as mudancas observadas no espectro do filme LbL de
PAH/CLP. Assim, interacdes eletrostaticas e do tipo dipolo-dipolo podem estar na

origem da adsor¢do do AM nos filmes LbL.

Entretanto, a analise FTIR para as 21 bicamadas LbL PAH/(DPPG+AM) exibido
na Figura 54 mostra que a interacdo eletrostatica entre DPPG-AM € menos intensa, uma
vez que a presenca de AM nos filmes LbL ndo causa alteracGes significativas nos
espectros obtidos quando comparados com espectros obtidos para filmes LbL sem a

adicédo de AM.

21-bicamadas LbL de .
PAH/DPPG *

21-bicamadas LbL de
PAH/(DPPG+AM)

Transmitancia

Filme cast de AM
FTIR

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Numero deonda (cm)

Figura 54: espectros FTIR para filmes LbL com 21 bicamadas de (a) PAH/DPPG e (b)
PAH/(DPPG+AM). O espectro FTIR para o filme cast de AM é dado como referéncia.

Tais interacOes s@o caracterizadas por deslocamentos das bandas de absor¢do em
termos de numero de ondas ou mesmo O aparecimento de novas bandas como
enfatizado pelas linhas tracejadas entre 600 e 1800 cm™. Para nimeros de ondas mais
elevados os filmes LbL s&o completamente dominados pelo estiramento C-H do DPPG
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e nenhuma alteragdo € observada nos espectros FTIR com e sem a presenca de AM
(resultado ndo mostrado). Estes resultados garantem que os grupos polares dos
fosfolipidios desempenham um papel fundamental nas interacdes AM-DPPG. Dessa
forma, as interagOes mais intensas para o caso da CLP e as menos intensas para o0 DPPG
justificam as mudangas morfoldgicas mais drasticas observadas para o filme LbL de

PAH/CLP quando em presenca de AM.

5.2.5. Micro-Raman e SERRS

A Figura 55a exibe o espectro RRS coletado para a regido de dominios
moleculares do filme LbL contendo 10 bicamadas de PAH/(DPPG+AM). As Figuras
55b, 55¢ e 55d mostram, respectivamente, 0 mapeamento Raman em area para 14
bicamadas LbL de PAH/(CLP+AM) e PAH/(CLP+AM+AgNP) e 21 bicamadas LbL de
PAH/(DPPG+AM+AgNP). Os mapeamentos foram construidos coletando espectros
ponto a ponto ao longo de uma area de 80 um x 80 um no caso dos filmes contendo
CLP e 60 um x 60 um para os filmes de DPPG utilizando um passo de 2 um, levando a
um total de 1681 e 961 espectros, respectivamente. Em seguida, a intensidade da banda
em 1622 cm™ foi plotada ao longo da 4rea mapeada onde os pontos mais claros referem-

se as bandas mais intensas
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Figura 55: espectro RRS coletado para as regides de dominios moleculares do filme
LbL com 10 bicamadas de PAH/(DPPG+AM). Também sdo exibidos mapeamentos
Raman apresentando a distribuicdo espacial da banda em 1622 cm™ para os filmes LbL
com 14 bicamadas de (b) PAH/(CLP+AM), (c) PAH/(CLP+AM+AgNP) e 21bicamadas
de (d) PAH/(DPPG+AM+AgNP). Laser em 633nm.

Pode-se observar no mapeamento exibido na Figura 55b que é possivel coletar
espectros Raman em toda area analisada, cujo sinal é caracteristico do AM (RRS). Isso
mostra uma distribuicio espacial bastante homogénea da banda em 1622 cm™, ou seja,
ndo ha pontos na escala micrométrica sem AM, o que levaria a pontos negros no
mapeamento de area RRS. J& com relacdo ao filme LbL contendo PAH/(DPPG+AM)
(Figura 55a) uma baixa quantidade de material foi encontrada ao longo da superficie do
filme, onde espectros RRS s6 puderam ser coletados sobre dominios moleculares de
AM. Essa diferenca pode ser explicada com base na interagdo estabelecida entre
fosfolipidio-AM. Como os espectros FTIR, assim como as isotermas de Langmuir,
revelaram que a CLP apresenta uma interagdo mais intensa com o AM quando

comparada ao DPPG, possivelmente uma maior quantidade de AM esteja sendo
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depositada juntamente com a CLP na fabricacdo dos filmes LbL possibilitando sua

caracterizacdo via RRS ao longo de todo filme.

