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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo para a obtencdo de filmes finos obtidos com um
polieletrolito natural e sintético, tal como o acido himico (AH) e o hibrido formado pela
encapsulacdo de nanoparticulas de platina na matriz de cloreto de 3-n-propilpiridinio
silsesquioxano (Pt-SiPy"CI"). Mesmo se tratando de moléculas de natureza complexas, a
deposicdo do filme ocorreu independente do tipo do substrato. Verificou-se que houve
crescimento dos filmes pela deposicdo alternada dos polieletrdlitos AH e Pt-SiPy*CI,
governadas em grande parte por interacGes eletrostaticas entre os grupos funcionais COOH,
OH-fendlicos e endlicos do AH com o anel piridinio do SiPy"CI. A presenca dos
polieletrolitos nos filmes LbL construidos nas arquiteturas moleculares (AH/Pt-SiPy*CI), e
(Pt-SiPy*'CI'/AH),, foi obtida por medidas espectroscopicas. A partir dos deslocamentos das
bandas nos espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos filmes LbL em relagéo as solugdes
precursoras, inferiu-se sobre as interacbes entre estas moléculas. Por medidas de
espectroscopia de absorcdo na regido do FTIR e espalhamento Raman dos filmes LbL
observou-se deslocamento ou desaparecimento de bandas de absor¢do dos precursores devido
a presenca de NPs-Pt nas cavidades do SiPy*CI". Verificou-se que as bandas sdo mais intensas
e definidas nos espectros do filme (AH/Pt-SiPy'Cl)s em relagdo ao filme
(Pt-SiPy"CI'/AH)30. Esta observacdo corrobora com resultados de UV-Vis mostrando que a
partir de 12 bicamadas ndo ha crescimento linear da absorbancia em funcdo do numero de
bicamadas (Pt-SiPy'CI/AH),. As imagens de AFM revelaram um crescimento linear quando
o filme (AH/Pt-SiPy*Cl’)3, foi obtido, com espessura de 2,6 nm por bicamada, confirmando a
natureza nanoestruturada propiciada pela organizacgdo molecular dos polieletrélitos. A
caracterizagdo morfologica demonstrou que a homogeneidade da superficie em fungdo da
guantidade de material depositada influencia os fenbmenos de superficie, como a quantidade
de sitios ativos, fato constatado por medidas eletroquimicas do horménio 17a-etinilestradiol
(EE2). A partir das respostas voltamétricas por pulso diferencial dos sensores investigados na
presenca de EE2 6,25 x 10 mol L, verificou-se que o filme (AH/Pt-SiPy*Cl’); apresentou
valores de corrente de oxidacdo mais intensos (Ilpa = 17,26 pA) e menor potencial de
oxidacdo (Epa = 0,74 V vs Ag/AgCl) em relacdo ao eletrodo ndo modificado (FTO)
(Ipa = 8,97 YA e Epa = 1,1 V). Nestas condigdes, o eletrodo (AH/Pt-SiPy*CI); obteve uma
resposta linear na faixa de concentracdo de 1,37 x 10° a 2,14 x 10° mol L™, obtendo-se uma
sensibilidade de 0,68 pmol L™ e com limites de deteccio (LD) e quantificacéo (LQ) iguais a
1,06 x 10 e 3,52 x 10 mol L. Estes valores estdo préximos aos relatados na literatura para
eletrodos modificados com nanoparticulas metalicas. Por fim, a técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica confirmou que a sequéncia de deposicdo, o nimero de bicamadas,
bem como a natureza nanoestruturada dos filmes LbL afetam a resisténcia de transferéncia de
carga. Portanto, a presenca do AH na arquitetura do filme diminui a resisténcia de
transferéncia de carga pelo fato desta macromolécula ser constituida por grande quantidade de
grupos funcionais, os quais disponibilizam maior nimero de sitios para interacdes com o
grupo piridinio do SiPy"CI’, e consequentemente disponibilizam maior quantidade de Np-Pt
na superficie do eletrodo.

Palavras-chave: Acido Humico, Nanoparticulas de Platina, silsesquioxano, 17a-
etinilestradiol, poluentes emergentes.



ABSTRACT

This work presents a study for preparation of thin films obtained with a natural and
synthetic polyelectrolyte, such as humic acid (HA) and by the hybrid prepared by
encapsulation of platinum nanoparticles in the matrix of chloride 3-n- propylpyridinium
silsesquioxane (Pt-SiPy*CI). Even when dealing with molecules of complex nature, the film
deposition occurred regardless of the type of substrate. It was found that there was growth of
films by alternate deposition of polyelectrolytes HA and Pt-SiPy*CI", governed largely by
electrostatic interactions between functional groups COOH, OH-phenolic of HA with
pyridinium ring of SiPy*CI". The presence of polyelectrolytes in LbL films built on molecular
architectures (HA/Pt-SiPy’CI)n and (Pt-SiPy"CI/HA)n, was obtained by spectroscopic
measurements. From the shifts of the bands in the absorption spectra in the UV-Vis region of
LbL films in relation to the precursor solutions, it was inferred on the interactions between
these molecules. Measurements of absorption spectroscopy FTIR and Raman scattering of the
LbL film were observed by displacement or disappearance of absorption bands due to the
presence of precursors of Pt-NPs cavities of SiPy"CI". It was found that bands were more
intense and defined in the spectra of the film (HA/Pt-SiPy'Cl)s, in relation to the
(Pt-SiPy"CI'/HA)3, film. This observation corroborates the results of UV-Vis showing that
from 12 bilayers no linear growth of absorbance as a function of number of bilayers
(Pt-SiPy'CI7/HA)1,. The AFM images showed a linear increase when the film
(HA/Pt-SiPy*Cl)3, was obtained with a thickness of 2.6 nm per bilayer, confirming the
nanostructured nature provided by the molecular organization of polyelectrolytes.
Morphological characterization showed that the homogeneity of the surface in function of the
amount of deposited materials influence of surface phenomena, such as the number of active
sites, as evidenced by electrochemical action of the hormone 17a - ethinylestradiol (EE2).
From the diferential pulse voltammetric response of the investigated in the presence of EE2
6.25 x 10 mol L™, it was found that the film (HA/Pt-SiPy"Cl’); showed high peak current
(Ipa = 17.26 pA) and minor oxidation potential (Epa = 0,74 V vs Ag/AgCl) in relation to no
modified electrode (FTO) (Ilpa = 8,97 YA e Epa = 1,1 V). Under these conditions , the
electrode (HA/Pt-SiPy’Cl); obtained a linear response in the concentration range of
1.37 x 10® to 2.14 x 10° mol L%, yielding a sensitivity 0.68 mmol L™ and limits of detection
( LOD) and quantification (LOQ ) equal to 1.06 x 10°® and 3.52 x 10°® mol L™ . These values
are close to those reported in the literature for electrodes modified with metals nanoparticles.
Finally, the technique of electrochemical impedance spectroscopy confirmed that the
sequence of deposition, the number of bilayers, as well as the nature of the nanostructured
films LbL affect the charge transfer resistance. Therefore, the presence of HA in the
architecture of the film decreases the charge transfer resistance of the fact that this
macromolecule consist of large number of functional groups , which provide a greater number
of sites occur for interactions with the pyridinium group SiPy*CI" and consequently higher
amounts of Pt-Np on the electrode surface.

Keywords: Humic Acid, Platinum Nanoparticles, silsesquioxane, 17a-ethinylestradiol,
emerging pollutants.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, ha uma preocupacéo cientifica com relacdo a alguns contaminantes
ambientais considerados como poluentes emergentes (PE) (FONTENELE et al. 2010; REIS
FILHO et al. 2006). Entre os PE ha um grupo de compostos que tém demonstrado efeitos
adversos sobre o sistema enddcrino dos seres humanos e de outros animais, afetando a saude,
0 crescimento, a reproducdo destas espécies (BILA e DEZOTTI, 2007; GHISELLI e
JARDIM, 2007; SCHIAVINI et al. 2011) e podendo também atuar como indutores de
canceres (NAGPAL e MEAYS, 2009). Estes contaminantes sdo conhecidos como
Desreguladores Endocrinos (DE).

As definicdes propostas para os DE convergem, e podem ser assim resumidas: “trata-
se de um agente exdgeno presente no ambiente e que assume idéntica fungdo de um horménio
natural dos seres vivos, capaz de interferir no funcionamento normal do sistema endocrino,
como na sintese, transporte, ligacdo, acdo, ou eliminacdo de hormdénio natural no corpo”
(BILA e DEZOTTI, 2007; REIS FILHO et al. 2007; ALVES et al. 2007; NAGPAL e
MEAYS, 2009; LOPES et al. 2010; SCHIAVINI et al. 2011).

Os DE abrangem inUmeras substancias quimicas encontradas em produtos de uso
domeéstico, farmacéutico, industrial e agricola tais como os inseticidas, detergentes,
repelentes, bloqueadores solar, desinfetantes, fragrancias solventes, retardantes de chama,
hormbnios naturais e sintéticos entre outros PE que apresentam comprovada atividade
hormonal (REIS FILHO et al. 2007; BILA e DEZOTTI, 2007; ALVES et al. 2007;
FONTENELE et al. 2010).

Tais compostos vém sendo encontrados no meio ambiente principalmente em
efluentes industriais, em esgoto doméstico, em solos, sedimentos, e nas estacOes de
tratamento de 4gua e esgoto em concentracdes na ordem de pg L™ e ng L™ (BILA e
DEZOTTI, 2007). Eles se dispersam no ambiente ap6s serem eliminados através do esgoto
lancado diretamente nos corpos d’ agua ou através dos efluentes, mesmo apos tratamento
(LOPES et al. 2010).

As principais classes de DE sdo geralmente designadas com relagdo ao seu potencial
estrogénico, sendo 0s hormonios naturais e sintéticos aqueles que apresentam potenciais mais
elevados (FERNANDES et al. 2011).

O foco neste trabalho foi o estrogénio 17 a-etinilestradiol (EE2), um horménio
feminino sintético derivado do horménio natural 17 B-estradiol (E2) (NAGPAL e MEAYS,
2009). O EE2 é considerado um DE de grande importancia, devido a sua ampla utilizacdo em
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medicamentos contraceptivos, nas terapias de reposicdo hormonal na menopausa ou na
prevencdo do aborto (BILA e DEZOTT], 2007) e no tratamento do cancer de prostata, sendo
assim excretado através da urina com mais frequéncia do que os hormdénios naturais (REIS
FILHO et al. 2006).

A deteccdo do EE2 em amostras ambientais pode servir de alerta, desencadeando
acles que tragam novos métodos de descontaminacao de efluentes e esgotos de forma a evitar
a impactacdo do meio ambiente e o surgimento de doencas (REIS FILHO et al. 2006). De
maneira geral, os métodos/equipamentos empregados nesta determinacdo apresentam alto
custo, impedindo que se torne uma andlise de rotina e aplicada em larga escala.

Nesta perspectiva, este projeto visou a construcdo de um sensor eletroquimico
contendo nanoparticulas de platina (Nps-Pt) encapsuladas na matriz de cloreto de 3-n-
propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*CI"). O hibrido formado, Pt- SiPy*"CI" foi imobilizado nas
superficie de eletrodos, combinadas com &cido humico (AH) a partir da utilizacdo da técnica
Layer-by-Layer (LbL). Esta superficie modificada foi entdo aplicada como mediadora redox

para determinacédo de EE2.



19

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O sistema enddcrino (SE)

O sistema enddcrino dos seres humanos e de outros animais € formado por glandulas e
0rgdos que juntamente ao sistema nervoso, coordenam o0s processos fisiologicos de um
organismo (LEHNINGER, 2007). Estes oOrgdos apresentam um conjunto de células
responsaveis pela sintese e excrecdo dos hormoénios na corrente sanguinea, que atuam
diretamente sobre a funcionalidade dos 6rgdos (REIS FILHO et al. 2006). E um sistema de
comunicacdo que age atraves de mensageiros quimicos: os horménios, que circulam pelo
corpo regulando a atividade e o metabolismo, integrando o organismo como um todo
(REIS FILHO et al. 2007).

As principais glandulas que constituem o sistema enddcrino sdo o hipotalamo,
hipdfise, paratiredide, tiréide, adrenais, pancreas, ovarios (mulher) e testiculos (homem)
(LEHNINGER, 2007). A presenca dos DE pode manifestar seus efeitos em cada um dos
estagios da funcdo hormonal, tais como, na producdo de horménios, ligacdo aos receptores,
acdo hormonal excrecdo e biotransformacdo (LEHNINGER, 2007). Estes atuam nos sitios
receptores e no conjunto de enzimas associado ao ciclo hormonal e nas interconexdes com 0
sistema nervoso e imunologico (REIS FILHO et al. 2007).

Nesta perspectiva, hd uma preocupacdo mundial com relacdo aos DE devido aos
efeitos provocados no sistema enddcrino de humanos e outros animais (BILA e DEZOTTI,

2007). Os principais contaminantes ambientais e seus efeitos serdo abordados a seguir.

2.2 Os Desreguladores Endécrinos (DE)

Diversos compostos quimicos presentes em efluentes urbanos e industriais, no esgoto
doméstico e no ambiente como um todo, inclusive em &guas superficiais, hoje sdo
considerados poluentes emergentes (PE) (BILA e DEZOTTI, 2007; REIS FILHO et al. 2007).
O termo PE ndo se refere a novas drogas ou compostos recém-descobertos, mas a um grupo
de substancias ambientalmente importantes em razao dos niveis crescentes de utilizacédo e de
contaminacgédo (REIS FILHO et al. 2007; DURIGAN et al. 2012 ).

Estes compostos estdo presentes no ambiente em concentracdes realmente muito
baixas, na ordem de pg L™ e ng L™, mas mesmo nessas concentracdes alguns possuem
atividade estrogénica (BILA e DEZOTTI, 2007; FERNANDES et al. 2011) e por isso sdo
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considerados desreguladores endocrinos (DE) causando efeitos adversos aos organismos
vivos, quando expostos a estes contaminantes (BILA e DEZOTT], 2007; REIS FILHO et al.
2006).

Os PE abrangem uma grande faixa de classes de estruturas quimicas distintas de
origem natural e sintética (BILA e DEZOTTI, 2007; DURIGAN et al. 2012). As substancias
naturais classificadas como DE séo os fitoestrogénios, androgénios e os estrogénios naturais.
As substancias sintéticas sdo os produtos utilizados na agricultura e seus subprodutos, tais
como, os pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas; produtos quimicos utilizados na
indUstria quimica e seus subprodutos, ftalatos, bisfenol A, entre outros; compostos
farmacéuticos, tais como, 0s estrogénios sintéticos, dietilestilbestrol e 17a-etinilestradiol,
entre outros. A Tabela 1 apresenta algumas substancias PE conhecidas por serem DE.

Os compostos citados na Tabela 1 s&o considerados como DE devido a sua atividade
sobre o sistema endocrino. Alguns efeitos sobre os animais sdo: feminizacdo de peixes
machos, diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros, de peixes e de tartarugas; inducdo da
sintese de vitoelogenina no plasma de peixes; problemas no sistema reprodutivo de peixes,
répteis, passaros e mamiferos e alteragdes no sistema imunoldgico de mamiferos marinhos
(BILA e DEZOTTI, 2007; REIS FILHO et al. 2006; DHAMODHARAN et al. 2011;
SCHIAVINI et al. 2011; FERNANDES et al. 2011).

Nos seres humanos os efeitos ocasionados séo reducdo da quantidade de esperma, o
aumento da incidéncia de cancer de mama, de prostata, de tiredide, de testiculos, de ovério e
de Utero, desenvolvimento sexual anormal, aumento da incidéncia de ovarios policisticos,
distdrbios nas fungdes do ovario (no crescimento folicular e na ovulacdo), na fertilizacéo,
gravidez, endometriose (BILA e DEZOTTI, 2003; REIS FILHO et al. 2006; BILA e
DEZOTTI, 2007; GHISELLI e JARDIM, 2007; FERNANDES et al. 2011; BATISTA et al.
2011; SCHIAVINI et al. 2011) e pode levar ainda a alteracfes puberais e reprodutivas em
criancas (ALVES et al. 2007).

A exposicdo aos DE pode ocorrer através do contato direto e indireto. Por exemplo, no
local de trabalho, no ambiente doméstico, através do ar, da ingestdo de agua e de alimentos
contaminados e ao contato com o solo (BILA e DEZOTTI, 2007).

Segundo Bila e Dezotti (2007), uma das maiores exposi¢cdes aos DE ocorre através da
ingestdo de alimentos contaminados e estima-se que mais de 90% sdo absorvidos por via
digestiva. A contaminacdo de alimentos também pode estar relacionada ao uso de alguns

hormdnios na criagdo de animais consumidos na alimentagdo humana.



Tabela 1- Exemplos de substancias classificadas como desreguladores do sistema endocrino.
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Pesticidas

Atrazina, lindano, triclosan, detametrin, carbofurano, penconazol, DBCP
(dibromocloropropano), PCP (pentaclorofenol), rifuralin, tridemorfos, propiconazol e etc.

Metais pesados

Cadmio, mercuario, chumbo e zinco.

Farmacos

Fluoxetina, tamoxifan, fluvastatina, medetomidina, propranolol, horménios sintéticos
(dietilestilbestrol e 17a-etinilestradiol).

Esteroides naturais

Androgénios, estrogénios (estrona, estriol e 17B-estradiol) e fitoestrogénios (daidzeina,
genisteina, metaresinol e enterodiol).

Ftalatos

Dimetilftalato (DMP), dietilftalato (DEP), butilbenzilftalato (BBP) e etc.

Alquifendis

Nonilfenol, nonilfenoletoxilado, octilfenol, octilfenoletoxilado.

Bisfenol

Bisfenol A

Parabenos

Benzilparabeno, isobutilparabeno, butilparabeno, n-propilparabeno, etilparabeno e
metilparabeno.

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Naftalina, fluoreteno, pireno, fluoreno e etc.

Compostos organicos de estanho

Tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT)

Organoclorados

Dibenzo-p-dioxina, TCDD (2,37,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina) e etc.

Policlorados de bifenilas

2,4.4’-triclorobifenil, 2,2, 5,5’-tetraclorobifenil e etc.

Retardantes de chama bromados

Polibromobifenila (PBB), hexabromociclododecano (HBCD), tetrabromobisfenol A (TBBA) e
etc.

Fonte: Adaptado de BILA e DEZOTTI, 2007.
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Os horménios estrogénios naturais e sintéticos sdo aqueles que apresentam maior
potencial como desreguladores (REIS FILHO et al. 2006; DURIGAN et al. 2012) e isso faz
com que sejam 0S maiores responsaveis por provocar alteracdes endocrinas em organismos

expostos principalmente em aguas superficiais (TORRES et al. 2012).
2.3 Os hormonios como DE

Quimicamente, os horménios sdo proteinas provenientes de aminoacidos conhecidos
como esterdides (RAIMUNDO, 2007). Segundo a IUPAC (do inglés - International Union of
Pureand Applied Chemistry), os esterdides fazem parte de uma classe de hormdnios com
estrutura basica formada de 17 4&tomos de carbono dispostos em quatro anéis ligados entre si.
Todos os esterdides apresentam em comum a estrutura quimica denominada Ciclo-pentano-
peridro-fenantreno ou ciclo [a] fenantreno: um nucleo ciclico similar, semelhante ao nucleo
do fenantreno (anéis A, B e C), que sdo ligados a um anel ciclopentano (D) (PEREZ e
ESCANDAR, 2013) (Figura 1). Estes sdo biossintetizados a partir do colesterol (LOPES et al.

2008) formando um grande grupo de compostos soltveis em gordura (lipossolaveis).

Figura 1- Estrutura basica dos esteroides.

Fonte: PEREZ e ESCANDAR, 2013 e MACHADO, 2010.

