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RESUMO

As propriedades de materiais fluorescentes sado de grande interesse na
biomedicina, principalmente para o desenvolvimento de marcadores e sensores
bioldgicos. Para isso, os nanocompodsitos de PANI/Cu se destacam por exibirem
propriedades fluorescentes notaveis na regido visivel, com um rendimento quantico
tipico da ordem de 9%. Neste trabalho os compdsitos de PANI/Cu séo sintetizados
em uma unica etapa com o uso de um agente oxidante fraco (CuSQ4) e formagao
simultadnea do polimero e de particulas metalicas. A combinag¢ao das propriedades do
polimero e metal, por sinergia, criam propriedades unicas ao material, as quais podem
ser controladas. Através da variagdo de alguns parametros de preparagédo (pH e
concentragéo de reagentes), é possivel controlar simultaneamente o comprimento de
onda correspondente a intensidade maxima de fluorescéncia e as propriedades
elétricas dos nanocompoésitos. Para isso, foi realizado um planejamento fatorial
objetivando a otimizagdo da sintese do composito hibrido e a obtengdo de uma
resposta otima de fluorescéncia. A fluorescéncia foi investigada através da
Espectroscopia de Fluorescéncia, do calculo de rendimento quantico relativo (8,8 %)
e do tempo de vida de fluorescéncia (2,62 ns). Para um melhor entendimento do
composito foram investigadas suas caracteristicas elétricas, espectroscopicas e
estruturais, através de técnicas de UV-Vis, FTIR, DLS, Espectroscopia Eletroquimica
de Impedancia, Potencial Zeta e MET. Finalmente, para avaliar a biocompatibilidade,
foram realizados ensaios preliminares de citotoxicidade do compdsito frente a
diferentes tipos de células de mamiferos, sendo possivel verificar que a partir de certa
concentragdo de PANI/Cu existem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05)

entre o grupo tratado e o grupo controle. Para as células de macrofagos a CCsg foi de

353,4 yg/mL, enquanto que para as células Vero obteve-se uma CCsg de 324,5 ug/mL,

resultados que levam a uma aplicagao biolégica mais segura.

Palavras-chave: Fluorescéncia. Nanocompdésitos. PANI/Cu. Citotoxicidade.



ABSTRACT

The properties of fluorescent materials are of great interest in biomedicine, mainly
for the development of biomarkers and biological sensors. For this, PANI/Cu
nanocomposites are notable for exhibiting remarkable fluorescence properties in the
visible region, with a typical quantum yield of the order of 9%. In this work, PANI/Cu
composites were synthesized in a single step with the use of a weak oxidizing agent
(CuS0Oq4) and simultaneous formation of the polymer and metal particles. Synergy of
polymer and metal properties can create properties that are unique to the material,
which can be controlled. By varying some preparation parameters (pH and reagent
concentration), it is possible to simultaneously control the wavelength corresponding
to the maximum fluorescence intensity and the electrical properties of the
nanocomposites. For this, we performed a factorial planning aiming the optimization of
hybrid composite synthesis and obtaining an optimum fluorescence response. We
investigated fluorescence using fluorescence spectroscopy, relative quantum yield
(8.8%) and fluorescence life (2.62 ns). For a better understanding of the composite, its
electrical, spectroscopic and structural characteristics were analyzed through UV-Vis,
FTIR, DLS, Electrochemical Impedance Spectroscopy, Zeta Potential and MET.
Finally, to evaluate the biocompatibility, we tested the cytotoxicity of the composite
against different types of mammalian cells. It was possible to verify that starting from
a given concentration of the composite there are statistically significant differences (p
<0.05) between the treated group and the control group. For the cells of macrophages
the CCsowas 353.4 ug / mL, whereas for the Vero cells a CCsg of 324.5 ug / mL was
obtained, results that lead to a safer biological application.

Keywords: Fluorescence. Nanocomposites. PANI/Cu. Cytotoxicity.
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1 INTRODUGAO

Os polimeros condutores possuem propriedades elétricas exclusivas, que
possibilitam a criacdo de materiais luminescentes, supercapacitores, eletrodos
analiticos e biossensores (SEYMOUR & KIRSHENBAUM, 1986; KUCEKOVA, 2013).
Esses polimeros possuem propriedades quimicas e eletroquimicas controlaveis, boa
estabilidade ambiental, além da flexibilidade de processamento caracteristica dos
polimeros convencionais.

Dentre os polimeros condutores, a polianilina (PANI) tem recebido ampla
atencdo devido as suas convenientes propriedades, como facilidade de sintese,
mecanismos estaveis de conducgdo elétrica, alta estabilidade ambiental e,
especialmente, por sua caracteristica unica de mudar suas propriedades de transporte
de carga na protonagdo (SANTOS et al., 2013). De fato, diferentemente do que é
observado, por exemplo, no caso de polipirrol (PPY) ou de derivados do politiofeno, a
condutividade de cadeias de PANI dissolvidas podem ser controlada ndo apenas por
processos padrao de reducado de oxidagado, mas também por uma simples variagao
de pH (NALWA, 1997; MACDIARMID, 2001; FRATODDI et al. 2015).

Sabendo da grande aplicabilidade dos polimeros condutores, varios trabalhos
tém investigado as propriedades de compdsitos hibridos metal/polimeros condutores
em diversas aplicagées (DE MELO et al., 2009; UYGUN & ASLAN, 2010; LIU et al.,
2012;2 LIU et al., 2013). Entre esses materiais, nanocompodsitos formado por
nanoparticulas (NPs) metalicas dispersas em um polimero condutor, tal como a
polianilina ou o polipirrol, vém se destacando, pois essa combinag&o cria uma sinergia
que possibilita novas caracteristicas, que nédo se fazem presentes em cada um dos
componentes separadamente (NASCIMENTO et al., 2011; LIU et al., 2013). Essas
caracteristicas sinérgicas despertam o interesse de cientistas e engenheiros por
potencializarem o uso desses materiais para o desenvolvimento de novas tecnologias
em nanoescala e produtos na industria quimica, fisica e 6tica, como, por exemplo,
aplicacbes na area de catalise (CHRISTINA et al., 2011) e sensores (LANG et al.,
2012).

O uso da PANI na sintese desses nanocompdsitos é de particular interesse, e
trabalhos como o de Santos et al. (2013), Bogdanovi¢ (2015; 2018) e Sapurina &
Shishov (2012), investigaram a interagdo da PANI com diferentes tipos metais.
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Atualmente, as nanoparticulas dos metais mais estudadas para a formagao desses
nanocompaositos sdo o cobre (LIU et al., 2013), prata (LIU et al., 2012) e o ouro (ALVES
et al., 2011). De um modo geral, a preparagdao desses compasitos de polianilina e
nanoparticulas metalicas ocorre com a incorporagcdo das nanoparticulas em uma
matriz de PANI, durante ou apds o processo de polimerizagdo (HUNG & WEI, 2010).
Porém, como descrito em Santos et al. (2013) e Bogdanovic¢ (2015; 2018), é possivel
sintetizar esse material em uma unica etapa, ao promover a formagao simultanea de
particulas metalicas do metal e do polimero correspondente.

Muitos trabalhos ja investigaram a sintese e caracterizagdo de compositos de
PANI/AuNPs e suas diversas aplicagdes, que incluem marcadores biologicos,
sensores de acido desoxirribonucléico (DNA), sistemas de reconhecimento molecular
e eletrdbnica em nanoescala (ZHAI & MCCULLOUGH, 2004). Porém ha poucos relatos
sobre os compdédsitos de PANI/CuNPs e muitos trabalhos discutem apenas suas
propriedades fisico-quimicas e atividades antimicrébicas (BOGDANOVIC et al., 2015;
TAMAYO et al., 2016), sem explorar seu potencial para outras aplicagdes.

Neste trabalho, apresentamos detalhes de um procedimento de sintese em uma
unica etapa que leva a formacao de compaositos de PANI/Cu que exibem propriedades
fluorescentes notaveis na regiao visivel, com um rendimento quéntico tipico da ordem
de 9%. Esse valor € algumas ordens de magnitude maior do que aqueles associados
as CuNPs isoladas ou a amostras de PANI pura encontradas na literatura (SANTOS
et al., 2013; WANG et al., 2019). Também discutimos as caracteristicas elétricas,
espectroscopicas e estruturais desses materiais hibridos e mostramos que, através
da variagéo de alguns parametros de preparacgao (pH e concentragédo de reagentes),
€ possivel controlar simultaneamente o comprimento de onda correspondente a
intensidade maxima de fluorescéncia e as propriedades elétricas dos
nanocompaositos.

Por fim, investigamos possiveis aplicagdes para o compédsito de PANI/Cu com
base em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, que incluem testes de
diagnodstico (SANTOS et al., 2013) e aplicagdes biologicas (LIMA, 2019). Para isso,
um ensaio de citotoxicidade do material é explorado, pois para qualquer material que
entre contato com um sistema biolégico ou organismos vivos, sua biocompatibilidade

deve ser avaliada para que seu uso possa ser considerado como adequado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Preparacgao e caracterizacao de nanocompdsitos de PANI e cobre, e a avaliagao
dos parametros experimentais que contribuem para suas propriedades fluorescentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar a fluorescéncia do compdsito de PANI/Cobre a partir da variagao
controlada das condi¢des de sintese;

. Caracterizar o composito hibrido mais promissor obtido a partir do planejamento
experimental;

. Avaliar a citotoxicidade desse compadsito sobre células Vero e macrofagos J774;

. Investigar o efeito do compadsito sobre células de cancer cervical humano.
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3.1 LUMINESCENCIA
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Luminescéncia € a emissao de luz por qualquer substancia que esteja em um

estado eletrénico excitado. Quando o material absorve energia, parte dela pode ser

emitida na forma de luz (ou seja, uma onda eletromagnética). Ao ser absorvida pelo

material, a energia recebida pode causar a excitagdo de elétrons de um nivel de mais

baixa energia ocupado para um outro, desocupado e de mais alta energia. Como,

porém, atomos de um material tendem a permanecer em seu estado de menor

energia, o elétron excitado termina por retornar ao nivel original, menos energético,
liberando assim um féton de luz (SHINDE et al., 2013).

Existe uma variedade de tipos de luminescéncia, que sdo nomeados de acordo

com a fonte de energia ou com o fator que desencadeia o processo. A Tabela 1 mostra

alguns exemplos de luminescéncia.

Tabela 1 - Tipos de Luminescéncia de acordo com o modo de excitagao.

Fenémeno
Fotoluminescéncia (fluorescéncia e
fosforescéncia)

Quimiluminescéncia
Bioluminescéncia
Triboluminescéncia
Catodoluminescéncia
Eletroluminescéncia

Termoluminescéncia

Radioluminescéncia

Sonoluminescéncia

Modo de excitagao
Radiagao eletromagnética/fétons

Reacdo quimica

Processo bioquimico

Energia mecanica (friccdo, compressao)
Feixe de elétrons

Campo elétrico

Material aquecido apds armazenar
energia por irradiagao

Radiagéao ionizante (Raios-X, q, B, Y)
Campo sonoro

Fonte: MURTHY & VIRK (2014).
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O tempo caracteristico (t¢) para que ocorra a emisséo de luz apds a absorgéo

da radiacdo pode variar em uma faixa que vai de intervalos menores que 10%s até a
ordem de dias (SHINDE et al., 2013; MURTHY & VIRK, 2014). Se o intervalo é curto

(tc < 10®s), o processo é chamado de fluorescéncia, com intervalos mais longos (t¢c

> 10® s) correspondendo aos casos de fosforescéncia. Em ambas as situagdes, os
atomos ou moléculas dos materiais absorvem luz em um dado comprimento de onda
e a emitem em um comprimento de onda maior (ou seja, de menor frequéncia) que o
da luz incidente, por conta de processos de dissipagao de energia que ocorrem por
meio de fenbmenos nao radiativos (no que é chamado de lei de Stokes ou de
deslocamento Stokes) (MURTHY & VIRK, 2014). De um modo geral, os fluoréforos
(isto é, as moléculas fluorescentes) podem apresentar um deslocamento de Stokes
que é afetado por fatores como a influéncia do solvente, reagdes envolvendo o estado
excitado, formagao de complexos e/ou transferéncia de energia, processos que seréao
discutidos a seguir (LAKOWICZ, 2006).

A fluorescéncia é um fendmeno que independe da temperatura, por ser o
resultado de transigbes de um estado singleto excitado para o estado singleto
fundamental (ver Fig. 1), processos que obedecem a regra da simetria de spin (ou
seja, nesse caso o elétron no estado excitado mantém seu spin com a mesma
orientagdo que a do estado fundamental). Assim, por envolver transicdes permitidas,
o decaimento da fluorescéncia com a emissao de um foton pode ocorrer rapidamente
(ATKINS & JONES, 2012; MURTHY & VIRK, 2014).

Por sua vez, a fosforescéncia € um processo que depende da temperatura, com
a emissdo de luz ocorrendo a partir de um estado excitado tripleto, como mostra a Fig.
1. Isso porque, nesse caso, ao passar para o estado excitado o elétron muda sua
orientacdo de spin, que se torna a mesma que a dos elétrons que permaneceram no
estado fundamental. Como resultado, as transi¢cdes para o estado fundamental sao
agora proibidas pela regra da multiplicidade de spin, o que faz as taxas de emisséo
correspondentes serem mais lentas que no caso da fluorescéncia (SHINDE et al.,
2013).
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Figura 1 - Representagao dos estados fundamental, excitado singleto e excitado tripleto.
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ApOs a absorgéo de energia pelo material, e antes que ocorra a emissdo de um
féton, outros processos de desativacdo podem competir com a emissao radiativa, tais
como decaimentos ndo radiativos (isto €, sem envolver emissdo de radiagao) e
processos de quenching (“extingdo”), nos quais a intensidade de fluorescéncia é
diminuida devido a interagdes do estado fundamental ou do estado excitado do
fluoréforo com outras espécies em solugdo (DANUTA, 1988). Estes processos sao
melhor visualizados em um diagrama de Jablonski (Fig. 2).

Um diagrama de Jablonski ilustra os processos de absorg¢ao e emissao (SHINDE
et al., 2013). Na Fig. 2 sdo mostrados tanto o estado fundamental, quanto o primeiro
e 0 segundo estados eletronicos, representados por So, S1 € Sy, respectivamente.
Para cada nivel de energia eletrénica de um fluoréforo estdo associados varios niveis
de energia vibracional (designados por 0, 1, 2, etc.). A excitagdo corresponde a
transicbes eletrbnicas representadas como linhas verticais, para ilustrar a natureza
instantanea da absorgao de luz (DANUTA, 1988; LAKOWICZ, 2006; SHINDE et al.,
2013).
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Figura 2 - Diagrama de Jablonski modificado. (1) absorgao de um féton, (So) estado
fundamental, (Sn) estado excitado singleto, (S1) primeiro estado excitado singleto, (2)
relaxamento vibracional (RV), (3) cruzamento interno (Cl), (4) cruzamento intersistemas (CIS),

(Tn) estado excitado tripleto, (5) transicao radiativa e (6) transi¢gao nao radiativa.
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Fonte: adaptado de MURTHY & VIRK (2014).

Pelo uso de setas retas e curvas, esse diagrama mostra as transi¢cées possiveis
entre autoestados apds a exposicdo de uma molécula a luz de um determinado
comprimento de onda. Setas retas representam transicdes radiativas, nas quais a
transicdo entre dois estados de energia envolve a absorgdo ou emissao de um féton
de luz. Setas curvas ilustram transi¢cdes ndo radiativas, em que nao ha absorgio ou
emissdo de luz. Em um diagrama de Jablonski, varias vias diferentes retratam a
maneira como um sistema pode absorver fétons de um determinado comprimento de
onda e depois dissipar a energia recebida sob a forma de fétons de menor energia.
Assim, a maioria dos diagramas comega com setas saindo do estado eletrénico
fundamental e termina com as setas retornando para ele (DANUTA, 1988).