Por outro lado, a intensidade da banda em 1622 cm™ dos espectros SERRS de
AM varia significativamente de regido para regido, como observado no mapeamento de
area Raman exibido nas Figura 55c e 55d. Isso é uma consequéncia direta da
distribuicdo especial das AgNP, conforme discutido na sec¢do 5.2.2. As AgNP presente
nos filmes LbL ativam os espectros SERRS de AM, o que leva a uma amplificagéo do
sinal de AM. Nesse caso, as AgNP e as moléculas de AM devem estar
preferencialmente proximas umas das outras ja que o fendmeno da amplificacdo em
superficie € altamente dependente da distancia entre o analito de interesse e as

nanoparticulas metalicas*>**°

. Um exemplo disso é exibido na Figura 56 onde
espectros Raman de AM foram coletados para dois filmes LbL contendo 1 tetracamada
cada, fabricados pela a imersdo do substrato nas solu¢des (PAH, DPPG, AM e coloide
de Ag) durante 3 minutos, seguindo a ordem mostrada nos detalhes. Pode-se observar

que a intensidade Raman é muito mais fraca quando o DPPG é posicionado entre 0 AM

e AgNP.
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Figura 56: espectros Raman para dois filmes LbL contendo 1 tetracamada de
PAH/AgNP/DPPG/AM e PAH/DPPG/AM/AgNP. Os detalhes mostram as arquiteturas
moleculares de cada filme. Laser em 633nm.

Esse efeito SERRS ainda possibilita a caracterizacdo dos filmes LbL utilizando
até mesmo uma unica bicamada. Esse resultado é evidenciado na Figura 57a, que
compara 0s espectros coletados para 1 e 14 bicamadas LbL de PAH/(CLP+AM+AgNP)

e 14 bicamadas de PAH/(CLP+AM).
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Figura 57: (a) espectro RRS para 14 bicamadas LbL de PAH/(CLP+AM) com 100% da
poténcia nominal do laser em 633nm, além de espectros SERRS coletados para 1 e 14
bicamadas LbL de PAH/(CLP+AM+AgNP) com 1% da poténcia nominal. (b) Dois
espectros SERRS distintos que se referem a diferentes arranjos moleculares do AM
(mondmeros e agregados).

Foi observado gue a intensidade Raman é muito mais fraca para as 14 bicamadas
LbL de PAH/(CLP+AM) quando comparada a 1 e 14 bicamadas LbL de
PAH/(CLP+AM+AgNP). Dessa forma, uma estimativa para o fator de amplificacdo
pode ser feita da mesma forma que na secdo 4.2. Consequentemente, o fator de
amplificacdo esta em torno de 10°, o qual esta de acordo com os fatores de amplificacido

preditos para SERRS considerando o mecanismo eletromagnético’®®

. Vale ressaltar que
0 mesmo padrdo de resultados foi encontrado para os filmes LbL de
PAH/(DPPG+AM+AgNP) (resultado ndo exibido). Finalmente, a Figura 57b apresenta
dois espectros SERRS de AM escolhidos a partir do mapeamento Raman exibido na
Figura 55c cujos perfis foram considerados os mais distintos uns dos outros. Como

discutido por Nicolai et al.**

e também observado para o filme LbL de
PAH/(DPPG+AgNP+AM), os espectros SERRS de AM da Figura 57b revelam o
arranjo molecular encontrado para o AM, isto €, mondmeros (primeiro espectro —

dominado pela banda em 480 cm™ em relacéo as bandas de 450 e 500 cm™) e agregados

