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RESUMO

A nanoescala trouxe uma enorme revolugdo para a quimica de materiais, e segue
sendo pioneira em obter propriedades e funcionalidades tnicas, com uma miriade de
aplicacdoes. Uma classe especial de materiais, os materiais estimulo responsivos, ou
inteligentes, se destacam devido as suas caracteristicas unicas e grande aplicabilidade,
principalmente em areas da nanomedicina como a entrega controlada de farmacos e
tratamentos modernos para o cancer. Uma grande parcela desses materiais
nanoestruturados ¢ produzida em suspensdes coloidais, e suas sinteses envolvem os
diversos desafios da quimica coloidal, principalmente em termos de estabilidade. Sendo
assim, esse trabalho se debrucou sobre a sintese coloidal de nanoestruturas com
funcionalidades estimulo responsivas, tendo como base os polimeros condutores para
garantir essa propriedade. Ao longo do trabalho, foram sintetizados dois nanomateriais.
O primeiro material desenvolvido foi uma nanocapsula composta por nicleo de dleo de
linhaca e parede de polimero condutor, sendo empregados tanto o polipirrol como o
PEDOT. A sintese foi baseada na polimerizagao interfacial, utilizando a goticula de dleo
de uma emulsdo 6leo/agua de aproximadamente 200 nm como molde para a formagao da
parede polimérica. Foi possivel obter uma sintese reprodutivel e explicitar o papel das
principais substancias envolvidas — o surfactante e o agente oxidante — para os dois
polimeros estudados. Além disso, foi possivel verificar o carater estimulo responsivo do
sistema, e elucidar como se da a resposta da parede de polimero condutor frente a dois
estimulos distintos, quimico (solu¢io de ions Fe?’/Fe**) e eletroquimico (potencial
elétrico: +0,3V para oxidagdo e -0,5V para reducdo). As nanocapsulas foram abertas
frente a redugdo da parede polimérica nos dois casos. O segundo material desenvolvido
foi uma nanoestrutura core-shell com nicleo de nanoparticulas de ouro e parede de
polipirrol. Foi proposta uma metodologia de recobrimento baseada na técnica de Layer-
by-Layer, que foi reprodutivel para trés morfologias distintas do nucleo de ouro —
nanoesferas, nanobastdes e nanoparticulas quirais. A partir da interagao eletrostatica entre
o ligante de superficie da nanoparticula e o surfactante SDBS que auxilia na
polimerizacdo, foi possivel ancorar as moléculas de mondmero na superficie da
nanoparticula, garantindo uma polimerizacdo rapida e localizada, para recobrir as
nanoparticulas individualmente. Determinou-se a necessidade de uma quantidade minima
de agente oxidante (200 pL de solu¢do 0,1 mol L' de FeCls) para formar a parede
polimérica e evitar a agregagdo. Através das nanoparticulas quirais também foi possivel
observar que a metodologia de sintese empregada forma uma camada polimérica que
replica a forma da nanoparticula do ntcleo, pois apds o recobrimento com a camada de
polimero condutor as nanoparticulas quirais mantiveram a quiralidade. Estudou-se
também a estimulo responsividade da camada de polimero frente a mudangas de seu
estado de oxidagdo, utilizando como estimulo a mudanga de pH. Estudos de SERS
permitiram confirmar a mudanca de estado redox do polimero frente as mudancas de pH
realizadas. Observou-se que frente a oxidacdo do polimero condutor (pH1) ha uma
propagacao do LSPR originado na nanoparticula metalica para a camada de polimero,
resultando em um deslocamento da banda plasmdnica para o vermelho. Esse fenomeno ¢
reversivel, e observou-se um deslocamento para o azul frente a reducdo (pH13) e perda
da condutividade do polimero condutor. Com isso, esse trabalho buscou contribuir para
melhorar a eficiéncia da sintese de sistemas nanoestruturados via rotas coloidais, e
elucidar os mecanismos de estimulo responsividade dos mesmos.

Palavras-Chave: Nanomateriais, nanocapsulas, nanoestruturas core-shell,
materiais avangados, materiais estimulo responsivos, materiais inteligentes.



ABSTRACT

The nanoscale brought a huge revolution to the field of material chemistry and
continues to be a pioneer in obtaining unique properties and functionalities, with a myriad
of applications. A special class of materials, the stimuli-responsive or intelligent
materials, stand out due to their unique characteristics and wide applicability, mainly in
areas of nanomedicine such as the controlled delivery of drugs and modern treatments for
cancer. A large portion of these nanostructured materials is produced via colloidal
systems, and the synthesis of these materials involves the various challenges of colloidal
chemistry, mainly in terms of the stability of particles in suspension. Therefore, this work
focused on the colloidal synthesis of nanostructures with stimulus-responsive
functionalities, using conducting polymers to guarantee this property. Throughout the
work, the syntheses of two nanomaterials are developed. The first developed material was
a nanocapsule composed of a linseed oil core and a conducting polymer shell, using both
polypyrrole and PEDOT. The synthesis was based on interfacial polymerization, using
the oil droplet of an oil/water emulsion with approximately 200nm as a template for the
formation of the polymeric shell. It was possible to obtain a reproducible synthesis and
explain the role of the main substances involved — the surfactant and the oxidizing agent
— for the two studied polymers. In addition, it was possible to verify the stimulus-
responsive character of the system, and to elucidate how the conductive polymer wall
responds to two different stimuli, chemical (Fe’"/Fe*" ion solution) and electrochemical
(electrical potential, +0,3V for oxidation and -0,5V or reduction). The second material
developed was a core-shell nanostructure with a gold nanoparticles core and a polypyrrole
shell. A coating methodology based on the Layer-by-Layer technique was proposed,
which was reproducible for three different morphologies of the gold core — nanospheres,
nanorods and chiral nanoparticles. From the electrostatic interaction between the
nanoparticle surface binder and the SDBS surfactant that aids in polymerization, it was
possible to anchor the monomer molecules on the surface of the nanoparticle, ensuring a
fast and localized polymerization, to coat the nanoparticles individually. A minimum
amount of oxidizing agent (200 uL of 0,1 mol L' FeCl; solution) was necessary to form
the polymeric shell and prevent aggregation. Through the chiral nanoparticles, it was also
possible to observe that the synthesis methodology employed forms a polymeric layer
that replicates the shape of the nanoparticle of the nucleus, since after the coating with
the conductive polymer layer, the chiral nanoparticles maintained their chirality. The
stimuli responsiveness of the polymer layer to changes in its oxidation state was also
studied, using the change in pH as a stimulus. SERS studies confirmed the change of
redox state of the polymer in face of the pH changes performed. It was observed that
when the conducting polymer was oxidized (pH1), there was a propagation of the LSPR
originated in the metallic nanoparticle to the polymer layer, resulting in a redshift of the
plasmonic band. This phenomenon is reversible, and a blueshift was observed after the
reduction (pH13) and loss of conductivity of the conducting polymer. This work sought
to contribute to improving the efficiency of the synthesis of nanostructured systems via
colloidal routes, and to elucidate the mechanisms that generate their stimuli-
responsiveness. It is expected that this work will contribute to a more effective use of
these nanostructures.

Keywords: Nanomaterials, nanocapsules, core-shell nanostructures, advanced
materials, stimulus-responsive materials, smart materials.
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A-B) FeCl; 0,01 mol L', nomeadas PPy-Fe001 C-D) FeCl; 0,025 mol L', nomeadas
PPy-Fe0025 E-F) FeCls 0,05 mol L', nomeadas PPy-Fe005. ...........cccocooveerererenenennnen. 71



Figura 21: Imagens de TEM das céapsulas PPy-Fe005, onde ¢ possivel observar uma
diferenca de contraste entre o nucleo e a parede da capsula. A) Magnificagao de 8000X;
B) Magnificagdo de 10000X; C-D) Magnificacao de 15000X, com medidas de tamanho
das paredes €M 4 PONLOS. ....ccueeruiierierieeiieeiie et esee et eteeeteeseeesteeseessreeseesnseenseessneenseens 72
Figura 22: Curvas de distribuicdo de tamanho obtidas por DLS e graficos de correlacio
obtidos para A-B) PPy-APS01; C-D) PPy-APS02; E-F) PPy-Fe001; G-H) PPy-Fe0025;
[-J) PPY-FEOOS ...ttt ettt ettt et eseebeentesneennea 74
Figura 23: Distribui¢do de tamanhos comparativa, obtida por analise de DLS para as
capsulas A) Sintetizadas com persulfato de amdnio (APS) e B) Sintetizadas com cloreto
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Figura 24: A) Medidas de absorcao de diferentes concentracdes de oleo de linhaga em
hexano. B) Curva de calibragao de 6leo de linhaca em hexano, com dados de absorbancia
€I 2ZOOMIML. ..ottt ettt et ettt e et e bt s bt e st e sabeees 76
Figura 25: Absorbancia normalizada por grama de cépsula para A) PPy-Fe001 apos 1
semana em hexano; B) PPy-Fe001 apds 2 semanas em hexano; C) PPy-Fe0025 apos 1
semana em hexano; D) PPy-Fe0025 apos 2 semanas em hexano; E) PPy-Fe005 apos 1
semana em hexano; F) PPy-Fe005 apds 2 semanas em hexano. .........c.cccceeeveeerveeennennn. 77
Figura 26: Sintese de capsulas de PEDOT utilizando emulsdo formada com SDBS como
surfactante. Os aglomerados escuros mostram o polimero precipitado totalmente na fase
oleosa devido a sua insolubilidade em &gua. A) Magnificagdo de 4000X e B)
Magnificacao de SO00X ... ...ceoiiiiiiieeiiie ettt e et e et e et e e e reeesaeeessseeeenneeenneas 78
Figura 27: Estudo da formagdo e estabilidade da emulsdo de 6leo de linhaca em agua,
utilizando PSS como surfactante, através do acompanhamento do A) Diametro médio e
B) Polidispersao das goticulas de emulsdo durante os quinze ciclos de ultrassom, para
formacao da emulsdo (C1 a C15), e pelas 96 horas seguintes, para verificar a estabilidade
da emulsdo formada. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo entre trés medidas
consecutivas da mesma amostra. C) Curvas de DLS para os ciclos de formagdo da
emulsdo; D) Curvas de coeficiente de correlagao para os ciclos de formacao da emulsao;
E) Curvas de DLS para o estudo da estabilidade da emulsao; F) Curvas de coeficiente de
correlacdo para o estudo da estabilidade da emulsao. ..........cceecvvevieiiiiinieniiieiecieee 79
Figura 28: Imagem de TEM e respectiva distribui¢ao de tamanho das capsulas de PEDOT,

comparativa entre as analises de TEM e DLS, para as nanocapsulas feitas com A-B) FeClz



0,05 mol L', nomeadas PEDOT-PI-Fe005 C-D) FeCl; 0,075 mol L™}, nomeadas PEDOT-
PI-Fe0075 E-F) FeCl; 0,1 mol L*!, nomeadas PEDOT-PI-Fe0l...........ccccococeerrrimennnn... 81
Figura 29: A) Imagem de TEM e B) Respectiva distribuicdo de tamanho comparativa
entre as analises de TEM e DLS para as nanocépsulas de PEDOT sintetizadas pela rota
de polimerizagdo por precipitagdo, com FeCls 0,005 mol L', nomeadas PEDOT-PP-
FROOS. ettt ettt ettt ettt a et e et e b et e eneenes 82
Figura 30: Curvas de distribuicao de tamanho obtidas por DLS e graficos de correlagao
obtidos para A-B) PEDOT-PI-Fe005; C-D) PEDOT-PI-Fe0075; E-F) PEDOT-PI-Fe0l;
G-H) PEDOT-PP-FE005.......ccceeoiiiiiiiiiieeiteeeeetee ettt 84
Figura 31: Esquema teorico da liberagao controlada a partir das capsulas de polipirrol. A)
Ao adicionar uma solugdo contendo um agente redutor, o polipirrol reduz, incorpora um
cation e expande, permitindo a liberagdo do 6leo. B) O processo ¢ reversivel e, ao se
adicionar uma solugdo de agente oxidante, o polipirrol ¢ novamente oxidado e a capsula
se fecha, cessando a 1iberagao do OlC0. ......cccuviieviieiiiiicieccceeeeee e 85
Figura 32: Distribui¢do de diametros das nanocapsulas durante experimentos de liberagdo
controlada, realizados por DLS, adicionando-se os volumes indicados na legenda de
solucdao contendo: A) Apenas NaCl, o eletrdlito suporte; B) Solucao “Abre” contendo
apenas ions Fe**, sem NaCl; C) Solugio “Fecha” contendo apenas ions Fe**, sem NaCl;
D) Solucao “Abre”; E) Solugdo “Fecha”........cccooovviiioiiiieiiieeeeeeeeeee e 87
Figura 33: Tamanho médio das capsulas, medido por DLS, em funcao da quantidade de
solucdo contendo ions ferro, com as fungdes A) “Abre” e B) “Fecha” em trés
experimentos distintos. As barras de erro correspondem a trés medidas consecutivas de
DLS para cada ponto analisSado. .........ceeeuieriiiiiierieiiieeieeieee e 88
Figura 34: Imagens de TEM das nanocéapsulas de polipirrol A) apds a sintese; B) Apos a
adicdo de solugdo 1 mol L' de NaCl; C) Apés adigdo da solugio “Abre”; D) Apds adigio
da solugdo “Fecha”. Todas as capsulas passaram por processos de lavagem e purificacdo
antes do preparo dos grids de TEM. ........ccccuiiiiiiiiiiiiiiie et 89
Figura 35: Imagens topograficas de AFM (Height), campo de visdo de 10umx10pm em
cor negativa correspondentes a: A) cépsulas tratadas com solugdo “Abre”; B) capsulas
tratadas com SOIUGAD “FeChA”.......cc..cooiiiiiiiicie e e e 90
Figura 36: Imagens topograficas 2D de AFM (Peak Force Error), campo de visdo de
3,3umx3,3um correspondentes a: A) capsulas tratadas com solugao “Abre”; B) capsulas

tratadas com SOIUGAD “FeChA”.........c..cooiiiiiiiieiee e e 91



Figura 37: Analise da morfologia da parede das capsulas A tratadas com solucao “Abre”,
com paredes rugosas, com protuberancias de 10 a 30nm B) tratadas com solugdo “Fecha”,
COM PATEAES LISAS. c.uvieeuiiieeiiiectie ettt e et e e e et e e s e e e sbeeesbeeessseeesaseeennseeenneas 91
Figura 38: Imagens de AFM utilizadas para medi¢ao do tamanho das capsulas. Na parte
superior estio destacadas A) Area utilizada para medigdo das capsulas abertas B) Area
utilizada para medi¢cdo das capsulas fechadas. Na parte inferior estdo demarcadas com
uma linha branca C) Cépsula aberta esvaziada utilizada na medicao; D) Cépsula aberta
cheia utilizada na medi¢do; E) Céapsula fechada utilizada na medigao. ............cceennee. 92
Figura 39: Medidas de AFM de diametro (distancia horizontal) e altura (distancia vertical)
de céapsulas: A-B) Tratadas com solucao “Abre” com 6leo visivel ao redor da capsula; C-
D) Tratadas com solugao “Abre” sem 6leo visivel ao redor da capsula; E-F) Tratadas com
SOIUGAD “FCRA™ . ... e e 94
Figura 40: Cronoamperometria para as capsulas PPy-Fe005 imobilizadas em ITO tanto

para promover a reducdo da parede da capsula (RED), aplicando-se -0,5V; como para

promover a oxidacao da parede da capsula (OXI), aplicando-se +0,3V..........ccoeueneee. 95
Figura 41: SEM das capsulas imobilizadas em ITO apo6s a redugdo da parede (RED -0,5V)
em diferentes magnificagdes. A) 10000 X; B) 50000 X; C e D) 100000 X................... 96

Figura 42: SEM das capsulas imobilizadas em ITO apods a oxidacdo da parede (OXI

Figura 43:Esquema de nanoparticula core-shell multifuncional, com diversas op¢des de
modificagdo da superficie para diversas aplicagdes com enfoque em nanomedicina.
Fonte: Adaptado de Chatterjee et al., 2014 [82].....ccouieviieiieieciieieee e 100
Figura 44: Representagdo esquemadtica do fendmeno de ressonancia plasmoénica de
superficie localizada (LSPR) em nanoparticulas de ouro. Fonte: Adaptado de Cao et al.,
2014 [TO0T. weeueeeteeee ettt ettt ettt ettt et st et e et e s ae et e e st e s ae e b e entesseenbeeneenneenseeneenee 103
Figura 45: A) Mudanca de posi¢do da banda plasmonica de nanoparticulas de ouro com
o aumento do didmetro. Fonte: Bastus, N. et al. 2014 [98]; B) Mudanca de posicao da
banda plasmonica de nanoestruturas de ouro devido a uma mudanca em sua morfologia,
com crescimento de sementes esféricas para nanobastdes. Fonte: Sdnchez-Iglesias et al.,
2017 [0 et ettt ettt et nh et 103
Figura 46: Diferentes modos de ressondncia plasmonica de superficie em nanoestruturas
nao esféricas, como os nanobastdes, mostrando A) a oscilagdo transversal dos elétrons;

B) a oscilagdo longitudinal dos elétrons. Fonte: Adaptado de Cao et al., 2014 [100]. 104



Figura 47: Esquema da propagag¢do do LSPR para uma camada de polimero condutor
oxidado (condutor). A oxidagao do polimero o leva ao seu estado condutor, o que resulta
em uma propagacdo do plasmon para a camada polimérica, observavel como um
deslocamento para o vermelho da banda plasmodnica. A reducido do polimero resulta na
diminui¢do da condutividade e essa propagacdo deixa de acontecer, observavel como um

deslocamento para o azul. Fonte: Adaptado a partir do proposto por Jung et al., 2018 [96].

Figura 48: Esquema de deslocamento para o vermelho do LSPR apds a redugdo do
polimero condutor, devido & uma mudancga do indice de refragdo, proposto para PAni. O
aumento do indice de refracdo do meio circundante a nanoparticula resulta em um
deslocamento para o vermelho da banda plasmoénica. Fonte: Adaptado a partir do
proposto por Jeon et al., 2016 [90]. ..ccueieeieiiiiiieiee e 106
Figura 49: Esquema ilustrativo das transigdes energéticas envolvidas em medidas
espectroscopicas. Fonte: Adaptado de Atkins et al., 2010 [116]......ccceeeveevrierrrennennen. 111
Figura 50: Espectros Raman de um filme de PPy/NaClOg, obtidos in situ em solugdo
aquosa de NaClO4 0,1 mol L™, analisados em faixa de potencial de -0,8 a 0,8 V. Laser de
excitagdo a 632,8 nm e tempo de acumulagiio de 60 s, em regido entre 875 ¢ 1100 cm™.
Fonte: Extraido de Santos et al., 2007 [121]. ccuvieioiiieiiieeeieeeeeee e 114
Figura 51: Esquemas simplificados do procedimento experimental utilizado para formar
a camada de polipirrol nas trés nanoestruturas de ouro avaliadas. A) Nanoparticulas de
ouro esféricas (AuNPs) de 40nm, cujo procedimento envolve 4 etapas, trés de LbL e uma
de formacdo do polimero; B) Nanobastdes de ouro pentagémeos (PTWNRs), cujo
procedimento envolve 3 etapas, duas de LbL e uma de formagdo do polimero; C)
Nanoparticulas de ouro quirais (ChNPs), cujo procedimento envolve 3 etapas, duas de
LbL e uma de formagao do pOlIMETr0. .........ccecveeerieiiiiieeieeeee et 121
Figura 52: A) Evolugdo colorimétrica da sintese das nanoparticulas de ouro, com B)
Banda plasmonica (LSPR) medida ap6s a sintese e C) Analise de TEM das nanoparticulas
APOS @ STNLESC. c.vveeeirieeiiieeiieeeiteeeiteeetee et eeestteeeateeeteeeebeeesnaeeesnseeeanseeennseeensseeennseeennns 125
Figura 53: Sintese da camada de PPy em AuNPs estabilizadas por citrato A) sem
modificagio alguma do meio; B) E solu¢do 2 mmol L' de CTAC; C) Em solugio 2mmol
L e SDBS....eiiiiieicie ettt 126
Figura 54: A) Esquema do processo de modificagao superficial das AuNPs por LbL e da

formagdo da camada de PPy. A nanoparticula apos a sintese ¢ adicionada a solucao de



CTAC, lavada e redispersa em solucdo de SDBS, e lavada novamente. Adiciona-se a
concentragdo de pirrol desejada e por fim uma aliquota de solugao de FeCls 0,01 mol L
!. B) Mudangas de didmetro médio das nanoparticulas ao longo de cada uma das etapas
de modifica¢do, medidas por DLS; C) Mudancas de potencial Zeta ao longo de cada uma
das etapas de modificacdo; D) Andlise de UV-Vis ao longo de cada uma das etapas de
MOAITICAGAO. ..viiiiieiiiie e et e et e e e et e e e ettt e e e e eeateeeeeetseeeeeasaeeaaans 127
Figura 55: UV-Vis e Potencial Zeta das AuNPs recobertas com PPy utilizando diferentes
volumes de solucdo de FeCls 0,01 mol L!. A-B) 50 puL; C-D) 100 puL; E-F) 200 pL, a
unica na qual o Potencial Zeta ¢ superior a +30mV ap0s a sintese, e ndo se observa sinais
de agregacdo na banda plasmodnica, que apenas sofre um desvio para o vermelho e
aumento de INtEeNSIAAE. ......c.eeiiiiiiiiiiiiee e 128
Figura 56: UV-Vis e Potencial Zeta das AuNPs recobertas com PPy utilizando diferentes
concentragdes de mondémero A-B) 50 umol L!; C-D) 100 umol L!; E-F) 200 pmol L.
Em todas as concentragdes de pirrol o comportamento ¢ similar, com o Potencial Zeta
superior a +30mV apos a sintese ¢ a banda plasmonica sofre 0 mesmo deslocamento para
o vermelho com aumento de intensidade. .........ccccoooiiiiiiiiiiiine e 130
Figura 57: Anélise de DLS e TEM para as AuNPs recobertas com PPy usando diferente
concentragdes monoméricas (AuNPs@PPy), e uma andlise comparativa dos tamanhos
finais das nanoparticulas. A-B-C) 50 umol L!'; D-E-F) 100 pmol L!; G-H-I) 200 umol
L ettt 131
Figura 58: Segunda etapa de crescimento realizada nas AuNPs. A) Esquema
demonstrando as etapas de crescimento. Para a formag¢ao da primeira camada, segue-se o
procedimento descrito anteriormente, com [Py] = 200 umol L e adi¢do de 200 pL de
solugdo de FeCls 0,01 mol L. Aguarda-se os 10 minutos, e entio se adiciona uma
segunda aliquota de 200uL FeCls 0,01 mol L™, mantendo-a em contato com as AuNPs
por aproximadamente 12 horas. B) Andlise de UV-Vis de cada etapa do processo; C e D)
Imagens de TEM das nanoparticulas apds a segunda etapa de crescimento; e E) Analise
comparativa da distribui¢ao de tamanhos das AuNPs por TEM e DLS apos as duas etapas
A€ CIESCIMENEO. ...ttt ettt et e e st e e eeaees 134
Figura 59: A) Deslocamento Raman das AuNPs recobertas com 2 camadas de PPy em 3
pHs: pH7, logo apos a sintese, pH1, apos tratamento com HCIL, e pH 13 apos tratamento
com NaOH. Laser de 633 nm, 50% de poténcia, tempo de exposi¢do de 10s, e 3

acumulacdes. B) Imagem de TEM das AuNPs antes das mudancas de pH. C) Mecanismo



de protonacdo do PPy sob diminui¢do do pH, adaptado de Pei et al., 1991 [45]. D)
Mecanismo de desprotonagao do PPy sob aumento do pH, adaptado de Pei et al., 1991
(A5 ] ettt ettt ettt et n e e teeneeeneeneenneeneentes 135
Figura 60: A) Variacao na posi¢ao do LSPR das AuNPs@PPy com a mudanga de pH. B)
Imagem de TEM das nanoparticulas apds 4 alteracdes de pH do meio, mostrando
agregacao e perda da camada de polimero. C) Posicdo do maximo de absorbancia do
LSPR em mudancas consecutivas do pH na mesma amostra. D) Varia¢do do Potencial
Zeta em mudangas consecutivas de PH. ........cooieviiiiiiiiiiiee e 137
Figura 61: A) Esquema do processo de modificagao superficial dos PTWNRs por LbL e
da formacao da camada de PPy. O nanobastao recoberto por CTAB ¢ lavado, redisperso
em solucdo de SDBS, e lavado novamente. Adiciona-se a concentragdo de pirrol de
200umol L' e por fim uma aliquota de solugdo de 200uL de FeCls 0,01 mol L. B)
Mudangas de potencial Zeta ao longo de cada uma das etapas de modificagao; C) Anélise
de UV-Vis antes e depois do recobrimento com PPy; D, E) Imagens de TEM dos
PTWNRS recobertos COm PPy ......ccoioiiiiiiiee e 139
Figura 62: Analise de tamanhos para os nanobastdes antes e depois do recobrimento com
PPy. Comprimento A) antes ¢ B) depois da camada de PPy; Largura C) antes e D) depois
da camada de PPy; Razdo Comprimento/Largura — Aspect Ratio — E) antes e F) depois da
camada de PPy; Espessura da camada final de PPy no G) comprimento e H) largura dos
NANODASTOES. ...ttt ettt ettt ettt et e st et e s at e et e sat e e bt e sbte et e e she e e beenneeenteeneeenee 141
Figura 63: Segunda etapa de crescimento realizada nos PTWNRs. A) Esquema
demonstrando as etapas de crescimento. Para a formacdo da primeira camada, seguiu-se
o procedimento descrito anteriormente, com [Py] = 200 pmol L e adi¢do de 200 pL de
solucdo de FeCls 0,01 mol L. Aguardou-se 2 horas, e entdo se adiciona uma segunda
aliquota de 200uL FeCls 0,01 mol L™, mantendo-a em contato com as AuNPs por mais 2
horas. B) Andlise de UV-Vis de cada etapa do processo; C e D) Imagens de TEM das
nanoparticulas apos a segunda etapa de Crescimento. ..........ccceeeveerierieerienieenieenneenn 142
Figura 64: A) Deslocamento Raman das PTWNRs@PPy recobertas com 1 camada de
PPy em 3 pHs: pH7, logo apos a sintese, pH1, apos tratamento com HCI, e pH 13 apds
tratamento com NaOH. Laser de 785 nm, 100% de poténcia, tempo de exposi¢ao de 10s,
e 1 acumulagdo. B) Imagem de TEM dos PTWNRs@PPy antes das mudangas de pH. C)
Mecanismo de protonagdao do PPy sob diminui¢ao do pH, adaptado de Pei, et al., 1991



[45]. D) Mecanismo de desprotonagdo do PPy sob aumento do pH, adaptado de Pei, et
Y I L I SRS 144
Figura 65: A) Esquema mostrando as mudancas nas posi¢oes de maximo das bandas de
deslocamento Raman para a regido ‘OXI’, em vermelho, atribuidas ao polimero oxidado,
e para a regido ‘RED’, em azul, atribuidas ao polimero reduzido, durante as mudangas de
pH; B) Mudangas na posi¢cdo de maximo das bandas OXI durante os estudos de pH; C)
Mudangas na posicdo de maximo das bandas RED durante os estudos de pH; D)
Intensidade relativa das bandas OXI (vermelho), e RED (azul) em diferentes pHs; E) Grau
de oxidagdo, obtido a partir da relag@o entre a drea do PPy oxidado e o total de picos de
componentes nesta regido, para a regiao ‘OXI’(vermelho) e ‘RED’ (azul)................. 147
Figura 66: Alteragao da posi¢ao do LSPR de acordo com variagdes do pH do meio. A)
Mudanga de posicdo do plasmon entre os PTWNRs logo apods a sintese (908nm), em
pH13 com o PPy em seu estado ndo condutor (882nm), e em pH1, com o PPy em seu
estado condutor (911nm); B) Morfologia dos PTWNRs apo6s a sintese com duas etapas
de crescimento; C) Morfologia dos PTWNRs apo6s 21 ciclos de alteracdo do pH; D)
Posicao do méaximo de absorbancia do LSPR a cada alteragcdo de pH realizada.......... 148
Figura 67: Resultados obtidos por Jung et al.,2018 [96], ao analisar a variacao da posi¢ao
do LSPR com a mudanga de condutividade do PPy. A) Espectros de extingdo UV-vis-
NIR para as nanoestruturas em seu estado ‘dopado’ ou condutor, em vermelho, e em seu
estado ‘desdopado’ ou nao condutor, em azul. As ilustragdes no painel direito descrevem
a extensao de ressonancia plasmoénica de superficie sob dopagem/desdopagem do
segmento PPy proposta pelos autores. B) Medi¢do de reversibilidade da posi¢cdo de
maximo do LSPR para as nanoestruturas de Au-PPy a medida que o pH da solu¢do foi
AIETAO. ..ottt 149
Figura 68: Recobrimento de nanobastdes de ouro de diferentes tamanhos com duas
camadas de PPy, mostrando respectivamente a extingdo apds o processo de LbL
(PTWNRs) e apos a segunda etapa de crescimento (PTWNRs@PPy), e respectiva
imagem de TEM apds o crescimento. A) PTWNRS com Amsx em 687 nm antes do
recobrimento, € Amsx €m 732 nm ap0s o recobrimento; B) Respectiva imagem de TEM;
C) PTWNRS com Amix em 800 nm antes do recobrimento, € Amax em 915 nm apds o
recobrimento; D) Respectiva imagem de TEM; E) PTWNRS com Amsx em 925 nm antes

do recobrimento, € Amax em 1025 nm apds o recobrimento; F) Respectiva imagem de



Figura 69: Mudancas no espectro UV-Vis para os PTWNRs@PPy, com diferentes
tamanhos e posigdes de Amax com a variagao do pH. A) PTWNR com Amax em 727nm apos
a sintese, com mudancga para 714nm em pH 13 e para 738nm em pH1; B) PTWNR com
Amix €em 913nm apoés a sintese, com mudanga para 886nm em pH 13 e para 914nm em
pH1 C) PTWNR com Amax em 1023nm apds a sintese, com mudanga para 989nm em pH
13 epara 1026nm em PHIL.....oooiiiiiiiiiiiee e 153
Figura 70: Mudancas consecutivas de pH para os trés tamanhos de PTWNRs analisados,
e respectivas variagdes na posicdo de absor¢do maxima do LSPR. A) PTWNR com Amsx
em torno de 700nm; B) PTWNR com Amisx em torno de 800nm e C) PTWNR com Amax
€M tO1NO0 A€ GOONIML. ..c.uviiiiiiiiiiiie et st 154
Figura 71: Alteracdo gradual do pH do meio, mostrando mudancas intermediarias na
posicao de maximo de absorbancia do LSPR, com A) os espectros completos e B) Detalhe
dos espectros normalizados mostrando a alteracdo gradual; C) Relacdo entre a variacao
da posicdo do maximo de absorbancia e o pH do meio, com comportamento linear; e D)
Esquema te6rico mostrando que o aumento gradual do pH leva a mudanga de estado redox
do polimero condutor do estado oxidado (em vermelho) para o estado reduzido (em azul)
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Figura 72: A) Esquema do processo de modificacdo superficial das ChNPs por LbL e da
formagdo da camada de PPy. A nanoparticula quiral recoberta por CTAC ¢ lavada,
redispersa em solugdo de SDBS, e lavada novamente. Adiciona-se a concentragdo de
pirrol de 200umol L' e por fim uma aliquota de solugio de 200uL de FeCl; 0,01 mol L-
!. B) Mudangas de potencial Zeta ao longo de cada uma das etapas de modificacio; C)
Analise de UV-Vis ao longo de cada uma das etapas de modificacdo. D, E) Imagens de
TEM das ChNPs recobertas com PPy. ........coocuivviiiiiiiiiiiceeeee e 157
Figura 73: Anélise de tamanhos para as nanoparticulas quirais (ChNPs) antes e depois do
recobrimento com PPy. Comprimento A) antes e B) depois da camada de PPy; Largura
C) antes e D) depois da camada de PPy; Espessura da camada final de PPy no E)
comprimento e F) largura das nanoparticulas...........cccceeeeveeriiiieniiieinieeeiie e 159
Figura 74: Andlise de dicroismo circular (CD) para as nanoparticulas quirais antes e
depois do recobrimento com a camada de PPy. .........cccoeovieiiiiiiiiiiiie 160
Figura 75: Segunda etapa de crescimento realizada nas ChNPs. A) Esquema
demonstrando as etapas de crescimento. Para a formagao da primeira camada, seguiu-se

o procedimento descrito anteriormente, com [Py] = 200 umol L' e adi¢do de 200 uL de



solucdo de FeCl3 0,01 mol L. Aguardou-se 2 horas, ¢ se adicionou uma segunda aliquota
de 200uL FeCl; 0,01 mol L™, mantendo-a em contato com as AuNPs por mais 2 horas;
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INTRODUCAO GERAL

A quimica coloidal esta presente na historia desde o desenvolvimento da arte de
fazer vidro na Roma Antiga, como nos mostra o copo de Licurgo. O famoso copo ¢
dicroico, e se apresenta num tom esverdeado de jade quando iluminado diretamente, mas
se transforma em um tom rubi quando a luz ¢ transmitida pelo vidro, propriedade que foi
atribuida nos anos 1960 a presenca de ouro coloidal disperso no vidro [1]. Seis décadas
depois, esse ouro coloidal ja é amplamente estudado e conhecido por sua alcunha mais
atual de nanoparticulas de ouro.

O avango na compreensao de sistemas coloidais entre a fabricagdo do copo de
Licurgo em 400 D.C e o século XXI ¢ quase imensurdvel, mas a ciéncia ainda tem um
longo caminho para trilhar antes de compreender os coloides por completo,
principalmente com o surgimento da nanotecnologia e suas ramificacdes. Os sistemas na
escala nano ja mostraram que ndo sdo apenas resultado do entusiasmo da comunidade
cientifica, e fincaram raizes na mente dos pesquisadores e dos leigos como materiais do
futuro.

Hoje, os nanomateriais estdo por toda parte. A quimica e a fisica foram as areas
de estudo que primeiro se encantaram com a escala nano, € mostraram como esses
materiais podem ser fantasticos. Mas a medicina também teve um grande avango com o
uso de nanoparticulas, sejam elas metalicas, inorganicas ou poliméricas, que sao aplicadas
desde o diagnostico, passando pelo monitoramento, triagem, prevengao e alcangando a
cura de doengas. O tratamento do cancer ¢ uma das areas onde as nanoestruturas sao
amplamente aplicadas, principalmente devido ao seu tamanho reduzido, a capacidade de
carregar varios medicamentos, e a possibilidade de identificar corretamente o local a ser
feita a entrega do medicamento — uma entrega direcionada e controlada [2].

Atualmente, ja existem medicamentos disponiveis no mercado baseados em
nanotecnologia para o tratamento do cancer, como ¢ o caso do Doxil® (doxorrubicina
lipossomal), que encapsula o medicamento em um lipossoma, e ¢ aplicado no sarcoma de
Kaposi, cancer de ovario e mieloma multiplo [2]. As aplica¢des sdo tantas, e tdo
promissoras, que se estima que o mercado global de nanoestruturas chegue a mais de
USS$125 bilhdes até 2024 [3], com algumas estimativas alcangando os USS200 bilhdes
[4].

Mas as raizes da nanotecnologia ja foram além e alcancaram os bidlogos, com
aplicacdes em botanica, ondem também podem atuar na liberagdo controlada de

30



herbicidas, fertilizantes, nanopesticidas ou genes, que visam organelas celulares
especificas na planta para liberar seu contetdo, até a microbiologia, onde se pode tanto
produzir nanoparticulas a partir de microorganismos|5], como utilizar nanoparticulas para
matar microorganismos [6].

Atualmente até mesmo a engenharia ja se beneficia com a escala nano, seja
reforgando materiais de constru¢do, utilizando por exemplo os nanotubos de carbono [7];
ou através de catalisadores nanométricos, como € o caso de diversos 6xidos metalicos
nanométricos empregados na catalise heterogénea na produgdo de biodiesel [8]; ou até
mesmo na industria de papel, com as crescentes aplicagdes da nanocelulose [9].

Isso mostra que a nanotecnologia do século XXI ¢ amplamente multidisciplinar.
Mas a sintese, caracterizagcdo e aplicacdo de uma vasta gama desses nanomateriais tem
como alicerce os principios e fundamentos da quimica coloidal. Surgiu entdo a
denominacdo “nanocoloides” para tratar da ampla 4rea onde a nanotecnologia e a quimica
dos coloides se sobrepde, desde os coloides ‘duros’, como nanoparticulas inorganicas,
bem como coloides ‘moles’, como nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas. O termo
‘nanocoloides’ se refere a particulas cujas dimensoes estdo usualmente abaixo de 1pum
(escala nano) em uma de suas dimensdes, € se encontram dispersas em um fluido, como
resultado de forgas de repulsdo que impedem uma separagdo de fase macroscopica (e.g.
sedimentacdo) durante um periodo de tempo nao desprezivel e “atil” [10].

Quando associada aos nanocoloides, uma outra classe de materiais pode oferecer
ainda mais avangos tecnologicos: os materiais inteligentes, ou estimulo responsivos.
Esses materiais englobam uma ampla classe de estruturas capazes de identificar um
estimulo externo e atuar em resposta a esse estimulo sem estarem acoplados a uma fonte
de energia. Esses materiais ‘inteligentes’ podem utilizar a energia fornecida por um
estimulo disponivel no ambiente para realizar uma agao correspondente [11].