Com a absor¢ao da radiacao de uma frequéncia caracteristica, os elétrons das
moléculas ganham energia e passam a ocupar um estado excitado singleto S, onde,
a depender da energia absorvida, n pode assumir valores 1, 2, 3, etc. De acordo com
a regra de Kasha (HIEN et al., 2018), apés a molécula ser excitada para niveis

vibracionais mais elevados, o excedente de energia é primeiramente dissipado de
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maneira ndo radiativa, ficando o fluoréforo em um nivel vibracional de mais baixa
energia Sn, em um processo chamado de relaxamento vibracional (RV). Esse
relaxamento tem a duracio tipica de aproximadamente 10-'? s, sendo um processo
relativamente rapido que independe do comprimento de onda de excitagédo
(LAKOWICZ, 2006). Estando agora o fluoréforo no nivel vibracional S,, de energia
mais baixa, ele pode em seguida passar para um nivel Sn.1, em um processo chamado
de cruzamento interno (Cl), que ndo envolve a emisséo de radiagéo.

Caso a multiplicidade do spin permaneca a mesma, dois fenbmenos podem
ocorrer a partir do estado eletrénico S4. O primeiro tipo é o Cl, que ocorre quando a
diferenga de energia entre S1 e So ndo é muito grande, de modo que seus niveis
vibracionais se sobrepdem, fazendo com que os elétrons retornem ao estado
fundamental através de um relaxamento vibracional, sem a emissdo de radiagao
eletromagnética. Isso se faz possivel durante colisdes da molécula do fluoréforo em
seu estado excitado com moléculas vizinhas do solvente (SHINDE et al., 2013). A
segunda possibilidade é que ocorra a fluorescéncia (F), que ocorre quando a diferenca
de energia entre S1 e Sp é relativamente grande, de modo que a desativagéo para o
nivel fundamental envolve a emissdo de radiagéo na forma de luz (LAKOWICZ, 2006).

Caso a multiplicidade do spin ndo permaneca a mesma, por conta da natureza
da relaxacdo do estado excitado do fluoréforo, outro processo ocorre, a
fosforescéncia. Nesse caso, temos o fendmeno chamado de cruzamento intersistema
(CIS). Nesse tipo de processo, uma molécula excitada no nivel vibracional mais baixo
de S1 pode se rearranjar em um nivel vibracional de mesma energia, mas
correspondente a um estado tripleto Tn, como mostrado na Fig. 2. Estando em um
nivel vibracional mais energético Tn, através de relaxagdes vibracionais a molécula
pode entdo passar para o nivel vibracional mais baixo, T1. Os processos CIS podem
ser rapidos o suficiente (10 77— 10 - s) para que venham a competir com os processos
de dessexcitagao a partir de S1, como os processos de fluorescéncia e de conversao
interna. Tecnicamente, muito embora o cruzamento entre estados de multiplicidade
diferente seja proibido, a intensidade do acoplamento entre 0 momento magnético
orbital e 0 momento magnético do spin pode ser grande o suficiente para permitir que
esse processo venha a ocorrer (SHINDE et al., 2013).

A fluorescéncia retardada (“delayed fluorescence”) € um outro fenbmeno que
pode ocorrer, em situagdes em que a diferenga de energia entre os niveis S1e T1 é
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pequena, com o tempo de vida T1 sendo suficientemente longo para que o cruzamento
inverso T1 5 S1 possa acontecer. A emissao resultante possui a mesma distribuicdo
espectral da fluorescéncia normal, porém com uma constante de decaimento superior,
pois antes de decair a molécula se encontra no estado tripleto (BERDEN-ZRIMEC et
al., 2010).

Alguns desses processos sdo considerados proibidos por regras de selegao’,
em especial por multiplicidade de spin, levando a fenébmenos com escala de tempo
diferente. A multiplicidade de spin de um estado eletrénico esta relacionada com o
momento magnético resultante do spin S pela expressao 2S + 1. A multiplicidade é
igual ao numero de orientagdes possiveis para um mesmo valor de momento angular
do spin total resultante. Se o elétron excitado esta emparelhado com o elétron que
permaneceu no estado fundamental, o momento de spin resultante € zero, a
multiplicidade do spin € igual a 1 e dizemos que a molécula esta em um estado
excitado singleto (S+). Por outro lado, se os elétrons nos estados fundamentais e
excitados estdo desemparelhados, entdo S = 1 e a multiplicidade do spin é 3,
constituindo o chamado estado excitado tripleto (T1) (DEICHMANN, 2005).

Segundo a regra de Hund (KATRIEL & PAUNCZ, 1977) para a multiplicidade de
spin, temos que para estados gerados pela mesma configuragao eletronica, quanto
maior a multiplicidade, menor sera a energia. Assim, o estado tripleto € mais estavel
que o singleto e uma transigéo direta T> S é dita proibida. Quando mais permitida for
a transicdo, menor o tempo de vida da molécula no estado eletrénico excitado. Por
esse motivo, a emissao da fosforescéncia ocorre em tempos muito maiores que a
fluorescéncia (S > S) (ATKINS & DE PAULA, 2008).

3.1.1 Fatores que influenciam a fluorescéncia

Muito embora seja dificil prever teoricamente quais moléculas poderao exibir
luminescéncia sem que se saiba ao certo a diferenca de energia entre os estados
singletos excitado e fundamental, alguns fatores na estrutura das moléculas podem

ser decisivos para que ocorra o fenbmeno. Moléculas aromaticas, por exemplo,

1 Regras de selecdo s&o um conjunto de restricbes que governam a probabilidade de transi¢gdo de um
sistema fisico de um estado para outro. Elas permitem distinguir entre “transicbes permitidas”, que
ocorrem com maior probabilidade, e as “proibidas”, que tém uma menor probabilidade de ocorrer.
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possuem uma estrutura relativamente rigida e rica em elétrons m, e isso faz com que
elas sejam boas candidatas a serem fluoréforos. Uma molécula rigida possui liberdade
vibracional restrita, o que diminui significativamente os processos de desativagdes
nao-radiativas por Cl, com o consequente aumento da eficiéncia quantica fluorescente
(SCHULMAN, 1977).

Por sua vez, como tanto a fluorescéncia quanto o CIS ocorrem a partir do
primeiro estado excitado (S1), a natureza desse estado é critica para a determinagao
do comportamento luminescente de uma molécula. Em moléculas orgénicas, a
fluorescéncia se origina das transigdes entre o orbital = antiligante e =« ligante (r * -
™), € em menor propor¢gdo entre o m antiligante e o ndo ligante n (m * - n). Assim,
uma estrutura plana e a presenca de muitas ligagbes m em uma molécula favorecem
sua fluorescéncia, pois uma estrutura desse tipo permite maior conjugagéao entre os
sistemas de elétrons  (INGLE & CROUCH, 1988).

A presenca de grupos substituintes na molécula também afeta a fluorescéncia e
o tipo de luminescéncia. Por exemplo, os grupos hidroxi (-OH), metoxi (-OR), amino (-
NR2), cianeto (-CN) e sulfénico (-SO3H) tém tendéncia em amplificar a fluorescéncia.
Por outro lado, grupos cetdnicos (-C=0) carboxilicos (-COOH) e halogénios (-X)
favorecem o CIS, trocando a multiplicidade da populacéo excitada (S1 para Th) e, por
consequéncia, diminuindo a fluorescéncia (INGLE & CROUCH, 1988).

Além dos fatores associados com a estrutura molecular, € preciso também que
0 meio no qual a molécula se encontra seja favoravel para que a radiagdo radiativa S+
— Sp acontecga, uma vez que fatores como a temperatura, pH, solvente e presencga de
outras espécies podem gerar efeitos nas caracteristicas luminescentes da substéncia,
afetando nao apenas a velocidade com que os processos radiativos e ndo-radiativos
ocorrem, mas também a natureza e a energia relativa do estado excitado de menor
energia (SCHULMAN, 1977).

Por exemplo, a mudanga na temperatura afeta a viscosidade do meio. O
aumento da temperatura causa mais colisbes das moléculas do fluoréforo com as
moléculas do solvente, facilitando os processos de relaxamento vibracional (RV) na
desativacao do estado excitado. Como a fluorescéncia € um fendbmeno relativamente
rapido, o efeito da temperatura € menos critico, de modo que ele pode ser observado
a temperatura ambiente (NICHOLS, 1910; BOWEN & SAHU, 1959). Ja a influéncia do
pH dependera da natureza dos grupos funcionais da molécula. A basicidade ou acidez
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da molécula é determinada por sua estrutura eletrénica, a qual, durante a excitacéo a
partir do nivel fundamental, sofre mudancas especificas, o que provavelmente leva a
mudangas no carater acido ou basico. Também, a mudanga de basicidade e acidez
da molécula entre seu estado fundamental e seu estado excitado influenciara na
diferenca entre a absorcao e o espectro de fluorescéncia devido a mudanca de pH:
guanto maior a diferenga na basicidade da molécula, maior € a natureza da mudanca
durante a ionizagao, sendo muito comum observar significante discrepéncia entre as
propriedades luminescentes de moléculas protonadas e nao-protonadas
(SCHULMAN & WINEFORDNER, 1970).

Outro fator que influencia tanto o fendmeno de fluorescéncia quanto as
propriedades do espectro de emissao dos fluoroforos é a natureza do solvente (ou
seja, suas propriedades fisicas e quimicas) e do ambiente local (tais como, sua
composi¢do, temperatura, presenca de impurezas, etc.) (LAKOWICZ, 2006).
Enquanto a polaridade do solvente é uma das causas da origem dos deslocamentos
Stokes, tanto sua viscosidade quanto seu carater prético podem afetar de maneira
significativa a luminescéncia. O aumento da viscosidade pode reduzir a taxa de
colisbes entre as moléculas, diminuindo as desativagdes por quenching, uma vez que
a difusdo das espécies desativadoras é reduzida com a diminuigdo da fluidez do meio.
Assim, por exemplo, a difusdo do oxigénio aumenta as desativagdes do estado
tripleto, afetando a fosforescéncia. Ja a polaridade e o carater prético do solvente sdo
importantes por afetarem a energia do estado excitado (INGLE & CROUCH, 1988;
LAKOWICZ, 2006).

Em transigdes do tipo = - ©’, comuns na fluorescéncia, a molécula se torna mais
polar em seu estado excitado, adquirindo um carater mais basico em relagdo ao
estado fundamental. Desta forma, o aumento da polaridade do solvente, ou do seu
carater proético, acaba reduzindo a energia relativa do estado excitado da molécula,
fazendo com que o espectro de emissédo ocorra em comprimentos de onda maiores
na dire¢cado do vermelho (no chamado deslocamento batocrémico). Além de provocar
o deslocamento do espectro, essa diminuicdo de energia facilita outros processos,
como o Cl, o que reduz a fluorescéncia. Ja para as transigbes n - ©’, ocorre uma
reducado da polaridade do estado excitado em relagdo ao fundamental, e 0 aumento
da polaridade ou do carater prético do solvente desloca o espectro para comprimentos
de onda menores na diregdo do azul (no deslocamento hipsocrémico). Ha ainda
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moléculas que mudam seu estado excitado a depender da polaridade do solvente ou
de seu carater protico, podendo passar de seu estado singleto excitado n - «” para = -
n’, 0 que explica por que algumas substancias que ndo fluorescem em solventes
apolares ou ndo-préticos podem apresentar intensa fluorescéncia em solventes
polares ou préticos (INGLE & CROUCH, 1988; INGLE, 1998).

A presenca de certas substancias pode também desativar o estado excitado
singleto através do chamado quenching dinédmico. Ao entrarem em contato com o
fluoréforo de interesse, essas moléculas podem atuar como desativadoras, ao
passarem para seu estado excitado, com o fluoréforo retornando a seu estado
fundamental. Por sua vez, a magnitude da desativagdo dependera da concentragao
dessas espécies desativadoras e de seu poder de difusdo no meio (SCHULMAN,
1977; INGLE & CROUCH, 1988; ERA et al., 2003; LAKOWICZ, 2006).

3.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A resposta de um experimento de espectroscopia de fluorescéncia é geralmente
apresentada sob a forma de espectros de emissao, ou seja, graficos da intensidade
de fluorescéncia versus o comprimento de onda (nm) ou ndmero de onda (cm™)
correspondente.

De uma maneira geral, as medidas de fluorescéncia podem ser feitas em estado
estacionario ou no modo resolvido no tempo. Medidas no estado estacionario sao
aquelas realizadas com uma iluminagao e observacao constantes. Nela, a amostra é
excitada por um feixe continuado de luz, sendo a intensidade do espectro de emisséo
entdo registrada. Ja as medidas resolvidas no tempo, que além de permitir determinar
a intensidade da resposta, sao uteis por possibilitar medir os tempos de decaimento
de fluorescéncia e a existéncia de uma possivel anisotropia da amostra, se baseiam
em uma excitagao pulsada e requerem um sistema de velocidade de deteccdo que
permita registar dados na escala de tempo de nanosegundos. Nesse tipo de medida,
o pulso de excitagao deve ter uma duracio tipicamente menor que o tempo esperado
para o decaimento da amostra (LAKOWICZ, 2006).
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3.1.3 Rendimento quantico e tempo de vida de fluorescéncia

O rendimento quantico e o tempo de vida sdo talvez as caracteristicas mais
importantes de um fluoréforo. O rendimento quantico, uma medida da eficiéncia de
um processo de fluorescéncia, € definido como o numero de fétons emitidos em
relagdo ao numero de fotons absorvidos, em uma dada unidade de tempo
(LAKOWICZ, 2006), na forma

n° de fotons emitidos (1 )

Qf =

n°de fotons absorvidos

Assim, o rendimento quantico pode ser relacionado com a taxa de emissao
radiativa (k;) e ndo-radiativa (knr) (LAKOWICZ, 2006), pois ambas sao responsaveis
pela diminuigdo da populacdo do estado excitado. O rendimento quantico pode ser

expresso como

o= —— . (2

Kr+Km

Devido as perdas Stokes que ocorrem através das relaxacgdes vibracionais para
niveis vibracionais inferiores, o rendimento quantico € sempre menor que a unidade
(0 = ¢ = 1), podendo chegar muito proximo de um quando a taxa radiativa € muito
maior que a nao radiativa (knr << k;) (CHRISTOPOULOS & DIAMANDIS, 1996;
LAKOWICZ, 2006).

Por sua vez, o tempo de vida (t) é também importante, por estar associado com
o tempo disponivel para que o fluoréforo interaja ou se difunda por sua vizinhanga.
Ele é definido como o tempo médio que a molécula passa no estado excitado antes
de retornar ao estado fundamental. O tempo de vida da fluorescéncia esta na ordem
de 10 ns (LAKOWICZ, 2006) e pode ser expresso em relagéo as taxas de decaimento

radiativo e nao radiativo de acordo com

1
kr+kny

T =

(3)

Como o decaimento € um processo aleatoério, as moléculas nao decaem todas
elas exatamente em t = 7, de modo que o tempo de vida € apenas uma média do
tempo que a molécula passa no estado excitado.