(segundo espectro).
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5.3. Estudo da interagdo entre fosfolipidios e azul de metileno (AM) em filmes
Langmuir-Blodgett (LB)

A fraca interacdo quimica entre 0 AM e o DPPG foi revelada usando abordagens
diferentes, tais como filmes de Langmuir produzidos pelo co-espalhamento, filme LB
com 1 camada e filmes LbL e LB contendo multicamadas. Nesse sentido foi realizado
um estudo complementar visando confirmar que a fraca interacdo entre DPPG e AM
ndo é devido a interacdo entre DPPG e PAH observada durante a formacéao dos filmes
LB. Uma abordagem distinta daquelas descritas nas secdes anteriores para
espectroscopia de impedéancia, FTIR, UV-Vis (imergindo os filmes em solucdes de AM
e coletando os dados antes e depois disso) foi aplicada aqui. Filmes de Langmuir foram
fabricados dissolvendo PAH e AM em subfase aquosa. Em seguida estes filmes foram
transferidos para substratos solidos formando uma camada mista LB. Este filme LB
misto foi depositado sobre substrato de vidro previamente recoberto com um filme
evaporado de Ag com 6 nm de espessura para a obtencdo de espectros SERRS. A
Figura 58a mostra uma isoterma m-A obtida para o DPPG na interface ar/dgua (100 pL
espalhados; 0,74 mg/mL) com o subfase contendo PAH (0,01 mg/mL) e AM (64x10°°

mg/mL).
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Figura 58: (a) isotermas n-A de DPPG coletadas para subfase de dgua contendo PAH
(0,01 mg/mL) ou AM (64x10° mg/mL). (b) llustracéo do filme de Langmuir de DPPG
na interface ar/agua com PAH e AM dissolvidos na subfase. (c) Espectros SERRS para
o filme LB contendo 1 camada de DPPG transferida da subfase de agua contendo 0,01
mg/mL de PAH e 64x10° mg/mL de AM para um filme de Ag com 6 nm de espessura
(laser de 633 nm). (d) Imagem Optica desta monocamada LB de onde espectros SERRS
foram coletados ponto a ponto ao longo de uma linha de 100 um. Detalhe: imagem de
MEV mostrando as AgNP formadas pela evaporacdo de 6 nm de Ag sobre um substrato
de vidro.

Nestas condigBes experimentais, existe 1,0 molécula de DPPG na interface
ar/agua para aproximadamente 2,4 moléculas de AM e 2,15 moléculas de PAH
(aproximadamente 2,7x10° meros de PAH, principalmente formado pelos grupos NH;"
uma vez que a maioria das moléculas de PAH estd ionizada a um pH = 5,6)'*
dissolvidas na subfase aquosa. Os deslocamentos das isotermas n-A de DPPG para
maiores areas devido a presenca de PAH j& foi discutido na secdo 3.2.1 (eles sdo

repetidos aqui para melhor comparagdo). Observa-se que a presenga de AM, mesmo em

menor concentragdo que o PAH, induz um maior deslocamento das isotermas =-A de
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DPPG para maiores areas. Isso indica claramente uma maior afinidade entre DPPG e
AM que DPPG e PAH como desejavel, considerando o DPPG em aplicag¢Oes sensoriais.
A Figura 58b apresenta um esquema para ilustrar o filme de Langmuir de DPPG

formado na interface ar/agua na presenca de PAH e AM dissolvidos na subfase aquosa.

