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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagao de filmes
Layer-by-Layer a base de Polianilina (PANI), intercalada com polissacarideos regionais
ou nanoparticulas metalicas revestidas com estes polissacarideos, para aplicacdes em
sensores eletroquimicos. A PANI é um polimero condutor ambientalmente compativel,
que tem despertado enorme interesse devido as suas propriedades eletroquimicas,
anticorrosivas e eletrocromicas. No Capitulo 02, a PANI foi intercalada com a
carragenana e o agar, ambos extraidos de algas vermelhas das espécies Hypnea
musciformis e Gracilaria birdiae, respectivamente, para o estudo das propriedades
eletroguimicas (Voltametria Ciclica - VC), espectroscopicas (espectroscopia na regido
do UV-Vis) e morfoldgicas (microscopia de forca atbmica - AFM) desses filmes. Neste
estudo, foi observado que tanto a carragenana quanto o agar melhoraram a estabilidade
eletroquimica da PANI em meio &cido (fosfato de potassio, PBS 0, 1 mol L™, pH 1,5)
devido a um efeito antioxidante promovido por este materiais. Além disso, a
carragenana e o agar melhoraram a adsorcdo da PANI nos substratos utilizados. Os
resultados obtidos por AFM mostraram que os filmes de agar/PANI e
carragenana/PANI crescem cerca de aproximadamente, 7nm e 8nm, respectivamente,
por bicamada adsorvida. Apds caracterizacdo, os filmes de agar/PANI foram aplicados
na deteccdo do Cr(VI1), um metal altamente toxico mesmo a baixas concentracdes. O LD
(limite de deteccdo) e o LQ (Limite de quantificacdo) calculados foram de 2,48 pmol L
1 e 7,51 pmol L™, respectivamente. J& no capitulo 03, o mesmo polimero condutor
(PANI) foi intercalado com nanoparticulas de ouro estabilizadas com a carragenana
(carr-AuNPs). Os filmes de PANI e carr-AuNPs foram adsorvidos em eletrodos
flexiveis de ouro (EFAU), preparados para este estudo em substituicdo ao eletrodo de
ITO utilizado para deposigdo dos filmes no capitulo 02. O EFAu mostrou-se como
excelente substituto ao 1TO, devido sua facilidade de processamento e baixo custo,
aliados a sua menor resisténcia elétrica. As carr-AuNPs foram caracterizadas pelas
técnicas de espectroscopia na regido do UV-Vis e do infravermelho (FT-IR), AFM e
espalhamento de luz dindmico (DLS). Posteriormente foram propostas duas arquiteturas
para os filmes sendo elas PANI/carr-AuNP e carr-AuNP/PANI, das quais a primeira
mostrou-se mais promissora. Os filmes produzidos foram caracterizados por VC, UV-
Vis e AFM. Os resultados obtidos mostraram que a presenca das carr-AuNPs no filme

promove um aumento na rugosidade do material e provavelmente um aumento da area
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ativa do eletrodo, o que pode facilitar a ocorréncia de reacdes quimicas. Além disso, o
sinergismo entre a PANI e as carr-AuNPs melhorou a resposta eletroquimica do
polimero condutor em termos de densidade de corrente e estabilidade, quando o filme
foi exposto em meio fisioldgico (PBS, 0,1 mol L™ pH 7,1), um resultado interessante
uma vez que a PANI sozinha possui atividade eletroquimica baixa ou ausente em meio
neutro. De forma geral, o filme de EFAu/PANI/carr-AuNPs mostrou-se um excelente

candidato para aplicacfes em biossensores.

Palavras-chave: Polianilina; polissacarideos de algas; nanoparticulas de ouro; sensores
eletroquimicos;



1. CAPITULO 01 - REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. Nanociéncia e nanotecnologia

A nanociéncia e a nanotecnologia baseiam-se na manipulacdo de atomos e
moléculas com o intuito de produzir novos materiais, com vistas a aplicacbes que
necessitem de abordagens especificas em nivel submicroscopico (ADAMS e
BARBANTE, 2013). A nanociéncia e a nanotecnologia envolvem fisica, quimica,
conhecimentos de engenharia e biologia, sendo, portanto, caracterizada como uma area
de pesquisa multidisciplinar (SAHOO et al., 2007).

Emerich e Thanos (2003) conceituam a nanotecnologia como a ciéncia
envolvida na concepcdo, sintese, caracterizacdo e aplicagdo de materiais e dispositivos,
cuja organizacao funcional, em pelo menos uma dimensao, esteja na escala nanométrica
(um bilionésimo de metro), onde fenbnenos Unicos permitem novas aplicacbes
(ADAMS e BARBANTE, 2013).

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem evoluido a passos largos, e este campo
cientifico multidisciplinar encontra-se em acelerado desenvolvimento (WILLIAMS,
2004; CHENG et al., 2011; MATSUDAI e HUNT, 2005).

Muitos aspectos da nanotecnologia séo baseados no fato de que o mundo em
nanoescala € diferente do mundo macroscopico — cujos conceitos e aplicacfes ja sdo
adaptados a vida cotidiana. No nivel microscopico ou acima deste, 0s materiais tém
massa convencional e propriedades que obedecem as leis da ciéncia classica (ISLAM e
MIYAZAKI, 2009), enquanto 0s materiais e dispositivos submicroscopicos (situados na
escala entre 1 micron e 100 nm ou menos) tém suas propriedades afetadas por
flutuacdes e estdo sujeitos as leis “estranhas” e imprevisiveis da mecénica quantica. Por
este motivo, novas ferramentas e funcionalidades interessantes estdo sendo descobertas
neste novo campo tecnolégico (ADAMS e BARBANTE, 2013).

A nanotecnologia € considerada como uma tecnologia de uso geral e, tem se
tornado comum para quase todos os setores tecnologicos, devido ao fato que estas
interacbes, em nivel submicroscopico, sdo capazes de gerar propriedades super-

funcionais em diferentes materiais quando 0s mesmos se encontram em escala
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nanométrica (BRESNAHAN e TAJTENBERG, 1995). A nanodimensdo transcende as
fronteiras convencionais entre as disciplinas cientificas e os setores tecnoldgicos. Foi
previsto que o crescimento ostensivo da biotecnologia ndo poderia ser sustentado sem a
nanotecnologia (WOLFSON, 2003). Em outras palavras, é provavel que a
nanotecnologia seja a base para a obtencdo de beneficios generalizados, incluindo
dispositivos eletronicos cada vez mais “inteligentes”, assim como melhoria na saude
através de métodos diagndsticos e terapéuticos cada vez mais avancados, além de
avancos na agricultura e desenvolvimento de fontes mais limpas de energia (ISLAM e
MIYAZAKI, 2009).

Islam e Miyzaki (2009) realizaram uma pesquisa sobre a participacdo da
nanotecnologia na producgdo bibliografica em disciplinas cientificas. Os resultados
foram apresentados em forma de volume total de publica¢6es envolvendo nanociéncia, e
foram divididos ao longo de trés periodos (1990-1994, 1995-1999 e 2000-2004), Figura
1. Os autores verificaram que, no inicio de 1990 a nanotecnologia foi responsavel por 1
% do total das publicacGes, enquanto que na década de 1990 foi responsavel por 22 % e

no inicio dos anos 2000 esteve relacionada com até 77% de todos os artigos publicados.

Figura 1. Participagdo da nanotecnologia na producdo cientifica entre 1990 e 2004.
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Segundo os autores, o rapido crescimento da quota de publicacdo emergiu do
periodo de 2000 a 2004. Comparando a distribuicdo e participacdo relativa da
nanotecnologia dentro de cada disciplina ao longo do periodo 2000-2004, conforme
ilustrado na Figura 1, os resultados indicam claramente que a pesquisa relacionada com
a nanotecnologia tem um papel significativo na cobertura de grandes areas cientificas,
sendo responsavel por mais de 40% de todos os artigos académicos na éarea de fisica, em
torno de 40% em quimica, 30% em ciéncia dos materiais, 15% nas disciplinas de
engenharia e 10% em ciéncias bioldgicas. Os campos variam relativamente quanto a
importancia da pesquisa em nanotecnologia para atividades académicas envolvendo
fisica, quimica e ciéncia dos materiais. Apesar disso, pode-se observar claramente que a
nanotecnologia posiciona-se como uma &rea-chave de pesquisa (mais de um terco de
todos os artigos publicados) para a atualidade (ISLAM e MIYAZAKI, 2009).

1.1.2. Nanotecnologia de filmes finos

Chama-se “filme” a matéria condensada disposta em camadas imobilizadas em
uma superficie sélida, conhecida como substrato. Quanto a sua espessura, 0s chamados
“filmes finos” podem ser classificados em nanométricos, micrométricos e milimétricos
referindo-se as faixas de 0,1 — 100 nm, 0,1 — 100 um e 0,1 — 100 mm, respectivamente
(GALEMBECK, 1998). Os filmes finos surgiram da necessidade de se obter estruturas
altamente organizadas em escala molecular, com possibilidade de controle de sua
espessura e propriedades (COELHO, 2011).

A vantagem de se trabalhar no estado sélido, na forma de um filme
nanoestruturado € a possibilidade de gerar efeito sinérgico entre os materiais conjugados
em multicamadas, possibilitando o surgimento de novas propriedades fisicas e quimicas
de interesse cientifico (ULMAN, 1991; CRESPILHO et al., 2006).

A utilizacdo de filmes finos dispostos em multicamadas torna-se um dos
métodos mais promissores para se construir e investigar dispositivos nanoestruturados,
tais como sensores e biossensores. Os chamados filmes finos podem ser produzidos por
diferentes metodos dentre os quais podemos citar: Deposi¢do Quimica e Fisica a Vapor
(BRINKER, 1990), Sol-gel (BRINKER, 1990), Langmuir-Blodgett (LB)
(GUIMARAES, 2009), Casting, spin coating (NASSAR et al., 2003), dip coating
(CARVALHO e VARELA, 2001) além do método de automontagem do tipo camada-

8



por-camada (do inglés Layer-by-Layer- LbL) (DECHER, 1997). Normalmente as
propriedades de um material, na forma de filme, diferem substancialmente daquelas
encontradas em sua forma natural, devido a influéncia da superficie. Por outro lado, as
propriedades finais dos filmes sdo altamente dependentes do processo de deposicao
empregado e das interacOes existentes entre 0s materiais conjugados na formacdo do
filme (FARIAS et al., 2014).

As técnicas LB e LbL destacam-se por permitirem o controle de parametros
como a espessura € o empacotamento molecular, uma vez que possibilitam “organizar”
moléculas individuais em arquiteturas altamente ordenadas, propiciando ainda o
planejamento das propriedades finais dos filmes obtidos, seja através da incorporagéo de
cromoéforos apropriados ou grupos funcionais a estas moléculas, ou pela simples
variacdo da espessura das camadas que constituem o filme (ULMAN, 1991).

A necessidade de se compreender o comportamento de filmes finos ultrapassa as
fronteiras do conhecimento cientifico e se estende para a area tecnoldgica, pois estes
tipos de materiais estdo sendo cada vez mais utilizados na fabricagéo de dispositivos de
micro e nanoeletronica, como sensores, transistores, células fotovoltaicas, diodos e
diodos emissores de luz, o que leva a uma necessidade tecnologica em se conhecer suas
propriedades eletronicas (HOLDER et al., 2005).

A preferéncia pelo uso de filmes finos engloba ndo sé a simplicidade de
processamento e de reducdo dos custos de fabricacdo (dependendo da técnica), uma vez
que pequenas quantidades dos materiais sdo utilizadas, mas também a possibilidade de
controle e otimizacdo de suas propriedades elétricas e dpticas, especificas para uma
dada aplicacéo eletronica. Tais propriedades podem ser asseguradas com a variacao,
sobretudo, da espessura e da natureza dos materiais utilizados, parametros estes que
influenciam diretamente no produto final de interesse (BLYTHE e BLOOR, 2002).

1.1.2.1.A técnica de automontagem Layer-by-Layer

Entre as diferentes técnicas desenvolvidas para a fabricacdo de filmes finos,
encontra-se a técnica de automontagem LbL. A técnica LbL tem se mostrado
extremamente promissora, capaz de produzir filmes ultrafinos, de diferentes tipos de
materiais, de maneira simples e economicamente viavel, além de proporcionar a
possibilidade de se conseguir estruturas organizadas em nivel manométrico (PATERNO
etal., 2001; DURAN et al., 2006).



Os primeiros filmes desenvolvidos pela técnica de automontagem foram
produzidos por Sagiv e colaboradores (1980), que propuseram a formacéo de filmes
ultrafinos compostos por monocamadas adsorvidas quimicamente entre si, mediante a
formacdo de ligacbes covalentes. Neste sentido, um substrato solido é imerso em
solugdes contendo moléculas bifuncionais. Como as moléculas sdo bifuncionalizadas,
apenas uma das extremidades liga-se ao substrato formando uma monocamada,
enquanto o outro lado da molécula atua como sitio de ancoragem para que, em uma
imersdo seguinte, uma nova monocamada seja depositada (PATERNO et al., 2001).

Somente na década de 1990, Decher e colaboradores propuseram novos filmes
automontados formados a partir da adsor¢do fisica caracterizada pela interacdo
eletrostatica entre monocamadas constituidas por moléculas de cargas diferentes. Os
constituintes das monocamadas sdo moléculas com grupos idnicos, como por exemplo,
polieletrolitos que sdo polimeros com grupos ionizaveis ao longo da cadeia,
classificados em anibnicos e cationicos de acordo com seu grupo funcional e/ou
compostos anfifilicos (DECHER, 1997).

O novo método, proposto por Decher (1990), permitiu superar as limitacfes do
método utilizado por Sagiv, uma vez que propunha a imobilizacdo, na forma de filmes,
de qualquer material com carga de sinais opostos. A atracdo eletrostatica entre
moléculas com cargas opostas € importante na constru¢cdo de estruturas em
multicamadas, pois apresenta uma demanda maior do que aquelas baseadas em ligacGes
quimicas. Hoje, se sabe que as interacdes que ocorrem entre polieletrdlitos altamente
carregados sdo principalmente eletrostéticas, porém também sdo possiveis interacdes
secundarias do tipo Van der Waals e ponte de hidrogénio (SILVA et al., 2009). Desta
forma, a proposta de Decher ampliou a versatilidade da automontagem, uma vez que
permitiu ampliar a gama de materiais utilizados (NETZER e SAGIV, 1983). E
importante destacar o fato de que as adsor¢des que ocorrem na superficie do substrato e
entre as monocamadas depositadas sdo autolimitadas, ou seja, s6 ocorrera adsorcdo
enguanto houver sitios de ancoragem disponiveis (SILVA et al., 2009).

Além de interacBGes eletrostaticas, inicialmente propostas para polieletrélitos
fortemente carregados, outros tipos de interagdes tém sido relatados para estes sistemas,
assim como outros tipos de materiais, tais como polimeros convencionais ou
funcionalizados, biomateriais hidrossoliveis, materiais inorganicos carregados,

nanoparticulas coloidais e complexos organo-metalicos (OLIVEIRA Jr et al., 2002).
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De acordo com Oliveira Jr et al., (2002), quatro tipos de interacbes podem

ocorrer em sistemas LbL:

e Adsorcdo de polieletrolitos altamente ionizaveis: As interacBes entre as
moléculas e o substrato sdo puramente idnicas; podendo-se obter filmes muito

finos;

e Adsorcdo de polieletrélitos parcialmente ionizaveis: neste caso, as interacfes

sdo predominantemente idnicas e podem formar filmes espessos;

e Adsorcdo por ligagBes secundarias: neste caso, as interagBes se devem a
ligagGes de hidrogénio, forca de Van der Waals e dipolo-idnico; mais fracas e,
portanto, aspectos difusionais sdo fatores importantes limitando a espessura do

filme.

e Ligacdes muito especificas (ou bioespecificas): tais como as do tipo avidina-
biotina. Neste caso, monocamadas podem ser obtidas alternando-se os elementos
que se ligam especificamente, tornando o filme bastante estavel.

A Figura 2 mostra o processo de formacdo de um filme LbL, conforme foi
proposto por Decher (1997). O procedimento inicia-se com a imersdo de um substrato
solido, previamente limpo, em uma solu¢cdo aquosa contendo 0 material a ser depositado
(A). Caso haja tratamento no substrato a ser trabalhado, a carga do material depositado
deve ser preferencialmente contraria a do substrato para que ocorra adsor¢ao por atracdo
eletrostatica. Em seguida, o conjunto substrato/monocamada é lavado em solugédo
aquosa com intuito de eliminar o excesso de material ndo adsorvido (B), seguido de
uma etapa de secagem com um fluxo leve de gas inerte, normalmente nitrogénio ou
argénio. Em seguida, a monocamada formada, é imersa em solucdo contendo material,
de carga contréria (C), e em seguida lavado e seco novamente (D), formando assim uma
estrutura bicamada. A repeticdo das etapas de adsorcdo, lavagem e secagem, permite a
formacéo de filmes finos multicamadas, em uma estrutura do tipo sanduiche (E).

Varios parametros experimentais sdo cruciais para o acumulo das bicamadas

incluindo: a natureza do substrato empregado, a concentracdo do polimero, o pH e a
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forca ibnica das solugdes. A técnica LbL é especialmente versatil no que diz respeito aos
substratos que podem ser utilizados, podendo ser substratos sélidos de vidro, mica,
silicio, metais e quartzo (PATERNO et al., 2001).

Figura 2. Representacdo esquematica da producdo de um filme Layer-by-Layer

contendo uma bicamada.

Representagio esquematica
de um filme bicamada

e

Polication Lavagem Polidnion Lavagem

(Fonte: Adaptado de Decher (1997)).

Sabe-se ainda que a técnica de automontagem LbL permite ndo apenas criar
estruturas supramoleculares, como também influenciar interacdes intermoleculares,
permitindo aplicagdes diversas como, por exemplo, polimeros funcionais sensiveis a
temperatura, aplicacdes sensoriais envolvendo DNA e proteinas, ou revestimentos
funcionais em membranas seletivas (GAMBINOSSI et al., 2007). Devido ao aumento
do uso de moléculas organicas, a técnica de automontagem tem sido amplamente
empregada na producdo de filmes ultrafinos para potenciais aplicagdes em sensores e
biossensores (GAMBINOSSI et al., 2007; MAMEDOV et al., 2002) (ver secédo 2.4).

Outra vantagem inerente da técnica LbL € a possibilidade de combinacédo das
propriedades de diversos tipos de materiais, tais como, compostos inorganicos
carregados (LU E HSIEH, 2010), nanoparticulas, nanotubos, argilas, complexos
organo-metalicos, polimeros (THEREZIO, et al., 2011), biomateriais como,
polissacarideos naturais, proteinas e enzimas, (EIRAS, et al., 2010; CRESPILHO, et al.,
2009), e uma infinidade de outros materiais e compostos quimicos, o que tem ampliado

0 campo de estudo e a aplicabilidade desta técnica. A Tabela 01 mostra alguns
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exemplos de materiais que tém sido imobilizados na forma de Filmes LbL para

diferentes aplicacoes.

Tabela 1. Materiais imobilizados pela técnica LbL e suas aplicaces ou objetivos de

estudo.
Materiais imobilizador | Aplicagdes ou objetivos de estudo Referéncia
por LbL
Quitosana, alginato e Producédo de uma plataforma para o
celulose desenvolvimento de culturas de Deng et al.
células (2010).

Colesterol oxidase,
nanotubos de carbono,
nanoparticulas de ouro e
poli(alilamina)

Producédo de um biossensor
enzimaético para deteccdo de
colesterol

Cai et al. (2013).

Ftalocianina
tetrassulfonada de niquel,
poli(cloridato de alilamina)
e gomas naturais: Angico
(Anadenanthera
macrocarpa) e chicha
(Sterculia striata)

Preparo de camada ativa para
biossensor para deteccao de
dopamina

Eiras et al. (2010).

Glicose oxidase,

3-n-propilpiridina Desenvolvimento de um biossensor Jesus et al.
silsesquioxana, para deteccdo de glicose (2013).
tetrasulfoftalocianina(ll) de
cobre
Polianilina Sensor de pH Lakard et al.
(2012).
poli(n-isopropilacrilamida), | Avaliacdo do comportamento de
poliestireno filmes multicamadas com a Estillore e

variacdo do nimero de camadas
depositas, mudanca de solventes e
temperatura de preparo

Advincula (2011).

poli(hidroquinona)
quitosana

Estudo eletroquimico dos filmes e
aplicagOes em biossensores
amperomeétricos

He et al. (2013).

Polianilina, Surfactante
brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB) e oxido de
titanio

Estudo de propriedades Opticas,
eletroquimicas e morfologicas para
aplicacbes em revestimentos
bactericidas

Farias et al.
(2014)
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(Fonte: reviséo literaria produzida nesta pesquisa, 2014).