Apss um pulso de excitagdo instantdneo da molécula fluorescente, a curva de

decaimento de fluorescéncia segue uma cinética de primeira ordem, na forma
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onde Fie Fosao as intensidades de fluorescéncia no tempo t e 0, respectivamente, e
K é a taxa constante de dessexcitacédo, que corresponde a soma das taxas de todos
0s possiveis caminhos de dessexcitagao, ou seja,

k=ki+ ki + ke + ket + ...= ki + Koy, (5)

onde kr é a taxa de fluorescéncia, k; a taxa da Cl e RV, kx € a taxa de CIS, ket a taxa
da transferéncia intermolecular e ks € a soma das taxas de caminhos n&o radiativos.
O tempo de vida radiativo, t , é entdo definido como o tempo requerido para que a
emissao de fluorescéncia decaia por um fator 1/e de sua intensidade inicial apos a
excitagdo. Substituindo Ft na Eq. 5 por Fo/e (intensidade de fluorescéncia apds tempo
T), obtemos a relagao

= k™1, (6)

a qual indica que o tempo de vida é igual ao inverso da constante de taxa. Ao

combinarmos as Egs. 5 e 7, encontramos

Fo=Foe™/t,  (7)
ou seja,

InF, = InFy— = . (8)

Ao plotar um grafico InF; versus t, obtemos uma linha reta com coeficiente
angular igual a -1/ t. Caso se tenha apenas uma espécie emissora, o tempo de vida
pode ser calculado a partir desse grafico linear, uma vez que se admita ser o pulso de
excitacdo consideravelmente menor que o tempo de vida (CHRISTOPOULOS &
DIAMANDIS, 1996).
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3.2 POLIANILINA (PANI)

A polianilina (PANI) € um dos polimeros condutores (Anexo A) que mais vem se
destacando ao longo dos anos devido a facilidade de sua sintese e processamento,
boa estabilidade quimica em condicbes ambientes, além de suas propriedades
elétricas, o que abre a possibilidade de seu uso em diferentes aplicagdes tecnologicas
(MATTOSO, 1996). Em 1985, MacDiarmid verificou que quando em solugédo acida
aquosa o monémero de anilina podia ser quimicamente oxidado pelo peroxidissulfato
de amoénio (APS), do que resulta um pé verde de PANI com uma condutividade de 3
S/cm (WAN, 2005).

A polianilina, o unico polimero condutor que existe em trés formas estaveis de
oxidagao, consiste de unidades monomeéricas agrupadas em blocos reduzidos (y) e
oxidados (1-y) (MATTOSO, 1996; BOEVA & SERGEYEV, 2014), onde y pode variar

entre zero e um, como pode ser observado na Fig. 3.

Figura 3 - Estrutura da PANI na forma de base nado dopada, onde 0 <y < 1.

Fonte: adaptado de BOEVA & SERGEYEV (2014).

O estado redox da polianilina depende do valor de y. Caso y = 0, temos a forma
totalmente oxidada, que é chamada de pernigranilina, a variedade isolante do
polimero. Quando y = 0,5 a polianilina € chamada de esmeraldina, o que corresponde
a forma condutora da PANI. Finalmente, se y = 1 tem-se a forma totalmente reduzida
da PANI, chamada de leucoemeraldina, a qual é também isolante (BOEVA &
SERGEYEYV, 2014). Tanto a pernigranilina quanto a esmeraldina podem ocorrer como
sais ou bases (CHIANG & MACDIARMID, 1986; MACDIARMID & EPSTEIN, 1989) e
esses estados de oxidacao sao afetados pelo pH do meio. As cinco formas comuns
podem facilmente se transformar umas nas outras por reacdes de oxidacdo-reducao
ou acido-base, como visto na Fig. 4. Assim, a PANI no seu estado isolante pode ser

convertida a um material com caracteristicas metalicas, e vice-versa, simplesmente
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pela adicdo de determinadas espécies quimicas que podem interagir com a cadeia

principal, caracterizando a dopagem do polimero (MATTOSO, 1996).
Figura 4 - Diferentes estados redox da polianilina de acordo com diferentes pH.
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Fonte: Adaptado de BOEVA & SERGEYEYV (2014).

As propriedades de transporte dos sistemas conjugados, com um
comportamento que pode ser tanto metalico quanto ndo metalico, sdo altamente
influenciadas pelo nivel de dopagem e de desordem estrutural. Durante o processo
de dopagem, a criacdo de defeitos locais dentro da estrutura polimérica leva a
formacao de solitons, podlarons e bipdlarons. No caso da polianilina, que possui um
estado fundamental ndo degenerado, a dopagem protdnica esta associada com a
formagao de polarons e bipdlarons (BREDAS et al., 1984).

Como mostrado na Fig. 4, a dopagem da PANI ocorre em meio acido, com a
protonacdo dos atomos de nitrogénio nos sitios basicos (aminas [-NH -] e iminas
[=N-]) através do par isolado dos atomos de nitrogénio (BOEVA & SERGEYEV, 2014;
VARGAS et al., 2018). O par isolado é o sitio preferencial mais ativo para a adigao
de prétons nos nitrogénios da imina. A protonag&o provoca uma despopulagéo parcial
do sistema de elétrons 11, devido a oxidagao parcial, no processo de dopagem do tipo
p. Nessa etapa, comegam a surgir estados eletrébnicos no meio do gap devido a
distor¢ées na cadeia polimérica em torno das cargas geradas quando da protonagao,
resultando no aparecimento dos polaron (um ion-radical). Devido a protonagao, a
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cadeia adquire carga positiva, sendo sua eletroneutralidade garantida pelos contra-
ions (anions) provindos do proprio acido HA usado (VARGAS et al., 2018). A
polianilina ndo dopada é um isolante com um gap da ordem de 3,8 eV. Apos a
dopagem, a condutividade é aumentada por 10 — 12 ordens de magnitude (BOEVA &
SERGEYEYV, 2014).

O comportamento metalico da esmeraldina protonada pode ser explicado
mediante o modelo da “rede polarénica” (Fig. 5), que se baseia em uma transi¢cao que
ocorre em duas etapas dos bipdlarons isolados, que sao inicialmente formados no
processo de tratamento acido pela protonagdo dos nitrogénios iminas vizinhos aos
anéis quinona e se dissociam espontaneamente para formar um par de pélarons.
Numa segunda etapa, os polaron se separam para formar uma rede polarénica que
se assemelha a forma totalmente reduzida da polianilina, a leucoesmeraldina (y=1),
dando origem a uma banda de valéncia semipreenchida (ENGERT et al., 1994;
MATTOSO, 1996; MACDIARMID, 2001; PADILLA, 2011).

Caso a polianilina seja dopada com acidos que contenham anions volumosos e
solventes que interajam com estes anions, as cadeias poliméricas passam a assumir
uma conformagado estendida. Esta conformagao permite maior interacdo entre os
estados polarénicos, promovendo deslocalizagdo e maior extensdo da conjugacgéo 1
e, consequentemente, provoca o aumento da condutividade. Outro fator importante
relacionado ao aumento da condutividade da PANI esta associado com a total
protonac&o dos grupos iminas, por isso, o grau de dopagem deste polimero depende
do pH da solugao acida em que esta inserido (VARGAS et al., 2018).
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Figura 5 - Representagao da dopagem com acido protonico da polianilina na forma de base
esmeraldina. Em (a) a cadeia antes da protonagao; de (b) a (d) depois de 50 % de protonagao
com: (b) formacao de bipodlarons, (c) formagao de polarons e (d) separagido dos poélarons

resultando na rede polarénica.
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3.3 COMPOSITOS DE POLIANILINA E NANOPARTICULAS DE COBRE
(COMPOSITOS DE PANI/CUNPS)

Ao longo dos ultimos anos, compodsitos de polimeros e metais tém atraido muita
atengao pelo fato de suas propriedades permitirem muitas aplicagdes praticas (DE
MELO et al., 2009; UYGUN & ASLAN, 2010; LIU et al., 2012;2; LIU et al., 2013). Entre
esses materiais, nanocompositos formado por nanoparticulas (NPs) metalicas
dispersas em um polimero condutor, tal como a polianilina ou o polipirrol, ttm se
destacado, pois essa combinagdo cria uma sinergia que possibilita novas
caracteristicas, que nao se fazem presentes em cada um dos componentes
separadamente (NASCIMENTO et al., 2011; LIU et al., 2013). Essas caracteristicas
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sinérgicas despertam o interesse de cientistas e engenheiros por potencializarem o
uso desses materiais para o desenvolvimento de novas tecnologias em nanoescala e
produtos na industria quimica, fisica e o6tica, como, por exemplo, aplicagées na area
de catalise (CHRISTINA et al., 2011), sensores (LANG et al., 2012), dispositivos de
memoria (DIVYA & SANGARANARAYANAN, 2011) e imagem biolégica (UYGUN &
ASLAN, 2010; LIU et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

O uso da polianilina (PANI) na formagdo desses compdsitos € de particular
interesse devido a sua alta estabilidade ambiental, baixo custo de monémero, grande
faixa de condutividade e sua grande variagdo cromatica resultante dos diferentes
estados de oxidagdo da PANI por conta da dopagem ou desdopagem. Isso faz com
que a PANI seja comumente usada como componente ativo em varios campos,
principalmente na constru¢ao de dispositivos eletronicos (LIU et al., 2012). Por outro
lado, as nanoparticulas dos metais atualmente mais estudadas para a formacéao
desses nanocompaositos sdo o cobre (UYGUN & ASLAN, 2010; LIU et al., 2012; LIU
et al., 2013), prata (LIU et al., 2012) e o ouro (DE MELO et al., 2009; HUNG & WEI,
2010; ALVES et al., 2011).

De um modo geral, a preparagdo desses compositos de polianilina e
nanoparticulas metalicas ocorre com a incorporagcdo das nanoparticulas em uma
matriz de PANI, durante ou apds o processo de polimerizagdo (HUNG & WEI, 2010).
Assim, por exemplo, no trabalho de Uygun e Aslan (2010) o cobre metalico (Cu®) é
primeiramente sintetizado em uma solugao aquosa pela reducédo de Cu* por NaBH4 e
sé entdo, apdés a acidificagdo do meio, que ocorre a incorporacdo da anilina,
resultando em polianilina com metais de cobre dispersos em sua cadeia. Ja no
trabalho de Liu et al. (2013), um nanocoldide de cobre foi fabricado por exploséo
elétrica de fio (EEW) em solugao de acido poliacrilico (PAA) e etanol. Nessa sintese,
um fio de Cu foi instalado entre dois eletrodos e imerso na solugdo de PAA passando
por ele uma corrente de alta densidade. Devido a alta taxa de injecdo de energia, um
plasma de cobre é formado, em seguida resfriado e condensado em nanoparticulas
de cobre que se dispersaram na solugao de PAA. Por fim, a polimerizacao in situ de
anilina na suspensdo de cobre é realizada em meio acidificado com auxilio do
peroxidissulfato de amonio.

Por outro lado, outros trabalhos relatam metodologias mais simples de sintese,
onde compdsitos de PANI e nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo preparados pela
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polimerizagdo da anilina usando acido tetracloroaurico (HAuCls") (DE MELO et al.,
2009; BERZINA et al., 2011). Nessa metodologia, a redugdo do HAuCl4" ocorre ao
mesmo tempo que a oxidagdo da anilina, com a formag&do simultdnea das
nanoparticulas de ouro e da matriz polimérica. Porém, para evitar a aglomeracgéo das
AuNPs devido a interagdes ibnicas (DE MELO et al., 2009), é necessario introduzir na
sintese de um agente de protecéo para separa-los (DE MELO et al., 2009; LIU et al.,
2013; SANTOS et al., 2013). Como reportado em Selvakanna et al. (2004 a; 2004 b)
e por Berzina et al. (2011), AuCls pode ser reduzido por moléculas contendo amina,
0 que resulta na formacao simultanea de particulas metalicas de ouro e do polimero
correspondente. Por sua vez, no trabalho de Kinyanjui e Hatchett (2004) a oxidag&o
da anilina pelo AuCls ocorre com a formacao simultdnea de quantidades em massa
de um composto PANI/AuNPs, o que permite uma boa dispersdo das nanoparticulas
de ouro na matriz de polianilina.

O mesmo método (DE MELO et. al. (2009) e SANTOS. et. al. (2013)) foi usado
no presente trabalho para possibilitar a sintese dos compdsitos de polianilina com
nanoparticulas de cobre (PANI/CuNPs). Em geral, os trabalhos de sintese de
compositos de PANI e cobre reportados na literatura envolvem a formacao de
nanoparticulas de o6xido de cobre ou de outros compostos, como Cu.Se
(SANGAMESHA et al., 2014; NADAF & VENKATESH, 2015; SHUBHA et al., 2015),
ou correspondem a sintese das nanoparticulas de cobre separadamente da matriz
polimérica, com o uso de um agente oxidante como o persulfato de amdnia para
permitir a polimerizacdo (UYGUN &ASLAN, 2010; LIU et al., 2012; LIU et al., 2013;
SHUBHA et al., 2015).

Algumas aplicagbes dos compositos de PANI/CuNPs reportadas na literatura
exploram suas propriedades fisico-quimicas em atividades antimicrobianas (TAMAYO
et al., 2016). Como mostrado por Bogdanovi¢ (2015; 2018), os compdsitos de
PANI/CuNPs se mostraram eficientes quando aplicados em atividades bactericidas e
fungicidas, exibindo concentracgdes inibitdrias e bactericidas menores que as relatadas
para outros nanocompositos. Além disso, ha também o relato do uso desses
nanocompodsitos em sensores do gas cloroférmio, como reportado por Sharma et. al.
(2002), com base no fendbmeno de adsor¢ao-dessor¢ao da molécula-alvo na superficie
de aglomerados de Cu. N&o foram encontrados, porém, relatos na literatura de
trabalhos discutindo a fluorescéncia dos compdsitos de PANI/CuNPs. Pelos trabalhos
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de de Melo (2009), Alves et al. (2011), Alves et al. (2013) e Santos et al. (2013), sabe-
se que a intensidade da fluorescéncia dos compdsitos de PANI/AuNPs é significativa,
permitindo sua aplicagédo em testes de diagndstico molecular.

3.4 MECANISMO DE SINTESE

A polimerizacdo da anilina e sintese da polianilina em qualquer uma de suas
formas pode ser feita por métodos eletroquimicos ou quimicos. De acordo com Wei et
al. (1989), ambos os tipos de sinteses envolvem duas etapas, com a primeira sendo
a oxidacdo do monémero de anilina, pela remog¢ao de um elétron do par isolado do
nitrogénio, para formar um cation-radical que € estabilizado por ressonancia. Em uma
segunda etapa, a depender do pH do meio este cation-radical pode reagir com um
outro cation-radical para formar as espécies diméricas. Estas espécies, uma vez
formadas s&o mais facilmente oxidadas fazendo com que acoplamentos sucessivos
as moléculas do monémero promovam o crescimento da cadeia. O passo de
propagacao subsequente é similar a um processo de substituicdo eletrofilica, onde o
terminal oxidado do grupo amino do oligdmero ataca a posi¢géo “para” do monémero,
o que é ilustrado na Fig. 6 (SAPURINA & SHISHOV, 2012).

Figura 6 - Esquema da polimerizagao oxidativa da polianilina.
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Fonte: adaptado de SAPURINA & SHISHOV (2012).
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E surpreendente que a sintese desse polimero altamente regular possa ser
iniciada por uma ampla gama de agentes oxidantes (como persulfatos, que possuem
alto potencial de oxidagcéo de +2,01 V a ferro (lll) com um potencial de + 0,7 V),
principalmente em meio acido, onde a barreira de energia que precisa ser superada
para a propagacgao da cadeia polimérica corresponde a um potencial oxidativo de
+1,05 V, maior que a do meio basico e neutro (SAPURINA & SHISHOV, 2012).
Sapurina e Stejskal (2012) mostraram que a anilina pode ser oxidada por agentes
oxidantes fracos, com um potencial préximo a +1 V, ou até mais baixo. Entretanto, o
uso de agentes oxidantes fracos ndo necessariamente leva a formagao de polimeros
condutores.