De modo geral, um sistema inteligente artificial baseado em materiais estimulo
responsivos ¢ impulsionado por um estimulo externo, que o fornece energia e promove
alguma modifica¢do no material. Com o fornecimento de energia, o material ou conjunto
de materiais realiza fungdes de processamento analitico, para atuar em seguida, através
de diversos tipos de fungdes regulamentares internas a serem executadas de acordo.
Dentre essas fungdes pode-se citar a auto regulagdo, para manter condi¢cdes dentro dos

sistemas nos niveis desejados, ou a automontagem/desmontagem e auto-organizagao para
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reorganizar componentes em um sistema, ou a auto recuperagdo, para reparar danos
externos [11].

Em suma, as possibilidades desses sistemas sao fantasticas, mas sua complexidade
¢ igualmente gigantesca. As dificuldades se encontram em trés principais campos. O
primeiro ¢ o desenvolvimento de novos materiais individuais, com novas propriedades
estimulo responsivas, que precisam ser devidamente caracterizados e suas funcdes e
mecanismos elucidados. O segundo € a combinagdo de materiais, resultando em distintas
fungdes e abrindo um mar de possibilidades. O estudo de materiais compositos e seu
comportamento sinérgico ¢ de extrema importancia como etapa intermediaria no
desenvolvimento de sistemas inteligentes. Por fim, temos ainda o desafio da montagem
de um sistema complexo para executar fungdes igualmente complexas. Para efetivamente
construir e aplicar um sistema inteligente, ¢ necessaria a colaboracao de diversas areas do
conhecimento, dada a sua intrinseca multidisciplinariedade.

Uma classe de materiais que apresenta caracteristicas estimulo responsivas ja
exploradas em diversos tipos de aplicacdo sdo os polimeros condutores. Eles sdo materiais
unicos, que combinam propriedades elétricas, magnéticas e oticas dos metais com a
processabilidade dos materiais poliméricos. Devido as suas caracteristicas Unicas, esses
polimeros se estabeleceram nas ciéncias eletroquimicas, desde a sua descoberta em 1977
[12].

Com o advento da nanotecnologia, os polimeros condutores nanoestruturados
ganharam mais espaco, tanto através da melhora de sua performance em aplicacdes ja
existentes, como na fabricacdo de dispositivos de armazenamento de energia [13] ou
sensores [14]; ou através de seu uso em outros campos de pesquisa, previamente nao
exploradas como a constru¢do de musculos artificiais [15], liberacdo controlada de
farmacos [16], na area da saude; ou a detec¢dao de poluentes de preocupacao emergente
[17], e os processos fotoeletroquimicos de catalise, utilizado para tratamento de residuos
em matrizes complexas [18], na 4rea ambiental.

Em sua maioria, os sistemas nanoestruturados de polipirrol sdo sintetizados
eletroquimicamente, devido as diversas vantagens que esse método apresenta em relacao
a sintese quimica, dentre as quais se pode ressaltar o maior controle dos pardmetros de
sintese, que proporciona um facil ajuste das propriedades dos filmes poliméricos [19].

Por isso, a sintese quimica dos polimeros condutores geralmente ¢ relegada a produgao
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do polimero em grandes quantidades, e ainda tem um espaco muito mais restrito nas
aplicagdes mais avangadas, pois o controle dessa sintese nao ¢ facilmente alcancado.

Entretanto, em se tratando da formacao de nanoestruturas de polimeros condutores
com formas variadas (e.g. nanoparticulas, nanotubos ou nanocéapsulas) a sintese quimica
em meio coloidal pode apresentar novas vantagens, visto que permite a formacdo de
polimeros condutores sem a necessidade de aparelhagem eletroquimica, através do uso
de moldes (templates).

Apesar de existirem incontaveis técnicas para formacdo de nanoestruturas,
poliméricas ou inorganicas, as sinteses coloidais em dispersdes aquosas sao metodologias
simples e comparativamente seguras, por evitarem o uso de solventes organicos ou
reagentes com elevada toxicidade. Isso facilita o uso das estruturas formadas em
aplicacdes que exijam biocompatibilidade, como no campo da nanomedicina [20]. Rotas
sintéticas baseadas em micelas e emulsdes (soft templates) sdo uma das metodologias
mais empregadas para a formacdo de nanoestruturas poliméricas, por promoverem
simultaneamente a possibilidade de controle de tamanho das nanoestruturas durante a
sintese, bem como sua estabilidade em dispersao [21].

E evidente que, apesar de mais de 40 anos de desenvolvimento, os polimeros
condutores tém potencialidade para ampliar ainda mais seu horizonte de aplicacdes,
através da exploracdo cada vez maior de suas nanoestruturas. Parte desse potencial ja
comegou a ser explorado e nanofibras de polimeros condutores sao usadas como FETs
(field emission transistor) [22], nanoparticulas atuam como nanoenzimas [23] e
nanocapsulas promovem a liberagdo controlada de ativos [24-26].

Portanto, dentro desse contexto, esse trabalho se propde a estudar a sintese de
nanoestruturas baseadas em polimeros condutores, realizadas em meio coloidal, sendo
esse o objetivo central. Propde-se ainda utilizar a sintese quimica desses polimeros,
trabalhando para desenvolver estratégias que promovam o controle dos parametros de
sintese, e verificando a influéncia desses parametros nas morfologias dos nanomateriais
sintetizados. Com isso, pretende-se auxiliar na expansdo do campo de estudo dos
polimeros condutores, combinando-o com as ciéncias coloidais, para a constru¢ao de

nanomateriais estimulo responsivos.
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CAPITULO I: NANOCAPSULAS ESTIMULO RESPONSIVAS

I.1. Introducao

De forma geral, capsulas sao recipientes formados por uma parede e um nucleo.
A parede armazena uma determinada substancia de interesse, denominada de ativo, que
fica contida no interior do nicleo. Uma capsula tem dupla funcdo: ela deve armazenar o
ativo, protegendo-o da degradacao, e liberar esse ativo sob demanda ou em determinadas
condig¢des. Sendo assim, tanto o material de parede como o material de nucleo utilizados
na formacao de uma cépsula dependem da aplicacao desejada.

Dentre os materiais mais comuns para formagao da parede de uma capsula estao
os polimeros, tanto sintéticos como naturais. As capsulas poliméricas j4 encontram
inimeras aplicagdes, consolidadas nas indistrias cosmética e dermatoldgica, onde
suspensoes aquosas coloidais de capsulas aumentam a estabilidade de farmacos, retardam
e controlam sua liberagdo e aumentam sua adesividade na pele. As nanocépsulas podem
ser usadas para restringir a penetracao na pele de substancias como filtros UV ou para
fornecer ingredientes ativos, como a genisteina, a camadas profundas da pele [27].

A escolha do material de parede esta vinculada ao tipo de liberagdo que se deseja
empregar para o ativo encapsulado. Essa liberacdo pode ocorrer de diversas formas, sendo
a liberagao controlada uvma das mais interessantes estratégias. Na liberagdo controlada,
apoés a inser¢ao da capsula no meio onde sera aplicada, a liberagdo sé ocorre apds um
estimulo especifico proveniente do meio onde a capsula estd inserida (“7rigger”, do
inglés, “gatilho”) [28], como mostra a Figura 1.

Para se obter uma capsula estimulo responsiva, o material de parede deve ser
capaz de identificar e reagir a um estimulo do meio onde esta inserido. Ou seja, dentre os
diversos estimulos existentes em um determinado meio, o material de parede deve reagir
a um estimulo especifico, quando esse existir, e s6 entdo liberar o material do ntcleo. Os
polimeros condutores sdo materiais que apresentam esse carater estimulo responsivo, €

podem ser explorados para a constru¢ao de nanocapsulas estimulo responsivas.
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Figura 1: Curvas de concentragdo de um ativo ou farmaco no meio de liberagdo em funcéo do tempo para
os diferentes mecanismos de liberag@o a partir de uma capsula, incluindo liberagdo imediata, prolongada,
retardada e controlada. Fonte: Adaptado de Da Silva, 2018 [29].

A escolha do material de nticleo depende do ativo a ser encapsulado e pode ser de
carater aquoso, de natureza organica, como um 6leo, ou ainda um material inorganico,
como silica porosa [30]. Dentre os materiais utilizados para formar o ntcleo de uma
capsula, os Oleos vegetais apresentam diversas vantagens, como baixa toxicidade,
biocompatibilidade [31] e, muitas vezes, beneficios para o organismo, como ¢ o caso do
6leo de linhaga, o qual apresenta o 4cido a-linolénico, que ¢ um dos varios acidos graxos
poli-insaturados ®3 (6mega3) que ndo podem ser sintetizados por mamiferos [32], o que
o0 torna interessante para diversos tipos de aplicagdes bioldgicas.

Além disso, muitos oleos vegetais, como € também o caso do 6leo de linhaga, sdo
classificados como 6leos secantes, ou seja, quando em contato com o oxigénio, sofrem
uma auto oxidagdo e consequente reticulagdo e formacao de filme [33], caracteristica
interessante por exemplo, para aplicacdo em sistemas de auto reparagao [34].

Sendo assim, a formagao de nanocadpsulas compostas por um nucleo de 6leo de
linhaca e uma parede de polimero condutor com caracteristicas estimulo responsivas, tem
vasta aplicabilidade, podendo ser utilizada desde aditivos em sistemas de auto reparagao,
até a liberagdo controlada de farmacos no organismo. O desenvolvimento de uma sintese
reprodutivel e a verificacdo da estimulo-responsividade da parede de polimero sao duas
etapas importantes para viabilizar a aplicagdo dessas capsulas, e sera o tema de estudo do

primeiro capitulo dessa tese.
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I.2. Revisao Bibliografica

A sintese de nanocédpsulas estimulo responsivas ¢ um tema amplo e
multidisciplinar, dada a complexidade desses sistemas. O material de nticleo e de parede
da capsula devem ser cuidadosamente escolhidos visando uma possivel aplicacao, e existe
uma miriade de materiais disponiveis, cada um com um conjunto especifico de vantagens
e desvantagens. A seguir, serdo apresentados alguns desses materiais, bem como algumas
de suas principais caracteristicas e vantagens para o projeto desenvolvido.

Além disso, existem inumeras formas de sintetizar e caracterizar nanocéapsulas
poliméricas, ja estabelecidos na literatura, que também serdo brevemente abordados,
apontando-se as principais vantagens das metodologias e quais se adequam melhor ao

projeto proposto.

1.2.1. A versatilidade do 6leo de linhaga

Os dleos vegetais, de forma geral, apresentam diversas vantagens para a utilizagao
como material de nucleo de uma cépsula. A primeira €, naturalmente, a
biocompatibilidade da maior parte dos 6leos vegetais. Inimeros 6leos ja sao amplamente
utilizados pela industria farmacéutica, como excipientes de solubilizagdo. Alguns dos
6leos mais comuns em formula¢des farmacéuticas sao o 6leo de ricino, 6leo de milho,
6leo de semente de algodao, azeite de oliva, 6leo de amendoim, 6leo de hortela-pimenta,
oleo de gergelim, 6leo de soja, 6leo de soja hidrogenado, triglicerideos de cadeia média
de 6leo de coco, e 6leo de palma [35].

Muitos 6leos, como os o6leos essenciais, apresentam ainda a capacidade de
aumentar a penetragdo de ativos em aplicagdo topica (através da pele) e foram
incorporados em uma ampla gama de formulagdes farmacéuticas e cosméticas, incluindo
nanoemulsdes, microemulsoes, sistemas vesiculares e adesivos transdérmicos [36].

O o6leo de linhaca estd inserido nesses dois cendrios, apresentando tanto
biocompatibilidade geral, como a fun¢do de carreador em nanoemulsdes. O 6leo de
linhaca ¢ um triglicerideo (ou triacilglicerol) formado, majoritariamente, a partir de
acidos graxos insaturados, sendo que o 4cido de maior proporg¢ao apresenta trés ligacdes
duplas em sua cadeia (4cido linolénico), como apresentado na Figura 2.

O interesse do Oleo de linhaga em aplicagdes biologicas pode ir além de sua
biocompatibilidade, visto que ele contém o acido a-linolénico em sua estrutura (Figura

2), que € um dos varios acidos graxos poli-insaturados ®3 que ndo podem ser sintetizados
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por mamiferos [32]. Em um estudo realizado em ratos, o 6leo de linhaga apresentou
atividade antioxidante, anti-hiperglicémica e anti-hiperlipidémica, atribuida a presenca
do acido linolénico e seus produtos metabolicos. Observou-se uma diminui¢ao nos niveis
de glicose no sangue e hemoglobina glicada em doses mais altas, acdo sobre enzimas
antioxidantes nos tecidos cardiaco, hepatico e renal, bem como normalizou parametros
hematoldgicos e os niveis de eletrolitos nos ratos tratados [37].
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Figura 2: Representacao da estrutura quimica do 6leo de linhaga com as porcentagens aproximadas dos
radicais carboxilicos mais abundantes na composicao de sua estrutura— o acido oleico, o acido linoleico e
o0 acido linolénico. Fonte: Adaptado de Da Silva, 2018 [29].

O o6leo de linhaca ¢ ainda um o6leo secante, e essa propriedade secativa estd
diretamente relacionada com a presencga de insaturagdes nas cadeias dos acidos que o
compde, pois a ‘secagem’ do 6leo de linhaca ¢ um processo de reticulacdo que ocorre
pela auto oxidagdo do grupo metileno entre as duplas ligagdes, formando uma rede
tridimensional, como mostra o esquema simplificado da Figura 3 [38]

A auto oxidacao do 6leo de linhaca envolve a remog¢ao de um hidrogénio em um
grupo metileno entre duas ligagdes duplas na cadeia de acidos graxos poli-insaturados,
seguido da incorporacdo do oxigénio e recombinacdo de radicais, que promove a
reticulacdo. O mecanismo completo de secagem ¢ bastante complexo e depende da
presenga de possiveis catalisadores, temperatura entre outros fatores [38].

Essa secagem ou reticulagdo do o6leo de linhaga ainda torna possivel a sua
utilizagdo como agente de auto reparagdo, em sistemas inteligentes ou de auto reparagao
(self-healing). O conceito de auto reparagcdo se originou da observacdo de sistemas
biologicos, nos quais o processo de reparacdo de danos fisicos, como a ruptura de um
tecido, envolve um certo numero de etapas, realizadas em uma sequéncia pré-definida e

desencadeadas de forma automatica assim que o dano acontece [39].
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Figura 3: Representagdo simplificada da reacdo de reticulacdo ou ‘secagem’ do 6leo de linhaga através da
auto oxidagdo do grupo metileno entre as duplas ligacdes. Fonte: Adaptado e simplificado de Mallégol et
al., 2000 [38].

Ao se transpor os mecanismos pelos quais os organismos biologicos se reparam
para sistemas inorganicos, teve-se a origem dos sistemas autorreparaveis. Atualmente, o
conceito de auto reparacdo ja se expandiu para diversas areas, tendo grande relevancia
principalmente para os materiais poliméricos. Dentre os inumeros tipos de sistemas de
auto reparagdo, os baseados em capsulas poliméricas se destacam por sua simplicidade.
Neles, um agente de auto reparacao ¢ incorporado no interior de uma capsula, geralmente
na escala micro ou nanométrica, que ¢ adicionada, por exemplo a um revestimento
organico (tinta, verniz, etc.). A presenga do 6leo de linhaga como material de ntucleo de
uma capsula polimérica torna possivel a sua utilizacdo nesse tipo de aplicacao.

Uma das principais aplicacdes de sistemas auto reparaveis esta na construgdo de
revestimentos anticorrosivos inteligentes. Uma das limitagdes dos revestimentos
organicos como barreiras protetoras contra a corrosao ¢ o desgaste promovido por danos
mecanico e radiagdo ultravioleta. A utilizacdo de um agente de auto reparacdo como o
0leo de linhaca em tais revestimentos representa uma alternativa muito interessante para
aumentar sua durabilidade [40]. Além de ja ter sido utilizado tanto em sistemas de
prevenc¢do a corrosdo [41] como de autorregeneragdo [42], o 6leo de linhaca se destaca
por ser uma substancias de facil obtenc¢ao e baixo custo, ndo toxica e biodegradavel.

Dada a versatilidade do 6leo de linhaga, cle se caracteriza como uma substancia
de interesse para compor o nucleo da nanocéapsula, permitindo diversas aplicagdes para

as capsulas estudadas.
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1.2.2. A estimulo responsividade dos polimeros condutores

Os polimeros condutores t€m como caracteristica principal a presenga de ligagdes
duplas conjugadas em sua cadeia, como mostra a estrutura do polipirrol na Figura 4. Os
elétrons © das duplas ligagdes alternadas ganham ou perdem mobilidade frente a alteracao
do estado redox do polimero condutor, conferindo uma condutividade variavel a esses
materiais. Quando oxidados, cargas positivas sdo geradas na cadeia polimérica, dando
mobilidade aos elétrons m, e aumentando a condutividade do polimero. Quando reduzidos,
as cargas positivas sdo eliminadas, diminuindo a mobilidade dos elétrons = e,

consequentemente a condutividade do polimero [43,44].
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Figura 4: Estrutura quimica do polipirrol em diferentes estados de oxidagao, apresentando maior ou menor
quantidade de cargas positivas ao longo da cadeia polimérica, responsaveis pela deslocalizagdo dos elétrons
7w, ¢ pela condutividade desses polimeros, bem como anions ou cations intercalados na matriz para manter
a eletroneutralidade. Fonte: Adaptado de Pei et al., 1991 [45].

As estruturas quimicas dos principais polimeros condutores mais comuns estao
apresentadas no Quadro 1 a seguir e € possivel perceber a presenca das ligagcdes duplas
conjugadas em todos eles.

Os processos redox que ocorrem nos polimeros condutores sdo usualmente
acompanhados por trocas i0nicas, que tem por fun¢do manter a eletroneutralidade na
matriz polimérica. O fluxo de ions para dentro e para fora de um polimero condutor
ocasiona mudancgas de volume, resultando em uma expansao ou contragdo [44,46]. Essa
propriedade ¢ denominada de deformacdo eletroquimico-mecanica, e ¢ o principio por
traz da aplicagdo dos polimeros condutores na constru¢do de musculos artificiais, por
exemplo, como amplamente demonstrado pelos trabalhos de Otero et al. [15,47-49]. A
Figura 5 mostra, de maneira simplificada, os dois principais tipos de trocas idnicas que

ocorrem nos polimeros condutores frente a mudanga de seu estado de oxidagao.
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Quadro 1: Representacao das estruturas quimicas dos principais polimeros condutores.

Nome Abreviacio Estrutura linear
Poli(acetileno) PAc AN XX AN AN
Poli(p-fenileno) PPP O O O O

Poli(p-fenilenovinil) PPV Q Y% Q % Q
H H H
Poli(pirrol) PPy \N/ /N\ \N/ /N\ \N/
H H
H
N\ N
Poli(anilina) PAni Q @\ Q O\
SN N
Poli(tiofeno) PT @ (o @ [ @
Poli(furano) PF \O/ /o\ \O/ /o\ \O/
Poli(3,4-etileno-dioxi-
PEDOT
tiofeno)

Quando um polimero condutor atua como um trocador de anion, ele sofre

expansao quando oxidado (Figura 5 Estado A—B), e contragao quando reduzido (Figura

5 Estado B—A). Durante a oxidagao, cargas positivas sdo geradas na cadeia polimérica,

e anions do meio sdo incorporados para manter a neutralidade de cargas, gerando o

aumento de volume. Se o polimero for reduzido, as cargas positivas na cadeia

desaparecem, os anions sao expulsos, gerando a contracao de volume [48].

Quando um polimero condutor atua como um trocador de cation, seu

comportamento ¢ invertido, e ele sofre contracdo quando oxidado (Figura 5 Estado

C—D), e expansao quando reduzido (Figura 5 Estado D—C). Para que isso aconte¢a, um

anion volumoso deve ser incorporado a matriz polimérica durante a sintese, como o anion

DBS™[44,50], mostrado na Figura 5. Quando o polimero ¢ oxidado, suas cargas positivas
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sdo contrapostas por esse anion volumoso, que permanecera imovel na matriz polimérica
mesmo quando o polimero for reduzido, e as cargas positivas desaparecerem da matriz
polimérica. Assim, quando reduzido, havera um excesso de cargas negativas no polimero,

que sdo neutralizadas por um fluxo de cations, resultando na expansao observada [49].

@® Cations @® Anions

Figura 5: Diferentes trocas i0nicas que acontecem nos polimeros condutores, em func¢do de seu estado de
oxidagdo. Quando atua como trocador de anions, o polimero sofre uma expansio perante a oxidagdo devido
a incorporagdo de anions (A—B), e contracdo perante a redugdo do polimero (B—A). Quando atua como
trocador de cations o polimero apresenta anions volumosos imobilizados em sua estrutura, o que leva a uma
contragdo da cadeia polimérica frente a oxidagdo (C—D) e expansdo frente a reducdo (D—C) Fonte:
Adaptado de Alvarenga et al., 2020 [51].

As reacdes sofridas pelo polimero condutor em cada uma das etapas demonstradas

na Figura 5 estdo resumidas no Quadro 2 abaixo.

Quadro 2: Reagoes redox simplificadas que ocorrem nos polimeros condutores como trocadores de anions
e como trocadores de cations.

Estado polimérico Reacdo Redox

Trocador de anions

PPy° + nA~ = PPy™"t (A7), + ne” 1
(46.48] y Y (A n (1

Trocador de cations

PPy° (A7), (CH),, = PPy* (A7), +nCT +ne” | (2
[46.49] Y (A7 )n(CT)p Y (A )y (2)

As reagdes redox que ocorrem nos polimeros condutores podem ser consideradas
um comportamento estimulo responsivo. Isso porque a partir de um estimulo externo (e.g.
passagem de corrente elétrica), o polimero sofre uma alteracdo, a mudanca de seu estado

de oxidac¢ao, e isso gera automaticamente uma resposta (e.g. a mudanga da condutividade

41



da cadeia polimérica, ou a expansao ou contragdo associada ao fluxo de ions que mantem
a neutralidade de carga).

Essa estimulo-responsividade pode encontrar aplicagcdes em inimeras areas,
sendo uma das mais atuais a liberacdo controlada de firmacos a partir de filmes de
polimeros condutores. Explorando-se a deformagdo eletroquimico-mecanica desses
materiais, ja foram utilizadas diferentes estratégias para incorporar farmacos anidnicos e
cationicos em filmes de polimeros condutores e entdo libera-los de forma controlada,
através da mudanga de estado de oxidagdo do polimero [16]. A principal desvantagem
dessa metodologia ¢ a baixa incorporagdo de firmacos e a necessidade da presenca de
carga na molécula do fAirmaco para interagir com o polimero condutor. Essas limitagcdes
podem ser melhoradas através da substitui¢do da morfologia de filmes pela morfologia
de cépsulas.

Para ilustrar as possibilidades de funcionamento das cépsulas de polimeros
condutores, pode-se citar o trabalho de Vimalandan et al. [52], no qual a polianilina
(PAni), um polimero condutor, foi utilizada para formar a parede de uma capsula. Quando
a polianilina sofre uma reducao, ions potassio presentes na solucao sao intercalados na
matriz polimérica e o polimero expande, permitindo a liberagao do conteudo do nucleo.
Quando a PAni ¢ novamente oxidada, os ions potéassio sdo expelidos da matriz, que se

contrai, cessando a liberagdo e permitindo, nesse caso, multiplas liberacdes.

Redugédo e incorporagao do K*,
resultando em expansdo da
parede

Oxidagao e expulsio do K*,
resultando em contragdo da
parede

Figura 6: Ilustrag@o esquematica do mecanismo de liberagdo de um ativo a partir de uma capsula de PAni.
Durante a reducao, os cations sdo incorporados ao polimero, o que causa um aumento de volume e, portanto,
aumenta a permeabilidade para o ativo se difundir do solvente hidrofobico para o eletrolito. A oxidagdo
promove uma diminui¢do do volume e cessa a liberagdo. Fonte: Adaptado de Vimalandan et al., 2013 [52].
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Uma vez estabelecido que os polimeros condutores sao materiais de interesse para
a formacao de capsulas estimulo responsivas, € necessario determinar a melhor forma de
sintetiza-los para obter tal morfologia. Existem inimeras rotas de sintese reportadas na
literatura para formar os polimeros condutores. Dentre elas, as rotas eletroquimica e
quimica sdo duas das mais consolidadas.

A rota eletroquimica envolve a deposi¢ao de um filme polimérico em um substrato
condutor, através da aplicacdo de potencial ou corrente elétrica capaz de oxidar o
mondmero. Nesse tipo de sintese 0 mondmero estd disperso em solu¢dao, mas o polimero
sera formado apenas no substrato (eletrodo), onde ha potencial suficiente para oxidar os
monomeros. Isso pode ser feito através de diversas técnicas incluindo a deposi¢cao
potenciotastica  (potencial constante), galvanostatica (corrente constante) e
potenciodindmica (voltametria ciclica) [53]. De forma geral, a sintese eletroquimica
apresenta diversas vantagens, por ser simples e reprodutivel, e permitir a obtencdo de
filmes uniformes, com controle de espessura [19].

Entretanto, uma das limitacdes da sintese eletroquimica ¢ a obtencdo de
morfologias complexas. Apesar das inimeras vantagens, a sintese eletroquimica produz
pouca quantidade de material e estd limitada a sintese de filmes, e poucas outras
estruturas, como nanotubos [54], nanofios [55], ou nanofibras [56], todas produzidas
sobre a superficie de um eletrodo. Assim, para aplicacdes que exijam nanoestruturas
dispersas em meio aquoso, a sintese eletroquimica pode nao ser a mais vantajosa.

A rota quimica utiliza um agente oxidante para promover a oxidacdo do
mondmero, € o polimero ¢ produzido na propria solucdo, geralmente em maiores
quantidades, mas com condutividade inferior a dos polimeros obtidos
eletroquimicamente. A sintese quimica do polipirrol consiste na oxidacdo do monomero
com um oxidante quimico por um mecanismo de pseudo-policondensacao, no qual hé o

acoplamento entre radicais de cations, como mostra a Figura 7.
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Figura 7: Reacdo de polimeriza¢do quimica do pirrol: A) oxidagdo do mondmero pirrol por um agente
oxidante e B) formacdo dos dimeros e trimeros do pirrol através do acoplamento entre dois radicais de
cations. Fonte: Extraido de Kausaite-Minkstimiene et al., 2015 [53].

Esse mecanismo propde uma etapa de iniciag¢do (Figura 7 A), onde a oxidacao do
pirrol ocorre, resultando em radicais de cations quimicamente ativos do mondmero. Em
seguida ha a etapa de propagacdo (Figura 7 B) onde ocorre o acoplamento de dois
radicais, formando o bipirrol, que ¢ novamente oxidado e se acopla com outro segmento
oxidado. Re-oxidagdo, acoplamento e desprotonacdo continuam formando oligdmeros
soluveis até que, com o aumento da cadeia, o polimero se torna insolivel, mais denso que
a agua (p = 1,48 g cm™), e adquire a coloragdo preta [53].

Os agentes oxidantes mais utilizados sdo halogénios, sais de ferro, como FeCl3
[57], ou outros aceptores de elétrons que tenham compatibilidade com o sistema estudado,
sendo o persulfato de amonio ((NH4)2S203) [58] e o perdxido de hidrogénio (H202) [53]
também comumente apresentados na literatura para a sintese quimica.

Uma estratégia promissora para formagdo de polimeros condutores
nanoestruturados ¢ a sintese quimica associada ao uso de moldes (femplate), responsaveis
por atribuir a forma da nanoestrutura desejada. O método de molde rigido (hard template)
requer moldes solidos de materiais como policarbonato, poliéster e oxido de aluminio
anddico, enquanto as técnicas baseadas em moldes flexiveis (soft template) utilizam

emulsdes ou micelas para formar as nanoestruturas [59].

1.2.3. Metodologias de sintese de nanocapsulas

Existem diversos métodos de sintese de capsulas descritos na literatura e, em sua
maioria, a formacao de cépsulas na escala micro e nanométrica envolve uma sintese
coloidal, ou seja, em alguma etapa do processo haverd a formagdo de uma dispersdo

coloidal. Os quatro métodos mais comumente explorados sao a técnica de layer-by-layer,
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o método de coacervagdo, a separacdo de fase e a polimerizagdo interfacial [30].
Associada a cada uma dessas técnicas ¢ comum a utilizagdo uso de moldes (template)
para determinagdo da forma e tamanho final da cépsula, tanto de materiais rigidos (hard
template) como de materiais flexiveis (soft template).

O método de camada por camada (LbL — Layer-by-Layer) pode ser usado para
preparar uma variedade de capsulas. Nessa metodologia, particulas solidas, comumente
de 6xido de metal sdo dispersas em solu¢do aquosa, atuando como moldes (hard
template). De maneira gradual, polieletrolitos carregados negativa e positivamente sdo
depositados sobre essas particulas de forma alternada, formando camadas de polimeros
mantidas juntas por interagao eletrostatica.

Apos a conclusao da multicamadas, € necessario remover o femplate, geralmente
se empregando um acido, e deixando para tras cépsulas semipermeaveis ocas [30].
Também ¢ possivel a utilizagdo de condi¢cdes menos severas para a dissolugdo do
template, como mostra o trabalho de De Geest et al. [60], onde ¢ relatada a remogao do
nucleos de CaCO3 com etilenodiaminotetraacetato (EDTA).

O método de coacervagdo ¢ comum em materiais para aplicagcdes de alimentos e
fragrancias, onde a liberagao prolongada ou a entrega induzida pela temperatura ¢ um
objetivo. A coacervagdo complexa envolve a neutralizagdo de dois polimeros de carga
oposta em solucdo aquosa, formando uma parede de invélucro de polimero neutralizado
emaranhado. Comumente se utiliza uma emulsao como molde (soft template), onde a fase
oleosa contém um polimero e a fase aquosa contém um polimero de carga oposta. A
atragcdo de um polimero para outro resulta na formacao de coacervados, que migram para
a interface aquosa/organica, formando assim a parede da cépsula [30].

Outro método de preparagdo de capsulas ¢ a separacao de fase controlada de um
polimero dentro das goticulas de uma emulsao. Neste método, um polimero € dissolvido
em uma mistura de solventes contendo solventes volateis e ndo volateis. Gotas da solugdo
resultante sdo dispersas em um meio aquoso, estabilizado pela agitacdo continua e pelo
uso de surfactantes. A medida que o solvente volatil evapora, o polimero comega a
precipitar e migrar em dire¢do a interface organico/aquosa. Quando o solvente evapora
completamente, os polimeros coalescem para formar uma parede [30]. Variagdes dessa
metodologia podem ser encontradas, onde um polimero insoliivel em agua precipita em

torno de uma fase organica ao ser formado [61].
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Por fim, a polimerizagao interfacial, ou polimerizagdo em emulsdo, ¢ comumente
utilizada quando o nucleo da capsula ¢ formado por um 6leo e a parede ¢ formada por um
polimero. Esse método requer a formacao de uma emulsdo do 6leo a ser encapsulado em
agua, utilizando-se um surfactante apropriado. A goticula da emulsdo atua como molde
para formacao da parede, sendo por isso classificado como um método soft template.

Antes da formagao da emulsao, adiciona-se 0 mondmero do polimero desejado a
fase oleosa. A emulsdo ¢ formada, por agitacdo mecanica ou outro método que seja
conveniente, e adiciona-se um iniciador da reacdo de polimeriza¢do a fase aquosa. Dessa
forma, o contato entre o iniciador da polimerizagdo e 0 mondmero ocorrera na interface
Oleo/agua, resultando na formacao do polimero ao redor da fase 6leo, construindo a
parede da capsula [30,61].

Uma das variagdes desse método € a inversdo das fases, ou seja, a 4gua sendo a
fase dispersa e o 6leo o meio dispersante, geralmente quando se deseja que o meio interno
da capsula seja aquoso [62]. Nessa sintese, o tipo ¢ quantidade de surfactante utilizado
tem grande influéncia na morfologia final das cépsulas, como mostra o trabalho de Chu
et al. [63].

Dada a baixa solubilidade dos polimeros condutores em agua, € possivel empregar
tanto a metodologia de polimerizacdo interfacial, como a polimerizagao por precipitagao,

ilustradas de maneira simplificada na Figura 8 e na Figura 9, respectivamente.
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Figura 8: Metodologia de sintese de nanocapsulas via polimerizacdo interfacial. A) Preparo de uma
emulsdo, com o mondmero isolado na fase 6leo; B) Adicao do iniciador da reac¢do de polimerizagdo na fase
agua, ¢ encontro dos dois reagentes na interface 6leo agua, dando inicio a reacdo de polimerizagdo; C)
Repeticao das adi¢des de iniciador da polimerizagao até completa formagdo da parede da capsula.
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Figura 9: Metodologia de sintese de nanocapsulas via polimerizagdo por precipitacdo. A) Preparo de uma
emulsdo, com o mondmero disperso na fase agua; B) Adi¢do do iniciador da reacdo de polimerizagdo
também na fase agua, onde ocorre a polimerizacdo. Devido a baixa solubilidade do polimero formado, este
migra para a interface 6leo/agua, iniciando a formagao da parede. C) Repeticdo das adi¢des de iniciador da
polimerizagdo até completa formagdo da parede da capsula.

1.2.4. Liberacao estimulo responsiva

Além das inimeras formas ja descritas na literatura para formacao de capsulas,
existem ainda inimeros mecanismos de liberacdo dos ativos a partir de tais capsulas, bem
como diferentes estimulos utilizados para gerar o gatilho (zrigger) necessario para a
liberacao controlada. Os diferentes mecanismos de liberagao de ativos a partir do nucleo
das cépsulas sdo comumente classificados entre desmontagem quimica e desmontagem
fisica.

A desmontagem quimica envolve reagdes quimicas, € comumente a quebra de
ligagdes covalentes na parede da capsula, que resultem na liberagao do material de nucleo,
enquanto a desmontagem fisica ndo envolve reagdes quimicas, e estd relacionada a
fendmenos fisicos, como aumento de pressdo, mudanca de fase, entre outros [30].

Dentre os estimulos mais comuns para promover a liberacao controlada, pode-se
citar os seguintes estimulos: quimico, biologico, fotoinduzido, magnético, térmico e
eletroquimico [30].

O estimulo quimico envolve a quebra de uma ligacdo quimica que resulte na
desintegragdo ou quebra da parede polimérica, e muitas vezes pode ser iniciada por
alteragcdes no pH do meio. Ja o estimulo bioldgico requer essencialmente a interagdo com
biomoléculas, como a interagdo entre um peptideo e uma enzima. Vale ressaltar que
alguns estimulos quimicos, como a mudan¢a de pH frequentemente acontecem em
ambientes bioldgicos, mas o estimulo ¢ essencialmente quimico, ndo envolvendo
interacdes com biomoléculas [30].

O estimulo fotoinduzido envolve a utilizagdo de luz, seja no infravermelho, visivel

ou ultravioleta, para desencadear a liberagdo. Capsulas que absorvem radiacdo no

47



infravermelho, por exemplo, sdo de maior interesse nos sistemas bioldgicos devido a
baixa dispersdao da luz nos tecidos nesses comprimentos de onda [30]. O estimulo
magnético, por sua vez, pode ter diversas vantagens, ¢ geralmente inclui a utilizagdo de
nanoparticulas metélicas, como de Fe3O4 [64].

O estimulo térmico pode ser de dois tipos: Aumento direto ou indireto na
temperatura da capsula. O aumento direto da temperatura envolve os fenomenos de
mudanca de fase na parede, ou ebulicdo do material de nucleo, enquanto o aumento
indireto ¢ uma consequéncia de um outro estimulo que pode ser quimico, fotoinduzido,
magnético ou elétrico que resulta em um aumento ou diminuic¢do local da temperatura.
De maneira geral o estimulo térmico ¢ bastante comum, mas resulta na destruicdo total
da parede da capsula [30].

Por fim, o estimulo elétrico ou eletroquimico, pode envolver tanto a aplicagdo
direta de um campo elétrico, por exemplo, quanto a utilizagdo de uma corrente elétrica
para modificar a parede da capsula. Para isso, faz-se necessario que a parede da capsula
seja feita de um material condutor [30].

Tendo em vista a liberagdo a partir de capsulas preparadas com polimeros
condutores, tanto a liberagao quimica, via mudanca de pH ou utilizacdo de um agente
quimico para realizar a oxidagdo/redugdo da parede polimérica, bem como o estimulo

eletroquimico sdo interessantes € podem ser avaliados.

[.2.5. Técnicas de andlise
Nos itens a seguir foram detalhadas algumas das técnicas de analise utilizadas para

caracterizagdo das nanocapsulas, elucidando seus fundamentos.

1.2.5.1. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta

O controle do tamanho das particulas e da polidispersdo ¢ essencial para garantir
a viabilidade da aplicagdo das nanocépsulas. O espalhamento de luz dinamico (DLS —
Dinamic Light Scattering) ¢ um dos métodos mais comuns usados para determinar esses
parametros, dada sua rapidez e facilidade de analise, principalmente em equipamentos
modernos, dedicados a analise de nanoestruturas.

De forma simplificada, na analise de DLS um feixe de radiagdo incidente ¢
desviado de sua trajetoria pelas particulas coloidais presentes na amostra. A analise da

intensidade da radiacdo espalhada pela amostra em fun¢do do tempo em um angulo de
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espalhamento fixo, fornece uma visdo da estrutura da amostra, mais especificamente
sobre a difusdo das particulas na suspensao e, portanto, fornece o raio hidrodinamico (Run),
a distribui¢ao de tamanho médio e o indice de polidispersao da amostra (PDI) [27].