Na estrutura apresentada na Figura 1 podem existir liga¢6es duplas, metilas, carbonilas
e hidroxilas, dando origem a uma série de horménios esterdides (PEREZ e ESCANDAR,
2013) com importante papel na fisiologia humana e alguns hormonios sdo produzidos
sinteticamente com finalidade médico-terapéutica. A Figura 2 mostra alguns dos horménios

naturais e sintéticos provenientes da estrutura ciclo [a] fenantreno.
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Figura 2- Estrutura dos horménios esterdides (a) 17 B-etinilestradiol, (b) estrona, (c) estriol, (d)
17 a-etinilestradiol.

(d) 17a- etinilestradiol

Fonte: Adaptado de BILA e DEZOTTI, 2007.

Os hormonios estdo envolvidos na reproducdo sexual tanto de homens quanto de
mulheres e agem como uma especie de mensageiros quimicos que se comunicam em
diferentes tipos de células, denominadas células alvo, as quais identificam os hormdnios
através de receptores que sdo estruturas protéicas especializadas em reconhecimento
molecular (MARTINEZ et al. 2012). Eles sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
caracteristicas femininas no inicio da puberdade e possuem um papel importante na
diferenciacéo sexual, no desenvolvimento pré e pos-nascimento (LEVENT, 2012).

Os esterdides sexuais sdo classificados em trés grupos, os estrogénios, androgénios e
progesterona. Os estrogénios podem ser de origem natural e sintética, como exemplo de
hormdnios femininos naturais tem-se o 17p-estradiol (Figura 2 (a)), a estrona (Figura 2 (b)) e
o estriol (Figura 2 (c)) e como sintético tém-se o 17a-etinilestradiol (Figura 2(d)) (BILA e
DEZOTTI, 2007; MARTINEZ et al. 2012).

Os hormdnios estrogénios sdo excretados através da urina por mulheres, por fémeas de
outras espécies animais e em menor quantidade, por homens na forma de conjugados polares
inativos, como glucoronides e sulfatos (BILA e DEZOTTI, 2007). Estas substancias uma vez
descartadas no esgoto domeéstico aportam no meio ambiente através do langamento direto no
curso d’ dgua, ¢ mesmo apoOs tratamentos convencionais em Estagdes de Tratamento de

Esgoto (ETEs). Ainda que, em baixas concentragdes, a deposi¢do continua de hormonios
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estrogénios no ambiente ocasiona um efeito acumulativo destes desreguladores ao longo do

tempo.
2.4 O horménio 17a-etinilestradiol (EE2)

O composto 17a-etinilestradiol (EE2) é um horm6nio feminino sintético derivado do
hormonio natural 17B-estradiol (E2) e pertence ao grupo dos estrogénios (RAIMUNDO,
2007) (Figura 2 (a) e (d)).

O EE2 é amplamente empregado na medicina como contraceptivo (REIS FILHO et al.
2006; MACHADO, 2010), no tratamento de algumas disfungdes hormonais, tais como,
endometriose, dismenorreia grave, sindrome do ovario policistico e no tratamento do cancer
de prostata (VERBINNEN e NUNES, 2010), sendo assim liberado através da urina.

O EE2 excretado pode ser encontrado em diversos compartimentos no ambiente como
aguas superficiais e subterraneas, esgoto bruto ou tratado, sedimentos, solos, lodos biol6gicos
de estacdes de tratamento de efluentes e esgotos, chorumes de aterros sanitarios (BILA e
DEZOTTI, 2007) entre outros, em concentraces baixas na ordem de pg L™ e ng L. A

Tabela 2 resume as faixas de concentracdo do EE2 em diferentes condi¢cbes ambientais.

Tabela 2—Concentra¢des do hormdnio estrogénio EE2 encontrados em diferentes condigdes ambientais.

Concentracdes do EE2 no ambiente | Condic¢des ambientais
pg L* ng L™ mol L™
0,005 5 3,01x10"
0,01 10 6,02x10% Esgoto doméstico

0,0045 45 2,709x10%

14
888; é 56,;10128)()(110015 Efluente de ETEs
0,017 17 1,023x10%™ Lodo ativado de ETES
0,0009 0,9 5,418x10™ Sedimento marinho
0,0005 0,5 3,01x10™ Agua potéavel

Fonte: Adaptado de BILA e DEZOTTI, 2007.

Tendo em vista um controle ambiental objetivando a minimizacdo dos impactos
ocasionados pelos hormonios estrogénios, a determinacdo de compostos como o EE2 em
amostras ambientais, tais como, aguas superficiais, efluentes, esgotos domesticos, sedimentos
entre outros é de extrema importancia. Na Tabela 3 encontram-se algumas propriedades
fisicas do EE2.



Tabela 3- Propriedades fisicas do horménio 17a-etinilestradiol.

Propriedades Fisicas

Caracteristicas

N° CAS 57-63-6
Aparéncia Sélido branco
Formula molecular C,0H240,
Massa Molecular 296,4 g
Solubilidade em agua 48mgL™

Solubilidade em solventes
organicos

Etanol (59 mg/mL a 25 °C)
DMF (~20 mg/mL a 25 °C)
DMSO (59 mg/mL a 25 °C),
Acetona e acetonitrila

Ponto de ebuli¢do

182 -184 °C

Massa Especifica

1,210 (mg L™) (a 20°C)

Sensibilidade aluz
Armazenamento -20 °C

Densidade ~1,2 glem®

pK, 10.24

Press&o de Vapor 4,5x10™" (mmHg)
Meia-Vida 4 — 6 (dias)
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Fonte: adaptado de: NAGPAL e MEAYS, 2009.

2.5 Determinac@es de hormonios estrogénios

Muitos trabalhos relatados na literatura séo dedicados ao desenvolvimento de métodos
analiticos para determinacdo e quantificacdo de DE e avaliacdo de sua atividade estrogénica
em matrizes ambientais complexas, tais como aguas superficiais e subterraneas (LEVENT,
2012), esgoto doméstico (REIF et al. 2008), efluentes em estacdo de tratamento (SANTOS
et al. 2010), sedimentos marinhos (BILA e DEZOTTI, 2007), solos (BILA e DEZOTTI,
2007) e lodo bioldgico (LEVENT, 2012). Na Tabela 4 sdo destacados vérios métodos para
determinacdo de hormonios citados na literatura e seus respectivos valores de limite de
deteccdo (LD).

Dentre os métodos para determinacdo de hormdnios, listados na Tabela 4, tem-se 0s
métodos cromatogréficos, (cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
"photodiodearray"”, CLAE-DAD e cromatografia gasosa com detector MS etc.) e os testes
toxicolégicos como YES, ELEISA, E-Screen, ELRA (LEVENT, 2012).

No entanto, os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados para a detec¢do de
horménios estrogénios devido a sua alta seletividade e sensibilidade, porém apresentam alto
custo, principalmente devido ao equipamento e sua manutengdo, compreendida pelo consumo
e descarte dos solventes utilizados. Por este motivo, como alternativa a esta limitagdo, 0s

métodos eletroquimicos tém se destacado, com medidas mais rapidas e analises realizadas
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diretamente na amostra. Atualmente potenciostatos portateis possibilitam inclusive a
realizacdo de medidas, in situ, com baixo custo em relacdo as demais técnicas. Além disso, a
geracdo de residuos € menor, e com o emprego de eletrodos seletivos, as respostas se tornam
mais seletivas e sensiveis, 0 que possibilita a obtencdo de baixos limites de deteccdo (LD) e

limites de quantificacdo (LQ), eliminando etapas de pré-concentragdo normalmente

empregadas em técnicas cromatograficas.

Tabela 4 - Métodos de detecgdo para hormdnios com seus respectivos limites de detec¢éo (LD).

Métodos de detecgdo Estrogénios LD (mol L™) Referéncia
i -13
C,:‘;,Tét_ogr:ga Etinilestradiol (EE2) | = 10 TORRES et al, 2012
i -13
CL%T%‘?SZEB”‘ Estriol (E3) 35x10 TORRES et al. 2012
i -13
Cromatogrefia Etinilestradiol (EE2) | ' X10 MCADAM et al. 2010
i -13
CL%T%‘?SZEB”‘ Estrona (E1) 37 x10 MCADAM et al. 2010
i -8
C.Z%TZ‘?SL\E‘B"" Estradiol (E2) 2:2x10 LOPES et al. 2010
i ; 0
Cromatografia CG/ms | Etinilestradiol (EE2) | 3,4 x10 PESSOA et al. 2012
Cromatografia CG/MS Estrona (E1) 1,8 x10™ PESSOA et al. 2012
i -10
C,:%Tact?gﬁga Estriol (E3) 2:3x10 VERBINNEN et al. 2010
i g
C,:‘)P”Cfétf’gfga Etinilestradiol (EE2) |  +2X10 VERBINNEN et al. 2010
a .
E<5§°eq3§5>a Estrona (E1) 8:4x10 LIN e LI, 2006
2 .
strio elLl,
E&?EZ‘*S,‘QS? Estriol (E3) 6.:2x10 LIN e LI, 2006
2 .
E({?E"eq\”,'g‘g)a Estriol (E3) 1.7x10 SANTOS et al. 2010
2 .
stradio et al.
Ek}rco 2“5‘;')0 : Estradiol (E2) 16x10 YUAN et al. 2011
" 17
E'e”(({?g')m'ca Etinilestradiol (EE2) | >4 10 MARTINEZ et al. 2012

Fonte: A autora

Devido as vantagens dos métodos eletroquimicos, estes sdo tidos como uma
alternativa eficiente em relacdo as demais técnicas, para determinacdo de horménios
estrogénios.

Muitos estudos relatam a deteccdo eletroquimica de DE em ambientes aquaticos
(LEVENT, 2012; NOGUEIRA, 2003), urina (MARTINEZ et al. 2012) e farmacos

(REIF et al. 2008). Dentre as técnicas eletroquimicas que podem ser utilizadas para deteccao
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de DE encontram-se as técnicas de voltametria ciclica (VC) (LIN e LI, 2006), voltametria de
pulso diferencial (VPD) (CRESPILHO e LOST, 2012) e a voltametria de onda quadrada
(VOQ) (LIN e LI, 2006).

Santos et al. (2010), utilizaram as técnicas de VC e VOQ e observaram que o eletrodo
de diamante dopado com boro (DDB) foi eficaz para a determinagéo do hormonio estrogénio
estriol (E3) em produto farmacéutico e em amostra de urina coletada durante a gravidez. A
partir da técnica de VC, observaram um potencial de oxidacdo deste horménio em 0,35 V e
pela VOQ obtiveram a curva analitica, com um limite de deteccdo (LD) de 1,7 x 10" mol L™
(49ug L™) e limite de quantificacdo (LQ) de 8,5 x 107 mol L™ (245pg L™).

De maneira que, em fungcdo da melhora na sensibilidade e seletividade na
determinacéo e quantificacdo de hormonios estrogénios, eletrodos quimicamente modificados
podem ser uma alternativa eficiente por serem ainda mais seletivos, de menor custo do que 0s

eletrodos convencionais, facilitando no processo de transferéncia de elétrons.

2.6 Obtencao de eletrodos modificados pela técnica LbL

Dentre as técnicas de modificacdo de eletrodos a partir da obtencédo de filmes finos, o
processo de automontagem eletrostatica camada por camada denominado ELBL (do inglés
electrostatic Layer-by-Layer) ou SAM (self-assembly) tem apresentado grande destaque
(DECHER e SCHLENOFF, 2012). Este processo foi proposto pela primeira vez no inicio da
década de 1980 por Sagiv onde era relatado que a formacdo de multicamadas ocorria por
interacbes quimicas, especificamente por ligacdes covalentes entre as camadas adjacentes.
Anos mais tarde este processo foi reformulado por Decher et al. (1994), os quais sugeriram
gue um novo método de fabricacdo de filmes baseado na adsorcdo espontanea, quimica ou
fisica, de camadas ultrafinas de polieletrdlitos com cargas opostas sobre a superficie de um
suporte solido, sem o inconveniente da realizacdo de ligagdes moleculares entre as camadas
adsorvidas. Os filmes assim produzidos, nomeados por filmes LbL (Layer-by-Layer) podem
envolver além de ligacdes eletrostaticas, interaces hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio, entre
outras (DECHER e SCHLENOFF, 2012). A tecnica de obtencéo de filmes LbL apresenta um
baixo custo, simplicidade experimental, possibilidade de construir sistemas miniaturizados e a
capacidade de produzir filmes ultrafinos, organizados em nivel nanométrico (1-100 nm) com
diferentes materiais solUveis em meio aquoso, 0 que proporciona alta interacdo entre as
diferentes moléculas do sistema (DURAN et al. 2006; DECHER, 1997).
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O inicio da formagdo do filme LbL se d& pela imersdo de um substrato solido,
carregado por exemplo, positivamente, em uma solucdo carregada negativamente, de modo
que uma camada do polianion deposite na superficie do substrato. A remocao das espécies
que ndo adsorveram, € realizada pela imersdo do sistema substrato/polianion numa solucéo de
lavagem com pH ajustado. Entéo, o sistema substrato/polianion é imerso na solucdo de um
polication, seguida da imersdo do sistema substrato/polianion/policéation que apds a lavagem
deste, obtém-se uma bicamada. Os tempos de imersdo sdo determinados por estudos cinéticos
de deposicao. A repeticdo do processo permite a formacdo de filmes LbL contendo o numero

de camadas desejado. A Figura 3 ilustra o esquema de preparacéo de filmes LbL.

Figura 3- Esquema da deposicéo de bicamadas de um filme LbL.

Tempo Tempo de Tempo Tempo de
(min) lavagem (s) (min) lavagem (s)

Fonte: A autora

As adsorcdes que ocorrem na superficie do substrato e entre as camadas depositadas
para a formacao dos filmes LbL sdo autolimitadas, ou seja, ocorre adsorcao até haver sitios de
ancoragem disponiveis. As interacGes que ocorrem entre polieletrélitos altamente carregados
sdo principalmente eletrostéticas e auto-organizaveis, porém também sdo possiveis interacdes
secundarias do tipo van der Waals e ligacéo de hidrogénio (DECHER e SCHLENOFF, 2002).

2.7 Polieletrdlitos empregados na formacéao de filmes finos obtidos pela técnica LbL

Polieletrdlitos sdo polimeros com grupos parcialmente ionizaveis ao longo da cadeia,
classificados em anibnicos e catidnicos de acordo com seu grupo, e dessa forma quando em
solugéo podem ter diversas densidades de carga na cadeia. Neste sentido, diversos materiais
ionizaveis e sollveis em meio aquoso podem ser imobilizados para preparacao de filmes LbL

(LIN e LI, 2006). Os polieletrolitos sintéticos mais utilizados sdo os polimeros comerciais
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PAH (poli (cloreto de alilamina), PEI (poli (etileno imina)), PDAC (poli (cloreto de
dimetildialiaménia)), PVS (poli (acido vinilsulfénico)), PSS (poli (estireno sulfonato de
sodio) e 0o PAA (poli (acido acrilico) (BERTRAND et al. 2000). Outros polieletrolitos
sintéticos ndo convencionais sdo também explorados, tais como 0s nanotubos de carbono
(GASPAROTTO et al. 2011), complexos inorganicos (JESUS et al. 2011), as nanoparticulas
metalicas (SANTOS et al. 2012). Alguns polieletrélitos naturais incluem &cidos nucleicos
(BECKER et al. 2010), proteinas (JOHNSTON et al. 2005), polissacarideos
(RECHTENBACH et al. 2005), &cido alginico e sulfato de condroitina (DHAMODHARAN,
et al. 1999), DNA (DECHER et al. 1994) heparina, quitosana, sulfato de celulose, sulfato de
dextrano e carboximetil-celulose (DHAMODHARAN, et al. 1999; DECHER et al. 1994,
VOIGT et al. 1999; VILLIIERS et al. 2011), materiais bioldgicos (WANG et al. 2007),
macromoléculas, biomacromoléculas (CRESPILHO et al. 2005) e até mesmo coldides
(DECHER e SCHLENOFF, 2012). Neste trabalho sera explorado o emprego do polieletrélito
sintético 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano e do polieletrélito natural formado por &cidos

himicos para a obtencdo de filmes com multicamadas.

2.7.1 Cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano (SiPy*CI")

Dentre os polimeros inorganicos que podem ser imobilizados em filmes LbL destaca-
se o cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano (SiPy"CI) (FUJIWARA et al. 2001;
JESUS et al. 2011), cuja estrutura idealizada ¢ ilustrada na Figura 4.

Figura 4- Estrutura idealizada do (SiPy*CI").
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Fonte: GUSHIKEM, Y et al. Patent INPI N°. P19803053-1, 1998.
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O SiPy*CI" (Patente: BR9803053-A) (GUSHIKEM et al.1998) ¢ um material hibrido
(organico-inorganico) a base de silica que contém grupos piridinios carregados positivamente,
obtido a partir de um precursor organico denominado organossilano. Todos os atomos de
silicio do organossilano presentes no SiPy*Cl", se encontram ligados ao grupo organico. Esta é
a principal caracteristica que diferencia os silsesquioxanos do outros hibridos a base de silica
(BENVENUTTI et al. 2009).

A motivacdo em pesquisar materiais hibridos organico-inorganicos com organizacao
estrutural, se da pela existéncia de nanoespacos na estrutura. Estes possibilitam a
incorporacdo de espécies organicas e/ou inorganicas proporcionando a obtencdo de novos
materiais com propriedades distintas daquelas ja existentes (HANDKEM e KOWALEWSKA,
2011).

O polimero SiPy"CI" preparado por Gushikem et al. (1998), apresenta a excelente
propriedade de ser incorporado na forma de filmes finos na superficie de diversos substratos,
tais como vidro, grafite, silica, silica recoberta com Al,Os, fibras de celulose modificadas com
Al,O3, vidro recoberto com 6xido de estanho e fldor (FTO), vidro recoberto com oOxido de
estanho e indio (ITO), quartzo, platina, prata e silicio.

Dentre as propriedades verificadas para o polimero SiPy*Cl, esta a alta capacidade de
troca ibnica, boa estabilidade quimica, alta solubilidade em &gua e nanoespagos em sua
estrutura. No trabalho de Fujiwara et al. (2011) foi observada uma capacidade de troca
anionica de 1,04 mmol g™* nos estudos de adsorcdo de FeCls, CuCl, e ZnCl, sobre um filme de
SiPy*CI presente no substrato de silica gel contendo um filme fino de Al,Os. Valor similar a
este (1,09 mmol g*) foi constatado por Lucho et al. (2004) para o hibrido Al-SiPy*CI",obtido
pelo recobrimento da superficie de Al,O3com o polimero SiPy*CI".

Além da excelente capacidade de troca anidnica, o SiPy"CI contém boa estabilidade
guimica e alta solubilidade em agua (JESUS et al. 2011), propriedades estas importantes na
construcdo de filmes finos obtidos pela técnica LbL. Alguns trabalhos desenvolvidos em
nosso grupo de pesquisa tém mostrado que o emprego deste polimero SiPy'CIl” como
polication é inédita e muito eficiente na preparacdo de filmes LbL. Estes filmes foram
aplicados como sensores de algumas biomoléculas, tais como a dopamina (JESUS et al.
2011), o &cido ascorbico (JESUS et al. 2011) e prometazina (JESUS et al. 2011). Uma breve
descricdo destes trabalhos é apresentada a seguir.