A polimerizagdo da anilina pode ocorrer em condigdes de diferentes niveis de
acidez, com a formacgao de produtos com propriedades distintas, do que resultam
cadeias de polianilina em diferentes estados oxidativos. Por exemplo, quando a
polimerizagdo acontece em um meio com baixa acidez (neutro ou basico), € formado
um pé marrom com baixa condutividade. Ja a sintese em meios altamente acidos
produz uma polianilina altamente condutora, uma vez que nessas condi¢cdes a cadeia
pode ser dopada, como mostrado na Fig. 5, com a formagao de bipdlarons, do que
resulta da polianilina na forma de base emeraldina, com coloracdo verde escura
(PADILLA, 2011; SAPURINA & SHISHOV, 2012; BOEVA & SERGEYEV, 2013;
VARGAS et al., 2018).

De acordo com os estudos de De Albuquerque et al. (2004), a medida que a
cadeia da polianilina é reduzida ocorre a transicao de seus estados oxidativos, com a
mudanc¢a da forma base esmeraldina para a base leucoesmeraldina, ou de base
esmeraldina para a pernigranilina. A Fig. 7 mostra um dos resultados para o espectro
de absorgédo UV-Vis obtido pelo grupo (De Albuquerque et al., 2004), onde pode ser
visto que a medida que a redugao ocorre, vai diminuindo a intensidade da banda em
634 nm, atribuida a transferéncia de carga dos anéis benzénicos para os quinoidais,
0 que indica a transicao entre os estados. O contrario acontece caso uma oxidagao
ocorra, como, por exemplo, na dopagem da PANI| por um &cido, levando ao
aparecimento de sua forma condutora, a base esmeraldina, levando a um aumento
de intensidade da banda UV-Vis em 634 nm.
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Figura 7 - Espectros de UV-Vis da PANI na forma de base esmeraldina a medida que pequenas
quantidades de agente redutor sdo adicionadas. EB representa a base esmeraldina pura e R1—
R4 sdao as mudancgas de absorbéancia devido a adigao em etapas de pequenas quantidades de

redutor.
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Fonte: adaptado de DE ALBUQUERQUE et al. (2004).

De fato, ao investigar os diferentes estados oxidativos da PANI, Kang et al.
(1998) observaram também a mudancga da banda em torno de 630 nm, como mostrado
na Fig. 8. Essa mudanga se refere ou ao desaparecimento dessa banda ou um
deslocamento da mesma para comprimentos de onda préximo de 530 nm, no caso da

base prenigranilina, como mostrado na Fig. 8.
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Figura 8 - Espectro de UV-Vis dos diferentes estados oxidativos da PANI.
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Fonte: KANG et al. (1998).

A polimerizagdo da anilina na presenca de agente oxidantes fracos, como o
nitrato de prata (AgNO3), que tem potencial oxidativo de +0,80 V, foi investigado por
Sapurina & Stejskal (2012). Nesse estudo, a polimerizacdo € feita em diferentes
valores de pH (2,5, 6 e 11). Nessas trés faixas de pH, tanto o monémero quanto as
cadeias em crescimento sdo desprotonados, possuindo baixo potencial de oxidagao,
ou estdo presentes em estado protonado com alto potencial de oxidagéo (STEJSKAL,
2013). No curso da oxidagao, o cation de prata € reduzido para a prata metalica, que
pode vir a formar compésitos com produtos poliméricos. E possivel deduzir o
mecanismo de sintese do compdsitos de polianilina e nanoparticulas de cobre com
base nos resultados desse estudo e de outros em que diferentes agentes oxidantes
fracos foram adotados, como Nascimento et al. (2011) e Santos et al. (2013) — que
usaram o HAuCIls (acido tetracloroaurico) — e de Bogdanovic et al. (2015) — que
utilizaram um sal de cobre para a oxidagdo do mondémero e formacédo da cadeia da
PANI. Nesse Ultimo caso, a ideia geral da sintese é que o Cu*? aja como agente
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oxidante e provoque a oxidagdo da anilina, gerando a PANI e cobre metalico (Cu®),
como mostrado na Fig. 9. Nesses mecanismos, a redugdo do Cu*? e a oxidagéo da
anilina ocorrem ao mesmo tempo, o que leva a formagdo simultanea das
nanoparticulas de cobre e da polianilina. Sabendo que os diferentes estados
oxidativos da PANI se formam de acordo com o valor do pH do meio, dois mecanismos
podem ser propostos, um para o caso de meios de alta acidez (NASCIMENTO et al.,
2011; SAPURINA & STEJSKAL, 2012; BOGDANOVIC et al., 2015) e outro para o
caso de acidez média/baixa (SAPURINA & SHISHOV, 2012), como mostrado nas
Figs. 10 e 11, respectivamente.

Figura 9 - Mecanismo geral de sintese do Compdsito PAni/CuNPs.
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Figura 10 - Mecanismo de sintese do compésito PAni/CuNPs em meio de alta acidez.
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Fonte: adaptado de NASCIMENTO et al. (2011) e BOGDANOVIC et al. (2015).

Figura 11 - Mecanismo de sintese do compésito PAni/CuNPs em meio de média e baixa acidez.
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Ao serem formadas, as nanoparticulas de cobre se agregam devido a interagdes
eletroestaticas (SANTOS, 2013). Desse modo, € preciso introduzir na sintese um
agente de protegdo para manté-las separadas na forma de nanoparticulas. Como
discutido em DE MELO et al. (2009), Nascimento et al. (2011) e Santos et al. (2013),
a presenga de um agente estabilizante se faz necessaria para que as nanoparticulas
metalicas sejam efetivamente dispersas dentro da matriz polimérica, pois os ions
metalicos interagem fortemente com os grupos amina e sdo reduzidos no ponto de
contato.

Compostos contendo grupos com terminal -SH, conhecido como tiol, sdo usados
frequentemente como agentes estabilizantes de nanoparticulas metalicas, por
apresentarem forte coordenagdo com metais como o ouro (BERZINA, 2011;
NASCIMENTO et al., 2011), prata (BATTOCCHIO et al., 2012) e o cobre (SHI et al.,
2012; SABBAH et al., 2018). Na sintese usada neste trabalho, o 3-mercaptopropil-
trimetoxisilane (MPTS, HS(CH)3Si(OCHs)s) foi usado como agente protetor e para a
estabilizagcdo das CuNPs formadas. Para isso, no entanto, & preciso antes promover
a hidrélise do MPTS para obter os grupos tiol com cargas positivas livres na superficie,
o que é feito pela presenca de ions H* do meio, como mostrado na Fig. 12
(NASCIMENTO et al., 2011).

Figura 12 — Adicao do agente estabilizante, MPTS, a sintese da PAni/CuNPs.
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Fonte: adaptado de NASCIMENTO et al. (2011).
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3.5 PLANEJAMENTO FATORIAL

Um dos problemas experimentais mais comuns é o de como determinar a
maneira como uma ou mais variaveis (usualmente chamadas de fatores) influenciam
sobre uma outra variavel de interesse (a resposta). Os fatores sdo as variaveis
controlaveis, enquanto que as respostas, nas quais estamos interessados,
representam a saida do sistema, sdo modificadas por alteragcdes nos valores adotados
para os fatores (BUTTON, 2005; VIANA & MEOLA, 2007). Ao saber como essa
influéncia se da, é possivel otimizar a sintese de um componente pela obtencdo da
melhor variavel resposta possivel.

O planejamento dos experimentos, ou seja, a especificagado detalhada de todas
as operacgdes experimentais que devem ser realizadas, vai depender do objetivo
particular que o investigador quiser atingir. Através desse planejamento, € possivel
avaliar a influéncia de todas as variaveis experimentais de interesse e como essas
interagdes influenciam na resposta, possibilitando assim obter de maneira mais rapida
e eficiente a otimizacdo maxima do sistema (TEOFILO & FERREIRA, 2006).

De acordo com Viana & Meola (2007), o uso de um planejamento experimental
na realizagdo de experimentos traz vantagens como:

e a redugao do numero de ensaios, sem prejuizo da qualidade da informagéao;

¢ 0 estudo simultadneo de diversas variaveis, separando seus efeitos;

¢ a determinacao da confiabilidade dos resultados;

e a realizacdo da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo de
NOVOS ensaios;

ea selecdo das variaveis que influem num processo por meio de um numero
reduzido de ensaios;

e a representacdo do processo estudado através de expressdes matematicas;

e a elaboracdo de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre uma dada resposta € necessario
fazer com que este varie de nivel (isto €, de valor), sempre observando o resultado
que essa variagao produz sobre a resposta desejada. Para isso, € preciso que o fator
esteja em ao menos dois niveis diferentes, de modo que o planejamento mais simples
de todos é aquele em que todos os fatores sdo estudados em apenas dois niveis

(NETO et al., 2001). Havendo k fatores sendo controlados, o planejamento de dois
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niveis ird requerer a realizagdo de 2x2x....x2 = 2% ensaios diferentes, no chamado
planejamento fatorial 2K (NETO et al., 2001; TEOFILO & FERREIRA, 2006).

Normalmente, os niveis dos fatores quantitativos sdo nomeados
respectivamente pelos sinais (—) e (+), para o nivel mais baixo e para o nivel mais alto,
sendo que o realmente importante é a relacao inicial entre o sinal dado e o efeito
obtido, ndo existindo um critério definido para a nomeacédo dos sinais. A adogao
desses sinais também permite esquematizar as variaveis na forma de matrizes de
planejamento, as quais organizam as informagdes ligadas ao desenvolvimento de um
planejamento fatorial por relacionar todas as combinagdes possiveis entre os niveis
(EIRAS et al., 2000).

Quando o valor dos fatores é alterado para o nivel baixo (-) ou para o nivel alto
(+), podem ser obtidos dois tipos de resposta: os efeitos principais e os efeitos de
interagdo. O efeito principal, que é calculado como a média dos efeitos individuais,
permite definir qual o efeito médio da variavel examinada sobre as condigbes das
demais variaveis. Ja o efeito de interacdo € aquele causado no sistema devido a
possiveis interagdes entre as variaveis, podendo ser de segunda, terceira ou ordem
superior, a depender do numero de fatores que estdo sendo considerados (EIRAS et
al., 2000). A partir da Tabela 2, onde se representa uma matriz de coeficiente de
contraste para um planejamento fatorial 23, € possivel observar os sinais dos efeitos
de interacdo. Esses sinais, sejam de segunda ordem (Xi2, X13, X23) ou de ordem
superior entre todas as variaveis, sdo obtidos através do produto dos sinais dos fatores
(X1, Xz, X3) para todas as combinacbes possiveis. A coluna da média na Tabela 2

representa o calculo da média de todas as respostas observadas.
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Tabela 2 - Matriz de coeficiente de contraste para um planejamento fatorial 23.

Variaveis Interacdes
Média X1 X2 X3 X12 X13 X23 X123
+ - - - + + + -
+ + - - - - + +
+ - + - - + - +
+ + + - + - - -
+ - - + + - - +
+ + - + - + - -
+ - + + - - + -
+ + + + + + + +

* X123 € um efeito de 32 ordem.

Fonte: Adaptado de TEOFILO & FERREIRA, 2006.

Para calcular os efeitos das colunas da matriz de coeficientes de contraste,
podem ser utilizadas as equacgdes

Yo Vi
efmédio = TO ’ (9)

n/z, —_ 1'1/2 +
ef = Zi=1yl EZL:lyl ’ (10)

2

onde n € o numero de ensaios, yi representa as observagdes individuais, usando Y,
média das respostas, quando houver replicatas. Pela Eq. 9, pode ser calculado o
efeito médio para a média de todas as observagdes, enquanto que a Eq. 10 permite
determinar os efeitos para as variaveis e interagdes usando a diferenca entre as
meédias das observagdes no nivel mais, (yi(+)), e as médias das observagdes no nivel
menos, (yi(-)) (TEOFILO & FERREIRA, 2006).

Da mesma forma que os efeitos podem ser calculados, os mesmos podem ser
interpretados geometricamente, permitindo uma representacdo do planejamento
fatorial na forma de um sistema cartesiano, onde cada eixo corresponde a um fator.
Para um planejamento fatorial simples 22, a interpretagdo geométrica dos efeitos é
mostrada na Fig. 13. Como nesse caso se esta lidando com apenas dois fatores, o
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espaco definido por eles € um plano, com cada um dos quatro ensaios ocupando um
vértice de um quadrado (VIANA & MEOLA, 2007).

Figura 13 - Representacgao de interpretagao geométrica dos efeitos para um planejamento

experimental 22,

t t
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Fonte: adaptado de VIANA E MEOLA (2007).

A partir dessa representacao, os efeitos principais podem ser obtidos como as
diferencas médias entre os valores situados em arestas opostas e perpendiculares ao
eixo do fator em questdo. Ja o efeito de interacdo é a diferenca média entre valores
situados nas duas arestas diagonais do quadrado, sendo considerada positiva a
diagonal que liga o ensaio (- -) ao ensaio (+ +) (NETO et al., 2001). A Fig. 14, por sua
vez, representa a interpretagcdo geométrica dos efeitos para um planejamento fatorial
23, onde cada ensaio (s&o oito, ao todo) esta associado a um vértice do cubo.
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Figura 14 - Representacgao de interpretagao geométrica dos efeitos para um planejamento

experimental 23,

X,

Fonte: VIANA E MEOLA (2007).

Outra analise importante, que permite aperfeicoar o planejamento fatorial, € a
investigacdo da superficie de resposta em torno das condigbes usuais de
funcionamento do processo, de acordo com o mostrado na Fig. 15. Tal planejamento
contém um ponto central, e por isso varre trés niveis de cada fator, e ndo apenas dois.
Assim, é possivel verificar se ha ou n&o falta de ajuste para um modelo linear, o que
seria impossivel caso apenas dois niveis tivessem sido usados. Em uma matriz de
planejamento 22 com ponto central, por exemplo, sdo realizados sete ensaios, sendo

trés deles repeticdes no ponto central (NETO et. al., 2001).

Figura 15 - Planejamento fatorial de dois niveis com ponto central.

X;

Fonte: (NETO et. al. 2001).
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3.5.1 Estimativa do erro do experimento

Para se obter uma resposta confiavel é necessario ter uma estimativa da
incerteza associada aos valores obtidos pelos resultados de um experimento, porque
cada uma das operagdes envolvidas no processo é sempre sujeita a erros, e todos
esses erros irdo se acumular, influenciando o resultado final. Assim, um resultado
insatisfatério pode ndo ser culpa da amostra, e sim das variagbes inerentes ao
procedimento analitico. O mesmo se pode dizer de um resultado aparentemente bom
(BARLOW, 1989).

O erro experimental ocorre de forma aleatéria e ndo pode ser controlado. Uma
maneira de estimar esses erros e avaliar a significAncia estatistica dos efeitos
correspondentes é realizar os experimentos com repeticdes auténticas, chamadas de
replicatas. Estas replicatas precisam refletir a variabilidade total do processo, para que
os erros ndo parecam menores do que realmente sdo. E importante que todas estas
repeticdes sejam realizadas seguindo uma ordem totalmente aleatoria, evitando assim
distor¢des estatisticas que comprometam a qualidade dos resultados obtidos e dos
efeitos calculados (NETO et. al. 2001).

Para estimar o conjunto da varidncia experimental de m ensaios diferentes

repetidos n; vezes, pode ser usada a relagao

SZ — U1S%+ U25%+Ums12n (11)
V1+Va+ Uy ’

onde v; = ni— 1 é o nimero de graus de liberdade de s?, o qual é a estimativa da
variancia do i-ésimo ensaio (NETO et. al. 2001).