Quando em dispersdo, as particulas coloidais sdo constantemente ‘“atingidas”
pelas moléculas do solvente. Isso leva a um movimento aleatorio chamado movimento
browniano. A medida que a luz atinge essas particulas ¢ ¢ espalhada, o movimento
browniano confere uma aleatoriedade a fase da luz espalhada, e quando a luz espalhada
por duas ou mais particulas ¢ somada, havera uma interferéncia construtiva ou destrutiva
entre elas. Isso leva a flutuagdes dependentes do tempo na intensidade da luz espalhada.

Essas flutuacdes sao medidas e relacionadas a taxa de difusdo da particula no
solvente. Particulas menores se difundem mais rapidamente, causando flutuagdes mais
rapidas do que particulas maiores. Portanto, a flutuacdo na intensidade da luz contém
informagdes sobre a difusdo das moléculas e pode ser usada para extrair um coeficiente
de difusdo.

Isso ¢ feito através de um correlator, que mede o grau de semelhanga entre dois
sinais. Tal medida ¢ efetuada tomando-se valores para a intensidade I(t) da luz espalhada
em um instante de tempo t e a correspondente quantidade I(t+t) em um instante posterior
t+1. O correlador calcula a fung¢do de correlagdo da intensidade de luz espalhada entre
dois instantes de tempo, e o coeficiente de difusdo translacional Dy, ¢ obtido através da
fun¢ao de autocorrelacao.

A partir do coeficiente Dy, € possivel obter o raio hidrodinamico Ry, da particula a
partir da equagdo de Stokes-Einstein (Equacao (3)) [65]:

kT
Rn = 6mn D,

€)

A polidispersao ou dispersao de uma amostra (PDI — Polydispersion Index) ¢
usada para descrever o grau de ndo uniformidade de uma distribui¢do de tamanho de
particulas obtida em um experimento de DLS. Quanto mais proximo a zero, menos
polidispersa ¢ a amostra, ou seja, os tamanhos obtidos sdo mais proximos entre si. Para
uma amostra ser considerada monodispersa o PDI deve ser menor que 0,07, enquanto
valores superiores a 0,7 indicam que a amostra tem uma distribuicdo de tamanho de
particula muito ampla e provavelmente nao ¢ adequada para ser analisada por DLS [66].

Segundo a ISO 22412/2017, o PDI ¢ definido como uma medida adimensional da
amplitude da distribui¢do de tamanho, obtido dividindo-se o quadrado do desvio padrao

para cada distribui¢do de tamanho pelo quadrado do valor médio.
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Como toda técnica de andlise, o DLS apresenta algumas limitagdes. Uma delas
esta relacionada ao modelo matematico utilizado no equipamento, que considera a
amostra em analise sob a forma de uma esfera equivalente. Assim, particulas com
morfologias ndo-esféricas ndo sdo adequadas para a analise em DLS, bem como a
presenga de agregados pode aumentar muito os valores de Ry e PDI. Além disso, a
amostra deve ser suficientemente diluida para evitar a decoeréncia do feixe incidente e,
portanto, a imprecisao das informacdes obtidas sobre as particulas [27].

J& existem equipamentos de DLS baseados na teoria de espalhamento de luz
multipla para contornar a necessidade de dilui¢do. Isso ¢ vantajoso porque os fendomenos
de migracdo e agregacdo em funcao do tempo podem ser monitorados diretamente na
amostra, ¢ a perda da estabilidade coloidal pode ser determinada mais cedo do que
simplesmente por observagao a no olho nu [27].

O potencial Zeta ¢ muitas vezes referido como a carga superficial da particula,
embora em uma defini¢do mais precisa, o potencial Zeta é o potencial elétrico associado
ao plano de cisalhamento da dupla camada elétrica formada entre o meio de dispersao
(solvente) e a particula dispersa.

A dupla camada elétrica ¢ uma estrutura formada na superficie de um objeto
carregado quando exposto a um fluido, composta por duas camadas de carga paralelas ao
redor do objeto. A primeira camada, denominada camada de Stern, apresenta ions
fortemente adsorvidos no objeto devido a interagdes eletrostaticas. A segunda camada ¢
composta por ions atraidos para a carga superficial através da for¢ca de Coulomb, que se
movem no fluido sob a influéncia da atragdo elétrica e do movimento térmico, em vez de
serem firmemente ancorados e por isso ¢ chamada de "camada difusa" [67].

Como nao ¢ possivel medir diretamente o potencial da camada de Stern, mede-se
o potencial Zeta, que € o potencial no plano de cisalhamento, como ilustrado na Figura

10.
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Figura 10: Representacdo esquematica da dupla camada elétrica formada ao redor de uma particula
carregada e os correspondentes potenciais de superficie, de Stern e Zeta. Fonte: Adaptado de Shaw et al.,

1992 [67].

O potencial Zeta ¢ geralmente determinado por dispersao de luz eletroforética e
muitos equipamentos modernos de DLS incluem a analise de potencial Zeta, por ambas
serem fundamentais na andlise de dispersdes coloidais. De forma geral, para sistemas
coloidais, um potencial Zeta superior a 30 mV em modulo (positivo ou negativo) ¢
indicativo de estabilidade adequada do coloide devido a repulsdo de carga [27].

A estabilidade dos coloides ¢ regida pelo equilibrio entre forgas atrativas e
repulsivas. As forgas atrativas que levam a desestabiliza¢do das particulas coloidais sao
governadas principalmente pelas interagdes de van der Waals, de curto alcance, que
resultam da interacdo entre dipolos temporarios em algumas moléculas e dipolos
induzidos nas moléculas vizinhas.

Ja as forgas repulsivas em um sistema coloidal sdo principalmente governadas

pela repulsdo eletrostatica. A maioria das substancias adquire cargas elétricas na
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superficie quando entra em contato com um meio polar. Existem modelos tedricos para o
calculo dessas forgas repulsivas, baseados no tratamento classico iniciado por Gouy,

Chapman, Debye e Hiickel e posteriormente modificado por Stern e Grahame.

1.2.5.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

As propriedades de particulas individuais ndo podem ser determinadas com
precisdo por técnicas como o DLS, que caracteriza uma porcao significativa da populacdo
de particulas. No entanto, as propriedades de particulas individuais do sistema podem ser
acessadas por técnicas de microscopia eletronica de transmissao (TEM).

A microscopia eletronica ¢ uma das principais € mais importantes analises de
nanomateriais, pois a escala nano geralmente envolve materiais com dimensdes menores
que o comprimento de onda da luz visivel, o que limita o uso da microscopia Otica para
sua analise. Portanto, o uso de elétrons como fonte de iluminacdo foi fundamental para a
caracterizagdo de materiais em nanoescala.

O critério de Rayleigh afirma que a menor distancia que pode ser resolvida usando
a luz como fonte de iluminagao () ¢ dada aproximadamente por:

5= 0,611
 psinf

Onde A € o comprimento de onda da radiacao, p o indice de refragao do meio de

4)

visualizagdo e B o semi-angulo de coleta da lente de magnificagao.

Em termos praticos, isso significa que, quando uma amostra ¢ iluminada com luz
verde, que esta no meio do espectro visivel e tem um A de 550nm, a resolugdo ficaria
limitada a cerca de 300nm. Assim, para uma adequada caracterizacdo de nanomateriais,
€ necessaria uma radiagdo com menor comprimento de onda.

Em um microscopio eletronico, pode-se usar a equagao de Louis de Broglie para
mostrar que o comprimento de onda dos elétrons esté relacionado a sua energia, E (em

elétron-volts — eV).
1,22
A (5)
Se ignorarmos os efeitos relativisticos, pode-se calcular que para um elétron de
100 keV, A ~4 pm (0,004 nm), que ¢ muito menor que o didmetro de um atomo.
Os microscopios eletronicos apresentam limitagdes em sua construgdo, € a
resolucao teorica relacionada ao comprimento de onda do elétron nao pode ser alcancada,

porque lentes eletronicas "perfeitas" ndo podem ser construidas. No entanto, a resolugao
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dos microscopios eletronicos tem sido constantemente aprimorada e atualmente permite
uma analise muito completa de materiais em nanoescala [68].

O microscopio eletronico de transmissdo tem uma estrutura semelhante a do
microscopio oOtico, apesar das dimensdes dos equipamentos serem bem distintas. Um
esquema comparativo entre as duas técnicas ¢ apresentado na Figura 11. Em termos
simples, uma fonte de radiagcdo ¢ focalizada na amostra usando uma matriz de lentes. A
amostra, imobilizada em um porta amostras ¢ iluminada e a radiagdo que nao ¢ absorvida
pela amostra passa por diferentes conjuntos de lentes até ser detectada por um detector.
Esse ¢ um esquema simplificado, mas auxilia na compreensao da estrutura basica de um

microscopio eletronico.
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Figura 11: Estruturas Comparativas de um Microscopio Otico e um Microscopio Eletronico de Transmissdo
(TEM), com detalhe para a fonte de iluminag@o, porta amostra e detector. De forma analoga, a luz ou
elétrons sdao emitidos, focalizados através de lentes em um porta amostras, e a radiagdo que passa pela
amostra € processada pelo detector. Fonte: Adaptado e simplificado de Williams et al., 2009 [68].

O TEM permite andlises simples e cotidianas de nanoparticulas para verificar o
diametro e a morfologia, bem como permite verificar a formag¢ao de um involucro de

polimero como a parede de uma capsula. Permite ainda andlises mais complexas e
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detalhadas, obtidas, por exemplo, por meio de técnicas derivadas, como HRTEM (High
Resolution Transmission Eletron Microscopy), STEM (Scanning Transmission Electron
Microscopy), HAADF-TEM (High annular Dark Field Transmission Eletron
Microscopy).

[.2.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

A microscopia eletronica de varredura tem a mesma vantagem da técnica de TEM
para a analise em nanoescala por conta do uso de elétrons como fonte de iluminagao.
Entretanto, o principio de obtengdo de imagens € distinto e permite a obtenc¢ao de outros
tipos de informagdes sobre a amostra, geralmente se apresentado como uma técnica
complementar ao TEM.

Como na microscopia eletronica de transmissao (TEM), no SEM um feixe de
elétrons ¢ utilizado como fonte de radiacdo, e é focalizado na amostra usando uma matriz
de lentes. Porém, o feixe de elétrons ¢ concentrado em um Unico ponto, e utilizado para
varrer a amostra. Em cada ponto que o feixe de elétrons incide, uma intensidade de
elétrons emitidos ou espalhados pela amostra ¢ recolhida por um detector, € a imagem ¢

construida digitalmente com base na intensidade detectada em cada ponto da imagem.
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Processamento da intensidade de elétrons que chega ao detector
e construgdo artificial de imagem

Figura 12: Esquema de funcionamento de um microscoépio eletronico de varredura (SEM), com detector
lateral de elétrons secundarios (SE). Os elétrons sdo gerados pela fonte de iluminagao, focalizados no porta
amostra e o feixe se move através da amostra. Os elétrons secundarios, emitidos pela superficie da amostra,
sdo processados pelo detector em cada ponto escaneado e uma imagem ¢ formada digitalmente. Fonte:
Adaptado e simplificado de Williams et al., 2009 [68].
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A microscopia eletronica de varredura, mais especificamente através dos elétrons
secundarios (SE), permite a analise de superficies com um detalhamento que ndo ¢
possivel no TEM. Além disso técnicas de anélise composicional, como ¢ o caso do EDS
(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) permitem a identificagdo dos elementos
quimicos presentes em uma amostra. Entretanto, uma das principais limitagdes da analise
de microscopia eletronica esta para amostras nao condutoras (organicas e bioldgicas) que

podem ser danificadas pelo feixe de elétrons.

1.2.5.3. Microscopia de For¢a Atdmica (AFM)

O microscopio de forga atdmica (AFM) ¢ bastante diferente dos demais
microscopios, porque ndo forma uma imagem focando luz ou elétrons em uma superficie,
como um microscopio Optico ou eletronico. Um AFM mede as interagdes entre a
superficie da amostra e uma sonda afiada, construindo um mapa da altura da superficie
da amostra, conforme mostra o esquema da Figura 13 [69].

Isso ¢ feito através da movimentagdo de um cantiléver (sonda) pela amostra. A
esse cantiléver € acoplado um espelho, iluminado por um feixe de luz, geralmente um
laser. Esse espelho reflete o feixe em um fotodetector de quatro segmentos. Se uma sonda,
montada na parte frontal do cantiléver, interagir com a superficie, o caminho da luz
refletida mudara. A forca entre o cantiléver e a amostra ¢ entdo medida monitorando a
mudanca na luz detectada pelos quatro quadrantes do fotodetector [69].

Com isso, o resultado das medidas de AFM difere da imagem padrao de
microscopias convencionais, que geralmente sdo projecdes bidimensionais da superficie
de uma amostra. Essa imagem bidimensional ndo contém nenhuma informacao de altura,
portanto, com um microscopio tradicional, devemos inferir essas informagdes da imagem
ou girar a amostra para ver as alturas dos recursos, mas isso pode ser obtido facilmente
pela analise de AFM [69].

Os dados de um AFM devem ser tratados para formar uma imagem do tipo que
esperamos ver em um microscopio. Esse tratamento ¢ bastante simples e flexivel, pois a
partir dos dados de altura do AFM, ¢ possivel gerar imagens da amostra de qualquer
angulo com um software de andlise. Além disso, o AFM permite medir rapidamente a
altura, comprimento, largura ou volume de qualquer recurso na imagem de forma

relativamente simples.
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Portanto, isso configura o AFM como uma técnica complementar as microscopias
tradicionais, quando se tem interesse em informacdes tridimensionais de uma amostra,
principalmente sua altura.

Detector Fonte de
[luminag¢do

\ 7

O

1\

Figura 13: Esquema simplificado de funcionamento de um microscopio de for¢a atdmica. O cantiléver se
move pela amostra, com um espelho acoplado, que reflete a luz de uma fonte de iluminagao (laser) para um
detector. Com base na mudanga da posicdo do laser no detector um mapa da superficie da amostra ¢
formado. Fonte: Adaptado de Eaton et al., 2010 [69].
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L.3. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de nanoestruturas
estimulo responsivas baseadas em polimeros condutores, a partir da sintese coloidal.
Dentro do tema central, o primeiro capitulo tem como foco a Sintese de nanocapsulas
com parede de polimero condutor, utilizando o 6leo de linhaca como material de nucleo.

Como objetivos especificos, tem-se:

e Estabelecer uma metodologia de sintese reprodutivel e que garanta a
formagdo de capsulas em nanoescala;

e Avaliar a influéncia do agente oxidante na formagao da parede da capsula,
através do estudo de diferentes agentes oxidantes empregados em
diferentes concentragoes;

e Otimizar os pardmetros de sintese para diferentes polimeros condutores,
em especifico para o PPy e para o PEDOT;

e Avaliar o comportamento estimulo responsivo das céapsulas obtidas, e
quais diferentes estimulos podem ser utilizados na abertura das capsulas,
visando aplicagdes futuras em materiais inteligentes.

Com isso, pretende-se ampliar a compreensao das etapas envolvidas na sintese
coloidal de nanocapsulas de polimeros condutores, oferecendo uma metodologia que
possa ser realizada com facilidade, reprodutibilidade e permitindo a obtengdo de uma
parede estimulo responsiva, elucidando qual estimulo ¢ efetivo e como ele deve ser

utilizado.
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1.4. Materiais e Métodos

Os reagentes necessarios para a sintese das capsulas de polipirrol e PEDOT sao:
oleo de linhaga, dodecilbenzeno sulfonato de sédio (SDBS), poliestireno sulfonato (PSS)
Mw ~ 70.000 g mol!, 3.4-Etilenodioxitiofeno (EDOT), cloreto férrico tri-hidratado
(FeCl3-:3H20) e persulfato de amonio ((NH4)2S20s), obtidos da Sigma-Aldrich e sem
prévia purificagdo; Pirrol, obtido da Alfa Aesar, foi purificado por destilagdo, e
armazenado em refrigerador antes do uso. Agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ-cm a
25 °C) foi usada em todos os experimentos.

Nanocapsulas de polipirrol

Para a sintese das nanocéapsulas de polipirrol, foi empregada a metodologia de
polimerizagdo interfacial, onde o polimero ¢ formado na interface 6leo/agua da goticula
de uma emulsdo. Nessa metodologia, o monomero ¢ adicionado a fase 6leo, antes da
formagdo da emulsdo. A emulsdo ¢ formada, e em seguida um iniciador da reag¢do de
polimerizacdo ¢ adicionado a fase 4gua, e o contato entre os dois reagentes ocorre na
interface, onde o polimero se forma, como ilustrado na Figura 8.

A primeira etapa foi a formac¢ao de uma emulsdo 6leo/dgua. Para isso, 630 uL de
6leo de linhaga (3% V/V), 102 uL de pirrol (70mmol L), 146,4 mg de SDBS (20 mmol
L', superior 8 CMC de 6,6 mmol L' [70]), e 20,37 mL de 4gua ultrapura foram
adicionados a uma vidraria com alga como a ilustrada na Figura 14 e levados a um
sonicador de ponta Sonoplus®, modelo HD2200, frequéncia de 20 kHz, ponta de 13 mm

de diametro.
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Figura 14: A) Representacdo esquematica da vidraria utilizada e o posicionamento da sonda de ultrassom
para a formagdo da emulsdo; B) Foto obtida durante o experimento.

Foram realizados dez ciclos de 30 segundos de ultrassom para formacao da
emulsdo. Entre cada ciclo, a vidraria foi mergulhada em agua durante cinco minutos, para
evitar o aquecimento da emulsdo. A formagao e estabilidade da emulsao foram avaliadas
pelo acompanhamento do didmetro médio da goticula por DLS, durante os dez ciclos de
formagdo da emulsdo e pelas 96 horas seguintes, em equipamento Zetasizer Nano ZS,
Malvern Analitics®, equipado com laser He-Ne de 633 nm, e angulo de espalhamento de
173°.

Para analise em DLS, uma aliquota de 100 pL da emulsdo foi retirada e diluida a
2 mL, e entdo levada ao equipamento de DLS. A dilui¢do ¢ realizada para eliminar o
efeito da viscosidade e para reduzir o efeito de espalhamento multiplo [71], atentando-se
para obter uma atenuacgdo entre 8 e 10 durante as medidas, conforme sugerido por Leong
et al. [72]. Também se atentou para que diluigdes consecutivas fornecessem o mesmo
resultado.

Em seguida, a emulsdo foi transferida para um vial de 20 mL, sob agitagdo
magnética suave, € uma solucdo do iniciador da reacdo de polimerizacdo (agente
oxidante) foi adicionada. Para a sintese de capsulas de polipirrol foram testados dois
agentes oxidantes, em diferentes concentracdes, como mostrado na Tabela 1. A solugdo
de agente oxidante foi preparada imediatamente antes do inicio da reag¢ao para evitar o

envelhecimento da solugao.
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O agente oxidante foi adicionado em 10 etapas, com um intervalo de 10 minutos
entre cada adi¢do. Cada adi¢ao ¢ composta por aliquotas de 200 uL, resultando em 2mL
adicionados no total. Apos as adi¢cdes do agente oxidante as capsulas foram deixadas sob
agitacdo durante a noite, até¢ que seja observada a mudanca de coloragdo da dispersao, de

branco leitoso para cinza ou marrom escuro.

Tabela 1: Agentes oxidantes utilizados na sintese de capsulas de polipirrol e suas concentragdes.

Agente Oxidante Concentragio (mol L) Sigla da capsula
0,1 PPy-APSO1
Persulfato de amdnio
0,2 PPy-APS02
0,01 PPy-Fe001
Cloreto férrico (FeCls) 0,025 PPy-Fe0025
0,05 PPy-Fe005

Nanocdpsulas de PEDOT

Para a sintese das nanocapsulas de PEDOT, também foi empregada a metodologia
de polimerizagdo interfacial, semelhante a utilizada nas capsulas de polipirrol, seguindo
0 mesmo esquema simplificado mostrado na Figura 8.

A primeira etapa foi a formacao de uma emulsdo 6leo/dgua. Para isso, 630 uL de
6leo de linhaca (3% V/V), 157 uL de EDOT (70 mmol L), 500 mg de poliestireno
sulfonato (PSS) (equivalente a uma concentragdo molar aproximada de 3,6 10* mol L™,
superior a CMC de 1,4 10 mol L1 [73]), € 20,37 mL de 4gua ultrapura foram adicionados
a uma vidraria com al¢a e levados a um sonicador de ponta Sonoplus®, modelo HD2200,
frequéncia de 20kHz, ponta de 13mm de diametro, o0 mesmo mostrado na Figura 14.

Foram realizados 15 ciclos de 30 segundos para formacao da emulsdo. Entre cada
ciclo, a vidraria foi mergulhada em agua durante cinco minutos, para evitar o aquecimento
da emulsdo. A formacdo e estabilidade da emulsdo foram avaliadas pelo
acompanhamento do diametro médio da goticula, por DLS (Zetasizer Nano ZS, Malvern
Analitics), durante os quinze ciclos de formagdo da emulsdo e pelas 96 horas seguintes,
seguindo o mesmo procedimento da emulsdao de SDBS.

Em seguida, a emulsdo foi transferida para um vial de 20 mL, sob agitagdao
magnética suave, e uma solucao de agente oxidante foi adicionada em 10 etapas, com um

intervalo de 10 minutos entre cada adi¢do. Cada adicao ¢ composta por aliquotas de 200
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uL, resultando em 2 mL adicionados no total. As concentragdes do agente oxidante
utilizado (FeCls) estdao especificadas na Tabela 2.

Para a sintese de nanocapsulas de PEDOT um segundo tipo de polimerizagdo foi
testado, a polimerizag¢do por precipitagdo. Essa metodologia foi testada para o EDOT
devido a baixa solubilidade tanto do mondmero, como dos oligdmeros e do polimero em
si (A critério de comparagio, a solubilidade do EDOT em 4gua é de 2,1 g L™ [74],
enquanto a do pirrol ¢ 45 g L'1).

Para a polimerizagdo por precipitacdo, também se utilizou a goticula de uma
emulsdo como molde para a formacdo da parede da capsula, porém, tanto o0 mondmero
como o iniciador da polimerizacdo foram adicionados a fase agua, onde a reagdo ocorre
e o polimero se forma. Devido a insolubilidade do polimero e a afinidade tanto do
mondmero como do polimero pela fase oleosa [74], ele migra para a interface e se
deposita sobre a goticula de 6leo, formando a parede da capsula, como ilustrado na Figura
9.

Para a polimerizagdo por precipitagio 157 uL de EDOT (70mmol L), 500 mg de
poliestireno sulfonato (PSS) e 20,37 mL de agua ultrapura foram adicionados a um vial e
sonicados em banho Elma® modelo P60H, por 20 minutos, para solubilizagdo do EDOT
e do PSS.

Essa mistura foi adicionada em uma vidraria com algas com 630 pL de dleo de
linhaca (3% V/V) e levadas ao sonicador de ponta Sonoplus®, modelo HD2200,
frequéncia de 20 kHz, ponta de 13mm de diametro. Em seguida foram realizados 15 ciclos
de 30 segundos para formagao da emulsdao, mergulhando a vidraria em 4gua durante cinco
minutos entre ciclos, para evitar o aquecimento da emulsdo. Apds a formagao da emulsdo,
esta ¢ novamente transferida para um vial, sob agitagdo magnética suave, onde ¢ feita a
adicdo do agente oxidante cloreto férrico, em concentragiio 0,05 mol L', como detalhado
na Tabela 2.

Apos as adi¢des do agente oxidante as capsulas foram deixadas sob agitagdo por
pelo menos 48 horas, até¢ que seja observada a mudanca de coloragdo da dispersdo que

passa de branco leitoso a verde escuro.
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Tabela 2: Metodologia de sintese e respectivos agentes oxidantes utilizados na sintese de cépsulas de
PEDOT e suas concentragoes.

Metodologia de Agente Concentracdo '
. Sigla da cépsula
sintese Oxidante (mol L)

Cloreto férrico 0,05 PEDOT-PI-Fe005
Polimerizagao

Cloreto férrico 0,075 PEDOT-PI-Fe0075

Interfacial
Cloreto férrico 0,1 PEDOT-PI-Fe01
Polimerizagdo por
Cloreto férrico 0,05 PEDOT-PP-Fe005
Precipitagao

Purificagdo e caracterizagdo das capsulas

ApoOs a sintese, todas as capsulas foram purificadas seguindo o mesmo
procedimento. A dispersdo pos sintese foi diluida em 4gua na proporgao 1:25, e em
seguida foi centrifugada em tubo Falcon de 15mL, por 10 minutos, em centrifuga da
Eppendorf®, modelo 5804, a 7000 rpm. O sobrenadante foi retirado, as capsulas
recolhidas no precipitado foram dispersas no mesmo volume de agua e submetidas a um
segundo ciclo de centrifugacdo, sendo novamente redispersas em metade do volume de
agua.

Para as céapsulas PPy-Fe001 foi necessario utilizar uma velocidade superior, de
10000rpm, para obter um precipitado. Para as capsulas PPy-Fe005, PEDOT-PI-Fe005,
PEDOT-PI-Fe0075 e PEDOT-PI-Fe01 foi necessaria uma etapa de centrifugacao
preliminar para remocao de agregados (10 minutos a 5000rpm), e o sobrenadante dessa
etapa foi utilizado para purificacdo, como descrito acima.

O tamanho e potencial Zeta das capsulas foram analisados em equipamento da
Zetasizer Nano ZS, Malvern Analitics®. Para analise de DLS (Espalhamento de Luz
Dinamico) utilizou-se cubetas de poliestireno descartaveis com dimensdes 10x10x45mm,
da Sarstedt (Ref 67.754), modelo DTS0012, e para potencial Zeta utilizou-se célula
capilar descartavel modelo DTS1070.

As capsulas também foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao,
utilizando-se grids de cobre, revestidos com formvar e carbono como porta amostra, e
microscopio JEOL 1010, com 100 kV de tensdo, disponivel no CACTI (Centro de Apoio

Cientifico e Tecnoloxico a Investigacion) da Universidade de Vigo.
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Quantificacdo do oleo de linhaga no niicleo das capsulas: Um volume de 3mL de
capsulas previamente lavadas foi seco em estufa e pesado apos a secagem, obtendo-se a
massa de céapsulas secas. Adicionou-se 3mL de hexano para realizagdo da extragdao do
6leo de linhaga do nucleo das capsulas. Apos a extracdo a quantidade de 6leo foi
monitorada através da espectroscopia de UV-Vis, e quantificada através de uma curva de

calibragao

Liberagado controlada via estimulo quimico

Os reagentes utilizados para promover a liberagcdo controlada do 6leo de linhaga
do nucleo das capsulas foram hexacianoferrato de potassio (III) (KsFe(CN)g) e
hexacianoferrato de potéssio (II) tri hidratado (K4Fe(CN)s - 3H>0), ambos da Scharlau,
utilizados como recebidos. Para preparo das amostras para analise de AFM sao utilizados
Poli(cloreto de dialildimetilamonio), (PDDA) solugdo 20 wt% em H>O, e poliestireno
sulfonato (PSS), ambos da Sigma Aldrich, e vidro condutor ITO (indium tin oxide) obtido
da Redox®.

Os experimentos de liberagdo controlada via estimulo quimico foram feitos em
meio coloidal, utilizando solugdes com hexacianoferrato de potassio (III) — KsFe(CN)s,
para promover a oxidacao do polipirrol, e solugdes com hexacianoferrato de potassio(II)
— K4Fe(CN)¢ para promover a reducdo do polipirrol, baseada no potencial
oxidante/redutor desses compostos.

Kiittel et al. [75] demonstrou que a reagdo redox de agentes quimicos em filmes
de PPy pode ser usada para mudar o estado redox do polimero sem fonte de alimentacao
externa conectada (i.e. potenciostato). Essas espécies contém centros de ions Fe** ou Fe?*
coordenados com ligantes de cianeto, € os atomos centrais de ferro sdo facilmente
oxidados e reduzidos, podendo promover a oxidacao ou reducdo do polimero como
consequéncia.

No caso das capsulas desenvolvidas nesse trabalho, como o polipirrol da parede ¢
formado com excesso de SDBS, ele deve atuar como trocador de cations, apresentando
expansado da parede quando o polimero for reduzido, conforme a Equagao (6).

Fe?* + PPy*/DBS™ + C* < Fe3* + PPy°/DBS~/C* (6)

Assim, duas solugdes foram preparadas, uma com a fungao tedrica de “abrir” a
capsula, e outra com a funcdo de “fechar” a capsula, de acordo com as proporcdes

indicadas na Tabela 3.
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Todas as solugdes foram preparadas em 20 mL de solugdo 1 mol L' de NaCl, que
atua como “‘eletrélito suporte”, garantindo excesso de ions para as trocas que ocorrem na
matriz polimérica. A concentracdo final de ions ferro (Fe?" e Fe**) foi mantida em 20
mmol L™! em ambas as solugdes. A solugdo deste trabalho foi preparada com concentragio
superior a utilizada por Kiittel et al. [75], visto que serd adicionada a uma dispersao de

capsulas em agua, sofrendo dilui¢do no processo.

Tabela 3: Proporg¢des utilizadas no preparo das solugdes “abre” e “fecha” utilizadas na libera¢ao controlada
das céapsulas de polipirrol. Todas as solugdes foram preparadas em 20mL de solugio 1 mol L' de NaCl, de
acordo com metodologia desenvolvida por Kiittel et al., 2009 [75].

Massa adicionada
Funcao Reagente Propor¢do
(mg)
K3Fe(CN)s 0,1 1,3
Abrir
K4Fe(CN)s - 3H20 9,9 167,3
K3Fe(CN)s 9,9 130,4
Fechar
K4Fe(CN)s - 3H20 0,1 1,7

Inicialmente, para se determinar a quantidade minima de solu¢do que promove a
abertura das capsulas, foram feitas adicoes de aliquotas de 50 uL de solugao
“Abre”/’Fecha” a um volume fixo de 1 mL de capsulas lavadas. A cada adi¢dao das
solucdes, as capsulas foram analisadas por DLS, de modo a detectar pequenas variagdes
de tamanho das particulas frente as adi¢des.

Ap6s analise inicial por DLS, as capsulas foram analisadas por TEM (microscopia
eletronica de transmissdo), em microscopio JEOL1010. As cépsulas também foram
imobilizadas em ITO e analisadas por AFM (microscopia de forca atdomica), em
microscopio Veeco®, modelo Multimode 8 Nanoscope V, com scanner de 11,9 um,
utilizando modo de medi¢do Peak Force AFM tapping, com cantiléver ScanAsyst-Air
(Tip Roc<10nm, Silicon Tip on Nitride Lever, K= 0,4 N/m, Frequéncia de 70 kHz). Para
analise dos resultados de AFM utilizou-se software Nanoscope v8.10. Todas as analises
de AFM foram feitas pelo CACTI (Centro de Apoio Cientifico e Tecnoloxico a
Investigacion) da Universidade de Vigo pelo técnico responsavel do equipamento.

Para a andlise de TEM e AFM, 250 pL de solucdo “Abre”/“Fecha” foram

lentamente adicionados a 1,0 mL de dispersdo de capsulas. Apds cerca de 15 minutos
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imersas nas solugdes, as capsulas foram novamente lavadas para remover o excesso de
ions.

A lavagem foi feita utilizando filtros Amicon® 0,5 mL Ultracell 10K. 500 pL da
mistura contendo capsulas e a solugdo “Abre” ou “Fecha” foram inseridos no filtro
Amicon e centrifugados até o volume retido no filtro ser aproximadamente 15-20 puL
(10000rpm por 30 minutos). Adicionou-se agua até completar os 500 puL e repetiu-se a
centrifugacdo por mais trés vezes, até que a solucdo filtrada ndo tivesse mais a cor
amarelada caracteristica das solucdes de ion ferro. As cépsulas retidas no filtro ao final
das etapas de centrifugacdo foram sonicadas em banho Elma® modelo P60H, por um
minuto, e entdo recolhidas. Para analise de TEM, 10 pL dessas capsulas foram
diretamente depositadas sobre um grid de cobre.

Para analise de AFM, uma etapa adicional de preparo de amostra foi necessaria.
As cépsulas foram imobilizadas em um eletrodo do tipo ITO. Uma 4rea de 0,5 cm? foi
demarcada na superficie do ITO, e este foi limpo com etanol e 4gua ultrapura, e seco com
ar comprimido para evitar a deposicao de quaisquer particulas.

Em seguida, o ITO foi modificado com uma camada de polieletrélitos por LbL
para aumentar a dispersdo e permitir a ancoragem das céapsulas na superficie. O ITO
previamente limpo foi mergulhado em solucdo 1 mg/mL de PDDA por 20 minutos, e
lavado 3 vezes com agua ultrapura, formando a primeira camada de polieletrdlito. Entdo
o ITO foi mergulhado em solugao 1 mg/mL de PSS por 10 minutos, lavado 3 vezes com
agua, mergulhado em solucao de PDDA 1 mg/mL por mais 10 minutos, lavado 3 vezes

com agua e seco com ar comprimido. Esse procedimento estd esquematizado na Figura

15.

PDD

i

Lavagem e

Lavagem
secagem

Figura 15: Esquema das etapas sequenciais do processo de recobrimento do ITO com polieletrélitos PDDA
(carga positiva) e PSS (carga negativa). Um eletrodo ITO, previamente limpo ¢ depositado em solugao de
PDDA por 20 minutos, lavado, depositado em solugdo de PSS por mais 10 minutos, lavado novamente, e
adicionado em solucdo de PDDA por mais 10 minutos, com uma lavagem final seguida por secagem com
ar comprimido.
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As capsulas abertas ou fechadas, ja previamente tratadas com as solucdes e
lavadas com os filtros Amicon®, foram depositada sobre o ITO, espalhando-se uma gota
de 10 uL por toda a extensao do vidro, e deixando-a secar naturalmente. A deposi¢ao dos
eletrélitos na superficie do vidro condutor tem por fungdo aumentar a carga superficial,
facilitando a dispersdo das céapsulas por todo o espaco e as ancorando isoladamente,
evitando que elas se depositem aglomeradas em um Unico ponto. Esse procedimento esta

ilustrado na Figura 16.

ITO+PDDA ITO+Céapsulas

-Fe005 Dropcast

10uL

Secagem

Figura 16: Esquema da etapa de recobrimento com as capsulas de polimero condutor (PPy-Fe005) do ITO
previamente recoberto com PDDA de acordo com metodologia LbL. Uma gota de 10uL da dispersdo das
capsulas ¢ adicionada ao ITO e deixada para secar naturalmente.

Liberagado controlada via estimulo eletroquimico

As capsulas foram ancoradas na superficie de um ITO de forma muito semelhante
a das as andlises de AFM. Inicialmente ITOs foram modificados de acordo com a mesma
metodologia LbL utilizada para as analises de AFM, de acordo com o esquema da Figura
15. Porém a deposicdo das capsulas foi feita de maneira distinta, conforme a ilustragao
na Figura 17. Os ITOs foram mergulhados em uma dispersdo de cépsulas previamente
lavadas e deixados em repouso durante a noite. Em seguida o ITO foi lavado 3 vezes com
agua ultrapura e foi realizado um novo recobrimento com PDDA, para auxiliar na fixagao
da primeira camada de cépsulas e permitir a fixagdo de uma segunda camada de capsulas.

O recobrimento com PDDA foi realizado deixando-se o ITO em solugao de PDDA
I mg/mL por 20 minutos, e lavando-se 3 vezes com agua ultrapura. O ITO foi entdo
reinserido na dispersdo de cépsulas e deixados durante a noite. Em seguida o ITO foi
lavado 3 vezes com agua ultrapura e seco com ar comprimido, e entdo levado para os
experimentos de liberagdo via estimulo eletroquimico.

A liberacdo eletroquimica foi realizada utilizando-se uma célula eletroquimica

padrdo de trés eletrodos. Como eletrodo de trabalho utilizou-se o ITO recoberto com as
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capsulas, com area aproximada de 0,5cm?, como contra eletrodo utilizou-se um fio de
platina e como eletrodo de referéncia utilizou-se o eletrodo de prata cloreto de prata
(Ag/AgCl/Clsa). O eletrdlito utilizado foi uma solu¢ao de NaCl em concentracao 0,86
mol L', visando reproduzir as condigdes utilizadas no experimento com estimulo
quimico.

AutoLab

ITO+PDDA  ITO+Capsulas ITO+PDDA  ITO+Capsulas

PPy-

PPy-
Y Fe005

Fe005

rnight

POSTATISN ()

ernight

Lavagem e Lavagem e OXI/RED
secagem secagem

Figura 17: Esquema da etapa de recobrimento com as capsulas de polimero condutor (PPy-Fe005) do ITO
previamente recoberto com PDDA de acordo com metodologia LbL. O ITO previamente recoberto com
PDDA ¢ deixado em dispersao de capsulas durante a noite, lavado e seco com ar comprimido. Uma nova
camada de PDDA ¢ formada por imersdo durante 10 minutos, e o eletrodo € deixado novamente em
dispersdo de capsulas durante a noite. Uma lavagem e secagem final ¢ realizada antes dos experimentos
eletroquimicos.

Para promover a reducao da parede da cépsula aplicou-se um potencial de -0,5V
durante 5 minutos e para promover a oxidacdo da parede aplicou-se um potencial de
+0,3V durante 5 minutos. Em seguida os eletrodos foram analisados por SEM.

Para a analise de SEM o microscopio eletronico de varredura utilizado foi o
modelo TESCAN VEGA3 LMU, com detector de elétrons secundarios e tensdo de 15
kV, disponivel no centro de microscopia eletronica da UFPR. Para realizar a andlise os
eletrodos foram recobertos com uma fina camada de ouro para melhorar a dispersao dos

elétrons e evitar que a amostra seja danificada durante a analise.
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1.5. Resultados e Discussao

I1.5.1. Sintese de Nanocapsulas de Polipirrol

A primeira etapa da sintese das nanocapsulas de polipirrol foi a formagao de uma
emulsdo de 6leo de linhaca em é4gua, utilizando SDBS como surfactante e uma sonda
ultrassonica para fornecer a energia necessaria para desfazer o filme de 6leo em goticulas
que atinjam a escala nanométrica, e possam ser utilizadas como molde para o crescimento
da parede da capsula.