Finalmente, a Figura 58c traz os espectros SERRS do filme LB contendo 1
camada de (DPPG+AM+PAH). Os espectros SERRS foram coletados ponto a ponto
(passo de 1 pum) ao longo de uma linha de 100 pm em um total de 101 espectros, que
sd0 exibidos em 3 dimensdes. Os espectros SERRS séo atribuidos ao AM*, revelando
que a interacdo entre AM e DPPG é suficiente para transferir esta droga da subfase
aquosa para o substrato sélido, apesar da interacdo entre DPPG e PAH. As diferencas de
intensidade dos espectros SERRS na Figura 58c permite concluir que o AM esta
homogeneamente distribuido na superficie do substrato, assim como mostrado pela
imagem Optica do filme em questdo, exibida na Figura 58d. A imagem 6éptica (Figura
58d) também mostra o laser focado em uma &rea caracteristica, com poucos
micrometros de didmetro, e a linha de onde foram coletados os espectros SERRS do

AM (o0s pontos mais claros indicam sinais mais intensos para a banda em 1622 cm™).
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Capitulo VI

Conclusoes
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Filmes nanoestruturados contendo os fosfolipidios anidnicos CLP e DPPG e o
zwiteriénico DPPC imobilizados em uma camada de suporte do polieletrélito PAH
foram fabricados com sucesso utilizando a técnica LbL.Verificou-se que interacfes
eletrostéaticas entre fosfolipidios-PAH é fundamental para o crescimento dos filmes LbL
de maneira controlada. Nesse sentido, os filmes LbL contendo os fosfolipidios
aniénicos (CLP e DPPG) foram crescidos com grande nimero de bicamadas enquanto o
filme LbL contendo o fosfolipidio zwiteridnico (DPPC) atingiu um maximo de 13
bicamadas. Além disso, a técnica LbL permitiu a imobilizacdo de nanoparticulas de Ag
(AgNP) carregadas negativamente juntamente com os fosfolipidios aniénicos CLP e

DPPG em uma camada de suporte de PAH.

Filmes LB contendo multicamadas do fosfolipidio DPPG também foram
crescidos com éxito por meio de interacdes eletrostaticas entre os grupos PO, (DPPG) e
NHs" (PAH). Essa possibilidade de interacdo foi verificada inicialmente via isotermas
n-A dos filmes de Langmuir de DPPG formados na interface ar/agua com subfase de
agua contendo diferentes concentragdes de PAH. As isotermas de DPPG foram
deslocadas para maiores areas moleculares para concentragdes mais elevadas de PAH.
O crescimento linear dos filmes LB contendo multicamadas de (DPPG+PAH) foi
monitorado por espectros de absorcdo de UV-VIS. O FTIR revelou que 0 montante de

DPPG presente no filme LB é muito maior do que o PAH, como desejavel.

Apesar da interacdo intermolecular com PAH nos filmes LB e LbL, ambos
fosfolipidios mantiveram sua atividade biolégica para detectar AM em aplicacfes
sensoriais. Em termos de espectroscopia de impedéancia, foi constatado que a arquitetura
molecular dos filmes depositados sobre os eletrodos interdigitados de Pt s&o relevantes

para as medidas realizadas, uma vez que respostas elétricas distintas foram obtidas
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dependendo da estruturacdo dos fosfolipidios. Além disso, o efeito da espessura do
filme sobre a sensibilidade de um conjunto de unidades sensoriais formadas por filmes
LB e LbL com ndmeros distintos de camadas foi explorado em solugdes aquosas
altamente diluidas de AM (< 10”° M). Foi constatado que os filmes LB e LbL mais
espessos, contendo 5 camadas LB e 5 bicamadas LbL, apresentam um melhor
recobrimento dos eletrodos interdigitados e consequentemente um desempenho mais

significativo para a sensibilidade alcancada.

As analises Raman das unidades sensoriais, apos a imersdo em solucdes de AM,
revelaram que espectros RRS de AM foram coletados sobre dominios moleculares
encontrados sobre a superficie dos sensores formados por filmes sem AgNP. Com a
adicdo das AgNP o efeito SERRS do AM foi ativado possibilitando ndo somente a
deteccdo em niveis de diluicdo elevados, mas também a distin¢do do arranjo molecular
assumido pelo AM (monbémeros ou agregados). Em funcdo da elevada diluigdo do
sistema utilizado (10™*M), os espectros SERRS de AM coletados para regides do filme
LbL dominado por mondmeros de AM apresentam variagOes significativas de um
determinado ponto para outro. Essa variacdo € similar ao que foi encontrado para os
espectros de AM quando em regime de uma Unica molécula. A partir disto
experimentos especificos demonstraram a possibilidade de deteccdo de uma Unica
molécula de AM, tanto em meio aquoso (utilizando coldides de Ag) quanto em filmes

LB onde o AM foi disperso em uma matriz de DPPG.