Jesus et al. (2011), desenvolveram um eletrodo modificado pela técnica LbL
utilizando SiPy*CI como polication e a ftalocianina tetrasulfonada de cobre (CuTsPc) como

polianion para a determinacéo de cloridrato de prometazina (PMZ). O filme obtido com cinco
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bicamadas destes polieletrélitos na arquitetura (SiPy"CI/CuTsPc)s, apresentou dois potenciais
de oxidacdo da PMZ em 0,48 e 0,79V e a partir da técnica de VOQ, obteve-se uma curva
analitica com valor de R=0,9994, em que o LD e LQ foram 8,71 x10° mol L™ (2,79 ug L) e
9,31 x10° mol L™ (9,31 pg L™), respectivamente. Este filme foi aplicado como sensor em
formulacbes comerciais de cloridrato deprometazina, observando-se uma boa estabilidade
deste eletrodo em amostras complexas, sem qualquer pré-tratamento da amostra. A presenca
do polication SiPy'CI" no filme LbL (SiPy"CI/CuTsPc)s melhorou o perfil voltamétrico do
sensor eletroquimico frente ao processo redox da PMZ quando comparado com o eletrodo
sem modificacdo (FTO) e os demais filmes previamente testados (CuTsPc) e (SiPy"CI"). Além
disso, o Filme LbL foi reprodutivel a sucessivas varreduras voltamétricas ao contrario dos
demais filmes estudados que lixiviavam com o aumento do humero de varredura.

Em outro trabalho de Jesus et al. (2011), com esta mesma arquitetura de filme LbL
(SiPy"CI"/CuTsPc)s determinou-se o neurotransmissor dopamina (DA) na presenca do
interferente acido ascorbico (AA) com uma diferenca de potencial de oxidacdo entre estes
analitos de 500 mV, valor este superior a faixa relatada na literatura (100 a 200 mV). Além
disto, baixo valor de LD (1.0 x 10 mol L™) e alto valor de sensibilidade (20,25 pA /mmol
L) foram obtidos. Ainda neste trabalho, foi observado que na arquitetura contraria
(CuTsPc/SiPy"Cl")s, nenhum sinal de oxidagdo foi detectado na presenca de DA. Este
comportamento foi atribuido a natureza ndo electroativa do SiPy*"CI observado em estudos
preliminares para filmes contendo apenas este polieletrdlito, que impede a oxidagdo DA.

O emprego do SiPy"CI" como eficiente nanoreator para sintese de nanoparticulas (Nps)
metalicas também foi constatado em nosso grupo de pesquisa. A eficiéncia da incorporacdo
das Nps deve-se as cavidades internas do esqueleto do SiPy*Cl’, capazes de servirem de
molde para estabilizacdo e crescimento das mesmas. Santos et al. (2012) , incorporou Np-Pt
nas cavidades da rede do polimero SiPy"Cl" obtendo-se o hibrido Pt-SiPy"Cl- com tamanho
das Nps-Pt da ordem de 3 a 40 nm. O nanohibrido obtido, Pt-SiPy*CI’, foi alternado com o
polidnion PVS na obtencdo do filme LbL (PVS/Pt-SiPy"CI )3, que foi utilizado como sensor
eletroquimico na determinacdo de DA em meio ao interferente AA. Por medidas
eletroanaliticas, observou-se que o sensor exibiu um LD igual a 2,6 x 10® mol L™ e um LQ de
8,69 x 10°® mol L™. Além disto, os filmes mostraram boa repetibilidade e estabilidade, com
uma diferenca de potencial de 550 mV para a oxidacdo de DA na presenca de AA. A
importancia da imobilizacdo de Nps nos filmes LbL foi fundamental para o aumento do
namero de sitios ativos presentes no filme, cuja presenca auxiliou no processo de

transferéncia de elétrons da DA.
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O hibrido Pt-SiPy"CI" também foi imobilizado em substratos sélidos na presenca do
polimero condutor PPV, para a construgio do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s. Apds
imobilizacdo da enzima glicose oxidase (GOx) na superficie deste filme, observou-se por
medidas eletroanaliticas na presenca de H,O, e glicose que o biossensor (PPV/Pt-SiPy*Cl)s
Gox exibiu uma sensibilidade igual a 1,17 pmol L™ (1,17 x10° mol L), LD = 27,4 pmol L™
(2,74 x10”° mol L), LQ = 91,4 umol L™ (9,14 x10° mol L™ ) e k2= 2,64 mmol L™ (2,63

x10® mol L™, valores estes superiores a filmes mais complexos relatados na literatura,
demonstrando a importancia da presenca do hibrido Pt-SiPy"CI para estes filmes. Além disso,
0 biossensor de glicose exibiu resposta eletroquimica constante em um periodo de
aproximadamente 30 dias, indicando assim uma adsorcdo estavel de Gox (SANTOS et al.
(2013).

2.7.2 Acido Hamico (AH)

Os é&cidos humicos também tem sido explorados na formacdo de filmes finos por
serem um tipo de macromolécula organica de elevado peso molecular, tendo caracteristicas
coloidais e polieletroliticas, e por possuirem uma estrutura dominada por unidades aromaticas
que contém uma vasta variedade de grupos funcionais contendo oxigénio (Figura 5), que é
capaz de quelar ions metalicos (GALESKA et al. 2001). Estas propriedades fazem do AH um

material adequado para a auto-montagem de filmes LbL.

Figura 5 - Modelo para a estrutura dos acidos humicos em trés dimensdes. Na estrutura 0s espagos vazios estao
indicados como A,BeC.

@ Carbono
@ Oxigénio
@ Nitrogénio

(O Hidrogénio

Fonte: SCHULTEN e SCHNITZER, 1995.
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O AH ¢é formado através da decomposicdo de residuos, animais e vegetais, em
ambientes Umidos, acidos e de pouca oxigenacdo (PETRONI et al. 2000). Eles sdo
considerados como biopolimeros encontrados no solo, sedimentos, agua e algumas plantas
como o tabaco (GALESKA et al. 2001). Basicamente consistem na mistura de carboidratos,
proteinas, lipidios, que fornecem grande quantidade de grupos funcionais com cargas
negativas em suas estruturas, tais como, acidos carboxilicos e hidroxilas fendlicas e alcodlicas
unidas por ligacdes de hidrogénio (SILVA, W. et al. 2002).

Os AH possuem uma coloracéo escura, sdo soltveis em meio alcalino, precipitando-se
em forma de produto escuro e amorfo em meio &cido (pH < 2) (JESUS et al. 2004). Séo
substancias com cargas variaveis em que os grupos carboxila e hidroxila se dissociam
gradualmente com o aumento do pH (SILVA, W. et al. 2002). E um polimero natural que
possui uma complexa estrutura quimica, podendo conter espacos vazios de diferentes
tamanhos nas suas estruturas moleculares, os quais poderiam alojar metais e outros compostos
organicos hidrofilicos, tais como, carboidratos e materiais proteindceos, lipideos, além de
agrotoxicos (pesticidas e herbicidas) e outros poluentes devido a sua grande capacidade de
troca idnica. Os seus grupos funcionais sdo os sitios de adsorcdo dos metais em solucdo, com
elevada capacidade de adsorcdo para metais de transicdo e moléculas organicas polares
(PETRONI, 2000).

Os AH atuam como ligantes para complexacdo de ions metalicos micronutrientes de
plantas, tais como, VO*, Mn*", Fe**, Co*, Cu® ou téxicos como o AI**. A formacdo e
transporte desses complexos, e sua deposi¢do, pode ser um importante mecanismo na
acumulacdo de metais nos depdsitos sedimentares (JESUS et al. 2004). A presenca de acido
vanilico e acetovanila com AH sdo importantes na constituicdo de estruturas quindnicas,
indicando a participacdo de vegetais superiores em sua formacdo. Os AH pertencem a classe
dos produtos naturais mais abundantes na biosfera com cerca de 50 a 70% do hdmus,
dependendo do tipo de solo e sdo os precursores dos combustiveis fosseis (FERREIRA,
2006).

2.8 Eletrodos modificados com AH

Alguns trabalhos descritos na literatura tém mostrado que o emprego deste polimero
natural AH como polianion é inédita e eficiente na preparacdo de sensores de algumas
moléculas, tais como o pentaclorofenol (PCF) (CRESPILHO et al. 2005), ions Cu (II)
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(SILVA et al. 2002) e Glicose (GALESKA et al. 2001). Uma breve descrigéo destes trabalhos
é apresentada a seguir.

Crespilho et al. (2005) prepararam um filme LbL alternando camadas de AH com
camadas de poli (cloridrato de alilamina) (PAH) para a detec¢édo do pesticida pentaclorofenol
(PCF), bastante utilizado na preservacdo da madeira. Por medidas de microscopia de forca
atomica (AFM) dos filmes PAH/AH contendo 5 e 15 bicamadas, foi observada uma
rugosidade entre 0,89 a 1,19 nm. O filme LbL apresentou boa eletroatividade para o PCF,
com um LD de 1,6 x 10° mol L™ (0,4 pg L™), valor este dentro da faixa permitida pela
legislacdo (10 pg L™). Além disto, contatou-se que a presenca de AH no filme LbL melhorou
a adsorcdo do PCF na superficie do ITO, catalisando a transferéncia de elétrons entre 0 PCF e
0 eletrodo.

Silva et al. (2002) prepararam um eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificados
com o polimero natural AH para a determinacdo do ion metalico Cu (Il). Através de
voltamogramas ciclicos observou-se que o comportamento eletroquimico do filme (AH-
MCPE) em tampao acetato (pH = 4,5) é quase irreversivel , pois exibe a reducédo de Cu (II)
em Cu (0) nos potenciais de 0,26 e 0,15 V. Além disto, o eletrodo mostrou que através de
medidas sucessivas dos voltamogramas ciclicos aumenta os picos do processo redox do ion
metalico e estabiliza apds o quinto ciclo. Este aumento das auturas de pico com o nimero de
ciclos pode ser através do efeito do aumento de Cu (Il) durante o tempo de pré-concentracdo
do eletrodo. Isso sugere que esse tipo de experimento poderia permitir a classificacdo das
capacidades de complexacdo de AH com os ions metéalicos.

Baseado nos materiais que sdo empregados na obtencdo de filmes finos pela técnica
LbL, as possibilidades de combinacdo sdo inumeraveis, todavia a escolha adequada e
satisfatoria entre os polieletrolitos depende essencialmente dos grupos funcionais e da
capacidade de troca ibnica. Assim, neste trabalho, espera-se obter filmes LbL contendo
Nps-Pt incorporadas ao SiPy*CI e combinadas ao AH e analisar as interacdes existentes entre
ambos 0s polieletrdlitos imobilizados, objetivando a exploracdo das propriedades

eletroquimicas frente ao EE2.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consiste na preparacdo e caracterizacdo de filmes finos
estaveis formados por Nps-Pt incorporadas a matriz de SiPy"Cl™ e &cido humico via técnica
Layer-by-Layer. Os filmes LbL serdo caracterizados por técnicas espectroscopicas,
morfologicas e eletroquimicas a fim de avaliar o crescimento dos polieletrolitos em diferentes
substratos, as interacdes existentes entre estes e a mudanca da morfologia em funcdo do
numero de bicamadas e da arquitetura estudada. A organizacdo molecular e a natureza
nanoestruturada dos filmes serdo exploradas na potencialidade sensorial para a determinacéo
eletroquimica do horménio EE2.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Procedéncias dos reagentes e substratos

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico (P.A.) obtidos
comercialmente sem purificagdo prévia, tais como o EE2 (> 98%), H,PtCls (> 8% da solugao
em agua) e o ferricianeto de potassio Il da Sigma-Aldrich. O &cido férmico foi obtido da
Mallinckrodt, a acetonitrila e o NaH,PO, obtidos da Vetec. O alcool isopropilico e o H,0;
foram adquiridos da Dindmica. O cloroférmio foi obtido da Merck e o NH,OH da F. Maia.

O polieletrolito AH foi adquirido da Sigma-Aldrich (CAS = 1415-93-6) com as
seguintes especificacdes: solido preto, de solubilidade de 0,1 g em 10 mL de agua, cuja
solucdo 0,5 g L™ apresenta pH igual a 7,9 e possui coloracdo marrom. Possui 40,33 % de
carbono, 3,69 % de hidrogénio e 0,80 % de nitrogénio em sua composicao.

O polieletrdlito SiPy'CI” (BR9803053-A) foi sintetizado a partir do procedimento
previamente descrito por Gushikem et al. (1998).

Os filmes finos foram desenvolvidos com os substratos FTO obtidos comercialmente
da Sigma-Aldrich (Rs = 10 - 20 Qm).

4.2 Preparo das solugdes

4.2.1 Solucgdo trabalho 17-a etinilestradiol (EE2)

Foram preparadas solucBes estoques de EE2 na concentracdo de 1 x 10 mol L™,

dissolvendo-se 0,002964 g do hormdnio em 10 mL de acetonitrila.
4.2.2 Solucéo do polieletrolito AH
A solucdo do polieletrdlito AH foi preparada dissolvendo-se 0,0125 g em 25 mL de

4gua destilada, obtendo-se a concentragdo de 0,5 g L™, como descrito no trabalho de
Crespilho et al. (2005).
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4.2.3 Solucéo de eletrolito suporte

Foram preparadas diferentes solucBes de eletrolitos suporte para a caracterizacéo
eletroquimica do filme LbL (AH/ Pt-SiPy*Cl)s, tais como, NaH,PO, (pH= 4,3), Na;HPO,
(pH=9,4), NaNO3 (pH=6,2), KCI (pH= 6,5), Tampéao fosfato (pH= 7,5), Tampéo PBS (pH=
7,2) e Tampéo Britton Robson (BR) (pH= 2,0). Ambas as solugdes foram preparadas na
concentracdo de 0,1 mol L™ sem ajuste de pH.

A solucdo de fosfato de sédio monobésico NaH,PO, 0,1 mol L™ foi escolhida para dar
continuidade aos demais estudos eletroquimicos, tais como, o estudo do comportamento do
filme (AH/ Pt-SiPy*Cl"); na presenca de EE2 em diferentes valores de pH (1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9e 10).

4.2.4 Solucdo de ferrocianeto de potéssio 11 (K4;Fe(CN)s.3H,0) e ferricianeto de potéssio
11 (K3[Fe(CN)g])

Foram preparadas solucdes de KyFe(CN)e.3H,O e Kj[Fe(CN)s], ambas na
concentracdo de 5 x 10° mol L, dissolvendo-as em 25 mL de eletrélito suporte NaH,PO,0,1

mol L™ em temperatura ambiente.
4.2.5 Sintese das Nps-Pt ao polimero SiPy*CI’

As Nps-Pt foram sintetizadas no polimero SiPy*Cl" pelo método descrito por Santos et
al. (2012). Este método consiste na mistura das solugées de 2 mmol L™ de H,PtClg, 0,5 g L™
de SiPy"CI" e 0,1 mol L™ de 4cido férmico, na proporcao 1:1:1 (v/v/v). Primeiramente foram
misturadas as solucdes de H,PtCls e SiPy'Cl e sequencialmente foi gotejada a solucdo do
redutor &cido férmico. Inicialmente a solu¢cdo manteve a coloracdo amarela caracteristica da
solugédo do H,PtClg, e sequencialmente, depois de deixada durante 12 horas em agitacdo sob
temperatura ambiente e sob protecdo da luz a mistura adquiriu uma coloracdo preta, indicando
a formacéo de Nps-Pt nas cavidades do SiPy*CI" (MELO Jr et al. 2012), obtendo-se o hibrido
Pt-SiPy"CI". O esquema da sintese das Nps-Pt ¢ ilustrado na Figura 6.
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Figura 6- Esquema da sintese das Nps-Pt nas cavidades do SiPy*CI".
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Fonte: Adaptado de Santos et al. 2012

4.3 Procedimentos de limpeza dos substratos e preparacéo dos filmes

A limpeza dos substratos FTO, quartzo e silicio foi realizada a partir da imersdo destes
em uma mistura de H,O, 20 volumes, NH,OH concentrado e H,O destilada, preparada na
proporcéo 1:1:5 (v/v/v), sob aquecimento durante 15 minutos até a atingir a ebulicdo (KIM et
al. 1998). Em seguida, mergulharam-se os substratos no cloroférmio em aquecimento até
atingir a ebulicdo. Apo6s serem secos & temperatura ambiente foram imersos em alcool
isopropilico em aquecimento por 5 minutos até a atingir a ebulicdo. Repetiu-se o

procedimento até verificacdo visual da limpeza total dos substratos.
4.4 Fabricagao dos filmes finos
4.4.1 Fabricacédo dos filmes LbL

Para a fabricagdo dos filmes LbL utilizou-se o AH como polianion e o hibrido
Pt-SiPy*CI" como polication. A concentracdo da solucdo de AH foi de 0,5 g L™ e o valor de
pH nestas condicdes foi 7,9. O pH da solugdo do Pt-SiPy"CI™ foi do 2,9. Prepararam-se 0s
filmes com a AH na parte interna e externa do filme, de modo a obter as arquiteturas
(AH/Pt-SiPy*CIl), e (Pt-SiPy'CI/AH), onde n representa o numero de bicamadas,
respectivamente, pela imersdo do substrato (FTO, silicio e quartzo) manualmente nas solugdes

dos precursores, alternadamente. O tempo de imersdo do substrato nas solucbes dos
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polieletrdlitos foi de 4 minutos e na solucdo de limpeza, com valores de pH ajustados para 0s
mesmos valores dos pH dos polieletrolitos, foi de 10 segundos. O tempo de imersdo foi
determinado em estudos cinéticos através da espectroscopia de UV-Vis. Depois da deposicdo
de cada camada secou-se o sistema substrato/filme com o auxilio de um soprador térmico. O
esquema da deposicdo dos filmes LbL sobre o substrato nas duas arquiteturas € ilustrado na
Figura 7.

Figura 7 — Esquema da formag&o de um filme LbL contendo 1 bicamada de (AH/Pt-SiPy*CI’), sobre diferentes
substratos (FTO, silicio e quartzo).
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Fonte: A autora

4.4.1.1 Cinética de crescimento dos filmes LbL

Para o estudo da cinética de adsorcdo dos polieletrdlitos AH e Pt-SiPy'CIl™ foram
preparadas as solugdes de AH utilizando-se 0,005 g para 10 mL de &gua destilada e 10 mL de
Pt-SiPy"CI" . Foram fabricados filmes LbL (AH/Pt-SiPy"Cl); com 3 bicamadas em tempos
variados de imersdo do substrato de quartzo (30 segundos a 5 minutos). A cada tempo pré-
determinado a deposi¢do era interrompida para obtencdo dos espectros. O mesmo substrato de
quartzo foi utilizado para a construcdo dos filmes LbL em diferentes intervalos de tempo de
deposicdo com o intuito de garantir a mesma linearidade das absorbéncias. Para as solugdes
de lavagem foram mantidos o tempo de 10 segundos. A absorbéancia foi monitorada a cada
espectro até verificar a saturacdo do processo de deposicdo pela estabilizacdo no valor da
absorbancia. Este estudo cinético de deposicdo dos polieletrolitos AH e Pt-SiPy'Cl™ foi
realizado em triplicatas para verificar a reprodutibilidade dos resultados.

Para o estudo da cinética de crescimento das bicamadas dos polieletrélitos AH e
Pt-SiPy*CI™ foram construidos filmes LbL com até 42 bicamadas de (AH/Pt-SiPy*CI) e até 21
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bicamadas de (Pt-SiPy"CI7/AH). A absorbancia foi realizada a cada 3 bicamadas e os
espectros foram monitorados até verificar a saturacdo do processo do crescimento das
bicamadas em ambas as arquiteturas. Este estudo também foi realizado em triplicatas com o

intuito de obter a reprodutibilidade dos resultados.

4.4.2 Fabricacao dos filmes drop-coated

Os filmes drop-coated foram preparados pelo gotejamento das solugdes de Pt-SiPy*CI
(pH = 2,9) e AH (0,5 g L™ em pH = 7,9) sobre a superficie dos substratos de silicio, para a
realizacdo de medidas de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e espalhamento
Raman. Para as medidas eletroquimicas, os filmes drop-coated de Pt-SiPy'Cl" e AH foram
preparados sobre a superficie de FTO. As solugdes gotejadas sobre os substratos foram
secadas com o auxilio de um soprador térmico a uma determinada distancia para evitar que as
moléculas saiam da superficie do substrato e ap6s a evaporacao total do solvente obteve-se a
formacéo dos filmes. O esquema da formacéo dos filmes drop-coated é ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Esquema da formagédo de um filme drop-coated constituido pelos polieletrélitos AH e Pt-SiPy*CI
sobre diferentes substratos (FTO, quartzo e silicio).
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Os filmes drop-coated de Pt-SiPy'Cl" e AH foram preparados com o intuito de
caracterizar estes polieletrolitos individualmente e verificar a presenca dos mesmos nos filmes
LbL.