1.2. O polimero condutor Polianilina (PANI)

Os polimeros intrinsecamente condutores tém despertado relevante interesse
para a producgdo de filmes LbL (MEDEIROS et al., 2012). H4 muitos anos era feita a
incorporacdo de impurezas como, 0 negro de fumo, fibras metélicas ou de carbono as
matrizes poliméricas, com a finalidade de atribuir carga a esses materiais e,
consequentemente, condutividade elétrica. Assim, tais polimeros passaram a ser
chamados de polimeros condutores extrinsecos (MEDEIROS et al., 2012;
MACDIARMID, 2002). No entanto, os “polimeros condutores intrinsecos” capazes de
conduzir corrente elétrica sem a necessidade de incorporacdo de impurezas, associadas a
outros materiais, s6 foram descobertos a partir da segunda metade da década de setenta
(SHIRAKAWA et al., 1977).

Os polimeros intrinsecamente condutores sdo também chamados de metais
sintéticos por possuirem propriedades elétricas, magnéticas e Opticas de metais e
semicondutores, (FAEZ et al., 2000; MATTOSO et al., 1994; DE PAOLI e ZOPPI,
1993) sendo que, em muitos casos, as propriedades como resisténcia mecanica e
processabilidade dos polimeros convencionais sdo mantidas (DE PAOLI e ZOPPI,
1993). Os metais sintéticos, também sdo conhecidos como “polimeros conjugados”,
devido a serem constituidos por cadeias contendo duplas ligagdes C=C conjugadas. Esta
conjugagdo permite que seja criado um fluxo de elétrons em condicGes especificas
(FAEZ et al., 2000).

Os polimeros condutores podem ser sintetizados por trés métodos de
polimerizagdo: a quimica, a eletroquimica e a fotoeletroquimica (FAEZ et al., 2000).
Algumas rotas de sintese sdo muito simples e podem ser adaptadas para escala piloto ou
industrial, como € o caso do poli-p-fenilvinileno, polipirrol e polianilina. Outras rotas
requerem ambientes isentos de umidade como, por exemplo, polifenilenos e
politiofenos (FAEZ et al., 2000). A Tabela 2 mostra as estruturas e condutividade dos

principais polimeros condutores.
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Tabela 2. Estrutura e condutividade dos principais polimeros condutores.

Polimero Condutor Condutividade/S cm™
VN .
n 10°a 10
Poliacetileno
C h 3
N=( /EN—(: :)—N—{: :)—N} 3
- 10a10
Palianilina
H H
N [\ N /B
WA YA 600
H H Jdp
Pdlipirral

WA AW A 200
n
Palitiofeno
~O-0-0O—0OF
n
Poli(p-fenileno)

OO
1
n

Pali(p-fenileno vinileno)

(Fonte: adaptado de Faez et al. (2000)).

Dentre os polimeros anteriormente citados, a Polianilina (PANI), Figura 3,
destaca-se por suas aplicagdes tecnoldgicas decorrentes de sua estabilidade quimica,
ambiental, processabilidade, facilidade de polimerizagcdo, dopagem e baixo custo
(MATTQOSO, 1996).
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Figura 3. Estrutura geral da Polianilina.

HOLOIHO~Om,

(Fonte: extraido de Mattoso (1996)).

A Polianilina, cuja estrutura quimica geral esta representada na Figura 3, pode

ser encontrada em cinco estados de oxidacgdo, dentre os quais podemos destacar os trés

principais; i) o estado pernigranilina, completamente oxidado onde y = 0, o qual é

caracterizado por uma coloragdo purpura, ii) o estado esmeraldina, caracterizado pory =

0,5, onde 50% dos N aminas estdo convertidos em N iminas, e possui coloragéo verde

guando na forma de sal (condutora) e azul quando na forma de base (isolante) e, iii) o

estado leucoesmeraldina, que é a forma totalmente reduzida da PANI, e onde y = 1, cuja
coloracdo caracteristica é amarela (MATTOSO, 1996) , Tabela 3.

Tabela 3. Os trés estados de oxidacdo mais

leucoesmeraldina, esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilina.

importantes da Polianilina:

Estado de Estrutura Cor* | Caracteristica
oxidacgao
Amarela Isolante
Leucoesmeraldina D ) C i C ) C 'l'} 310 | completamente
M N v N
n reduzida
Verde Condutora
Sal de esmeraldina H I N f 320, parcialmente
%@‘F@‘E@“@“}q 420, oxidada
800
Azul Isolante
Base esmeraldina S ) C i C 3 C h'} 320, parcialmente
) ) 1 it
n 620 oxidada
Parpura Isolante
Pernigranilina @ i <:> " @ o <:> H} 320, | completamente
. N n 530 oxidada

16



* Os valores numéricos referem-se ao comprimento de onda (nanémetros) onde a
absorcdo é maxima.
(Fonte: adaptado de Mattoso (1996)).

O método de polimerizacdo via rota quimica € o mais utilizado industrialmente
e também o mais vantajoso, pois possibilita a producdo de grandes quantidades de
material, o qual é obtido na forma de p6 (FAEZ et al., 2000; HUANG et al., 1986). A
Tabela 4 resume algumas das possiveis aplicacbes que tém sido empregadas a

Polianilina.
Tabela 4. Algumas aplicacdes da Polianilina.
Aplicacéo Fendmeno Uso
Eletrodos Transferéncia de carga Baterias recarregaveis,
sensores, capacitores
Dispositivos Variagdo de cor com aplicacédo de Janelas inteligentes
eletrocrémicos potencial
Musculos artificiais | Movimentacdo mecénica de um | Transdutor mecanico para
filme pela aplicagéo de potencial robética
LEDs Emisséo de luz Monitores e mostradores
Protetor Eliminacdo de carga estatica Microeletrbnica
antiestatico
Anticorrosivos Protecdo contra corrosao Tintas
Células solares Transformacao de energia Fonte alternativa de
luminosa em energia elétrica energia
Blindagem Absorcao de radiacdo (diminui Marinha, aerondutica, e
eletromagnética interferéncia nos equipamentos telecomunicacdes

eletrénicos)

(Fonte: adaptado de Faez (2000)).

Na &rea de producdo de filmes para estudos de propriedades de materiais
combinados com PANI, visando diferentes aplicacdes, como por exemplo, sensores e
biossensores eletroquimicos, muitos estudos tém sido realizados. Para se ter uma ideia,

uma rapida busca na base de dados do science direct (em Janeiro/2014) utilizando o
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termo chave “Polyaniline biosensor” resulta em 2.511 artigos relacionados ao assunto.

A tabela a seguir (Tabela 5) resume brevemente alguns materiais que tém sido

empregados em conjunto com PANI para a fabricagcdo de novos sensores e outros

dispositivos.

Tabela 5. Polianilina combinada com diversos materiais com o intuito de melhorar

propriedades ou desenvolver novos dispositivos.

Material combinado com
PANI

Estudo ou Aplicacao

Referéncia

Amido-hidrolase creatinina
e sarcosina-oxidase

Biossensor amperomeétrico
para deteccdo de creatina.

Yadav et al. (2011).

Uricase

Biossensor para detec¢édo de
acido drico.

Arora et al. (2007) e
Jiang et al. (2007).

Poli(écido vinil sulfénico )

Estudo dos efeitos da
espessura e temperatura de
eletrodos metalicos, na
condutividade elétrica em
filmes maltiplas camadas.

Santos et al. (2012).

Silicio

Fabricacdo de diodos
Schottky.

Rivera e Pinto (2009).

Nanoparticula de prata, Poli
(vinil &lcool) e uréase

Biossensor para detec¢éo de
ureia.

Crespilho et al. (2009).

Tantalo

Producédo de um sensor
quimico para detec¢do de gas
hidrogénio.

Srivastava et al. (2012).

Colageno

Estudo do comportamento
eletroquimico dos compdsitos
e possiveis aplicacdes em
biomedicina

Kim et al. (2009).

Brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB) e TiO,

Filmes eletroativos e
antimicrobianos

Farias et al. (2014).

(Fonte: revisdo literaria produzida nesta pesquisa, 2014).

Mais recentemente, a intercalacdo de polimeros naturais com PANI tem sido

alvo de diversos estudos, uma vez que a presenca desses biopolimeros aumenta a

estabilidade eletroquimica da Polianilina em meio acido (BARROS et al., 2012; EIRAS

et al., 2007).
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1.3. Polimeros naturais extraido de algas: agar e carragenana

Os polissacarideos sdo classificados como polimeros naturais, 0s quais podem
ser constituidos de um unico monossacarideo ou de diferentes tipos (CUNHA et al.,
2009). O interesse na aplicagdo de diferentes polissacarideos tanto na area médica
quanto farmacéutica, se deve ao fato de que o0os mesmos podem realcar o
desenvolvimento de agentes de contraste para aplicacdo em imagiologia médica,
sistemas de liberagdo controlada de farmacos, hidrogéis e até mesmo bioadesivos (GIL
e FERREIRA, 2006)

Mais recentemente, polissacarideos bioativos isolados de fontes naturais, tém
atraido a atencdo no campo da bioquimica e da farmacologia (YANG e ZHANG, 2009),
como € o caso dos polimeros extraidos de algas vermelhas, 0s quais apresentam uma
ampla atividade bioldgica, tais como, anticoagulante, antitumoral, antiviral, anti-
inflamatdria, dentre outras (CUNHA et al., 2009).

Dentre os polissacarideos extraidos das algas vermelhas, o agar e a carragenana
tém recebido especial atencdo (CARDOZO et al., 2007). Estes biopolimeros tém sido
empregados com éxito, na area médica, no ramo alimenticio, de cosméticos,
biotecnologico, industria téxtil, farmacéutica, dentre outros setores industriais
(MACIEL et al.,, 2008; JENSEN, 1993; MCHUGH, 2003). Suas aplicabilidades
condizem a capacidade de formacdo de geéis (geleificantes, viscosificantes e/ou
emulsificantes), a sua atoxidade, além da possibilidade de formacéo de complexo com
ions bivalentes (MCHUGH, 2003).

A carragenana € o termo genérico para um grupo de galactanas sulfatadas
extraidas de algas vermelha e pode ser encontrada nas algas marinhas dos géneros
Soliera, Eucheuma, Hypnea, Maristiella e Callophucis, enquanto que o agar pode ser
extraido dos géneros Gracilaria, Gelidium, Gracilariopsis, Gelidiella, Ahnfeltia e
Pterocladia (CUNHA et al., 1999). A estrutura das caragenanas consiste de cadeias de
(1—3)-D-galactopyranose alternada com (1—4)-D-galactopyranose, onde também
estdo presentes grupos sulfatos em variadas quantidades e posicdes e podem ser
classificadas em kappa (x), iota (1), and lambda (1) de acordo com o padrio de
substituicdo de grupos sulfato e conteddo de unidades de 3,6-anhydrogalactose. J& os

polissacarideos extraidos do género Gracilaria sdo compostos basicamente de unidades
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alternadas (1—3)-D-galactopyranose e 4-3,6-anhydro-a-L-galactopyranose (MACIEL
et al., 2008). A Figura 4 ilustra a estrutura geral do agar e a Figura 5 da carragenana.

Figura 4. Estrutura geral do agar.
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(Fonte: Extraido de: Food ingredients, 2014).
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Figura 5. Estrutura geral da carragenana A) lota, B) kappa e C) lambda.
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(Fonte: Extraido de: Discover Polysaccharides, 2014).

As macroalgas vermelhas produtoras de agar e de carragenana podem ser
encontradas amplamente distribuidas em todo o planeta. Principalmente nos paises
como, Japdo, China, india, Brasil, Estados Unidos, México, Africa do Sul, Marrocos,
Portugal, Espanha, Chile, Taiwan, Filipinas, Egito, Nova Zelandia e Russia (AGAR,
2008; GANESAN, 2006).
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No Brasil, as espécies Hypnea musciformis (produtora de carragenana) e a
Gracilaria birdiae (produtora de agar) tém sido bastante exploradas por encontrarem-se
abundantemente distribuidas por toda a costa do pais, incluindo o litoral do Piaui, além
de possibilitarem um teor de rendimento consideravel do polissacarideo apds extracéo,
mesmo sabendo-se que o rendimento pode variar em funcdo da sazonalidade e fatores
abidticos (CUNHA et al.,, 1999). A abundéancia, aplicabilidade e propriedades tais
como, a presenca de cargas negativas em sua estrutura, conferem a esses biopolimeros a
possibilidade para novas aplicacdes no ramo biotecnoldgico, como por exemplo, na
producdo de filmes finos para o desenvolvimento de novos sensores ou ainda

biossensores eletroquimicos.

1.4. Sensores e biossensores eletroquimicos

Sensor, numa visao geral, € um dispositivo capaz de converter um fenémeno
fisico (pressdo, temperatura, luz, etc.) ou um fendmeno quimico (reacao de oxirreducao)
em um sinal, o qual é transmitido para um dispositivo de medicdo ou controle. O
sistema 0 qual processa este sinal é chamado de transdutor, a parte ativa do sensor,
Figura 6 (WU et al., 2013; NUNES et al., 2014).

Figura 6. Fluxograma de funcionamento de um sensor.

MENSURANDO TRANSDUTOR Condicionamento de
— sinal
Ex: presséo, temperatura, :D SENSOR
reacao redox etc. Pés-processamento

(Fonte: adaptado de NUNES et al., (2014)).

Um bom sensor deve ter caracteristicas como sensitividade e seletividade. No
caso dos sensores quimicos, cujos fendmenos a serem detectados tém natureza quimica,
como um processo de oxirredugdo, por exemplo, podem ser interpretados por um
transdutor, permitindo assim extrair informacdes sobre a composi¢do do meio que esta
sendo analisado (YAMANAKA et al., 2009; WILSON, 2005).

Sensores quimicos possuem caracteristicas peculiares que os distinguem de

métodos instrumentais de largo porte, 0s quais, por usa vez, sdo cada vez mais precisos,
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sensiveis e seletivos, mas ndo permitem a obtencdo de informagdes in situ e em tempo
real. Dados nestas condicdes experimentais sdo facilmente obtidos com sensores e,
mesmo que as medidas ndo tenham precisdo e exatiddo compardveis as dos métodos
instrumentais, em muitas ocasifes tém-se elementos suficientes para tomadas de
decisdo. Caracteristicas vantajosas também inerentes ao uso de sensores quimicos
referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo, possibilidade de miniaturizacéo e
baixo custo (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).

A Figura 7 apresenta um esquema geral dos principais componentes de um
sensor quimico. A obtencdo de informacdo analitica depende essencialmente da
capacidade da membrana (ou camada ativa), usualmente posicionada na extremidade do
dispositivo, em reconhecer a espécie de interesse de maneira seletiva. H& inumeras
alternativas de imobilizacdo desta membrana na superficie do sensor (ver secdo 2.1.2) e
um aspecto relevante associado a esta operacdo envolve a necessidade de acesso a
algum processo quimico que viabilize a transdugdo do sinal para o detector, Figura 7.
Por sua vez, o sinal transmitido deve ser maximizado em relacéo as informacdes sobre o
analito, ou seja, deseja-se minimizar o efeito de contribuicdes estranhas como, por
exemplo, interferentes, ruidos eletrdnicos ou erros experimentais. Neste sentido, a
efetiva capacidade do dispositivo em discriminar o analito constitui-se em aspecto de
grande importancia na fabricacdo de sensores de uso geral e em larga escala, devendo-se
ressaltar, entretanto, que aspectos referentes a sensibilidade, estabilidade e robustez
também devem ser considerados (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).

Figura 7. Esquema geral dos principais componentes de um sensor quimico.

o
e T

Comunicador : Transdutor : Receptor Analito

(Fonte: adaptado de LOWINSOHN e BERTOTTI (2006)).

Quando em um dispositivo sensor, o elemento de reconhecimento -
denominado receptor — for uma substancia de natureza bioldgica (enzimas, células,

anticorpos, proteinas), teremos um biossensor, ou seja, 0 bioreceptor consiste em uma
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biomolécula capaz de reconhecer um analito especifico através da sua bio-afinidade. O
biorreceptor ao interagir com o analito produz um sinal quimico (por exemplo, uma
reacdo redox), que ao ser enviado para o transdutor, é convertido em um sinal
mensuravel (como corrente elétrica, por exemplo), Figura 6 (YAMANAKA et al.,
2009).

Apesar de ainda ser uma tecnologia com pouca aplicagcdo em monitoramentos
de campo, a tecnologia de sensores e biossensores € uma alternativa promissora em
relacdo as técnicas convencionais de medicdo. Os biossensores sdo aparelhos analiticos
compactos (alguns tém dimensdo 0,6 mm), que incorporam elementos sensores
biol6gicos ou biomiméticos, ou seja, que imitam organismos vivos. Estes sdo
conectados a um sistema transdutor, que mede uma variacdo de pH, por exemplo,
amplifica o sinal e faz o processamento para determinacdo da variavel desejada (Figura
8). O processamento pode envolver técnicas matematicas avancadas, como a ldgica
fuzzy ou redes neurais, dentre outras (GARCIA e MOTTRAM, 2003).

O principio de deteccdo se baseia na ligacdo especifica do elemento de
interesse ao elemento complementar de bioreconhecimento, imobilizado em um meio de
suporte satisfatorio. A interacdo especifica resulta na mudanca de uma ou mais
propriedades fisico-quimicas (mudanca de pH, transferéncia de elétron, mudanca de
massa, transferéncia de calor, ganho ou liberacdo de gases ou ions especificos, etc.) que

sdo detectadas e podem ser medidas por meio de um transdutor (YANAGI Jr, 2006).

Figura 8. Principio de operacdo de um biossensor.

| Biosensor |
; P Processamento
Amostra Bioreceptor | Transdutor ||Eletronical | e dados
ou \
< Enzimas
‘ O Anticorpos Eletrodos
' Acidos nucleicos Transistores o : o
OO Microorganismos Tariclores Amplificador> |Microeletrdnica
. Te.cidos Fibras opticas
O b 4 Células Cristais
& O Receptores artificiais| Piezoelétricos
¢y W ] Biomimétricos )

(Fonte: extraido de YANAGI Jr, (2006)).
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Os sensores e biossensores apresentam grande vantagem em relacdo as técnicas
convencionais devido a sua alta especificidade e a possibilidade de se fazer analises em
tempo real, além de ter alta sensibilidade, apresentar rapidez nas medicdes e
simplicidade de operacdo. Um exemplo € a aplicacdo de biossensor para detectar a
variacdo de progesterona no leite de vacas com a finalidade de se detectar o cio,
permitindo assim, a inseminagédo no momento correto, reduzindo custos e aumentando a
eficiéncia reprodutiva dos animais (MOTTRAM et al., 2000 ; YANAGI Jr, 2006).

Recentemente, filmes finos de polissacarideos naturais, adsorvidos sobre
superficies solidas, ttm sido empregados em sensores e biossensores. Filmes de
quitosana, galactomananas e de carboximetilcelulose vém sendo usados para fins
variados (HUGUENIN et al., 2005). Também sdo exemplos de polissacarideos naturais
utilizados na construcdo de filmes, a caraia (Sterculia urens), o chicha (Sterculia striata)
e 0 angico (Anadenanthera macrocarpa) (EIRAS et al., 2007; ZAMPA et al., 2007).
Estes biopolimeros conferem propriedades especificas aos filmes como: maior
estabilidade e também o aumento na quantidade de material adsorvido por camada
(INTEMA, 2011). A seguir, serdo descritos alguns exemplos de sensores e biossensores
eletroquimicos produzidos a partir da imobilizacdo de biopolimeros através da técnica
Layer-by-Layer.

Nanocompositos de quitosana e alginato, ambos com caracteristica
polieletrélito catiénico, foram alternadamente depositados com nanofibras de celulose
por apresentarem carga negativa, sendo esse biocompdsito um material biocompativel e
mostrando-se como uma boa plataforma para sensores (DENG et al,. 2010) .

Eiras et al. (2007) empregaram polissacarideos naturais na fabricacdo de filmes
nanoestruturados eletroativos. As gomas Sterculia urens (caraia), Sterculia striata
(chicha) e Anadenanthera macrocarpabenth (angico) foram imobilizados na forma de
filmes finos em conjunto com poli-o-metoxianilina (POMA), um polimero condutor. A
eletroatividade caracteristica da POMA presente no filme foi mantida na presenca dos
polissacarideos, além disso, a presenca dos polissacarideos aumentou
consideravelmente a estabilidade eletroquimica dos filmes e a quantidade de material
adsorvido, quando estes foram comparados com filmes de POMA e PVS (4cido
polivinilsulfonico).