Em termos de interacdo AM-fosfolipidios, os filmes de Langmuir demonstraram
que os fosfolipidios anionicos (CLP e DPPG) apresentam uma interacdo mais intensa
com o AM quando comparado aos fosfolipidios zwiteridnicos (DPPC e DOPC). De
fato, as interacOes eletrostaticas com o AM catibnico foram mais intensas com 0s

fosfolipidios anidnicos, conforme evidenciado pelos deslocamentos das isotermas 7-A.
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Estudos de interacdo também foram realizados para os filmes LbL contendo AM
imobilizados em matriz de DPPG e CLP. Com a incorporacdo de AM, alteragcdes nos
espectros FTIR do filme LbL de PAH/CLP foram detectadas principalmente no
estiramento dos grupos fosfatos (PO4) e aminos (NHs") (interacdes eletrostaticas),
assim como nas cadeias alquilicas (interacdo dipolo-dipolo). Essa interacdo com 0 AM
deve ter uma influéncia sobre o microambiente hidrofilico e hidrofébico das vesiculas e
PAH, causando além das modificacBes nos espectros FTIR, uma diminui¢do clara no
tamanho e perfil das vesiculas gigantes. No caso do DPPG as interagdes estabelecidas
com o AM foram identificas via FTIR, porém ndo sédo tdo intensas quando comparadas
com a CLP. N&o foram observadas, por exemplo, interacdes do AM com as cadeias

alquilicas do DPPG via FTIR.

Com a insercdo de AM nos filmes contendo AgNP, ocorreu a ativagdo do efeito
SERRS do AM, atingindo um fator de amplificacio médio de 10° atribuido ao
mecanismo eletromagnético. As diferencas no perfil dos espectros SERRS de AM,
principalmente para a intensidade relativa das bandas em 450, 500 e 480 cm™, revelou
que o AM pode ser estruturalmente organizado como mondmeros ou agregados
(dimeros, trimeros e assim por diante), dentro da matriz de fosfolipidio (CLP e DPPG).
Além disso, espectros SERRS de AM coletados em diferentes pontos dos filmes LbL
com resolucdo espacial em micrometros permitiu concluir que tanto o AM quanto as
AgNP estdo bem dispersos no filme. Esse resultado estd de acordo com as imagens
MEV que mostram as AgNP tanto isoladas (maioria) como agregadas, 0 que também

foi sugerido pelos dados de UV-Vis.

Finalmente, conclui-se que a interacdo AM-DPPG nos filmes LB ou LbL
contendo PAH, quando estes filmes sdo imersos em solucdo aquosa de AM, é fraca. No

entanto, essa fraca interagdo nao deve ser atribuida a uma competicdo com as interagoes
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DPPG-PAH. As isotermas n-A revelaram uma maior afinidade entre DPPG e AM em

comparacdo com DPPG e PAH, o qual foi suficiente para transferir o AM entre as

camadas de DPPG para um substrato sélido formando os filmes LB, como mostrado via