3.6 CITOTOXICIDADE DA POLIANILINA, NANOPARTICULAS DE COBRE E
MATERIAIS COMPOSITOS

Devido a suas propriedades eletroquimicas favoraveis, alta condutividade e
estabilidade ambiental e térmica, a polianilina (PANI) tem sido estudada em diversas
aplicagdes, como na protegcdo contra corrosao, em supercapacitores, eletrodos
analiticos ou biossensores (KUCEKOVA, 2013). Atualmente, tem crescido o interesse
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de seu uso na biomedicina, incluindo areas como engenharia de tecidos, estimulagéo
celular e administragdo de farmacos (WANG et al., 2010; SNOOK, KAO & BEST,
2011). Entretanto, deve-se avaliar a biocompatibilidade de qualquer material que entre
contato com um sistema biolégico e organismos vivos para que seu uso possa ser
considerado como adequado.

A citotoxicidade da PANI e seus derivados tem sido reportada em alguns
estudos. Humpolicek et al. (2012), por exemplo, ao estudarem a biocompatibilidade
da PANI, tanto em sua forma condutora como em sua forma de base esmeraldina, em
termos de irritagdo dérmica, mostraram que a PANI em sua forma de base apresenta
menor citotoxicidade. Ja no trabalho de Li et al. (2014), a citotoxicidade de
nanoparticulas de PANI, preparada por polimerizagdo rapida da superficie, foi
estudada em macréfagos celiacos de camundongos, quando se concluiu que a PANI
tem efeitos citotoxicos dependentes do tempo e da dose.

E geralmente descrito na literatura que o polipirrol apresenta melhor
compatibilidade com sistemas biologicos do que a polianilina, o que refletido na
prevaléncia de publicagdes relacionadas a aquele polimero. No entanto, ha poucos
estudos descrevendo as propriedades bioldgicas da PANI pura (HUMPOLICEK et al.,
2012; KUCEKOVA et al., 2014; HUMPOLICEK et al., 2015), e essa escassez de
estudos sugere ser importante investigar com mais detalhes essas propriedades para
que aplicagbes biologicamente orientadas sejam consideradas. De fato, através de
estudos comparativos de biocompatibilidade entre o polipirrol e polianilina,
HumpoliCek et al. (2018) demonstraram recentemente que, ao ser usada a mesma
metodologia e ao ser levada em consideracdo a citotoxicidade basica usando
fibroblastos e embriotoxicidade, a forma do polimero (sal versus base) € mais
importante do que seu tipo (polipirrol versus polianilina). Esses resultados mostraram
que a PANI na forma de base apresenta maior biocompatibilidade em relagao a esses
parametros.

Em relagcdo as nanoparticulas metalicas, varios estudos tém sido feitos sobre
sua aplicagao principalmente como biocidas (YOON et al., 2007; ANYAOGU et al.,
2008; SCHRAND et al., 2010). A atividade antimicrobiana dessas nanoparticulas se
deve ao seu menor tamanho e a alta razédo entre superficie e volume, ou seja, a grande
area de superficie da nanoparticula aumenta sua interacdo com os micrébios

melhorando o espectro de atividade biocida (INGLE et al. 2008). No trabalho de Ingle,
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Duran & Rai (2013), por exemplo, nanoparticulas de cobre demonstraram sua eficacia
contra a vasta gama de bactérias patogénicas, fungos, algas e virus. Entretanto, os
autores concluem que o uso dessas nanoparticulas em altas concentragdes leva a
uma citotoxicidade elevada e preocupante nos tecidos humanos.

O cobre pode ser considerado como um elemento destacado para o
desenvolvimento de novos biomateriais. Durante séculos, uma de suas primeiras
aplicacdes biolégicas foi baseada em sua reconhecida capacidade antimicrobiana
contra uma ampla gama de microrganismos (BORKOW & GABBAY, 2005; MUNOZ-
BONILLA & FERNANDEZ-GARCIA, 2012).0 cobre tem sido usado como purificador
de agua, algicida, fungicida, nematocida, moluscicida e agente antibacteriano e anti-
incrustante (BORKOW & GABBAY, 2005). A vantagem do uso de particulas de cobre
nao se relaciona apenas com a sua eficacia antimicrobiana, mas também com a sua
baixa toxicidade para os seres humanos, em comparagao com outros metais biocidas,
tais como o aluminio e o mercurio (JAISHANKAR et al., 2014; PALZA et al., 2017).

Essa baixa toxicidade em relacéo a outros metais impulsionou o estudo de novos
biomateriais baseados em cobre, sendo a aplicagdo mais estudada para suas
nanoparticulas a atividade antimicrobiana (RUPARELIA et al., 2008; REN et al., 2009).
Além disso, as propriedades dessas nanoparticulas podem ser processadas para
diferentes matrizes poliméricas, permitindo o desenvolvimento de nanocompositos
polimero/cobre com uma ampla gama de bioaplicagdes (CIOFFI et al., 2005; PALZA,
BIKIARIS & TRIANTAFYLLIDIS, 2013; QUIJADA & DELGADO, 2015).

No entanto, apesar do grande potencial dos biomateriais a base de polimero com
nanoparticulas de cobre, a toxicidade para as células de mamiferos desses
compositos foi pouco estudada. Isso € ainda mais importante ao ser considerada a
toxicidade do cobre e de suas nanoparticulas para as células, conforme relatado
recentemente (GAETKE, 2003; CHEN et al., 2006; KARLSSON et al., 2013). E sabido
que se a ingestao de nanoparticulas de cobre exceder o limite maximo no corpo
humano através de qualquer meio, seja por via oral ou nasal, surgem efeitos toxicos
no trato respiratorio, no trato gastrointestinal e também em outros tecidos (Chen et al.
2006).

Neste contexto, os nanocompdsitos poliméricos/metalicos emergem ainda mais
como uma solugcdo para a toxicidade de nanoparticulas metalicas semelhante a

metodologias baseadas em revestimentos organicos (MARTINEZ-GUITIERREZ et al.,
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2013), uma vez que nestes compositos a nanoparticula € incorporada na matriz. A
exemplo disso, os estudos de Shiravand & Azarbani (2017) mostram que o uso das
nanoparticulas de cobre revestidas de fitoquimicos nao levaria a uma diminuicédo da
viabilidade celular de linfécitos humanos, quando tratados com uma concentragao
CuNPs de até 25 pg / mL. Esses estudos indicam que embora as CuNPs sejam
toxicas, sua citotoxicidade é reduzida ao serem revestidas por um material
biocompativel, passando a ser viavel seu uso em processos biologicos (PALZA et al.,
2017).
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4 METODOLOGIA

A sintese do compdésito hibrido foi otimizada através da realizagdo de um
planejamento fatorial no qual estudou-se a influéncia dos reagentes na resposta da
fluorescéncia, visando controlar sua intensidade. Apos a obtencdo de uma resposta
otima, varias técnicas foram usadas para caracterizar o material e comprovar sua
composicao. A fluorescéncia foi estudada através da espectroscopia de fluorescéncia,
do calculo de rendimento quantico relativo e do tempo de vida de fluorescéncia.
Técnicas de espectroscopia no Ultravioleta e Visivel (UV-Vis), espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), determinagdo do tamanho da
particula por espalhamento dindmico de luz (DLS), Potencial Zeta, Espectroscopia
Eletroquimica de Impedancia e Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) foram
usadas para investigar quimica e fisicamente o compdsito. Finalmente, foram
realizados os ensaios de citotoxicidade do compdsito frente a diferentes tipos de

células de mamiferos.

4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

A otimizagio da fluorescéncia foi feita utilizando um planejamento fatorial 22 de
acordo com o proposto por Neto et al. (1995). Estudou-se o efeito de trés variaveis
(fatores) sendo elas a concentragao do sal de cobre — CuSO4+5H20 (sulfato de cobre
penta-hidratado), da anilina (ANI), e do agente estabilizante, o 3-mecaptopropil
trimetoxisilano (MPTS). Para cada fator, dois niveis foram atribuidos, sendo o menor
representando a menor concentragao (-) € um maior a maior concentragéo (+), como
pode ser visto na Tabela 3. Volumes definidos de CuSO4+5H2,0, mostrados na Tabela
3, foram adicionados ao sistema a partir de uma solugdo mae de concentragédo de
0,15 mol/L.
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Tabela 3 - Fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial para a sintese do compésito de

PANI/CuNPs.
Fatores Volume adicionado (uL) Concentragao
Nivel (-)/(+) Nivel (-)/(+)
CuSO04+5H20 18,0 — 36,0 0,26 — 0,53 (mmol/L)
Anilina 14,0 — 28,0 0,0153 - 0,031 (mol/L)
MPTS 50,0 - 100,0 0,027 — 0,054 (mol/L)

No planejamento fatorial, todas as possiveis combina¢des desses dois niveis
foram realizadas de acordo com o mostrado na Tabela 4, onde € possivel analisar
como o resultado da fluorescéncia € afetado por cada fator, totalizando 8
experimentos, os quais foram feitos em triplicata. Os valores dos niveis dos fatores
foram escolhidos de acordo com trabalhos realizados anteriormente por este grupo de
pesquisa e utilizados nos trabalhos de Santos et al. (2013) e Alves et al. (2013), com
diferengas no tipo de sistema obtido, que nos casos mencionados foram compaositos
de PANI/Au.

Tabela 4 - Matriz de planejamento fatorial 23 para a sintese do compésito de PANI/CuNPs.

Experimento CuSO04+5H20 Anilina MPTS
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + - -
6 + - +
7 + + -
8 + + +

Utilizou-se o software Statistica 6.0 (Statsoft, EUA) para a analise estatistica dos
dados, o que permitiu obter a matriz de planejamento, matriz de coeficiente de
contraste, calculos para estimativa dos efeitos, calculos para estimativa do erro e

construcéo dos graficos.
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4.2 MATERIAIS

O sulfato de cobre (CuS04+5H20), MPTS (CsH1603SSi) e 0 acido tetracloroaurico
(HAuCl4*H20) foram adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). A anilina P.A. (CsH7N) foi
fornecido pela empresa brasileiras Nuclear e o etanol (C2HsO) pela Quimica Moderna
(Brasil). Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico, ndo havendo a
necessidade de purificacdo adicional, com excecéo da anilina, que foi destilada sob
pressao reduzida antes do uso e armazenada em cerca de 4°C. Em todos os
experimentos utilizou-se agua deionizada obtida a partir de um sistema de purificagéo
Synergy (Millipore, EUA). Quando necessario, o pH das solu¢gbes do compdsito
PANI/Cu foi ajustado pela adicdo de quantidades apropriadas de hidroxido de sodio
(NaOH — Reagen, Brasil) e acido cloridrico (HCI — Quimex, Brasil).

4.3 SINTESE DO COMPOSITO PANI/Cu

Para a sintese do compdsito usou-se trés reagentes, sulfato de cobre, anilina e
MPTS que foram misturados em 10 mL de etanol em um baldo de fundo redondo de
20 mL em todas as proporgdes prescritas nas Tabelas 3 e 4. Os reagentes foram
adicionados ao alcool em sequéncia, com auxilio de uma pipeta automatica, iniciando-
se com o sulfato de cobre, seguido da anilina e finalizando-se com a adigdo de MPTS.
Essa mistura foi mantida sob agitagdo com uma barra magnética a temperatura
ambiente durante 72h. A Fig. 16 ilustra as etapas de preparagdo do compdsito
PANI/Cu.

Figura 16 - Esquema de preparagdo do compdsito PANI/Cu.
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CuSO, / Anilina / MPTS / Agitagao por 72H
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Sabendo que a PANI possui diferentes estados oxidativos que dependem do pH
do meio, a sintese do compdosito também foi feita em faixas de pH’s mais acidos (pH
de 4 a 3), usando-se o mesmo planejamento fatorial mostrado anteriormente. Nesta
sintese, todos os procedimentos descritos anteriormente foram seguidos, porém antes
da adicdo da anilina e MPTS foram adicionados cerca de 200 pyL de HCl a 1 molar no
meio reacional etanol + CuSQOs. A sintese sem adi¢do de acidos, representada na Fig.
16, ocorre em pH neutro, de aproximadamente 6,5. Ao fim da sintese os compdésitos
permanecem em solu¢do em etanol. Além disso, a ordem de adi¢cdo dos reagentes &
importante e deve ser respeitada, uma vez que, a mudanga dela gera produtos

distintos do desejado.

4.4 METODOS DE CARACTERIZACAO

4.4.1 Espectroscopia de absorgao na regiao do uv-vis

Os espectros de absor¢do na regidao do UV-Vis das solug¢des diluidas (2:1000
v/v) foram obtidos no intervalo de 185 nm a 800 nm, com a utilizagdo de uma cubeta
de quartzo com percurso o6tico de 1,0 cm, em um espectrofotobmetro UV-2600
(Shimadzu, Japao).

4.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

Para as analises de FTIR usou-se o espectrofotdbmetro 4600 (Jasco Corporation,
Japao), com resolugdo de 4 cm™', em um intervalo de frequéncia de 4000 cm™ a 400
cm™ e equipado com acessorio Pro One de Reflexdo Atenuada (ATR), usando um
cristal de ZnSe, com angulo de incidéncia central de 45° e uma area de contato circular
de 4,9 mm?2. As amostras foram analisadas em solugé&o em etanol com a concentragao

que foram sintetizadas.

4.4.3 Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de Fluorescéncia de emissdo foram realizadas em um
espectrofotometro de fluorescéncia, FluoroLog-3 (Horiba, EUA), sendo obtidas em
uma faixa de emissao de 300 nm — 800 nm. As varreduras de excitagdo foram feitas
na faixa de comprimentos de onda entre 290 nm — 400 nm, com a abertura das fendas
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de excitagdo e emissao de 3 mm e o passo de 1 nm para as varreduras. Para isso,
foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, com as medidas
sendo coletadas a temperatura ambiente (24°C). Os resultados do tempo de vida
também foram obtidos como o FluoroLog-3 (Horiba, EUA) e calculadas através dos
programas DAS6 Analysis e DataStation, usando como referéncia o Ludox (Solugao
coloidal de silica (SiO2) - Sigma Aldrich) diluido a 0,02%.

4.4.4 Rendimento quantico relativo de fluorescéncia

O Rendimento Quantico relativo foi obtido utilizando-se o método comparativo
proposto por Willians et al. (1983), que envolve um corante de rendimento quantico
conhecido como padrao de calculo. O corante usado foi o sulfato de quinina
(C20H24N202 - 0.5H204S - H20 — Sigma Aldrich), que apresenta um ¢, de 52 +2 % em
agua (BROUWER, 2011). O procedimento do meétodo consiste em registrar os
espectros de fluorescéncia e absor¢cdo no mesmo comprimento de onda que foi
utilizado para fazer as excitagdes nas medidas de fotoluminescéncia, em todos os
casos foi utilizado 300 nm e 350 nm. Foram medidas no minimo cinco valores de
absorbancias diferentes na faixa de 0,01 < x <0,1. Como é uma relagao linear, plotou-
se um grafico da area integrada de fotoluminescéncia versus absorbancia e com os
pontos obtidos foi feito um ajuste linear dos dados.

Em todos os experimentos o quadrado do coeficiente de correlagéo (r?) foi maior
do que 0,95. Para calcular o rendimento quantico utilizou-se a relagao

. Grad, nz
(pf - (pref (Gradref) (nﬁef) ’ (12)

onde os sobrescritos x e ref representam amostra e padrdo de referéncia, O termo
Grad se refere ao coeficiente de angular obtido das curvas, n é o indice de refragcao
do meio, e ¢ é o rendimento quantico.

Como as solugdes utilizadas sdo muito diluidas pode-se afirmar que o indice de
refragdo da mesma é praticamente igual ao do solvente puro. Uma vez que o solvente
foi 0 mesmo em todas as determinagdes, o termo do segundo paréntese pode ser
simplificado para facilitar os calculos.
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4.4.5 Determinagao do tamanho de particula e do potencial zeta

O tamanho médio das particulas do compdsito PANI/Cu foram determinados no
equipamento Zetasizer NANO-2590 (Malvern Instruments, Reino Unido), onde foram
feitas medidas de espalhamento de luz dinamico, com um laser (A = 633 nm) sob
angulo de espalhamento de 90° e temperatura de 25°C. Ja o potencial zeta (¢) foi
determinado variando o pH do compédsito em uma faixa de 2 — 11 usando o
equipamento ZetaPlus (Brookhaven Instruments Co., EUA) através de medidas da
mobilidade eletroforética.