A construcdo dos filmes pelo método de imersdo ndo é eficaz, pois no trabalho de
Santos et al. (2012) observou-se que nos espectros de UV-Vis dos filmes construidos pela
imersdo do substrato quartzo nos polieletrélitos (Pt-SiPy*CIl), e (PVS), ndo ocorria 0
aumento da absorbancia com o nimero de camadas. 1sso ocorre porque a imerséo do substrato
na mesma solucdo contendo cargas positivas (Pt-SiPy'CIl), ou negativas (PVS), ocorre a

repulsdo destas cargas, ou seja, ndo tem trocas de cargas impedindo o crescimento dos filmes.
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Ja na técnica LbL ocorre a interacdo entre as diferentes cargas dos polieletrolitos, obtendo-se
o0 crescimento dos filmes. No entanto Santos et al. (2012) utilizaram filmes drop-coated para
a caracterizacdo dos polieletrélitos precursores dos filmes LbL devido a formacéo de filmes

mais expessos para a analise espectroscopicas e eletroquimicas.

4.5 Medidas de caracterizacao espectroscépicas dos filmes

4.5.1 Espectroscopia de Absorcéo na regido do UV-Vis

As medidas de espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Vis foram realizadas em
um espectrofotdbmetro CARY 50 BIO, disponivel no laboratério do Grupo de Desenvolvimento
de Eletrodos Modificados (GDEM), com intuito de caracterizar as solu¢des dos polieletrolitos
05 g L™ de AH e Pt-SiPy*CI’, realizar a cinética da deposicdo dos filmes e monitorar
crescimento dos filmes depositados em substratos de quartzo nas arquiteturas
(AH/Pt-SiPy*CI),, (Pt-SiPy'CI/AH), monitorando-se a absorbancia das bandas dos

precursores dos filmes.

4.5.2 Espectroscopia de absorc¢do na regido do FTIR

Realizaram-se as medidas na regido de FTIR com o equipamento SHIMADZU IR
PRESTIGE 21, disponivel no laboratério do GDEM, no modo de transmissdo com resolucao
espectral 4 cm™ e 64 scans. Com o intuito de investigar as possiveis interacdes existentes
entre o AH e as Np-Pt foram realizadas as medidas de FTIR em AH (sélido), homogeneizados
em pastilha de KBr. Também foram realizadas medidas em filmes drop-coated de SiPy*CI,
Pt-SiPy'CI, AH, nos filme LbL contendo 30 bicamadas de (AH/Pt-SiPy'Cl)s e
(Pt-SiPy"CI"/AH)30, todos depositados sobre substrato de silicio.

4.5.3 Espectroscopia de espalhamento Raman

As medidas de Raman foram realizadas nos filmes drop-coated dos precursores,
SiPy"ClI", Pt-SiPy"Cl" e AH e nos filme LbL (AH/Pt-SiPy"Cl)so, (Pt-SiPy'CI'/AH)30, todos
depositados sobre substrato de silicio. O equipamento utilizado para essas medidas foi o
espectroscopio dispersivo Raman com microscopia 6tica (BRUKER SENTERRA), disponivel

no Complexo de Laboratérios Multiusuarios da Universidade Estadual de Ponta Grossa
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(CLABMU). Os parametros utilizados para estas medidas foram com mapeamentos espectrais
com resolugdo espacial de aproximadamente 25 pum usando uma lente objetiva de 20 x e
detector abc. A intensidade de poténcia do laser de 10 W, a faixa de varredura foi de 550 a

2000 nm, com um tempo de interacdo com as amostras de 40 s.
4.6 Potencial Zeta (¢)

Foram realizadas medidas de potencial zeta do polieletrélito AH 0,5 g L™ com o
intuito de confirmar a presenga de cargas negativas em sua estrutura, utilizando o
equipamento ZETASIZER NANO SERIES 7590 DA MALVERN, disponivel no CLABMU.

4.7 Medidas de caracterizacdo morfoldgica dos filmes
4.7.1 Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

Obtiveram-se imagens de AFM com o intuito de analisar morfologicamente os filmes
LbL depositados sobre o substrato FTO, no equipamento SHIMADZU SPM — 9600 no modo
de contato, sensor de Si SPM recoberto com Al (NANOWORD) com espessura de 4 pm,
comprimento de 125 um, largura de 30 um, frequéncia de 320 kHz e forca constante de 42

N/m. O software utilizado foi o0 SPM manager versdo 3.03, disponivel no CLABMU.
4.8 Medidas de Caracterizacéo Eletroquimica

A caracterizacéo eletroquimica dos filmes preparados com AH e Pt-SiPy*ClI" foi obtida
pela anélise dos voltamogramas ciclicos (VC), de pulso diferencial (VPD) e de onda quadrada
(VOQ). Os estudos eletroquimicos foram realizados no potenciostato modelo u-AUTOLAB
Tipo 1l (AUTOLAB/ECOCHEMIE), disponivel no laboratério GDEM, conectado a uma
célula eletroquimica convencional constituida por trés eletrodos (Figura 8): um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl, um eletrodo auxiliar uma placa de platina (com area de 1,2 cm?) e um
eletrodo de trabalho de FTO sem modificacdo ou formado pelo sistema FTO/filme LbL nas
duas arquiteturas, (AH/Pt-SiPy"CI"), e (Pt-SiPy"CI/AH),, ou FTO/filme drop-coated, ambos

com area de 0,6 cm®.
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Figura 9 - Célula eletroquimica contendo trés eletrodos conectados ao potenciostato u-AUTOLAB Tipo I,
ambos conectados a um software no computador.
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Fonte: A autora.

Os VC dos filmes foram obtidos em solugdo aquosa de NaH,PO4 0,1 mol L™ em pH 7
como eletrélito suporte com velocidades de varredura de 50 mV s™, sob temperatura ambiente
em uma faixa de potenciais de -0,1 até 1,5 V, iniciando em -0,2 V. Os sensores fabricados
foram imersos em solugéo aquosa de NaH,PO, 0,1 mol L™ em pH 7 como eletrélito suporte
na presenca de 6,25 x 10° mol L™ de EE2. Esta mesma concentracéo foi utilizada aplicando
as técnicas VPD e VOQ. Os sensores eletroquimicos preparados foram testados na presenca
de adigBes consecutivas de EE2 na faixa de concentracdo de 1,37 x 10° a 2,88 x10™* mol L™,
obtendo-se a curva de calibragdo com a técnica de VPD.

Pardmetros da voltametria de pulso diferencial, tais como o potencial de pulso
aplicado (Epuise), tempo de pulso (tpuse) € velocidade de varredura (v) foram otimizados para
realizacdo das medidas. Os parametros instrumentais da VOQ, como frequéncia de aplicacdo
de pulso de potencial (f), amplitude do pulso de potencial (a) e incremento de potencial (AEs)
foram otimizados para a realizacdo de medidas.

Além das técnicas voltamétricas, realizaram-se medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). Para estas medidas foi utilizado o potenciostato AUTOLAB
(PG STAT 100) disponivel no laboratério do GDEM. Utilizou-se os filmes LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 e (Pt-SiPy"CI/AH)s, os filmes drop-coated de AH e Pt-SiPy"CI” ambos os
filmes construidos sobre o substrato FTO e realizou-se tambeém medidas somente do FTO. Os
diagramas de Nyquist foram obtidos em potencial de circuito aberto, dissolvendo-se a mistura
de 5 x 10° mol L™ de K3[Fe(CN)g].3H,0 com 5 x 10 mol L™ K4[Fe(CN)g] em 0,1 mol L™
de NaH,PO,4, pH 7. Os valores de resisténcia de transferéncia de carga (R2) e capacitancia
(C1) para os eletrodos testados foram determinados com o programa Zview.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizacdo dos polieletrolitos precursores

Uma vez que praticamente ndo existem restricdes na selecdo de polieletrélitos, muitos
sdo os materiais que podem ser empregados na fabricacdo de filmes LbL. A escolha do acido
hdmico para a obtencdo dos filmes estudados neste trabalho foi baseada nas caracteristicas
coloidais e polieletroliticas desta macromolécula organica. Pelo fato deste polieletrolito ser
carregado negativamente (GALESKA et al. 2001) e possuir grupos aromaticos em sua
estrutura, ele se torna ideal para a absor¢cdo de materiais inorganicos (HU et al. 2012).
Medidas de potencial zeta para a solugdo 0,5 g L * (pH 7,9) da macromolécula de AH, foram
realizadas obtendo-se um valor correspondente a -59,3 mV confirmando a existéncia de
grupos &cidos carregados com cargas negativas em sua estrutura. Em analises de titulacdo
volumétrica na faixa de pH entre 2,5 a 12 de uma amostra de AH de procedéncia da Aldrich
(GALESKA et al. 2001), foram obtidos trés pontos de inflexdo na curva de titulagéo ((I) pH
3,2; (1) pH 5,8 e 6,8; (Il), pH 10,3) atribuidos a presenca de diferentes grupos acidos ((I)
grupos carboxilicos aromaticos em posicdo orto a substituicdo fenolica, (II) &cidos
carboxilicos aromaticos e alifaticos fracos, (I11) grupos OH- fendlicos e catecolicos). Portanto,
pode-se inferir no nosso trabalho que uma grande parte da contribuicdo da carga negativa da
solucdo de AH em pH 7,9 é devido a presenca dos &cidos carboxilicos (Il e I11).

O emprego do Pt-SiPy"Cl" como polication para obter os filmes nas arquiteturas
(AH/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy'CI7/AH), é devido a existéncia de estruturas com cargas
positivas conforme confirmada por medidas de potencial zeta (= 173,33 mV), obtidas por
Santos, V. et al. (2012). A reprodutibilidade dos filmes e estabilidade das bicamadas atribuida
as fortes interacdes o SiPy'Cl™ ou Pt-SiPy"CIl" com outros polieletrolitos (SANTOS et al.
2012; SANTOS et al. 2013; JESUS et al. 2011; ) fez com que escolhéssemos este material
para a obtencao de novos filmes LbL formados com AH.

Antes de iniciar o processo de crescimento dos filmes LbL, realizou-se a
caracterizagdo espectroscopica de absor¢do na regido do UV-Vis dos precursores AH,
SiPy"Cl" e do Pt-SiPy"Cl" em solucdo. Os espectros obtidos com as solugBes aquosas de
0,04gL'e05gL*de AH, 0,59 L™*de SiPy*Cl e Pt-SiPy*CI sdo ilustrados na Figura 10.
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Figura 10 - Espectros de absorgdo na regido do UV-Vis (a) das solucdes aquosas 0,04 g L™ e 0,5 g L™ de AH;
(b) do monitoramento da solubilidade da solugéo 0,5 g L™ de AH em tempos variados (de 1 minuto a 72 horas);
(c) das solugdes aquosas de 0,5 g L™ de AH, Pt-SiPy*Cl e 0,5 g L™ de SiPy*CI".
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Na Figura 10 (a) verificou-se que ambos os espectros do polianion AH em diferentes
concentracdes (0,04 g L™ e 0,5 g L™) exibiram uma banda de absorcéo alargada e mal
definida na regido compreendida entre 200 — 250 nm, indicativo de absor¢do de sistemas
aromaticos (CANELLAS et al., 2000). Na literatura € observada uma banda pouco definida
em torno de 220 nm, como exemplo, no trabalho de Yuan et al. (2013), foi constatada uma
banda de absor¢do do AH com o maximo em 220 nm nos espectros de UV-Vis do filme LbL
contendo hidréxidos duplos lamelares (HDL) alternado com AH, (HDL/AH),. Na tentativa de
encontrar uma banda mais definida na regido do ultravioleta, monitoramos a solucéo de 0,5 g
L™ de AH durante 72 horas e observamos que o espectro mantem o ombro mal definido na
regido de 200 — 250 nm (Figura 10(b)). A fraca absorcéo das substancias humicas na regido
do UV-Vis é devido a grande aromaticidade e ao grau de condensagdo da cadeia de carbonos
aromaticos do AH (HU et al., 2012).

O espectro da solugdo do polication Pt-SiPy*CI (Figura 10 (c)) apresentou uma banda
de absorcdo em 258 nm, da mesma forma que o espectro da solugio de SiPy"CI". Esta banda é
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atribuida a transicdo m — m* dos grupos dos anéis piridinios do SiPy"CI" (SANTOS,V. et al.
2012; JESUS et al., 2011; GUSHIKEN et al., 1998; FUJIWARA et al., 2001).

5.2 Obtencdo e caracterizagio espectroscopica dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*CI), e (Pt-
SiPy"CI/AH),.

Ap0s a caracterizacdo das solugdes dos polieletrélitos, foi realizado um estudo da
cinética de crescimento via espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis para avaliar o
tempo necessario para que ocorra uma adsorcdo suficiente dos precursores AH e Pt-SiPy*CI
sobre o substrato de quartzo. Devido a melhor definicio da banda do Pt-SiPy"CIl" em 258 nm,
o monitoramento do crescimento dos filmes LbL foi realizado a partir da analise da
absorbéncia desta banda, com filmes preparados em tempos variados de imerséo, ou seja,
tempo que o substrato permanece em repouso nas solugdes dos polieletrolitos (30 segundos a
5 minutos). A cada tempo pré-determinado, a deposicao era interrompida para obtencdo dos
espectros dos filmes LbL. A absorbancia foi monitorada a cada espectro até verificar a
saturacdo do processo de deposicao pela estabilizacdo no valor da absorbéancia. A Figura 11
ilustra os espectros de UV-Vis dos filmes LbL com a arquitetura (AH/Pt-SiPy*CI’),. obtidos
de filmes imersos em diferentes tempos de deposicdo (30 a 300 s) em cada polieletrdlito
(AH e Pt-SiPy*CI").

Figura 11 - Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis da cinética de deposicdo para o filme LbL (a)
(AH/Pt-SiPy*CI"); com o tempo de deposicdo de (30 segundos a 5 minutos) e (b) relagdo entre o tempo de
deposicéo e a absorbancia da banda em 264 nm.
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Ao analisar os espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis da Figura 11 (a) verificou-
se que com o aumento do tempo de deposicdo da bicamada de (AH/Pt-SiPy*Cl)3 sobre o
substrato de quartzo, ocorre um aumento da absorbancia na regido de 264 nm até 180
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segundos com um crescimento linear (R = 0,997) das bandas (Figura 11 (b)). Apds 210
segundos é verificado no grafico um patamar, o qual corresponde a estabilizacdo na
absorbancia, a qual passa a ser constante com o0 aumento do tempo de deposicdo dos
polieletrolitos, indicando a saturacdo do crescimento do filme LbL. Esta observacdo nos
sugere que o tempo ideal para o crescimento dos filmes LbL com os polieletrélitos AH e
Pt-SiPy"CI™ deve ser igual a 210 segundos. Por esta razdo, o tempo de 4 minutos, foi o
escolhido para o crescimento dos filmes LbL utilizados nesta pesquisa, visando garantir um
maior nimero de espécies imobilizadas na superficie dos substratos. Este valor é proximo ao
encontrado na literatura para filmes contendo Pt-SiPy'Cl. A Tabela 5 apresenta alguns
tempos de imersdo para filmes LbL construidos com polieletrolitos similares ao nosso
trabalho.

Tabela 5- Filmes LbL construidos com diferentes polieletrélitos e tempos de imersdo diferentes.

Filme LbL Tempo de imerséo Referéncia
PVS/Pt-SiPy*CI 4 min SANTOS, V et al. 2012
PPV/Pt-SiPy*CI’ 4 min SANTOS, V et al. 2013
SiPy*CI'/CuTsPc 5 min JESUS et al. 2011
AH/Fe* 5 min GALESKA et al. 2001
PAMAN/AH 5 min CRESPILHO et al. 2005
HDL/AH 10 min YUAN et al. 2013

Fonte: A autora

Como pode ser observado na Tabela 5, os filmes LbL contendo o polication
Pt-SiPy"CI sdo construidos no mesmo tempo de imersdo (4 min) que o nosso trabalho,
independente do polianion presente. Quando o SiPy*CI ¢ utilizado, um tempo similar (5 min)
foi determinado. Em relacdo aos filmes LbL contendo AH, dois tempos de deposi¢do foram
observados, 5 e 10 min, logo nota-se que nosso tempo € similar aos trabalhos com tempo de 5
min. A discrepancia observada para a construcdo do filme LbL HDL/AH (10 min), pode ser
explicada baseada na diferenca da estrutura das nanofolhas formadas por hidroxidos duplos
lamelares de Mg-Al, porém neste trabalho nenhuma mencéo foi feita em relacéo a escolha do
tempo de deposicdo (YUAN et al. 2013). Apods definido o tempo de imersdo, 4min, realizou-
se um estudo do monitoramento do crescimento das bicamadas dos filmes LbL em ambas
arquiteturas, (AH/Pt-SiPy*CI), e (Pt-SiPy"CI/AH),, onde n = 3 a 21 bicamadas para o filme
(Pt-SiPy"CI/AH), e n = 3 a 42 bicamadas para o filme (AH/Pt-SiPy*CI),. Os respectivos
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espectros de absorcdo séo ilustrados na Figura 12. Este estudo foi realizado em triplicatas para
averiguar a reprodutibilidade do sistema.
Figura 12- Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis para os filmes LbL de (a) (AH/Pt-SiPy*CI), e (c)

(Pt-SiPy"CI'/AH), . Relagdo entre o nimero de bicamadas e a absorbancia da banda entre 264 e 262 nm de (b)
(AH/Pt-SiPy*CI") e (d) (Pt-SiPy*CI/AH),.
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Nos espectros de UV-Vis (Figuras 12 (a) e (c)) confirma-se a presenca dos
polieletrolitos precursores, AH e Pt-SiPy"CI’, depositados sobre a superficie de quartzo dos
filmes LbL com ambas arquiteturas. Os deslocamentos das bandas de absor¢do do espectro da
solucdo de Pt-SiPy"CI" com méaximo em 258 nm (Figura 10 (b)) para 264 nm (Figura 12 (a)) e
262 nm (Figura 12 (c)) nos espectros dos filmes (AH/Pt-SiPy'CI), e (Pt-SiPy'CI7AH),,
respectivamente, sdo atribuidos as interacGes existentes entre a carga positiva dos anéis
piridinios do Pt-SiPy’Cl" e a carga negativa proveniente dos anions carboxilatos do AH.
Ressalta-se que além da atracdo eletrostitica entre estes materiais positivamente e
negativamente carregados, outras interacdes podem ocorrer incluindo a ligagcdo de hidrogénio,
como também a formacéo de um complexo entre o acido himico e as Nps-Pt do silano. O fato
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do deslocamento do méaximo da banda de absor¢do para um comprimento de onda maior, ou
seja, um deslocamento batocromico, demonstra que a absorcdo da estrutura formada pela
interacdo entre os grupos funcionais dos polieletrélitos produz uma estabilizacdo na absor¢édo
da transicdo m — m* do anel piridinico. Esta estabilizacdo se deve a conjugacgdo de ligacoes
maultiplas.