A formacao e estabilidade da emulsdao foram estudadas por DLS, e os resultados
estdo apresentados na Figura 18. A Figura 18 A mostra a evolucdo do didmetro médio
das goticulas de emulsdao durante os dez ciclos de ultrassom, para formacao da emulsdo e
posterior estudo de estabilidade, e a Figura 18 B mostra a polidispersao associada a cada
medida. Para ambos os graficos as barras verticais mostram o desvio padrdo associado a
trés medidas consecutivas da mesma amostra.

Pode-se observar na Figura 18 que o didmetro médio e o PDI das goticulas de
emulsdo decrescem conforme mais ciclos de ultrassom sdo realizados. Ao final do décimo
ciclo o tamanho médio das goticulas de emulsdo ¢ 159,2 + 0,8 nm e PDI de 0,186 = 0,007.
Novos ciclos de ultrassom nao alteraram significativamente o diametro ou a polidispersao
das goticulas, e estabeleceu-se que essas foram as melhores condi¢cdes obtidas para a
formagdo da emulsdo com essa propor¢ao de 6leo/surfactante.

Esse estudo garante que as goticulas de emulsdo, moldes para a sintese das
capsulas, foram formadas na escala nanométrica, com tamanhos inferiores a 300 nm, o
que esta dentro do recomendado para aplicac¢des de liberagdo transdérmica ou intravenosa
de farmacos [66], bem como tem baixa polidispersdo e, portanto, a nanoemulsdo foi
considerada adequada para a sintese das capsulas propostas.

O tamanho das goticulas e PDI foram monitorados diariamente por quatro dias
para avaliar a estabilidade da emulsdo formada, também indicados na Figura 18.
Observou-se alteragdes muito pequenas tanto no tamanho como no PDI, e apds 96 horas
o diametro das goticulas da emulsdo passou a ser 161,3 + 1,4 nm, com PDI 0,198 + 0,002,
indicando que a emulsdo pode ser considerada estavel na escala temporal da sintese das
capsulas de polipirrol, que dura apenas um dia. As curvas de DLS para a formacao da
emulsdo estdo apresentadas na Figura 18 C, com respectivo grafico de correlagdo na
Figura 18 D. Para o estudo de estabilidade as curvas de DLS estdo apresentadas na Figura

18 E, com respectivo grafico de correlagdo na Figura 18 F.
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Figura 18: Estudo da formagdo e estabilidade da emulsao de 6leo de linhaca em agua, utilizando SDBS
como surfactante, através do acompanhamento do A) Diametro médio e B) Polidispersdo das goticulas de
emulsdo durante os dez ciclos de ultrassom, para formacao da emulsdo (C1 a C10), e pelas 96 horas
seguintes, para verificar a estabilidade da emulsdo formada. As barras de erro correspondem ao desvio
padrao entre trés medidas consecutivas da mesma amostra. C) Curvas de DLS para os ciclos de formagao
da emuls@o; D) Curvas de coeficiente de correlagdo para os ciclos de formagao da emulsdo; E) Curvas de
DLS para o estudo da estabilidade da emulsdo; F) Curvas de coeficiente de correlagdo para o estudo da
estabilidade da emulsdo.

Apo6s a formagdo da emulsdo, as nanocapsulas foram sintetizadas utilizando-se
dois agentes oxidantes distintos. A Figura 19 mostra imagens de TEM e analise das

distribui¢des de tamanho das capsulas sintetizadas utilizando persulfato de aménio (APS
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— Ammonium Persulfate) como agente oxidante, em duas concentracdes diferentes. Os
diametros das capsulas foram medidos utilizando-se as imagens de TEM, através do
software ImageJ®. A metodologia para obtencao das distribui¢cdes de tamanhos a partir
de imagens de TEM esta descrita no Anexo 01. As curvas de DLS ndo passaram por
nenhum tratamento e foram apresentadas como obtidas.

As capsulas obtidas em ambas as sinteses apresentam paredes homogéneas e
morfologia semelhante, como pode-se observar nas imagens de TEM (Figura 19 A e C),
e a unica diferenca observada ¢ em relacdo ao tamanho das capsulas formadas. As
capsulas sintetizadas com maior concentracdo de agente oxidante (PPy-APS02, Figura
19C e D), apresentam um tamanho médio superior, tanto pela analise de TEM, como pela
analise de DLS (Tabela 4). Como a emulsao utilizada em ambas as sinteses foi preparada
da mesma forma, pode-se atribuir o aumento do tamanho das capsulas PPy-APS02 ao
aumento da espessura da parede de polipirrol com o uso do agente oxidante mais

concentrado.
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Figura 19: Imagem de TEM e respectiva distribui¢do de tamanho das capsulas, comparativa entre as
analises de TEM e DLS, para as nanocapsulas feitas com A-B) APS 0,1 mol L, nomeadas PPy-APS01 C-
D) APS 0,2 mol L, nomeadas PPy-APS02.
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A mesma tendéncia foi observada para as cépsulas sintetizadas utilizando cloreto
férrico (FeCl3), como mostrado na Figura 20 e na Tabela 4. Com o aumento da
concentracdo de agente oxidante, as capsulas formadas ficaram cada vez maiores. Isso

pode novamente ser atribuido a maior formacdo de polimero na interface com maiores

concentragdes do agente oxidante.

20
ey
—DLS
15
F10
F5
T T T T T T O
200 400 600 800 1000

d/nm

20
B TEM
——DLS

-15

F10

S

T T 1 O

200 400 600 800 1000

d/nm

B TEM| 12

——DLS

T T T T O
400 600 800 1000

d/nm

200

Figura 20: Imagem de TEM e respectiva distribui¢do de tamanho das capsulas de polipirrol, comparativa
entre as analises de TEM e DLS, para as nanocapsulas feitas com A-B) FeCl; 0,01 mol L™, nomeadas PPy-
Fe001 C-D) FeCls 0,025 mol L', nomeadas PPy-Fe0025 E-F) FeCl; 0,05 mol L', nomeadas PPy-Fe005.
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Tabela 4: Analise comparativa de tamanho, mostrando os didmetros médios obtidos tanto por DLS como
por TEM, entre todas as sinteses das capsulas de polipirrol.

Capsula Oé(%(e;:llltlie (nEﬁ‘lOL]'l) da(vn]:;:)M davDLS (nm) | PDI | Zeta (mV)
APPPSy(;l APS | 0,100 215 g(’fli 188,6+ 1,6 | 0,102 ‘512,&52 +
APPPSYO-Z AES 0,200 2755?3 = | 28,1+23 | 0,131 ‘51 {(’)27 +
FI;%%} FeCl; | 0,010 13579’,99%1 232,7+3,1 | 0,098 4&535 *
Ffe)(f))gz_s FeCl | 0,025 19615’,5111 = | 2316443 |0,074 4;(’)31;[
Fegps | FeCli | 0050 225;4;’,%? 2828413 | 0,180 ﬁ6536 +

As céapsulas PPy-Fe005 apresentaram um tamanho mensuravel da parede, como
mostra a Figura 21, com espessura média de 24,99 + 10,64 nm. Para as demais capsulas
nao ¢ possivel identificar uma diferenca evidente de contraste nas imagens de TEM e,

portanto, ndo ¢ possivel medir com precisdo a espessura.

1000 nm . 500 nm 7

cC D

34nm

38nm 27nm

66nm 49nm

35nm

200 nm 200 nm

67nm

Figura 21: Imagens de TEM das capsulas PPy-Fe005, onde ¢ possivel observar uma diferenga de contraste
entre o nlcleo ¢ a parede da capsula. A) Magnificacdo de 8000X; B) Magnificagdo de 10000X; C-D)
Magnificagdo de 15000X, com medidas de tamanho das paredes em 4 pontos.
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Apesar de terem formado paredes mais espessas, as capsulas PPy-Fe005
formaram agregados durante a sintese. Os agregados foram removidos com uma etapa
anterior de purificagdo por centrifugacdo a 5000rpm por 10 minutos e o sobrenadante
dessa etapa foi purificado como as demais capsulas.

A formacgdo desses agregados pode ter ocorrido devido a formagdo de polipirrol
fora da interface. Como ha uma solubilizagdo parcial do monomero pirrol na fase agua, a
maior concentragdo de agente oxidante pode ter levado a formagdao de polimero em
maiores quantidades fora da interface, resultando na formagao de agregados. Além disso,
a solugao de cloreto férrico mais concentrada muda a forga ionica do meio de forma mais
abrupta, contribuindo para perda de estabilidade.

A andlise comparativa dos tamanhos médios obtidos por TEM e DLS,
apresentados na Tabela 4, mostra que os tamanhos medidos por DLS sdo superiores aos
dos medidos por TEM. Isso ocorre devido a caracteristica intrinseca de cada uma das
técnicas de analise. Para a analise de TEM as amostras foram imobilizadas no grid de
cobre e secas, para entdo realizar a imagem. O didmetro ¢ medido de forma direta
utilizando um software de processamento de imagem (ImageJ®). Ja na analise de DLS,
obtém-se uma medida do raio hidrodindmico das cépsulas, ainda dispersas em solugao
aquosa, que ¢ superior ao raio das capsulas apds a secagem e, por isso, observa-se a
diferenca entre as medidas.

Entretanto as medidas estdo em concordancia, visto que as mesmas mudangas sao
observadas nos dois casos — aumento de tamanho com maior concentragdo de agente
oxidante.

As distribuigdes de tamanho obtidas para as capsulas por DLS estdo apresentadas

individualmente com seus respectivos graficos de correlacao na Figura 22.
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As medidas de potencial Zeta apresentadas na Tabela 4 mostram ainda uma carga
superficial negativa para todas as capsulas formadas, devido ao excesso de SDBS presente

no meio reacional.
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Figura 23: Distribui¢do de tamanhos comparativa, obtida por analise de DLS para as capsulas A)
Sintetizadas com persulfato de amonio (APS) e B) Sintetizadas com cloreto férrico (FeCls).

As curvas de distribuicdo de tamanho na Figura 23 mostram de forma mais clara
a diferen¢a de tamanho das capsulas sintetizadas com diferentes concentracdes dos
agentes oxidantes. Para as duas sinteses feitas com APS, a diferenga de concentragao
entre as sinteses (0,1 mol L) foi suficiente para promover uma diferenca de quase 30 nm
no didmetro médio das capsulas nas medidas de TEM, e a diferenga entre as distribuicdes
de tamanho apresentadas na Figura 23 A.

Ja para as capsulas sintetizadas com cloreto férrico, as duas primeiras
concentragdes resultaram em aproximadamente o mesmo tamanho médio nas medidas de
TEM e em distribuicdes de tamanho muito semelhantes no DLS. Apenas quando a
concentragio de FeCls; foi aumentada para 0,5 mol L™, que se observou o aumento do
tamanho das capsulas de PPy, como mostra a Figura 23 B.

Além das medidas de tamanho, realizou-se a quantificacdo do 6leo de linhaga
encapsulado, calculado por grama de cépsula, para as capsulas formadas com cloreto
férrico (FeCls). A quantificacdo foi realizada através da extracdo do 6leo de linhaga das
capsulas previamente lavadas utilizando-se hexano. Apds a extragdo a quantidade de 6leo
foi monitorada através da espectroscopia de UV-Vis, e quantificada através de uma curva

de calibragdo, apresentada na Figura 24.
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Figura 24: A) Medidas de absor¢ao de diferentes concentragdes de 6leo de linhaga em hexano. B) Curva de
calibragao de 6leo de linhaga em hexano, com dados de absorbancia em 269nm.

A banda de absor¢do do 6leo foi monitorada ao longo do tempo, e observou-se
que foram necessarias 2 semanas para que a quantidade de 6leo ndo sofresse mais
altera¢do nas medidas de espectroscopia de UV-Vis, como mostra a Figura 25. Utilizou-
se para os calculos a quantidade de 6leo medida apds essas duas semanas e, logo, ¢
possivel supor que todo o 6leo encapsulado foi removido pela extragao.

A Figura 25 mostra a absorbancia medida, normalizada por grama de cépsula, para
as trés sinteses realizadas com FeCls, ap6s 1 semana (esquerda) e 2 semanas (direita) de
imersdo em hexano. A partir dessas curvas, mediu-se a absorbancia em 269nm,
correspondente a banda de absorcao do o6leo de linhaca em hexano, e a respectiva
concentracao de oleo foi obtida pela curva de calibragao. A partir da concentragao de dleo
foi possivel obter a massa de 6leo encapsulada por miligrama de capsulas, apresentada na

Tabela 5.

Tabela 5: Analise de 6leo encapsulado por miligrama de capsulas para as sinteses realizadas com FeCls.

C 6leo Megosul Moleo encapsulado [éleo]média
Sintese | Abs@269nm capstas (mg 6leo/ (mg 6leo/
(mg/mL) (mg)
mg caps.) mg caps.)
pp 0,099 1,06 3,5 0,30
y_
Fe001 0,100 1,08 3,8 0,28 0,29 £ 0,01
0,095 1,01 3,5 0,29
pp 0,130 1,39 3.4 0,41
y_
Fe0025 0,128 1,37 3,5 0,39 0,40 £ 0,01
0,135 1,45 3,5 0,41
pp 0,093 1,00 2,1 0,47
y_
Fe005 0,088 0,94 2,2 0,43 0,45 +0,01
0,098 1,04 2,3 0,45
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Observa-se que além de resultar em paredes mais espessas, foi possivel

encapsular uma maior quantidade de oleo utilizando-se o agente oxidante mais

concentrado.
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Figura 25: Absorbancia normalizada por grama de capsula para A) PPy-Fe001 ap6és 1 semana em hexano;
B) PPy-Fe001 apds 2 semanas em hexano; C) PPy-Fe0025 apos 1 semana em hexano; D) PPy-Fe0025 apos
2 semanas em hexano; E) PPy-Fe005 apds 1 semana em hexano; F) PPy-Fe005 apds 2 semanas em hexano.
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1.5.2. Sintese de Nanocapsulas de PEDOT

Apos a sintese das nanocapsulas de polipirrol, a proposta inicial foi replicar a
sintese ja bem sucedida para o PEDOT, substituindo-se apenas o mondmero pirrol pelo
EDOT. Entretanto, ao se replicar a metodologia das capsulas de PPy com o mondmero
EDOT nao se observou a formacdo de cépsulas, e o polimero PEDOT precipitou
totalmente no interior da fase 6leo, devido a sua insolubilidade em 4gua, como mostram

as imagem de TEM da Figura 26.

Figura 26: Sintese de capsulas de PEDOT utilizando emulsdo formada com SDBS como surfactante. Os
aglomerados escuros mostram o polimero precipitado totalmente na fase oleosa devido a sua insolubilidade
em agua. A) Magnificacdo de 4000X e B) Magnificagao de 5000X.

Para evitar a precipitacdo do polimero, o SDBS foi substituido na formulacao da
emulsdo por uma composto que apresentasse afinidade com o mondémero EDOT,
auxiliando na orientacdo deste na interface da mesma forma que o SDBS fez com o
monodmero pirrol, e que atuasse como um surfactante, estabilizando a emulsdo 6leo/agua.

A molécula mais indicada ¢ o PSS (poliestireno sulfonato), pois inumeros
trabalhos j& mostraram a excelente interagdo entre o PSS e o EDOT/PEDOT, formando
uma blenda polimérica [76,77]. Além disso, o PSS ¢ uma macromolécula e pode atuar
como um surfactante (CMC de 1,5 10 mol L' para My, de 75000 [73], estima-se CMC
de aproximadamente 1,4 10> mol L! para M,, de 70000).

Assim, foi realizado um estudo de formacao e estabilidade da emulsao utilizando-
se o0 mesmo volume de 6leo (3% V/V) e 500 mg de PSS My, 70000 (concentracao molar
aproximada de 3,5 10* mol L, superior 8 CMC), apresentado na Figura 27. Foram
testadas concentracdes de PSS superiores na formagdo da emulsao (600 mg, 750 mg e
1000 mg), porém para todas as concentracdes acima de 500 mg observou-se floculagao

ainda durante os ciclos de formac¢ao da emulsao, e essas concentragdes foram descartadas.
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Figura 27: Estudo da formagao e estabilidade da emulsdo de 6leo de linhaga em agua, utilizando PSS como
surfactante, através do acompanhamento do A) Diametro médio e B) Polidispersao das goticulas de
emulsdo durante os quinze ciclos de ultrassom, para formagdo da emulsdo (C1 a C15), e pelas 96 horas
seguintes, para verificar a estabilidade da emulsdo formada. As barras de erro correspondem ao desvio
padrao entre trés medidas consecutivas da mesma amostra. C) Curvas de DLS para os ciclos de formagao
da emuls@o; D) Curvas de coeficiente de correlagdo para os ciclos de formagao da emulsdo; E) Curvas de
DLS para o estudo da estabilidade da emulsdo; F) Curvas de coeficiente de correlagdo para o estudo da
estabilidade da emulsdo.

As emulsdes de PSS nao atingiram um diametro tdo pequeno nem um indice de

polidispersao tao baixo como as de SDBS (159,2 + 0,8 nm e PDI de 0,186 + 0,007), e

apos 15 ciclos de ultrassom o didmetro se estabilizou em 212,5 + 0,3 nm e PDI de 0,244
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+ 0,008. Ciclos de ultrassom adicionais ndo diminuiram o didmetro das goticulas de
emulsdo, entdo determinou-se que esse foi o diametro minimo para essa propor¢ao de
Oleo/surfactante. Foram adotados, portanto, 15 ciclos de ultrassom para a formagao da
emulsao de PSS.

A estabilidade da emulsdo de PSS também ¢ inferior a de SDBS, e ja se observa
um aumento no didmetro das goticulas e no PDI com 72 horas, como mostra a Figura 27
A e C. Como areacgao de formagao do PEDOT ¢ mais lenta do que a do polipirrol [74,78],
a menor estabilidade da emulsdo pode levar a formagdo de agregados que deverdo ser
removidos apos a sintese. As curvas de DLS e os respectivos graficos de correlagdo
representativos para o estudo da emulsdo estdo apresentados na Figura 27 C-F.

Apos a formagdao da emulsdo, as cépsulas de PEDOT foram sintetizadas pelo
método de polimerizagdo interfacial, de forma a seguir o procedimento previamente
estabelecido para as capsulas de PPy. Dada a menor estabilidade dessa emulsdo, analises
preliminares de DLS mostraram, de fato, a presenca de agregados, e as trés amostras
passaram por uma etapa adicional de purificagdo (centrifugagdo a 5000 rpm por 10
minutos) para remocao dos agregados. O sobrenadante dessa etapa passou pelo processo
de purificagao como todas as demais. As capsulas purificadas foram analisadas por TEM
e DLS, e os resultados estdo apresentados na Figura 28, que mostra as capsulas
sintetizadas com diferentes concentragdes de cloreto férrico.

As capsulas sintetizadas apresentaram morfologia similar nos trés casos, mas a
parede da capsula parece ficar mais definida nas sinteses feitas com concentragdes
maiores de agente oxidante (detalhes na Figura 28 C e E). A distribui¢do de tamanhos
obtida pela analise de DLS estd em concordancia com os tamanhos obtidos pela analise
de TEM (Tabela 6). Destaca-se novamente que as medidas de TEM e DLS diferem em
valores, devido as caracteristicas das técnicas, mas a tendéncia de mudanca foi a mesma
em ambas as medidas, com o tamanho das capsulas aumentando com maiores

concentragdes de agente oxidante, como observado para as capsulas de PPy.
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Figura 28: Imagem de TEM e respectiva distribui¢do de tamanho das capsulas de PEDOT, comparativa
entre as analises de TEM e DLS, para as nanocépsulas feitas com A-B) FeCl; 0,05 mol L', nomeadas
PEDOT-PI-Fe005 C-D) FeCl; 0,075 mol L', nomeadas PEDOT-PI-Fe0075 E-F) FeCl; 0,1 mol L,
nomeadas PEDOT-PI-FeO1.

Para as capsulas de PEDOT, foi testada uma segunda metodologia de sintese, onde
o EDOT e o PSS foram solubilizados na fase dgua, e o PEDOT precipitou na interface
6leo/agua apds ser formado, devido a sua baixa solubilidade. Essa metodologia foi

denominada aqui de polimerizagdo por precipitacio (PEDOT-PP-Fe005). As capsulas
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foram formadas utilizando a menor quantidade de cloreto férrico dos experimentos de

polimerizagio interfacial (0,05 mol L), e os resultados estdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29: A) Imagem de TEM e B) Respectiva distribuigdo de tamanho comparativa entre as analises de
TEM e DLS para as nanocapsulas de PEDOT sintetizadas pela rota de polimerizagao por precipitacdo, com
FeCl; 0,005 mol L', nomeadas PEDOT-PP-Fe005.

Nessa metodologia ndo se observou a formacao de agregados durante a sintese, e

a etapa extra de purificacdo nao foi necessaria. A morfologia das capsulas foi semelhante

as anteriores, o que indica que essa metodologia pode ser mais adequada para a sintese

de capsulas de PEDOT.

Tabela 6: Comparativo de tamanho, analisados tanto por DLS como por TEM, entre todas as sinteses das

capsulas de PEDOT.
Agente [AO] dav TEM dav DLS
Capsula PDI | Zeta (mV)
Oxidante | (mol L) (nm) (nm)

PEDOT- 159,30 +

FeCl3 0,050 184,5+2,0 | 0,069 | -59,2+2,1
PI-Fe05 38,31
PEDOT- 176,29 +

FeCl3 0,075 213,4+1,1 0,095 |-648+1,4
PI-Fe075 39,22
PEDOT- 193,16 +

FeCls 0,100 224,5+2,1 0,051 | -59,7+1,3
PI-Fe01 64,29
PEDOT- 180,14 +

FeCls 0,050 280,5+4,6 (0,331 |-39,0+1,4
PP-Fe05 51,99

A Tabela 6 mostra uma comparagao de todos os tamanhos médios das capsulas de

PEDOT sintetizadas, medidos tanto por TEM como por DLS. E possivel perceber uma
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tendéncia semelhante a das capsulas de PPy, e quanto mais concentrado o agente oxidante
utilizado na sintese, maior o tamanho médio da cépsula. Isso pode ser mais uma vez
atribuido a formacao de maiores quantidades de polimero na interface com maiores
concentragdes de agente oxidante, indicando que foi possivel controlar a espessura da
parede polimérica através da simples alteracdo da concentracdo do agente oxidante
utilizado.

Os valores de potencial Zeta das sinteses com PEDOT também foram todos
negativos, mesmo apos as lavagens e remocao do excesso de surfactante. Um detalhe
interessante para as capsulas de PEDOT ¢ que o valor do potencial Zeta para as capsulas
sintetizadas pela polimerizagado interfacial ficaram todos por volta de —60 mV, enquanto
para as capsulas sintetizadas pela polimerizagao por precipitacdo esse valor fica em torno
de —40 mV. A menor carga superficial pode ter relagdo com a metodologia empregada na
sintese, talvez devido a uma menor exposi¢do das cadeias de PSS na sintese onde o
polimero precipita na interface.

As distribui¢des de tamanho obtidas por DLS para as capsulas s3o apresentadas

individualmente com seus respectivos graficos de correlagao na Figura 30.
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1.5.3. Liberacao controlada via estimulo quimico

O processo de liberacao controlada do 6leo de linhaga a partir do ntcleo das
capsulas foi testado para a nanocéapsula PPy-Fe005, feita com polipirrol e utilizando-se o
agente oxidante FeCls em concentragido de 0,05 mol L. Essa sintese foi selecionada por
apresentar capsulas com as paredes mais espessas, ¢ totalmente integras, sem falhas
identificaveis nas imagens de TEM. Dessa forma, qualquer 6leo liberado do interior
dessas capsulas pode ser atribuido unicamente a resposta estimulo responsiva da parede
da capsula, e ndo a um rompimento da parede durante o processamento das capsulas.

Através das andlises de potencial Zeta, observou-se uma carga superficial negativa
para todas as capsulas sintetizadas, o que indica que o surfactante SDBS estd incorporado
a matriz polimérica. Nesse caso, o polimero deve se comportar como um trocador de

cations, e sofre expansdo quando o polimero ¢ reduzido e contragdo quando o polimero é

oxidado [51], como mostrado na Figura 31.

PPy"/A-

A) Reducao do PPy e incorporacgdo do
C*, resultando em expansdo da parede

Fe?t — Fe3t

Fe3* ﬁ

B) Oxidacao do PPy e expulsao do
C*, resultando em contracgio da
parede.

PPyY/A-/C*

Figura 31: Esquema teorico da liberagao controlada a partir das capsulas de polipirrol. A) Ao adicionar uma
solucdo contendo um agente redutor, o polipirrol reduz, incorpora um cation e expande, permitindo a
liberagao do o6leo. B) O processo ¢ reversivel e, ao se adicionar uma solugdo de agente oxidante, o polipirrol
¢ novamente oxidado e a capsula se fecha, cessando a liberagdo do 6leo.

Tendo, esse comportamento como base, a Figura 31 mostra um esquema teorico
de como deve ser o funcionamento da liberagdo controlada a partir das capsulas de

polipirrol, baseando-se em um estimulo quimico, ou seja, através da acdo de uma
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substancia quimica capaz de atuar como agente redutor, promovendo a abertura das
capsulas, ou como agente oxidante, promovendo o fechamento das cépsulas.

Para testar essa hipotese, foram utilizadas solugdes para promover a oxidagao do
polipirrol (solu¢do “Fecha”), contendo majoritariamente ions Fe*" e para promover a
reducdo do polipirrol (solugdo “Abre”), contendo majoritariamente ions Fe**. Em ambas
as solugdes NaCl foi adicionado como eletrdlito suporte. A composicao das solugdes foi
baseada no trabalho de Kiittel et al. [75].

A adigio de uma solugio contendo excesso de ions Fe** faz com que a parede da
capsula seja reduzida, e cations incorporados a matriz polimérica para contrabalancear as
cargas dos anions DBS", imobilizados na matriz polimérica durante a sintese, expandindo
a parede, e abrindo a capsula (Figura 31 A). O processo € reversivel e, em principio, ao
se adicionar ions Fe**, o polipirrol é novamente oxidado, expulsando os citions
incorporados e contraindo, fechando a capsula (Figura 31 B).

Para testar experimentalmente esse comportamento tedrico, inicialmente,
adicionou-se aliquotas de 50 pL de solugdes “Abre” ou “Fecha” a 1 mL de dispersdo de
capsulas lavadas, e mediu-se a distribui¢do de tamanho das particulas a cada adi¢ao por
DLS. Sabe-se que, a principio, as capsulas estao fechadas apds a sintese, como observou-
se nas imagens de TEM, e nenhum vazamento ocorre a partir delas, mas a solucdo
“Fecha” também foi testada, e diretamente adicionada as capsulas apos a sintese para
evidenciar algum possivel efeito inesperado.

Para validar a composi¢do proposta por Kiittel et al., o mesmo experimento foi
feito com: apenas o eletrélito suporte (solugdo 1 mol L™ de NaCl ndo contendo ions ferro);
solucdes “Abre” e “Fecha” contendo apenas ions ferro e ndo incluindo o eletrélito suporte
em sua composicao, para verificar os efeitos individuais de cada um dos componentes
sobre as capsulas.

As curvas de DLS estdo apresentadas na Figura 32, e observou-se, de forma geral,
que as solugdes “Abre” e “Fecha” preparadas sem NaCl ndo apresentam efeito
significativo no tamanho das céapsulas. Ja, a solucdo de NaCl sem os ions ferro apenas
promove um aumento do tamanho muito pronunciado nas medidas de DLS (mais de

35%), atribuido a agregacao das capsulas devido ao aumento da forga i6nica do meio.
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Figura 32: Distribui¢do de didmetros das nanocapsulas durante experimentos de liberagdo controlada,
realizados por DLS, adicionando-se os volumes indicados na legenda de solugdo contendo: A) Apenas
NaCl, o eletrdlito suporte; B) Solugdo “Abre” contendo apenas ions Fe**, sem NaCl; C) Solugdo “Fecha”
contendo apenas ions Fe**, sem NaCl; D) Solugdo “Abre”; E) Solugdo “Fecha”.

O experimento foi entdo realizado em triplicata com as solugdes “Abre” e
“Fecha”, cujos resultados estdo apresentados mais detalhadamente na Figura 33. Cada
ponto dos graficos corresponde a média entre trés medidas consecutivas de uma mesma
amostra, sendo a barra de erro o desvio padrao entre essas medidas. As adi¢cdes foram

feitas em triplicatas, mas optou-se por apresentar cada curva separadamente.
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Figura 33: Tamanho médio das capsulas, medido por DLS, em funcao da quantidade de solu¢do contendo
ions ferro, com as fungdes A) “Abre” e B) “Fecha” em trés experimentos distintos. As barras de erro
correspondem a trés medidas consecutivas de DLS para cada ponto analisado.

Para as cépsulas tratadas com a solugao “Abre” (Figura 33 A) o comportamento
dos trés experimentos ¢ semelhante, € o tamanho final das capsulas apds a adi¢dao de 5
aliquotas de 50uL de solugdo “Abre” ¢ bem proximo, correspondendo a um aumento de
cerca de 10% do didmetro das capsulas. Esse aumento pode ser atribuido a expansdo da
parede do polimero.

J& para as cdapsulas tratadas com a solu¢do “Fecha” (Figura 33 B), o
comportamento de cada um dos trés experimentos foi completamente distinto entre si.
Houve uma pequena mudanga no didmetro no ExperimentoO1, mas o aumento no
didmetro foi bem mais pronunciado nos outros dois experimentos, cerca de 20% no
Experimento 02 e 33% no Experimento 03. Esse aumento foi atribuido a agregacao das
capsulas, visivel tanto nas curvas de DLS (Figura 32 E), como a olho nu.

O estudo realizado por DLS permitiu analisar de maneira rapida o efeito das
solugdes sobre as capsulas, e validar a composigdo proposta por Kiittel et al. [75]. E
possivel concluir que, de fato, ¢ necesséria a mistura entre os ions ferro, responsaveis por
promover as reacdes redox no PPy, e um sal, nesse caso o NaCl, responséavel por fornecer
um excesso de ions para as trocas i0nicas que acontecerao no meio, como consequéncia
das reagdes redox do PPy.

Porém os resultados ndo sdo suficientes para comprovar a liberagdo controlada,
apenas indicando uma potencialidade do método proposto. Para suportar esses dados, as
capsulas tratadas com solucdes “Abre”, “Fecha” e apenas com NaCl foram lavadas para
remocao do excesso de ions e analisadas por TEM, e imagens representativas estdo

apresentadas na Figura 34.
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Figura 34: Imagens de TEM das nanocéapsulas de polipirrol A) apds a sintese; B) Apos a adig@o de solugao
1 mol L' de NaCl; C) Apos adigdo da solugdo “Abre”; D) Apos adi¢do da solugdo “Fecha”. Todas as
capsulas passaram por processos de lavagem e purifica¢do antes do preparo dos grids de TEM.

S6 se observou uma mudanga morfologica nas capsulas quando estas foram
tratadas com a solucdo “Abre” (Figura 34 C), apresentando manchas ao redor das paredes,
que podem ser associadas ao 6leo de linhaga que escapou do interior das capsulas. As
capsulas tratadas unicamente com NaCl (Figura 34 B) e com a solu¢ao “Fecha” (Figura
34 D) apresentam morfologia muito semelhante as capsulas apos a sintese (Figura 34 A).
As imagens de TEM oferecem um segundo indicativo que a solugdo “Abre” ¢ realmente
capaz de promover a expansdo da parede de polipirrol e a abertura das capsulas.

Para verificar a abertura e o vazamento do 6leo das cépsulas foi utilizada ainda a
técnica de AFM (Atomic Force Microscopy). As céapsulas previamente tratadas com as
solugdes “Abre” e “Fecha” foram imobilizadas em um substrato (ITO recoberto com
camadas sucessivas de PDDA e PSS) para permitir a analise.

A Figura 35 mostra imagens topograficas de AFM em cores negativas, com area
de 10pumx10pum, oferecendo uma visio geral dos dois substratos. E possivel observar nas
capsulas tratadas com solugdo “Abre” (Figura 35 A) manchas que podem ser atribuidas
ao 0leo de linhaga que vazou do nucleo de diversas capsulas e se acumulou ao redor delas.
O dleo de linhaga ¢ um 6leo secante, € em contato com o oxigénio forma um filme sélido,

recobrindo as capsulas logo apds a liberagao.
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Outra observacdo importante ¢ que para a amostra contendo capsulas tratadas
com a solu¢do “Fecha”, elas estdo distribuidas de forma mais monodispersa e com menos
aglomerados em comparacdo com as tratadas com a solugdo “Abre”. Isso também pode
ser atribuido a propriedade secante do 6leo de linhaga, que pode “grudar” uma capsula na

outra ap0s a sua liberagdo no meio.

Restos de oleo de
linhaca provenientes do
vazamento de muitas
capsulas

s 1 !
00 1: Height Woem 00 1: Height 0 0m

Figura 35: Imagens topograficas de AFM (Height), campo de visdo de 10pmx10pm em cor negativa
correspondentes a: A) capsulas tratadas com solugdo “Abre”; B) capsulas tratadas com solugao “Fecha”.

A partir da determinacdo automatica de tamanho de particula em imagens de
tamanho menor (3x3 e/ou 1x1 pm?), como as mostradas na Figura 36, obteve-se tamanhos
entre 160 e 224nm para as capsulas abertas e entre 137 e 279nm para as capsulas fechadas.
Para medidas realizadas de maneira manual, foram encontradas ainda estruturas entre 60
e 490nm para as capsulas abertas e 33 e 570nm para as cépsulas fechadas.

Na Figura 36 A também ¢ possivel observar as manchas correspondentes ao 6leo
de linhaga para as capsulas abertas, que estdo aglomeradas e ndo tém uma forma tdo
esférica, se comparadas as capsulas fechadas da Figura 36 B. As imagens de AFM
auxiliam também na interpretacdo das imagens de TEM da Figura 34 C. As manchas ao
redor das capsulas podem realmente ser atribuidas ao 6leo de linhaga que foi liberado das
capsulas, e a diminui¢do do contraste no interior das capsulas também pode ser devido a

diminuicdo da quantidade de 6leo preso no interior delas.
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Figura 36: Imagens topograficas 2D de AFM (Peak Force Error), campo de visdo de 3,3umx3,3pum
correspondentes a: A) capsulas tratadas com solugdo “Abre”; B) capsulas tratadas com solug@o “Fecha”.

Além das diferencas de tamanho, diferengas significativas sdo observadas na
morfologia da parede das capsulas. As capsulas fechadas mostram uma superficie
completamente continua e lisa (Figura 37 B), enquanto nas capsulas abertas observam-se
pequenas protuberancias, relacionadas a formagao de canais preferenciais ou poros na
parede polimérica, por onde o 6leo esta sendo liberado (Figura 37 A). Essas saliéncias

sdo quase esféricas, cuja didmetros variam entre 10 e 30 nm.

r 1 T
o 1: Height W g 1: Height Tm

Figura 37: Analise da morfologia da parede das capsulas A tratadas com solug¢do “Abre”, com paredes
rugosas, com protuberancias de 10 a 30nm B) tratadas com solugdo “Fecha”, com paredes lisas.

Ainda visando comprovar a abertura das capsulas, foram feitas medigdes de altura
a partir das imagens de AFM. Escolheram-se capsulas que apresentassem didmetros

comparaveis, ¢ mediu-se a altura, escolhendo-se duas capsulas abertas, uma que
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apresentasse vazamento de 6leo ao seu redor, € uma que ndo apresentasse vazamento de
0leo; e uma capsula fechada.

Foram selecionadas em um campo de visdao das cépsulas abertas, duas capsulas
com diametros similares, uma parcialmente esvaziada e outra que retém o 6leo em seu
interior. Também foi selecionada uma céapsula fechada com didmetro equivalente as
capsulas abertas. Duas imagens de 10x10 pm sdo mostradas abaixo (Figura 38 A e B),
com a regido na qual os recursos foram selecionados demarcada pela area pontilhada. As
imagens na Figura 38 C, D e E mostram as cépsulas utilizadas nas medigdes. As medi¢des

em si estdo apresentadas na Figura 39.

1 V
|§e 1: Height 1004m oy 1: Height 100um

b ! T ]
o0 1: Height S0 o 1: Height 50um a0 1: Height 50

Figura 38: Imagens de AFM utilizadas para medigdo do tamanho das capsulas. Na parte superior estdo
destacadas A) Area utilizada para medigio das capsulas abertas B) Area utilizada para medigdo das capsulas
fechadas. Na parte inferior estdo demarcadas com uma linha branca C) Cépsula aberta esvaziada utilizada
na medigdo; D) Cépsula aberta cheia utilizada na medigdo; E) Capsula fechada utilizada na medigao.

Como pode ser visto pelas medidas apresentadas na Tabela 7, os didmetros das
capsulas selecionadas sdo muito préximos entre si, variando entre 427 nm e 437 nm. Os

resultados mostram, por um lado, que as capsulas cheias, tanto na amostra fechada quanto
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na aberta, apresentam uma altura proxima a 300 nm, enquanto a capsula esvaziada tem

uma altura de aproximadamente trés vezes menor que as cheias (119 nm).

Tabela 7: Medidas das capsulas a partir das imagens de AFM.