Zampa et al. (2007) utilizaram o chicha (Sterculia striata) para produzir
nanocompositos eletroativos, fabricados na forma de filmes finos combinando

ftalocianinas tetrassulfonadas de niquel e PAH, sob duas arquiteturas distintas:
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(PAH/chicha/PAH/NiTsPc)n e (PAH/NIiTsPc/PAH/chichd)n. A presenca do chicha nos
filmes, proporcionou uma adsorcdo mais eficiente de ftalocianina e também um
aumento na resposta eletroquimica dos mesmos. Adicionalmente, os filmes foram
empregados na deteccdo de dopamina e o LD obtido foi de 1,05 x10° m L™.

Em outro trabalho realizado por Eiras et al. (2010), o angico (Anadantera
Columbina) e a Caraia (Sterculia Urens) foram utilizados como biomateriais
modificadores de camadas, em filmes automontados com ftalocianina tetrassulfonada de
niquel. Os filmes apresentaram boa estabilidade e puderam ser empregados em sensores
de neurotransmissores. Novamente foi constatado que, a presenca dos polissacarideos
nos filmes conduz a um incremento na resposta eletroquimica.

ZAMPA et al., 2009 trabalharam com peptideos antimicrobianos (DRS 01)
isolados da fauna do Delta do Piaui e polissacarideos naturais exsudados de arvores
abundantes nesta regido, tais como a goma do cajueiro (Anacardium occidentale L). A
partir desses materiais, foram produzidos filmes LbL para aplicagdes em biossensores
eletroquimicos. Os filmes LbL desenvolvidos foram capazes de detectar o aumento da
concentracdo de células de Leishmania presentes na solucdo eletrolitica por meio do
aumento da resposta de sinal elétrico relacionado ao processo de lise/ruptura da célula
quando em contato com a DRS 01 imobilizada no filme. Este resultado sugere que este
filme poderia ser uma potencial ferramenta de diagnostico para uso na area biomédica.

MATSUHISA et al. (2013) criaram um biossensor capaz de detectar
seletivamente a glicose, a partir da imobilizacdo da quitosana em conjunto com
albumina de soro bovino (BSA) sobre um substrato de platina. Apds montagem do
filme de quitosana/BSA, a enzima glicose oxidase foi imobilizada em sua superficie
para troca direta de elétrons com a glicose e consequentemente sua

deteccdo/quantificacdo por amperometria.

1.5. Técnicas de caracterizacdo de filmes finos

1.5.1. Técnicas eletroquimicas: a voltametria

A voltametria é uma técnica eletroquimica em que as respostas qualitativas e
quantitativas de uma espécie eletroativa sdo obtidas em funcdo do registro da curva
corrente versus potencial aplicado. No inicio dos estudos voltamétricos essas respostas

eram obtidas durante a eletrolise da espécie eletroativa em uma célula eletroquimica
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constituida por dois eletrodos: um de trabalho e outro de referéncia. O eletrodo de
trabalho é caracterizado por apresentar uma area superficial menor em relacdo a do
eletrodo de referéncia, permitindo assim sua polarizacdo. O eletrodo de referéncia
permite que o potencial seja mantido fixo durante a eletrolise da espécie eletroativa.
Como o potencial é aplicado entre os eletrodos variando a velocidade em funcéo do
tempo, é registrada uma curva de corrente versus potencial aplicado, que é chamada de
voltamograma, no qual estdo presentes as informagdes qualitativas e quantitativas da
espécie eletroativa (HARRIS, 2003; ALEIXO, 2003).

A célula de dois eletrodos foi utilizada durante muito tempo, no entanto, essa
célula possuia as seguintes limitacdes: ndo detectava concentracdes da ordem de 10
mol L™ (devido & passagem de corrente pelo eletrodo de referéncia o que provocava a
existéncia de reagdes no mesmo) e também devido a alta resisténcia encontrada para a
célula (HARRIS, 2003; ALEIXO, 2003). Para suprir essas duas limitacdes desenvolveu-
se uma célula de trés eletrodos que é utilizada até os dias de hoje. Para assegurar o
sistema potenciostatico foi incorporado na célula eletrolitica um terceiro eletrodo, que
ficou conhecido como eletrodo auxiliar ou contra eletrodo, que é geralmente formado
por um material inerte (platina, ouro, carbono Vitreo e etc.). Segundo Aleixo (2003)
com a incorporacédo do terceiro eletrodo foi possivel usar recipientes de tamanhos mais
reduzidos para medidas voltamétricas. Com isso apareceram as seguintes vantagens: a
célula tornou-se mais adequada para solucgdes diluidas, e pode ser usada para solucdes
de alta resisténcia e com eletrélitos de suporte mais diluidos.

A voltametria é largamente usada pelos quimicos inorganicos, fisico-quimicos e
bioquimicos para finalidades ndo analiticas, incluindo estudos fundamentais de
processos de reducdo e oxidacdo em varios meios, processos de adsorcdo em
superficies, mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies de eletrodos
quimicamente modificados. Para a obtencdo das medidas de corrente, utiliza-se um
potenciostato para que uma diferenca de potencial em funcdo de um eletrodo de
referéncia seja aplicada. O eletrodo de referéncia permanece com o potencial estavel
enquanto a corrente medida flui entre o eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar
(ALEIXO, 2003; SKOOG et al., 2006). A Figura 9 mostra uma imagem de uma célula

eletroquimica e uma representacdo esquematica para os trés eletrodos que a compde.
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Figura 9. Célula eletroquimica utilizada neste trabalho e esquema para 0s trés
eletrodos.

Eletrodo de
Referéncia

Contra Eletrodo

Eletrodo de Trabalho

(Fonte: foto e esquema produzidos nesta pesquisa, 2014).

Os eletrodos encontram-se imersos em uma célula voltamétrica contendo o
eletrolito suporte, Figura 9. O eletr6lito suporte é uma solucdo condutora, porém inerte
na faixa de potencial de trabalho e, geralmente, a concentracdo desse eletrélito € bem
elevada em relacdo a concentracdo do analito, para minimizar a corrente de migracéo
(ALEIXO, 2003).

Na célula eletroquimica, quando se aplica uma diferenga de potencial entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, a corrente resultante é registrada em fungéo
desta diferenca de potencial. Na presenca de uma espécie eletroativa, a corrente
aumenta se a diferenca de potencial for suficiente para reduzir ou oxidar esta espécie.
Neste sentido, a corrente limite, controlada por difusdo, é proporcional a concentracéo
da espécie eletroativa (HARRIS, 1999).

Além da difusdo, existem outros dois processos de transferéncia de massa entre
a solucéo e a superficie do eletrodo. Um desses processos € a migracdo de particulas

carregadas atraves de um campo elétrico, j& o0 outro é a convecgdo, um processo
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mecanico, que ocorre devido a movimentacdo da solucdo (SKOOG et al., 2006). O
processo de migragdo em um campo elétrico € minimizado pela adigdo de um eletrolito
inerte (eletrélito de suporte) a solugdo em uma concentracdo pelo menos 100 vezes
maior do que a substancia eletroativa. O processo de convecgdo € eliminado mantendo-
se a solucdo em repouso, sem agitacdo. Assim, apenas 0 processo de difusdo sera
responsavel pelo transporte de massa, e a corrente medida, pode ser efetivamente
expressa como corrente de difusdo (ALEIXO, 2003).

Com os passar dos anos foram desenvolvidas um nimero considerdvel de
novas técnicas voltamétricas que conseguiram ampliar os limites de detecgdo, além de
possibilitar o estudo de propriedades eletroquimicas de diversos materiais. Dentre essas
novas técnicas pode-se destacar a voltametria de pulso normal, pulso diferencial, de
onda quadrada e a cronoamperometria. Superficialmente, pode-se dizer que a diferenca
entre essas voltametrias esta relacionada ao limite de detec¢do, e ao tipo de informacéo
(qualitativa ou quantitativa) que se deseja obter da espécie eletroativa (SKOOG et al.,
2006). Pode-se dar um destaque especial a voltametria ciclica, pois esta técnica tém sido
bastante empregada no estudo de caracterizacdo de filmes LbL por se tratar de uma
técnica exploratoria (FARIAS et al., 2014; EIRAS et al., 2012; ZAMPA et al., 2007).

1.5.1.1. Voltametria Ciclica

Para a analise exploratéria de espécies eletroativas, a técnica de Voltametria
Ciclica (VC) tem sido utilizada frequentemente, com o objetivo de se obter informacdes
qualitativas sobre as espécies de interesse. A versatilidade da VC, combinada com a
facilidade na realizagdo de medidas resultou em sua ampla aplicacdo nos campos da
Eletroquimica, Quimica Inorgénica, Quimica Organica e Bioquimica (SKOOG et al.,
2006; HOLLER et al., 2009).

Em um experimento de VC, o sinal de excitacdo é caracterizado por uma onda
triangular, sendo a resposta de corrente originada por um pequeno eletrodo estacionario
imerso em uma solugdo mantida em repouso. A onda triangular produz a varredura no
sentido direto e depois no sentido inverso com uma determinada velocidade de
varredura, onde o potencial varia linearmente com o tempo (SKOOG et al., 2006). A

Figura 10 mostra um exemplo do sinal de excitacdo da VC, sob repetitivos ciclos.
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Figura 10. Sinal de excitacdo da Voltametria Ciclica.

Potencial aplicado na forma de onda

E1l 1 1

ty ty ty t3 ty

Tempo

(Fonte: Figura produzida nesta pesquisa, 2014).

Em VC o ciclo é repetido diversas vezes, e 0s potenciais nos quais a reversao
ocorre sdo chamados potenciais de inversdao (E1 e E2), Figura 10. Os potenciais de
inversdo para um determinado experimento sdo escolhidos de maneira que se possa
observar a oxidacdo ou reducdo, controlada por difusdo, de uma ou mais espécies
(HOLLER et al., 2009). A direcdo da varredura inicial pode ser tanto negativa, quanto
positiva, dependendo da composicdo da amostra. Uma varredura na direcdo de
potenciais mais negativos € denominada varredura direta, enquanto uma varredura na
direcdo oposta é chamada varredura inversa. Na técnica de voltametria ciclica o
potencial do eletrodo de trabalho é controlado pelo eletrodo de referéncia, sendo os mais
usuais os de calomelano Saturado (SCE) e de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). O
potencial de controle é aplicado entre esses dois eletrodos, produzindo um sinal de
excitacdo caracterizado por uma varredura linear de potencial em forma de onda
triangular (SKOOG et al., 2006; HOLLER et al., 2009).

Devido a sua natureza exploratoria, a Voltametria Ciclica tem sido empregada
na caracterizacdo de diversos tipos de materiais. Um destaque especial pode ser dado
aos filmes finos produzidos pela técnica de LbL de automontagem. Por exemplo, Farias

et al. (2014) utilizaram a VC para caracterizar nanocompaositos a base de PANI e 6xido
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de titdnio. Atraves da VC, conseguiram observar a influéncia do oxido de titanio na
resposta eletroquimica da PANI e em seus potenciais de oxirreducgdo, além da formagéo
de subprodutos do polimero.

1.5.2. Espectroscopia ha regido do Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

A espectrofotometria ultravioleta € um dos métodos analiticos mais usados nas
determinagbes analiticas em diversas areas. E uma das técnicas analiticas mais
empregadas, em funcdo de robustez, custo relativamente baixo e grande nimero de
aplicacdes desenvolvidas. E bastante aplicada na determinagio de compostos organicos
e inorganicos (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Segundo Vinadé e Vinadé (2005), os métodos espectroscopicos de analise tém
como caracteristica comum a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria.
Existe uma relacdo de proporcionalidade entre a quantidade de radiacdo absorvida por
uma espécie quimica e a concentracdo dessa espécie. Essa relagdo—permite a
quantificacdo nas amostras.

Quando a radiagdo eletromagnética atravessa uma amostra, certas frequéncias
podem ser seletivamente removidas por absor¢do, um processo pelo qual a energia
eletromagnética é transferida para os &tomos, ions ou moléculas que compde a amostra
(SKOOG et al., 2006).

O espectro de absorcdo de um atomo que absorve no ultravioleta as vezes é
composto de linhas muito agudas. Para as moléculas, entretanto, a absorcdo no UV
ocorre, em geral, em uma ampla faixa de comprimento de onda, pois as moléculas (ao
contréario dos atomos) normalmente tém muitos modos de excitagdo, vibracdo e rotacdo
em temperatura ambiente (PAVIA et al., 2012).

A lei de absorcéo, também conhecida como lei de Beer-Lambert (Equagéo 1),
nos diz quantitativamente como a grandeza da atenuacdo depende da concentracdo das
moléculas absorventes e da extensdo do caminho Otico, que é aquele onde ocorre a
absorcdo. A medida que a luz atravessa um meio contendo um analito que absorve parte
desta radiacdo, um decréscimo de intensidade ocorre na propor¢do que o analito é
excitado (SKOOG et al., 2006). Quanto maior for o numero de moléculas capazes de
absorver luz de certo comprimento de onda, maior serd a intensidade dessa absor¢éo
(PAVIA et al., 2012).
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Log (lo/ ) =A=¢c | (Equacao 01)

A= absorbancia;
e= absorgdo molecular ou coeficiente de extingéo;
c= concentracdo do material absorvedor;

I= espessura da amostra através da qual a luz passa.

O termo log (lp / 1) é também conhecido como absorbancia e pode ser
representado como “4 ”. A absortividade molar expressa a propriedade de uma molécula
que passa por uma transicdo eletrénica. As dimensdes do sistema absorvente e a
probabilidade de ocorrer uma ou mais transicbes sdo os fatores que controlam a
absortividade, que pode variar de 0 a 10°. (SKOOG et al., 2006).

A absorcéo pelos compostos organicos e inorganicos esta relacionada com uma
deficiéncia de elétrons na molécula. Em compostos inorganicos, o comprimento de onda
de absorgdo das transi¢des “d-d” depende do metal envolvido, do nimero de grupos
coordenados, da basicidade, dos &tomos doadores e da geometria dos grupos
coordenados (SILVERSTEIN et al., 1994).

Segundo Skoog et al. (2006), compostos organicos que possuem dupla ligacédo
absorvem fortemente no ultravioleta remoto. Os compostos que possuem ligacdes
simples e duplas alternadamente, chamadas de ligagbes conjugadas, produzem absor¢édo
em comprimentos de ondas maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado,
mais longos serdo os comprimentos de onda absorvidos, podendo chegar a regido do
visivel.

O equipamento utilizado para as medi¢cdes de absorbancia e/ou transmitancia, é
chamado de espectrofotdmetro. Espectrofotdmetros séo instrumentos capazes de
registrar dados de absorbancia ou transmitancia em funcdo do comprimento de onda.
Este registro é chamado de espectro de absorcao ou de espectro de transmissdo, segundo
o0 dado registrado for de absorbancia ou transmitancia, respectivamente. O espectro de
absorcédo é caracteristico para cada especie quimica, sendo possivel a identificacdo de
uma espécie quimica por seu “espectro de absor¢ao” (PAVIA et al., 2012).

A caracteristica mais importante dos espectrofotdmetros é a selecdo de radiagdes
monocromaticas, 0 que possibilita inimeras determinagdes quantitativas regidas pela

Lei de Beer. Quando a regido espectral usada € a ultravioleta/visivel, sdo necessarios
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componentes opticos de quartzo e detectores altamente sensiveis, capazes de detectar
radiagBes nessa extensa faixa espectral em que atua o instrumento (VINADE e
VINADE, 2005).

Os espectrofotdmetros, em geral, contém cinco componentes principais: fontes
de radiacdo, monocromador, recipientes para conter as soluc@es (cubetas), detectores e
indicadores de sinal, Figura 11. O monocromador é uma rede de difracdo e sua fungéo é
separar o feixe de luz nos comprimentos de onda componentes. As cubetas s&o
construidas de material transparente a radiacdo eletromagnética, geralmente séo feitas
de vidro, plastico ou quartzo (PAVIA et al., 2012).

Figura 11. Esquema dos componentes principais de um espectrofotdmetro.

Fontes de radiagio [— Monocromador —» Compartimento
Amostra/padrao
Dispositivo de l
processamento de | «——— |  Sistema detector
dados

(Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2006)).

No estudo de filmes finos, a técnica de espectroscopia na regido do UV-Visivel
tem sido bastante empregada para o0 monitoramento do processo de deposi¢do durante a
formacdo do filme automontado. Esse monitoramento € possivel gracas ao valor da
absorbancia do pico maximo que ocorre no comprimento de onda caracteristico das
moléculas absorvedoras presentes no filme (lei de Beer-Lambert), indicando a
continuidade do processo de adsorcdo a cada etapa de deposicdo (FARIAS, et al.,
2014). Dessa forma, é possivel construir uma curva de crescimento do filme,
relacionando a absorbancia maxima com o numero de camadas adsorvidas sobre um
substrato e, posteriormente inferir sobre a cinética de formacdo de um filme
multicamadas. Em sistemas autoregulados, ou seja, onde se tém a mesma quantidade de
material adsorvido em cada uma das etapas de adsorcéo, o coeficiente de inclinagdo da
reta apresenta valor préximo de 1 (SANTOS et al., 2012).
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1.5.3. Microscopia de Forga atobmica (AFM)

A microscopia de forca atbmica, AFM (do inglés, Atomic Force Microscopy),
foi desenvolvida por Binnig, Quate e Gerber, em 1986, partindo-se das técnicas
desenvolvidas e utilizadas na Microscopia de Tunelamento de Elétrons (TEM, do
inglés, Tunneling Electron Microscopy). A AFM possibilita uma resolugao
tridimensional similar a TEM, mas pode ser utilizada diretamente em amostras de
materiais eletricamente isolantes ou condutores (BINNIG e QUATE, 1986).

A potencialidade da TEM para medir a topografia de superficies é excelente.
Entretanto, uma condi¢do indispensavel da TEM é que as superficies das amostras e da
ponta de prova devem ser boas condutoras elétricas. Esta restricdo limita as areas de
aplicacdo desta técnica, o que foi superado com o surgimento da AFM. O primeiro
equipamento de AFM foi produzido comercialmente em 1989 e, apesar de ser uma
derivada tecnolégica da TEM, permite a caracterizacdo de materiais eletricamente
isolantes (BINNIG E ROHRER, 1985). A AFM também permite caracterizar
superficies em escala atdmica, com resolucdo na ordem de grandeza de Angstrom.

As vantagens praticas da utilizacdo da AFM consistem em ndo haver
necessidade de preparo prévio das amostras, desde que suas dimens@es estejam dentro
das especificacdes do equipamento. E uma técnica muito atraente para estudar a
superficie de materiais bioldgicos pelo fato de poder analisar a amostra diretamente sem
a necessidade de secagem, desidratacdo ou a deposicdo de outros materiais, a fim de
tornar a superficie da amostra condutora, como exige a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) (CHERNY et al., 1998) O ambiente de utilizacdo do microscépio de
forca atbmica deve ser protegido contra interferéncias de ruidos elétricos, e vibracbes
mecanicas, mas ndo ha necessidade de vacuo. A Figura 12 mostra um esquema de

funcionamento de um microscopio de forca atdbmica.

Figura 12. Esquema bésico do posicionamento da ponta de prova e de sua varredura

sobre a superficie da amostra para a coleta de dados ponto a ponto da superficie.
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(Fonte: extraido de AFM (2014)).

O principio do funcionamento da AFM consiste na varredura de uma ponta
cristalina sobre a amostra. Este cristal, de forma pontiaguda, é ligado no vértice de uma
micro-viga com balango em forma de “V”. A micro-viga tem uma constante elastica
conhecida, e é flexionada pelas forcas de atracdo e repulsdo entre a amostra e a ponta,
devido a variacdo vertical da superficie da amostra. Um circuito de realimentacdo
permite que a ceramica piezoelétrica mantenha a ponta com uma forga constante (para
obter a informacdo da altura) ou altura constante (para obter a informacdo da forca)
acompanhando a superficie da amostra. Sobre o cristal é colocado um sensor de
deflexdo para registrar a variagdo vertical da superficie da amostra, que ocorre durante a
varredura. A forca utilizada é da ordem de grandeza das forcas interatdmicas (cerca de
10° Newton), o que leva esta técnica de analise ser comumente denominada de
“Microscopia de Forca Atomica”. A forca estabelecida entre a ponta de prova e a
amostra deve ser suficientemente pequena para ndo ocorrer danos a superficie da
amostra durante o processo de varredura (BASELT e BALDESCHWIELER, 1993).

Um microscopio de forca atdmica (AFM) pode funcionar sob 3 diferentes

modos: contato, sem contato e vibracional (ou intermitente), Figura 13.
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Figura 13. Modos de operacdo: A) contato, B) sem contato e C) vibracional.