Com o aumento de numero de deposicdes, nota-se que os dois filmes apresentam o
mesmo perfil dos espectros de absor¢do com diferentes espessuras (Figuras 12 (a) e (c)). A
partir disto, pode-se inferir que a estruturacdo molecular € a mesma, independente da
espessura dos filmes (ALESSIO, 2012). Além disto, o crescimento € dependente da
arquitetura do filme, ou seja, observou-se um crescimento mais linear (R = 0,994) para o
filme (AH/Pt-SiPy*CI), do que para o filme (Pt-SiPy'CI7AH), (R = 0,999) em funcdo do
aumento da quantidade de bicamadas para a arquitetura. Nota-se que apesar do menor valor
de coeficiente de regressdo, quando o crescimento do filme inicia com AH, ha mais pontos na
curva. Este fato indica que ha uma deposi¢cdo mais homogénea das espécies a cada bicamada
depositada (Figura 12 (b)) nesta arquitetura, com uma relacéo linear entre a absorbancia e o
nimero de bicamadas variando de 0 a 33 bicamadas de (AH/Pt-SiPy'CI),. A partir deste
nimero de bicamadas observa-se a saturacdo no processo de crescimento das bicamadas
(33 — 42 bicamadas). Por outro lado, para a arquitetura (Pt-SiPy'CI7AH), verifica-se um
crescimento linear até 9 bicamadas (Figura 12 (c)) e apds esse numero de bicamadas, 0
aumento na absorbancia é interrompido provavelmente pela saturacdo no processo de
deposicdo, que ocorre devido a interpenetracdo das camadas adjacentes (DURAN et al. 2006).

Este efeito ocorre de forma mais pronunciada na arquitetura (Pt-SiPy"CI/AH),, pois
quando se deposita o Pt-SiPy*CI” sobre a superficie do substrato, para a formagao da primeira
camada, é provavel que esta espécie ndo adera o suficiente no substrato para ancorar a grande
estrutura do AH. Diferentemente, quando se deposita primeiramente o AH sobre o quartzo
para obtencdo da arquitetura (AH/Pt-SiPy*Cl),, a presenca da macromolécula (AH) sobre o
quartzo pode disponibilizar um maior nimero de sitios de ancoragem para as Nps-Pt presentes
no Pt-SiPy"CI’, o que nos mostra um crescimento mais linear do filme contendo a arquitetura
(AH/Pt-SiPy*CI),, e assegura um crescimento mais uniforme de ambos polieletrélitos no
filme, como veremos por medidas de AFM.

Existem trabalhos na literatura que relatam esta linearidade do crescimento das
bicamadas para os filmes LbL contendo AH, tais como, o valor de R = 0,999 obtido com o
filme HDL/AH (YUAN et al. 2013) e R= 0,997 para o filme LbL PAMAN/AH (CRESPILHO

et al. 2005). Nota-se que em ambos estes estudos, 0 AH atuou como um polianion para a
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ancoragem de polications formados por moléculas volumosas. No entanto estes pesquisadores
verificaram melhores respostas dos sensorores HDL/AH (YUAN et al. 2013) e PAMAN/AH
(CRESPILHO) com o AH imobilizado na parte externa do filme. Comparando com 0 nosso
trabalho, observou-se que as melhores respostas foram determinadas com o filme
(AH/Pt-SiPy*CI’), ou seja, com o AH na parte interna do filme. Isso indica que a presenca do
polidnion AH sobre a superficie do substrato de quartzo pode disponibilizar um maior nimero
de sitios de ancoragem para o hibrido Pt-SiPy*CI" se imobilizarem mais facilmente no filme,
0 que nos mostra um crescimento mais linear e uniforme deste filme (AH/Pt-SiPy'CI)
(R =0,994).

Os AH s&o soltveis em pH bésico e precipita-se em forma de produto escuro amorfo
em pH acido (JESUS et al. 2004). Sdo substancias com cargas variaveis em que 0S grupos
principalmente o carboxilo (pKa 4-5) e hidroxilo (pKa 8-11) se dissociam gradualmente com
0 aumento do pH (SILVA, W. et al. 2002; GALESKA et al. 2011).

Medidas espectroscépicas na regido do infravermelho (FTIR) no modo transmissdo do
AH (pd), dos filmes drop-coated de AH ilustrados na Figura 13 (a), dos filmes drop-coated
de SiPy*CI" e Pt-SiPy*CI ilustrados na Figura 13 (b), foram fundamentais para confirmar a
presenca destes polieletrolitos nos filmes LbL (Pt-SiPy'CI/AH)3 e (AH/Pt-SiPy*'Cl)s
(Figura 13 a-b). A fim de comparacdo do AH quando em estado solido ou em solucéo,
obteve-se o espectro do AH em poé (pastilha de KBr) imobilizado em filme a partir da técnica
drop-coated e LbL. E possivel verificar nos espectros dos filmes LbL (Pt-SiPy*CI/AH)s, e
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 presentes nas Figuras 13 (a) e (b), algumas bandas caracteristicas dos
polieletrolitos precursores, AH em p6 e depositado na forma de filme drop coated (Figura 13
(), SiPy*CI", (Figura 13 (b)) e Pt-SiPy'CI (Figura 13 (b)). As atribuicbes das principais
bandas dos polieletrélitos precursores e filmes LbL sdo resumidas na Tabela 6.

Dentre as bandas do AH (espectro na forma de p6 e filme drop-coated) que séo
observadas nos espectros dos filmes LbL destacamos a banda de baixa intensidade em 3694
ou 3692 cm™ atribuida & ligacdo de hidrogénio (GU et al. 2012) a qual n&o é alterada em
relacdo aos filmes LbL, pois ocorre dentro dos grupos do AH. Por outro lado, a banda da
vibracdo do estiramento C=C (GU et al. 2012) e estiramento assimétrico do grupo COO" dos
acidos carboxilicos (FIALHO et al. 2010; CRESPILHO et al. 2005; PICCOLO et al. 2006;
AMIR et al. 2010) que surge em 1580 ou 1572 cm™ nos espectros do AH (p6 e filme drop-
coated, respectivamente), sofre um deslocamento acentuado nos espectros dos filmes LbL, ou
seja, desloca para 1564 cm™ no (Pt-SiPy"CI7AH)3 e para 1580 cm™ no (AH/Pt-SiPy*Cl)s.
A vibracdo da torgdo dos grupos CH, do AH (GU et al. 2012) em 1386 ou 1378 cm™ (espectro
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do AH po e filme drop-coated, respectivamente) é também deslocada em relagéo aos filmes
LbL (Pt-SiPy*CI7AH)s (1350 cm™) e (AH/Pt-SiPy*Cl)3 (1372 cm™). A banda em 1034 cm™
atribuida a deformacéo no plano e fora do plano do C=0 aromaético (AMIR et al. 2010) e a
vibracdo do OH alifatico (GU et al. 2012) nos espectros do AH difere em relacdo aos filmes
LbL (1031 cm™), em cujos espectros torna-se muito intensa e alargada, devido a
sobreposicdo com a vibragdo da estrutura de gaiola do grupo Si-O-Si do SiPy'Cl e do
Pt-SiPy"CI" (LIU et al. 2002; SANTOS et al. 2012; JESUS et al. 2011), a qual comprova a
presenca do hibrido nos filmes LbL.

Figura 13- Espectros FTIR de: (a) AH (p6) (pastilha de KBr), filme drop-coated de AH, filmes LbL

(Pt-SiPy*CI/AH)4, e filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s,. (b) filmes drop-coated de SiPy*Cl, Pt-SiPy*Cl e filmes
LbL (Pt-SiPy*CI"/AH)s e (AH/Pt-SiPy*Cl)0. Todos os filmes foram obtidos sobre silicio.
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Tabela 6- Bandas observadas nos espectros FTIR no modo de transmissdo dos filmes drop-coated de SiPy*CI,
Pt-SiPy"CI e AH e dos filmes LbL (AH/ Pt-SiPy*CI")s e (Pt-SiPy* CI7AH)s,

AtribuicBes (AI—_|1) (Pt-Sle1 CI) | (Pt-SiPy C_:ll'/AH)3o (AH/Pt-SlI_Dly Cl)3
cm cm cm cm

Ligacdo de Hidrogénio 3692 - 3692 3692
v Anéis nos anéis | 1632 1632 1632 1634
pridinios 1487 1487 1486 1487
V C=C; Vass5im COO 1572 - 1564 1580
vibracdo de torcdo dos 1378 ) 1350 1379
grupos CH,
d plano e fora do plano ) i i
de C = O aromatico 1092
Estrutura de gaiola do
grupo Si-O-Si (V assim Si-
O-Si;
d plano e fora do plano | 1034 1034 1031 1031
de C = O aromatico;
vibragao do -OH
alifético
VsmC-0 911 - - 900
V sim Si-O-Si - 774 769 797
d Si-H - 610 670 674

Fonte: A autora

Ainda no espectro do AH, pode ser observada uma banda em 911 ou 914 cm™ nos
espectros do AH (p6 e filme drop-coated, respectivamente), a qual é deslocada para 900 cm™
nos espectros do filme LbL (AH/Pt-SiPy*"Cl)s,. Esta banda é pouco definida no espectro do
LbL (Pt-SiPy"CI/AH)3, 0o que pode ser justificado pela melhor transferéncia dos
polieletrolitos quando a deposic¢do inicia com o AH, conforme observado por UV-Vis.

Com observado no espectro do SiPy"CI" e do Pt-SiPy*CI" (Figuras 13 (b)), a presenca
do Pt-SiPy*CI" também é confirmada pelas bandas em 1632 e 1487 cm™, atribuidas aos anéis
piridinio (JESUS et al. 2011), a qual surge sem deslocamentos e menor intensidade nos
espectros dos filmes LbL . A falta de definicdo desta banda é devido a presenca da banda
alargada em torno de 1564 - 1580 cm™ dos grupos do AH. A banda em 774 cm™ observada
no do Pt-SiPy*ClI  atribuida ao estiramento simétrico do grupo Si—-O-Si é deslocada para 769 e
797 cm™ nos espectros dos filmes LbL (Pt-SiPy'CI7AH);, e (AH/Pt-SiPy*Cl)s
respectivamente. Além desta banda, a banda intensa em 610 cm™ do dobramento balanco

sacudida do grupo Si-H é deslocada para cerca de 670 - 677 cm™ nos filmes LbL.
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Conforme exposto, ao comparamos 0s espectros dos polieletrélitos precursores com 0s
dos filmes LbL é perceptivel a diminuicdo da intensidade das bandas dos anéis piridinios em
1487 e 1632 cm™ na Figura 13 (b). Além disso, nota-se a diminuicdo da banda do AH em
1092 cm™ correspondente as deformacdes do grupo C = O aromético e 1576 cm™
(v assim COQO"). Esta observacdo representa um forte indicio das interagdes entre os anéis
pridinios do Pt-SiPy*Cl e os grupos COO™ do AH apds deposicdo dos precursores na forma
de filmes LbL. Além disso, alguns trabalhos reportados na literatura ressaltam a importancia
do desaparecimento da banda do AH em torno de 1720 cm™ atribuida ao C=0 protonado dos
acidos carboxilicos (Crespilho et al. 2005) que geralmente aparece no AH em pd, e
desaparece em solucdo. A importancia da desprotonacdo estd no aumento da disponibilidade
dos grupos aniénicos carboxilatos (COQ"), o que propicia maior interacdo eletrostatica com o
polication. No entanto, a banda em torno de 1720 cm™ néo foi verificada neste trabalho no
espectro dos filmes investigados nem no espectro do AH em pé depositados em pastilha de
KBr, como mostra a Figura 13 (a).

Ainda dos espectros de FTIR é perceptivel que as bandas sdo mais intensas e definidas
nos espectros do filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s,. Esta observagio corrobora com os resultados
de UV-Vis, que mostraram que nesta arquitetura ha o crescimento linear da absorbancia do
filme até 30 bicamadas. Por outro lado, na arquitetura (Pt-SiPy"CI/AH),, a partir de 12
bicamadas (Figura 12 (c)) ndo ha crescimento linear em fungdo do aumento do numero de
bicamadas. Sendo assim, uma menor quantidade de espécie estd adsorvida no presente no
filme, o que explica as bandas menos intensas e definidas no espectro de FTIR.

Os deslocamentos das bandas evidenciados no espectro do hibrido Pt-SiPy*Cl™ , tais
como, 610, 771, 1098, 1487 e 1630 cm™ em relacio as bandas do espectro do SiPy*CI’, tais
como, 616, 776, 1082, 1490 e 1634 cm™ sdo decorrentes & incorporagdo das Nps-Pt nas
cavidades do SiPy*CI .

Espectros de espalhamento Raman dos filmes drop-coated de Pt-SiPy*Cl,
drop- coated de AH, filme LbL (Pt-SiPy'CI/AH)3 e filme LbL de (AH/Pt-SiPy'Cl)z
depositados sobre substrato de Si, sdo ilustrados na Figura 14. No espectro do Pt-SiPy*CI
(Figura 14 (a)) é possivel observar a banda em 1028 cm™ atribuida a0 modo de respiragdo do
anel piridinio (DOLLISH et al. 1974). No espectro do AH (Figura 14 (b)) verifica-se as
bandas em 1364 e 1598 cm™ das bandas D e G, respectivamente. Estas duas bandas s&o
atribuidas ao modo de respiragdo do anel (banda D) e aos estiramentos de ligagcdes presentes
na cadeia e nos anéis do AH (YANG; WANG, 1997; CRESPILHO et al. 2005). A presenca
das bandas D e G nos filmes LbL (Pt-SiPy"CI/AH)s (1375 e 1589cm™) (Figura 14 (c) e
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Tabela 7) e (AH/Pt-SiPy*Cl")s (1371 e 1594 cm™) (Figura 14 (d)) assim como a verificacéo
de deslocamentos de bandas nos espectros Raman confirmam as interagdes existentes entre o
AH e o0 nanohibrido (Pt-SiPy*CI). O maior deslocamento das bandas D e G observado no
espectro do filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl")s, em relagdo ao espectro do polianion AH corrobora
com a constatacdo de que ha uma interagdo mais efetiva entre os grupos funcionais dos
polieletrdlitos evidenciada pelas técnicas espectroscopicas UV-Vis e FTIR.

A banda do Pt-SiPy"Cl" em 1028 cm™ atribuida a0 modo de respiracdo do anel
piridinio ndo aparece nos espectros dos filmes LbL. Isto provavelmente ocorre devido a
grande quantidade de grupos vibracionais presentes na grande estrutura do AH que podem
estar sobrepondo esta banda.

Figura 14- Espectros de espalhamento Raman para os filmes (a) drop-coated de Pt-SiPy*ClI", (b) drop-coated de
AH, (c) filme LbL (Pt-SiPy"CI/AH)4, e (d) filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl )4, todos depositados sobre Si.
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Tabela 7- Bandas observadas nos espectros Raman dos filmes drop-coated de Pt-SiPy*Cl", drop-coated de AH,
filme LbL (Pt-SiPy"CI/AH)s, e (d) filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s, . Todos os filmes foram depositados sobre
silicio.

Bandas (cm ™) (AH) (Pt-SiPy’CI) | (Pt-SiPy"Cl/AH)s | (AH/Pt-SiPy*Cl)g

Modo de_rt-asrl)lra(;ao 1364cm 1375 em* 1371 cm™
do anel piridinio _

Estiramentos na 1598 cm " 1589 cm ! 1594 cm'*
cadeia e nos aneis —

Modo de_rt-asrl)lra(;ao 1028cm
do anel piridinio — —_ _

Fonte: A autora
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5.3 Caracterizacdo morfologica dos filmes LbL por AFM

Medidas de AFM foram realizadas com o intuito de investigar a morfologia superficial
dos filmes LbL nas duas arquiteturas, (AH/Pt-SiPy*CI"), (n = 3, 5, 10, 15 e 20 bicamadas)
(Figura 15 (a—f)) e (Pt-SiPy"CI7/AH), (n = 5 e 10 bicamadas) (Figura 15 (g-h)) sobre a
superficie de FTO. Os valores de rugosidade média destes filmes LbL sdo listados na Tabela
8.

Tabela 8 - Rugosidade média dos grdos (nm) da superficie do FTO, dos filmes LbL (AH / Pt-SiPy*CI),
contendo 3, 5, 10, 15 e 20 bicamadas e do filme LbL (Pt-SiPy*CI / AH), contendo 5 e 10 bicamadas.

Substrato / FilmeLbL Rugosidade Rg(nm)(5x5um )
(@) FTO 32,029
(b) FTO(AH/Pt-SiPy*CI), 10,514
(c) FTO(AH/Pt-SiPy*Cl); 14,476
(d) FTO(AH/Pt-SiPy*Cl);4 26,601
(e) FTO(AH/Pt-SiPy*Cl);5 31,588
(f) FTO(AH/Pt-SiPy*Cl),0 33,150
(g) FTO(Pt-SiPy'CI'/AH)s 14,823
(h) FTO(Pt-SiPy"CI'/AH);, 25,362

Fonte: A autora

Ao comparar a rugosidade média dos grédos de superficie, nota-se que o substrato FTO
é 0 que apresenta maior rugosidade (32,029 nm) em relacdo aos filmes com poucas bicamadas
(3 a 10 bicamadas). A deposicdo dos polieletrlitos AH e Pt-SiPy"Cl" diminui essa
rugosidade, pois estes se depositam nos espacgos existentes do substrato FTO entre 0s graos os
preenchendo. Apds as primeiras bicamadas, a quantidade adsorvida ou espessura por
bicamada torna-se independente do substrato (DECHER & SCHLENOFF, 2012) e com a
deposicdo sequencial das bicamadas faz com que a rugosidade aumente novamente devido a
auto-organizacao que ocorre entre os polieletrolitos. Resultados similares foram obtidos para
filmes LbL contendo SiPy'Cl /CuTsPc estudados por Jesus et al. (2011) e para filmes LbL
contendo PVS/Pt-SiPy"CI™ (SANTOS, V et al. 2012) e PPV/Pt-SiPy*CI™ (SANTOS, V. et al.
2013). Além disso, é evidente na imagem da Figura 15 (g) e (f) obtida com o filme LbL
(Pt-SiPy"CI'/AH)s e (Pt-SiPy"CI/AH)10 um aspecto morfoldgico distinto dos observados para
os filmes contendo a arquitetura (AH/Pt-SiPy*CI), (Figura 15(c) e (d)). Isto nos mostra por
mais uma técnica a influéncia da sequéncia de deposicdo exercida sobre a arquitetura
molecular superficial dos filmes. Essa influéncia tem origem nos diferentes tipos de interacdes

eletrostaticas, que podem ser fracas ou fortes.
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Figura 15 - Imagens de AFM; (a) substrato FTO, (b) (AH/Pt-SiPy"Cl)3,(c) (AH/Pt-SiPy'Cl)s, (d) (AH/Pt-
SiPYy"Cl)y0, (e) (AH/Pt-SiPy"CI)s5 ,(f) (AH/Pt-SiPy*Cl)y, (g) (Pt-SiPy'Cl /AH)s e (h)(Pt-SiPy"Cl /AH), . A
janela de varredura para as imagens foi de 5x5 pm.

(a) FTO (b) (AH/Pt-SiPy*CI)3
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Como ilustrado nas Figuras 15 (c-) as imagens dos filmes LbL (Pt-SiPy'CI7AH),
(n = 5-15) mostram uma superficie globular com rugosidade média quadratica (RMS)
variando de 14,476 a 31,588 nm, respectivamente (janela de 5 um x 5 um), sugerindo que a
rugosidade da superficie aumenta mediante ao aumento da bicamada automontada. O mesmo
ocorre para filmes LbL (AH/Pt-SiPy*CI/AH), (n =5 e 10) (Figura 15 (g-h)) com valores de
RMS entre 14,823a 25,362 nm, respectivamente. Além disto, pode dizer que para um filme de
10 bicamadas para ambas as arquiteturas, a espessura média de cada bicamada foi estimada
em aproximadamente 2,6 nm. Este valor é similar ao filme (HDL/AH), (n= 8) cujo valor foi
estimado em torno de 2,1 nm (YUAN et al. 2013). Segundo Shiratori e Rubner (2000) a
adsorcéo de tais bicamadas finas molecularmente organizadas em filmes finos LbL é esperada
que ocorram desde que polieletrolitos fracos e totalmente carregados sdo empregados.
Portanto, isto prova que neste trabalho tanto o AH e o Pt-SiPy*CI” sdo carregados nos pH
empregados (pH 7,9 para o AH e pH 2,9 para o Pt-SiPy*CI".