. Cépsula aberta Cépsula fechada
Medida Vazia Cheia Cheia
Diametro (nm) 433 437 427
Altura (nm) 120 296 338

A andlise conjunta das imagens de DLS, TEM e AFM permite concluir que as
capsulas apresentaram um comportamento estimulo responsivo, onde a parede se abre
apenas frente a um estimulo externo, sendo esse estimulo a redug¢ao do polipirrol através
de um agente redutor (KsFe(CN)s) e incorporagio de cations presentes no meio. E
importante ressaltar que a parede das capsulas permaneceu inalterada tanto frente a
aplicagdo de uma solucdo de agente oxidante (K3Fe(CN)s), como frente a adi¢ao apenas
de um eletrolito (NaCl).

Ressalta-se também que foi possivel promover a liberagdo do contetdo das
capsulas em meio coloidal, de forma simples — apenas adicionando-se uma solucao capaz
de reduzir a parede do polimero — e que este estd de acordo com o previsto teoricamente,
conforme o esquema mostrado na Figura 31. No entanto, apenas a liberagdo ¢ comprovada
por esses experimentos (Figura 31A) e a reversibilidade do processo, ou seja, a nova
oxidacdo da parede de PPy apds a abertura, promovendo o fechamento das céapsulas

(Figura 31B), ainda precisa ser comprovado.
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Figura 39: Medidas de AFM de diametro (distancia horizontal) e altura (distancia vertical) de capsulas: A-
B) Tratadas com solugdo “Abre” com 6leo visivel ao redor da capsula; C-D) Tratadas com solugdo “Abre”

sem 0leo visivel ao redor da capsula; E-F) Tratadas com solug@o “Fecha”.
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1.5.4. Liberacao controlada via estimulo eletroquimico

Para verificar a liberagdo do 6leo de linhaca a partir do nucleo das cépsulas
utilizando um estimulo eletroquimico, as capsulas PPy-Fe005 foram imobilizadas na
superficie de um ITO, e submetidas a aplicagdo de um potencial eletroquimico, em célula
eletroquimica de trés eletrodos padrao, utilizando-se NaCl como eletrolito, para garantir
condi¢des semelhantes e comparaveis a liberacao via estimulo quimico.

Para promover a reducdo da parede das capsulas foi aplicado um potencial de —
0,5V vs Ag/AgCl/Clsat € para promover a oxidacdo da parede das capsulas foi aplicado
um potencial de +0,3V vs Ag/AgCl/Clsat, ambos durante 5 minutos. Esses potenciais
foram escolhidos com base em voltametrias ciclicas de filmes de polipirrol realizadas em
NaCl anteriormente descritas em literatura [79]. Os resultados sdo apresentados no

grafico de cronoamperometria da Figura 40.
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Figura 40: Cronoamperometria para as capsulas PPy-Fe005 imobilizadas em ITO tanto para promover a
reducdo da parede da cépsula (RED), aplicando-se -0,5V; como para promover a oxidacao da parede da
capsula (OXI), aplicando-se +0,3V.

Baseando-se no experimento de liberagdo via estimulo quimico, esperava-se que
a oxidacao ndo resulte nenhum efeito sob a parede das capsulas e que a redugdo promova
a abertura das cépsulas. Pela cronoamperometria, foi observada uma resposta de corrente
apenas durante a redu¢do das capsulas, o que ¢ um indicio que a liberacdo segue o mesmo
principio da liberacdo quimica, e o fendmeno por tras da liberagdo — reducdo e expansio
da parede polimérica — nao ¢ alterado ao mudar o estimulo que inicia a liberagao.

Para confirmar a morfologia da parede das cépsulas apos a liberacado, estas foram

analisadas por SEM, e as imagens obtidas para as céapsulas apds a redugdo estdo
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apresentadas na Figura 41 e para as capsulas apos a oxidagdo estdo apresentadas na Figura

42.

I ]
500nm 500nm

Figura 41: SEM das céapsulas imobilizadas em ITO apds a reduc@o da parede (RED -0,5V) em diferentes
magnificagdes. A) 10000 X; B) 50000 X; C e D) 100000 X.

E possivel perceber a presenca de manchas brancas espalhadas por toda a amostra
apos a redugdo (Figura 41 A). Ao observar em magnificagcdes maiores, essas manchas
tém aspecto bastante similar as manchas de 6leo observadas nas imagens de AFM das
capsulas abertas via estimulo quimico (Figura 35 e Figura 36), ¢ podem ser consideradas
manchas de 6leo que foi liberado a partir das capsulas.

Nas imagens com maior magnifica¢do (Figura 41 C e D) ¢é possivel ainda perceber
que a parede da capsula apresenta rugosidades na superficie, que podem ser
correlacionadas com as os canais preferenciais de passagem do 6leo das capsulas abertas,

observadas para a liberacdo quimica na analise por AFM (Figura 37 A).
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Comparativamente, a superficie das capsulas submetidas a oxidagdo
eletroquimica (Figura 42) ndo apresentam essa rugosidade na superficie, e podem ser
correlacionadas com a morfologia lisa das capsulas fechadas observada para a liberacao
quimica na andalise por AFM (Figura 37 B).

Na superficie do ITO contendo as capsulas oxidadas (Figura 42) também nao se
observa nenhuma mancha esbranquigada que possa ser correlacionada a presenga de
vazamentos de 6leo, e conclui-se que nao houve liberacao nesse caso, o que esta de acordo

com a auséncia de resposta de corrente observada na cronoamperometria (Figura 40).

TT——— —
500nm 500nm

Figura 42: SEM das capsulas imobilizadas em ITO apo6s a oxidacdo da parede (OXI +0,3V).

Dessa forma, o estudo da liberacdo controlada via estimulo eletroquimico
confirma o mecanismo proposto apés a analise da libera¢dao via estimulo quimico, e

mostra que as capsulas formadas tém comportamento estimulo responsivo.
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1.6. Conclusao

Como conclusdo parcial do primeiro capitulo da tese, pode-se dizer que o objetivo
central de sintetizar nanocapsulas com parede de polimero condutor foi concluido. Foi
possivel também estabelecer uma metodologia de sintese que padrdo, baseada na
polimerizacdo interfacial, que pode ser adaptada com facilidade para diferentes polimeros
condutores e diferentes 6leos.

Foi possivel concluir que o surfactante tem um papel crucial na sintese. Por estar
diretamente localizado na interface, o surfactante interage tanto com o 6leo como com o
polimero, e ndo ¢ apenas suficiente que essa molécula estabilize a emulsdo, mas ¢
necessario que também tenha afinidade com o polimero, auxiliando no crescimento e
orientagdo das cadeias poliméricas ao redor do molde.

O agente oxidante também apresenta um papel importante, e sua concentragao
pode ser controlada para promover a formagdo de paredes poliméricas com diferentes
espessuras. Além disso, ¢ possivel formar cadpsulas com morfologias semelhantes com
diferentes agentes oxidantes, desde que se trabalhe em uma faixa de concentracdo
adequada.

Para as cépsulas de polipirrol foi possivel concluir que a parede da capsula
apresenta um comportamento estimulo responsivo, sendo aberta apenas frente a redugao
do polimero, tanto por estimulo quimico (adi¢do de um agente redutor), como por
estimulo eletroquimico (reducdo direta via aplicacdo de potencial).

De maneira geral, foi possivel ampliar a compreensao das etapas envolvidas na
sintese coloidal de nanocapsulas de polimeros condutores, oferecendo uma metodologia
simples, que ndo depende de uma aparelhagem complexa e ainda fornece nanomateriais
de forma reprodutivel e permitindo o controle dos parametros de sintese para a obten¢ao
de diferentes espessuras de parede.

As nanocépsulas propostas podem ser avaliadas, como etapa futura, tanto para
aplicacdes bioldgicas como entrega controlada de farmacos via oral ou transdérmica,
através da adicdo de um ativo a composi¢do; bem como para a utilizagdo em sistemas
inteligentes de auto reparagdo, sem a necessidade de incorporagdo de mais nenhuma
molécula, dada a caracteristica de formacgao de filme so6lido por reticulagdo do dleo de

linhaca.
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CAPITULO II: NANOESTRUTURAS CORE-SHELL COM NUCLEO

METALICO

IL.1. Introducao

A era de ouro dos nanomateriais se iniciou no final do século 20 e em pouco tempo
as nanoestruturas ganharam destaque nos avangos tecnologicos devido principalmente a
alta relacao superficie-volume e, portanto, a maior energia de superficie dessas particulas.
De modo geral isso resulta em propriedades fisico-quimicas ajustdveis e melhor
desempenho das nanoestruturas em relagdo aos materiais bulk [80].

Dentre as inimeras nanoestruturas existentes, as nanoparticulas do tipo core-shell,
assim como as capsulas, sdo formadas por um nucleo e um involucro externo, com a
diferenca de que o nucleo das nanoparticulas core-shell é geralmente solido e ndo tem por
objetivo principal o armazenamento e liberacdo de um determinado ativo. As
nanoparticulas core-shell geralmente tem por objetivo explorar a combinag¢do dos
materiais de nucleo e de parede, de forma a criar propriedades ou funcionalidades
inexistentes nos materiais isolados.

Essas nanoestruturas nasceram da observacao de que nanoparticulas heterogéneas
podem ter melhor eficiéncia para determinadas aplicagdes do que particulas homogéneas
de cada um dos materiais individuais, através do surgimento propriedades Unicas
derivadas da formacao de um material hibrido. Mais um passo adiante, notou-se que as
nanoparticulas semicondutoras feitas em multicamadas concéntricas apresentaram uma
nova melhoria em suas propriedades, e desenvolveu-se entdo a terminologia “core-shell”
para se referir a essas estruturas [81].

Em aplicagdes biologicas, as nanoparticulas core-shell t€m grandes vantagens
sobre as nanoparticulas simples, levando a diminuicao da citotoxicidade, aumento da
citocompatibilidade, melhor conjugacdo com outras moléculas bioativas, aumento da
estabilidade térmica e quimica e assim por diante. Ou seja, para nanoparticulas que
tenham algum efeito prejudicial ao organismo, esse efeito pode ser diminuido ou
eliminado formando-se uma camada externa com um material biocompativel, conforme

ilustra a Figura 43 [82].
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Figura 43:Esquema de nanoparticula core-shell multifuncional, com diversas opgdes de modificacdo da
superficie para diversas aplicagdes com enfoque em nanomedicina. Fonte: Adaptado de Chatterjee et al.,
2014 [82].

Na area de catalise e eletrocatalise, também ¢ possivel melhorar a atividade
catalitica de um material nanoestruturado através da formacdo de uma estrutura core-
shell, ou introduzir fungdes extras, como por exemplo através da formac¢do de um ntcleo
com propriedades magnéticas acoplado a uma parede com atividade catalitica, permitindo
a separacao e reutilizagcdo do catalisador, que geralmente se trata de um material de alto
valor agregado [83].

Para a formagdo do nucleo de nanoparticulas core-shell, um dos materiais mais
interessantes sao as nanoparticulas metalicas, que tém propriedades eletronicas e Opticas
Unicas originadas a partir das interagdoes luz-matéria por ressonancia plasmonica de
superficie localizada (LSPR - Localized Surface Plasmon Resonance) [84].
Nanoparticulas de ouro e de prata sdo amplamente aplicadas em bionanotecnologia
[85,86], nanoparticulas de platina demonstram excelente atividade catalitica [87] e até
nanoparticulas de materiais menos nobres, como o 6xido de ferro, apresentam excelentes
propriedades magnéticas [88].

Ja para a formacdo da parte externa das estruturas core-shell, os polimeros
condutores se apresentam como materiais muito interessantes. A combinacao de

nanoparticulas metélicas e polimeros condutores ja mostrou a formacdo de materiais
100



hibridos com efeitos sinergisticos interessantes, com diversas morfologias distintas,
incluindo filmes, nanofibras e nanoparticulas poliméricas decoradas com nanoparticulas
metalicas, bem como estruturas do tipo core-shell [89]. Além disso, varios estudos
mostram que a banda plasmonica das nanoestruturas de ouro sofrem alteragao de acordo
com o estado de oxidag@o do polimero condutor acoplado [90-96].

Grande parte dos estudos mostra que ha uma influéncia do indice de refragcdo dos
polimeros condutores sobre a mudanca da posi¢ao da banda plasmonica, € que de maneira
geral, um aumento no indice de refracdo, promovido pela redu¢do do polimero, leva a um
deslocamento do LSPR para o vermelho [90,91,94,95].

O estudo de Jung et al. [96], entretanto, sugere que o movimento dos elétrons &
em blocos de polipirrol acoplados a um nanobastdo de ouro ¢ mediado pela oscilagao
coerente dos elétrons livres de condugdo na superficie do ouro, o que leva a um efeito de
acoplamento plasmonico de superficie. Assim, a oscilagdo dos elétrons livres do ouro
facilita a transferéncia de carga, e a onda eletromagnética se propaga sobre a jun¢do Au-
PPy, o que resulta em um LSPR estendido quando o polimero estd em seu estado
oxidado/condutor.

Sendo assim, a formac¢ao de nanoestruturas do tipo core-shell compostas por um
nucleo de ouro e uma parede de polipirrol tem grande aplicabilidade. O desenvolvimento
de uma sintese reprodutivel para diversas morfologias de nanoestruturas de ouro, com
controle da espessura da parede de polimero, bem como a verificacao da propagacao do
LSPR para a camada de polimero sdao duas etapas importantes para viabilizar a aplicagao

dessas nanoestruturas, e serd o tema de estudo do segundo capitulo dessa tese.
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I1.2. Revisao Bibliografica

I1.2.1. Nanoparticulas de ouro

Desde o tempo do copo de Licurgo, as nanoparticulas de ouro atraem aten¢ao
devido as suas distintas propriedades Oticas. Essas propriedades sdo originadas
principalmente através da interacdo entre a radiagdo eletromagnética e a nuvem eletronica
das nanoestruturas metélicas, que resulta no fenomeno conhecido como ressonancia
plasmonica de superficie localizada (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon
Ressonance).

A ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR) ¢ a propriedade mais
caracteristica das nanoparticulas metélicas, e a mais explorada em suas aplicagdes. O
fenomeno de LSPR tém origem nos elétrons ‘d’ livres da banda de conduc¢do do metal.
Esses elétrons da banda de condugao sdo altamente polarizaveis e, quando um feixe de
luz incidente € ressonante com os comprimentos de onda de seus plasmons de superficie
—um plasmon ¢ uma oscilagido quantizada na densidade eletronica do metal —, os elétrons
se movem sob a influéncia do campo externo, dando origem a uma diferenca de carga
liquida nos limites das nanoparticulas, como ilustra a Figura 44 [84].

Ou seja, ap6s a iluminagdo em comprimentos de onda ressonantes, elétrons da
banda de conducdo na superficie das nanoparticulas de ouro sdo deslocalizados e sofrem
oscilagdo coletiva, gerando o LSPR. Pode-se pensar nessas oscilagdes plasmonicas como
oscilagdes mecanicas da nuvem eletronica de um metal, com a presenga de um campo
elétrico externo causando deslocamentos dessa nuvem eletronica em relagdo aos nucleos
i6nicos fixos [97].

Por ser uma interacao entre a luz e as nanoparticulas, a técnica mais utilizada para
observacgao da banda plasmonica ¢ a espectroscopia UV-Vis. Porém, para nanoestruturas
maiores, a banda plasmonica pode estar localizada na regido do infravermelho proximo,
além do limite de comprimentos de ondas da maior parte dos equipamentos de
espectroscopia UV-Vis.

O comprimento de onda da luz capaz de originar o LSPR varia de acordo com
diversos fatores, como o tamanho ¢ a forma da nanoparticula [97-99], a presenca de
ligantes na superficie e o solvente no qual as particulas estdo dispersas, ou o indice de

refracdo do meio em que estdo inseridas [97]. Como exemplo, pode-se observar a forma
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e comprimento de onda comparativo do LSPR para diferentes tamanhos e morfologias de

nanoestruturas de ouro, mostrados na Figura 45.

Figura 44: Representagdo esquematica do fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie localizada
(LSPR) em nanoparticulas de ouro. Fonte: Adaptado de Cao et al., 2014 [100].
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Figura 45: A) Mudanga de posigdo da banda plasmonica de nanoparticulas de ouro com o aumento do
diametro. Fonte: Bastus, N. et al. 2014 [98]; B) Mudanga de posi¢ao da banda plasménica de nanoestruturas

de ouro devido a uma mudangca em sua morfologia, com crescimento de sementes esféricas para
nanobastdes. Fonte: Sanchez-Iglesias et al., 2017 [99].

103



Essa capacidade de manipular e controlar a luz em nanoescala pode ser explorada
para inumeras aplicagdes, incluindo sensores biologicos, catalise, células solares, guias
de onda e lasers. No entanto, geralmente, as propriedades LSPR de nanoparticulas
plasmonicas sdo predeterminadas por sua forma e tamanho durante a sintese e,
posteriormente, ¢ dificil modificar reversivelmente as propriedades LSPR. Por isso, uma
variedade de métodos de sintese foi desenvolvida, permitindo controle da composicao,
forma e tamanho das particulas, a fim de obter propriedades oticas direcionadas para
aplicagdes especificas [101].

Dependendo da morfologia da nanoparticula podem existir ainda diferentes
formas nas quais os elétrons das nanoestruturas podem oscilar, gerando mais de um
LSPR. E o que acontece, por exemplo nos nanobastdes, que apresentam uma oscilagio
transversal (ao longo do eixo mais curto) e uma longitudinal (ao longo do eixo mais

longo) dos elétrons, gerando duas bandas plasmdnicas, como mostra a Figura 46.

A

Oscilagdo longitudinal de elétrons

Figura 46: Diferentes modos de ressonancia plasmonica de superficie em nanoestruturas nao esféricas,
como os nanobastdes, mostrando A) a oscilagdo transversal dos elétrons; B) a oscilagdo longitudinal dos
elétrons. Fonte: Adaptado de Cao et al., 2014 [100].

O LSPR ¢ explorado em diversas aplicagdes, sendo as principais 0s sensores €
biossensores [97,100], mas jad se estende para outras areas da nanomedicina,

principalmente em novos tratamentos para o cancer [84].
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I1.2.3. Acoplamento de nanoparticulas de ouro e polimeros condutores

Existem diversos trabalhos na literatura que exploram a interacao entre polimeros
condutores e nanoparticulas metéalicas em filmes de polimeros condutores. Muitos se
baseiam nessa interagdo para melhorar as propriedades dos polimeros condutores,
principalmente a condutividade, com aplicagdes extensas, por exemplo, na detec¢dao do
virus da Covid-19, o SARS-CoV-2 [102].

Entretanto, existem poucos trabalhos na literatura que se dedicam a formacgao de
compositos coloidais entre nanoparticulas de ouro e polimeros condutores, através do
revestimento individual dessas nanoparticulas com uma camada de polimero, formando
uma estrutura do tipo core-shell. Isso se deve principalmente a dificuldade de se
estabelecer uma sintese padronizada para a formagao de tais compositos, € os trabalhos
existentes empregam uma ampla variedades de metodologias, com diferentes quantidades
de monomero, surfactantes e agentes oxidantes [103—109].

Porém, ¢ indiscutivel que tais estruturas apresentam uma vasta possibilidade de
aplicagdes, incluindo terapia fototérmica para o tratamento do cancer [104]; espacamento
fisico entre as nanoestruturas, evitando o fendmeno de acoplamento [105], tornando as
nanoestruturas aplicaveis para dispositivos eletrocromicos, sensores, moduladores de luz
e células solares; sistemas com dupla responsividade a estimulos luminosos [107], entre
outros.

Além disso, a presenca de polimeros condutores recobrindo individualmente a
parede de uma nanoparticula metélica oferece uma possibilidade muito interessante de
controlar a posi¢cao do LSPR da nanoparticula através da manipulagao do estado redox do
polimero condutor.

No caso do polipirrol, alguns trabalhos sugerem que o polimero proporciona um
deslocamento para o vermelho ap6s a oxidacao, devido a uma propagacao do LSPR para
a camada de polimero quando este se encontra em seu estado condutor, e um
deslocamento para o azul apds a redugdo do polimero, como ilustra o esquema da Figura
47 [96].

Outros trabalhos, entretanto, mostram um comportamento inverso, com um
deslocamento para o vermelho quando o polimero condutor ¢ reduzido, como ¢ o caso da
polianilina [105,107]. Nesses casos, os autores geralmente atribuem as mudancas
observadas a uma alteragao no indice de refragdo do polimero que acompanha a alteragao

do estado redox. No caso da polianilina as mudangas de estado redox entre os estados de
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sal esmeraldina, base leucoesmeraldina e base pernigranilina proporcionam mudancas de

cor no polimero (verde, vermelho e violeta respectivamente), o que de fato altera
significativamente o indice de refracao.
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Figura 47: Esquema da propaga¢do do LSPR para uma camada de polimero condutor oxidado (condutor).
A oxidacdo do polimero o leva ao seu estado condutor, o que resulta em uma propagacao do plasmon para
a camada polimérica, observavel como um deslocamento para o vermelho da banda plasmonica. A reducao
do polimero resulta na diminui¢ao da condutividade e essa propagacao deixa de acontecer, observavel como
um deslocamento para o azul. Fonte: Adaptado a partir do proposto por Jung et al., 2018 [96].
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Figura 48: Esquema de deslocamento para o vermelho do LSPR apés a reducdo do polimero condutor,
devido a uma mudanga do indice de refrag@o, proposto para PAni. O aumento do indice de refracdo do meio

circundante a nanoparticula resulta em um deslocamento para o vermelho da banda plasmdnica. Fonte:
Adaptado a partir do proposto por Jeon et al., 2016 [90].
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Outros polimeros condutores, como o poli[(3,4-propilenodioxi)pirrol] [91], e o
PEDOT [108], apresentam uma resposta similar a da PAni, e observa-se um deslocamento
para o vermelho conforme o polimero ¢ reduzido, atribuido novamente a mudanga do
indice de refragdo. Para nanoparticulas de ouro, ¢ reportado que o LSPR aumenta
linearmente a medida que o indice de refragdo do meio circundante aumenta [97], logo,
um aumento significativo no indice de refracao (An) durante a redugdo concorda com o
deslocamento para o vermelho observado nesses trabalhos.

Assim, ¢ de interesse tanto desenvolver uma sintese padronizada e eficaz para a
formacao de um recobrimento homogéneo e individual das nanoparticulas metélicas, bem
como determinar o fator chave no deslocamento da banda plasmdnica no caso do
polipirrol, elucidando se ¢ um efeito do indice de refracdo ou um efeito da propagacao do

LSPR para a camada de polimero condutor.

I1.2.4. Técnicas de Analise
Nos itens a seguir foram detalhadas algumas das técnicas de analise utilizadas para

caracterizagdo das nanoparticulas core-shell, elucidando seus fundamentos.

I1.2.4.1. Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis) ¢ uma das técnicas mais antigas
de espectroscopia molecular. A formulacao da Lei de Lambert-Beer, que ¢ o fundamento
matematico principal por trds da técnica, ocorreu em 1852 e criou a base para a
quantificacdo das medidas de absorbancia.

A espectroscopia UV-Vis deve sua importancia ndo apenas as suas variadas
aplicagcdes em quimica, fisica e bioquimica, mas também a problemas analiticos, a
investigacdo de equilibrios quimicos e a cinética de reacdes quimicas, incluindo a
fotocinética [110].

Em seu sentido mais amplo, a espectroscopia ultravioleta-visivel esta relacionada
com as interacdes entre a radiacdo eletromagnética na regido ultravioleta-visivel e a
matéria. A regido ultravioleta (UV) cobre aproximadamente a faixa de 100 a 380 nm do
espectro eletromagnético. E comumente dividida em trés sub-regides principais, que sio:
UVA em 320-380 nm; UVB na faixa de 280-320 nm; e UVC em 100-280 nm. A regido

visivel (Vis) compreende a faixa espectral de 380-750 nm [111].
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A radiagdo ultravioleta e visivel que atinge uma determinada substancia interage
com ela de diferentes formas, podendo ser transmitida, refletida ou absorvida. Se a
frequéncia da radiag¢do incidente corresponder a diferenca de energia de uma transigao
entre dois niveis de energia da substancia, essa frequéncia especifica ¢ absorvida pelo
material causando uma excitacdo de ressonancia que gera uma variagdo na distribuicdo
da densidade eletronica. Esse efeito pode ser representado pelo modelo de Bohr [110,111]
como mostra a Equacao (7).

h
AE=&—E}=M?=§- )

Onde E; e E; sdo as energias inicial e final, respectivamente; h ¢ a constante de
Planck (6,62 - 10734 s); ¢ é a velocidade da luz no vacuo (2,99 - 108 m s™); © é o nimero
de onda e A ¢ o comprimento de onda.

Lambert e Beer desenvolveram uma relagdo que correlaciona a intensidade de
uma absor¢do com a concentragdo ¢ espessura das espécies absorventes (Lei de Beer-
Lambert ou Lei de Beer), que ¢é rigorosamente observada apenas para materiais
absorventes em meio homogéneo diluido, e estd mostrada na Equagao (8).(9)

A =ebC (8)

Onde A ¢ a absorbancia; € ¢ a absortividade molar ou coeficiente de absor¢ao
molar; b € o caminho 6tico e C ¢ a concentragao da espécie em solugao.

Para o caso especifico das nanoparticulas metalicas, a espectroscopia UV-Vis € a
principal ferramenta para se observar o fendmeno de LSPR, que aparece na forma de uma
banda de absor¢do da energia do feixe de luz incidente no comprimento de onda capaz de

excitar os plasmons de superficie da nanoestrutura.

I1.2.4.2. Dicroismo Circular

Um material dicroico ¢ aquele capaz de dividir um feixe de luz visivel em feixes
distintos de diferentes comprimentos de onda, ou um material no qual os raios de luz com
diferentes polariza¢des sdo absorvidos em diferentes quantidades. No caso do dicroismo
circular, estamos tratando da capacidade de um material de absorver diferentes
quantidades da luz polarizada circularmente, ou seja, a absor¢do diferencial de luz
polarizada no sentido horario e no sentido anti-horario [112].

A espectroscopia de dicroismo circular 6ptico (CD — Circular Dichroism) é uma
técnica de analise utilizada para estudar as propriedades quirais de moléculas e

biomoléculas. Uma molécula ou estrutura ¢ quiral se ndo tiver planos de simetria nem um
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centro de simetria, ou seja, a imagem espelhada da molécula ou estrutura ndo ¢
sobreponivel com o original. Nesse caso, uma molécula adquire um sentido de rotacao
(horario ou anti-horario) e reage aos fotons da luz polarizada em sentido horario e anti-
horario de maneira diferente e, portanto, mostra um sinal de CD diferente de zero [112].

A técnica de espectroscopia de dicroismo circular mede, em func¢do do
comprimento de onda, a diferenca na absor¢do da luz polarizada circularmente para a
esquerda, ou no sentido anti-horario (L-CP), e da luz polarizada circularmente para a
direita, ou no sentido horério (R-CP), como mostra a equagdo (9):

CD = AA(A) = A —cp — A(Dr—cp )

Onde A ¢ o comprimento de onda da luz incidente. Essa diferenga pode ser
detectada quando uma molécula quiral contém um ou mais grupos de absorcao de luz -
os chamados cromoforos quirais, ou em nanoestruturas metalicas cuja forma
tridimensional apresente propriedades quirais [113].

Quando moléculas ou particulas quirais estdo presentes, um estado de luz
polarizada circularmente sera absorvido em maior ou menor extensao do que o outro. Em
comprimentos de onda correspondentes, um sinal de dicroismo circular pode, portanto,
ser positivo ou negativo, dependendo se a luz L-CP ¢ absorvida em maior extensdo do
que a luz R-CP (sinal de CD positivo) ou em menor extensao (sinal de CD negativo).

E importante destacar que a forga rotacional (a area sob a curva AA por A) de uma
curva CD ¢ uma medida do grau de assimetria. Um agente que aumenta ou diminui esses
parametros geralmente o faz aumentando ou diminuindo a assimetria [112].

No caso de sistemas inorganicos, o ouro e outras NPs metalicas representam o
melhor sistema quiral em nanoescala estudado teodrica e experimentalmente. Em geral,
nanoestruturas de ouro com propriedades quirais sdo obtidas utilizando-se moléculas
orgénicas quirais como ligantes durante a sintese das nanoestruturas, como tiois, fosfinas
e aminas [114]. Os espectros de CD na banda plasmonica exibem polaridade oposta para
cada enantiomero empregado como ligante de superficie [113].

A quiralidade em sistemas inorganicos, sejam particulas individuais ou estruturas
automontadas (self assembled strucutres), pode surgir devido a natureza do arranjo
cristalino ou da morfologia do sistema, sem a presenga de centro de simetria [115].

A espectroscopia de dicroismo circular 6tico pode ser, portanto, utilizada para
verificar a presenca de uma caracteristica quiral em nanoparticulas metalicas, nas quais

os sinais de CD mudam com o tamanho das NPs. Na maioria dos casos, o fator de
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anisotropia aumenta gradualmente com a diminui¢ao do didmetro médio do aglomerado

[114].

I1.2.4.3. Espectroscopia Raman ¢ SERS

A quantizacdo de energia em niveis atdmicos de energia resulta em transigoes
eletrOnicas caracteristicas, que sdo utilizadas na espectroscopia atomica. Porém, em se
tratando de moléculas, mudancas de energia podem ser originadas ndo s6 como resultado
de transicdes eletronicas, mas também por mudancas de estados rotacionais e
vibracionais. Essas mudancas de estado podem ser utilizadas para as técnicas de
espectroscopia molecular, como espectroscopia de infravermelho e espectroscopia
Raman.

Os espectros moleculares sdo, portanto, mais complexos do que os espectros
atdomicos. No entanto, eles também contém informagdes relacionadas a mais propriedades
e sua analise leva a valores de forgas, comprimentos e angulos de ligacdo. Eles também
fornecem uma maneira de determinar uma variedade de propriedades moleculares, como
momentos de dipolo.

Todos os tipos de espectros tém algumas caracteristicas em comum. O processo
que ocorre durante a espectroscopia molecular pode ser considerado como ocorrendo por
uma excitagdo da molécula a uma ampla gama de estados, representados pela banda
sombreada na Figura 49, e o subsequente retorno da molécula a um estado de energia
inferior. A mudancga de energia liquida ¢ entdo levada por um foton emitido.

Existem trés tipos principais de emissdo: Se a radia¢do emitida tem exatamente a
mesma frequéncia da radiagdo incidente, ou seja, tem a mesma energia da radiagdo
incidente, ela ¢ denominada radiacdo de Rayleigh. Se a radiagdo emitida tem uma
frequéncia menor que a radiagdo incidente, ou seja, uma energia menor, temos a radiacao
Stokes. Por fim, se a radiagdo emitida tem uma frequéncia maior que a radiacdo incidente,
ou seja, uma energia maior, temos a radiagao Anti-Stokes.

As espectroscopias de emissao e absor¢ao fornecem informagdes similares sobre
separacgdes de nivel de energia, mas consideragdes praticas geralmente determinam qual
técnica ¢ empregada. As transicdes vibracionais sdo detectadas monitorando a absorcao
liquida da radiagdo infravermelha; as transi¢des rotacionais sao detectadas monitorando

a absor¢do liquida da radiacdo de micro-ondas.
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Figura 49: Esquema ilustrativo das transi¢des energéticas envolvidas em medidas espectroscopicas. Fonte:
Adaptado de Atkins et al., 2010 [116].

Na espectroscopia Raman, as transi¢des rotacionais e vibracionais sao observadas
através da andlise da radia¢ao espalhada pelas moléculas. Na espectroscopia Raman, a
diferenga entre as frequéncias da radiacdo incidente e espalhada ¢ determinada pelas
transi¢cdes que ocorrem dentro da molécula; esta técnica € usada para estudar vibragdes e
rotacdes moleculares [116].

Em um espectrometro Raman tipico, um feixe de laser incidente monocromatico
¢ passado através da amostra e a radiacdo espalhada pela face frontal da amostra ¢
monitorada. Essa geometria de deteccdo permite o estudo de gases, liquidos puros,
solucdes, suspensoes e solidos. A luz do laser interage com vibragdes moleculares, fonons
ou outras excitacdes no sistema, resultando no deslocamento da energia dos fotons do
laser para cima ou para baixo. A mudanga na energia do feixe (deslocamento Raman ou
Raman shift) fornece informacgdes sobre os modos vibracionais no sistema [116].

A espectroscopia Raman encontra aplicagdes extremamente relevante e atuais,
principalmente através do desenvolvimento da técnica de SERS (Surface-enhanced
Raman spectroscopy). O efeito SERS consiste em uma intensifica¢do significativa do
espalhamento Raman e foi descoberto casualmente por Fleischmann durante uma
tentativa de estudar espécies adsorvidas em superficies de eletrodos de prata através da
espectroscopia Raman [117].

Posteriormente, dois trabalhos independentes de Jeanmarie ¢ Van Duyne [118],

e de Albrecht e Creighton [119], ambos publicados em 1977, mostraram que o fator de
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intensificacdo observado era muito maior do que o esperado pelo simples aumento da
area. Evidentemente a contribui¢do da superficie para a intensidade observada era maior
do que a esperada através do aumento na rugosidade e foi entdo sugerido um novo efeito,
batizado de efeito SERS ou espalhamento Raman intensificado por superficie.

Apesar do efeito SERS ter sido observado pela primeira vez em eletrodos, outros
tipos de superficies podem ser empregadas, como por exemplo coloides de alguns metais
(nanoparticulas metalicas), filmes metéalicos depositados em ultra alto vacuo.

Ainda ndo ha um consenso na literatura sobre os fundamentos por tras do efeito
SERS, mas de maneira geral, existem dois modelos principais que buscam elucidar o
mecanismo responsavel pelo aparecimento do efeito SERS: o eletromagnético, proposto
por Jeanmaire ¢ Van Duyne [118] e o molecular, proposto por Albrecht e Creighton [119].

O modelo eletromagnético considera a intensificagdo do campo eletromagnético
proximo a superficie do metal devido a ressonancia com o plasmon de superficie. Essa
teoria explica intensificacdes a longas distancias (long-range enhancement) e o espectro
obtido deve ser similar aquele obtido das moléculas em solugao, isso porque o efeito do
campo elétrico tem uma dependéncia com a distancia que separa a molécula da superficie,
nao dependendo, portanto, do contato entre elas [118].

O modelo molecular ou modelo quimico considera as modificacdes na
polarizabilidade molecular geradas pela interacdo da molécula espalhadora com a
superficie. Essa interacdo pode se dar pela formacao de complexos de transferéncia de
carga, ligagdes quimicas convencionais com a superficie, ou ainda através de interacdes
eletrostaticas (par idnico). Neste caso, o contato com a superficie € essencial (short-range
enhancement) e os espectros obtidos dessa maneira podem divergir daqueles registrados
de solucdo, seja por mudancas em intensidades relativas, meia-larguras, deslocamentos
de frequéncias ou mesmo pelo aparecimento de novas bandas [119].

O efeito SERS, pode ser obtido ndo s6 em eletrodos, mas também através da
utilizagdo de nanoparticulas metalicas, tanto isoladas como inseridas em sistemas
complexos, que vem sendo desenvolvidos para diversas aplicagdes, como por exemplo a
nanomedicina.

Para exemplificar o quio versatil se tornou a espectroscopia Raman apds a
descoberta do efeito SERS, pode-se citar o trabalho de De Marchi et al. [120]. Nesse
trabalho, os pesquisadores se propuseram a desenvolver um monitoramento nao invasivo

de subprodutos metabolicos extracelulares, utilizando ‘nano chocalhos’ ou ‘nanorattles’
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plasmonicos. Essas estruturas foram formadas por um material compdsito feito de um
nucleo de nanobastdo de ouro, recoberto com uma camada de prata e posteriormente
recoberto com uma camada de silica, utilizando um ZIF (Zeolitic imidazolate
frameworks) como molde para formagao dessa camada de silica (Au@Ag@mSiO»).

Essa complexa estrutura nanométrica foi utilizada para monitoramento
optofisiologico do metabolismo extracelular em populagdes microbianas. A deposi¢ao do
metabolito excretado pela colonia de bactérias promove uma mudanca de pH no substrato
composto pelas nanoestruturas, e essa mudanca foi medida através da espectroscopia
Raman.

O elemento-chave do substrato SERS criado nesse trabalho € o involucro de silica
mesoporosa encapsulando nanoparticulas plasmdnicas unicas, que fornece estabilidade
coloidal e recursos de peneiramento molecular para as nanoestruturas projetadas,
realizando assim medigdes robustas, sensiveis e confiaveis. Isso mostra como sistemas
complexos na escala nanométrica podem ser poderosas fermentas na utiliza¢ao da técnica
de SERS.

Além das nanoestruturas metalicas, os polimeros condutores também sdo
frequentemente caracterizados por espectroscopia Raman. Essa ferramenta ja foi bastante
explorada para verificar as mudancas de estado de oxidagdo desses polimeros, a principal
responsavel por sua condutividade.

O trabalho de Santos M.J.L et al. [121], utilizou a analise de espectroeletroquimica
Raman para analisar filmes de polipirrol em diferentes estados de oxidagao, e foi possivel
verificar mudangas em diversas bandas devido a mudanca de estado de oxidacdo do
polimero, com destaque para as bandas complementares na regido entre 1000 e 1100 cm”
!, associadas a deformacdo no plano da ligagio C—H, como mostra a Figura 50 [122]. A
banda em 1044 cm™! ¢ associada ao estado oxidado do PPy e a formacio de uma estrutura
quinoide enquanto a banda em 1081 cm™ ¢ associada ao estado neutro ou reduzido do
PPy e a presenca de uma estrutura benzoide. Portanto, a espectroscopia Raman também
¢ uma ferramenta muito versatil para caracterizar as mudangas estruturais que os

polimeros condutores sofrem como consequéncia da mudanca de estado redox.
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Figura 50: Espectros Raman de um filme de PPy/NaClOy4, obtidos in sifu em solu¢ao aquosa de NaClO4 0,1
mol L', analisados em faixa de potencial de -0,8 a 0,8 V. Laser de excitagio a 632,8 nm e tempo de
acumulagdo de 60 s, em regido entre 875 ¢ 1100 cm'. Fonte: Extraido de Santos et al., 2007 [121].
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I1.3. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de nanoestruturas

estimulo responsivas baseadas em polimeros condutores, a partir da sintese coloidal.