4.4.6 Espectroscopia eletroquimica de impedancia

As medidas de Espectroscopia Eletroquimica de Impedéancia foram feitas
seguindo procedimento experimental realizado anteriormente por de Lima, de Oliveira
e de Melo (2016). Nele, 1 mL de dispersdes de PANI/Cu (Amostra 7 (+ + -)) sob
diferentes pHs, foram colocados no porta amostra 129622 (DE LIMA, DE OLIVEIRA &
DE MELO, 2016), com disposi¢céo de eletrodo na forma de placas paralelas e cujo
eletrodo inferior foi substituido para receber liquidos. As medidas foram realizadas sob
a tens&o de 100mV e varrendo a frequéncia de 10° até 0,1 Hz.

Os resultados inicialmente foram plotados no grafico de Nyquist (Impedancia
Real x Impedancia Imaginaria) (LVOVICH, 2012). Conforme pode ser observado
inicialmente, o resultado de quase todas as medidas possuia 0 comportamento de um
semicirculo, sendo os graficos que possuem este comportamento bem modelados

pelo circuito de Randles (BARSOUKOV & MACDONALD, 2005) mostrado a seguir:

Rs Rct

VaVa g\/;—
Cdl
f—e

Cada um dos elementos deste circuito possui significado fisico, os quais séo:

¢ Rs — resisténcia de contato;
e Rct — resisténcia de transporte de carga

¢ Cdl — capacitancia de dupla camada
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Entretanto, ao tentar encontrar os melhores parametros, percebeu-se a
necessidade de trocar o capacitor por um elemento de fase constante. Este elemento
nada mais € que um capacitor real, com “defeitos”. A impedancia deste elemento é

dada na forma

1
QUw)“

. (13)

Assim, utilizando o software ZView2, foi realizado o ajuste de cada curva, isto €,
foram procurados os melhores valores de cada elemento para se adequar aos
resultados de impedéancia de cada grafico. No software, ndo € apresentado apenas o
grafico de Nyquist, também sdo apresentados o grafico de Bode (LVOVICH, 2012)
(Frequéncia x Impedancia total e Frequéncia x Angulo de Fase). Apesar da curva
obtida em alguns graficos ndo sobreporem os pontos 100% no grafico de Nyquist, os
valores como todo foram otimizados a fim de atender todos os possiveis graficos (as

medidas sdo como um todo).

4.4.7 Microscopia eletronica de transmissao (met)

As micrografias de transmissado para visualizagdo das nanoestruturas do
composito PANI/Cu foram obtidas pelo uso de um microscépio eletrénico de
transmissao FEI Tecnai Spirit 120 kV (FEI, EUA). Para isso, as amostras foram antes

depositadas sobre uma grade de cobre 400 mesh, revestida com carbono.

4.4.8 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade do compdsito PANI/Cu foi determinada conforme a metodologia
descrita na literatura (ARANDA-SOUZA et al.,, 2018), com excegado a algumas
modificagdes relativas ao tipo de macrofagos e as solugbes usadas para a
solubilizag&do. Para a analise da citotoxicidade dois modelos celulares foram usados:
0 macroéfago? J774 (ATCC® TIB-67TM), células Vero® (ATCC® CCL-81TM).

2 Os macrofagos, células do sistema de defesa, sdo responséveis pela fagocitose de antigenos que ndo sejam
proprios do organismo, atuando em nivel sistémico (LIMA, 2019).

3 As células VERO sdo células epiteliais renais que se localizam nos rins, 6rgaos responsaveis pela excre¢do de
metabolitos passiveis de toxicidade (LIMA, 2019).
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As células Vero e J774 foram plagueadas (na concentragdo de 5 x 10° células
por pogo) em uma placa de 96 pogos contendo 100 pL de meio de cultura RPMI —
sistema tampao contendo aminoacidos e vitaminas que nutrem as células (MOORE &
WOODS, 1977) — suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), e foram
incubadas por 3 horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, para que ocorresse
a adesao no pocgo.

Ap06s o término do periodo de adeséo, as células foram lavadas com o meio de
cultura, sendo em seguida realizado o tratamento com diferentes concentragdes do
composito PANI/Cu (500 a 31,2 ug/mL) por 24 horas. Concluido o periodo de
incubacéo, o meio de cultura foi substituido por uma solugdo de MTT a 0,5 mg/mL
com 100 pL por pogo. O ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) € usado para avaliagdo da viabilidade celular. Quando incubados com
células vivas, o MTT reage com enzimas mitocondriais transformando-se de um
composto amarelo em um outro de cor purpura (Formazan). Uma vez solubilizados,
esses cristais resultantes serdo ent&o o indicativo da viabilidade celular.

A placa foi incubada por 3 horas, a 37°C com atmosfera de 5% de COg, para a
formacgao dos cristais de Formazan. Uma vez verificada a ocorréncia da reacdo, os
cristais de Formazan foram solubilizados através de uma solucéo de isopropanol com
1% de HCI. O produto colorimétrico foi entdo submetido a uma analise
espectrofotométrica no comprimento de onda de 570 nm (Bio-Rad®, California, EUA).

Foram realizados dois experimentos independentes desse tipo, em quadruplicata.

4.4.9 Analise estatistica do ensaio de citotoxicidade

Os valores das absorbancias coletadas do ensaio de citotoxicidade foram
analisados pelo uso do programa SPSS 18.0 (IBM, EUA), pela avaliagdo da regresséo
linear e determinagao da concentragao citotoxica de 50 % (CCso), aquela para a qual
a viabilidade celular é reduzida em 50%. A significancia foi definida a partir de valores
de p <0,05, no qual foram considerados o teste de ANOVA e o Pés-teste de Dunnett
no GraphPadPrism 5.0 (Graphpad, California, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras do composito PANI/Cu foram sintetizadas de acordo com a
metodologia descrita na Segéo 4.3, baseando-se nas composi¢des estabelecidas no
planejamento fatorial mostrado na Tabela 4. Oito produtos diferentes foram obtidos
pela variagado controlada das concentragdes dos reagentes CuSOg, Anilina e MPTS.
As oito amostras possuem coloragcdo amarelada com intensidades distintas a
depender da concentracdo dos reagentes. Todos os 8 sistemas que nao tiveram seus
pHs ajustados durante a sintese possuem pH de aproximadamente 6,5 (neutro). Os
compositos foram mantidos na solugdo de Etanol da sintese e foram submetidos a

analises iniciais para definir o melhor sistema em termos de fluorescéncia.

5.1 UV-Vis

Medidas de UV-Vis foram feitas para avaliar se, para cada um dos diferentes
produtos, teria de fato ocorrido a formagao da polianilina, e em qual estado oxidativo
ela se encontraria. Os resultados de UV-Vis dos oito produtos foram muito
semelhantes, apresentando apenas mudancas de intensidade, sendo representados
pela Fig. 17 através da Amostra A1 (- - -).

A presenca do compodsito PANI/Cu pode ser confirmada pelo surgimento das
bandas caracteristicas da polianilina no UV-Vis, em especial aquelas referentes as
bandas de transi¢cao 1-1m* dos anéis benzendicos (~300 - 360 nm), polaron-1* (~366
- 440 nm) e m-polaron (éxciton molecular) (~700nm — 800nm) (Neoh et al., 1993;
KINYANJUI & HATCHETT, 2004; IOLE et al., 2013), relacionadas com a presenga do
polimero em seus diferentes estados de oxidagdo (NEOH et al., 1993; STEJSKAL &
KRATOCHVFL, 1993; IOLE et al., 2013), assim como a banda caracteristica dos
plasmons de superficie (PS) das CuNPs que, segundo Bogdanovic et al. (2015),
ocorre em aproximadamente entre 560 — 570 nm.

O espectro UV-Vis do composito PANI/Cu da Amostra A1 (- - -) obtido neste
trabalho pode ser visto na Fig. 17. Nele, é possivel observar o aparecimento de trés
bandas principais, situadas em 202 nm, 236 nm e 288 nm. Sabe-se (KINYANJUI &
HATCHETT (2004) e ABDULLA et al. (2015)) que a formagéao do composito, devido
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as interacdes entre a PANI e as nanoparticulas do metal, ocasiona um deslocamento
dos picos caracteristicos do polimero. Assim, podemos associar o pico 288 nm as
transi¢gbes 11- T, que seria na regido do azul, deslocado em comparagao com a PANI
encontrada na literatura (ABDULLA et al., 2015), o que sugere a interagdo entre PANI
e Cu. No entanto, nos espectros de UV-Vis, referente aos 8 produtos, néo foi possivel
observar a banda caracteristica das CuNPs referente ao plasmons de superficie, o
que pode ser devido a reducao da intensidade de absorcéo pela presenca da PANI
circundante e pela baixa concentragdo do metal no meio. Este resultado sugere ainda
que as CuNPs foram eficientemente adsorvidas na estrutura da PANI (XIAOMIAO et
al., 2006).

Figura 17 - Espectro de UV-Vis do compdsito de PANI/Cu em pH neutro da amostra A1 (- - -).
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Percebe-se que na Fig. 17 ndo esta presente a banda caracteristica da PANI
condutora, em sua forma de sal esmeraldina, que deveria ocorrer na regiao ~ (700 —
800) nm. Isso sugere que a sintese realizada em pH neutro n&o gerou a PANI
condutora, tendo possivelmente resultado no polimero em sua forma de base

leucoesmeraldina, de acordo com os mecanismos apresentados em SAPURINA &
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SHISHOV (2012). Kobayashi et al. (1984) relatam que a transigdo 1 - 1" da
leucoesmeraldina ocorre em cerca 305 nm e Huang e MacDiarmid (1993) mostram
que pode ocorrer um deslocamento para o azul, em cerca de 298 nm devido a
mudanga do pH, o que confere com o pico em 288 nm da Fig. 17. Ambos os trabalhos
revelam espectros da leucoesmeraldina que se assemelha muito com o mostrado na
Fig. 17. Outra explicagao para esse resultado seria que a quantidade de PANI formada
foi muito pequena e sua absorc¢ao na faixa ~700 — 800 nm ndo pode ser detectada
pelo equipamento.

A mesma sintese foi feita ainda em um pH < 2, que foi ajustado no inicio da
sintese, antes da adi¢do da anilina. No espectro UV-Vis mostrado na Fig. 18 é possivel

observar as bandas caracteristicas do polimero em sua forma condutora.

Figura 18 - Espectro de UV-Vis do compdsito de PANI/Cu da amostra A1 (---) em pH < 2.
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5.2 FTIR

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier dos compdésitos de
PANI/Cu sdo mostrados na Fig. 19 para as amostras com as menores (- - -) e as
maiores (+++) concentragdes dos fatores. Ambos os espectros apresentam os picos
mais caracteristicos da polianilina, situados em 3320, 2970, 1650, 1454, 1384, 1250,
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1148 e 881 cm™ ', que sdo semelhantes ao PANI padrdo relatado na literatura
(STEJSKAL & TRCHOVA, 2012; IBRAHIM, 2013). A banda que pode ser observada
proxima a 1650 cm™ ! corresponde mais provavelmente a vibragdes N-H em amostras
aromaticas (STEJSKAL & TRCHOVA, 2012).

O espectro da PANI em sua forma de base esmeraldina exibe uma banda tipica
proxima a 1376 cm™, atribuida a vibragdes de estiramento C-N na vizinhanga de um
anel quindide. Deve ser notado, porém, que a banda em torno de 1590 cm" relativa
a deformacgéo quinoidal, ndo esta presente, e apenas uma banda em 1454 cm,
referente a deformagao benzendica, € observada, o que reforca a ideia de que durante
a sintese a PANI ndo teria sido obtida em sua forma condutora, de modo que apenas
a estrutura benzendide reduzida estaria presente. A banda de absorgao em 1250 cm-
' corresponde a vibragdo de alongamento C-N em um agrupamento B-NH-B-NH-B
(onde B é o anel benzénico), enquanto que a banda em 1148 cm™', que é melhor
visualizada na amostra (+++), pode estar associada tanto ao modo N=Q=N (onde Q é
o anel quindide) quanto a deformac&o aromatica C-H no plano (STEJSKAL &
TRCHOVA, 2012; IBRAHIM, 2013;).

Por sua vez, as bandas de absor¢cdo mais intensas observadas em 1086 e 1048
cm™ podem ser atribuidas tanto a deformag&o no plano da ligagdo C-H dos anéis
aromaticos (SANTOS et al., 2013) como ao alongamento assimétrico de Si-O-C e Si-
O-Si, respectivamente, referente a presengca do MPTS (ZHENG et al., 2016). A
proeminente banda em 881 cm™' é associada as vibragdes de flexdo fora do plano C-
H dos dois atomos de hidrogénio adjacentes a um anel benzeno 1,4-dissubstituido,
como reportado por SANGAMESHA, PUSHPALATHA & SHEKAR (2014), e pode-se
atribuir a banda de absorgdo em 631 cm™ a vibragdo dos anéis de benzeno
monosubstituido (NEOH, KANG & TAN, 1993).

A regido de absorgéo acima de 2500 cm™' também traz informagdes importantes
sobre as ligagdes do hidrogénio na polianilina. Um tnico pico em 3320 cm™ pode ser
associado a ligagdo do hidrogénio relacionada ao estiramento N-H, associado, em
aminas secundarias (NEOH, KANG & TAN, 1993), enquanto o pico em 2970 cm diz

respeito ao estiramento simétrico e assimétrico de C-H de carbono terciario.
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Figura 19 - Espectro do FTIR do compdésito PANI/Cu na regido de 500 a 4000 cm™ das amostras
(a) A8 (+++) e (b) A1 (- - -).
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5.3 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

5.3.1 Fluorescéncia

A fluorescéncia também foi medida para os oito produtos listados na Tabela 4, e
com o auxilio do software Statistica 10 (Statsoft, EUA) avaliamos quais seriam os
fatores mais importantes para uma maior intensidade de fluorescéncia do compasito,
e em quais propor¢des eles contribuiriam para isso. O compédsito PANI/Au (SANTOS
et al.,, 2013) também foi sintetizado e analisado estatisticamente para fins
comparativos, a fim de estudar como diferentes metais contribuem para a
fluorescéncia do compdsito dadas as mesmas condi¢cdes de sintese.

A fluorescéncia foi estudada nas faixas de comprimento de onda de excitagao
(Aexc) de 290 a 400 nm, com incrementos de 10 nm. Os resultados foram obtidos na
faixa de comprimento de onda de emissao (Aemi) entre 300 a 800 nm. Os espectros
emissao de fluorescéncia correspondentes as amostras A1(---) e A8(+++), tanto para
o composito PANI/Cu, quanto para o PANI/Au, podem ser vistos nas Figs. 20 e 21,
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respectivamente. A partir da analise dos espectros obtidos das amostras A1 e A8, é
possivel identificar a existéncia de um padrdo na fluorescéncia dos compdsitos
PANI/Cu e PANI/Au. Em ambos os casos, para excitagdes com comprimento de onda
de 290, 300, 310 e 320 nm dois picos de fluorescéncia, com maximos em
aproximadamente 342nm e em 666 nm, podem ser observados, enquanto que esses
picos desaparecem para uma excitagdo em comprimentos de onda maiores que 330
nm, dando lugar a uma resposta de emissdo com um unico pico, com maximos que

variam entre Aemi = 425 — 485 nm.