A imagem de AFM para o filmes LbL (Pt-SiPy"CI/AH)4 (Figura 15 (f)) mostra que a
superficie do filme é mais suave e uniforme, da mesma forma que encontrado para filmes LbL
contendo 30 bicamadas de AH alternado com hidréxidos duplos lamelares (YUAN et al.
2013). Este fato comprova que filmes de mudltiplas bicamadas de Pt-SiPy'Cl" e AH foi
formado com sucesso pela técnica LbL. A formacdo de filmes ultrafinos com camadas com
superficies homogéneas e lisas podem ser vantajosa para a construcdo de eletrodos
modificados, porque muitos dos processos eletroquimicos sdo conhecidos serem dependentes
da espessura (CRESPILHO e LOST, 2012), como sera visto no item a seguir.

5.4 Caracterizacdo eletroquimica dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*CI)s, (Pt-SiPy"CI7/AH); e
filmes drop-coated de (Pt-SiPy'Cl); e (AH)3

5.4.1 Determinacao do horménio 17 a-etinilestradiol (EE2) por voltametria ciclica (VC)

A avaliacdo das propriedades eletroquimicas dos filmes LbL em diferentes
arquiteturas no processo de oxidacdo do hormonio EE2, foram realizadas inicialmente por
medidas de VC.

Os voltamogramas ciclicos do substrato FTO, dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s,
(Pt-SiPy*'CI'/AH)3 e dos filmes drop-coated de Pt-SiPy"Cl" e AH foram obtidos na auséncia e
na presenca de 6,25 x 10 mol L™ de EE2, utilizando como eletrélito suporte uma solugéo de
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0,4mol L™ NaH,PO, em pH 7 na janela de potencial de -0,1 a 1,4 V, como mostrado na
Figura 16 (a) (b).

Figura 16- Voltamogramas ciclicos do FTO, dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s, (Pt-SiPy*CI/AH); e filme drop-
coated de Pt-SiPy*Cl e AH sobre o substrato FTO, em NaH,PO, 0,1mol L™, pH = 7 (a) na auséncia de EE2 e (b)
na presenca de 6,25 x 10° mol L™ EE2 (v = 50 mV s™).
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Nota-se dos voltamogramas ciclicos ilustrados na Figura 16 (a) que os filmes LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 e (Pt-SiPy'CI/AH)s, e filmes drop-coated de Pt-SiPy'Cl" e AH, ndo
apresentaram processo redox devido a ndo eletroatividade destes polieletrdlitos na janela de
potencial investigada (-0,1 a 1,3 V vs Ag/AgCl). E conhecido de outros trabalhos (JESUS et
al. 2011; SANTOS, V. et al. 2012) que filmes LbL e drop-coated construidos com os
polications SiPy'Cl" e Pt-SiPy'Cl" ndo apresentam processos redox definidos quando
estudados neste mesmo meio e janela de potencial.

A auséncia do processo redox do polication AH tambeém foi constatada no estudo
guando o AH foi imobilizado alternadamente com hidréxidos duplos lamelares de Mg-Al em
filmes LbL LDH/AH (YUAN et al. 2013). Por outro lado, quando o filme LbL contendo
PAH/AH depositado sobre ITO foi estudado na faixa mais negativa de potencial (-1,0 a 1,0 V,
vs Ag/AgCl), foi observado um pico de reducgdo em -0,67 V (vs Ag/AgCl) (CRESPILHO et
al. 2005). Como nosso interesse é a detec¢do do hormonio EE2, esta faixa de potencial néo foi
estudada.

Também pode-se verificar dos voltamogramas apresentados na Figura 16 (a) que o
eletrodo contendo o filme drop-coated de AH possui maior corrente capacitiva em relacéo ao
FTO e aos filmes LbL (AH/Pt-SiPy"Cl")s e (Pt-SiPy"CI/AH)3 devido ao fato do AH, presente
na superficie do eletrodo, aumentar o efeito resistivo e por ocorrerem algumas reacées redox
nas proprias moléculas do AH. O aumento da corrente capacitiva também foi observado no
eletrodo de pasta de carbono modificado com AH (CRESPILHO e REZENDE et al. 2004).
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Ao adicionar o horménio EE2, verificou-se nos voltamogramas ciclicos ilustrados na
Figura 16 (b), que tanto o substrato sem modificacdo (FTO), quanto os filmes LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 e (Pt-SiPy"CI/AH)3, bem como os filmes drop-coated Pt-SiPy'Cl e AH,
ndo apresentaram um processo redox definido para 0 EE2 na janela de potencial investigada.
Era esperado um processo redox com um pico anddico em torno de 1,2 V (vs. ECS) como
relatado na literatura (MURUGANANTHAN et al. 2007) atribuido a oxidacéo do estrogénio
para formag&o do radial fendxi, com o envolvimento de 1 elétron e 1 préton (H"), conforme

representado no esquema da Figura 17.

Figura 17 - Representacdo da etapa de oxidacdo do EE2 a radical fenéxi.

HO

17-a-etinilestradiol Radical fenoxi

Fonte: Adaptado de MURUGANANTHAN et al. 2007.

Apesar do EE2 ser eletroquimicamente inativo, sobre as condi¢es experimentais até
aqui estudadas, a literatura relata exemplos de eletrodos que detectaram diferentes estrogénios
com a presenca de um pico anddico. Quando o EE2 foi estudado em eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB), a corrente de pico anddica em 1,26 V (vs ECS) que surgiu nos
primeiros ciclos, diminuiu sua intensidade apds varreduras consecutivas, fato este devido ao
fendmeno de incrustacdo proveniente da deposicdo de um produto semi-condutor
eletropolimerizado na superficie do DDB, o qual foi responsavel pela reducdo da velocidade
de transferéncia de elétrons ao eletrodo. Por outro lado, Santos et al. (2010) constataram que
o eletrodo DDB apresentou excelente propriedade eletrocatalitica para a oxidacdo de
horménios, em particular ao Estriol (1,3,5,(10)-estratriene-3,16,17-triol), com a presenca de
um pico anddico em 0,3 V, quando utilizaram a técnica VVoltametria de Onda Quadrada, pelo
fato desta ser uma técnica de pulso vantajosa pela velocidade rapida e boa sensibilidade, tanto
em reacOes reversiveis como em irreversiveis. Portanto, no nosso trabalho optou-se pela
continuidade do estudo da oxidacdo do EE2 pelo uso das técnicas eletroanaliticas VOQ e
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD).
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5.4.2 Determinacao do EE2 por voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de
onda quadrada (VOQ)

Através da técnica de VC néo foi possivel verificar um processo redox definido para a
oxidagdo do EE2, sendo necessario utilizar técnicas eletroanaliticas mais sensiveis para este
estudo, tais como, a VPD e VOQ.

Os voltamogramas obtidos com o filme LbL (AH/Pt-SiPy'Cl); na presenca de
6,25 x 10° mol L™ de EE2, utilizando como eletrélito suporte uma solucdo de NaH,PO,
0,2mol L™ em pH 7 na janela de potencial de 0 a 1,6 V, utilizando as técnicas eletroanaliticas
VPD e VOQ sdo ilustrados na Figuras 18 (a) e (b), respectivamente. Notou-se que ambos 0s
voltamogramas apresentaram um pico anodico definido, porém, dentre estas técnicas
empregadas na oxidacdo do EE2, a VPD foi a que apresentou melhor resposta eletroquimica
em funcdo do menor potencial de oxidacdo (Epa = 0,74 V) e maior valor de corrente de pico
de oxidagdo (Ipa = 17,38 pA), do que obtido com a técnica VOQ (Epa = 1,09 V e Ipa= 6,31
pA). Diante desta analise, a técnica de VPD foi a escolhida para a continuidade dos estudos
eletroquimicos dos filmes LbL, embora a VOQ seja mais sensivel, a VPD foi mais eficaz para

a oxidacao do EE2.

Figura 18 - Voltamogramas de (a) pulso diferencial e (b) onda quadrada do filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl); , em
NaH,PO, 0,1mol L™, pH = 7 na presenca de 6,25 x 10 mol L™ de EE2. Parametros utilizados para VPD: Epyse=
0,002V, tyyse= 0,10 s e v = 50 mV st e VOQ: f=30Hz, a=80mVeAEs=2mV.
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5.5 Caracterizagdo eletroquimica das arquiteturas dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*CI)s,
(Pt-SiPy"CI'/AH); e filmes drop-coated de (Pt-SiPy*Cl’); e (AH); por VPD

Os voltamogramas de pulso diferencial do substrato FTO, filmes LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 e (Pt-SiPy'CI/AH); e filmes drop-coated de Pt-SiPy*Cl" e AH, foram
obtidos com o objetivo de avaliar as propriedades eletroquimicas das diferentes arquiteturas,
na presenca de 6,25 x 10®° mol L™ de EE2. A Figura 19 ilustra os voltamogramas de pulso

diferencial obtidos com estes eletrodos.

Figura 19 - Voltamogramas de pulso diferencial do FTO, filme LbL (AH/Pt-SiPy'Cl);, filme LbL
(Pt-SiPy*CI7AH); e filme drop-coated de Pt-SiPy*Cl e AH sobre o substrato FTO, em NaH,PO, 0,1mol L™, pH
=7, na presenga de EE2 6,25 x 10 mol L™.( Epyise= 0,002V, tyyse= 0,10s e v = 50 mV s™).
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Ao analisar os voltamogramas da Figura 19, observa-se que os eletrodos constituidos
pelos filmes LbL (AH/Pt-SiPy'Cl’); e (Pt-SiPy'CI/AH)s, filmes drop-coated Pt-SiPy'Cl e
AH, bem como o substrato FTO apresentaram um pico anddico atribuido a oxidacdo do EE2
ao radical fendxi (MURUGANANTHAN et al. 2007), com 0s maximos de potenciais de
oxidacao (Epa) entre 0,74 e 1,09 V (0,74; 0,81; 0,92; 0,74 e 1,09 V, respectivamente). Além
disto, as correntes de picos de oxidagdo de EE2 ocorreram com diferentes intensidades. As
maiores correntes de pico anodicas (Ipa) foram obtidas para os filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)3
e (Pt-SiPy'CI'/AH); e filme drop-coated Pt-SiPy"Cl™ (Ipa = 17,21 pA, Ipa= 14,01 pAe Ipa =
13,48 PA, respectivamente) em relacdo ao FTO (Ipa = 8,78 pA) e ao filme drop-coated AH
(Ipa = 8,15 pA). Os valores dos potenciais e correntes de pico de oxidagdo dos filmes estéo

descritos na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores de potenciais de pico anédico (Ep) e correntes de pico anédica (l,,) obtidos dos
voltamogramas de pulso diferencial dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl’)s, (Pt-SiPy"CI/AH); e filmes drop-coated
de (Pt-SiPy*Cl); e (AH)s.

Filmes Epa(V) N=3 Ipa(MA) N=3
(AH/Pt-SiPy+C|')3 0,74 +£0,01 17,21+ 0,25
(Pt-SiPy*CI/AH), 0,81+0,01 14,01 + 0,50

Pt-SiPy+C|' 0,92+0,01 13,48 + 0,65
AH 0,74 +0,01 8,15+0,47
FTO 1,09 +0,01 8,78 +0,41

Fonte: A autora

Ao comparar os valores de Epa e Ipa obtidos com os filmes LbL (AH/Pt-SiPy*'Cl)z e
(Pt-SiPy’'CI/AH)3 (Ipa =17,21 e 14,01 pA, respectivamente) e drop-coated contendo AH e
Pt-SiPy'Cl" (Ipa = 8,15 e 13,48 pA, respectivamente), em relacio ao eletrodo sem
modificacdo, FTO, (Ipa = 8,78 pHA) nota-se que os dois tipos de filmes forneceram maiores
correntes de oxidacdo para o EE2. Isto prova que a presenca dos dois polieletrélitos auxiliam
a transferéncia de elétrons entre 0 EE2 e o eletrodo. Dentre estes eletrodos, observou-se que 0
eletrodo contendo apenas AH exibiu menor corrente de oxidacdo para o EE2 (Ipa = 8,15 pA).
Estudos descritos na literatura revelam que o voltamograma de um eletrodo de pasta de
carbono (EPC) contendo AH difere de um EPC sem modificagdo devido ao fato do AH
presente na superficie do eletrodo aumentar o efeito resistivo e por ocorrerem algumas
reacOes redox nas proprias moléculas de AH (CRESPILHO e REZENDE, 2004). Porém, a
presenca de AH na construgio dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy'Cl); e (Pt-SiPy"CI7/AH); é
fundamental. Neste caso, podemos dizer que a combinagio do AH com o Pt-SiPy*CI’, fornece
um incremento no valor de corrente anddica do processo redox do EE2 e o potencial de
oxidacdo fica mais baixo com a presenca do AH, em relacdo ao filme contendo apenas
Pt-SiPy"CI". Baseado nos resultados de medidas de UV-Vis e FTIR, o aumento da corrente de
pico proporcionado pela presenga do AH nos filmes, pode ser explicado pelo fato desta
macromolécula ser constituida por grande quantidade de grupos funcionais, tais como COOH,
OH-fendlicos, OH-endlicos, OH-alcodlicos, C=0 de quinonas e hidroxiquinonas, e cetonas
(SARGENTINI Jr. et al. 2001), os quais disponibilizam maior nimero de sitios para
ocorrerem as interagdes com o grupo piridinico do SiPy’'Cl". Este fato faz com facilite a
adsorcéo da molecula organica, EE2, sobre a superficie do eletrodo. O aumento da corrente de
pico em funcdo da intercalagdo de analitos, tal como o pentaclorofenol sobre a superficie do
filme LbL PAH/AH e HDL/AH foi observado por outros autores (CRESPILHO et al. 2005;
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YUAN et al. 2013). Segundo Crespilho et al. (2005) a presenca de AH no filme LbL melhora
a adsorcdo do PCP na superficie do eletrodo, catalisando a transferéncia de elétrons entre o
PCP e o eletrodo.

Outro fato constatado dos resultados dos voltamogramas de pulso diferencial é
influéncia da sequéncia de deposicao dos polieletrolitos na intensidade da corrente de pico de
oxidagcdo quando analisadas as mesmas condi¢Oes experimentais de EE2. Nota-se que a
intensidade de corrente de oxidacio obtida com o filme (AH/Pt-SiPy'Cl); é maior
(Ipa = 17,21 pA) do que para o filme (Pt-SiPy"CI/AH); (Ipa = 14,01 pA). A maior corrente
observada para o filme com as Pt-SiPy"CI" na superficie externa no eletrodo, se deve pelas
Nps-Pt estarem diretamente em contato com a solucdo de EE2, o que facilita o processo de
transferéncia de elétrons. Apesar de relatos na literatura mostrarem a importancia do AH na
parte externa do filme LbL, no nosso estudo observamos que o AH minimiza a capacidade
das Nps-Pt em atuarem como mediadoras de elétrons na oxidacdo do EE2. Resultados
similares foram obtidos por Santos et al. (2012), que investigaram o0 processo redox do
neurotransmissor dopamina (DA) e observaram maiores valores de correntes de oxidacao e
menores valores de potencial de oxidacéo para o filme LbL contendo Nps-Pt na parte externa
do filme contendo 3 bicamadas de acido poli-vinil-sulfonico (PVS) e o hibrido Pt-SiPy*CI,
(PVS/Pt-SiPy*Cl')s. Em outro trabalho os mesmos autores (2013), observaram que o filme
LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl"); forneceu as maiores intensidades de corrente de oxidagdo para o
peréxido de hidrogénio (H,O;) em relacdo ao filme com as Nps-Pt na parte interna. Como
notado, em ambos os trabalhos, foi constatado uma influéncia significante da presenca das
Nps-Pt na constituicdo dos filmes LbL para aplicacdo destes como sensores eletroquimicos.

Quando comparados os perfis dos voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o0s
filmes LbL (AH/Pt-SiPy*'CI'); e (Pt-SiPy"CI/AH); (Ipa =17,21 e 14,01 pA, respectivamente),
com os filmes drop-coated de AH e Pt-SiPy"Cl™ (Ipa = 8,15 e 13,48 pA, respectivamente),
(Figura 20) percebe-se que as maiores correntes de oxidagdo proporcionada pelos filmes LbL
para 0 EE2 nos revela a importancia da técnica de automontagem no processo de modificacdo
do eletrodo FTO para construcdo de sensores para a determinacédo de EE2.

Tendo observado que as melhores respostas eletroquimicas para oxidacdo de EE2
foram verificadas com o eletrodo (AH/Pt-SiPy*Cl); testou-se a dependéncia da resposta
eletroquimica deste filme na presenca de EE2 em diferentes nimeros de bicamadas. Foram
preparados filmes LbL contendo 1, 3, 8 e 12 bicamadas. A Figura 20 ilustra os
voltamogramas de pulso diferencial obtidos com os filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl), numa
concentracdo de EE2 6,25 x 10°mol L™.
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Figura 20 - Voltamogramas de pulso diferencial dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy"Cl),, onde n = 1, 3, 8 e 12
bicamadas, na presenca de 6,25 x 10° molL™ EE2 (Epyse= 0,002V, tyse = 0,108, v =50 mV s).
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Nos voltamogramas ilustrados na Figura 20, verificou-se que entre os filmes LbL
contendo diferentes bicamadas de (AH/Pt-SiPy*CI"),, destaque pode ser dado para o filme
com 3 bicamadas, o qual proporcionou maior intensidade de corrente de oxidacdo para EE2
(Ipa = 17,26 pA). Isto ocorre, pois, devido ao aumento do recobrimento da superficie pelo
filme (AH/Pt-SiPy*CI), os sitios disponiveis no eletrodo para a analise deste analito aumenta
com o nimero de bicamadas de um filme muito fino. Os valores dos potenciais e correntes de
pico de oxidacdo dos filmes (AH/Pt-SiPy*CI"), estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores de potenciais de pico anoddico (Ey,) e correntes de pico anodica (l,,) obtidos dos

voltamogramas de pulso diferencial dos filmes LbL (AH/Pt-SiPy*Cl), contendo difetentes nimeros de
bicamadas (1, 3, 8 e 12).

Filmes Epa(V) n=3 Ipa(HA) N=3
(AH/Pt-SiPy*CI), 0,74 +0,01 1,83 0,41
(AH/Pt-SiPy*CI); 0,73 +0,01 17,26 + 0,51
(AH/Pt-SiPy*Cl)g 0,84 £ 0,01 14,02 £ 0,52
(AH/Pt-SiPy*CI) 1, 0,91 + 0,02 8,12+ 0,49

Fonte: A autora

Constatou-se também na Figura 20 que a deposi¢do de uma Unica bicamada nédo foi
suficiente para propiciar o recobrimento da superficie do FTO necessario para intensificacdo
no sinal de corrente de oxidacdo de EE2. Com 3 bicamadas a quantidade de material

depositado sobre a superficie do substrato FTO é suficiente para as moléculas se auto-
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organizarem para promover a transferéncia de elétrons e a intensificacdo do sinal. Isto esta
relacionado a natureza nanoestruturada do filme LbL (AH/Pt-SiPy*CI)s.

Para os filmes LbL (AH/Pt-SiPy*CI), com maior niimero de bicamadas (n = 8 e 12) a
corrente de oxidacdo de EE2 diminuiu porque o eletrodo se torna mais resistivo devido a
maior quantidade de material depositado, o que dificulta o processo de transferéncia de
elétrons do analito em solucgdo até a superficie do eletrodo. Estes resultados corroboram com o
aumento da intensidade de absorbancia obtido por espectroscopia de absor¢éo na regido do
UV-Vis, bem como por AFM, onde verificou-se uma relacdo linear da rugosidade superficial
com 0 aumento no numero de bicamadas (Figura 15).