Dentro do tema central, o segundo capitulo tem como foco a Sintese de nanoestruturas

core-shell com parede de polimero condutor, utilizando nanoestruturas de ouro como

material de nucleo.

Como objetivos especificos, tem-se:

Estabelecer uma metodologia de sintese reprodutivel e que permita o
controle da espessura da camada de polimero;

Elucidar a fungao de cada componente na formacao da camada polimérica,
determinando quantidades otimizadas de adicdo de monomero, surfactante
e agente oxidante;

Determinar o papel do ligante de superficie da nanoparticula de ouro na
formacao da camada de polimero;

Avaliar a reprodutibilidade da sintese em diferentes morfologias de nucleo
(nanoesferas, nanobastdes e nanoparticulas quirais), de modo a verificar
se a camada de polimero resulta em uma morfologia tridimensional que
replica a forma do nucleo utilizado;

Avaliar através da espectroscopia Raman a alteragdo do estado de
oxidacao do polimero condutor utilizando a mudanga de pH do meio como
estimulo para essa alteracao;

Avaliar como ocorre a mudanga do LSPR da nanoparticula de ouro com a
mudanga do estado de oxidagdo do polimero e determinar sua possivel

causa.
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I1.4. Materiais e Métodos

Os reagentes necessarios para a sintese das nanoestruturas de ouro sio: Acido
tetracloroaurico (HAuCl4, > 99%), cloreto de hexadeciltrimetilamonio (CTAC, 25% em
peso em agua), brometo de hexadeciltrimetilamoénio (CTAB, > 99%), cloreto de
benzildimetilhexadecilamonio (BDAC), acido citrico (> 99,5%), citrato de sodio (>
99,5%), borohidreto de sodio (NaBH4 >98%)), nitrato de prata (AgNOs, > 99%), acido
cloridrico (HCI, 37%), acido L-ascorbico (AA, > 99%), tetracloropaladato de potéssio
(I) (K2PdCls, 99,99%), e 1-decanol (>98%), todos adquiridos da Sigma-Aldrich.
Cloridrato de D-cisteina (D-cis, 99%) e cloridrato de L-cisteina (L-cis, 99%) foram
adquiridos da Alfa Aesar.

Todos os produtos quimicos foram utilizados sem purificagdo adicional. Agua
ultrapura (resistividade 18,2 MQ-cm a 25 °C) foi usada em todos os experimentos. Todas
as vidrarias e barras magnéticas utilizadas nas sinteses das nanoparticulas foram lavadas
com agua régia (3HCL: 1HNO3) e dgua ultrapura antes e depois do uso.

Para modificagdo da superficie da nanoparticula com pirrol foram utilizados
cloreto de cetiltrimetilamonio (CTAC, 25% em peso em agua) e dodecilbenzeno
sulfonato de sédio (SDBS > 99%), obtidos da Sigma-Aldrich e utilizados sem purificacao
adicional. O monomero pirrol foi obtido da Alfa Aesar, purificado por destilagdo, e
armazenado em refrigerador antes do uso. O agente oxidante utilizado foi o cloreto férrico
(FeCls), obtidos da Sigma-Aldrich e utilizado como recebido.

A seguir foram elucidados os protocolos de sintese das nanoestruturas de ouro,
todos realizados com base em trabalhos previamente publicados na literatura. A sintese
dos nanobastdes de ouro foi realizada pelo Dr. Sergio Rodal Cedeira, e a sintese das
nanoparticulas quirais de ouro foi realizada pela assistente de pesquisa Maria José
Cordero Ferradas, ambos do grupo de Quimica de Coloides da Universidade de Vigo,
Espanha.

Sintese das nanoparticulas de ouro esféricas: As nanoparticulas de ouro de 40 nm
foram sintetizadas de acordo com um método de Frenz modificado, via redug¢do por
citrato, descrito por Wang et al. [123]. De forma simplificada, 0,5 mL de uma solucao
aquosa de HAuCls (25 mmol L) e 42,5 uL de AgNOs (5,9 mmol L) foram misturados
e agitados em vortex. A esta solucdo de HAuCls/AgNOs3, foram adicionados 250 pL de
citrato de sodio (34 mmol L") e 1,71 mL de 4gua ultrapura, e misturou-se novamente em

Vortex por 4,5 minutos.
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Simultaneamente com a preparacao da mistura acima, 47,5 mL de dgua ultrapura
foram aquecidos a ebulicao, em um erlenmeyer de 100 mL equipado com uma barra
agitadora magnética. A mistura HAuCls/AgNO3/Citrato de Sodio, apos 4,5 minutos, foi
adicionada de uma s6 vez a agua fervente. A temperatura e forte agitagdo sdo mantidas
por 10 minutos. Ap0s este tempo, a sintese foi concluida, e as nanoparticulas retiradas da
agitacdo, deixadas em repouso para resfriar até a temperatura ambiente. Apos a sintese
verificou-se a posicao da banda plasmodnica em espectrofotometro UV-Vis Agilent®
Cary60, e a morfologia em microscopio eletronico de transmissdo JEOL 1010, operando
a 100keV.

Sintese dos nanobastoes de ouro: Os nanobastdes de ouro pentagémeos (PTWNRs
— Pentatwinned Nanorods) foram sintetizados de acordo com um método seeded-growth,
descrito por Sanchez-Iglesias et al. [99], que se resume no preparo de uma “solucdo
semente” e de uma “solucdo de crescimento”, e posterior mistura das duas solug¢des nas
proporgdes apropriadas.

A sintese se iniciou com o preparo da “solucdo semente”. As sementes de ouro
foram preparadas em um frasco de cintilagdao (20 mL) por reducao rapida de HAuCl4 (10
mL, 0,25 mmol L") com NaBH4 preparado na hora (0,25 mL, 25 mmol L) em uma
solucdo aquosa de CTAC (50 mmol L), na presenca de 4cido citrico (5 mmol L) sob
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. A mistura passou de amarelo claro para
marrom indicando a formagao de sementes de ouro. Apods 2 minutos, o frasco foi fechado
e a dispersao de sementes foi aquecida em banho de 6leo a 80 °C por 90 minutos sob
agitacdo suave, levando a uma mudanca gradual de cor de marrom para vermelho. Por
fim, a solugdo semente tratada termicamente foi retirada do banho ¢ armazenada em
temperatura ambiente.

A 5mL da dispersio de sementes de ouro tratadas termicamente foi adicionado
0,025 mL de solugdo 5 mmol L™ K,PdCls (relagio de Au/Pd de 10%). A mistura foi
deixada por 15 min a 40 °C para permitir a complexacdo do sal de palddio com CTAB,
seguido pela adi¢do da de 0,025 mL de 4cido ascorbico 100 mmol L' mantendo-se a
temperatura em 40°C por 12h. O paladio foi utilizado apenas como um marcador que
facilita a visualizacdo das sementes na analise de TEM e ndo altera a estrutura das
sementes.

Paralelamente a solu¢ao semente, preparou-se a solugdo de crescimento, contendo

CTAB (250 mL, 8 mmol L) e HAuCls (0,625 mL, 50 mmol L. A solu¢io de
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crescimento foi imersa em um banho termostatico a 20 °C sob agitagdo constante. Apds
15 minutos, uma aliquota de AA (0,625 mL, 100 mmol L) foi adicionada a mistura,
seguida de agitacdo manual vigorosa até que a mistura se tornasse incolor.

O tamanho final e a posi¢do aproximada da absor¢do maxima do LSPR dos NRs
pode ser controlada apenas pela adicdo de diferentes volumes da solucdo semente a
solucdo de crescimento. Assim, um volume desejado de solucao de semente, apresentado
na Tabela 8 foi adicionado a solugdo de crescimento seguido de agitacdo vigorosa
imediata, obtendo-se trés nanobastdes com tamanhos e LSPR tedricos distintos. Apds a

sintese, a solucdo foi deixada em repouso durante a noite a 20 °C.

Tabela 8: Volumes de solu¢ao semente utilizadas para obtenc¢ao de diferentes tamanhos de PTWNRS e
consequentemente diferentes LSPR teoricos [99].

Amostra LSPResrico (nm) Vsemente (ML)
1 700 1,25
2 800 0,80
3 900 0,46

Apos a sintese verificou-se a posi¢ao da banda plasmonica em espectrofotometro
UV-Vis Agilent® Cary60, e a morfologia em microscépio eletronico de transmissdo
JEOL 1010, operando a 100keV.

Sintese das nanoparticulas quirais de ouro: As nanoparticulas quirais de ouro
(ChNPs — Chiral Nanoparticles) foram sintetizadas de acordo com um método seeded-
growth, descrito por Ni et al. [115].

De forma resumida, inicialmente sintetizou-se nanobastdes de ouro (AuNRs), que
foram usados como base para o crescimento da estrutura quiral. O processo se iniciou
com a formacao de sementes de ouro de 1-2 nm que, em seguida, foram utilizadas para
formar mini nanobastdes de ouro (13,9 nm de comprimento e 4,5 nm de largura) e por
fim os pequenos AuNRs foram subsequentemente usados como sementes para
crescimento adicional formando as estruturas quirais. A concentragdo de mini AuNRs foi
ajustada de acordo com a absor¢do optica em 400 nm, que foi definida para ser
aproximadamente 10 (comprimento do caminho Optico de 1 cm, correspondendo a uma
concentrag¢io de ~4 mmol L),

O procedimento padrao para sintetizar os AuNRs segue o seguinte protocolo: 1,5

mL de AgNO; (0,01 mol L") e 1,0 mL de HAuCls (0,05 mol L") foram adicionados a
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100 mL de solugdo CTAB/decanol (CTAB: 50 mmol L!, decanol: 11 mmol L") em um
frasco Erlenmeyer de 250 mL e sonicados para obter uma solucao transparente. Em
seguida, 800 puL de AA (0,1 mol L") foram adicionados a solugdo. Nas etapas seguintes,
500 pL de sementes e 10 mL de HCI (1 mol L) foram injetados na solucdo, que foi
agitada vigorosamente e rapidamente imersa em banho-maria a 16 °C. Finalmente, os
AuNRs obtidos foram centrifugados a 6000 rpm (15 min) e redispersos em CTAC (10
mmol L7). Esta etapa foi repetida trés vezes para remover o excesso de Ag”, que foi
prejudicial para a preparagdo de hastes torcidas.

Para o crescimento final, 800 pL de CTAC (0,1 mol L") ¢ 100 uL de HAuCl4 (10
mmol L) foram adicionados a 3,95 mL de H,O em um frasco de vidro. A solugio foi
estabilizada a 40 °C por 15 min. Em seguida, 475 uL de AA (0,1 mol L"), 60 pL de L-
cys (10 uM) e 20 puL de sementes de AuNR (5 mmol L) foram adicionados
sequencialmente. O frasco foi vigorosamente agitado e armazenado a 40 °C por 30 min.
Em seguida, o produto foi centrifugado e lavado.

Apos a sintese verificou-se a posi¢ao da banda plasmonica em espectrofotometro
UV-Vis Agilent® Cary60, ¢ a morfologia em microscopio eletronico de transmissao

JEOL 1010, operando a 100keV.

Ap0s a sintese das nanoestruturas de ouro, elas foram recobertas com uma camada
de polipirrol, de acordo com uma nova metodologia, desenvolvida para otimizar o
controle do crescimento do polimero e evitar a aglomeragdo das nanoparticulas, cujo

procedimento esta descrito a seguir, e ilustrado de maneira resumida na Figura 51.

Procedimento de LbL para recobrimento das nanoestruturas de ouro: A primeira
etapa da metodologia consiste na modificagdo da nanoparticula por LbL (layer-by-layer),
como esquematizado na Figura 51, nas etapas 1-4 para as AuNPs (Figura 51 A), e nas
etapas 1-3 para os PTWNRs e ChNPs (Figura 51 B e C, respectivamente).

As diferencas entre os procedimentos de LbL para as estruturas de ouro se deve a
carga superficial de cada nanoestrutura apds a sintese. Para as AuNPs, o ligante apos a
sintese € o citrato, com carga superficial negativa. Assim, o ligante citrato ¢ inicialmente
substituido por um ligante positivo (CTAC), e posteriormente recoberto com uma camada

de ligante negativo (SDBS). Ja para as outras duas nanoestruturas, apds a sintese ambas
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jé estdo dispersas em ligante positivo (CTAB para os PTWNRs e CTAC para as ChNPs),
portanto so € necessaria a etapa de recobrimento com SDBS.

Para as AuNPs, 5 mL das nanoparticulas obtidas apos a sintese foram adicionadas
de subito em 5 mL de uma solugdo de CTAC 2 mmol L, e agitadas levemente. A
dispersao foi centrifugada (3000 rpm, 15 minutos), ¢ apds removido o sobrenadante,
redispersada em 5 mL de agua ultrapura. As AuNPs-CTAC foram adicionadas em
seguida a 5 mL de solu¢do 2 mmol L' de SDBS, e agitadas levemente, seguindo-se outra
centrifugacdo e redispersao em mesmo volume de dgua. Por fim, adiciona-se 0 mondmero
pirrol na concentragdo desejada. Para as AuNPs foram estudadas 3 concentragdes: 50
pmol L', 100 pmol L' e 200 umol L.

Para os PTWNRs 1,5 mL da solugdo obtida apods a sintese foram adicionados
diretamente em 3,5mL de solu¢io de SDBS 2 mmol L' e sonicados por 5 minutos. A
mistura foi centrifugada (5000 rpm, 15minutos) e redispersada em SmL de 4gua ultrapura.
Por fim, pirrol foi adicionado na concentragio de 200 umol L.

Para as ChNPs, ImL da solugdo obtida apds a sintese foi adicionado diretamente
a 9mL de uma solu¢do de SDBS 1,11 mmol L e sonicados por 5 minutos. A mistura foi
centrifugada (3500rpm, 15 minutos) e redispersada em SmL de agua ultrapura. Por fim,

pirrol foi adicionado na concentragdo de 200 pmol L.
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Figura 51: Esquemas simplificados do procedimento experimental utilizado para formar a camada de
polipirrol nas trés nanoestruturas de ouro avaliadas. A) Nanoparticulas de ouro esféricas (AuNPs) de 40nm,
cujo procedimento envolve 4 etapas, trés de LbL e uma de formag@o do polimero; B) Nanobastoes de ouro
pentagémeos (PTWNRs), cujo procedimento envolve 3 etapas, duas de LbL e uma de formagdo do
polimero; C) Nanoparticulas de ouro quirais (ChNPs), cujo procedimento envolve 3 etapas, duas de LbL e
uma de formagao do polimero.

Sintese da camada de polipirrol: Para formar a camada de polipirrol, adiciona-se
um iniciador da rea¢do de polimerizagdo, nesse caso, o cloreto férrico (FeClz). Foram
estudadas trés diferentes maneiras de adi¢dao do iniciador (50, 100 ou 200 pL de solugao
FeCls 0,01 mol L") para as AuNPs, e apds a otimizagio do método, seguiu-se para as
demais sinteses (PTWNRs e ChNPs) com a concentragdo de FeCl3 que ndo promoveu
agregacdo (200 pL de solugio FeCls 0,01 mol L.

Ap6s a adi¢ao de FeCls a mistura foi deixada em agitagdo suave por 10 minutos e
interrompida para a formag¢ao de uma unica camada de PPy. Para a formacao da segunda
camada de polimero, a mistura ¢ deixada em repouso por duas horas e em seguida ¢

adicionada uma segunda aliquota de FeCls, em agitacdo suave, mantida por 10 minutos e
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seguida por mais um periodo de repouso por 2 horas. Todas as etapas sao acompanhadas
por espectroscopia UV-Vis (Agilent® Cary 60) e por DLS (Zetasizer Nano ZS, Malvern
Analitics).

As nanoestruturas foram lavadas para remover o excesso de cloreto férrico e
mondmero para armazenamento ou analise. Para a analise por TEM, a lavagem foi feita
em duas etapas: inicialmente 1,5 mL das nanoestruturas foram centrifugadas (AuNPs
3000 rpm, 10 min; PTWNRs 5000 rpm, 15 min; e ChNPs 3500 rpm, 10 min) e redispersas
no mesmo volume. Em seguida ¢ feita nova etapa de centrifugacdo, e redispersao em 50
uL de 4gua ultrapura. Finalmente, as cépsulas sdo depositadas sobre grid de cobre e
analisadas por TEM (JEOL 1010).

Para armazenamento, adicionou-se 0,6mL de SDBS 50 mmol L a dispersdo de
nanoestruturas, que em seguida foram centrifugadas (AuNPs 3000 rpm, 10 min;

PTWNRs 5000 rpm, 15 min e ChNPs 3500 rpm, 10 min) e redispersas em SmL de agua.

Estudos de variagdao do LSPR com o pH: Apo0s a sintese das nanoestruturas core-
shell, estas foram submetidas a variagao de pH do meio, para promover a alteragdo do
estado redox do polimero condutor e verificar possiveis alteracdes do LSPR. Para os
estudos de Raman, o pH foi alterado apenas via adicdo de aliquotas de solugdes
concentradas de NaOH (3 mol L) e HCI (1 mol L™!). A analise de Raman para as AuNPs
foi realizada com o laser de 633nm, poténcia de 50% por 10s, com 3 acumulagdes. Para
os PTWNRs utilizou-se o laser de 785nm, poténcia de 100% por 10s, com uma
acumulacdo. Em todos os experimentos utilizou-se lente objetiva de 15x, adaptada para
andlise diretamente em liquido, e um recipiente de vidro.

Os estudos de variacdo do LSPR com alteragdes consecutivas do pH para os
PTWNRs e ChNPs foram realizados pelo Doutor Sergio Rodal Correa, do grupo de
Quimica de Coloides da Universidade de Vigo. Nesses estudos as nanoestruturas foram
centrifugadas e as adicionadas diretamente em buffers com os pHs previamente ajustados
para evitar agregacao devido ao aumento da for¢a i6nica devido a adi¢do consecutiva de
acido e base, e a mudanga de posicdo da banda plasmonica foi verificada via

espectroscopia UV-Vis (Agilent® Cary 60).
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Simulagoes BEM (Boundary element method): As simulagdes BEM foram
realizadas para modelar as mudangas na absor¢ao das nanoestruturas apos o recobrimento
com a camada de PPy, e foram realizadas para as nanoparticulas esféricas e para os
nanobastdes. Para as simulac¢des foram utilizados os dados das propriedades 6ticas do
polipirrol, j& reportadas na literatura, no trabalho de Kim et al. [124]. As simula¢des foram
realizadas pelo Professor Jorge Perez-Juste, da Universidade de Vigo, utilizando-se
metodologia ja desenvolvida pelo grupo de pesquisa de quimica de Coloides da

Universidade de Vigo [125].
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11.5. Resultados e Discussao

Nesse trabalho, diversas nanoestruturas de ouro foram modificadas com
polipirrol, e a apresentagao dos resultados foi subdividida de acordo com a morfologia da
nanoestrutura utilizada. Foram recobertas, partindo-se da mesma metodologia,
nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs), nanobastdes de ouro (PTWNRs),

nanoparticulas quirais de ouro (ChNPs), que serdo abordados nos trés topicos a seguir.

I1.5.1. Nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs)

A sintese das nanoparticulas de ouro foi feita pelo método de Frens com
modificagdes [123], uma sintese rapida e facil que foi escolhida principalmente por sua
praticidade. A Figura 52 A mostra a evolucdo colorimétrica da sintese ao longo de seus
dez minutos de duracdo. A Figura 52 B mostra um espectro de UV-Vis obtido logo apos
a sintese das nanoparticulas, no qual ¢ possivel observar a banda caracteristica do plasmon
de superficie localizado (LSPR), com intensidade maxima em 530 nm.

A concentragdo de Au(0) das nanoparticulas pode ser estimada a partir da
absorbancia em 400nm, uma vez que este comprimento de onda esté localizado entre duas
regides espectrais decisivas. Abaixo de 400 nm, a absorbancia ¢ influenciada por
substancias organicas, ¢ acima de 400 nm, a absorbancia ¢ cada vez mais influenciada
pelo LSPR. Assim, pode-se supor que em 400 nm tanto as moléculas organicas quanto o
LSPR tém apenas um efeito menor na absorbancia das solugdes de AuNPs, e a
absorbancia nessa regido pode ser atribuida principalmente a concentragao de ouro [126].

Para a sintese das AuNPs, obteve-se uma absorbancia de 0,7 em 400nm, medida
em cubeta com caminho 6tico de 1c¢m, o que corresponde a uma concentragdo aproximada
de 0,3 mmol L. A Figura 52 C mostra uma imagem de TEM das nanoparticulas, cujo

tamanho médio foi determinado como 47,79 + 6,07 nm.
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Figura 52: A) Evolucdo colorimétrica da sintese das nanoparticulas de ouro, com B) Banda plasmdnica
(LSPR) medida ap6s a sintese e C) Analise de TEM das nanoparticulas apds a sintese.

Para melhor compreender a formagao das estruturas core-shell utilizando-se
nanoparticulas metalicas e polimeros condutores, foram realizados testes iniciais,
tentando reproduzir metodologias ja descritas na literatura nas quais as nanoparticulas
metalicas e os reagentes para a sintese dos polimeros condutores eram simplesmente
misturados e deixados para reagir.

Para as AuNPs estabilizadas com citrato sintetizadas nesse trabalho, essa
metodologia promoveu agrega¢do das nanoparticulas ja durante a adi¢do do mondomero
pirrol, aumentando a agregacdo com a adi¢do de um agente oxidante (Figura 53 A). Isso
ocorre porque as AuNPs-citrato apresentam menor estabilidade em comparacdo com
nanoparticulas estabilizadas por outros ligantes, como ligantes de enxofre ou fosforo,
polimeros e surfactantes. A simples adicdo de CTAC a dispersdo manteve as
nanoparticulas de ouro estaveis, mas nao induziu a formagao do polimero na interface
(Figura 53 B). J& a simples adicdo de SDBS a dispersdo de AuNPs ndo aumentou a
estabilidade, e o polipirrol se formou em todas as partes, ndo estando diretamente

orientado na interface metalica (Figura 53 C).
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Figura 53: Sintese da camada de PPy em AuNPs estabilizadas por citrato A) sem modificagao alguma do
meio; B) E solu¢do 2 mmol L' de CTAC; C) Em solu¢do 2mmol L' de SDBS.

Sendo assim, propos-se uma nova metodologia, que combinasse a agao do CTAC,
que aumenta a estabilidade das AuNPs, com a acdo do SDBS, que tem afinidade tanto
com o0 mondmero pirrol como com o polimero, e pode atuar como um local de ancoragem
para as moléculas de monomero, orientando o crescimento das cadeias poliméricas. Para
isso a superficie das nanoparticulas de ouro foi modificada por uma metodologia LbL,
que consiste em 4 etapas.

Primeiro, AuNPs recém-preparadas (AuNPs-citrato) foram adicionadas a uma
solucao de CTAC, trocando o ligante na superficie do ouro (AuNPs-CTAC) e lavadas
para remover o excesso de surfactante. Em seguida, as particulas foram adicionadas a
uma solucao de SDBS, que se liga a camada CTAC por interagao eletrostatica, e o excesso
de surfactante ¢ novamente lavado. Em terceiro lugar, o mondmero pirrol ¢ adicionado e
sua interagdo com o SDBS leva a uma orientagdo dos mondmeros ao redor da camada de
SDBS nas AuNPs. Finalmente, adiciona-se FeCls, o agente oxidante, que inicia a reacao
de polimerizacao, formando a camada de PPy ao redor das AuNPs. O processo LbL tem
como objetivo promover um revestimento uniforme de particulas individuais, evitando a

aglomeragao das particulas.
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Cada uma dessas etapas foi caracterizada por diversas técnicas. O tamanho das
nanoparticulas foi acompanhado por DLS (Figura 54 B), a carga superficial foi medida
por potencial Zeta (Figura 54 C) e a banda plasmonica das nanoparticulas metalicas foi

monitorada por espectroscopia UV-Vis (Figura 54 C).

A e 4 >0 535 ¢
- & e o AR, ¢ oG] S
+CTAC _.‘g“"""",}'..«-srms o S T il S reC
Sl Sl
1)AuNP-citrato 2)AuNP-CTAC 4)AuNP-SDBS+Py 5)AuNP-PPy
120 200 ——=
B s\ D —tp e
100+ . 150 e
E o 123
— we
g E R
= :
604 =
. 5 g 050
=~
_/ : 0231
10
-804 0.00

NP +CTAC -SDBS +Py NP@PPy NP +CTAC +SDBS +Py NP@PPy 200 400 600 800

A/ nm

Figura 54: A) Esquema do processo de modificacdo superficial das AuNPs por LbL e da formagdo da
camada de PPy. A nanoparticula apds a sintese ¢ adicionada a solu¢do de CTAC, lavada e redispersa em
solucdo de SDBS, e lavada novamente. Adiciona-se a concentra¢do de pirrol desejada e por fim uma
aliquota de solugdo de FeCl; 0,01 mol L!. B) Mudangas de didmetro médio das nanoparticulas ao longo de
cada uma das etapas de modificacdo, medidas por DLS; C) Mudangas de potencial Zeta ao longo de cada
uma das etapas de modifica¢do; D) Analise de UV-Vis ao longo de cada uma das etapas de modificagao.

O diametro das AuNPs sofreu um pequeno aumento com a adi¢ao de CTAC, que
se liga diretamente a superficie metalica, e em seguida permanece estavel até a formacao
do polimero, onde houve um aumento abrupto do diametro. Ja o potencial Zeta variou em
funcdo da troca da carga superficial dos ligantes das nanoparticulas. Logo apds a sintese,
a carga superficial das AuNPs foi negativa, visto que ela estd estabilizada por citrato.
Ap6s a adicdo de CTAC, a carga superficial se deslocou para valores positivos, e retornou
para valores negativos apos a adi¢do de SDBS, variando novamente para valores positivos
apo6s a deposicao da camada de PPy.

E importante ressaltar que, dado que a principal forma de estabilidade coloidal
nesse sistema estd baseada na repulsdo eletrostatica, os valores de potencial Zeta
permaneceram sempre maiores que 30mV em moddulo (regido demarcada em vermelho),
mostrando que o procedimento de LbL ndo compromete a estabilidade das
nanoparticulas. Todas as medidas apresentadas para a camada de CTAC e SDBS foram

feitas apods a lavagem e remocao do excesso de surfactante. Essa lavagem foi feita para
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evitar o acumulo de surfactante no meio e formacdo de outras nanoestruturas (e.g.

micelas), bem como para evitar a formagao de polimero fora da interface.

Para otimizacdo dos parametros de sintese foram realizados dois estudos,

variando-se a concentracdo de agente oxidante (FeCls) no primeiro e a concentragdo de

mondmero (pirrol) no segundo. A Figura 55 mostra a influéncia da concentracao de FeCls

na sintese. A Figura 56 e a Figura 57 mostram os resultados para as sinteses realizadas

com diferentes concentragdes de pirrol.

3.0 AuNPs-Py
25 A AuNPs@PPy
2
'J 2_0_
= =]
S &
w9 151
S
= ¥
O g o4
i
05
0.0 : : .
200 400 600 800
A/ nm
3.0
AuNPs-Py
25 C AuNPs@PPy
2
2 2
S 2
O 151
l—;‘ é
&S] 5 104
)
LT-I 0_5_
0.0 : : .
200 400 600 800

FeCl, 200pL
Extincdo

T
400

T
600

A/ nm

800

Potencial Zeta/ mV

-80 +

Potencial Zeta / mV

Potencial Zeta /mV

80 4

T T T T T 1
NP +CTAC +SDBS +Py NP@FPPy

NP +CTAC +SDBS +Py NP@FPPy

80 4

NP +CTAC +SDBS +Py NP@PPy

Figura 55: UV-Vis e Potencial Zeta das AuNPs recobertas com PPy em concentragio 200umol L'
utilizando diferentes volumes de solugdo de FeCl; 0,01 mol L. A-B) 50 pL; C-D) 100 uL; E-F) 200 uL, a
Unica na qual o Potencial Zeta é superior a +30mV apos a sintese, € ndo se observa sinais de agregagdo na
banda plasmonica, que apenas sofre um desvio para o vermelho ¢ aumento de intensidade.
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A Figura 55 mostra os espectros de UV-Vis e valores de potencial Zeta para
diferentes adicoes de FeCls feitas as nanoparticulas de ouro. Para os graficos da Figura
55 A/B adicionou-se uma aliquota de 50uL, para a Figura 55 C/D adicionou-se uma
aliquota de 100puL e para a Figura 55 E/F adicionou-se aliquota de 200uL de solucdo de
FeCL3 0,01 mol L', Para os trés experimentos utilizou-se concentragdo de pirrol de 200
umol L' e o processo de LbL foi feito da mesma forma.

As variagdes de potencial Zeta durante o processo de LbL, foram similares para
os trés casos, mas a mudanga ocasionada pela adi¢cdo de FeCls e formagdo da camada de
PPy foi bastante distinta. Percebeu-se que, nas adi¢cdes de volumes inferiores a 200uL de
FeCls (Figura 55 A/B e C/D), a carga superficial das AuNPs ap6s a formagao do polimero
ficou na zona de instabilidade coloidal (Entre —30 e +30mV).

Isso resultou na agregacdo das AuNPs durante a sintese, o que ¢ evidenciado pelo
alargamento da banda plasmdnica nos espectros de UV-Vis (Figura 55 B e D). Na sintese
realizada com 200uL de solugdo de FeCls (Figura 55 E/F), o potencial Zeta passou para
valores superiores a +30mV e ndo se observou agregacao das particulas no espectro de
UV-Vis. Observou-se apenas um desvio para o vermelho e um aumento de intensidade
na banda do LSPR, o que pode ser atribuido a mudanca local do indice de refragdo devido
a deposi¢ao da camada de PPy.

Quando uma nanoparticula metalica ¢ recoberta por um ligante cujo indice de
refracao ¢ diferente do ambiente (O indice de refracao da agua ¢ de 1,33 e o do polipirrol
1,49 [127]), o campo que atua sobre a particula deixa de ser homogéneo. A camada de
polipirrol fornece um revestimento dielétrico — ou com menor condutividade que o ouro
em si — na superficie da particula e com um indice de refragdo diferente do solvente, o
que afeta a propagacao da luz, causando o desvio para o vermelho do Amax do LSPR [128].

A Figura 56 mostra as andlises de UV-Vis e de potencial Zeta feitas em sinteses
com 3 diferentes concentracdes de pirrol. Para os graficos apresentados na Figura 56 A/B
utilizou-se uma concentragdo de pirrol de 50 pmol L', na Figura 56 C/D uma
concentrag¢io de 100 pmol L, e na Figura 56 E/F uma concentragio de 200 pmol L', A
banda referente ao pirrol estd presente nos espectros de UV-Vis antes da adi¢ao de FeCls
(AuNPs-Py), nas regides abaixo de 250nm, e aumentam de intensidade conforme a
concentracgdo de pirrol adicionada também aumenta (Figura 56 — A <C <E).

Apos a adicao do FeCls observou-se em torno de 295 nm uma banda atribuida ao

FeCls. Além disso, observou-se um desvio para o vermelho e um aumento de intensidade
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na banda do LSPR de forma muito semelhante para as trés sinteses. Isso indica que a
concentragdo de pirrol ndo tem uma influéncia direta na formagao da parede.
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Figura 56: UV-Vis e Potencial Zeta das AuNPs recobertas com PPy utilizando diferentes concentragdes de
mondmero A-B) 50 pmol L'; C-D) 100 pmol L'; E-F) 200 pmol L' € FeCl; 0,01 mol L' em uma tnica
adi¢do de 200uL. Em todas as concentracdes de pirrol o comportamento ¢ similar, com o Potencial Zeta
superior a +30mV apos a sintese e a banda plasmonica sofre 0 mesmo deslocamento para o vermelho com
aumento de intensidade.

Isso pode ser confirmado pelas analises de tamanho de particulas, apresentadas na
Figura 57, na Tabela 9 e na Tabela 10. A Figura 57 A/D/G mostra medidas do diametro
das particulas realizadas por DLS cada etapa do processo de LbL e sintese para as trés
concentragdes de pirrol analisadas. A Figura 57 B/E/H mostra uma imagem de TEM

representativa da amostra ja recoberta com PPy, ap6s lavagem. Por fim, a Figura 57 C/F/I
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compara os graficos de dispersdo de tamanho obtidos através das medidas de TEM e de
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Figura 57: Analise de DLS e TEM para as AuNPs recobertas com PPy usando diferente concentragdes
monoméricas (AuNPs@PPy), e uma analise comparativa dos tamanhos finais das nanoparticulas. A-B-C)
50 umol L™ de pirrol; D-E-F) 100 umol L' de pirrol G-H-I) 200 umol L' de pirrol.

As imagens de TEM obtidas sdo similares a estruturas do tipo core-shell de
nanoesferas de ouro ja reportadas na literatura com recobrimento realizado por LbL
utilizando-se polieletrdlitos (poli-(cloridrato de alilamina) e poli(4-estirenossulfonato de
sodio)) [129].

Os dados de didmetro médio obtidos pelas imagens de TEM estdo apresentados
na Tabela 9, e os obtidos pelas andlises de DLS estdao apresentados na Tabela 10. A
metodologia utilizada para medir as nanoparticulas a partir das imagens de TEM esta
apresentada no Anexo 01.

A andlise dos dados mostra que espessuras médias das camadas de PPy nas trés
sinteses sao muito semelhantes, e nao sofrem muita alteracdo com a adi¢do de mais
mondmero. Isso indica que apenas o pirrol que esta adsorvido na camada de SDBS, em

volta das AuNPs que reage para formar o polimero, € o excesso disperso no meio nao
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interfere na formagdo da camada de PPy em torno das nanoparticulas. A formagao de
particulas de PPy fora da interface pode ser nula ou muito pequena, visto que nao aparece

nenhuma banda referente ao polimero nos espectros de UV-Vis.

Tabela 9: Analise de distribuicdo de tamanho para as AuNPs antes e depois da deposi¢do de PPy, realizada
a partir das imagens de TEM. Os valores calculados sdo exibidos, seguidos de seus respectivos desvios
padrao, calculados em relacdo a todas as medidas realizadas (n=100).

Concentragao
Espessura da camada
de pirrol dav AuNPs (nm) | dav AuNPs@PPy (nm)
de PPy (nm)
(umol L)

50 43,71 £5,39 74,74 £ 6,25 15,51 £2,52
100 43,43 £6,10 76,29 +£ 6,31 16,43 £2.,45
200 42,75 + 6,00 76,13 = 7,30 16,69 + 3,13

Tabela 10: Analise de distribuicdo de tamanho para as AuNPs antes e depois da deposicao de PPy, realizada
a partir das andlises de DLS. Os valores médios sdo exibidos, seguidos de seus respectivos desvios padrao,
calculados em relacdo a trés medidas consecutivas da mesma amostra (n=3).

Concentragdo Espessura da
' dav AuNPs dav AUNPs@PPy
de pirrol PDI PDI | camada de PPy
(nm) (nm)
(umol L) (nm)
50 0,204 88,28 £ 0,52 0,173 | 22,25+0,58
100 43,77+ 0,07 | 0,204 88,80+ 0,26 0,175 | 22,51+0,33
200 0,204 102,60 + 1,65 0,255 | 29,41 +1,71

Em ambeas as técnicas se observa um aumento do tamanho das nanoparticulas com
a deposicao da camada de PPy. Nota-se que os tamanhos obtidos por DLS sao maiores
que os obtidos por TEM, uma vez que na medida de DLS obtém-se o valor do raio
hidratado da particula. As medidas de DLS mostram um aumento mais significativo do
didmetro das AuNPs preparadas com a maior concentracdo de pirrol (200 pmol L), mas
essa diferenca nao se reflete nas medidas de TEM.

Apos a sintese e caracterizagao das nanoestruturas core-shell, a préxima etapa do
trabalho foi realizar um estudo de como o LSPR dessa estrutura hibrida se comportaria
quando o estado redox da camada de PPy fosse alterado. O LSPR pode ter influenciado
por varios fatores, e ja foi reportado na literatura uma extensdo para o plasmon de

superficie, que ocorre apenas para o estado condutor/dopado do PPy [130].
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Para isso, inicialmente foi realizado um crescimento da camada de PPy que
recobre a nanoparticula. Optou-se por utilizar a alteragcdo do pH do meio como estimulo
para alterar o estado de oxidagdo do polimero, e para verificar se esse estimulo ¢ efetivo
para promover essa mudanga, a nanoestrutura foi analisada por Espectroscopia Raman
em diferentes pHs, para verificar se uma mudanga de estado de oxidacdo estaria de fato
atrelada a essas mudangas de pH.

O aumento da camada de polimero que recobre a nanoparticula foi realizado na
amostra que continha maior concentragio de pirrol (200 umol L), que foi submetida a
um segundo ciclo de crescimento. Para isso apenas adicionou-se uma segunda aliquota
de 200pL de FeCl; 0,01 mol L. Manteve-se a agitacdo por 10 minutos e a mistura foi
deixada em repouso durante aproximadamente 12 horas. Os resultados estao apresentados
na Figura 58.