A) B) C)
(Fonte: extraido de LI (2014)).

O modo de operacgdo de contato, Figura 13A, é o mais utilizado na microscopia
de forga atbmica. A ponta de prova faz a varredura em contato com a superficie da
amostra. A forca na ponta de prova é repulsiva e tem valores médios em torno de 107
N. Esta forca é ajustada empurrando a micro-viga de encontro a superficie da amostra
através da ceramica piezoelétrica. No modo de operacdo de contato, a deflexdo da
micro-viga é detectada e comparada pelo amplificador de realimentacdo DC a um
determinado valor de deflexdo (ZHAO, 2003).

Quando a deflexdo medida é diferente do valor especificado, o amplificador de
realimentacdo aplica uma tensdo a ceramica piezoelétrica (subindo ou abaixando a
amostra em relacdo a micro-viga), para restaurar o valor desejado da deflexdo. Os
maiores problemas no modo de operagdo de contato sdo causados pelas forcas
excessivas aplicadas pela ponta de prova na amostra. Dependendo da intensidade da
forca pode ocorrer a deformacdo da amostra, quebra da ponta de prova ou distor¢cdo dos
resultados (ZHAO, 2003).

Uma tentativa de minimizar estes problemas € utilizar o modo de operacdo sem
contato, Figura 13B. O modo de operacdo sem contato € usado em situacGes onde o
contato da ponta de prova pode alterar a amostra. Neste modo de operacdo, a ponta de
prova ¢ localizada em torno de 50 a 150A acima da superficie da amostra. Devido as
forcas de Van der Waals a ponta de prova e a amostra sofrem interacGes e a imagem da
superficie da amostra é construida sem o contato da ponta de prova com a superficie
(ZHAO, 2003).

Finalmente, o modo de operacdo vibracional, Figura 13C, € um modo de
realimentacdo dindmico que permite melhorar a resolugdo das imagens de alguns tipos

de amostras sem induzir forcas de atrito destrutivas. No modo vibracional, a amplitude
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de oscilacdo da micro-viga € mantida constante pelo circuito de realimentacdo, de modo
a ndo haver contato direto entre a ponta de prova e a amostra. A imagem é obtida
através das variagOes de amortecimento da vibracgdo, induzidas pela interagdo da ponta e
da amostra (ZHAO, 2003).
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RESUMO

Este trabalho propde uma nova aplicacdo para polissacarideos naturais (agar e
carragena), ambos extraidos de parede celular de algas vermelhas. Filmes finos foram
preparados pela técnica de automontagem Layer-by-Layer (LbL) sobre ITO (éxido de
indio dopado com estanho), onde os polissacarideos de interesse foram adsorvidos em
camadas alternadas com a polianilina (PANI). Os filmes desenvolvidos foram
caracterizados por voltametria ciclica (CV), espectroscopia na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis) e microscopia de forga atbmica (AFM). Os resultados mostraram que
tanto o agar quanto a carragenana, melhoram a estabilidade eletroquimica do polimero
condutor em meio acido. As interaces em nivel molecular entre a PANI e 0s
polissacarideos séo afetadas pela sequéncia empregada no processo de imobilizacdo dos
materiais, influenciando ainda na morfologia resultante. Entre os filmes estudados, o
sistema mais promissor no que diz respeito as medidas eletroquimicas foi o filme de
ITO/agar/PANI, o qual foi posteriormente utilizado para a deteccdo eletroquimica do

cromio (VI).

Palavras-chave: agar e carragenana; automontagem; sensores eletroquimicos; cromo
VI.
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ABSTRACT

This paper proposes a new application for natural polysaccharides (agar and
carrageenan), both extracted from the cell wall of red seaweeds. Thin films were
prepared by the Layer-by-Layer (LbL) self-assembly technique onto ITO (tin-doped
indium oxide), where the polysaccharides of interest were deposited in layers alternating
with polyaniline (PANI). The films developed were characterized by cyclic
voltammetry (CV), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-VIS) and atomic force
microscopy (AFM). Results showed the presence of agar as well as carrageenan, which
improves the electrochemical stability of the conducting polymer in an acid medium.
The interactions at the molecular level between PANI and the biopolymers affected the
most appropriate sequence of deposition as employed in the process of material
immobilization and also influenced the resulting morphology. Among the films studied,
the most promising system as regards electrochemical measurements was the
ITO/agar/PANI system, which was subsequently employed in the electrochemical

detection of chromium (V1).

KEYWORDS: agar and carrageenan; self-assembly; electrochemical sensors;

chromium VI.

1. INTRODUCAO

A ciéncia e a tecnologia de filmes finos tém um papel essencial para as
industrias de alta tecnologia (TAGA, 2001), em decorréncia da versatilidade de
aplicacdes que podem ser designadas a esses materiais. Por esse motivo, filmes finos
tém sido extensivamente estudados em relagdo as suas nanoestruturas, propriedades e
formas de preparo (HU et al., 1999).

Dentre as diversas formas de preparos de filmes finos, a técnica de
automontagem do tipo Layer-by-Layer (LbL), tem recebido especial atengédo
principalmente devido a sua simplicidade experimental, além de possibilitar estudos de
interacdes moleculares entre diversos tipos de materiais (ROYAPPA e RUBNER, 1992;
PATERNO et al., 2001; RUSLING et al., 2008). Além disso, quando se trabalha com

materiais sob a forma de filmes finos, em vez de p6 ou solugédo, é possivel obter
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estruturas altamente organizadas em nivel molecular e o controle da espessura,
dependendo da finalidade de estudo ou da aplicagdo de interesse. A técnica LbL também
permite a ocorréncia de efeitos sinérgicos entre os materiais intercalados na forma de
filme, podendo assim melhorar ou alterar as propriedades fisicas e quimicas desses
materiais, possibilitando-os aplicacbes totalmente novas (DECHER, 1997,
CRESPILHO et al., 2006).

A Polianilina (PANI) é um polimero condutor que tem sido bastante empregado
no preparo de filmes finos, principalmente devido as suas aplicacbes promissoras
provenientes de sua condutividade intrinseca, estabilidade quimica, ambiental e baixo
custo de producéo (SANTOS et al., 2012; BLYTHE, 2002).

Filmes finos a base de PANI tém sido extensivamente estudados em conjunto
com os mais diversos tipos de materiais (TELES e FONSECA, 2008). Um exemplo de
um sistema bastante conhecido na literatura trata-se de filmes finos multicamadas de
PANI alternadas com PVS (Poli(Vinil Sulfonato de Sodio)), um polimero sintético com
caracteristicas anibnicas. Estes filmes tém sido amplamente empregados como sensores,
como por exemplo, para a deteccdo do teor de oxidacdo de ascorbato em plasma
humano (BONASTRE e BARTLETT, 2010), quantificacdo de vitamina C (HANSTEIN
et al., 2007; SANCHIS et. al, 2011), Amonia em galpdes avicolas (SANTOS et al.,
2012), Glucose (ARSLAN e ARSLAN, 2011; GAIKWAD et al., 2007), do amino&cido
L-Fenilalanina (MANGOMBO, et al., 2013), da enzima Tirosinase (MANGOBO, et al.,
2010), dentre outros (NDANGILI et al., 2010) .

Mais recentemente, o interesse em filmes a base de PANI intercalados com
biomoléculas para o uso como plataformas para sensores e biossensores eletroquimicos,
tem se expandido. Acredita-se que o uso de polimeros condutores pode dar maior
estabilidade para biomolécula imobilizada no filme, originando novos e aperfeicoados
dispositivos analiticos (TELES e FONSECA, 2008).

A busca por biopolimeros para o desenvolvimento de sensores e biossensores
eletroquimicos é uma realidade cujo objetivo tem sido substituir satisfatoriamente os
materiais sintéticos, atendendo ainda os preceitos da sustentabilidade (GYAWALI, et
al., 2010). Neste sentido, a producdo de materiais a partir de biomoléculas e
biopolimeros, cuja versatilidade, biodegradabilidade e atoxidade despertam interesse,
tem sido alvo de estudo de filmes finos em todo 0 mundo.

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) é exemplo de biopolimero que

tem sido empregado satisfatoriamente como polieletrolito catidbnico na produgdo de
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filmes para a detec¢éo do neurotransmissor dopamina (ARAUJO et al., 2012; BARROS
et al., 2012). Outras gomas como o chicha (Sterculia striata) (ZAMPA et al., 2009), o
angico (Anadenanthera colubrina) e caraia (Sterculia urens) também foram
imobilizadas na forma de filmes LbL para aplicagdes em sensores eletroquimicos
(ZAMPA et al.,, 2007). Além das gomas naturais, peptideos bioativos como a
Dermaseptina 01, encontrada na secrecdo cutanea de rds das espécies Phyllomedusa
hypochondrialis e P. oreades, também tem sido alvo de imobilizagdo em plataformas
LbL, na producdo de um biossensor capaz de detectar células de Leishmania chagasi
(ZAMPA et al., 2009).

Diante do crescente interesse em materiais provenientes de fontes naturais com
vistas a aplica¢fes na nanociéncia, 0 &gar e a carragenana surgem como potenciais
candidatos (CARDOZO et al., 2007). Estes biopolimeros tém sido empregados com
éxito, na area médica, no ramo alimenticio, de cosméticos, biotecnoldgico, industria
téxtil, farmacéutica, dentre outros setores industriais (GIL e FERREIRA, 2006;
MACIEL et al., 2008; JENSEN, 1993; MCHUGH, 2003). As aplicabilidades do agar e
da carragenana condizem a capacidade de formacdo de géis (geleificantes,
viscosificantes e/ou emulsificantes), atoxidade, além da possibilidade de formacdo de
complexo com ions bivalentes (MCHUGH, 2003). Outra caracteristica interessante €
que a presenca de grupos sulfatados tanto no &gar quanto na carragenana (MACIEL et
al., 2008), conferem carga negativa a estes polimeros de forma a ampliar seu campo de
aplicacdo.

As macroalgas vermelhas produtoras de agar e de carragenana podem ser
encontradas amplamente distribuidas em todo o planeta. Principalmente nos paises
como, Japdo, China, india, Brasil, Estados Unidos, México, Africa do Sul, Marrocos,
Portugal, Espanha, Chile, Taiwan, Filipinas, Egito, Nova Zelandia e Russia (AGAR,
2008; GANESAN et al.,, 2006).

No Brasil, as espécies Hypnea musciformis (produtora de carragenana) e a
Gracilaria birdiae (produtora de agar) tém sido amplamente exploradas devido sua
distribuicdo abundante por toda a costa do pais, além de possibilitarem um teor de
rendimento consideravel do polissacarideo ap0s extracdo, mesmo sabendo-se que este
rendimento pode variar em funcdo da sazonalidade e fatores abioticos (CUNHA et al.,
1999).

Em decorréncia da possibilidade de se empregar tanto o agar (Gracilaria

birdiae) quanto a carragenana (Hypnea musciformis) como polieletrélito aniénico na
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formacgédo de filmes finos produzidos pela técnica de automontagem do tipo LbL, o
presente estudo teve como objetivo o preparo e caracteriza¢do de filmes multicamadas,
onde o agar ou a carragenana foram intercalados em conjunto com a PANI. Inicialmente
foi realizado o estudo das propriedades fisico-quimicas dos filmes observando a
influéncia dos parametros envolvidos no processo de deposicdo. Posteriormente,
verificou-se a viabilidade da utilizac&o destes filmes como camada ativa, na producéo
de sensores eletroquimicos para a deteccdo do Cr(VI), um metal cancerigeno muito

toxico mesmo em baixas concentracdes.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. Extracao e purificacdo dos polissacarideos

As algas Hypnea musciformes, produtora de Kappa-carragenana (CHARLES et
al., 1984; ARMANA e SAU, 2012; ANDRADE et al., 2000), e Gracilarea birdiae
(produtora de Agar) foram coletadas e entdo submetidas a secagem ao sol por um
periodo de trés dias. Para a extragdo dos polissacarideos uma quantidade
predeterminada de alga seca (5 g/200ml de &gua) foi levada a fervura com agua
destilada por um periodo de 2 horas. A solucdo final foi filtrada e o pH ajustado para
7,0. O polissacarideo foi entdo recuperado por meio da precipitacdo do filtrado em
etanol na proporcdo de 1:3 v/v. Para remocdo de impurezas o precipitado foi lavado

com etanol e acetona e a seguir, seco sob fluxo de ar.

2.2. Preparo das solucdes utilizadas na formacao dos filmes LbL

A polianilina foi obtida na forma de base esmeraldina através de sintese quimica
(MATTOSO, 1996). A solucdo de PANI usada na deposicdo dos filmes foi preparada a
partir de uma solugéo estoque da base esmeraldina (0.47 g) solubilizada em 25 mL de
dimetilacetamida (DMACc), mantida em overnight sob agitacdo. Em seguida a solugéo
foi filtrada e diluida em HCI 1.4 x10° mol L™ (pH 2.66) na concentragdo de 0,23%
(v/v). A solucéo de poli(vinil sulfato de sodio) — PVS (Aldrich) usada na deposigédo dos

filmes foi preparada a concentracdo de 40 puL/100 mL (0.04 %) utilizando-se como
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solvente HCI 1.4 x10° mol L™ . J4 a solucdo aquosa do agar e da carragenana foi

preparada na concentracdo de 0.1% (m/v).
2.3. Montagem dos filmes LbL de PANI e polissacarideos de algas

Figura 1. Esquema ilustrativo para o0 método de deposi¢édo dos filmes LbL.
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(Fonte: esquema produzido pelo autor).

Todos os filmes foram preparados através do seguinte procedimento:
Inicialmente, o ITO previamente limpo (KERN, 1984) foi imerso na solu¢do de PANI
durante 5 minutos. Em seguida, o conjunto substrato/monocamada, ITO/PANI foi
mergulhado na solugdo de lavagem (HCI pH 2,86) para remocdo do material ndo
adsorvido e, posteriormente o filme foi seco sob leve fluxo de N,. Apos esta etapa, 0
sistema ITO/PANI foi mergulhado na solucdo do polissacarideo (carragenana ou agar),
e também mantido nesta solucdo durante 5 minutos, sendo em seguida lavado e seco
com N,. Ao final deste processo um filme contendo uma bicamada com arquitetura
ITO/PANI/polissacarideo foi obtido. Duas arquiteturas de bicamadas foram analisadas:
ITO/PANI/Polissacarideo e ITO/Polissacarideo/PANI. Este estudo foi realizado em
busca da sequéncia de deposicdo que resultasse em maiores interagcdes entre 0S
polieletrolitos. Para efeitos comparativos, também foram estudados filmes onde o
polissacarideo foi substituido pelo PVS constituindo filmes de ITO/PANI/PVS ou
ITO/PVS/PANI.
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2.4. Caracterizacao

Os polissacarideos extraidos foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho em pastilha de KBr utilizando um equipamento de modelo FT-IR
Shimadzu 8300. As analises do potencial zeta e de peso molecular (Mw) dos
polissacarideos foram realizadas por espalhamento de luz (Nano ZS Modelo Malvern
Zetasizer 3600), usando um laser de 633 nm e um angulo de espalhamento fixado em
173°. Cada amostra foi medida em triplicata e descritas como média = SD (n = 3). O
teor de sulfato na carragenana e no agar foi obtido por espectroscopia de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), (Spectro, modelo Across).

Os filmes LbL foram caracterizados eletroquimicamente pela técnica de
voltametria ciclica (VC), espectroscopia na regido do UV-VIS e ainda quanto a sua
morfologia através da microscopia de forca atdbmica (AFM). Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos com auxilio de um potenciostato/galvanostato da AUTOLAB modelo
PGSTAT 128N e auxilio de uma célula eletroquimica com capacidade de 10,00 mL. O
eletrodo de calomelano saturado (ECS) foi utilizado como eletrodo de referéncia. Como
contra-eletrodo utilizou-se uma placa de platina com &rea de 2,00 cm? J4 o filme
automontado (LbL) depositado sobre o substrato de ITO( area de 0,35 cm?) foi utilizado
como eletrodo de trabalho. Como eletrélito suporte foi empregado o HCI 0,10 m L ™.
No caso das analises de espectroscopia na regido do UV-VIS, os filmes foram
depositados sobre substratos de vidro comum e a formacdo das bicamadas foi
monitorada empregando-se um espectrofotometro SHIMADZU modelo UV-1800.

Filmes representativos foram examinados usando AFM. A andlise foi realizada
sobre as amostras no modo de vibracdo (tapping). A visualizacdo foi realizada
utilizando um instrumento TT-AFM (Signal Hill, CA, EUA), com uma frequéncia de
ressonancia em torno de 300 kHz (AppNano). As imagens foram coletadas em 512
pixels de resolucdo, areas de 2x2 um e 4x4 um foram examinadas, e pelo menos trés
areas diferentes foram examinadas por amostra. As imagens foram processadas através
do software Gwyddion 2,29. Tal como descrito na literatura (EATON e WEST, 2010),
os valores de rugosidade dependem intimamente do tamanho da &rea examinada. Os
valores aqui apresentados foram aqueles obtidos a partir das imagens de 2x2 um.

Para o célculo da medida de espessura dos filmes, foi feito cuidadosamente um
risco no filme com o auxilio de uma agulha de injecdo, e as imagens de AFM foram

capturadas como descrito acima, na regido do risco, na interface entre a pelicula e o
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substrato de ITO. Para cada filme, quatro imagens foram capturadas e as medicoes
foram feitas usando o software Gwyddion 2,29. Medimos cinco areas em cada imagem,
observando a distancia (altura) entre o filme e o vidro, e, em seguida, calculou-se a

média e o desvio padréo.

2.5. Testes de deteccao eletroquimica do Cr(V1)

Nos testes de deteccdo de cromo (V1), foi utilizada uma solugdo 102 mol L™ de
dicromato de potassio (K,Cr,05) solubilizado em HCI 0,1 mol L™. Todas as medidas
eletroquimicas realizadas nos experimentos de especiacdo e determinacdo do Cr(VI)
foram realizadas em meio de tampdo fosfato de potassio (KH,PO,) 1,0 mol L™ pH 1,5
(ajustado com &cido fosfdrico). Neste estudo, foram empregados filmes LbL contendo
apenas uma bicamada do sistema otimizado. A especiacdo do metal foi estudada
utilizando-se a técnica de voltametria ciclica. Posteriormente, a curva padréo foi obtida
por voltametria de pulso diferencial (DPV). O LD e o LQ foram calculados utilizando-
se 0s dados obtidos a partir desta curva, conforme descrito na literatura (RIBANI et al.,

2004). A tabela 1 mostra os parametros otimizados na determinacédo do Cr(V1).

Tabela 1. Pardmetros otmizados na determinacdo do Cr(VI).

Potencial inicial 0,51V
Potencial final 0,2V
Potencial de deposicéo 0,51V
Tempo de deposicdo 10s
Agitacdo 220 RPM
Tempo de agitacdo 10s
Tempo de equilibrio 5s
Velocidade de varredura do potencial 5mV.s?
Modo de varredura Pulso diferencial
Amplitude do pulso 25 mV

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.Caracterizacdo dos polissacarideos

Em amostras de polissacarideos de algas, a analise de espectros de
infravermelho (FT-IR) é normalmente utilizada para obter informacGes sobre a presenca
de grupos sulfato e unidades 3,6-anidrogalactose (MAZUMBER et al., 2002). Os
espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as amostras de agar e
carragenana podem ser observados na Figura 2. Os espectros apresentam as bandas
caracteristicas de polissacarideos em 3421 cm™, 2945 cm™, atribuidos respectivamente
as vibragdes de estiramento de O-H e estiramento de C-H. Bandas caracteristicas de
vibracdes de estiramento C-O-C das ligacdes glicosidicas sdo observados em 1158 cm™
e 1077 cm™,

Na gama espectral entre 1100 cm™ e 1000 cm™ existem diferencas espectrais
entre os trés tipos principais de carragenana (kappa, iota e lambda), o que permite a
utilizacdo de FT-IR também classifica-las entre os seus diferentes tipos. A banda bem
definida em 1077 cm™ e principalmente em 1045 cm™, Figura 2A, sdo caracteristicas da
kappa-carragenana (SEKRAL e LEGRAND, 1993).