A constatagdo de que o aumento do numero de bicamadas proporciona uma
significativa diminuicdo no valor de corrente de pico também foi observada em trabalhos com
SiPy*CI e Pt-SiPy*CI". Jesus et al. (2011), verificaram que o filme LbL contendo 5 bicamadas
de SiPy’CI" e ftalocianina tetrasulfonada de cobre 11 (CuTsPc) exibiu maiores valores de
corrente de pico de oxidacdo para DA e &cido ascorbico (AA), em relagdo aos demais filmes
LbL obtidos com mais bicamadas (10 e 20 bicamadas). Na detec¢do de DA e H,O, com 0s
filmes LbL contendo Pt-SiPy'Cl’, Santos et al. (2012 e 2013) constataram as melhores
respostas eletroquimicas com filme com 3 bicamadas do que filmes com 6, 9 e 12 bicamadas.
Portanto, no nosso trabalho filmes com 3 bicamadas foram adotados nos experimentos
posteriores.

Ap06s determinado que o filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl); exibiu as melhores respostas no
processo de deteccdo do EE2, realizou-se um estudo eletroquimico com o filme LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl")3 para a escolha do melhor eletrélito suporte na deteccio de EE2 (Figura 21).
A escolha do eletrélito de suporte € uma etapa importante em estudos eletroanaliticos porque
a sua composicdo e pH afetam as propriedades da solucdo, bem como a interface eletrodo-
solucdo, modificando a termodinamica e cinética do processo de transferéncia de carga e a
adsorcdo na superficie do eletrodo (AGOSTINHO e VILLAMIL, 2004). Neste sentido, as
solucBes com diferentes composicdes e valores de pH foram testadas como eletrélito de
suporte para investigar a oxidacdo do EE2. Portanto, utilizaram-se as solu¢6es dos eletrolitos
NaH,PO,4, Na;HPO,, NaNOj;, KCI, Tampdo PBS, Tampdo BR e Tampéo Fosfato na
concentracdo de 0,1 mol L™ com seus respectivos valores de pH (sem ajuste). Os valores de

pH, dos eletrdlitos suportes utilizados neste experimento estdo descritos na Tabela 11.
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Figura 21- Voltamogramas de pulso diferencial do filme LbL (AH/Pt-SiPy*CI’); na presenca de EE2 6,25 X 10”
mol L™ em diferentes eletrélitos suportes 0,1 mol L? em diferentes pHs. Pardmetros utilizados: Epyjse= 0,002V,
touse=0,10s € v =50 mV s™.
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Tabela 11- Eletrélitos suportes utilizados na determinacdo de EE2 com seus respectivos valores de pH, Epa e
Ipa.

Eletrélito suporte (0,1 mol L™) pH Epa (V) Ipa (UA)
NaH,PO, 4,3 1,06 14,4
Na,HPO, 9,4 1,09 4,5
NaNO; 6,2 0,83 4,64
KCI 6,5 1,32 13,27
Tampéo PBS 7,2 1,25 7,52
Tampéo Britton Robson (BR) 2,0 1,28 11,07
Tampéo Fosfato 7,5 1,33 6,28

Fonte: A autora

Apenas um pico de oxidacao foi observado para todos estes eletrolitos suporte, porém
com valores distintos de potencial e corrente de pico. O eletrélito suporte o NaH,PO, em pH
4,3 foi 0 meio que proporcionou melhor resposta eletroquimica do filme LbL para a oxidacao
do EE2, pois foi observado maior valor de corrente de pico (Ipa = 14,4 uA) e um potencial de
oxidacdo baixo (Epa = 1,06 V). Os demais eletrdlitos suportes, tais como, Na;HPO,4, NaNOs,
KCI, tampdo PBS, tampdo BR e tampdo Fosfato apresentaram valores de potenciais de
oxidacdo proximos (1,09; 0,83; 1,32; 1,25; 1,28; 1,33 V, respectivamente). Embora em
NaNOj3 tenha sido observada a oxidagdo do EE2 em potencial menos positivo (Epa = 0,83 V)
em relagdo a resposta em NaH,PO,, o sinal de corrente obtido em NaNOg; (Ipa = 4,64 pA) foi
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significativamente menor do que o verificado utilizando NaH,PO, (lpa = 14,4 pA). Em
resumo, as melhores respostas eletroquimicas em termos do maior valor de corrente de pico
oxidacdo do EE2 e potencial de oxidacdo baixo foi obtida com o eletrélito suporte NaH,PO,
em pH 4,3, porém, Santos et al. (2010) relataram que as melhores respostas eletroquimicas do
eletrodo DDB para a oxidagdo do horménio estriol € em pH &cido (2,0), utilizando o tamp&o
BR como eletrélito suporte com potencial em 0,9 V (vs. ECS). Portanto, foi realizado um
estudo da influéncia do pH deste eletrélito na presenca de EE2 6,25 x 10° mol L. Testou-se
o filme LbL (AH/Pt-SiPy'Cl); nos pH 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10 da solucdo de NaH,PO, (Figura
22).

Figura 22- (a) Voltamogramas de pulso diferencial do filme LbL(AH/Pt-SiPy"Cl);na presenca de EE2 6,25 x
10°mol L™ nos pHs 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 da solucéo de eletrdlito suporte NaH,PO, 0,1 mol L™; (b) relacio
entre o pH e os valores de potencial obtidos.
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A Figura 22 mostra que o pH influencia no processo redox do hormonio, tal como, os
valores de potenciais e de correntes. Nota-se que & medida que aumenta o pH da solugédo
(1-10), o potencial de oxidacdo do EE2 se desloca para valores menos positivos (Tabela 12).
Este é um comportamento tipico para a oxidacdo de fenois e foi também observado por Santos
et al. (2010), para a oxidacdo de estriol (E3) e por Vega et al. (2007) para a oxidacdo de
compostos fendlicos estrogénicos. Além disto, Santos et al. (2010) obtiveram a partir da
correlacdo entre Epa vs pH, o valor de pKa do grupo fendlico (10.0) presente na estrutura
quimica do estriol a partir da intersecdo de duas retas préximas ao pH 10. Logo, a auséncia de
mudanca de potencial no pH 10, obtido na Figura 22 é muito proximo de 10,3-10,4, cujo valor
é 0 pKa para estrogénios obtidos na literatura (QUINTANA et al. 2004).

Tabela 12 — Valores obtidos de Epa e Ipa com o filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl);nos pHs 1, 4,5, 6, 7, 8, 9 e 10 da
solucdo de eletrdlito suporte NaH,PO, 0,1 mol L™ na presenca de EE2 6,25 x 10°mol L™.

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Epa (V) 1,35 1,29 | 1,19 | 1,06 1 092 | 0,74 0,65 0,52 0,52

Ipa (LA) 1498 | 16,53 | 16,32 | 14,34 | 14,10 | 13,76 | 17,21 | 7,40 4,50 2,01

Fonte: A autora

Ainda da Tabela 12 pode ser observado que os voltamogramas obtidos em pH 8, 9 e
10 sdo os que apresentaram menores valores de corrente de pico e menores potenciais de pico
de oxidacdo do EE2. Isso provavelmente ocorre devido ao AH ser altamente soltvel em pH
alcalino, acima de 8 (CANELLAS et al. 2000; PENA-MENDEZ et al. 2005). Desta forma, a
imersdo do filme LbL (AH/Pt-SiPy"Cl); nestes valores de pH, pode estar desestabilizando o
eletrodo, causando a lixiviacdo do AH para o seio da solucdo e influenciando na resposta
eletroquimica do filme na presenca do horménio EE2. Em pH mais éacido (1-7) o AH é
insoltvel e a suspensdo das Nps-Pt por ser acida (pH = 2,9), pode estar influenciando no
maior sinal de corrente de oxidacdo do EE2 nesta faixa de pH, com destaque para o pH 7
(IpA = 17,21 pA e Epa = 0,74 V) que por conter um valor de pH proximo do valor de pH da
solubilidade do AH (pH = 8), pode propiciar um incremento significativo no sinal de corrente
de oxidagéo do EE2.

Com o intuito de confirmar o processo de lixiviagio do AH no filme LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl’); em pH bésico, imergiu-se este filme em solugdes de NaH,PO4 0,1 mol L™
com pH 7, 8 e 10, deixando imerso por 1 minuto em cada solugdo. Apos este tempo secou-se
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o filme e mediu-se no UV-Vis. Nota-se dos espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do
filme (AH/Pt-SiPy’CI)s, ilustrados na Figura 23, que ocorre uma diminuigio da intensidade
do maximo de absorcdo em 264 nm em fungdo do aumento do pH devido a solubilizacdo do

AH do filme, o que corrobora com o0s experimentos eletroquimicos.

Figura 23- Espectros de UV-Vis do filme LbL (AH/Pt-SiPy"Cl’); apds imersdo por 1 minuto em solugio de
NaH,PO, 0,1 mol L™ com pH 7, 8 e 10.
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No entanto, depois de confirmado o processo de lixiviagdo do eletrodo
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 em pH basico (Figura 23), determinou-se o pH 7 para dar continuidade aos
demais estudos eletroquimicos deste sensor, pois neste valor de pH obteve-se um incremento
nos valores de corrente (Ipa= 17,21 nA) e potencial de oxidagdo (Epa = 0,74 V) do EE2 com
relacdo aos demais pH testados.

Para verificar a dependéncia da resposta eletroquimica do eletrodo (AH/Pt-SiPy"Cl);
em funcdo da quantidade de EE2, foram realizados ensaios variando a concentragdo deste
analito numa faixa de 1,37 x 10° mol L™ a 2,14x 10™ mol L. A partir dos voltamogramas de
pulso diferenciais obtidos, as intensidades de corrente de pico anddico foram registradas em
funcdo da concentracdo de EE2, com os voltamogramas resultantes apresentados na
Figura 24 (a).
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Figura 24-(a) Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo (AH/Pt-SiPy"Cl); na presenca de diferentes
concentragées de EE2 1,37 x 10 mol L™ a 2,14x 10®° mol L e (b) Curva analitica para EE2 em NaH,PO,
0,1 mol L™ em pH 7 e nos parametros (Eputse= 0,002V) (touise = 0,10s) e (v= 50 mV).
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Observa-se nos voltamogramas da Figura 24 (a) o aumento das intensidades das
correntes de pico anddico em funcdo da concentracdo de EE2, sem o deslocamento dos
potenciais de pico (Epa = 0,74 V). Os valores de concentacdo do EE2 e correntes de pico de
oxidacao do filme (AH/Pt-SiPy*Cl’); estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores de concentracéo de EE2 e correntes de pico anodica (l,,) obtidos dos voltamogramas de
pulso diferencial do filme LbL (AH/Pt-SiPy*Cl)s.

N° de medidas [EE2] mol L™ lpa(LA) N=3
1 1,37 x 10°® 454 0,30
2 3,81x10° 5,62 0,30
3 6,30 x 10°® 6,96 + 0,43
4 8,80 x 10° 8,59 + 0,39
5 1,12 x 10° 10,60 + 0,40
6 1,36 x 10° 12,52 + 0,46
7 1,62 x 10° 14,01 + 0,39
8 1,87 x 10° 15,32 + 0,39
9 2,14 x 10° 17,10 + 0,39
10 2,37 x 10° 17,53 £ 0,53
11 2,62 x10° 17,66 + 0,69
12 2,88 x 10° 17,29 + 0,53

Fonte: A autora

Analizando os valores da Tabela 13, verificou-se que ha uma relacdo linear entre 0s

valores de concentracdo de EE2 e as correntes de pico anddicos na faixa de concentracdo de
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1,37 x 10° a 2,14 x 10®° mol L™ (Figura 24 (b)) com um valor de coeficiente angular da reta
da curva analitica de 0,998. Em valores maiores que 2,14 x 10 mol L™ h4 uma estabilidade
no valor de corrente de pico oxidagdo com o0 aumento da concentracdo. Provavelmente isso
ocorre devido a baixa solubilidade do EE2, que em meio aquoso é de 4,8 mg L™ (1,62 x 10°
mol L™) (NAGPAL e MEAYS, 2009). No entanto como a solugdo de EE2 é preparada em
acetonitrila, isso possibilita maior solubilidade do hormaénio, ultrapassando o valor de 1,62 x
10 mol L™, tendo em vista que em acetonitrila a solubilidade do EE2 é superior do que em
agua.

A partir dos dados obtidos da curva analitica foram calculados os valores de
sensibilidade de 0,65 pmol L™ (6,5 x 107" mol L™), limite de deteccdo (LD) (1,10 x 10° mol
L) e limite de quantificacdo (LQ) (3,68 x 10°mol L™). O LD e o LQ foram obtidos através
da relacdo entre a o desvio padrdo de valores de correntes registrados nos voltamogramas de
10 brancos com os valores do coeficiente angular da curva analitica. A partir disso, calculou-

se 0 LD para EE2, com a Equacéo 1, e 0 LQ com a Equacéo 2.

b [1] b 2]

Ao comparar nossos resultados com os reportados de EE2 (LD = 1,10 x 10° mol L e
LQ = 3,68 x 10°mol L™) na literatura (SCHIAVINI et al. 2011; SANTOS, K. et al. 2010)
(Tabela 12), percebe-se que se encontram na faixa de valores de LD (10 -10®mol L) e LQ
(10®° — 107 molL™). Também pode ser observado dos demais trabalhos para os horménios
estrogénios com diferentes eletrodos testados, que o Epa do EE2 por nos obtido (0,74 V) €
abaixo do encontrado para o eletrodo de carbono vitreo (ECV) (BATISTA et al. 2011) e igual
ao ECV modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) incorporado
com NpPt (ECV/NTCPM-NpPt) (LIN e LI, 2006). Este fato mostra que nosso eletrodo é
versatil, pois requer menor quantidade de amostra, além de permitir o ajuste de uma fina

camada de material na arquitetura do filme.



72

Tabela 14 — Valores de LD e LQ encontrados na literatura para 0os horménios estrogénios obtidos com diferentes
eletrodos modificados.

Eletrodos Eletrolito Epa (V A LD LQ .
suporte pa(V) | Horménio molLY) | (mol LY Referéncia
FTO NaH,PO, 0,74
(AH/Pt_IPy+CI-)3 (pH = 7) (VS Ag/AgCI) EE2 1,06 X 10-6 3,52 X 10.6 Neste trabalho
ECV Tampéo PBS 0,43
(NTCPM-NpPt) (PH=7) (vs SCE) E2 1,8 x107 | LIN&LI 2006
ECV Tampéo PBS 0,65 LIN & LI, 2006
(NTCPM-NpPt) (pH=7) (vs SCE) El 8,4 x10” .
ECV Tampdo PBS 0,7 LIN & LI, 2006
(NTCPM-NpPt) (pH=7) (vs SCE) E3 6,2 x10” .
NaOH 0,3 SANTOS, K. et
DDB
(pH=12) (vs Ag/AgCI) E3 1,7x107 | 85X 10" al. 2010
= KCl 0.5 YUAN et al.
Nps-Pt (PH=7) (vs SCE) E2 1,6 x10°® o 2011
= HzS0, 0,72 MARTINEZ et
MWCNTSs (pH=2) (vs Ag/AgCl) EE2 3,4 x10™ L al. 2012

Fonte: A autora

Os filmes de LbL apresentaram durabilidade satisfatoria. Nenhuma alteracéo

significativa foi observada entre as respostas voltamétricas de um filme recém-preparado e do
mesmo filme submetido as condi¢bes da analise por VPD durante um dia inteiro, podendo ser
empregado nas andlises durante uma semana, sem queda significativa da resposta

eletroquimica.

5.6 Espectroscopia de Impedancia eletroquimica dos filmes LbL

Visando investigar as propriedades de transferéncia de elétrons na superficie dos
eletrodos de FTO, filme drop-coated de AH, filme drop-coated de Pt-SiPy*CI’, filme LbL
(AH/Pt-SiPy*CI)3; e filme LbL (Pt-SiPy"CI/AH)s, foi empregada a espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). O uso desta técnica € baseado no fato de que a EIE é uma
ferramenta eficaz para monitorar a interacdo entre analitos e a superficie do eletrodo. A
formacgéo de bicamadas perturba a dupla camada carregada na interface eletrodo/eletrdlito.
Esta mudanca afeta a capacitancia e a transferéncia de elétrons nesta interface (FERREIRA et
al. 2010).
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A Figura 25 (a) mostra os diagramas de Nyquist obtidos em potencial de circuito
aberto, na presenca da molécula prova, 5 mmol L™ K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] dissolvida em
0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7, para os filmes preparados e para o eletrodo sem modificagéo,
FTO. A representacdo da variacdo da impedancia de um sistema eletroquimico, na forma do
diagrama de Nyquist traz informac6es importantes a respeito das alteragfes da interface em
eletrodos modificados. Em altas frequéncias podem-se obter informacdes sobre o processo de
transferéncia de elétrons limitada por ativacdo, ja em baixas frequéncias pode-se observar a
influéncia dos processos difusionais na velocidade do processo de transferéncia de elétrons
(DARAIN et al. 2004). Os valores de resisténcia de transferéncia de carga (R2) e capacitancia

(C1) para os eletrodos testados séo sumarizados na Tabela 15.

Figura 25- Representacdo Nyquist (impedancia imaginaria x impedancia real) para (a) os eletrodos FTO, drop-
coated de AH, drop-coated de Pt-SiPy*CI", LbL de (AH/Pt-SiPy*Cl’); e (Pt-SiPy*CI/AH); (b) os eletrodos FTO,
(AH/Pt-SiPy*Cl'); e (Pt-SiPy*CI/AH); na presenca de 3,84 x 10 mol L™ de EE2. Utilizou-se solugdo de 5 mmol
L de K,[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)¢] dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7, em potencial de circuito aberto
com frequéncia 10 KHz-100 mHz e amplitude 10 mHz.
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Tabela 15- Resisténcia de transferéncia de carga e capacitancia calculados utilizando o programa ZViewa partir
dos semicirculos obtidos com os eletrodos FTO, AH, Pt-SiPy’CI, (AH/Pt-SiPy*Cl); e (Pt-SiPy'CI/AH); na
presenca de 5 mmol L™ de K4[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)g] dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7, em
potencial de circuito aberto com frequéncia 10 KHz—100 mHz e amplitude 10 mHz.

ELETRODO R2(Q) C1(F)
FTO 2,789x10° 6,169x10°
AH 4,445x10° 6,652x10°
Pt-SiPy*CI’ 1,236x10° 7,012x10°
(AH/Pt-SiPy*CI); 6,972x10° 7,962 x10°
(Pt-SiPy*CI'/AH); 2,872x10° 5,126x10°

Fonte: A autora
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Verifica-se nos diagramas de Nyquist da Figura 25 (a), que a modificagdo do eletrodo
FTO com os polieletrélitos AH e Pt-SiPy*CI’, leva ao aumento no valor de R2 que passa de
2,789x10> Q cm? (FTO) a 6,972x10° e 2,872x10°Q cm? para os filmes LbL
(AH/Pt-SiPy*Cl)3 e (Pt-SiPy'CI/AH)s, respectivamente, na deposicdo das trés primeiras
bicamadas.