Observou-se que a camada de PPy cresce, porém ndo de maneira uniforme, e sim
formando protuberancias, como observadas nas imagens de TEM da Figura 58 Ce D. O
diametro total da estrutura aumentou de 76,1 + 7,3 para 104,2 = 11,0 nm, de acordo com
as medidas de TEM, correspondendo a uma espessura final média de 30,0 &+ 4,2 nm para
a camada de PPy. As medidas de DLS mostram um aumento menos pronunciado no
tamanho, indo de 102,6 + 1,6 para 128,2 £+ 1,3, com PDI de 0,148. A maior diferenca
entre os tamanhos medidos por TEM e por DLS nesse caso podem ser atribuidas a
presenca das protuberancias de polimero.

A Figura 58 B mostra que nesse caso ndo ha mais uma mudanca tao significativa
na posi¢cao do Ama do LSPR, que varia de 543nn para 553nm, uma variagdo de apenas
10nm, mas que pode ser atribuida ao crescimento localizado do polimero. Observa-se
ainda uma diminui¢ao na intensidade e um leve alargamento da banda plasmonica, o que
indica que houve uma pequena agregacao das nanoparticulas.

Nesse caso o crescimento do polipirrol ndo se deu de forma homogénea pois nao
ha nada orientando o crescimento do polimero, visto que a camada de SDBS adsorvida a
nanoparticula ndo esta mais disponivel para novas etapas de crescimento. Sendo assim,
as cadeias de polimero crescem de maneira desordenada, formando as protuberancias

observadas.
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Figura 58: Segunda etapa de crescimento realizada nas AuNPs. A) Esquema demonstrando as etapas de
crescimento. Para a formacao da primeira camada, segue-se o procedimento descrito anteriormente, com
[Py] = 200 pmol L ¢ adigdo de 200 pL de solugdo de FeCls 0,01 mol L. Aguarda-se os 10 minutos, e
entdo se adiciona uma segunda aliquota de 200uL FeCls 0,01 mol L', mantendo-a em contato com as
AuNPs por aproximadamente 12 horas. B) Analise de UV-Vis de cada etapa do processo; C e D) Imagens
de TEM das nanoparticulas apds a segunda etapa de crescimento; ¢ E) Analise comparativa da distribuicao
de tamanhos das AuNPs por TEM e DLS apos as duas etapas de crescimento.

A segunda etapa de crescimento permitiu a obtengdo de uma camada de polimero
mais robusta, com espessura final média da camada de polimero de 30,0 + 4,2 nm. Com
isso as AuNPs foram submetidas a variacdes de pH, e analisadas por espectroscopia
Raman, para verificar possiveis mudancas no estado de oxidagdo do polimero. A
metodologia utilizada para tratamento dos dados de Raman esta apresentada no Anexo 2.

A Figura 59 A mostra a regido onde foram observadas as principais mudangas no

espectro Raman com a variacdo do pH do meio. Primeiro, na regido em torno de 930-940
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cm’! existe uma banda intensa associada a deformacdo C-H fora do plano [131], que
sofreu um pequeno deslocamento com as mudangas de pH, indo para menores numeros

de onda em meios basicos, € para maiores nimeros de onda em meio acido.
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Figura 59: A) Deslocamento Raman das AuNPs recobertas com 2 camadas de PPy em 3 pHs: pH7, logo
apos a sintese, pH1, apos tratamento com HCI, e pH 13 apds tratamento com NaOH. Laser de 633 nm, 50%
de poténcia, tempo de exposi¢do de 10s, e 3 acumulagdes. B) Imagem de TEM das AuNPs antes das
mudangas de pH. C) Mecanismo de protonac¢do do PPy sob diminui¢do do pH, adaptado de Pei et al., 1991
[45]. D) Mecanismo de desprotonagdo do PPy sob aumento do pH, adaptado de Pei et al., 1991 [45].

O deslocamento para menores numeros de onda em pH 13 pode ser correlacionado
com um aumento do comprimento da ligacdo apos a redugdo do PPy; e o deslocamento
para maiores numeros de onda em pH 1 podem ser correlacionado com uma diminuic¢ao
no comprimento da ligagdo ap6s a oxidacao do PPy. Isso € consistente com uma expansao
de uma cadeia polimérica dopada com DBS™ na redugdo em pH 13, por incorporacdo de
cations, e um encolhimento da cadeia na oxidag¢do em pH 1, devido a expulsdo de cations
para manter a neutralidade de carga, como ja amplamente proposto na literatura [132—
134].

A mudanga mais interessante, porém, ocorre na regido entre 1000 e 1100, onde
estdo as bandas referentes a deformagdo no plano da ligacdo C—H [122]. A banda em

aproximadamente 1044 cm™ foi atribuida ao modo de deformagio do anel da forma neutra
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ou reduzida do PPy [135], enquanto a banda em aproximadamente 1081 cm™ foi atribuida
a forma oxidada do PPy, na forma de dication ou bipolaron [135].

A mudancga de intensidade dessas bandas apds o tratamento com acido ou base
indicam que o estado de oxida¢do do PPy foi alterado em resposta a mudanga de pH do
meio. As cadeias de PPy ap0s a sintese (pH7) devem estar parcialmente oxidadas, pois o
pico Raman em 1085 cm™' é mais intenso do que em 1044 cm™'. Isso foi relatado em
literatura para a sintese de PPy porque um excesso de ions H' ¢ liberado durante a
polimerizacdo e, portanto, ¢ comum ver o PPy ser oxidado/protonado até certo ponto
[136].

Mudando para pH 1, observou-se um aumento na intensidade da banda de PPy
oxidado em 1085 ¢cm!, associado a uma diminui¢io na intensidade da banda de PPy
reduzido em 1044 cm™!, mostrando que o polimero esta sendo ainda mais oxidado [136].
Em 4acidos fortes, o PPy € protonado com pKa na faixa de 2-4. No entanto, a protonagao
tem apenas um pequeno efeito na estrutura eletronica da cadeia, causando apenas um leve
aumento na condutividade do PPy, no nimero de contra-ions na matriz polimérica e no
excesso de hidrogénio do polimero, como mostrado nas estruturas da Figura 59 C.

Mudando para pH 13, observou-se o processo inverso, com aumento da
intensidade da banda de 1044 cm™!, associado a uma diminui¢do da banda de 1085 cm™,
mostrando que o meio basico esta reduzindo o polimero, trazendo-o de volta para seu
estado neutro, e eliminando as cargas positivas na matriz polimérica, conforme mostrado
na Figura 59 D. A cadeia de PPy sofre um processo de desprotonagao com pKa em torno
de 9-11 em solugdes basicas, o que causa a transformagdo do PPy condutor em ndo
condutor, provavelmente de estrutura quinoide acompanhada pela desintercalacdo dos
contra-ions originais [14]. No entanto, como o contra-ion neste caso (DBS) dificilmente
¢ removido da matriz por ser uma molécula volumosa, ¢ mais provavel ver a incorporagao
de um cétion do meio para manter a neutralidade de carga [132—-134].

Uma vez comprovado que o pH promoveu uma alteracdo no estado redox da
camada de polimero, seguiu-se para a analise da posicdo do LSPR com a influéncia do
pH, cujos resultados sao apresentados na Figura 60. A Figura 60 A mostra a posi¢cao do
maximo de absorbancia das nanoparticulas logo ap6s a sintese (pH7); de uma amostra
cujo pH foi alterado para 1, e de uma segunda amostra cujo pH foi alterado para 13. E

possivel perceber que ha um deslocamento para o vermelho conforme se aumenta o grau
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de oxidacao do polimero, mas a mudanca efetiva do LSPR ¢é muito pequena para se obter
conclusdes significativas.

Em seguida, foram realizadas mudancas consecutivas de pH em uma mesma
amostra. A posi¢cdo do maximo de absorbancia do LSPR esta mostrada na Figura 60 C, e
as mudangas no potencial Zeta associadas estdo mostradas na Figura 60 D. O aspecto
microscopico das AuNPs apos a variagdo do pH esta mostrada na Figura 60 B. E possivel
perceber que ocorre um deslocamento no maximo de absorbéncia, o que € um indicativo
que o estado de oxidag¢do do polimero tem influéncia na propagagdo do plasmon de
ressonancia. As variagdes de potencial Zeta também mostram uma mudanga de carga
associada com as variacdes de pH, o que condiz com a intercalagdo/desintercalacao de
cargas na matriz polimérica com a mudanga de estado de oxidagdo. Porém, os valores de
potencial Zeta caem na regido de instabilidade coloidal ap6s a primeira varia¢dao de pH,

o que justifica a aglomeragao observada na imagem de TEM.
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Figura 60: A) Variagdo na posi¢ao do LSPR das AuNPs@PPy com a mudanga de pH. B) Imagem de TEM
das nanoparticulas apds 4 alteracdes de pH do meio, mostrando agregacdo e perda da camada de polimero.
C) Posi¢ao do maximo de absorbancia do LSPR em mudangas consecutivas do pH na mesma amostra. D)
Variag@o do Potencial Zeta em mudangas consecutivas de pH.
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Para estudar a mudanca do LSPR com o pH mais a fundo, o mesmo procedimento
de recobrimento com PPy foi realizado com nanobastdes de ouro (PTWNRs) e em
nanoparticulas quirais (ChNPs), nos quais o deslocamento da banda plasmonica ¢ mais

sensivel a influéncias externas.

I1.5.2. Nanobastoes de ouro (PTWNRSs)

Nanobastdes de ouro penta gémeos (PTWNRs — Pentatwinned nanorods) foram
utilizados em sequéncia as nanoparticulas esféricas para formag¢do da camada de
polipirrol, com dois objetivos centrais: o primeiro ¢ verificar a reprodutibilidade da
metodologia para outras morfologias de nanoestruturas de ouro, € o segundo ¢ para
facilitar o estudo da propagacdo do LSPR com a mudancga de pH.

Os nanobastdes apresentam algumas vantagens para o estudo da propagagdo do
LSPR por serem estruturas anisotropicas, que possuem duas bandas de absor¢do
plasmoénica, uma transversal, menos intensa, correspondente a oscilacao dos elétrons ao
longo do eixo curto, e uma longitudinal, mais intensa correspondente a oscilagdo dos
elétrons ao longo do eixo longo [137], como mostra a Figura 46.

A posicao da banda de absor¢ao transversal e da banda de absor¢ao longitudinal
dependem da propor¢do entre o comprimento e largura dos nanobastdes (AR — aspect
ratio), e o comprimento de onda de absor¢ao maxima do LSPR aumenta linearmente com
o AR. Além disso, a banda plasmonica longitudinal dos nanobastdes tém maior
sensibilidade a mudangas de indice de refragdo em comparagdo com nanoesferas, e por
isso 0s nanobastdes sdo amplamente utilizados em biossensores [137].

Portanto, nanobastdes de ouro penta gémeos (PTWNRs), com AR de
aproximadamente 4,3, sintetizados conforme metodologia descrita na literatura [138],
foram recobertos com PPy, seguindo a metodologia desenvolvida anteriormente com
pequenas modifica¢des. No caso dos nanobastdes, a primeira etapa do procedimento de
LbL ndo € necessaria, uma vez que a sintese dos PTWNRs ¢ feita utilizando-se CTAB
como ligante. Assim, os nanobastdes ja possuem carga superficial positiva ao final da
sintese, e sO ¢ necessaria a formagao da camada de SDBS antes da adigdo de mondmero

e de agente oxidante, como mostra o esquema na Figura 61 A.
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Figura 61: A) Esquema do processo de modificacdo superficial dos PTWNRs por LbL e da formagdo da
camada de PPy. O nanobastio recoberto por CTAB ¢ lavado, redisperso em solu¢do de SDBS, e lavado
novamente. Adiciona-se a concentragdo de pirrol de 200umol L' e por fim uma aliquota de solugdo de
200uL de FeCls 0,01 mol L. B) Mudangas de potencial Zeta ao longo de cada uma das etapas de
modificagdo; C) Analise de UV-Vis antes e depois do recobrimento com PPy; D, E) Imagens de TEM dos
PTWNRs recobertos com PPy.

A mudanca de carga superficial foi acompanhada por potencial Zeta, como mostra
a Figura 61 B, e a posi¢do da banda plasmonica foi acompanhada por UV-Vis, como
mostra a Figura 61 C. No caso dos PTWNRs, a variagdo do méximo de absor¢ao do LSPR

foi bem mais significativa, com um AAmix de 53nm, mas observa-se uma diminui¢do na
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intensidade da absor¢do, bem como um pequeno alargamento da banda, que pode ser
devido tanto a uma leve agregagao das nanoestruturas durante a sintese ou a algum efeito
de atenuacao devido a absor¢do da propria camada de PPy. Visto que o potencial Zeta
permanece fora da regido de instabilidade coloidal apds a sintese (superior a 30mV) ¢é
possivel que a camada de PPy seja a responsavel por essa diminuicdo de intensidade
observada.

As andlises de distribuicdo de tamanho e espessura da camada de PPy, que estao
apresentadas na sequéncia, mostraram resultados muito semelhantes as nanoparticulas
esféricas, com espessuras variando de 14 a 17 nm. Isso mostra que os NRs sdo de fato
mais sensiveis a varia¢ao do indice de refragao do meio.

Os nanobastdes recobertos com PPy foram analisados por TEM, como mostrado
na Figura 61 D e E, em duas magnificacdes distintas. E possivel observar que a
morfologia da camada de PPy ¢ similar a obtida para as nanoparticulas esféricas, e o
recobrimento também se d4 em cada nanobastdo individualmente.

As imagens de TEM foram analisadas com o software Image J para obtencao da
distribuicao de tamanho dos nanobastdes. A metodologia utilizada para a analise de
tamanhos estd explicitada no ANEXO 01. As distribui¢gdes de tamanho dos nanobastdes

estdo apresentados na Figura 62 e resumidos na Tabela 11.

Tabela 11: Analise de distribuicdo de tamanho, para os PTWNRs antes e depois da deposi¢do da camada
de PPy realizada a partir das imagens de TEM. Os valores medidos sdo exibidos seguidos de seus
respectivos desvios padrao, calculados em relagdo a todas as medidas realizadas (n=100).

Dimensao PTWNRSs (nm) PTWNRs@PPy (nm)
Comprimento 85,8 £7,3 1143+7,4
Largura 20,529 56,0+5,2
Aspect Ratio 43+0,8 2,1+0,3

A espessura da camada de PPy no comprimento teve um tamanho médio de 14,2
+ 3,3 nm e na largura teve um tamanho médio de 17,7 &+ 2,3. O aumento das dimensoes
com a deposicdo da camada de PPy diminuiu o Aspect Ratio aproximadamente pela
metade. Entretanto, a espessura obtida nas duas dimensoes esta proxima a obtida para as
nanoparticulas esféricas. Isso mostra que a metodologia de sintese ¢ versatil, reprodutivel

e pode ser utilizada em diferentes morfologias de nanoparticulas.
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Figura 62: Analise de tamanhos para os nanobastdes antes ¢ depois do recobrimento com PPy.
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Seguindo a metodologia utilizada para as nanoparticulas esféricas, os nanobastdes
também foram submetidos a um segundo ciclo de crescimento para aumentar a camada
de polimero, com algumas adaptagdes devido a otimizacdo do processo para os
nanobastdes. A primeira camada foi preparada de acordo com a mesma metodologia,
utilizando-se a maior concentracdo de mondmero (200 pmol L), deixando-se a mistura
sob agitacdo por 10 minutos e em seguida em repouso por mais 2 horas. Apds o primeiro
ciclo de crescimento, uma segunda aliquota de FeCls foi adicionada, sob agitagdo,

mantida por 10 minutos, e deixando-se a mistura em repouso por mais 2 horas.
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Figura 63: Segunda etapa de crescimento realizada nos PTWNRs. A) Esquema demonstrando as etapas de
crescimento. Para a formag@o da primeira camada, seguiu-se o procedimento descrito anteriormente, com
[Py] =200 pmol L' ¢ adigdo de 200 pL de solugdo de FeCl; 0,01 mol L!. Aguardou-se 2 horas, € entdo se
adiciona uma segunda aliquota de 200uL FeCl; 0,01 mol L', mantendo-a em contato com as AuNPs por
mais 2 horas. B) Analise de UV-Vis de cada etapa do processo; C e D) Imagens de TEM das nanoparticulas
apos a segunda etapa de crescimento.
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O crescimento da camada de PPy pode ser observado tanto pelo novo
deslocamento da banda plasmdnica, mostrado na Figura 63 B, como pelas imagens de
TEM, mostradas na Figura 63 C e D. Além de uma novo deslocamento para o vermelho,
ha uma pequena diminuicdo da absorbancia apos o crescimento da segunda camada de
PPy, que pode ser atribuido a uma nova atenuagdo devido a uma maior quantidade de
polimero ao redor da nanoparticula.

A morfologia do polimero apds o segundo crescimento € muito semelhante a
morfologia do polimero apds o segundo crescimento nas AuNPs, com a mesma formagao
de protuberancias que se projetam para fora da camada principal, mostrando novamente
que sem uma segunda camada de SDBS o crescimento do polimero ndo ocorre de forma
ordenada.

A partir das imagens de TEM, os tamanhos da camada de PPy foram medidos, e
estdo apresentados na Tabela 12. Houve um novo aumento no comprimento e largura das
particulas, e a espessura média de PPy no comprimento aumentou de 14,2 + 3,3 para 20,2
+ 4,0 e na largura aumentou de 17,7 + 2,3 para 26,4 + 3,7. As protuberancias nao foram

consideradas para medir o tamanho médio, como indicado no Anexo 01.

Tabela 12: Dimensdes dos PTWNRs apo6s o crescimento de duas camadas de PPy.

Dimensao PTWNRs@PPy — 2 camadas (nm)
Comprimento 119,5+ 10,3
Largura 74,6 £ 6,4
Aspect Ratio 1,6 £0,2

Os nanobastdes modificados com polipirrol forma entdo analisados pela

espectroscopia Raman em diferentes pHs, como apresentado na Figura 64.
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Figura 64: A) Deslocamento Raman das PTWNRs@PPy recobertas com 1 camada de PPy em 3 pHs: pH7,
logo ap6s a sintese, pH1, apos tratamento com HCI, e pH 13 ap6s tratamento com NaOH. Laser de 785 nm,
100% de poténcia, tempo de exposicdo de 10s, e 1 acumulagdo. B) Imagem de TEM dos PTWNRs@PPy
antes das mudangas de pH. C) Mecanismo de protonacdo do PPy sob diminui¢do do pH, adaptado de Pei,
etal., 1991 [45]. D) Mecanismo de desprotonacdo do PPy sob aumento do pH, adaptado de Pei, et al., 1991
[45].

Os resultados preliminares da andlise de Raman mostraram o mesmo
comportamento observado para as nanoparticulas esféricas. Em pH 1, observou-se um
aumento na intensidade da banda de PPy oxidado em 1085 cm’!, associado a uma
diminui¢do na intensidade da banda de PPy reduzido em 1044 cm™!, mostrando que o
polimero esta sendo ainda mais oxidado [136], de acordo com o esquema mostrado na
Figura 64 C. Em pH 13, observou-se o processo inverso, com aumento da intensidade da
banda de 1044 cm™!, associado a uma diminui¢do da banda de 1085 cm™, mostrando que
0 meio basico estd reduzindo o polimero, trazendo-o de volta para seu estado neutro,
eliminando as cargas positivas na matriz polimérica, de acordo com o mecanismo
proposto na Figura 64 D. Novamente, sabe-se que o contra-ion neste caso (DBS")
dificilmente ¢ removido da matriz por ser uma molécula volumosa, ¢ mais provavel ver
a incorporagdo de um cation do meio para manter a neutralidade de carga [132—134].

As mudangas na regido em torno de 930-940 cm™!, onde existe uma banda intensa
associada a deformacao C-H fora do plano [131], também foram as mesmas. Essa banda

sofreu novamente deslocamentos com as mudancas de pH, agora um pouco mais
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significativos do que para as nanoparticulas esféricas. Observou-se um deslocamento para
menores numeros de onda em meios basicos (pH13), significando um aumento no
comprimento da ligacdo, e para maiores numeros de onda em meio acido (pH1),
significando uma diminui¢do no comprimento da ligacdo. Isso € consistente com uma
possivel incorporacdo de cation na matriz polimérica dopada com SDBS durante a
redugdo do polimero para manter a eletroneutralidade de cargas, o que gera uma extensao
da cadeia de PPy, como ja amplamente proposto na literatura [132—134].

Uma vez que o efeito SERS ¢ mais intenso nessas estruturas [139], os
PTWNRs@PPy foram submetidos a mudangas consecutivas de pH para verificar a
reversibilidade do processo. Os espectros completos sdao mostrados no Anexo 03,
enquanto a analise das bandas 1040 cm'/1080 cm™ durante as mudancas de pH ¢
mostrada na Figura 65. Essas duas bandas foram deconvoluidas [140], e a posicao de
maximo, as areas ¢ intensidades de cada banda foram obtidas de acordo com a
metodologia apresentada no Anexo 02.

Observou-se um deslocamento na posi¢ao de maximo para ambas as bandas a cada
mudanca de pH, conforme esquema da Figura 65 A, e nos graficos da Figura 65 B, para
a banda na regido de 1080 cm™, que foi atribuida ao estado oxidado do PPy e portanto
denominada OXI, e na Figura 65 C, para a banda na regido 1040 cm™, atribuida ao estado
reduzido do PPy e portanto denominada RED. Conforme observado para as bandas na
regido de 930-940 cm™!, vemos uma mudanga para nimeros de onda mais altos em pH 1
e para numeros de onda mais baixos em pH 13, novamente consistente com uma possivel
expansao da cadeia na reducdo e encolhimento na oxida¢ao de um PPy dopado com DBS~
, atuando como um trocador de cations [132—134].

A Figura 65 D representa a intensidade relativa (RI — da sigla em inglés “relative
intensity’’) [122,141], uma razdo entre a intensidade das bandas na regido de maiores
nimeros de onda, associadas ao estado oxidado do PPy (OXI), e as bandas na regido de
menores numeros de onda associadas ao estado reduzido do PPy (RED), conforme
mostrado na Equacao (10):

I
RI =242 (10)
Irep
Essencialmente, se o RI for maior que 1, o estado oxidado/condutor do PPy ¢
predominante, ¢ se o RI for menor que 1, o estado reduzido/ndo condutor do PPy ¢

predominante. A Figura 65 D mostra que o polimero logo ap6s a sintese (pH 7) ja estava
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em um estado predominantemente oxidado e, portanto, condutor, conforme ja reportado
na literatura [136].

O meio acido aumentou a protonagdo e a condutividade do polimero até certo
ponto, refletido no aumento do RI observado. No meio basico observou-se uma inversao
na intensidade das bandas, com a diminui¢ao do RI, que apresentou sempre valores
inferiores a 1, indicando que o meio reduzido/ndo condutor do PPy se tornou
predominante. Este processo foi reversivel, e as intensidades relativas entre as bandas
seguem as mesmas tendéncias para as proximas 8 mudancas no pH, conforme apresentado
no Figura 65 D.

O grau de oxidagdao (OD — da sigla em inglés “oxidation degree”) & outro
parametro que pode ser usado para avaliar as intensidades relativas dessas duas bandas
de PPy. Esse parametro ¢ definido como a razao entre a area de PPy oxidado e o total da
area das bandas de componentes nesta regido de deformacdo C-H no plano, e pode
relacionar quantitativamente a condutividade correspondente de PPy [140], conforme

mostrado na Equagao (11):

AOXI

0D = ——
Aoxr + Agep

(1)

A Figura 65 E mostra o grau de oxida¢cdo em cada mudanga de pH. O OD em pH
13 variou entre 0,22 e 0,79, sempre menor que o PPy logo apo6s a sintese, em pH 7, que
teve OD de 0,89. O OD em pH 1 foi muito consistente em cada ciclo, permanecendo
majoritariamente em 0,96, mostrando novamente um aumento na condutividade em pH
baixo e uma diminui¢ao na condutividade em pH alto.

Os dados provenientes da analise de Raman indicam que a mudanca de pH ¢ um
estimulo capaz de promover as mudancas de estado de oxidagao do polimero, que se
encontra em seu estado oxidado/condutor em pH 1, e em seu estado reduzido/ndo
condutor em pH 13. Além disso, as mudangas de posicao dos maximos das bandas de
Raman sugerem que o polimero esteja atuando como um trocador de cation, observando-
se um aumento no comprimento de ligagado frente a reducao (pH13) e uma diminuigdo no

comprimento de ligacdo frente a oxidagao (pH1).
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Figura 65: A) Esquema mostrando as mudangas nas posi¢des de méaximo das bandas de deslocamento
Raman para a regido ‘OXI’, em vermelho, atribuidas ao polimero oxidado, e para a regido ‘RED’, em azul,
atribuidas ao polimero reduzido, durante as mudangas de pH; B) Mudangas na posi¢do de maximo das
bandas OXI durante os estudos de pH; C) Mudangas na posi¢do de maximo das bandas RED durante os
estudos de pH; D) Intensidade relativa das bandas OXI (vermelho), ¢ RED (azul) em diferentes pHs; E)
Grau de oxidagao, obtido a partir da relagdo entre a area do PPy oxidado ¢ o total de picos de componentes
nesta regido, para a regido ‘OXI’(vermelho) e ‘RED’ (azul).

A andlise de espectroscopia Raman confirma que a mudanca de pH a qual as
nanoestruturas foram submetidas, foi capaz de alterar o estado de oxidacao do polimero
condutor, e alternar entre a forma condutora e ndo condutora desse polimero. Com isso é
possivel seguir adiante e verificar como essas mudancas de pH e de condutividade do PPy
influenciam a posi¢ao do maximo do LSPR para as nanoestruturas.

Os resultados dessa andlise estdo apresentados na Figura 66 a seguir.
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Figura 66: Alterag@o da posi¢do do LSPR de acordo com variagdes do pH do meio. A) Mudanga de posicdo
do plasmon entre os PTWNRs logo apds a sintese (908nm), em pH13 com o PPy em seu estado nao
condutor (882nm), e em pH1, com o PPy em seu estado condutor (911nm); B) Morfologia dos PTWNRs
apos a sintese com duas etapas de crescimento; C) Morfologia dos PTWNRs apos 21 ciclos de alteragdo do
pH; D) Posig¢do do maximo de absorbancia do LSPR a cada alteracdo de pH realizada.
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Os resultados obtidos sdao muito semelhantes aos reportados no trabalho de Jung
et al. [96]. Nesse trabalho, os pesquisadores se propuseram a estudar o acoplamento da
ressonancia plasmonica de superficie entre nanoestruturas metéalicas e os polimeros
condutores, e observaram um deslocamento da banda plasmonica associado ao estado de
oxidacdo do polimero condutor. Alguns dos resultados principais desse artigo estdo

apresentados na Figura 67.
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Figura 67: Resultados obtidos por Jung et al.,2018 [96], ao analisar a variagdo da posi¢do do LSPR com a
mudanca de condutividade do PPy. A) Espectros de extingdo UV-vis-NIR para as nanoestruturas em seu
estado ‘dopado’ ou condutor, em vermelho, e em seu estado ‘desdopado’ ou ndo condutor, em azul. As
ilustragdes no painel direito descrevem a extensdo de ressonancia plasmoénica de superficie sob
dopagem/desdopagem do segmento PPy proposta pelos autores. B) Medig@o de reversibilidade da posi¢do
de maximo do LSPR para as nanoestruturas de Au-PPy a medida que o pH da solucdo foi alterado.
Reproducgdo permitida através da licenga Creative Commons aplicavel para artigos do tipo Open Acess.
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O trabalho de Jung [96] mostra um deslocamento substancial da banda plasmoénica
longitudinal nos nanobastdes de ouro para o vermelho, indo de 1482 nm para 1600 nm
com a presenga de polimero condutor em uma por¢do do comprimento do nanobastao,
quando em seu estado oxidado/condutor. Os autores sugerem que a altera¢ao na posicao
de maximo do LSPR ocorre devido a uma extensdo da ressonancia plasmonica, que se
propaga para a faixa de polimero apenas quando este se encontra em seu estado condutor.
Segundo os autores isso ocorre porque a presenca de PPy dopado atua como uma extensao
do comprimento no nanobastdo de ouro induz um campo elétrico coerente aumentado
devido a contribuicdo parcial de elétrons m no segmento de PPy, o que levou ao
deslocamento do LSPR para o vermelho.

Para suportar a hipdtese, os autores tratam as nanoestruturas de ouro e PPy com
NaOH 3 mol L' por 7 horas, e mostram um deslocamento para o azul da banda
plasménica, para 1538 cm™!, como apresentado na Figura 67 A. Essa alteragdo se mostrou
reversivel por 10 ciclos de mudanga consecutiva do pH do meio, como mostra a Figura
67 B.

Com isso, pode-se sugerir que as mudancas na posicao do LSPR observadas nesse
trabalho também estdo associadas a uma propagacao do plasmon de superficie para a
camada de polimero condutor quando esse se apresenta em seu estado oxidado. Porém,
vale ressaltar algumas diferengas chave entre o trabalho de Jung [96] e esse trabalho.

A primeira diferenga se encontra na forma de sintese do polimero condutor. Jung
et al. [96] utilizaram uma metodologia complexa, baseadas em um template e na
deposicao eletroquimica do PPy, seguidas da remocao das nanoestruturas do template e
dispersdo dessas estruturas em agua, formando uma dispersdo coloidal, para que fosse
possivel a andlise da posi¢ao do LSPR. Nesse trabalho, a camada de PPy j4 foi sintetizada
em dispersdo coloidal, eliminando diversas etapas de sintese e purificacdo, aumentando
a concentracdo de nanoestruturas no meio, o que facilita a andlise, ¢ a manutencdo da
estabilidade coloidal das nanoestruturas.

A segunda diferenca estd na morfologia da camada de PPy em si. No trabalho de
Jung et al. [96] a camada de PPy foi formada apenas em uma das dimensdes da
nanoestrutura, ao longo do comprimento do nanobastdo, enquanto nesse trabalho o
polimero foi formado ao redor de toda a nanoestrutura. Existem alguns trabalhos que
estudam a variagdo do LSPR em nanoestruturas hibridas de ouro e polimeros condutores

cuja metodologia de recobrimento das nanoestruturas metélicas também ¢ realizada em
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dispersdo coloidal, porém as nanoestruturas sdo imobilizadas em eletrodos e seu estado
de oxidacao ¢ alterado eletroquimicamente, € nao por meio da mudanga de pH.

Esse ¢ o caso dos trabalhos do grupo de Vladmir Tskuruk [ 142—144], que mostram
uma variagdo da posi¢ao do LSPR em fun¢do da voltagem aplicada as nanoestruturas de
ouro e polianilina [142,144] e PEDOT [143]. Em um dos trabalhos, realizados com a
polianilina [142] utiliza-se tanto o pH como o estimulo eletroquimico, visto que ambos
os estimulos podem promover mudangas de condutividade na polianilina e,
consequentemente, mudancas na posi¢ao do LSPR.

Nesses trabalhos [142-144], o comportamento ¢ inverso ao observado nesse
trabalho, com um deslocamento para o vermelho frente a redug@o do polimero condutor,
fendmeno atribuido a uma mudanga local do indice de refracao dos polimeros condutores,
visto que tanto a polianilina como o PEDOT sofrem mudangas de cor associadas as
mudangas de estado de oxidagao.

Ainda com o objetivo de verificar a versatilidade e reprodutibilidade das
metodologias experimentais adotadas, os experimentos descritos foram reproduzidos para
diferentes tamanhos de nanobastdes, de forma a controlar a posi¢ado do maximo de
absorbancia da banda plasmonica antes do recobrimento, e estudar as alteracdes
resultantes com a deposicdo da camada de polimero condutor. Foram utilizados
nanobastdes com Amix teodricos em aproximadamente 700nm, 800nm e 900nm, e o
recobrimento com PPy foi realizado em duas etapas, como descrito anteriormente. A

Tabela 13 a seguir mostra um resumo das medidas dos nanobastdes para os trés casos:

Tabela 13: Resumo das medidas dos nanobastdes antes e apds a formagao da camada de PPy.

Pré¢ @PP Pos @PP
PTWNR ety @rty
Comprimento Comprimento
Amax (nm) Largura (nm) Largura (nm)
(nm) (nm)

700 53,1 +5,8 20,6 20,4 90,6 + 9,0 71,9 +9,2
800 83,5+8,2 22,4+2)5 122,7+ 10,1 75,1 £ 8,7
900 113,7+ 17,0 26,4+2,6 167,8 +21,8 103,1 £15,0

A camada de PPy para os PTWNRs com Amax em torno de 700 nm apresentou
espessura média de 18,8 nm no comprimento e 25,6 nm na largura, o que resultou em um
AAmix de 45nm. Para os PTWNRs com Amsx em torno de 800 nm, a espessura média foi

de 19,6 nm no comprimento e 26,4 nm na largura, similarmente ao anterior, mas
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observou-se um AAmsx de 85nm. Por fim, para os PTWNRs com Amsx em torno de 900 nm
apresentou espessura média de 27,0 nm no comprimento e 38,4 nm na largura, o que
resultou em um Akmsx de 100nm, com mostram os espectros na Figura 68 a seguir.
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Figura 68: Recobrimento de nanobastoes de ouro de diferentes tamanhos com duas camadas de PPy,
mostrando respectivamente a extingdo apds o processo de LbL (PTWNRs) e apos a segunda etapa de
crescimento (PTWNRs@PPy), e respectiva imagem de TEM apos o crescimento. A) PTWNRS com Amsx
em 687 nm antes do recobrimento, € Amsx €m 732 nm apos o recobrimento; B) Respectiva imagem de TEM;
C) PTWNRS com Amsx em 800 nm antes do recobrimento, € Amax em 915 nm apds o recobrimento; D)
Respectiva imagem de TEM; E) PTWNRS com Amsx em 925 nm antes do recobrimento, € Amax em 1025 nm
apos o recobrimento; F) Respectiva imagem de TEM.
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O comportamento das trés sinteses seguiu o padrdo observado até o momento,
com um deslocamento da banda plasmonica para o vermelho associado a uma atenuagao
da curva de absor¢ao, possivelmente devido a absor¢ao parcial da luz pela propria camada
de polimero condutor.

Todos esses nanobastdes foram submetidos a mesma variagdo de pH, de modo a
verificara a variagdo resultante na posi¢ao de absor¢cao maxima do LSPR. A Figura 69
mostra a alteracao no espectro de UV-Vis para os trés diferentes tamanhos de PTWNRs,
com diferentes posi¢does de maximo de absor¢ao (Amax).

Para os menores PTWNRs, com maximo de absor¢do em torno de 700nm, a
mudanca de pH promoveu uma variagdo na posi¢ao do maximo de absor¢ao (Almax) de
24 nm entre os pHs 1 e 13, ou seja, entre os estados mais e menos oxidados do polimero.
Para os PTWNRs intermediarios, com maximo de absor¢do em torno de 800nm
observamos uma variagao de Akmisx de 28nm. Para os maiores PTWNRs, com méaximo de
absor¢ao em torno de 900nm, observamos uma variagao de AAmax de 37nm entre os pHs

1e13.

914 B C
1 1026
pH 1 ss6 pH 1
714
o o T =) 989
flan] e flas]
D =3 n
g = g
= = =
M| pH 13 M pH 13 M pH 13
913
727
1023
pH S5 PH 5 pH S
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 400 600 800 1000 400 600 800 1000
A/ nm A/ nm A/ nm

Figura 69: Mudangas no espectro UV-Vis para os PTWNRs@PPy, com diferentes tamanhos e posi¢des de
Amax com a variagdo do pH. A) PTWNR com Amsx em 727nm apds a sintese, com mudanga para 714nm em
pH 13 e para 738nm em pH1; B) PTWNR com Amsx em 913nm apds a sintese, com mudanga para 886nm
em pH 13 e para 914nm em pH1 C) PTWNR com Amsx em 1023nm apos a sintese, com mudanga para
989nm em pH 13 e para 1026nm em pH1.
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Essas amostras também foram submetidas a mudangas consecutivas de pH, como

mostra a Figura 70. Novamente, observou-se uma constancia nas alteragdes promovidas

pelas mudangas de pH, com uma variagdo média de 11,6 + 1,3nm para os PTWNRs-700,

de 24,1 + 2,6 nm para os PTWNRs-800 e de 23,2 &= 2,9 nm para os PTWNRs-900.
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Figura 70: Mudangas consecutivas de pH para os trés tamanhos de PTWNRs analisados, e respectivas
variagdes na posi¢do de absor¢cao maxima do LSPR. A) PTWNR com Amsx em torno de 700nm; B) PTWNR
com Amsx em torno de 800nm e C) PTWNR com Amsx em torno de 900nm.
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Uma mudanga gradual no pH revelou ainda uma variagdo do maximo de
absorbancia dos nanobastdes com tendéncia linear, como mostra a Figura 71. A Figura
71 A e B mostram os espectros obtidos para as nanoestruturas em diversos valores de pH,
com a resultante variacdo da posicdo do maximo de absor¢ao. Essa variacdo apresentou
uma relacdo linear, como mostra a Figura 71 C. Relacionando esses resultados com as
observagoes feitas pela espectroscopia Raman, pode-se supor que a mudanca gradual do
pH promove uma mudancga de estado gradual no polimero condutor, com diferentes graus

de oxidagdo entre um estado extremo e outro, como representa o esquema da Figura 71
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Figura 71: Alteragdo gradual do pH do meio, mostrando mudangas intermedidrias na posi¢do de maximo
de absorbancia do LSPR, com A) os espectros completos ¢ B) Detalhe dos espectros normalizados
mostrando a alteragdo gradual; C) Relacdo entre a variagdo da posi¢do do maximo de absorbancia e o pH
do meio, com comportamento linear; e D) Esquema teérico mostrando que o aumento gradual do pH leva
a mudanca de estado redox do polimero condutor do estado oxidado (em vermelho) para o estado reduzido
(em azul) e vice-versa.