A banda em 1262 cm™ indica a existéncia de um grande percentual de grupos
sulfato total na estrutura do polissacarideo também confirmada pela presenca de bandas
em 920 e 847 cm™ (que também indicam a presenca de kappa-carragenana (PEREIRA
et al.,, 2013)), atribuidos respectivamente as unidades de 3,6-anidrogalactose e
galactose-4-sulfato (TOJO e PRADO, 2003). Para o polissacarideo &gar (Figura 2B), a
presenca da banda menos intensa em 1250 cm™ sugere a existéncia de um pequeno

percentual de grupos sulfato na estrutura do polissacarideo.
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Figura 2. Espectros de FTIR obtidos para os polissacarideos A) carragenana e B) agar.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

O potencial zeta da solucdo de agar e de carragenana foi medido em
aproximadamente -30,4 e - 42,0 mV, respectivamente. Para o0 agar e a carragenana, o
peso molecular foi estimado em 1,4x10° kDa e 5,6x10° kDa, respectivamente. O teor de

sulfato encontrado na carragenana e no agar foi 8,80 % e 2,73 %, respectivamente.
3.2. Caracterizacdo eletroquimica por voltametria ciclica

Para melhor compreensdo do efeito sinérgico existente entre os materiais
intercalados na estrutura de bicamadas, inicialmente procedeu-se com o estudo
individual de cada um deles. A Figura 3 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para
a 0 ITO ndo modificado, ou seja, sem material depositado e, ITO modificado com uma
monocamada de &gar ou carragenana. Os voltamogramas obtidos mostraram que
nenhum dos polissacarideos naturais é eletroativo, nas condic¢Ges estudadas, pois, ambos
exibiram o mesmo comportamento observado para o substrato ndo modificado, em
eletrélito suporte de HCI 0,1 mol L™ O incremento nos valores de corrente em
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decorréncia da adsorcdo de uma monocamada desses polissacarideos pode ser explicado
como um aumento da area ativa da superficie eletrodica, em fungdo da presenca do agar

ou da carragenana sobre o substrato.

Figura 3. Voltamogramas ciclicos obtidos para o ITO e para o ITO modificado pela
deposicdo de uma monocamada de &gar, ITO/agar, ou de carragenana, ITO/carragenana.
Todas as medidas foram realizadas em HCI 0,1 mol L™ 4 v=50 mV s™.

—e— |TO/carragenana
—O0— |ITO/agar

-04 -02 00 0.2 04 0.6 0.8
E/V vs ECS

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Em etapa seguinte, foram preparados filmes bicamadas de PANI em conjunto
com os polissacarideos empregados como polieletrolitos aniénicos, em duas sequéncias
distintas de deposicdo ITO/PANI/polissacarideo e ITO/polissacarideo/PANI, com o
objetivo de estudar o efeito desse parametro na resposta eletroquimica dos filmes
propostos, Figura 4. Para efeitos comparativos, a resposta do filme de apenas ITO/PANI

também é mostrada.

Figura 4. Voltamogramas ciclicos obtidos para filmes bicamadas de PANI e
polissacarideos, depositados sobre ITO, em duas sequéncias distintas de deposigdo; A)
ITO/agar/PANI e ITO/PANI/agar, B) ITO/carragenana/PANI e ITO/PANI/carragenana.
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Todas as medidas foram realizadas em HCI 0,1 mol L™ & v= 50 mV s™. A Figura 4C
mostra o mecanismo redox da PANI (adaptado de SONG e CHOI 2013).
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Todos os voltamogramas mostrados nas Figuras 4A e 4B exibem 0s processos
redox caracteristicos do polimero condutor, PANI, os quais ja estdo bem descritos na
literatura (MATTOSO, 1996). Durante a varredura direta observa-se a transicdo da
forma de sal de leucoesmeraldina (SLE), da PANI, para sal de esmeraldina (SE), Eox1=
+0,15V e, posteriormente, a conversdo do estado SE para base pernigranilina (BPG),
que ocorre no potencial de +0,64V (E.x.) totalizando dois picos de oxidagdo. Durante a
varredura inversa o polimero responde a perturbacdo imposta exibindo dois picos de
reducdo caracterizando a mudanca de BPG para SE, na regido de aproximadamente
0,6V e a transicéo de SE para SLE em -0,02V.

Os resultados revelaram que nenhum dos polissacarideos empregados na
formacdo dos filmes & base de PANI, suprime a eletroatividade deste material,
independente da sequéncia de deposicdo adotada, Figura 4. Este mesmo efeito foi

anteriormente observado para filmes de PANI preparados em conjunto a goma do
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Cajueiro (Anacardium occidentale) (BARROS et al., 2012) e também para filmes de
POMA, um derivado da Polianilina, intercalada com as gomas do chicha (Sterculia
striata) e do angico (Anadenanthera macrocarpa) (EIRAS et al., 2007).

Outra vantagem da utilizacdo do agar e da carragenana em conjunto com a PANI
foi o fato de ambos biopolimeros, atuarem protegendo a PANI da degradacdo acida
promovida pelo eletrélito suporte (HCI 0,1 mol L), durante sucessivas varreduras.
Resultados melhor discutidos na se¢do 4.2.1.

Ainda na Figura 4, é possivel observar o efeito da sequéncia de deposi¢do na
formacdo dos filmes bicamadas mostrando uma relacdo direta com a resposta de
corrente obtida para os filmes. Para os dois polissacarideos estudados, foram obtidos
maiores valores de densidade de corrente para os filmes que tiveram a monocamada de
PANI adsorvida como camada mais externa, ou seja, filmes de ITO/agar/PANI e
ITO/carragenana/PANI, Figuras 4A e 4B, respectivamente. Em ambos 0s casos,
observou-se que a deposicdo prévia de uma monocamada do polissacarideo (agar ou
carragenana) disponibiliza mais sitios ativos para a adsor¢do da PANI, adsorvida em
etapa posterior. Dessa forma, uma maior quantidade de polianilina é adsorvida durante o
mesmo tempo de deposicdo, simplesmente pela modificacdo prévia do ITO com o
polissacarideo.

Na Figura 4, observa-se ainda que, o efeito da sequéncia de deposicdo é mais
relevante para o caso em que o polissacarideo empregado foi o agar, Figura 4A. Além
disso, filmes de 1TO/agar/PANI mostraram maiores valores de densidade de corrente
nas respostas eletroquimicas, além de uma excelente defini¢do dos processos redox da
PANI. Essa melhora na definicdo dos processos redox registrados no voltamograma
ocorre em decorréncia da presenca do agar no filme, para as duas sequéncias de
deposicdo avaliadas, proporcionar uma diminuicdo da corrente capacitiva na interface
filme/eletrélito, possibilitando um melhor sinal de corrente faradaica, refletindo assim,
na melhor definicdo dos processos redox intrinsecos da PANI, Figura 4A. Este resultado
provavelmente se deve a maior rugosidade do filme de ITO/agar/PANI, conforme sera

mostrado na secéo 3.4 pelos resultados obtidos por Microscopia de Forga Atdmica.

3.2.1. Influéncia dos polissacarideos na estabilidade eletroquimica dos filmes

E importante que os sistemas LbL desenvolvidos possuam estabilidade para

possibilitarem aplicacdes em dispositivos elétricos ou eletroquimicos, como sensores,
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por exemplo. A estabilidade eletroquimica € bastante importante, pois influenciara
diretamente na reprodutibilidade e usabilidade do sensor.

Existe na literatura um grande nimero de aplicacdes para sensores constituidos
por filmes de PANI, entretanto, a sua comercializacdo ainda é um desafio, devido ao
efeito de envelhecimento, a baixa estabilidade eletroquimica da PANI e a falta de
técnicas de deposicao otimizadas (DHAND et al., 2011).

Neste sentido, buscou-se avaliar se os polissacarideos intercalados em conjunto
com a PANI na forma de filme LbL, melhoram ou nédo a estabilidade eletroquimica do
polimero condutor. Para estes estudos, os filmes bicamadas foram preparados
adsorvendo-se a PANI como camada mais externa (ITO/agar/PANI e
ITO/carragenana/PANI), Figura 5, sistema otimizado. Para efeitos comparativos
também foi estudada a estabilidade eletroquimica de um filme bicamada de
ITO/PVS/PANI, Figura 5A, ou seja, em que houve a substituicdo dos polissacarideos
pelo polivinil sulfonato de sédio - PVS, um polieletrélito anidnico e sintético, de uso
comum na formacdo de filmes LbL & base de PANI. Os filmes de ITO/PVS/PANI foram
preparados sob as mesmas condicdes empregadas para os filmes de
polissacarideos/PANI. Vale ressaltar que o estudo de estabilidade eletroquimica foi
realizado com filmes de apenas uma bicamada, onde o nimero de varreduras variou de

1 a 25 ciclos para todos 0s casos.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos durante o estudo da estabilidade
eletroquimica dos filmes de A) ITO/PVS/PANI, B) ITO/agar/PANI e C)
ITO/carragenana/PANI. Ambos obtidos em HCI 0,1 mol L™ & v= 50 mV s sob

sucessivas varreduras de potencial variando de 1 até 25 ciclos.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

A Figura 5 apresenta os voltamogramas obtidos no teste de estabilidade
eletroquimica dos filmes desenvolvidos. Observa-se que a medida em que a PANI é
ciclada repetidamente em meio acido, ocorre o surgimento de um par redox
intermediario na regido de 0,4 V vs ECS, o qual esta relacionado com a degradacao
acida e irreversivel da PANI. Este par redox € caracteristico dos grupos benzoquinona e
hidroquinona presentes nos produtos de degradacdo da PANI (DHAND et al., 2011;
HUANG et al., 1986).

Os filmes bicamada formados pela imobilizacdo conjunta da PANI com os
polissacarideos (ITO/agar/PANI e ITO/carragenana/PANI, Figuras 5B e 5C,

respectivamente) mostram uma reducdo no processo de degradacédo acida da polianilina
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e aumentam a estabilidade dos picos de seus processos redox, quando comparados com
o filme de ITO/PVS/PANI, Figura 5A. Diante destes resultados, podemos inferir que os
polissacarideos promovem um aumento da estabilidade da polianilina durante as
varreduras sucessivas em meio acido. Este mesmo efeito promovido pela presenca do
agar e da carragenana presentes no filme, também foi descrito para filmes multicamadas
de PANI e goma do cajueiro (Anacardium occidentale) (BARROS et al., 2012) e filmes
de POMA com gomas chicha (Sterculia striata) e angico (Anadenanthera macrocarpa)
(EIRAS et al., 2007). Como observado em estudos utilizando-se outros polissacarideos
naturais (BARROS et al., 2012, EIRAS et al., 2007), o agar e a carragenana atuam
como uma espécie de antioxidante para a Polianilina, uma vez que reduz o efeito de
degradacdo acida observado para a PANI, o qual ocorre devido ao elevado potencial de
polarizacdo e o eletrélito de HCI utilizado. E importante notar que a atividade
antioxidante de polissacaridos de algas pode variar dependendo do peso molecular,
composi¢do de monossacarideos e grupos funcionais presentes (JIAO et al., 2011, QI et
al., 2005). Os principais grupos destes polissacaridos que tém demonstrado boa
atividade antioxidante sdo: éster de sulfato, acido urénico, amina, hidroxila (JIAO et al.,
2011), grupos fosfato (ZHANG et al., 2009) e grupos sulfato (JIAO et al., 2011, QI et
al., 2005; SOUZA et al. 2007; ZHANG et al., 2009). E possivel que os grupos sulfatos
e hidroxilas presentes em ambos 0 agar e a carragenana sejam 0s responsaveis pelos
efeitos relatados.

Outro resultado interessante observado foi que, para o filme de ITO/agar/PANI,
Figura 5B, ndo houve o deslocamento de potenciais do processo II’ da PANI com o
aumento do numero de ciclos, como foi observado para os demais sistemas, Figura
5AC. Este efeito pode estar relacionado com a estabilidade eletroquimica dos filmes. O
fato de que essas mudancas ndo foram observadas para o filme de ITO/agar/PANI
indica que este filme tem uma maior estabilidade eletroquimica que os outros, uma vez
que estas mudancas no potencial pode estar relacionada com o reajuste da interface
filme/eletrélito durante as varreduras sucessivas.

No intuito de realizar uma investigacdo de carater quantitativo em relacdo a
estabilidade dos filmes produzidos, foram construidos graficos mostrando o percentual
da perda de intensidade dos picos de corrente para cada processo da PANI, presente em
cada filme estudado, em func¢do do numero de ciclos, Figura 6.
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Figura 6. Perda de densidade da corrente de pico (ip) em fungdo do nimero de ciclos
para os processos anddicos da PANI (A e B) e seus respectivos processos catodicos (C
e D).
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

A Figura 6 confirma que é mais vantajoso utilizar os polisacarideos naturais para
construcdo dos filmes de interesse, ao invés do PVS. Todos 0s processos anddicos e
catdédicos da PANI tiveram menor percentual de perda de corrente em funcdo do
namero de ciclos, quando comparados aos filmes de ITO/PVS/PANI. No caso do
primeiro processo de oxidagdo da PANI (1), Figura 6A, o filme de
ITO/carragenana/PANI perdeu apenas 3% de resolucdo enquanto que os filmes de
ITO/agar/PANI e ITO/PVS/PANI perderam em torno de 12 e 28%, respectivamente.
Para o segundo processo de oxidacdo (Il), Figura 6B, os filmes constituidos pelos
polissacarideos perderam 6% de sua resolucdo enquanto que o filme contendo o PVS
decresceu a corrente em até 13% de seu total. No caso dos processos catddicos, no
processo de redugdo I’ , Figura 6C, houve perda de resolug¢do de pico de até 5% quando

0s polissacarideos foram epregados. Entretanto, quando estes polissacarideos foram
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substituidos pelo PVS, a perda de corrente de pico foi de até 23%. A estabilidade do
processo catodico II’, Figura 6D, foi mais afetada pelo uso da carragenana e do PVS,
sendo que este ultimo foi responsavel pela perda de resolucéo do pico em até 17%, apds
0s 25 ciclos devarredura. A partir desta analise podemos inferir que os filmes de
ITO/polissacarideos/PANI podem ser 2 ou até 3 vezes mais estaveis que os filmes de
ITO/PVS/PANI.

3.2.2. Estudo da velocidade de varredura e influéncia do nimero de bicamadas

na resposta eletroquimica dos filmes

O estudo do efeito da velocidade de varredura para o filme de agar/PANI é
mostrado na figura 7A. A relacdo linear entre a velocidade de varredura e a corrente de
pico para cada processo redox da PANI é mostrada na Figura 7B. Esta linearidade
confirma a estabilidade termodinamica do filme dentro das condigOes experimentais
(KELLY et al., 2007). Esta correlacdo sugere ainda que a propagagdo de cargas na
interface eletrodo/solucdo acontece de forma regular e que 0s processos eletroquimicos
sdo governardos pricipalmente por transferéncia de cargas, uma vez que a relacdo de ip
vs v mostrou um coeficiente de correlacéo linear de r = 0,999 para todos os casos (XIE
et al., 2008; PRUNEAN et al., 1999). Os resultados também sugerem que a PANI esta
fortemente adsorvida na superficie do eletrodo, uma vez que a relacéo entre log de v vs
log ip revelou um coeficiente angular de 1,0 para todos os casos, Figura 07 C (BARD e
FAULKNER, 2001). Vale ressaltar ainda que, resultados similares foram obtidos

quando ao invés do agar utilizou-se a carragenana (resultados ndo mostrados aqui).
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Figura 7. A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o filme ITO/agar/PANI sob
diferentes velocidades de varredura e B) correlagéo linear observada para os valores de
corrente em funcdo das velocidades estudadas. Toda as medidas foram realizadas em

HCI 0,1 mol L. C) mostra a relacéo entre log de v vs log ip.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Na Figura 8 € possivel observar a influéncia do ndmero de bicamadas na
resposta eletroquimica dos filmes. Para o filme de ITO/agar/PANI foi observado que a
corrente aumenta com o numero de bicamadas depositadas. Entretanto, para o filme
ITO/carragenana/PANI, apds a terceira bicamada parece haver uma saturacdo do
sistema, mostrado através da diminuicdo da densidade de corrente obtida para o filme

preparado com cinco bicamadas.
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Figura 8. Resposta obtida para os filmes de A) ITO/agar/PANI e B)
ITO/carragenana/PANI, preparados a partir de 1, 3 e 5 bicamadas. Voltamogramas
obtidos em HCI 0,1 mol L™ 450 mV s,
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
3.3. Caracterizacdo espectroscopica na regido do Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

A PANI em sua forma de sal de esmeraldina, a qual foi utilizada neste trabalho,
apresentou duas bandas principais de absor¢do, uma em 335 nm e outra em 640 nm. A
banda observada na regido de 335 nm ¢ atribuida a transi¢do n-n* dos anéis benzénicos
enquanto que a banda em 640 nm é atribuida a transi¢cdo n-z* dos anéis quindides do
polimero condutor (FU e WEISS, 1997; KAVITHA et al, 2012). Os filmes
automontados propostos apresentaram ainda bandas na regido de 400 e 900 nm, sendo

esta Ultima observada apenas no caso dos filmes constituidos por carragenana e PANI.
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Ambas as bandas de absorcdo estdo atribuidas as transi¢cdes polaronicas na PANI,
confirmando suas caracteristicas condutoras (CAO et al., 1989; BHAT et al., 2002).

Em consequéncia da banda de absor¢do em 640 nm apresentar-se em todos 0s
casos e por aparecer mais intensa nos espectros, esta foi tomada como base nos estudos
espectroscopicos de cinética de crescimento do filme, uma vez que a técnica de
absorcdo na regido do UV-VIS permite acompanhar a formacdo de filmes
automontados, relacionando o valor da absorbancia do pico méximo, que ocorre no
comprimento de onda caracteristico das moléculas absorvedoras presentes no filme,
com a espessura do mesmo (lei Beer-Lambert), indicando a continuidade do processo de
adsorcéo a cada etapa de deposicdo (SKOOG et. al., 2006)

A Figura 9A mostra os espectros obtidos para o filme de agar/PANI em funcgéo
do nimero de bicamadas adsorvidas (variando de 1 a 10). No inset da figura 9A é
apresentada a relacdo linear entre a absorbancia em 640 nm e numero de bicamadas
adsorvidas (n), para ambas as arquiteturas inicialmente propostas (PANI/agar e
agar/PANI). Na Figura 9B encontram-se 0s espectros obtidos para o filme de
carragenana/PANI em funcdo do numero de bicamadas e também o inset mostrando a
relacdo de (n) com a absorbancia em 640 nm para as sequéncias carragenana/PANI e

PANI/carragenana.
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Figura 9. Cinética de formacdo dos filmes finos de A) agar/PANI e B)
carragenana/PANI sobre laminas de vidro comum (BK7) com n = 10. As curvas Inset
mostram a relacdo entre absorbancia em 640 nm com o numero de bicamadas
adsorvidas (n) para as sequéncias de deposicdo polissacarideo/PANI e
PANI/Polissacarideo.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Em concordancia com os resultados ja& mostrados por voltametria ciclica, as
medidas de espectroscopia de UV-VIS mostraram que a sequéncia de deposi¢do com
maiores valores de absorbancia foi aquela em que o polimero condutor foi adsorvido
apos prévia modificacdo do substrato com o polissacarideo, seja ele o &gar ou a

carragenana.
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Para os filmes de agar e PANI automontados sobre o BK7, foi observado que
estes sistemas sdo altamente regulados, ou seja, a quantidade de material adsorvido é
praticamente a mesma em cada etapa de adsor¢do empregada (ver indice de correlagdo
(R) no inset da Figura 9A). Este mesmo comportamento foi anteriormente relatado para
filmes constituidos por PVS e PANI (SANTOS et al.,, 2012). No caso dos filmes
preparados sob o uso da carragenana e da PANI, Figura 9B, foi observada menor
correlagéo linear (R) para a sequéncia de deposicgéo carragenana/PANI (Ver inset figura
9B).

Diante dos resultados obtidos por Voltametria Ciclica e UV-VIS, podemos
inferir que 0 mecanismo de adsorcéo e as interagdes ocorrentes entre os filmes de &gar
com PANI séo diferentes daqueles que ocorrem nos filmes de carragenana com PANI.
Sendo assim, acreditamos que as interacbes entre os polissacarideos e a PANI
provavelmente ndo sejam limitadas por interacdes eletrostaticas, como foi proposto

inicialmente.