Figura 20 - Intensidade de fluorescéncia do compésito PANI/Cu nas faixas de excitagio entre
290 a 400 nm para (a) amostra A1 (- - -) e (c) amostra A8 (+++), e entre 340 a 400 nm para (b)
amostra A1 (- - -) e (d) amostra A8 (+++).
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Pela analise dos resultados mostrados das Fig. 20 e 21, é possivel perceber
visualmente que a maior resposta de fluorescéncia € obtida quando o compdsito €
excitado entre 290 e 300 nm. Isso foi testado pelo uso de um recurso do equipamento
FluoroLog-3, juntamente com o software FluorEssence V3.8, o que nos permitiu
determinar que o melhor comprimento de onda para excitagcdo corresponde a Aexc =
298 nm. Por essa razdo, no presente trabalho passamos a analisar a fluorescéncia do

material para uma excitagdo com Aexc = 300 nm. No entanto, para avaliar uma maior
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aplicabilidade das propriedades fluorescente do compdédsito PANI/Cu, a resposta para
uma excitagdo em Aexc = 350 nm foi também estudada, uma vez que nesse caso a
fluorescéncia resultante é da ordem de 10° (u. a.) (na faixa do azul) e ndo possui boa
parte de sua intensidade de fluorescéncia situada no ultravioleta, como ocorre quando
Aexc = 300 nm.

Figura 21 - Intensidade de fluorescéncia do compoésito PANI/Au nas faixas de excitagao de 290
a 400 nm em (a) amostra (---) e (c) amostra (+++) e de 340 a 400 nm em (b)amostra (---) e (d)

amostra (+++).
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E importante examinar a relagdo entre os dois picos de fluorescéncia que
resultam da excitacdo em A = 300 nm. Sabe-se da literatura (ANDREWS, 1999; WU
& YU, 2015) que, para uma mesma excitagao, € possivel se obter mais de um pico de
emissdo como resposta, por conta de fatores como espalhamento Rayleigh, efeito
Raman e progresséo vibracional (ANDREWS, 1999; WU & YU, 2015;). A disperséo
de Rayleigh, um fenbmeno comum que explica o brilho azul do céu, e o efeito Raman
— processo dissipativo no qual a energia inicial incidente é maior do que a espalhada
— sao0 processos em que a luz é espalhada por atomos ou moléculas. Ja a progressao
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vibracional ocorre quando ha um acoplamento dos modos vibracionais de energia que
resulta da interacdo de niveis eletrébnicos com um modo vibracional de simetria
particular (SCHMIDTKE, 1994).

No espectro de fluorescéncia, o comprimento de onda em que aparece o
espalhamento Rayleigh € préximo e sempre menor do que aquele da emissao da
molécula estudada (KELLS, O'NEIL & HOFMANN, 1984), enquanto o efeito Raman
aparece em comprimentos de onda maiores que o da emissao (KASZOWSKA et al.,
2016). Em concordancia com o discutido por Clarke & Oprysa (2004), vemos que
ambos os efeitos ndo podem ser associados ao padrao dos picos duplos observados
nos resultados de fluorescéncia das Figs. 20 e 21. Para verificar se um pico é parte
do espectro de fluorescéncia ou resultado de um artefato Raman basta variar o
comprimento de onda de excitagdo. No efeito Raman o comprimento de onda do foton
espalhado € proporcional ao comprimento de onda do féton de excitacédo. A relagao
entre o comprimento de onda do espalhamento Raman e o comprimento de onda de

excitacao € dado pela relacao
1 1

Araman  texe
onde 7 é o deslocamento Raman. A medida que o comprimento de onda da luz de
excitacdo aumenta, o comprimento de onda da dispersdo Raman também aumenta e
isso pode ser usado para distinguir entre Raman e fluorescéncia.

E também preciso verificar se os dois maximos correspondem a bandas de
emissao distintas ou a dois maximos de uma mesma banda de emissao (consistindo
naquilo que é conhecido como uma progresséo vibracional (SCHMIDTKE, 1994)). De
modo a poder verificar se 0 segundo pico no Aemi = 666 Nm corresponderia a uma
progresséo vibracional, deve-se variar a frequéncia de excitagdo: caso a distancia
entre os dois maximos permanega sempre a mesma, entdo muito provavelmente eles
correspondem a uma banda com estruturagdo (progressao) vibracional. No caso
contrario, em que temos duas bandas de emisséo diferentes, os dois maximos iréo
variar em energia e intensidade (SCHMIDTKE, 1994; MULLER, 2004). Em nosso
caso, de acordo com as Fig. 20 e 21 é possivel verificar que com a mudanga da
frequéncia de excitagcdo os maximos dos dois picos variaram em energia e
intensidade, o que nos leva a concluir que existem duas bandas distintas

caracterizando a emissdo do compasito.
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5.3.2 Planejamento fatorial para compésito PANI/Cu

Na Tabela 5 é possivel visualizar as intensidades maximas de fluorescéncia de
todas as amostras do compdsito PANI/Cu preparadas de acordo com o planejamento
fatorial adotado, para um Aexc de 300 e 350 nm. Os resultados, que correspondem a
média de amostras sintetizadas em triplicatas, mostram a intensidade maxima dos
picos de fluorescéncia obtidos ao excitar as amostras nesses Aexc, COMo visto na Fig.
20. A partir desses resultados e utilizando o programa Statistica, foram obtidos os
efeitos de cada variavel (concentragcdes de CuSQOg, Anilina e MPTS) e suas interagdes
sobre a intensidade de fluorescéncia. Usando esse software, pudemos construir os
graficos de Pareto correspondentes, de modo a identificar quais variaveis apresentam
influéncia estatistica significativa, para um intervalo de confianga de 95% na
distribuicao t de Student.

Tabela 5 - Planejamento fatorial e intensidade de fluorescéncia dos compésitos de compésito
PANI/Cu em Aexc = 300 nm € Aexc = 350 nm.

Aexc =300 nm Aexc =350 nm
Amostras | CuSOs4  Anilina MPTS Média 1° pico Média 2° pico
Aemi =470 nm
(Aemi = 342 nm)  (Aemi = 666 nm)
A1 - - - 7,01 x 108 3,17 x 108 6,2 x 10°
A2 - - + 6,76 x 10° 3,04 x 10° 5,8 x 10°
A3 - + - 9,03 x 108 4,44 x 10° 6,1 x 10°
Ad - + + 9,14 x 108 4,60 x 10° 5,3 x10°
A5 + - - 6,20 x 108 2,68 x 10° 6,2 x 10°
A6 + - + 6,15 x 108 2,69 x 108 6,1 x 10°
A7 + + - 9,38 x 108 4,79 x 106 5,9 x 10°
A8 + + + 9,14 x 108 4,57 x 10° 6,1 x 10°

A linha vertical de cor vermelha no grafico de Pareto para 0 Aexc = 300 nm (Fig.
22) indica o limite de p = 0,05 (que corresponde ao valor de t de Student tabelado), o
qual estabelece o valor minimo dos efeitos estatisticamente significativos. Assim,
todos os efeitos que se localizam a direita da linha vermelha s&o expressivos. Na Fig.
22 temos os valores dos efeitos de cada variavel e das interagdes entre as variaveis
sendo apresentados a direita de cada barra vertical. Um efeito de valor positivo

demonstra que o uso da variavel no nivel “ + ” causa um ganho positivo no valor da



67

resposta. Ja um valor negativo para um dado efeito significa que para uma melhor
resposta do sistema a variavel correspondente deve ser usada no seu nivel “ - ”.
Quanto maior o valor dos efeitos, mais significativa sera a variavel, tanto para seu

nivel negativo quanto para o positivo.

Figura 22 - Graficos de Pareto para a intensidade de fluorescéncia dos compésitos de PANI/Cu
(a) do pico com Aemi = 342 nm (pico 1) e (b) Aemi = 666 Nm (pico 2) para uma excitagdo em Aexc =
300 nm.
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A partir da Fig. 22 pode-se constatar que para um Aexc = 300 nm a anilina é a
variavel mais influente na resposta de fluorescéncia do compdsito de PANI/Cu,
apresentando um valor de significancia alto em relagdo aos demais fatores, sendo
acima do valor minimo p = 0,05. Por ser este valor positivo, temos que a adi¢do da
anilina em seu nivel superior (+) favorece o aumento da intensidade da fluorescéncia.
Outra variavel também expressiva € a interacdo da anilina com o CuSO4
(Anilina*Cobre), a qual apresenta um valor positivo de significancia. Isso confirma a
importancia do metal nos resultados de fluorescéncia, comprovando a ocorréncia de
uma sinergia entre o polimero e o metal, como reportado por Nascimento et al. (2011),
Liu et al. (2013) e Santos et al. (2013).

Uma outra forma de visualizar esses resultados € através da representacao
geomeétrica, como pode ser visto na Fig. 23. Nesse grafico, cada veértice do cubo
representa a resposta de intensidade de fluorescéncia para cada um dos oito ensaios
realizados (de A1 a A8). Nota-se que as maiores intensidades de fluorescéncia sao
obtidas quando a Anilina esta em seu nivel superior (+), principalmente quando o nivel
de cobre é também superior, +1. Desse modo, é possivel observar que a regido onde

a intensidade de fluorescéncia € maximizada (valor circulado em vermelho) se refere
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ao vértice com niveis de anilina, cobre e MPTS de (+ + -), respectivamente, o que
representa o experimento A7. Nesse ensaio, as concentra¢des dos fatores sdo 0,031
mol/L de anilina, 0,53 mmol/L de CuSO4e 0,027 mol/L de MPTS.

Figura 23 - Grafico cubico das respostas de intensidade de fluorescéncia. (a) respostas do
pico com Aemi = 342 nm (pico 1) e (b) Aemi = 666 Nnm (pico 2), para uma excitagdo em Aexc = 300

nm.

(a) 9143535 (b) 4573145

A importancia da anilina no resultado da fluorescéncia pode ser atribuida ao fato
de que, quanto maior a concentragdo do monémero, maiores deverao ser as cadeias
poliméricas obtidas (SANNIGRAHI et al., 2008), o que deve levar a um aumento da
conjugagao da cadeia. Como reportado em Santos (2013), a medida que a cadeia da
polianilina era degradada pela adigdo de NaClO, a intensidade da fluorescéncia
diminuia, até ser totalmente suprimida, confirmando assim que (como poderia ser
esperado) a PANI contribui de maneira essencial para a fluorescéncia do compasito.

A partir dos resultados mostrados nas Figs. 22 e 23, acredita-se que a
fluorescéncia dos compadsitos (polimero condutor)/(nanoparticula metalica) resulta de
uma interagao sinérgica entre as nanoparticulas metalicas e as cadeias poliméricas
vizinhas que as envolvem por completo (Santos et al., 2013). Sabe-se que as
propriedades das nanoparticulas metalicas sdo bastante sensiveis a seu ambiente
imediato (SUBRAMANIAM et al., 2005), de modo que as caracteristicas da emissao
de um fluoréforo podem mudar extensivamente quando nas proximidades imediatas
de uma nanoparticula metalica, cujo forte campo plasménico pode interferir com o
campo do dipolo molecular emissor (GEDDES & LAKOWICZ, 2002; KANG et al.,
2011; ANTONEL et al., 2009).
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A seguir, sdo apresentados resultados do planejamento fatorial no Aexc de 350
nm. Esse comprimento de onda foi também investigado pelo fato de sua fluorescéncia
ser alta e apresentar-se em um unico pico na regiao do azul (Aemi= 470 nm), 0 que
permite uma identificacdo visual da fluorescéncia que a dos dois picos obtidos na
excitacdo de 300 nm (para a qual a cor violeta — e menos intensa — da fluorescéncia
resultante corresponde a combinagdo da emissao em dois comprimentos de onda).

Pelos dados mostrados na Fig. 24 & possivel constatar que o planejamento
fatorial para a excitagdo em 350 nm nao nos da muitas informagdes, uma vez que
para esse comprimento de onda as fluorescéncias das amostras A1 a A8 néo
apresentam muitas diferencas em termos de magnitude. Isso resulta em um grafico
de Pareto (Fig. 24 (a)) em que nenhum fator apresenta valor acima do valor minimo p
= 0,05, ou seja, nenhum deles apresenta significancia para a fluorescéncia nesse Aexc.
Analisando o grafico cubico da resposta (Fig. 24 (b)), vemos que a amostra de maior
fluorescéncia seria aquela referente ao vértice circulado em vermelho na figura, onde
os niveis de Cobre, Anilina e MPTS séao, respectivamente, (- - -); porém pela
proximidade entre os valores, e baseados no grafico de Pareto, nada podemos afirmar
sobre a influéncia dos fatores sobre a resposta de fluorescéncia para o caso em que
0 Aexc = 350 nm.

Figura 24 - Representagoes graficas da analise estatistica no Aexc = 350 nm. (a) Grafico de

Pareto e (b) grafico cubico das respostas de intensidade de fluorescéncia.
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5.3.3 Diametro médio das particulas

Os resultados obtidos para a medida do diametro médio das particulas sao
apresentados na Tabela 6. O didmetro médio obtido pela técnica de espalhamento de
luz (DLS) corresponde ao didmetro hidrodinamico da particula, o que inclui o conjunto
estabilizante (MPTS), polimero (PANI) e as particulas de cobre. Os resultados
mostrados na Tabela 6 foram avaliados estatisticamente por meio de um grafico de
Pareto (Fig. 25), a fim de determinar quais seriam os fatores mais influentes a

determinar o tamanho do compésito.

Tabela 6 — Didametro médio (nm) das particulas dos compésitos de PANI/Cu.

Amostra | CuSO

< \ Anilina MPTS Replicatas Média
A1 - - - 915,6 1031,9 973,8

A2 - - + 957,9 931,5 9447
A3 - + - 951,2 961,6 956,4
A4 - + + 946,8 881,5 914,2
A5 + - - 861,3 9449 903,1

A6 + - + 1103,9 1056 1080,0
A7 + + - 980,2 1024,3 1002,2
A8 + + + 963,0 920,6 941,8

Através do grafico de Pareto, observa-se que as interagcbes MPTS*Anilina e
MPTS*Anilina*Cobre apresentam influéncia estatistica significativa, ao nivel de
confianga de 95%. O valor negativo de ambos os efeitos indica que o diametro médio
das particulas aumenta quando essas interacbes sdo menores. Isso revela o quao
importante sao as interagdes entre os reagentes para a estrutura do composito, de
modo que quanto maior a interagdo, menores os didmetros dessas particulas.

O grafico cubico das respostas de didmetro médio (nm), que é mostrado na Fig.
25 (b), nos permite visualizar melhor em que niveis os fatores devem estar para que
sejam obtidos compdsitos de diametro menor. Percebe-se que o menor didmetro é
obtido quando o MPTS e a anilina estdo em seus niveis inferiores, enquanto o cobre
se encontra em seu nivel superior. Esse resultado esta de acordo com a ideia de que,
ao serem formadas, as nanoparticulas de cobre de formato esférico atuam como
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nucleo para o crescimento de um envoltério de polianilina. Desse modo, sdo as
particulas metalicas esféricas que terminam por definir o tamanho do compésito, ja
que existindo um maior numero delas presentes no meio, menores serao as
aglomeracgdes do polimero (NASCIMENTO et al., 2011).