Em um meio acido, com pH 1, o polimero condutor estd em seu estado mais
oxidado, representado pela estrutura em vermelho no esquema da Figura 71 D, com mais

pontos de acumulo de cargas positivas ao longo da cadeia polimérica. O aumento do pH
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promove um gradual desaparecimento dessas cargas positivas, diminuindo o grau de
oxidagdo do polimero, passando pela estrutura em preto em pHs intermediarios e
atingindo o outro extremo em pHs elevados, onde tem-se pouca ou nenhuma carga
positiva ao longo da cadeia polimérica, representado pela estrutura em azul.

Com essas analises, foi possivel concluir que as nanoestruturas sintetizadas sdo
responsivas ao pH do meio. O pH foi um estimulo efetivo para se alterar o estado de
oxidac¢do do polimero condutor em meio coloidal, e foi possivel manter a estabilidade das
nanoestruturas ao longo de 21 ciclos consecutivos de alteragdo de pH, observando-se
mudangas similares no maximo de absor¢ao do LSPR. Esse comportamento ocorreu de
forma similar para nanobastdes de comprimentos distintos e diferentes posicdes de
maximo de absorbancia, sendo, portanto, um método controlavel e reprodutivel de se
alterar a posicdo do LSPR das nanoestruturas core-shell em fungdo de um estimulo
externo.

Além disso, foi possivel se estabelecer uma relagdo linear entre a posi¢cdo de
maximo do LSPR e o pH do meio, indicando que mudangas graduais no estado de

oxidac¢do do polimero também promovem alteragdes graduais na posi¢ao do LSPR.

I1.5.3. Nanoparticulas quirais de ouro (ChNPs)

Dando sequéncia aos experimentos realizados com os nanobastdes de ouro penta
gémeos (PTWNRs — Pentatwinned nanorods) foram utilizadas nanoparticulas quirais de
ouro para formacao da camada de polipirrol, com dois objetivos centrais, sendo o primeiro
verificar a reprodutibilidade da metodologia para outras nanoestruturas de ouro, € o
segundo verificar se o procedimento de recobrimento mantém uma semelhanca externa a
estrutura tridimensional dada pelo ntcleo de ouro, nesse caso, por exemplo, mantendo a
quiralidade ap6s o recobrimento com PPy.

Portanto, nanoparticulas quirais de ouro (ChNPs), sintetizadas conforme
metodologia descrita na literatura [145], foram recobertas com PPy, seguindo a
metodologia desenvolvida para os nanobastoes (PTWNRs). Similarmente, no caso das
nanoparticulas quirais, a primeira etapa do procedimento de LbL nao ¢ necessaria, uma
vez que a sintese das NPs ¢ feita utilizando-se CTAC como ligante. Assim, as NPs ja
possuem carga superficial positiva ao final da sintese, e s6 é necessaria a camada de SDBS
antes da adicdo de mondmero e de agente oxidante, como mostra o esquema na Figura 72

A.
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Figura 72: A) Esquema do processo de modificagdo superficial das ChNPs por LbL e da formagao da
camada de PPy. A nanoparticula quiral recoberta por CTAC ¢ lavada, redispersa em solugdo de SDBS, e
lavada novamente. Adiciona-se a concentragdo de pirrol de 200pmol L' e por fim uma aliquota de solugdo
de 200uL de FeCl; 0,01 mol L. B) Mudangas de potencial Zeta ao longo de cada uma das etapas de
modificacdo; C) Analise de UV-Vis ao longo de cada uma das etapas de modificagdo. D, E) Imagens de
TEM das ChNPs recobertas com PPy.

A mudanca de carga superficial foi acompanhada por potencial Zeta, como mostra
a Figura 72 B, e a posi¢do da banda plasmoénica foi acompanhada por UV-Vis, como
mostra a Figura 72 C. Como os nanobastdes, as nanoparticulas quirais também
apresentam duas bandas de absor¢do no espectro UV-Vis, uma transversal,
correspondente a oscilagdo dos elétrons ao longo do eixo curto, e uma longitudinal,

correspondente a oscilagdo dos elétrons ao longo do eixo longo, porém a razao entre as
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intensidades do modo longitudinal e transversal ¢ menor, ou seja, a intensidade do modo
de oscilacao transversal ¢ maior.

No caso das ChNPs, a variacdo do maximo de absor¢ao do LSPR também foi mais
significativa em comparacdo com as nanoparticulas esféricas, e similar a dos nanobastdes,
com um AAmix de 53nm no modo longitudinal e Akmax de 31nm no modo transversal, e o
mesmo efeito de atenuagao foi observado apds a deposicao da camada de PPy. As andlises
de distribui¢do de tamanho e espessura da camada de PPy, que estdo apresentadas na
sequéncia, mostraram resultados muito semelhantes as nanoparticulas esféricas e aos
nanobastdes.

As nanoparticulas quirais recobertas com PPy foram analisadas por TEM, como
mostrado na Figura 72 D e E, em duas magnificagdes distintas. E possivel observar que
a morfologia da camada de PPy ¢ similar a obtida para as nanoparticulas e para os
nanobastdes, ¢ o recobrimento também se da em cada nanoparticula individualmente. As
imagens de TEM foram analisadas com o software Image J para obtencao da distribuicao
de tamanho dos nanobastdes. A metodologia utilizada para a andlise de tamanhos esta
explicitada no Anexo 01. As distribuigdes de tamanho dos nanobastdes estdao

apresentados na Figura 73 e resumidos na Tabela 14.

Tabela 14: Analise de distribui¢@o de tamanho, para as ChNPs antes e depois da deposi¢do da camada de
PPy realizada a partir das imagens de TEM. Os valores calculados sdo exibidos seguidos de seus respectivos
desvios padrao, calculados em relacdo a todas as medidas realizadas (n=100).

Dimensao ChNPs (nm) ChNPs@PPy (nm)
Comprimento 114,0 £14,5 1639+ 14,0
Largura 83,2+ 14,1 133,5+ 13,9

A espessura da camada de PPy no comprimento teve um tamanho médio de 15,2
+ 3,3 nm e na largura teve um tamanho médio de 15,4 £+ 2,9, mostrando um aumento
muito semelhante em ambas as diregdes, que esta proxima a obtida para as nanoparticulas
esféricas e para os nanobastdes. Isso mostra novamente que a metodologia de sintese ¢

versatil, reprodutivel e pode ser utilizada em diferentes morfologias de nanoparticulas.
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com PPy. Comprimento A) antes e B) depois da camada de PPy; Largura C) antes ¢ D) depois da camada
de PPy; Espessura da camada final de PPy no E) comprimento e F) largura das nanoparticulas.

Visto que a espessura da camada de PPy ¢ homogénea ao longo da estrutura,
verificou-se através da técnica de dicroismo circular (CD) se a quiralidade da
nanoparticula foi mantida. A Figura 74 mostra que a atividade 6tica foi mantida apos o
recobrimento com PPy, com apenas um deslocamento no comprimento de onda de
absor¢do, como na espectroscopia UV-Vis, indicando que a quiralidade e, portanto, a
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estrutura tridimensional da particula foi mantida ap6s a deposicao da camada de polimero.
Observa-se também que o valor de CD ¢ majoritariamente negativo antes e depois da
deposi¢ao da camada de PPy, o que mostra uma absor¢ao mais intensa da luz polarizada

no sentido horario (R-CD).

0.015 T——Grpsdy

—— ChNPs@PPy

-0,015 . I . I . T . T .
400 500 600 700 800 900
A/ nm

Figura 74: Analise de dicroismo circular (CD) para as nanoparticulas quirais antes e depois do recobrimento
com a camada de PPy.

Isso mostra que o método desenvolvido permitiu um controle fino e preciso da
morfologia da camada de polimero depositada, ndo sé evitando agregacao, mas mantendo
dimensdes semelhantes em todas as diregdes além de replicar a forma e estrutura
tridimensional da estrutura de ouro no nucleo da particula core-shell.

Seguindo adiante com a metodologia utilizada para as nanoparticulas esféricas e
nanobastdes, as nanoparticulas quirais também foram submetidas a um segundo ciclo de
crescimento para aumentar a espessura da camada de polimero, realizada exatamente da
mesma forma que para os nanobastdes. A primeira camada foi preparada de acordo com
a mesma metodologia, utilizando-se a maior concentragio de mondmero (200 umol L),
deixando-se a mistura sob agitacao por 10 minutos e em seguida em repouso por mais 2
horas. Apds o primeiro ciclo de crescimento, uma segunda aliquota de FeCls; foi
adicionada, sob agitacdo, mantida por 10 minutos, e deixando-se a mistura em repouso
por mais 2 horas. Os resultados estdo apresentados na Figura 75.

Observou-se um deslocamento maior das bandas de absor¢ao na espectroscopia
UV-Vis depois do segundo ciclo de crescimento, indicando a formagdo de uma camada
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mais espessa de polimero. Na andlise de dicroismo circular observa-se duas mudangas
significativas. Além de termos um deslocamento da absor¢ao de luz para maiores
comprimentos de onda, como na espectroscopia de UV-Vis, temos um aumento na
intensidade do sinal de CD, principalmente no sentido negativo. Como a area sob a curva
AA por A de uma curva CD ¢ uma medida do grau de assimetria [112], pode-se dizer que
houve um aumento no grau de assimetria com a deposi¢cdo da segunda camada de PPy,
possivelmente devido as ramificacdes formadas, como mostra a imagem de TEM da

Figura 75 D.
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Figura 75: Segunda etapa de crescimento realizada nas ChNPs. A) Esquema demonstrando as etapas de
crescimento. Para a formagao da primeira camada, seguiu-se o procedimento descrito anteriormente, com
[Py] = 200 umol L e adigdo de 200 uL de solugdo de FeCl; 0,01 mol L. Aguardou-se 2 horas, € se
adicionou uma segunda aliquota de 200uL FeCl; 0,01 mol L™, mantendo-a em contato com as AuNPs por
mais 2 horas; B) Extingdo no UV-Vis apds o processo de LbL (ChNPs) e apos a segunda etapa de
crescimento (ChNPs@PPy), C) Andlise de dicroismo circular apds o processo de LbL (ChNPs) e apds a
segunda etapa de crescimento (ChNPs@PPy), e D ¢ E) respectivas imagem de TEM apds o crescimento
em duas magnificagdes distintas.
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As ChNPs foram entdo submetidas a mesma variacao de pH que as nanoestruturas
previamente descritas, de modo a verificar a variagao resultante na posicao de absor¢ao
maxima do LSPR e mudangas na analise de CD, cujos resultados estdo apresentados a
seguir na Figura 76.

A Figura 76 mostra que as mudancgas observadas na espectroscopia de UV-Vis
sdo bastante similares as mudangas observadas nos espectros de CD. Comparando-se a
Figura 76 A e B, vemos que nos dois casos hd um deslocamento da posi¢ao de maximo
de absorcdo da luz para o azul (blue shift) quando em pH 13 e um deslocamento para o
vermelho (red shift) quando em pH 1. Essa mudancga estd de acordo com as observadas
anteriormente e pode ser associada, da mesma forma, a mudanca de estado de oxidagao
do polimero condutor e a propaga¢dao do LSPR para a camada de PPy quando o polimero
se encontra em seu estado oxidado.

E interessante destacar que a mudanga de estado de oxidagdo do PPy esta
associada a uma mudang¢a de volume do polimero, devido a deformagao eletroquimico
mecanica, discutida no Capitulo I dessa tese. Porém, no caso das nanoestruturas core-
shell feitas a partir das nanoparticulas quirais, essa modificagdo volumétrica
(expansdo/contragdao) do polimero condutor que recobre a nanoestrutura metalica ndo
influencia na quiralidade da particula, e apenas promove uma altera¢cdo no comprimento
de onda da luz polarizada absorvida.

As imagens de TEM apresentadas na Figura 76 C e D, mostram que ha uma
degradacao leve da camada de polimero apds 24 consecutivas alteragdes do pH, porém o
polimero ainda mantém sua integridade, e mantém o recobrimento individual das
nanoestruturas.

A andlise comparativa da Figura 76 E e F reforca a ideia de um comportamento
paralelo das analises de UV-Vis e CD, o que nos permite concluir que a mudanga de
estado redox ¢ responsavel pelo blue shift e red shift observados. Sugere-se que em pH 1
o polimero encontra-se em sua forma mais oxidada e condutora, permitindo a propagagao
do plasmon de superficie da nanoestrutura metalica para a camada polimérica. J4 em pH
13 o polimero encontra-se em sua forma reduzida e ndo-condutora, e essa propagacao nao

acontece [96].
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Figura 76: Mudancas de absor¢do no espectro de UV-Vis e CD para as ChNPs@PPy. A) Mudangas na
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I1.5.4 Simulagdes BEM (Boundary element method)

Com base nas propriedades oticas do polipirrol, ja reportadas na literatura, no
trabalho de Kim et al. [124], foi possivel modelar a resposta Optica relacionada ao
plasmon de superficie por meio de um método de elemento de contorno simplificado
(BEM — “Boundary element method”). As simulagdes foram realizadas pelo Professor
Jorge Perez-Juste, da Universidade de Vigo, Espanha.

Tais simulacdes tem por objetivo auxiliar na compreensdao das mudancgas
aparentemente contraditorias observadas nos espectros de UV-Vis obtidos durante as
sinteses baseadas em nanoparticulas esféricas e nanobastdes. Para as nanoparticulas
esféricas, observou-se um deslocamento para o vermelho com aumento de intensidade da
banda plasmdnica, enquanto para os nanobastdes observa-se um deslocamento para o
vermelho acompanhado de uma diminuicdo de intensidade da banda plasmonica.

As simulagdes buscam mostrar as mudangas ocasionadas no plasmon de superficie
pela deposi¢cdo de uma camada de material com um indice de refragdo distinto ao redor
da nanoparticula, e como o polimero influencia na absor¢ao da luz. Para isso se faz uso
do indice de refragao complexo do polimero condutor.

O indice de refragcdo de um meio 6tico ¢ um nimero adimensional que déa a
indicacdo da capacidade de curvatura da luz desse meio. Porém, quando a luz passa por
determinados meios, parte dela sera absorvida. Isso pode ser levado em consideraciao
definindo um indice de refracdo complexo, como na Equagao (12) abaixo:

n=n+Iik (12)

Nessa equacao, a parte real n € o indice de refracdo e indica a velocidade de fase,
ou seja, o fator pelo qual a velocidade e o comprimento de onda da radiacao sao reduzidos
em relacdo aos seus valores de vacuo. A parte imaginaria k ¢ o coeficiente de extingao
Otica ou coeficiente de absor¢do, e indica a quantidade de atenuagdo quando a onda
eletromagnética se propaga através do material. Eles podem ser considerados como a
“impressao digital do material”, e a partir desses valores pode-se obter os valores dos
componentes do indice de refragcdo complexo.

Outros artigos ja realizaram simulac¢des para auxiliar na compreensao dos dados
experimentais de estruturas core-shell entre nanoparticulas de ouro e polimeros
condutores [146,147], porém considerou-se apenas a parte real do indice de refracdo dos

polimeros em questdo, o que desconsidera a luz absorvida pela camada polimérica.
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Os valores das propriedades Oticas utilizadas para realizar a simulagdo estdo
apresentados na Tabela 11, para o polipirrol tanto em seu estado oxidado. Optou-se por
utilizar valores dos parametros teoricos para o polimero em seu estado oxidado, visto que
as medidas de Raman indicam que o polimero estd parcialmente oxidado logo apos a

sintese.

Tabela 15: Valores das propriedades oticas utilizadas para as simulagdes BEM, obtidas a partir do estudo
de Kim, et al., 1996 [124].

Variavel Valor utilizado
n 1,48
k 0,27
€ =n*k 2,1175
&= 2nk 0,7992

A Figura 77 mostra as comparagdes entre os dados experimentais e simulagdes
para as deposicdes de PPy em nanoparticulas esféricas (AuNPs) e nanobastdes
(PTWNRS). E possivel observar que as simulagdes replicam o comportamento observado
experimentalmente para ambas as nanoestruturas. Para as nanoparticulas esféricas,
observa-se um deslocamento para o vermelho ¢ um aumento da intensidade da banda
plasmonica apds o recobrimento com o PPy, enquanto para os nanobastdes observa-se o
mesmo deslocamento para o vermelho, mas ha uma diminui¢do na intensidade da banda
plasmonica.

Com as simulagdes fica claro que a diminuicdo da intensidade da banda
plasmonica e seu alargamento, observado em todos os experimentos realizados com os
nanobastdes, ndo ¢ um problema de agregacao das particulas, visto que o potencial Zeta
esta fora da regido de instabilidade coloidal, e sim um efeito do proprio indice de refragcdo
do polimero condutor depositado. Observa-se ainda que quando maior for a camada de
polimero condutor depositada, maior o efeito observado, em ambos os casos.

A diminuigdo da intensidade da banda plasmdnica para os nanobastdes esta ligada
a parte imaginaria da funcdo dielétrica da camada de PPy. Para mostrar essa influéncia
foi feita uma simulagdo considerando apenas a parte real do indice de refracdo, ou seja,
foi considerado apenas n=1,58, apresentado na Figura 78. Essa simulagdo mostra que,
caso se desconsidere a parte complexa do indice de refracdo, a posi¢cdo do LSPR ¢

deslocada para o vermelho, mas nao ha diminui¢ao em sua intensidade.
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Figura 77: Comparagdo entre dados experimentais e simulagdes BEM para as nanoparticulas esféricas
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diferentes espessuras de PPy.
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I1.5.4.5. Comparacgao com demais sinteses reportadas em literatura

O Quadro 3 abaixo compara diversas sinteses realizadas em trabalhos da literatura
envolvendo nanoestruturas de ouro e polimeros condutores. Ao compararmos oS
trabalhos, percebe-se que ¢ bastante comum a utilizacdo de grandes quantidades de
surfactante para a formagdo do polimero condutor, com quatro trabalhos utilizando 40
mmol L' de SDS para a formacio dos polimeros. Porém, essa quantidade excessiva de
surfactante pode levar a formacao de polimero nao s6 na interface entre a nanoparticula,
dificultando etapas posteriores de purificagdo, e podendo até resultar na agregacao dessas
estruturas.

Outro fator interessante ¢ que varios trabalhos utilizam SDS (dodecilsulfato de
sodio), um surfactante negativo, diretamente em nanoestruturas cujo ligante de superficie
¢ o citrato, também negativo. A interagdo dessas duas cargas negativas também pode
prejudicar a sintese, causando agregacao desnecessariamente.

A razdo entre a quantidade de mondmero e agente oxidante empregada nos
trabalhos ¢ majoritariamente igual a 1, o que indica que uma quantidade muito elevada
de agente oxidante ¢ adicionada para promover a reagdo, o que também pode prejudicar
a estabilidade coloidal, visto que os agentes oxidantes empregados aumentam
consideravelmente a for¢a ionica do meio. Esse trabalho demonstrou que ¢ possivel
formar camadas significativas de polimeros condutores adicionando-se uma pequena
quantidade de agente oxidante, o que evita um aumento desnecessario da forga idnica do
meio reacional, evitando-se a agregacao das particulas.

Observa-se nos trabalhos publicados, de modo geral, foram obtidas espessuras
muito pequenas de polimeros, apés um enorme tempo de reacdo, geralmente superior a
12 horas. Com o estudo realizado nesse trabalho e a elucidacdo das funcdes e interacoes
entre os componentes da reacdo de polimerizagdo, foi possivel obter uma espessura
consistente de aproximadamente 16 a 20 nandmetros com apenas 10 minutos de reagao.
Comparativamente esse ¢ o menor tempo e a maior espessura dentre os trabalhos
analisados.

Por fim, os trabalhos escolhidos para comparaciao também realizaram a avaliagdo
da mudanga de posi¢do do plasmon de superficie desencadeada pela alteragdo no estado
de oxidacao do polimero. Em grande parte, os estudos foram realizados com a
imobilizacdo das nanoestruturas em um eletrodo para estimular a mudanga redox no

polimero condutor. Nesse trabalho foi possivel realizar alteragdes semelhantes na posi¢ao
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do plasmon de superficie em suspensdo coloidal, apenas por variagdo do pH, sem
comprometer a estabilidade do sistema.

Dentre os trabalhos que realizaram sintese coloidal das nanoestruturas e avaliaram
a variacao do LSPR com o estado redox do polimero condutor, nenhum foi realizado para
o polipirrol, apenas para outros polimeros condutores, como PAni e PEDOT. Nesses
trabalhos, o comportamento observado para o deslocamento do LSPR foi inverso ao
observado nesse trabalho, com um deslocamento para o vermelho frente a reducao do
polimero condutor, comportamento atribuido 8 mudanga do indice de refragdo.

Porém, nesse trabalho observou-se um deslocamento para o vermelho frente a
oxidac¢do do polipirrol, de acordo com o trabalho de Jung et al., cuja rota de sintese ndo
foi realizada por via coloidal, e sim via eletroquimica com o uso de um template [96].

Dessa forma, esse trabalho contribui para preencher diversas lacunas presentes
nos trabalhos ja apresentados na literatura até o momento, tanto para a sintese das
nanoestruturas como para o estudo do comportamento do LSPR frente a mudanca de

estado redox do PPy.
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11.6. Conclusao

Como conclusdo parcial do segundo capitulo da tese, pode-se dizer que o objetivo
central de sintetizar nanoestruturas core-shell com parede de polimero condutor foi
atingido. Foi possivel elucidar o papel dos principais componentes da sintese na formagao
da camada de polimero condutor, o que resultou no desenvolvimento de uma rota de
sintese reprodutivel, simples e rapida.

Determinou-se o papel fundamental das interacdes eletrostaticas entre o ligante da
nanoparticula metalica e o surfactante que auxilia na formacao do polimero condutor, e
verificou-se a necessidade de adi¢do de uma quantidade minima de agente oxidante para
promover uma polimerizagdo rapida e evitar a agregag¢do das particulas durante o
processo.

Com a metodologia baseada em um modelo layer-by-layer, o ligante de superficie
da nanoparticula de ouro deve ser positivo para se ligar com um surfactante negativo,
como o SDBS, que tem afinidade pelas moléculas de mondmero (pirrol) e ajuda a ancora-
las na superficie da nanoparticula. Dessa forma, ao se adicionar o agente oxidante, a
polimerizacdo acontece rapidamente na interface, formando uma camada de polimero
homogénea e reprodutivel, com espessura de 16 a 20 nandmetros alcangada em apenas
10 minutos de sintese.

A concentra¢do de mondmero ndo tem um papel tdo relevante na sintese, e pode-
se trabalhar com um excesso de mondmero, que pode ser posteriormente lavado apos a
sintese. Entretanto o controle da adicdo de agente oxidante ¢ essencial para garantir a
formacao da camada de polimero e evitar a agregacdo das particulas.

A metodologia desenvolvida nesse trabalho foi reproduzida com sucesso em
diferentes estruturas de ouro, incluindo nanoesferas, nanobastdoes de ouro de diversos
tamanhos e nanoparticulas quirais. Um detalhe importante para as nanoparticulas quirais
¢ que estas mantiveram a quiralidade apos a deposicao, o que indica que o polimero
replica a morfologia tridimensional da nanoparticula de ouro que compde o nucleo da
estrutura.

A espectroscopia Raman das nanoestruturas comprovou a mudanca de estado de
oxida¢ao do polimero frente a mudancgas de pH, que por sua vez foram estimulo suficiente
para promover a mudanca da posicdo do LSPR da nanoestrutura, resultando em um

deslocamento para o vermelho frente a oxidagao do polimero. Tal comportamento pode
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ser associado a uma propagacdo do LSPR para a camada de polimero condutor quando
este se encontra em seu estado oxidado.

As simulagdes realizadas mostraram ainda que os comportamentos experimentais
observados para as bandas plasmoénicas das nanoestruturas durante a sintese
(deslocamento para o vermelho com aumento de intensidade para as nanoesferas e
deslocamento para o vermelho com diminui¢do da intensidade para os nanobastdes), estao
vinculados as alteragdes locais do indice de refracao pela formagao da camada de PPy.

Com isso, foi possivel ampliar a compreensao das etapas envolvidas na sintese
coloidal dessas nanoestruturas core-shell, oferecendo uma metodologia facil e
reprodutivel em diferentes morfologias de nucleo (nanoesferas, nanobastdes, e
nanoparticulas quirais. Verificou-se que a parede de polimero apresenta comportamento
estimulo responsivo, e a mudanca de pH promove a mudanga de estado redox do polimero

condutor e consequentemente a alteragao da posi¢ao do LSPR.
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CONCLUSAO GERAL

Desde o inicio da civilizacdo humana, nossa espécie se debruca sobra a dificil
tarefa que ¢ compreender o mundo em que vivemos. Muitas coisas podem ter acontecido
por acidente, como talvez tenha sido o caso do ouro coloidal que acabou dentro do vidro
do copo de Licurgo, mas com o passar dos anos sempre houve alguém para se perguntar
por que algo acontecia, mesmo quando acontecia por acidente.

Esse trabalho se propds a se debrucar sobre uma pequena lacuna dentre as
inimeras que ainda existem para a ciéncia explorar, e contribuir para ampliar a
compreensdo dos mecanismos da sintese coloidal de nanoestruturas contendo polimeros
condutores em sua composi¢do, verificando a estimulo responsividade desses sistemas,
caracteristica fundamental que pode leva-los a inumeras aplicacdes.

Foi possivel elucidar uma metodologia de sintese reprodutivel para a formagao de
nanocapsulas de polipirrol, procurando compreender o papel de cada substincia na
morfologia e propriedades finais da capsula. Para as capsulas de polipirrol, o surfactante
SDBS nao atua apenas estabilizando a emulsdo utilizada como template, mas também
orientando o crescimento das cadeias de polimero ao redor do molde, e também
influenciando na maneira como o polimero realiza a troca de ions com o meio durante os
processos de oxidacao e redugdo necessarios para abrir e fechar a capsula, ja que com
SDBS imobilizado no interior das cadeias, o polipirrol atua como trocador de cations.

No caso do PEDOT, também foi possivel obter duas metodologias de sintese
vidveis para a obtencdo das nanocapsulas, e foi possivel confirmar a necessidade da
utilizacdo de uma macromolécula que ndo funcione apenas como surfactante, mas que
apresente uma forte interacdo com o polimero, para resultar na formagao da parede das
capsulas. Para o PEDOT, o SDBS nio apresentou esse comportamento, € foi necessario
substitui-lo pelo PSS.

Para os sistemas core-shell, foi possivel a elaboracdo de uma metodologia de
recobrimento com polipirrol simples e reprodutivel para diversas nanoestruturas
metalicas, promovendo um recobrimento individual dessas estruturas e evitando a
agregacao das particulas coloidais. Além disso foi possivel comprovar que a camada de
polipirrol mantém a estrutura tridimensional do centro metalico, mantendo propriedades
como a quiralidade mesmo apds a formagao da camada de polimero. O tamanho final da
camada de polimero ao redor das nanoestruturas pode ser controlado através de

polimerizagdes sucessivas.
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Ainda foi possivel confirmar que essas estruturas apresentam um comportamento
estimulo responsivo, cujo estimulo nesse caso foi a mudanca de pH do meio, que promove
uma mudanga de estado redox do polimero. O estado de oxidagdao do polimero afeta a
propagacdo do LSPR originado na nanoparticula metalica. Quando o polimero esta em
seu estado oxidado e condutor, ocorre uma propagag¢do do LSPR para a camada de
polimero, o que ndo se observa quando o polimero estd em seu estado reduzido e nao
condutor. Esse comportamento foi observado de forma similar tanto em nanobastdes
penta gémeos como em nanoparticulas quirais, mostrando que esta relacionado
diretamente com a camada de polimero condutor.

Com esses avangos na compreensao da sintese e das propriedades de materiais
nanoestruturados feitos com polimeros condutores e de seu comportamento estimulo
responsivo, pode-se concluir que a proposta inicial do trabalho foi concretizada, e foi
possivel avancar na compreensao do funcionamento desses sistemas coloidais complexos
e desafiadores.

Apesar dos avancos obtidos, ainda existem diversos desafios pela frente até que
esses materiais possam chegar a beneficiar a vida da populagdo como um todo. E possivel,
a partir do que foi desenvolvido nesse trabalho, utilizar essas nanoestruturas em diversas
aplicagdes. Para as nanocapsulas, duas aplicagdes se destacam: a liberagdo controlada de
farmacos e a utiliza¢ao em sistemas de auto reparagao, especialmente para proteg¢ao contra
corrosdo. Ja para as nanoestruturas core-shell ha espaco para a atuacdo como
nanoenzimas, ou na propria liberacdo de farmacos, aliando-se as propriedades de
direcionamento das nanoparticulas de ouro, com a capacidade dos polimeros condutores

de armazenar e liberar fArmacos sob demanda ou até mesmo como sensores de pH.
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ANEXO 01: Analises de distribuicio de tamanho das nanocapsulas/nanoparticulas

a partir de imagens de microscopia eletronica de transmissao

Para determinagdo do tamanho médio das nanocépsulas e das nanoparticulas sao
realizadas de 100 a 200 medidas manuais, utilizando o software ImageJ®, como indicado

nas etapas a seguir.

Etapa 1: Determinar manualmente a escala de acordo com a barra de medicao de cada

imagem.

4 AuMP:-PPy-BO-51-20000X-0985 jpg (16.7% - o X

4008x2672 pixels; RGE; 41MB

' ’ E Set Scale *

‘ Distance in pixels: 1

612

Known distance: [200
0

m

2
‘ Pixel aspectratio: |1.
: . Unit of length: |n
Click to Remove Scale

. [~ Global
. Scale: 3.06 pixelsinm ’
|

200 nm. 0K | cancel | Heip|

Etapa 2: Medicao manual do comprimento da particula. Para as nanoparticulas recobertas,
como as da imagem, sdo medidos inicialmente o didmetro externo e em seguida o
didmetro interno para cada particula. Para as capsulas com parede mensuravel o
procedimento ¢ semelhante. Para as nanoparticulas ndo recobertas e capsulas com parede

nao mensuravel, apenas o diametro da particula ¢ medido.
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Os dados sdo exportados em planilha do Microsoft Excel® e em seguida tratados
estatisticamente. Para obtencdo da espessura média da camada de polipirrol, tanto na
parede das capsulas PPy-Fe005 como nas AuNPs@PPy utiliza-se a diferenca entre os
diametros, dividido por dois:

— dext - dint
2

Para gerar os graficos de distribuicdo de tamanho mostrados nesse trabalho, os
dados, ap6s o tratamento, sdo subdivididos em faixas e utiliza-se a fungdo
“FREQUENCIA” do Microsoft Excel® para analisar as medidas e contar quantas
nanoestruturas estdo presentes em cada faixa escolhida. Esses dados sdo entdo plotados

utilizando o Origin® 9.0.
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Para nanoestruturas nao esféricas, como os nanobastdes, uma metodologia similar
¢ utilizada, mas sdo retiradas medidas no comprimento e na largura das particulas, como

mostrado nas figuras a seguir.
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§ Resuits o X
File Edit Font Results
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. 1
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As protuberancias de polipirrol ndo foram consideradas para a medida de tamanho
das espessura, pois ndo configuram como um aumento uniforme na espessura da camada
de polimero. Assim, em seguida, as medidas obtidas sdo tratadas utilizando-se o
Microsoft Excel®, e a espessura de polipirrol para o comprimento (y) e para a largura (x)
sdo obtidas através das equagdes:

£ o= lext B lint £ = lext B lint
Y 2 x 2
Para gerar os graficos de distribui¢ao de tamanho mostrados nesse trabalho, os
dados, ap6s o tratamento, sdo subdivididos em faixas e utiliza-se a fungdo
“FREQUENCIA” do Microsoft Excel® para analisar as medidas e contar quantas

nanoestruturas estdo presentes em cada faixa escolhida. Esses dados sdo entdo plotados

utilizando o Origin® 9.0.
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ANEXO 02: Metodologia para tratamento de dados de Raman

Os dados de espectroscopia Raman foram tratados utilizando-se o software do
proprio equipamento (Renishaw®), Wire, versdo 4.3. O primeiro passo no tratamento ¢ a

corre¢ao da linha base do espectro, feita através do botao indicado na Figura A2-1 abaixo.

B WRE - Single scan measurement 9

H File Edit View Surface Measurement Livevideo Analysis Processing Procedures Tools Window Help ¢ Base]ine
B-PAEDZYESIR " % T HEFUAEBDEEEORE
A=2Pdl texJPREE-2x s222r% UPBSPIE
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Raman shift / cm-1

Figura A2-1: Dados ndo tratados de espectro Raman, mostrando o botdo utilizado para o

tratamento de dados de remocéo da linha base.

O tratamento da linha base ¢ feito utilizando as op¢des “Through fixed points”™
para o modo de ajuste (fitting mode) e “Cubic spline” para o tipo de linha base a ser
tratado, como mostrado na Figura A2-2. Utilizando essas duas opg¢des, € marcando
manualmente os pontos no espectro, ¢ possivel obter um ajuste preciso, evidenciando as

bandas do material e evitando o aumento ou diminui¢ao artificial das bandas analisadas.
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Figura A2-2: Tratamento utilizado para realizar a subtra¢ao da linha base dos espectros de Raman.
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Apos a subtragdo da linha base, os dados sdo suavizados através da ferramenta
“Smooth”, para remogao dos ruidos presentes no espectro, utilizando o botao apresentado

na Figura A2-3.
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Figura A2-3: Dados apds a subtragdo da linha base de espectro Raman, mostrando o botdo

utilizado para o tratamento de dados de remocao de ruidos.

Para remocdo de ruidos foram utilizados os parametros indicados na Figura A2-4

abaixo, com janela de suavizacdo ( “Smooth window ) de 15 e terceira ordem polinomial.
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Figura A2-4: Tratamento utilizado para realizar a remog¢ao de ruido dos espectros de Raman.

Ap6s os dois tratamentos iniciais, caso necessario, foi utilizada a ferramenta para
remocdo de raios cosmicos, € em seguida as bandas na regido de 1044 cm™ e 1080 cm™!

foram deconvoluidas, de acordo com o procedimento mostrado a seguir.
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O primeiro passo da andlise ¢ limitar a regido do espectro a regido das duas bandas
de interesse (1000 cm™ a 1150cm™), e utilizar a ferramenta mostrada na Figura A2-5

abaixo.

/
& WiRE - Single scan measurement 9 ? Peak analvser
File Edit View 3Surface Measurement Livevideo Analysic Processing Procedures ]u Window Help
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Figura A2-5: Dados apods a subtracao da linha base e remocao do ruido de espectro Raman,
limitada aos nimeros de onda de interesse, mostrando o botdo utilizado para o tratamento de
dados de deconvolugao das bandas.

Sdo selecionados os valores de maximo para as duas bandas a serem
deconvoluidas, como mostra a Figura A2-6, e em seguida os parametros sao ajustados

conforme mostra a Figura A2-7.
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Figura A2-6: Tratamento para deconvolu¢io das bandas na regido de 1000 cm™ a 1150cm’.
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Figura A2-7: Parametros utilizados na deconvolu¢do das bandas de interesse na regido de 1000
cm™! a 1150cm’!. A) ParAmetros gerais do ajuste; B) Pardmetros especificos para a banda ‘RED’

em ca. 1044cm™'; C) ParAmetros especificos para a banda ‘OXI” em ca. 1080cm™.
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Apbs o ajuste, os valores obtidos, mostrados abaixo na Figura A2-8, sdo

transportados para planilha do Microsoft Excel® para analise especifica, e posteriormente

plotados em graficos de intensidade relativa e grau de oxidag¢ao no Origin®.
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Figura A2-8: Bandas de interesse apos deconvolug@o, mostrando o ajuste obtido.
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ANEXO 03: Espectros de Raman completos
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Figura A3-1: Espectro Raman para os AuNPs@PPy em 3 pHs diferentes, alterados

consecutivamente para a mesma amostra, realizados em cubeta de vidro.
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Figura A3-2: Espectro Raman para os PTWNRs@PPy em 3 pHs diferentes, alterados

consecutivamente para a mesma amostra, realizados em cubeta de vidro.
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Figura A3-3 Espectro Raman para os PTWNRs@PPy em 3 pHs diferentes, alterados

consecutivamente para a mesma amostra, realizados em cubeta de quartzo.
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Figura A4-4: Alteragdes consecutivas de pH, mostrando os espectros obtidos quando pH = 13,

para analises realizadas em cubeta de quartzo.
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Figura A4-5: Alteragdes consecutivas de pH, mostrando os espectros obtidos quando pH = 13,

para analises realizadas em cubeta de quartzo.
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ANEXO 04: Informacoes académicas

Disciplinas cursadas durante o primeiro ano do doutorado.

DISCIPLINA CREDITOS NOTA CONCEITO

COLOIDES E QUIMICA DE
SUPERFICIES (QUIM?7003)
METODOS ELETROQUIMICOS DE
ANALISE (QUIM?7019)
SEMINARIOS D1 (QUIM?7038) 1 - A
TOPICOS ESPECIAIS EM QUIMICA I -
RISCOLOGIA QUIMICA E BOAS
PRATICAS LABORATORIAIS
(QUIM7045)

TOPICOS ESPECIAIS EM QUIMICA
IV - ELECTROCHEMISTRY:
FUNDAMENTAL AND APPLICATIONS
(QUIM7048)

METODOS FiSICO-QUIMICOS DE
CARACTERIZACAO DE
MACROMOLECULAS E COLOIDES
(QUIM7021)

4 9.6 A

4 10.0 A

Disciplinas cursadas no segundo ano do doutorado:

DISCIPLINA CREDITOS NOTA CONCEITO
PRATICA DE DOCENCIA (QUIM?7024) 1 9.8 A
SEMINARIOS D2 (QUIM?7039) 1 10.0 A
FiSICO-QUIMICA AVANCADA y 03 N
(QUIM7010)

Total de créditos cursados: 22
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