3.4. Caracterizacdo morfologica por microscopia de forca atémica (AFM)

A microscopia de forga atdmica foi usada para examinar os filmes produzidos, e
para quantificar a sua rugosidade de superficie. Inicialmente, como controle, estudou o
substrato de ITO, e, em seguida, as monocamadas de PANI, carragenana e agar.
Imagens representativas sdo mostradas na Figura 10. Os eletrodos de ITO apresentam
uma microestrutura bem conhecida e altamente caracteristica, que ja foi observada
anteriormente por AFM, como por exemplo, em EATON e WEST (2010). Esta
estrutura, mostrada na Figura 10A, consiste em “ilhas rasas”, cada uma cobrindo areas
de 100 nm? até 1 um? constituidas de grdos globulares muitos pequenos (<40 nm), que
estdo acima de graos globulares semelhantes, situados em um nivel inferior. A estrutura
da monocamada de PANI foi reconhecidamente muito semelhante a do ITO sozinho,
embora ndo tenha exibido algumas caracteristicas globulares maiores vistas no ITO
(Figura 10B). A estrutura dos filmes monocamada de carragenana também foi muito
semelhante a do ITO, (Figura 10C), possivelmente, até mesmo mais do que a de
monocamada de PANI. Por outro lado, o filme monocamada de agar exibiu uma
estrutura bastante diferente, com a estrutura de “ilha" pouco disfarcada
(presumivelmente devido & deposicdo do &gar nos espagos entre as ilhas), e mais

gldbulos dispersos aleatoriamente, de diametro maior do que os observados em ITO. No

59



geral, os filmes monocamada de carragenana e de PANI foram bastante semelhantes ao
ITO, enquanto que o filme monocamada de agar mostrou uma morfologia distinta. Nés
interpretamos isso como uma indicacdo de que os filmes monocamada de PANI e de
carragenana depositam consideravelmente menos material sobre a superficies do ITO.
Os dados de rugosidade apoiam esta observacao, pois os filmes monocamada de PANI e
carragenana exibiram rugosidade semelhante ao ITO, enquanto que para a monocamada
de agar foi quase o dobro (Tabela 2).

Figura 10. Imagens obtidas por AFM no modo intermitente para A) ITO ,e ITO
modificado com uma monocamada de B) PANI, C) carragenana e D) agar. As imagens
da esquerda sdo imagens de altura e as da direita de amplitude. Todas as imagens

cobrem uma area Xy de 2x2. A escala no canto inferior direito corresponde a 500 nm.

i27 nm
0 nm

A

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
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Uma vez que estudamos os filmes bicamada, observamos resultados bastante
diferentes (Figura 11). A Figura 11 mostra imagens representativas de filmes bicamadas
de ITO/PANI/carragenana ou ITO/carragenana/PANI e ITO/PANI/agar ou
ITO/agar/PANI. Em combinacdo com os valores de rugosidade mostrados na Tabela 2,
estas imagens sdo bastante instrutivas. Em geral, as imagens dos filmes bicamada
mostraram maiores diferencas em comparagdo com o substrato de 1TO do que os filmes
monocamada, exibindo caracteristicas globulares maiores em varias areas, e em muitas
imagens a estrutura de "ilha" do ITO completamente ausente. No caso dos filmes onde o
polissacérido foi adsorvido primeiramente, caracteristicas adicionais foram observadas,
ou seja, observaram-se grandes aglomerados globulares espalhados por todo o filme.
Estes podem ser vistos nas Figuras 11 B e D. Em ambos o0s casos, as imagens em altura,
aparecem com uma grande quantidade de caracteristicas brancas, e as escalas de cor
(altura) para estas imagens sdo muito mais elevadas do que aquelas das imagens dos
filmes em que a PANI foi adsorvida primeiramente (Fig. 11 A e C). Estes resultados
sugerem a deposicdo de uma quantidade crescente de material nestes filmes. Esta
observacdo também se reflete nos valores de rugosidade, os filmes de
ITO/polissacarideo/PANI apresentaram valores médios de rugosidade de 5,2 nm e 6,6
nm, quando o polissacarideo foi a carragenana ou 0 agar, respectivamente, em
comparagdo com 3,2 nm e 2,1 nm para os filmes onde a PANI foi depositada primeiro.
O aumento da rugosidade decorre sem ddvida da presenca dos agregados de polimero

distribuidos em toda a superficie.
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Figura 11. Imagens de AFM obtidas no modo intermitente para os filmes de 1
bicamada de A) ITO/PANI/carragenana, B) ITO/carragenana/PANI, C) ITO/PANI/agar
e D) ITO/agar/PANI. As imagens da esquerda séo imagens de altura e as da direita de

amplitude. Todas as imagens tém tamanho xy de 2x2u. A escala no canto inferior

izg nm
0 nm

direito corresponde a 500 nm.

A

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Imagens representativas de filmes multi-bicamadas s&o mostradas na Figura 12.
A primeira vista, ndo ha nenhuma tendéncia especifica aparente nessas imagens, 0s
filmes multi-bicamadas exibiram morfologia semelhante ao de uma Unica bicamada. No
entanto, a rugosidade nos filmes multicamadas contendo o agar aumentou, ao contrario
dos filmes multicamadas contendo a carragenana. Esta observacdo esta correlacionada

tanto com as imagens, que mostrou um aumento no nimero de agregados globulares
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sobre as multicamadas de agar, como com 0 aumento do numero de bicamadas
adsorvidas (Fig. 12 D, E, e F).

Figura 12. Crescimento dos filmes de ITO/carragenana/PANI em A) 1 B) 2 e C) 3
bicamadas e dos filmes de ITO/agar/PANI em D) 1, E) 2 e F) 3 bicamadas. As imagens
da esquerda séo imagens de altura e as da direita de amplitude. Todas as imagens tém
tamanho xy de 2x2u. A escala no canto inferior direito corresponde a 500 nm.
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0nm

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

No geral, os estudos de topografia e rugosidade dos filmes por AFM apoiaram as
conclusbes anteriores, retiradas dos resultados eletroquimicos, que a ordem de
deposicdo afeta fortemente a quantidade de material adsorvido: a deposicdo do
polissacarideo antes da PANI promoveu um grande aumento na quantidade de material
adsorvido. Além disso, 0 uso desses dois polissacaridos em conjunto com a PANI,
mostrou-se ser um método de deposicao superior em comparacao com o filme de apenas
PANI (monocamada), apoiando a proposta de que a utilizacdo de camadas alternadas
(filmes LbL), pode dar um efeito sinérgico, um aumento da deposi¢édo e melhorar a
estrutura do filme. Quanto a este ultimo ponto, € interessante notar que os resultados
obtidos por AFM mostraram que, apesar das multicamadas terem coberto totalmente a

superficie do ITO, ndo foi uma distribuicdo homogénea de material na escala de
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tamanho investigada. Isto estd em nitido contraste com os resultados de UV-Vis, que
mostram uma deposigdo extremamente linear, reprodutivel a medida que o nimero de
camadas aumenta. Presumivelmente, isto se deve as pequenas areas sondadas pelo
imagiologia AFM. Enguanto que na escala de AFM a deposicdo parece desigual,
cobrindo toda a lamina (cuja area era tipicamente cerca de 107 vezes maior do que as
imagens mostradas aqui), a deposicéo desses agregados poliméricos deve ter sido muito
equilibrada e altamente reprodutivel, uma vez que os resultados obtidos por UV-Vis

sugerem que massas quase idénticas foram depositados em cada etapa de adsorcao.

A espessura dos filmes também foi determinada por AFM. Filmes contendo
quatro bicamadas de ITO/agar/PANI ou ITO/carragenana/PANI apresentaram espessura
de cerca de 27,1 + 5,2 nm e 31,3 £ 7,3 nm, respectivamente. Uma vez que os filmes
produzidos mostraram um aumento linear com o aumento do nimero de bicamadas
(Figura 9), podemos estimar que os filmes de ITO/agar/PANI e ITO/carragenana/PANI
crescem cerca de aproximadamente, 7nm e 8nm, respectivamente, por bicamada

adsorvida.

Tabela 2. Dados de rugosidade média calculada para os filmes a partir dos resultados
obtidos por AFM.

Filme (rugosidade Distin¢do comparada ao
media)/ nm ITO
ITO 2.5 -
Monocamada de PANI 2.4 +
Monocamada de carragenana 2.1 -
Monocamada de agar 4.3 +
1 Bicamada de PANI/carragenana 3.2 ++
1 Bicamada de carragenana/PANI 5.2 +++
2 Bicamadas de 4.7 +++
carragenana/PANI
3 Bicamadas de 5.6 +++
carragenana/PANI
1 Bicamada de PANI/agar 2.1 ++
1 Bicamada de agar/PANI 6.6 +++
2 Bicamadas de agar/PANI 10.0 +++
3 Bicamadas de agar/PANI 9.8 +++

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
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3.5.Aplicacbes em sensores para deteccdo de Cromo (V1)

O cromo (Cr) é um dos elementos mais utilizados nas atividades industriais de
revestimento e galvanoplastia, fabricacdo de ligas metalicas, industrias de material de
tintura, curtimento de couro e tratamento da madeira (SAMANIA et al., 2010). Este
metal pode ser encontrado em varios estagios de oxidacdo, sendo os mais frequentes o
Cr(1) e o Cr(VI) (KHAH et al., 2012).

O Cr(lll) e pouco soluvel e considerado um micronutriente essencial na
atividade bioldgica, enquanto que o Cr(VI) € bastante sollvel e altamente toxico,
mesmo a baixas concentracdes, podendo inclusive causar efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (O’BRIEN et al., 2003).

Na literatura existem diversos trabalhos sob o emprego de PANI para a remogéo
de Cr(VI) de meio aquoso (KRISHNANI et al., 2013; SINGH et al., 2005; YAVUZ et
al., 2011; KUMAR e CHAKRABORTY, 2009), devido a importancia ambiental deste
metal. Entretanto, ha poucos trabalhos sobre o uso deste polimero na deteccdo e
quantificacdo eletrogquimica direta do Cr(VI). Neste sentido, propomos avaliar a
eficiéncia dos filmes desenvolvidos nesta pesquisa como sensores eletroquimicos para
detecgéo do Cr(V1), Figura 13.

Na figura 13A é possivel observar os resultados obtidos por Voltametria Ciclica,
onde aliquotas do Cr(V1) foram adicionadas a célula eletroguimica e a resposta do filme
de ITO/agar/PANI foi observada. Na medida em que ocorre a oxidacdo da PANI em
0,19 V (primeiro processo de oxidagdo o qual esta relacionado com a transic¢éo da forma
leucoesmeraldina para esmeraldina), o Cr(V1) se liga a PANI, dando origem a uma nova
onda voltamétrica na regido de 0,35V, a qual pode ser atribuida ao complexo Cr(VI)-
PANI. Com o aumento da concentracdo do metal, observou-se a diminuicdo do primeiro
pico catddico do polimero condutor e consequentemente o aumento da corrente de pico
observada na regido de 0,35 V.

Na figura inset da figura 13A sdo mostrados os valores de corrente obtidos em
0,35 V em fungdo da concentracdo do Cr(VI) presente na célula, resultando em um
comportamento linear, demonstrando assim que o filme tem potencial para a

determinacdo do metal de interesse em meio aquoso.
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Figura 13. Resultados obtidos nos testes de deteccdo do Cr(VI) por A) voltametria
ciclica & v= 50 mV s, B) voltametria de pulso diferencial e C) curva analitica obtida
através da voltametria de pulso diferencial. Medidas realizadas em tampé&o fosfato 1,0

mol L™ pH 1,5 (Ajustado com &cido fosférico).
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Em etapa seguinte, testou-se a determinacdo do Cr(VI) por uma técnica mais
sensivel, como a voltametria de pulso diferencial (VPD). A figura 13B mostra os
voltamogramas obtidos para o filme de ITO/agar/PANI na presenca e auséncia do

metal, onde neste caso observou-se que o filme ndo mostra nenhum processo redox no
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intervalo de potencial estudado. Ao adicionar o Cr(V1) na célula, houve o aumento da
corrente de pico em funcdo do aumento da concentracdo do Cr(VI) no meio analitico,
Figura 13B, de forma que esta relagio foi linear, Figura 13C. E importante ressaltar que
concentracdes acima de 50 umol L™ estdo fora da linearidade do sistema devido &
ocorréncia da saturacdo da superficie eletrédica com o metal. O LD (limite de deteccéo)
e o LQ (Limite de quantificagdo) calculados através da curva analitica obtida (Figura
13C) foram de 2,48 pmol L™ e 7,51 pmol L™, respectivamente. Na Tabela 3 é possivel
observar o LD calculado para a curva de calibracdo obtida, em comparacdo com outros

sensores eletroquimicos de cromo(V1) encontrados na literatura.

Tabela 3. LD e faixa de linearidade encontrados para o sensor de Cr(V1) deste trabalho

e comparacdo com demais sensores encontrados na literatura.

Eletrodo usado — (?)]OI L e I:f.?;l r (mol Referéncia
Filme LbL de 2 48x10° 2.48x10° to Este trabalho
ITO/agar/PANI ! 50.0x10° (Figura 13 C)*

ITO modificado com % 0.5x10° to .
nanoparticulas de Au 0.1x10 50.0x10° Tsai e Chen (2008)
Membrana eletrolitica 1.0x10 4 to
preparada a partir de 1.0x107 '1 0x10~* Zazoua et al. (2008)
fosfato de tributila '
Eletrodos serigrafados ) .
modificados c:)gm L-3,4- 0.11x10°® 0.19x10 i;to Banerjee e Sarkar
dihidroxifenilalanina 2.4x10 (2011)
Eletrodos de mercurio
modificados com o 0.04x10° 0.10><1O'66to Safavi et al. (2006)
complexo Cu-Adenina 2.3x10

*Calculado referente as analises efetuadas com os filmes de ITO/agar/PANI

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Preliminarmente, propomos aplicacdes em sensores eletroquimicos para
deteccdo do Cr(VI), porém, as propriedades dos filmes desenvolvidos revelaram que
esses filmes, principalmente o filme de agar/PANI, tém enorme potencial para aplicacdo
em outros tipos de sensores ou em dispositivos de outra natureza. Acreditamos que 0
PVS possa ser satisfatoriamente substituido tanto pelo &gar, quanto pela carragenana no
estudo e aplicabilidade de filmes finos automontados, pois além de tratar-se de
polimeros obtidos de fontes naturais, sdo de baixo custo e ainda melhoram a

estabilidade eletroquimica da PANI.
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4. CONCLUSOES

Filmes finos LbL de PANI foram preparados em conjunto com &gar ou
carragenana, polimeros naturais extraido da parede celular de macroalgas vermelhas. A
forma de preparo desses filmes tem efeito marcante nas propriedades finais dos
mesmos. Observou-se que tanto o 4gar quanto a carragenana melhoram a estabilidade
eletroquimica da PANI, atuando como uma espécie de antioxidante para o polimero. Os
resultados obtidos por UV-VIS mostraram que os filmes de agar/PANI sdo sistemas
altamente regulados e, que a espessura do filme pode ser controlada pelo nimero de
bicamadas adsorvidas. As analises realizadas por AFM confirmaram os resultados
obtidos por VC e UV-VIS, além de mostrarem que a sequéncia de deposi¢do influencia
diretamente na morfologia e rugosidade dos filmes de interesse. O filme de agar/PANI,
foi ainda testado na detecc¢do eletroquimica do Cr(V1) e limites de deteccdo da ordem de
2,48 pmol L™ foram obtidos. O presente estudo demonstrou ainda que, é mais vantajoso
0 emprego de polimeros naturais para a estruturacdo de filmes finos, do que o uso do

PVS, um polimero que tem sido amplamente utilizado na producéo desse tipo de filmes.
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CAPITULO 03 - ARTIGO 02

Eletrodo flexivel de ouro modificado com filme fino de PANI e Carr-AuNPs como
plataforma condutora e de baixo custo para sensoriamento em meio fisioldgico

Emanuel Airton de Oliveira Farias’, Silvania Siqueira Nogueira®, Aline Méarcia de
Oliveira Farias®, Monialine Sousa de Oliveira', Maria de Fatima Cardoso Soares?,

Helder Nunes da Cunha, Durcilene Alves da Silva® e Carla Eiras®

1.Nlcleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia, BIOTEC, CMRV, UFPI,
Parnaiba, Pl, 64202-020, Brasil. 2. Departamento de Fisica, CCN, UFPI, Teresina, PlI,
64049-550 3. Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados, LIMAV, CT, UFPI,
Teresina, PI, 64049-550.

RESUMO

Neste trabalho, é relatado pela primeira a producdo de filmes Layer-by-Layer
(LbL) de nanoparticulas de ouro, estabilizadas com a carragenana, (carr-AuNPs) as
quais foram intercaladas com a Polianilina (PANI), um polimero condutor. Os filmes
LbL de carr-AuNPs e PANI foram preparados em eletrodos flexiveis de ouro (EFAu),
de baixo custo e facil fabricacdo, desenvolvidos também neste estudo. Duas sequencias
de adsorcdo foram propostas para o filme (PANI/carr-AuNP e carr-AuNP/PANI). Os
filmes foram caracterizados por Voltametria Ciclica (VC), espectroscopia na regido do
UV-Visivel (UV-Vis) e microscopia de forca atdbmica (AFM). J& as nanoparticulas
foram caracterizadas ainda quanto ao seu potencial em solugdo, tamanho e estabilidade
coloidal. Os resultados obtidos demonstraram que 0 sinergismo entre as carr-AuNPs
(120 nm) e a PANI foi capaz de melhorar a resposta eletroquimica e estabilidade do
polimero condutor em meio fisioldgico (PBS 0,1 mol L™, pH 7,1) em até trés vezes. A
presenca das carr-AuNPs no filme promoveu um aumento significativo na rugosidade
do eletrodo de EFAu modificado quando comparado ao eletrodo sem modificacéo,
resultando em um aumento da area ativa do eletrodo apds modificagdo. A partir dos

estudos de UV-Vis observou-se que os filmes produzidos envolvem processos
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autorregulados, para ambas sequencias propostas. O filme de PANI/carr-AuNP
apresentou melhoria consideravel na estabilidade e condutividade da PANI em meio
fisiologico, surgindo como material potencial para aplicagdo em biossensoriamento.
Neste trabalho oferecemos detalhes sobre a sintese das nanoparticulas, processamento
dos filmes sobre eletrodo flexivel de ouro, bem como informagdes a respeito das

propriedades eletroquimicas, Opticas e morfoldgicas do material desenvolvido.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro; carragenana; polianilina; Filmes LbL;

biossensores;

ABSTRACT

This work reported for the first time the production of Layer-by-Layer (LbL)
films of gold nanoparticles stabilized with carrageenan (Carr-AuNPs), which were
interspersed with polyaniline (PANI), a conductive polymer. The LbL films based on
carr-AuNPs and PANI were prepared onto flexible gold electrodes (FAUE), inexpensive
and easy to manufacture, also developed in this study. Two sequences of adsorption
were proposed for the films (PANI/carr-AuNPs and carr-AuNPs/PANI). The films were
characterized by cyclic voltammetry (CV), UV-visible spectroscopy (UV-Vis) and
atomic force microscopy (AFM). Already nanoparticles were further characterized for
their potential in solution, size and colloidal stability. The results showed that the
synergism between the carr-AuNPs (120 nm) and PANI was able to improve the
electrochemical response and stability of the conductive polymer at physiological
medium (PBS 0.1 mol L}, pH 7.1) in up to three times. The presence of carr-AuNPs in
the film caused a significant increase in roughness of the electrode FAUE modified
when compared to unmodified electrode, resulting in an increased active area of the
electrode after modification. The UV-Vis results showed that the films produced
involve self-regulating processes, for both sequences proposed. The PANI/carr-AuNPs
films showed considerable improvement in stability and conductivity of PANI in
physiological environment, emerging as potential material for use in biosensors. This
paper provide details on the synthesis of carr-AuNPs nanoparticles, processing of films
on flexible electrode of gold, as well as information about the electrochemical, optical

and morphological of the developed material.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € caracterizada como uma area multidisciplinar, a qual esta
envolvida na concepcdo, caracterizacdo e aplicagdo de materiais e dispositivos, cuja
organizacdo funcional, em pelo menos uma dimensdo, esteja na escala nanometrica
(ADAMS e BARBANTE, 2013).

A producéo de filmes finos destaca-se como uma das areas de crescente interesse da
nanotecnologia, uma vez que tais sistemas apresentam larga aplicabilidade, podendo ser
utilizados, como por exemplo, plataforma para culturas de células (DENG et al., 2010),
revestimento bactericida (FARIAS et al., 2014) e biossensores (JESUS et al., 2013;
CAletal., 2013).

Os filmes finos podem ser classificados em nanométricos, micrométricos e
milimétricos referindo-se as faixas de 0,1 — 100 nm, 0,1 — 100 pm e 0,1 — 100 mm,
respectivamente (SARAGA, 1994). Esses filmes podem ser produzidos por diferentes
métodos dentre os quais podemos destacar: Deposicdo Quimica e Fisica a Vapor
(BRINKER e SCHERER, 1990), Sol-gel (BRINKER e SCHERER, 1990), Langmuir-
Blodgett (LB) (PANDIT et al., 2014), Casting (AMBROSI et al., 2008), Spin coating
(PATEL et al., 2014), dip coating (ROEDER et al., 2016), além do método de
automontagem do tipo camada-por-camada (do inglés Layer-by-Layer- LbL) proposto
por DECHER em 1997 (DECHER, 1997).