Os maiores valores de R2 observados nos filmes LbL em relacdo ao eletrodo FTO,
podem ser explicados pela deposicdo dos polieletrélitos AH e Pt-SiPy'Cl,, que por
aumentarem a disponibilidade de espécies quimicas sobre a superficie do FTO, aumentam
também a resisténcia de transferéncia de carga observada. Diversos trabalhos da literatura
reportam pesquisas onde filmes utilizados como sensores apresentam maiores valores de R2
que o eletrodo sem modificacdo, devido ao processo de deposicdo (CANELLAS et al. 2000;
PENA-MENDEZ et al. 2005)

Yuan et al. (2011), observaram que a deposicdo de &cido 6-mercaptonicotinico e Nps-
Pt propiciou um aumento no valor de R2 em relacdo ao eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo. No entanto, o processo de construcdo do filme foi fundamental para
determina¢do do horménio 17p-estradiol obtendo-se um excelente valor de limite de detecgédo
igual a 1,6 x 10°® mol L™ atribuido & presenca de Nps-Pt no filme. Em trabalho semelhante,
Im et al. (2010), também constataram que embora a deposi¢do de polieletrélitos contendo
grupos tidis e carboxilicos aumentaram os valores de R2 em relagdo ao eletrodo de ouro, a
presenca dos polieletrolitos sobre a superficie do ouro foi essencial para o processo de
detecgdo de 17B-estradiol obtendo-se um limite de detecgéo na faixa de 10 mol L™.

Dentre os filmes LbL, o aumento no valor de R2 é mais pronunciado no filme
contendo AH na parte externa (Pt-SiPy'CI7AH); que apresentou um valor de R2 igual a
2,872x10° Q cm™. Este valor é cerca de 4,12 vezes maior que o valor observado com o filme
contendo as Nps-Pt na parte externa (AH/Pt-SiPy*Cl); (R2 = 6,972x10° Q cm™). Estes
resultados corroboram com os resultados obtidos pelas técnicas voltamétricas, onde observou-
se que o filme contendo AH na parte externa se mostrou mais resistivo (Figura 15 (b)). E
possivel que a presenca de Nps-Pt na parte externa do filme propicie um auxilio na
transferéncia de carga do K;[Fe(CN)g]/K3[Fe(CN)g] na superficie do filme, num processo
conhecido como salto eletronico, do inglés Electron Hopping (LAURENT e SCHLENOFF,
1997; CRESPILHO et al. 2006), demonstrando uma menor resisténcia
(R2 = 6,972x10°Q cm™).

Além disso, verifica-se que entre os filmes drop-coated, o que apresentou maior valor

de R2 foi o filme contendo apenas AH (R2 = 4,445x10%). O valor de R2 verificado para o
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filme drop-coated contendo apenas Pt-SiPy"CI" é cerca de 3,6 vezes menor (R2= 1,236x10°)
do que verificado com o filme drop-coated contendo AH. Isto nos indica que as Nps-Pt
incorporadas no SiPy*Cl™ auxiliam no processo de transferéncia de elétrons na superficie
eletrodica.

Quando se tem AH na parte externa, o grande nimero de grupos organicos presentes
na estrutura deste polieletrolito, pode bloquear o acesso do elétron até as Nps-Pt decorrente da
interacdo do K4[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] com a superficie do filme, o que leva a um aumento
no valor do R2 (2,872x10°Q cm™). A interago de fons Fe (I11) e Fe (11) com as estruturas do
AH ¢ conhecida na literatura. Em funcdo das caracteristicas estruturais das substancias
hdmicas, existem algumas possibilidades de ligacdo com este metal. A ligacdo pode ocorrer
como quelante entre grupos carboxila e hidroxilas fendlicas; quelacdo entre dois grupos
carboxila ou complexacdo com o grupo carboxila (MANAHAN, S. 1991).

Na Figura 25 (b) pode-se comparar os diagramas de Nyquist obtidos com os filmes
LbL (AH/Pt-SiPy"Cl"); e (Pt-SiPy'CI/AH); na presenca de uma concentragdo fixa de EE2
(3,84 x 10®° mol L™). E possivel constatar que a interagdo da superficie dos filmes com o
horménio EE2, propicia um aumento no valor da resisténcia de transferéncia de carga
proveniente do K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s]. Novamente, verifica-se que para o filme contendo
AH na parte externa, o aumento do R2 é mais pronunciado (6,945x10%Q cm™) o que indica
forte interacdo entre o AH da superficie eletrodica com o EE2 e bloqueio das Nps-Pt
incorporadas no SiPy*Cl". Estes resultados podem explicar os menores valores de correntes
faradaicas observadas nos resultados obtidos com voltametria por pulso diferencial (Figura
18) encontrados com o filme (Pt-SiPy"CI"/AH)s em relagdo ao filme (AH/Pt-SiPy*CI")a.

Desta forma, a escolha pelo filme contendo Nps-Pt na parte externa (AH/Pt-SiPy*CI)3
como um sensor eletroquimico, novamente € justificada, ja que possivelmente ocorre uma
significante adsorcdo do EE2 na superficie do filme (Pt-SiPy"CI/AH)s. No entanto, até
mesmo com o filme LbL (AH/Pt-SiPy"CI")s, onde observou-se menor valor de R2 na presenca
de EE2, verifica-se um aumento nos valores de R2, com 0 aumento da concentragdo do
horménio EE2, como mostrado na Figura 26.

O comportamento observado pode ser explicado pelo fato de que um aumento na
concentracdo de EE2 leva a uma diminuicdo da transferéncia de carga proveniente do
Ka[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s]. Quanto maior a concentracdo de EE2 maior o bloqueio na

superficie do eletrodo o que aumenta os valores de R2.
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Figura 26- Representacio Nyquist (impedéncia imaginaria x impedancia real) para o filme (AH/Pt-SiPy*Cl),
em diferentes concentragdes de EE2. Utilizou-se solucio de 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] dissolvidos
em 0,1 mol L de NaH,PO,, pH 7, em potencial de circuito aberto com frequéncia 10 KHz-100 mHz e
amplitude 10 mHz.

1400 | Filme LbL (AH/Pt-SiPy'CI), em [EE2] mol L*
= 0
12004 © 3.84x 10°
5,06 x 10°
~ 10004 v 740x10°
g 9,64 x 10°
= 80071 < 1,07x10"
-4
N 600 h 1,18 x 10 .
@] o <o
i <
N 400+ W YTy, <,
‘a " iz, ° vvv 44
200{ ¥ AN “

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zr Ohm cm?

Os valores de R2 e C1 para o filme (AH/Pt-SiPy*CI)3; em diferentes concentracdes de
EE2 é mostrado na Tabela 16.

Tabela 16- Resisténcia de transferéncia de carga e capacitancia calculados utilizando o programa ZViewa partir
dos semicirculos obtidos com o filme (AH/Pt-SiPy*Cl); em diferentes concentracdes de EE2 e na presenca de 5
mmol L™ de K,[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)g] dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7, em potencial de circuito
aberto com frequéncia 10 KHz—100 mHz e amplitude 10 mHz.

[EE2] em mol L R2(Q) C1(F)

0 6,455x10° 8,597x10°
3,84x10° 6,97x10? 7,962x10°
5,06 x 10 7,802x10° 8,643x10°
7,40 x 10° 8,503x10” 7,931x10°
9,64 x 10° 1,082x10° 9,211x10°
1,07 x 10* 1,215x10° 6,72x10°°
1,18 x 10 1,265x10° 7,880x10°

Fonte: A autora

A escolha do filme contendo 3 bicamadas nos estudos eletroquimicos para
determinacdo do horménio EE2, também pode ser justificada por EIE (Figura 26), pois
verificou-se que um aumento no nimero de bicamadas proporcionou um aumento na
resisténcia de transferéncia de carga decorrente ao maior nimero de espécies eletroquimicas
disponibilizadas pelo processo de deposicdo. Este aumento nos valores de R2 com o numero
de bicamadas ¢ ilustrado na Figura 27 e os valores de R2 e C1 para os filmes contendo 3, 6 e
10 bicamadas de (AH/Pt-SiPy*ClI’), sdo mostrados na Tabela 17.
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Figura 27- (a) Representacdo Nyquist para os filmes LbL, (AH/Pt-SiPy'Cl);, (AH/Pt-SiPy"Cl)s e
(AH/Pt-SiPy*Cl)y, na presenca de 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)¢] preparados em 0,1 mol L™ de
NaH,PO,, pH 7, em potencial de circuito aberto com frequéncia 10 KHz—100 mHz e amplitude 10 mHz.
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Tabela 17- Resisténcia de transferéncia de carga e capacitancia calculados utilizando o programa ZView a partir
dos semicirculos obtidos com os filmes (AH/Pt-SiPy*CI)s, (AH/Pt-SiPy"Cl) e (AH/Pt-SiPy*Cl’)y, na presenca
de 5 mmol L™ de K4[Fe(CN)g]/K3[Fe(CN)g]dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7.

Eletrodo R2(Q) Cl(F)
(AH/Pt-SiPy*Cl); 6,972x10° 7,962 x10°
(AH/Pt-SiPy*Cl)g 8,673 x10° 5,645x10™
(AH/Pt-SiPy*Cl) 10 1,076x10° 9,262x10°

Fonte: A autora

E possivel verificar que a medida que o nimero de bicamadas aumenta, o valor de R2
aumenta gradativamente passando de 6,972x10* Q cm™ no (AH/Pt-SiPy*Cl'); para 8,673 x10
Q cm™ no filme LbL contendo 6 bicamadas (AH/Pt-SiPy*"Cl)s e para 1,076x10° Q cm™ no
filme LbL contendo 10 bicamadas (AH/Pt-SiPy*Cl)1, (Figura 27).

A maior quantidade de espécies quimicas presentes nos filmes contendo mais
bicamadas dificulta o acesso por difusdo na superficie do eletrodo. Estes resultados
corroboram com o que foi observado nas imagens de AFM (Figura 15), onde se verificou que
os filmes com menos bicamadas mostraram maior homogeneidade com uma menor
rugosidade decorrente a melhor distribuicdo das espécies na superficie do FTO. Também pode
explicar as melhores respostas eletroquimicas observadas com o filme LbL (AH/Pt-SiPy*CI);
na determinagdo do EE2. Este filme exibiu maiores valores de corrente de oxidagao para EE2
(Ipa = 17,26 pA), em relagdo aos demais filmes contendo mais bicamadas, que se mostraram

menos sensiveis (Figura 27).
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Embora o filme contendo 3 bicamadas de (AH/Pt-SiPy"Cl)s tenha se mostrado
levemente mais resistivo que o FTO (Figura 26 (b)), os resultados eletroquimicos de
voltametria, indicaram que a presenca dos precursores AH e Pt-SiPy*CI no filme, forneceu
um incremento na corrente de oxidacdo da EE2 em cerca de 8,32 uA, num potencial de 360
mV menos positivo, em relagdo ao eletrodo FTO (lpa = 8,97pA). Isto nos mostra a
importancia da modificacéo do eletrodo.

A analise dos valores de C1 observados na Tabela 16 nos permite verificar um
pequeno aumento no valor de C com o aumento no numero de bicamadas que passa de 7,962
x10°° F no filme (AH/Pt-SiPy*CI); para 5,645x10™ F no filme (AH/Pt-SiPy*Cl)s e 9,262x10°
F no filme (PPV/Pt-SiPy"CI")1. Os valores de C1 obtidos nos mostram que com o aumento da
quantidade de espécies na superficie do FTO, aumenta-se também a capacidade do filme em
agir como um meio onde se permite o alinhamento de ions (polarizacédo do dielétrico).

A impedancia de Warburg (W), analisada as baixas frequéncias, também é observada
nos diagramas de Nyquist obtidos neste estudo. O fator W é representado por uma regido
linear a 45° do eixo real na representacdo de Nyquist (BARSOUKOV & MACDONALD,
2005) e esta relacionado ao limite difusional da espécie eletroativa K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s]
presente na superficie dos filmes LbL. Desta forma, a partir dos diagramas de Nyquist
obtidos, 0 modelo de circuito equivalente proposto se encontra na Figura 28.

Figura 28- Circuito equivalente proposto para os diagaramas de Nyquist obtidos nos estudos utilizando os

eletrodos FTO, (AH/Pt-SiPy*CI);, (AH/Pt-SiPy*Cl)s, (AH/Pt-SiPy*'Cl),e (Pt-SiPy"CI/AH); na presenca de 5
mmol L™ de K,[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)g]dissolvido em 0,1 mol L™ de NaH,PO,, pH 7.

R1
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w
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Este circuito contém a resisténcia do eletrélito (R1), um capacitor referente a dupla
camada elétrica (C1), a resisténcia de transferéncia de carga (R2) e uma componente
difusional W. Este modelo de circuito equivalente tem sido aplicado em vérios trabalhos
visando a investigacdo de processos existentes na superficie de filmes LbL (VYAS e WANG,
2010) Por exemplo, Vyas et al. (2010), investigando a condutividade de polimeros em filmes
finos, atribuiram este mesmo circuito equivalente para o filme LbL (PPV/PSS); formado por

poli (estireno sulfonado) (PSS) e poli (p-fenilenovinileno) depositados sobre eletrodo de ouro.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta dissertacdo mostram que a deposi¢do alternada do
acido hdmico como polianion natural e do Pt-SiPy"Cl" como um polication sintético em
diferentes substratos solidos foi possivel em funcdo das diversas densidades de carga na
cadeia destes polieletrolitos fracos e totalmente carregados nos valores de pH empregados
(pH 7,9 para 0 AH e pH 2,9 o Pt-SiPy*CI"). A constatacio da presenca dos grupos ionizaveis
foi confirmada pelo valor negativo de potencial zeta encontrado para o AH (-53 mV) que
indicou a presenca de grupos negativos na estrutura desta macromolécula. Pode estar havendo
interacdo entre esses grupos negativos e 0s grupos positivos dos anéis piridinios do hibrido Pt-
SiPy*CI’, cujo potencial zeta encontrado é de 173,33 mV.

A modificacdo da superficie do eletrodo pelo processo de automontagem por camadas
alternadas foi um procedimento muito simples e répido, viabilizando o preparo diario dos
filmes LbL contendo AH e Pt-SiPy’Cl. Mesmo se tratando de moléculas de natureza
complexas, a deposicao do filme ocorreu independente do tipo do substrato, do tamanho e de
sua topologia. A constatacdo da presenca destes polieletrolitos nos filmes LbL construidos nas
arquiteturas moleculares (AH/Pt-SiPy*CI), e (Pt-SiPy"CI'/AH),, foi obtida primeiramente por
medidas de espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis. Verificou-se que houve
crescimento dos filmes formados pela deposicdo alternadas dos polieletrolitos AH e Pt-
SiPy"CI". No entanto, o crescimento foi mais linear para a arquitetura (AH/Pt-SiPy*'CI),
devido a duas suposicdes, ou a interacdo mais efetiva entre o0 AH e o substrato do que a
observada entre o Pt-SiPy"Cl e o0 substrato, ou devido ao AH proporcionar mais cargas
negativas para a interagido do anel piridinio do SiPy'CI. Estas interacdes, grande parte
eletrostatica, sdo confirmadas pelos deslocamentos das bandas nos espectros de UV-Vis dos
polieletrolitos depositados nos filmes LbL em relacdo as soluces.

A presenca dos polieletrdlitos AH e Pt-SiPy"Cl" nos filmes LbL também foi
confirmada por medidas de FTIR e Raman, onde observou-se nos espectros dos filmes, as
principais bandas de absorcdo dos precursores e 0 desaparecimento de algumas bandas em
funcéo da presenca das NPs-Pt nas cavidades do SiPy*ClI". Verifica-se também que as bandas
sdo mais intensas e definidas nos espectros do filme (AH/Pt-SiPy*"Cl)3, em relagdo ao filme
(Pt-SiPy'CI'/AH)3. Esta observagdo corrobora os resultados de UV-Vis, que mostraram que
na arquitetura (Pt-SiPy*CI/AH),, a partir de 12 bicamadas ndo ha crescimento linear da

absorbéancia em funcéo do nimero de bicamadas.
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As imagens de AFM revelaram um crescimento mais linear entre 0 numero de
bicamadas e a rugosidade de superficie para o filme LbL (AH/Pt-SiPy*CI)so. Isto indica que a
quantidade de material depositada pode influenciar diretamente nos fendbmenos de superficie
como a quantidade de sitios ativos. A constatacdo da espessura média de cada bicamada em
2,6 nm mostra que os filmes s&éo homogéneos e confirma a sua natureza nanoestruturada, com
algum grau de interpenetracao entre os polieletrélitos devido & natureza complexa do AH.

As medidas eletroquimicas indicaram as melhores respostas utilizando-se a
voltametria por pulso diferencial. Dos sensores investigados, verificou-se melhores respostas
na oxidacdo do EE2, utilizando o filme (AH/Pt-SiPy’Cl)s. Este eletrodo demonstrou
eletrocatalise superior para a oxidacdo do EE2 (6,25 x 10 mol L) com correntes de
oxidacdo mais intensas (Ipa = 17,26 WA) e baixos valores de potencial de pico (Epa = 0,74 V)
em relacdo ao substrato sem modificacdo, FTO (lpa = 8,97 HA) com Epa = 1,1 V). A
sequéncia de deposicdo influenciou na intensidade da corrente de oxidacdo do EE2.
Verificou-se que a intensidade de corrente de oxidacao obtida com o filme (AH/Pt-SiPy*CI);
é maior (Ipa =17,26 pA) do que para o filme (Pt-SiPy'CI7AH)s (Ipa = 14,07 pA), fato que
pode ser atribuido a presenca das NPs-Pt que por estarem diretamente em contato com a
solucdo de EEZ2, facilitam o processo de transferéncia de elétrons. Ao contrério, a presenca de
AH na parte externa, minimiza a capacidade das NPs-Pt em atuarem como mediadoras de
elétrons na oxidacdo do EE2. Diferente do nosso filme, os melhores resultados eletroquimicos
relatados na literatura sdo para filmes LbL com AH na parte externa, o que nos mostra que a
natureza do polication empregado € essencial na resposta eletroquimica.

Os parametros experimentais otimizados na determinacdo de EE2 foram o eletrodo
(AH/Pt-SiPy*Cl')s no eletrélito suporte NaH,PO,, 0,1 mol L™ em pH 7. Além disso, o aspecto
da curva corrente-potencial obtida para a oxidacdo do EE2 em intervalos de potencial de 0 a
1,6 V € semelhante ao descrito para outros estrogénios em condi¢des experimentais similares.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica indicou um aumento na resisténcia de
transferéncia de carga com o aumento no ndmero de bicamadas do filme (AH/Pt-SiPy*CI),.
Além disso, a analise dos diagramas de Nyquist nos revelou a grande contribuicdo da
presenca do AH na arquitetura do filme para aumentar a resisténcia de transferéncia de carga.
Constatou-se que a interacdao da superficie dos filmes com o horménio EE2, propiciou um
aumento no valor de R2 resisténcia proveniente do Ks[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)g].

Baseado no aumento da intensidade de pico obtidos nos espectros de UV-Vis,
deslocamentos das bandas nas medidas de FTIR, o aumento do valor da corrente de pico

proporcionado pela presenca do AH e NPs-Pt nos filmes (AH/Pt-SiPy*CI),, e diminuicdo da
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resisténcia de transferéncia de carga, pode ser explicado pelo fato desta macromolécula ser
constituida por grande quantidade de grupos funcionais como COOH, OH-fendlicos, OH-
enolicos, OH-alcoolicos, C=0O de quinonas e hidroxiquinonas, e cetonas, 0s quais
disponibilizam maior nimero de sitios para ocorrerem as interagdes com o grupo piridinio do
SiPy*CI". Diferente disto, quando se tem um filme (Pt-SiPy"CI/AH),, a presenca da grande
macromolécula tende a bloquear a transferéncia de elétrons do analito até a superficie
eletrodica.

De uma forma geral, pode concluir que os resultados obtidos nesta dissertacdo
atenderam a perspectiva de construgdo de um sensor eletroquimico contendo a macromolécula
natural AH e o hibrido Pt-SiPy"Cl" para determinagio do horménio EE2. Isto pode ser
firmado pelos resultados obtidos como a sensibilidade (0,68 umol L™), LD = 1,06 x 10°® mol
L e LQ igual a 3,52 x 10° mol L™. Além disso, estes resultados levam a uma perspectiva
futura de aplicacdo deste sensor eletroquimico na determinacdo de estrogénios em amostras

farmacéuticas e ambientais.
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