SERRS.
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Capitulo VII

Consideracoes finais e perspectivas

142



Esta dissertacdo de mestrado apresentou resultados a partir das atividades
executadas no periodo de marco/2009 a fevereiro/2011 referentes ao projeto de
mestrado financiado pela Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de S&o Paulo —
FAPESP processo n° 08/07241-5. Este projeto é uma continuacéo do trabalho de IC do
préprio candidato, o qual foi desenvolvido por um periodo de 24 meses (FAPESP
06/57132-2 e 08/02826-5), abordando a fabricacdo e caracterizacdo estrutural de filmes
LbL contendo multicamadas dos fosfolipidios DPPC e DPPG. Os resultados
propiciaram redigir e submeter um artigo logo no inicio deste mestrado, o qual foi
aceito para publicacdo na revista Langmuir e intitulado “Layer-by-Layer Technique as a
New Approach to Produce Nanostructured Films Containing Phospholipids as
Transducers in Sensing Applications”. Esse trabalho serviu como base para o
desenvolvimento deste projeto, o qual propiciou a redacdo de quatro novos artigos
submetidos e aceitos pelas revistas Langmuir, Journal of Raman Spectroscopy,
Analytical Chemistry e Vibrational Spectroscopy. Os resultados destes quatro artigos
foram contemplados na redacdo desta dissertacdo de mestrado. Todos os trabalhos
descritos acima propiciaram a participacdo em congressos nacionais e internacionais.
Abaixo é apresentada a producdo cientifica durante o periodo de elaboracdo da

dissertacéo.
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Durante a realizagdo do projeto foi possivel estabelecer e fortalecer parcerias
com outros pesquisadores que colaboraram de forma categdrica com os objetivos aqui
alcangados, como o Dr. Antonio Riul Jr. da UFSCar/Sorocaba, o Dr. Wilker Caetano da
UEM/Maringd e o Dr. Ricardo Aroca da Univerisity of Windsor, Canada. A
colaboragdo com o Dr. Aroca se deu a partir de um convite para a realizagdo de um
estagio em seu grupo de pesquisa (Materials and Surface Science Group — Departament
of Chemistry and Biochemistry), o qual foi realizado no periodo de 01 de abril a 30 de
junho de 2010 (documento anexado ao final da dissertacdo) com o objetivo de iniciar e
aprimorar o uso e os fundamentos de algumas técnicas de caracterizagdo de materiais
como SER(R)S e AFM. Também foi realizado um estagio (26/11/2010 a 16/12/2010) na
universidade de Tsinghua — Beijing/China, sob a orientagdo do professor Dr. Xi Zhang,
especialista na caracterizagdo de filmes finos através da técnica de espectroscopia de
foca atbmica (AFS).

Como perspectivas futuras, pretende-se publicar os resultados aqui apresentados
relativo a deteccdo de uma molécula de AM via SERS utilizando como matriz
monocamadas formadas pelo fosfolipidio DPPG. Em termos da continuidade dos
estudos em nivel de doutorado, o estudante est4 regularmente matriculado no programa
de po6s-graduacdo em Ciéncias e Tecnologia de Materiais (POSMAT) e um projeto
intitulado Filmes Layer-by-Layer (LbL) e Langmuir-Blodgett (LB) de Fosfolipidios
como Sistemas Miméticos Aplicados no Estudo de Interagdo e Sensoriamento de

Derivados Xanténicos foi aprovado pela FAPESP (processo n° 2010/17965-0).
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University 0

of Windsor

January 10, 2010

To whom it may concern.

I am writing to confirm our invitation to Pedro Henrique Benites Aoki, currently a
Graduate student (and FAPESP scholar) in the “Departamento de Fisica, Quimica e
Biologia, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP)”, C.P. 467, Presidente Prudente, 19060-900, SP, Brazil, to come to Windsor as
a visiting student to carry out research in our Laboratory of the Materials and Surface
Science Group (MSSG) at the University of Windsor during the year 2010 (from March
30 to June 30, 2010). The visit is part of a strong international collaboration between the
UNESP of Sao Paulo State and the University of Windsor that already has produced an
extensive list of joint scientific publications. Our groups can combine materials
characterization techniques and the application of surface-enhanced spectroscopy to

ultrasensitive detection using plasmonics in metallic nanostructures.

Please do not hesitate to contact me if you need further information.
FAX 519-973-7098 Phone: 519-253-4232 (Ext. 3528)

Sincerely,

Ricardo Aroca, FCIC

University Professor

Materials & Surface Science Group
University of Windsor
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