A técnica LbL tem se mostrado uma das mais promissoras, sendo capaz de
produzir filmes nanométricos, de diferentes tipos de materiais, de maneira simples e
economicamente viavel (PATERNO et al., 2001; DURAN et al., 2006; RUSLING et
al., 2008). Além disso, alta organizacgdo estrutural e estabilidade das camadas tém sido
observadas para filmes produzidos por esta técnica (DECHER, 1997; CRESPILHO et
al., 2006; FARIAS et al., 2015), o que tem alavancado o seu uso na producdo de
sensores e biossensores (JESUS et al., 2013; CAl et al., 2013; ZOUA et al., 2014).

A polianilina (PANI) é exemplo de um polimero condutor que tem sido
imobilizado, pela técnica LbL, para a producdo de sensores e biossensores (YADAYV et
al., 2011; CHU et al., 2015). Este polimero destaca-se em decorréncia de sua alta
estabilidade quimica em solugéo e biodegradabilidade (MATTOSO, 1996; SANTOS et

al., 2012). Diferentes materiais bioldgicos ja foram combinados com a PANI na forma

71



de filme para a confeccdo de biossensores, podendo-se destacar aqueles aplicados na
deteccdo de: creatina (YADAV et al., 2011), &cido Urico (ARORA et al., 2007), uréia
(CRESPILHO et al., 2009), glicose (MIAO et al., 2015) entre outros (TIAN et al.,
2004; ZOU et al., 2013; CHU et al., 2015). Entretanto, um fator limitante para essas
aplicacdes € a condutividade baixa ou ausente da PANI quando exposta em meios
neutros que mimetizem o sistema fisiolégico (LUKACHOVA et al., 2003; LYUTOV et
al., 2013), o que na maioria dos casos € necessario quando se pretende detectar
moléculas biologicamente ativas.

Ha muito tempo, algumas alternativas tém sido elaboradas para melhorar a
condutividade da PANI em pH neutro, destacando-se entre elas 0s processos de
dopagem com &cidos organicos como proposto em 1996 por Mattoso (MATTOSO,
1996). Outra possibilidade de sanar este problema é a conjugacdo da PANI na forma de
filme com materiais de diferentes naturezas capazes de aumentar a sua condutividade
(TEIXEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2009), dentre os quais encontram-se as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) (JANOVAK e DEKANY, 2010; YU et al., 2011).

Devido suas propriedades diferenciadas, nos ultimos anos, AuNPs tém sido
empregadas em eletrocatdlise (BALLARIN et al.,, 2016), dispositivos biomédicos
(CSARNOVICS et al., 2016) e biossensores (CHOMOUCKA et al., 2012; MARIN e
MERKOCI, 2012), uma vez que as AuNPs interagem muito bem com moléculas
bioldgicas, facilitando assim a construcdo de biossensores (CHU et al.,, 2015;
PUTZBACH e RONKAINEN, 2013; LIN et al., 2009). Além disso, o efeito
eletrocatalitico associado a alta area superficial das AuNPs, tém contribuido para a
melhoria do desempenho analitico e eletroquimico de uma extensa variedade sensores
desenvolvidos na atualidade (COMPTON et al., 2008, MASHHADIZADEH e
TALEMI, 2016; VICENTINI et al., 2016).

Atualmente sabe-se que as propriedades das nanoparticulas sdo fortemente
influenciadas por diferentes fatores que abrangem desde o tipo de sintese empregada, 0s
parametros envolvidos nesta sintese e caracteristicas finais das nanoestruturas como
tamanho, forma e carga superficial da particula (CHOO et al., 2006; MEDYNSKA et
al., 2015). Desta forma, uma gama de sinteses tem sido propostas para preparar

nanoparticulas com diferentes finalidades.

Dentre os pardmetros de sintese a se considerar, a natureza do agente

estabilizante tem sido frequentemente investigada, com destaque para aqueles de origem
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natural, alguns dos quais, oriundos de fontes renovaveis. Esses agentes estabilizantes
tém sido empregados também com o intuito de proporcionar um aumento a
biocompatibilidade desses materiais ou ainda gerar ou intensificar alguma propriedade
de interesse destas nanoestruturas, como por exemplo, sua atividade antimicrobiana
(QUELEMES et al., 2013; BONDARENKO et al., 2016). Nesta perspectiva,
biopolimeros de algas, tais como, 0 agar e a carragenana apresentam-se como excelentes
candidatos para estabilizacdo de nanoparticulas metélicas em decorréncia de seu baixo
custo, ampla disponibilidade e atoxicidade (MACIEL et al., 2008).

A literatura descreve a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) (SHUKLA et
al., 2012) e de ouro (MATOS et al., 2012) estabilizadas com o agar, e também AgNPs
estabilizadas com a carragenana (JOSEPH e MATHEW, 2015). Entretanto, ao que
temos conhecimento, ainda ndo ha nenhum relato a respeito de sintese de AuNPs
empregando-se a carragenana como estabilizante, surgindo assim uma oportunidade
para a producdo e o estudos das propriedades destas nanoestruturas.

A combinacdo em nivel molecular das propriedades da PANI com AuNPs ja foi
relatada com sucesso através do preparo de compasitos sob a forma de filmes finos, dos
quais muitos tém sido aplicados em sensoriamento. A literatura reporta o estudo
diferentes filmes a base de PANI e AuNPs empregados como camada ativa de sensores
para a deteccdo de NADH (TIAN et al., 2004), epinefrina (ZOU et al., 2013), dopamina
(CHU et al., 2015) e glicose (MIAO et al., 2015). E evidente que filmes de
PANI/AuNPs possuem enorme potencial para aplicacdo em sensores, entretanto, 0s
trabalhos que tém sugerido tais aplicagdes pouco tém explorado a cerca das
propriedades eletroquimicas desses filmes em meio fisioldgico. Um estudo mais
detalhado sobre a estabilidade eletroquimica, da cinética de formacdo, mecanismo
eletroquimico e morfologia desses filmes em meios que mimetizam o sistema biologico
pode auxiliar no direcionamento dessas aplicagoes.

Neste estudo propomos pela primeira vez o desenvolvimento e caracterizagdo de
filmes LbL a base de PANI intercalada com nanoparticulas de ouro estabilizadas com a
carragenana (carr-AuNPs). Os filmes foram adsorvidos e caracterizados sobre eletrodos
flexiveis de ouro (EFAuU) de facil processamento e baixo custo, produzidos para este
estudo. O eletrodo de EFAu modificado com o filme de PANI e carr-AuNP produzido
neste estudo, apresentou-se como um potencial candidato para futuras aplicagcbes em

biossensores para ensaios em pH fisioldgico.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1.Materiais e solucdes

A PANI utilizada neste trabalho foi obtida por meio de sintese quimica segundo
metodologia proposta por MATTOSO (1996). Ja a solucdo de PANI em HCI,
empregada na deposigdo dos filmes LbL, foi preparada conforme descrito na literatura
por FARIAS et al. (2014) e o pH final desta solucgéo foi ajustado para 2,86.

A carragenana foi obtida e purificada a partir da alga vermelha Hypnea
musciformis, coletada no litoral do Piaui, Brasil. Informacdes a respeito da extracéo,
purificagdo, caracterizagcdo estrutural, teor de sulfato e massa molecular do

polissacarideo foram publicados anteriormente (FARIAS et al., 2015).

2.2. Sintese das Carr-AuNPs

Para a sintese das nanoparticulas de ouro estabilizadas com carragenana (carr-
AuUNPs) foram utilizados 5,0 mL de solu¢do 0,1% do polissacarideo, os quais foram
mantidos sob agitacdo constante a 200 rpm, durante 10 minutos. Ao final deste periodo,
foram adicionados 5,0 mL do sal precursor de Au (AuCls - Aldrich) a 0,1 mmol L™ e
aguardou-se 5 minutos em agitacdo, para completa homogeneizagdo da solucéo.
Posteriormente, uma solucdo de borohidreto de sédio (NaBH, - Aldrich) a 0,1 mol L™,
preparada minutos antes de sua utilizacdo, foi adicionado ao meio reacional garantindo

a proporcao molar de 10:1 (redutor: metal).

2.3. Preparo dos eletrodos flexiveis de ouro (EFAu)

O filmes LbL de PANI e carr-AuNPs foram depositados sobre substrato flexivel de
ouro, denominados de eletrodos flexiveis de ouro (EFAu). Os EFAu(s) foram
preparados a partir de folhas de poliéster, tamanho A4 (210 x 297 mm), previamente
limpas em agua e detergente, secas com fluxo de ar e, posteriormente submetidas ao
processo de limpeza por plasma. O plasma foi utilizado, com objetivo de remover as
impurezas presentes na superficie do substrato tornando-a mais hidrofilica, e
consequentemente melhorando a interacdo entre esta superficie e as solucdes

empregadas no processo de deposi¢do dos filmes. Os parametros utilizados para a
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limpeza por plasma foram obtidos da literatura (MADEIRA, 2014) e estdo descritos na
Tabela O1.

Tabela 01 - Parametros utilizados na limpeza dos substratos via plasma.

Parametros
Tempo de Plasma 2 minutos Frequéncia 50 kHz
Gés Nitrogénio Presséo 200 mTorr
Nivel de Gés ~12,5cm3¥/min  Estabilizacdo do Gas 1 minuto

Apos a etapa de limpeza por plasma, as folhas de poliéster, foram metalizadas
com ouro em alto vacuo, apenas em uma de suas faces, empregando-se a metalizadora
AUTO 306 VACUUM COATER (EDWARDS). Neste caso, uma massa de
aproximadamente 0,10 g de Au com pureza 99,99% foi empregada, resultando na
cobertura da folha de poliéster por um filme homogéneo de espessura aproximadamente
90 nm. Para o processo de evaporacdo utilizou-se um vécuo de aproximadamente 10

mbar e corrente de evaporacdo em torno de 6,0 A.

2.4. Preparo dos filmes LbL de PANI e carr-AuNPs adsorvidos em EFAu

Os filmes LbL de PANI e carr-AuNPs foram preparados baseados no mecanismo
de adsorcdo eletrostatica proposto por DECHER (1996), considerando as cargas
positiva e negativa da PANI e das Carr-AuNPs, respectivamente. Estudos anteriores
demonstraram que o tempo de cinco minutos € suficiente para que ocorra a adsor¢do da
PANI formando uma monocamada autorregulada do polimero na superficie do substrato
de interesse (FARIAS et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2009). Desta
forma, também neste estudo, o tempo de cinco minutos foi fixado em todas as etapas de
deposicéo, incluindo para as carr-AuNPs.

O preparo dos filmes bicamada de PANI e carr-AuNPs, denominados
PANI/carr-AuNPs, é representado pelo esquema da Figura 01. Para o preparo dos
filmes, o substrato de EFAu foi imerso da solugdo de PANI, durante 5 minutos e,
posteriormente, lavado em solucdo de HCI pH 2,86 para a retirada do material ndo
adsorvido e, em seguida, seco sob leve fluxo de N,. Apos a formacdo do filme
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monocamada de PANI, o substrato agora modificado por essa monocamada, foi imerso
na solucédo de carr-AuNPs, também por um periodo de 5 minutos, que ao ser finalizado,
também passou pelos processos de lavagem em solucdo de HCI pH 2,86 e secagem com
N.. Apos esta etapa um filme bicamada de PANI/carr-AuNPs foi obtido. Para o preparo
de filmes mais espessos, 0 procedimento descrito foi repetido até o numero de
bicamadas desejadas. A influéncia da sequéncia de deposi¢do dos materiais formadores
do filme também foi investigada, assim foram investigados os filmes de PANI/carr-
AUNPs e carr- AUNPS/PANI.

Figura 01. A) eletrodo flexivel de ouro. B) Esquema do processo de deposicdo dos
filmes LbL de PANI e carr-AuNPs.

Lavagem Carr-AuNPs Lavagem

B
(Fonte: esquema produzido pelo autor).

2.5. Caracterizacao das carr-AuNPs

A cinética de formacdo das carr-AuNPs foi monitorada por UV-Vis (SHIMADZU,
modelo UV-1800) até ndo observar-se mais mudanca no perfil da banda de absorcao.

O tamanho médio das carr-AuNPs foi obtido por espalhamento dinamico de luz
(Nano ZS Modelo Malvern Zetasizer 3600), usando um laser de 633 nm e um angulo de
espalhamento fixado em 173°. Cada amostra foi medida em triplicata e descritas como
média £ SD (n = 3).
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Para fins comparativos, o tamanho das carr-AuNPs também foi estimado por
microscopia de forca atomica (AFM) utilizando um TT-AFM (Signal Hill, CA, EUA).
Para as andlises de AFM foram coletadas imagens em 512 pixels de resolugdo e areas de
4,0 x4,0 um. Pelo menos trés areas diferentes foram examinadas e processadas pelo
software Gwyddion 2.39, tal como descrito na literatura (EATON e WEST, 2010).

As nanoparticulas também foram caracterizadas por Espectroscopia na Regido
do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (Paragon 1000, Perkin-Elmer,
USA), e os espectros foram obtidos na faixa de niimero de onda entre 4000 e 400 cm™
num total de 64 varreduras, com resolucdo de 2 cm™. Os espectros de FTIR foram

normalizados e as bandas de vibracdo foram associadas aos principais grupos quimicos.
2.6. Caracterizacao dos filmes bicamadas de PANI e carr-AuNPs

Os filmes bicamadas foram caracterizados eletroquimicamente pela técnica de
voltametria ciclica, utilizando uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos
conectada a um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm
pensalab). Como eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de Ag/AgCl e como
eletrodo auxiliar uma placa de platina (A= 2,0 cm?). O filme LbL adsorvido sobre o
EFAu foi utilizado como eletrodo de trabalho. Em todos os experimentos de voltametria
ciclica utilizou-se o tampdo fosfato de potéassio (PBS) a 0,1 mol L™ (pH 7,1) como

eletrolito suporte.

Para a caracterizacdo espectroscopica na regido do UV-Vis utilizou-se um
espectrofotbmetro modelo UV-1800 (Shimadzu). A adsorcdo das bicamadas e o
consequente crescimento dos filmes foram acompanhados no intervalo de comprimento
de onda entre 200 e 1000 nm. Para estes estudos utilizaram-se substratos de vidro
comum de forma a possibilitar a passagem da luz UV pela amostra.

Os filmes foram ainda caracterizados por AFM, utilizando o mesmo

equipamento e seguindo procedimento similar ao descrito no item 2.5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Caracterizacao das carr-AuNPs

3.1.1. Caracterizagéo por UV-Vis

A Figura 02 mostra os espectros de UV-Vis obtidos depois de 24 h de sintese
das nanoparticulas (carr-AuNPs). Também sdo mostrados espectros apos 30, 60 e 90
dias ap6s a sintese com o objetivo de investigar a estabilidade coloidal do material
sintetizado. Todos 0s espectros apresentados na Figura 02 mostram uma banda de
absorcdo bem definida em 520 nm. Esta absorbancia estd relacionada a ressonancia
plasménica de superficie em nanoparticulas de ouro, a qual € esperada em
comprimentos de onda entre 505 e 520 nm (HUMBERT et al., 2013; ZHOU et al.,
2009). Vale ressaltar que a dispersdo coloidal das nanoparticulas de ouro aqui

produzidas apresentou coloragdo entre 0 azul e o violeta.

Figura 02. Espectros de UV-Vis obtidos 24 h, 30, 60 e 90 dias ap0s a sintese das carr-
AUNPs.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
Segundo HUMBERT et al., (2013) as caracteristicas Oticas de nanoparticulas de
ouro sdo fortemente afetadas com o passar do tempo. No estudo espectroscopico da

estabilidade coloidal das carr-AuNPs observou-se um ligeiro decréscimo na absorbancia
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dos espectros obtidos entre 24 h e 30 dias apos a sintese. Houve também outra rapida
diminuicdo na absorbéancia dos espectros registrados entre 30 e 60 dias pds-sintese,
estabilizando depois disso. A estabilidade das carr-AuNPs foi acompanhada até 90 dias
depois da sintese e, de forma geral, ndo se observou alargamento e nem deslocamento
das bandas, permitindo assim considerar que as nanoparticulas sintetizadas séo bastante

estaveis.

3.1.2. Caracterizacao do tamanho e carga das carr-AuNPs

O tamanho das carr-AuNPs foi monitorado por DLS juntamente com sua
estabilidade, a qual foi avaliada empregando a técnica de UV-VIS. Durante os 90 dias
de investigacdo ndo foram observadas variagbes significativas de tamanho ou
estabilidade dessas nanoestruturas. Em todos os casos as carr-AuNPs apresentaram
tamanho médio de 120 nm. Outros métodos também foram utilizados para avaliar o
tamanho das nanoparticulas produzidas e os resultados sdo mostrados na Tabela 01. O

potencial zeta também pode ser observado nesta mesma tabela.

Tabela 01. Dados de tamanho, carga e PDI encontrados para carr-AuNPS

Tamanho (nm)

Diametro estimado

DLS pela largura a meia AFM Potencial zeta (mV) PDI
altura do espectro de
UV-Vis
120 108+4 110 £14 -16,5 0,416

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

A literatura retrata que o diametro médio de nanoparticulas metalicas pode ser
estimado pela largura a meia altura do pico de absorbancia no UV-Vis (SOLOMON et
al., 2007), o qual neste caso foi estimado em torno de 108 nm, Tabela 01. O tamanho
das particulas foi investigado ainda por AFM. Os resultados mostraram diametros
variando entre 110 e 120 nm. Considerando o valor de 0,416 obtido para o indice de
polidispersdo (PDI), pode-se considerar que todos os dados sobre tamanho estdo

consistentes.
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3.1.3. Caracterizacao por FT-IR

Em amostras contendo polissacarideos de algas, a anélise de espectros de
infravermelho (FT-IR) é normalmente utilizada para obter informacdes sobre a presenca
de grupos sulfato e unidades 3,6-anidrogalactose (MAZUMBER et al., 2002). Os
espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as amostras de carragenana (carr)
e carr-AuNPs sdo observados na Figura 03. Os espectros apresentaram bandas
caracteristicas de polissacarideos em 3421 cm™, 2945 cm™, atribuidos respectivamente
as vibracOGes de estiramento de O-H e estiramento de C-H (dados ndo mostrados).
Bandas caracteristicas de vibragdes de estiramento C-O-C das ligagBes glicosidicas
foram observadas em 1158 cm™ e 1070 cm™ .

A banda em 1262 cm™ indica a existéncia de um grande percentual de grupos
sulfato total na estrutura do polissacarideo também confirmada pela presenca de bandas
em 920 e 847 cm™, atribuidos respectivamente as unidades de 3,6-anidrogalactose e
galactose-4-sulfato (TOJO e PRADO, 2003).

A andlise do espectro das carr-AuNPs, quando comparado ao da carragenana,
mostra o desaparecimento da banda em 847 cm™ e uma menor absorbancia da banda em
920 cm™ ao passo em que a banda em 1390 cm™ (atribuida a estiramento C-C em
polissacarideos) (ZHANG et al., 2010) teve sua absorbancia aumentada. Essas
alteracdes observadas em algumas das bandas caracteristicas do polissacarideo sugerem
que possivelmente seus respectivos grupamentos sdo aqueles que interagem mais
fortemente com as nanoparticulas de ouro. A diminui¢do da intensidade da banda em
1070 cm™ e o desaparecimento da banda em 1158 cm™ associadas ao aparecimento da
banda em 1720 cm™ sugere que ha a conversio de grupos cetonas em &cidos
carboxilicos durante a reducdo do ouro (MAKAROV et al., 2014; SINGH et al., 2010).

Figura 03. Espectros de FT-IR obtidos para a carragenana e carr-AuNPs.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

Posteriormente, as carr-AuNPs foram imobilizadas em conjunto com a PANI
formando filmes finos depositados pela técnica LbL e os resultados sdo apresentados a

sequir.
3.2. Caracterizacdo eletroquimica de filmes LbL de PANI e carr-AuNPs em pH neutro
3.2.1. Efeito da sequéncia de adsorcéo do filme

Recentemente, devido a sua compatibilidade com DNA e aptameros (ZOUA et
al., 2014), a PANI tem sido empregada no desenvolvimento de biossensores. No
entanto, a necessidade de se empregar meio neutro para as analises, surge como fator
limitante para estas aplicagdes, uma vez que a PANI exibe baixa condutividade em pH
neutro (LUKACHOVA et al., 2003; LYUTOV et al., 2013). Como ja discutido, o
processo de dopagem com 4&cidos organicos € exemplo de alternativa que tem
funcionado (MATTOSO, 1996). Porém, mais recentemente tem-se observado que o
simples intercalo da PANI com outros materiais possibilita uma melhoria na
condutividade do polimero, além de efeitos sinérgicos que trazem uma série de outras
vantagens, como por exemplo, melhoria na adsorgéo e transferéncia de cargas na matriz

polimérica ou ainda aumento na estabilidade eletroquimica do polimero (TEIXEIRA et
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al., 2015; SILVA et al., 2009; FARIAS et al., 2015). Neste sentido, os paragrafos
seguintes discutem sobre o efeito de carr-AuNPs nas propriedades de eletroquimicas
filmes LbL a base de PANI em meio neutro.

Para uma melhor compreensdo da sinergia entre 0os materiais intercalados na
forma de filme LbL, avaliou-se o efeito da sequéncia de deposicdo dos materiais de
interesse na resposta eletroquimica dos filmes formados em estrutura de bicamada. Toda
a caracterizacdo por voltametria ciclica foi efetuada em eletrdlito suporte de PBS 0,1
mol L™ (pH 7,1) uma vez que objetiva-se futuramente a aplicagdo desses filmes como
plataformas para sensores de material bioldgico. O tampé&o utilizado neste trabalho é
descrito na literatura como um dos mais biocompativeis (MOHAN, 2006), portanto o
mais adequado a e este estudo.

A Figura 04 mostra o voltamograma ciclico registrado para os filmes de
PANI/carr-AuNPs e carr-AuNP/PANI imobilizados em EFAu. Para efeitos
comparativos as respostas do eletrodo limpo, ou seja, ndo modificado, ou ainda,
modificado apenas com uma (nica monocamada de PANI também sdo mostradas.
Observa-se na Figura 04 que o EFAu surge como um eletrodo viavel para imobilizacédo
de filmes LbL para aplicacdes em sensores eletroquimicos por ndo apresentar nenhum
processo redox nas condi¢Bes experimentais empregadas, além de ter mostrado baixa
corrente capacitiva em tais condigdes. Vale ressaltar que uma monocamada de carr-
AUNPs adsorvida sobre o EFAu exibiu resposta similar a do eletrodo de EFAu néo
modificado e, portanto, este voltamograma néo foi mostrado.

Para os filmes bicamadas adsorvidos sobre o EFAu, independentemente da
sequéncia de deposicdo empregada, observou-se resposta eletroquimica caracteristica do
polimero condutor (PANI) em meio neutro, Figura 04. Em todos os casos investigados,
os voltamogramas obtidos mostraram um unico par redox, o qual pode ser atribuido a
converséo direta da forma leucoesmeraldina para a forma pernigranilina da PANI,
durante a oxidagdo observada em + 0,3 V. J& na varredura inversa, proximo de 0.0 V vs
Ag/AgCIl é observada a reducdo da forma pernigranilina para a forma leucoesmeraldina
(ZHANG et al., 2010).

Figura 04. Voltamogramas ciclicos obtidos para o substrato de EFAu ndo modificado e

modificado com um filme monocamada de PANI, ou filmes bicamadas de PANI e carr-
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AUNPs, adsorvidos em duas sequencias diferentes: PANI/carr-AuNPs e carr-
AuNPs/PANI. Medidas realizadas em PBS 0,1 mol L™, pH 7,1, v=50 mV s™.

30

—O— PANI/carr-AuNPs
—&— Carr-AuNPs/PANI

04 -02 00 02 04 06 08
E/V vs Ag/AgCl

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

E importante mencionar que a PANI normalmente tem eletroatividade e
condutividade baixa ou ausente em pH neutro devido sua resposta eletroquimica ser
governada pela transferéncia de cargas decorrentes da condugdo da PANI que é
governada pelo estado de dopagem do polimero, exibindo dessa forma sua maxima
eletroatividade em pH préximo de 1,0 (SILVA et al., 2009), o que serd melhor discutido
na secéao 3.2.4.

Por outro lado, a presenca das carr-AuNPs na estrutura bicamada melhorou
consideravelmente a condutividade do filme em meio neutro. A melhora na propriedade
de conducdo elétrica da PANI foi observada para ambas arquiteturas investigadas
(PANI/carr-AuNP e carr-AuNP/PANI), sendo este efeito mais acentuado para o filme
preparado na sequéncia PANI/carr-AuNPs, em que a corrente observada foi trés vezes
maior que aquela registrada para o filme monocamada de PANI, Figura 04.

A literatura tem descrito alguns trabalhos mostrando que nanoparticulas de
metalicas, tais como as AuNPs sdo capazes de melhorar a condutividade de filmes
(JANOVAK e DEKANY, 2010; YU et al., 2011), o que tem alavancado o interesse do
emprego desses materiais como camada ativa durante a construcdo de sensores
eletroquimicos (COMPTON et al., 2008; CHU et al., 2015). Adicionalmente, AuNPs
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sdo capazes ainda de melhorar as interacdes da camada de reconhecimento do sensor
com o material biolégico a ser detectado (CHU et al., 2015; PUTZBACH e
RONKAINEN, 2013; LIN et al., 2009). Aliando essas propriedades das AuNPs a
carragenana como estabilizante, foi possivel obter filmes de PANI com condutividade e
estabilidade melhorada em pH neutro, os quais serdo discutidos na secdo 3.2.3. Para 0s

estudos a seguir foi selecionado o filme LbL preparado na sequéncia PANI/carr-AuNPs.

3.2.2. Efeito do nimero de bicamadas na densidade de corrente do filme

Na Figura 05 é mostrada a correlacdo entre o nimero de bicamadas e a
densidade de corrente registrada para o filme de PANI/carr-AuNPs. Neste estudo, foi
observado um aumento da densidade de corrente em funcdo do numero de bicamadas
até a 42 bicamada adsorvida, e sem deslocamentos de potenciais tanto para o processo
anodico quanto o catddico. No entanto, para o filme contendo 5 bicamadas, a corrente
medida para o processo de reducdo foi menor do que aquela observada para o filme com
4 bicamadas. Além disso, também foi observado um deslocamento deste processo de
0,04 V para 0,00 V vs Ag/AgCl. Tanto a diminui¢do da corrente quanto o deslocamento
observado podem estar relacionados com o aumento do grau de empacotamento do
filme. Ou seja, ha a possibilidade de que apds a quarta bicamada seja dificultada a
transferéncia dos elétrons das camadas mais externas do filme até a superficie do
eletrodo, refletindo assim nos menores valores de corrente observados. O
comportamento mostrado na Figura 05 corrobora com o estudo feito com filmes de
carragenana/PANI, isto é, do polimero condutor intercalado com o polissacarideo
utilizado na estabilizacdo das AuNPs aqui propostas (FARIAS et al., 2015). No referido
estudo os autores observaram que apds a quarta bicamada de carragenana/PANI houve
uma diminuicdo na densidade de corrente deste filme. Diante desses resultados, o filme
de 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs foi determinado como um sistema otimizado para

0s préximos estudos.

Figura 05. Voltamogramas ciclicos obtidos para o filme de PANI/carr-AuNPs com
diferentes numeros de bicamadas. Todos os filmes foram adsorvidos em EFAu e as
medidas realizadas em PBS 0,1 mol L™, pH 7,1, v=50 mV s™.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
3.2.3. Estabilidade eletroquimica de filmes de PANI/carr-AuNPs

Na Figura 06A é mostrado o estudo de estabilidade eletroquimica do filme LbL

contendo 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs. Para efeito de comparacdo tambem foram
produzidos filmes contendo 4 bicamadas de PANI/PANI, Figura 06B. E possivel
observar a diferenca de estabilidade desses filmes, uma vez que o filme de PANI/carr-
AUNPs mostrou uma perda de apenas 12% de sua corrente apds 30 varreduras
sucessivas, enquanto que o filme de PANI/PANI apresenta perda de 31%, ap6s as
mesmas 30 varreduras. Este resultado, nos permite afirmar que as carr-AuNPs
conjugadas na estrutura bicamada promovem um aumento da estabilidade da PANI em
quase 3 vezes. Este efeito certamente pode ser atribuido ao fato da carragenana ter sido
empregada como estabilizante das AuNPs, uma vez que ja foi demonstrado pelo nosso
grupo que este mesmo biopolimero atua como uma espécie de antioxidante para a PANI
(FARIAS et al., 2015).
Figura 06. Estudo da estabilidade eletroquimica para os filmes com: A) 4 bicamadas de
PANI/carr-AuNPs e B) PANI/PANI. A estabilidade foi calculada de acordo com
método proposto na literatura (FARIAS et al., 2015). Todas as medidas foram
realizadas em PBS 0,1 mol L™, pH 7,1, v=50 mV s™.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

3.2.4. Influéncia do pH eletrolitico no perfil eletroquimico e condutividade dos filmes
de PANI/carr-AuNPs

A atividade eletroquimica da PANI é governada pela neutralidade de cargas, ou
seja, a incorporacdo de cargas positivas (protons) e negativas (anions) na matriz do
polimero quando seu estado de oxidacdo ¢ modificado (KANG et al., 1998). Dessa
forma um aumento nos valores de pH do eletrélito faz com que ocorra o processo de
desprotonagcdo da PANI, e consequentemente a redugdo de sua condutividade,
apresentado assim baixa ou nenhuma condutividade em pH acima de 6,0 (SILVA et al.,
2009; KANG et al., 1998; HUANG et al., 1986).
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A Figura 07 mostra os voltamogramas ciclicos, registrados em PBS de diferentes
pHs, para um filme de PANI/carr-AuNPs, contendo 4 bicamadas.

Figura 07. Voltamogramas ciclicos registrados para um filme contendo 4 bicamadas de
PANI/carr-AuNPs adsorvidas em EFAu. Todas as medidas foram realizadas em PBS
0,1 mol L sob diferentes pHs, v=50 mV s™.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

A presenca das carr-AuNPs na estrutura do filme LbL, manteve o perfil
eletroquimico caracteristico da PANI nos diferentes pH investigados, mostrando o
mesmo comportamento observado em estudos anteriores (TEIXEIRA et al., 2015;
SILVA et al., 2009), Figura 07. Em pH préximo de 1,0 a PANI exibe dois pares redox
bem descritos na literatura (MATTOSO, 1996). Durante a varredura anddica observa-se

a oxidacdo do sal de leucoesmeraldina (SLE) para sal esmeraldina (SE) em Eox €, de
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SE para base pernigranilina (BPG) em Eox. J& na varredura catodica € possivel
observar a reducdo de BPG para SE (Ereq1) € de SE para SLE (Egred2). Acima de pH 3,0
devido a menor disponibilidade de ions H”, os pares redox se sobrepdem em um (nico
par, favorecendo a oxidacdo direta de leucoesmeraldina a pernigranilina e a sua
respectiva reducao (ZHANG et al., 2010).

Apesar das carr-AuNPs ndo modificarem o perfil de resposta eletroquimica do
polimero condutor, a condutividade do filme contendo 4 bicamadas de PANI/carr-
AUNPs apresentou uma melhoria consideravel em pH neutro (pH =7,1), Figura 07,
quando comparado a outros estudos com filmes a base de PANI (TEIXEIRA et al.,
2015). As carr-AuNPs além de melhorarem a estabilidade eletroquimica do polimero
condutor, desempenham também um papel importante na condutividade do material em
pH neutro, favorecendo assim a aplicacdo deste filme como sensor ou biossensor

eletroquimico para a deteccdo de analitos de interesse bioldgico.

3.2.5. Estudo do mecanismo eletroquimico do filme de PANI/carr-AuNPs

A literatura relata que a resposta eletroquimica de filmes de PANI é governada
principalmente por adsorgdo (FARIAS et al., 2015; KELLY et al., 2007; PRUNEAN et
al., 1999). Entretanto, quando a PANI encontra-se intercalada com outros materiais ou
mesmo dependendo do eletrolito suporte, tém-se observado mecanismos eletroquimicos
controlados essencialmente por difusdo (ARSLAN e HUR, 2012; JO et al., 2014; ZHU
et al., 2013). Neste sentido, buscou-se avaliar qual 0 mecanismo predominante no filme
contendo 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs em eletrolito de PBS 0,1 M.

Na Figura 08A € possivel observar o estudo da influéncia da velocidade de
varredura de potencial na resposta de corrente do filme 4 bicamadas de PANI/carr-
AuNPs. Ja na Figura 08B observa-se uma dependéncia linear entre a corrente de pico
anodico e catodico do filme pela velocidade de varredura, confirmando que o
mecanismo eletroquimico que governa a resposta do filme é puramente adsortivo (XIE
et al., 2008). Estes resultados indicam ainda que o filme de PANI/carr-AuNPs esta
fortemente aderido a superficie do EFAu (BARD e FAULKNER, 2001).

Figura 08. A) Influéncia da velocidade de varredura do potencial na corrente de pico
anodico e catodico de um filme contendo 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs. B) mostra
uma correlacéo linear entre a corrente de pico e a velocidade de varredura empregada.

Todos os voltamogramas foram registrados em PBS, pH 7,1.
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(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

3.3. Caracterizacdo morfolégica por AFM dos filmes LbL de PANI/carr-AuNPs

A Figura 09 mostra imagens representativas da morfologia do substrato EFAu
limpo (Figuras 09A e 09B) e modificado com um filme contendo 4 bicamadas de
PANI/carr-AuNPs (Figuras 09C e 09D). Para o substrato limpo, observou-se uma
morfologia granular com grdos variando entre 20 e 60 nm e vales semelhantes a
ranhuras, com profundidade média de 23 nm, os quais podem estar atribuidos as
propriedades fisicas intrinsecas da folha de acetato (MOHAMMAD et al., 2011). Ja
para o EFAu modificado com o filme contendo 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs néo

observou-se mais esses vales devido a um total recobrimento da superficie deste
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eletrodo. Além disso, a morfologia observada mostrou-se granular, com grdos muito
maiores, de tamanhos variando entre 115 e 220 nm, os quais podem ser atribuidos as
nanoparticulas distribuidas por todo o filme. Os grdos acima de 120 nm aparecem
provavelmente devido a agregacdo das nanoparticulas quando é adsorvida camada sobre
camada de Carr-AuNPs durante o preparo do filme.

A nanorugosidade média para o EFAu e EFAu modificado com o filme
PANI/carr-AuNPs, Figura 10, foi estimada em 10,2 + 1,8 e 17,1+ 1,4, respectivamente.
A rugosidade encontrada para 0 EFAu foi semelhante a calculada para folhas de acetado
e outras membranas poliméricas (MOHAMMAD et al., 2011). J& o aumento observado
na rugosidade quando este eletrodo foi modificado com o filme de PANI/carr-AuNPs
pode estar atribuido a presenca das carr-AuNPs e as areas de menor altura entre essas
particulas. O aumento da rugosidade promovida pelas nanoparticulas promove um
acréscimo da area superficial do eletrodo contribuindo para 0 aumento do nimero de
sitios ativos na superficie do eletrodo, que por sua vez, pode acarretar em uma maior
adsorcdo de moléculas biologicas e facilitar reagcdes quimicas (ZHANG, 2015).

E importante mencionar que a rugosidade foi obtida a partir de imagens
digitalizadas em 4,0 x 4,0 um, sendo que este parametro pode variar de acordo com a
area de digitalizacdo da amostra (EATON e WEST, 2010) e isso ja foi observado para
membranas poliméricas (MOHAMMAD et al., 2011).
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Figura 9. Imagens de AFM obtidas no modo de contato intermitente para 0 EFAu (A e
B) e EFAu modificado com um filme 4 bicamadas de PANI/carr-AuNPs (C e D). As
imagens da esquerda (A e C) sdo imagens de amplitude e as da direita (B e D) séo
imagens de tridimensionais de altura. Todas as imagens foram digitalizadas de uma area
de 4,0 x 4,0 pum.

P 7%

1pm

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
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Figura 10. Comparacéo entre a rugosidade media do eletrodo EFAu ndo modificado e
modificado com um filme de 4 bicamadas de PANI/carr-AuNs. * Diferenga
estatisticamente significativa de EFAu (P < 0,01).

20
18-
16-
141
121

Rugosidade média (nm)

EFAuU EFAu/PAni/carr-AuNPs

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).

3.4. Cinética de crescimento dos filmes de acompanhada por UV-Vis

A técnica de espectroscopia na regido do UV-Vis permite acompanhar o
crescimento de um filme LbL uma vez que € possivel relacionar a absorbancia que
ocorre no comprimento de onda caracteristico das moléculas absorvedoras presente no
filme com o nimero de bicamadas adsorvidas (SILVA et al., 2009; TEIXEIRA et al.,
2015). Assim, é possivel investigar a cinética e a uniformidade de crescimento do filme
em funcdo do numero de bicamadas do filme.

A Figura 11 mostra os espectros de UV-Vis obtidos a cada bicamada adsorvida
durante o preparo dos filmes de PANI/carr-AuNPs (Figura 11A) ou de carr-
AuNPs/PANI (Figura 11B). Em ambos os casos observou-se duas bandas de absorgéo
bem definidas e caracteristicas da PANI em 335 nm e 640 nm, atribuidas
respectivamente a transicdo m-m* dos aneis benzénicos e a transi¢cdo n-n* dos anéis
quindides presentes no polimero condutor (KAVITHA et al., 2012), Figura 11. Por a
banda em 640 apresentar-se mais definida, esta foi tomada como base para avaliacdo do

crescimento dos filmes.
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Na Figura 11C observa-se um crescimento linear para os filmes produzidos,

independentemente da sequéncia de adsor¢do empregada, o que permite ser afirmado

que o processo de adsorcdo dos filmes é autorregulado, ou seja, tem-se a mesma

quantidade de material adsorvida por etapa de deposicéo. Entretanto, vale ressaltar que

o filme de PANI/carr-AuNPs apresentou um indice de correlacdo (R) de 0,999,
enquanto que o filme de carr-AuNPs/PANI um R de 0,994, Figura 11C.

Figura 11. Cinética de crescimento dos filmes LbL de A) PANI/carr-AuNPs e B) carr-

AUNPs/PANI (n = 1-10). C) mostra uma relacdo linear entre a absorbancia em 650 nm e

0 numero de bicamadas adsorvidas.

Absorbancia (u. a)

>

4. CONCLUSOES

—1 Ndmero de bicamadas
2

0.30
0.25
<
E’., 0.20
<
S 015
«T *
2
2
-<O( 0.10
0.05
600 800 1000 400
Comprimento de onda (nm)
0.18
[0 Carr-AuNPs/PAni
£ 0.164 @ PAni/carr-AuNPs
S 0.144
[{e)
g 0.12
© 0.10-
2
©
S 0.081
c
«O
2 0.061
(o]
a2 2
£ 0.041 R*=0.994
0 2 4 6 8 10

NUmero de bicamadas (n)

(Fonte: dados obtidos nesta pesquisa).
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Filmes LbL a base de PANI e carr-AuNPs foram obtidos sobre EFAu preparados

como alternativa de baixo custo a outros eletrodos comumente utilizados. As

nanoparticulas pioneiras de carr-AuNPs apresentaram tamanho médio de 120 nm e

93



mostraram-se bastante estaveis durante o periodo investigado de 90 dias. Quando
intercaladas com a PANI, as carr-AuNPs melhoraram consideravelmente a resposta
eletroquimica do polimero condutor em meio fisiolégico (PBS 0,1 mol L™ pH 7,1). A
sequéncia de adsorcdo PANI/carr-AuNPs estabelecida durante o preparo dos filmes
mostrou-se a mais adequada, sendo que quatro bicamadas desse filme exibiu sua
méaxima condutividade em meio fisioldgico e, apresentaram-se trés vezes mais estaveis
que filmes com quatro bicamadas de PANI/PANI. O estabilizante empregado na sintese
das nanoparticulas e a sequéncia de deposicdo adotada desempenharam funcéo
importante na atividade e estabilidade eletroquimica desses filmes. A cinética de
crescimento dos filmes mostrou comportamento de sistemas autorregulados, para ambas
sequencias estudadas PANI/carr-AuNPs e carr-AuNPs/PANI. As andlises por AFM
mostraram que as nanoparticulas apresentaram-se homogeneamente distribuidas por
toda a superficie do filme sendo responsaveis pelo aumento da rugosidade do EFAu
modificado com o filme de PANI/carr-AuNP comparado ao EFAu ndo modificado.
Esse aumento na rugosidade pode vir a facilitar interacGes quimicas entre o filme e o
analito durante etapas de sensoriamento. O novo filme aqui proposto mostra-se
promissor para aplicacdes em biossensores de amostras bioldgicas, devido a melhoria
na resposta eletroquimica e estabilidade da PANI em meio fisioldgico, tudo isso
promovido pela presenca das carr-AuNPs e a sequencia de deposi¢éo adotada.
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