Figura 25 - Representagé6es graficas da analise estatistica para o diametro médio das
particulas do composito de PANI/Cu. (a) Grafico de Pareto e (b) grafico cubico.
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5.3.4 Planejamento fatorial para compésito pani/au

Para fins comparativos, o compdsito de PANI/Au, estudado anteriormente no
trabalho de Santos et al. (2013) com as mesmas concentragbes usadas no
planejamento fatorial apresentado nesse trabalho, foi aqui também analisado. Os
resultados obtidos sdo mostrados na Fig. 26, onde € exibida uma representagao
grafica da analise estatistica para os comprimentos de onda de excitagdo em 300 nm
e 350 nm. Através do grafico de Pareto para Aexc = 300 nm (Fig. 26, (a) e (b)), &
possivel ver que, para ambos os picos de fluorescéncia caracteristicos dessa
excitacdo, o comportamento do pico 1 (Fig. 26 (a)) € semelhante ao pico 2 (Fig. 26
(b)), de modo que apenas a anilina influencia estatisticamente a intensidade da
fluorescéncia. Além disso, o valor positivo mostrado para a anilina implica em que
maiores quantidades desta contribuem para o aumento da intensidade da
fluorescéncia. A analise dos dados de um grafico cubico nos permite fazer a
comparacgao das caracteristicas da emisséo fluorescente de cada amostra, e as Fig.

26 (a) e 26 (b) nos revela que a amostra (+ + +), com niveis mais altos de MPTS,
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anilina e cobre, e que ocupa o vértice destacado com um circulo vermelho, tem a
fluorescéncia maximizada.

Por sua vez, para o comprimento de onda de excitagdo de 350 nm, o grafico de
Pareto (Fig. 26 (c)) aponta que ndo apenas a anilina é um fator expressivo para a
fluorescéncia, mas também que o ouro € o principal fator contribuinte para a
intensidade da resposta fluorescente. Ao mesmo tempo, como outro fator importante
€ a interagao Anilina*Ouro, fica reforcada a ideia de uma sinergia entre a cadeia
polimérica e as particulas metalicas, que intensificaria a fluorescéncia do material.
Verifica-se no grafico cubico mostrado na Fig. 26 (c), que, tal como para o caso em
que 0 Aexc = 300 nm, a melhor amostra é a A8 (+ + +).

Figura 26 - Grafico de Pareto e Cubico dos compésito PANI/Au para as excitagoes (a) no A =
300 nm, 1° pico; (b) A =300 nm, 2° pico; e (c) A =350 nm.
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5.4 EFEITO DA VARIAGAO DO pH DO MEIO — ESTUDO DA FLUORESCENCIA DO
COMPOSITO PANI/Cu NOS DIFERENTES ESTADOS DE OXIDAGAO DA PANI

Com base nos resultados da fluorescéncia do compédsito de PANI/Cu para os
comprimentos de onda de excitacdo em 300 nm e 350 nm, podemos avaliar qual entre
as 8 amostras obtidas através do planejamento fatorial apresentaria o melhor
resultado de fluorescéncia e em qual comprimento de onda de excitacdo essas
amostras apresentam melhor potencial de aplicagcdo como marcadores fluorescentes.

Considerando que n&o podemos tirar muitas informag¢des do planejamento fatorial no
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Aexc de 350 nm, dado que nesse caso as variaveis ndo possuem efeitos principais ou
de interacdes estatisticamente significativas, e tendo em vista que o resultado da
fluorescéncia para a excitagdo do compdésito em 300 nm tem grande intensidade e
pode ser visualizada a olho nu (mesmo que boa parte dela ocorra no ultravioleta),
optamos estudar nosso compdsito para o caso em que Aexc = 300 nm. Desse modo,
como mostrado na Fig. 23 e de acordo com o discutido anteriormente, a amostra
obtida pelo planejamento fatorial de melhor resposta nesse comprimento de onda é a
nomeada como A7 (Tabela 5).

Considerando isso, realizamos uma caracterizagao extensiva da amostra A7 do
composito PANI/Cu, avaliando os efeitos do pH sobre a fluorescéncia e o papel que a
PANI desempenharia nesse fenbmeno. Na Fig. 27 € apresentada a fluorescéncia
dessa amostra para diferentes comprimentos de onda de excitagdo, enquanto que a
Fig. 28 apresenta o resultado qualitativo da fluorescéncia. A Fig. 28 (a) mostra a
coloracéo resultante da contribuigcdo dos dois picos obtidos no Aexc = 300 nm, e a Fig.
28 (c) a coloragéo resultante da mesma excitagdo com o uso de um filtro UV, exibindo
apenas o Aemi da regido do visivel. Como esperado, o uso do filtro bloqueia boa parte
do comprimento de onda do primeiro pico da Aexc = 300 nm (que ocorre no UV) e nos
permite ver na regido do vermelho, onde ocorre o0 maximo de emissao do segundo

pico, como visto na Fig. 27 (a).

Figura 27 - Intensidade de fluorescéncia do compésito PANI/Cu nas condigées da amostra A7
(- + +) (a) Aexc de 290 a 400 nm (b) Aexc de 340 a 400 nm.
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Figura 28 — Foto da fluorescéncia qualitativa do compdsito de PANI/Cu (a) sem uso de filtro na

regidao do UV, (b) esquema do filtro UV usado e (c) fluorescéncia do compdsito apds o uso do
filtro.

5.4.1 UV-Vis e fluorescéncia

As intensidades medidas para os espectros de UV-Vis e de fluorescéncia da
amostra A7 para valores de pH do meio variando entre 2 e 11 sdo apresentadas na
Fig. 29. Tanto no caso da intensidade de absorgao no UV-Vis, quanto no da emissao
de fluorescéncia, pode ser observado uma certa invariancia para valores de pH > 6,
com uma diminuicdo progressiva ocorrendo para valores menores de pH, e uma

queda apreciavel o caso em que o pH < 4.

Figura 29 - Resultado de UV-Vis (a) e fluorescéncia (b) da amostra A7 do compdsito PANI/Cu

para diferentes valores do pH do meio.
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Como discutido na Secdo 3.2, sabe-se que a polianilina muda seu estado
oxidativo a medida em que varia o pH do meio. Com a redugao do pH do meio, a

cadeia polimérica vai se tornando cada vez mais protonada, 0 que aumenta a
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condutividade do polimero. Como pode ser visto na Fig. 29(b), a esse aumento da
condutividade corresponde uma diminuigdo da intensidade da fluorescéncia. Isso
ocorre uma vez que a estrutura da PANI na forma de base (ndo dopada) consiste de
y unidades repetidas reduzidas (benzendides), e (1-y) unidades oxidadas (quindides)
(Fig. 3), e a medida que vai sendo oxidada (pH mais baixos) a propor¢ao de unidades
benzendicas diminui, levando a uma mudanga nas propriedades 6ticas da molécula.
isso se deve a que a protonacdo da base causa uma distorcdo da estrutura da
polianilina para formar uma estrutura de rede polarénica e a protonacado do sal de
esmeraldina causa a quebra da rede polarbnica em uma rede de bipdlarons
confinados. Como visto na Secgédo 3.2, esses defeitos surgem na estrutura da PANI e
criam niveis de energia no meio do band gap que alteram as absorgdes oéticas do
polimero (HUANG & MACDIARMID, 1993).

No caso da polianilina, € sabido que enquanto as unidades benzendides
apresentam fluorescéncia, isso ndo € observado para os grupos quinoides, que
chegam a mesmo a agir como supressores da fluorescéncia das unidades
benzenoides adjacentes (SHIMANO & MACDIARMID, 2001). Assim, para valores
menores do pH do meio, a PANI é protonada (o que a torna mais condutora), levando
a um maior numero de unidades quinoides (que funcionam como supressoras da
fluorescéncia) na sua estrutura.

Muitos estudos tém provado que os sistemas fluorescentes n&o s&o costumam
apresentar alto grau de condutividade (ANTONEL et al., 2007). Como reportado por
Chen et al. (1996), a PANI € um emissor de luz branca mais eficaz quando se encontra
em sua forma de base leucoesmeraldina do que na forma base esmeraldina (que
contém uma maior fragdo de unidades quinoides, inibidoras da luminescéncia). Em
seu trabalho, ANTONEL et al. (2007) investigaram como a fluorescéncia de filmes de
polianilina varia em funcao de seus diferentes estados de oxidagdo. Ao observarem
que o rendimento quantico de fluorescéncia (RQF) diminui quando a PANI esta no
estado esmeraldina, eles concluiram que a presenca de dominios condutores causa
forte supresséo da fluorescéncia dos éxcitons localizados dentro ou proximos a esses
dominios.

Em trabalho anterior de nosso grupo (SANTOS et al. (2013)), ficou estabelecido
que o RQF do composito de PANI/AuNPs se torna menor com a diminui¢do do pH do

meio, 0 que nos leva a crer que, uma vez tendo ocorrido a polimerizagao do polimero,
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a redugao do pH cria um numero maior de dominios condutores através da introdugéo
de niveis de energia dentro da regido do band gap, o que pode ocasionar uma extingéo
mais eficiente dos estados excitados transitorios necessarios para os processos de
fluorescéncia (ANTONEL et al. 2007). Da mesma forma, em seu conjunto 0s
resultados da Fig. 29 representam uma evidéncia do papel ativo que o polimero
condutor desempenha na fluorescéncia observada do PANI/Cu.

Outra informagao importante do resultado de UV-Vis da Fig. 29 é que mesmo
com a protonagdo da PANI, resultando na redugao do pH, a banda caracteristica do
polimero em seu estado condutor (~700 — 800 nm) ndo pode ser visualizada, o que
nos leva a acreditar que a PANI| esta presente em sua forma de base
leucoesmeraldina. E reportado que o UV-Vis da leucoesmeraldina tem espectros
semelhantes na faixa de pH entre 2-13, sem que ocorra o aparecimento de novas
bandas com a mudanga de pH. A variagdo do pH provoca apenas mudancas de
intensidade das bandas de absor¢éo da transi¢do 1T- ¥, que ocorre entre 315 nm e
260 nm (HUANG E MACDIARMID, 1993), o que esta de acordo com o obtido na Fig.
29.

Além disso, Huang e MacDiarmid (1993) mostraram que a PANI reduzida na
forma de leucoesmeraldina € muito dificil de ser protonada, com apenas uma pequena
protonacéo sendo esperada para valores de pH menores que 3 (HUANG et al., 1986),
de modo que sua transicdo para outros estados oxidativos se faz dificil. E sabido que
o estado de pernigranilina da PANI € mais reativo que a esmeraldina, enquanto a
leucoesmeraldina € muito pouco reativa. Isso porque as unidades quinoides
(quinonimina) sdo capazes de reagir muito mais facilmente do que as unidades
benzendicas, de modo que a leucoesmeraldina, que possui 0% de unidades
quinoides, ndo apresenta uma reatividade significativa (ACEVEDO et al., 2005).

Observando os resultados de UV-Vis e fluorescéncia da Fig. 29, bem como os
relativos as medidas de impedancia da Fig. 30, vemos que as mudangas mais
consideraveis de comportamento do grafico ocorrem para pH < 3, sugerindo que a
forma da PANI presente nos nanocompdsitos por nds obtidos corresponde a
leucoesmeraldina. Segundo Libert, Bredas & Epstein (1995), a dopagem da
leucoesmeraldina com cargas positivas leva ao relaxamento significativo da rede local,
enquanto que o aparecimento de cargas negativas, em pH maiores, resulta em

deformagdes conformacionais menos intensas. Todos esses fatores contribuem para



77

explicar os comportamentos mostrados na Fig. 29 e 30, em que para altos valores de
pH ndo ocorrem mudangas significativas nos espectros de UV-Vis e de fluorescéncia
e no valor da impedancia, enquanto que para um pH’ abaixo de trés uma evidente
alteracao é observada nos resultados correspondentes.

Deste modo, o fato de termos obtido a polianilina em sua forma de base
leucoesmeraldina favorece a fluorescéncia do compdsito, pois a PANI reduzida é
formada por unidades benzendides que contribuem para esse fenébmeno. Além disso,
a ocorréncia de uma redugao na absor¢cdo no UV-Vis e de uma mudanca de
intensidade de fluorescéncia das amostras quando o pH do meio € alterado comprova
a existéncia de uma cadeia polimérica, que ao ser oxidada muda sua condutividade,
um fato confirmado pelos resultados de impedancia elétrica a serem mostrados na

préxima segao.

5.4.2 Impedéancia

A mudanca da intensidade de fluorescéncia como uma fungdo do pH do meio
pode ser associada com a correspondente variacdo do nivel de condutividade, que
pode ser mensurada através de medidas de espectroscopia de impedancia elétrica. A
impedancia elétrica (Z), que é definida como a oposigao que um dispositivo ou circuito
oferece ao fluxo de uma corrente alternada (CA) a uma dada frequéncia (BEKRI-
ABBES & SRASRA, 2015), consiste de uma parte real (resisténcia, R) e de uma parte
imaginaria (reatancia, X). Ela € uma medida inversamente proporcional a condutancia
do material (BARSOUKOV & MACDONALD, 2005).

Em geral, a técnica de medida consiste em colocar a amostra do material
investigado entre dois eletrodos, e em seguida aplicar um estimulo elétrico. Varios
tipos de estimulo podem ser considerados, sendo mais comum o uso de uma tenséo
alternada tipo senoidal. Apos o estimulo, é possivel medir as partes reais e imaginarias
da impedéncia complexa em fungcdo da frequéncia, gerando um espectro de
impedancia. Os resultados obtidos a partir desse espectro sdo modelados e
associados a circuitos equivalentes ou a modelos matematicos, de modo a que se
tenha uma resposta no ponto de vista macroscopico (LVOVICH, 2012).

Geralmente é desejavel um modelo que tenha solugdo analitica, podendo eles

serem expressos em termos de analogos a um circuito elétrico; nesse caso, para uma
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dada frequéncia, um circuito equivalente fornece uma representacao total da
distribuicdo de potencial elétrico no sistema. Assim, através da adogao de um modelo
para o sistema, podemos obter propriedades relacionadas ao material, como
condutividade, mobilidade de cargas e constante dielétrica, ou propriedades
relacionadas a interface eletrodo-material, como a capacitancia desta regido e
coeficiente de difusdo (BARSOUKOV & MACDONALD, 2005). A resisténcia de
transporte de carga (Rct) de um material esta relacionada com a mobilidade de
elétrons entre o eletrodo e o liquido. Dessa forma, a partir desta resisténcia € possivel
calcular a condutividade do material (BARSOUKOV & MACDONALD, 2005;
LVOVICH, 2012).

A Fig. 30 mostra como o valor da resisténcia de transporte de carga do compadsito
de PANI/Cu varia em fungdo do valor do pH do meio. Para valores menores de pH
(meio acido), mais condutora sera a PANI, ja para meios basicos, com pH acima de
6, menos cargas livres estao presentes (SANTOS, 2012). Pode-se observar na Fig.
30 que a resisténcia cresce significativamente na regido com pH entre 2,5 a 5,
ocorrendo consequentemente uma redugdo da condutividade do compdsito até um
determinado valor em que ele satura e permanece constante (pH préximo de 6). Desse
modo, é possivel comprovar a existéncia da cadeia polimérica, cuja condutividade
varia ao ser oxidada. Além disso, esse resultado estd de acordo com aqueles
apresentados na Fig. 29, reafirmando a relagao de oposigéo entre a fluorescéncia e a
condutividade da PANI.
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Figura 30 - Variagao da resisténcia de transporte de carga da amostra A7 em fungao do pH.
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5.4.3 Potencial zeta ({)

Quando em contato com um liquido, a maioria dos materiais particulados
apresenta carga elétrica em sua superficie, ocasionando uma redistribuicdo dos ions
em sua vizinhanga, com a formag¢ao de uma dupla camada elétrica na interface da
particula com o liquido. E dado o nome de potencial zeta ao potencial elétrico (ou
potencial eletrocinético) resultante da presenca dessas cargas em sistemas coloidais.
Mais rigorosamente, o potencial zeta é o potencial elétrico na dupla camada interfacial
de uma particula ou gota dispersa versus um ponto na fase continua longe da
interface. Em outras palavras, ele representa a diferenga de potencial entre 0 meio de
dispersdo movel e a camada estacionaria do meio de dispersao ligado a particula
dispersa (LU & GAO, 2010).

As interagbes entre as particulas no meio coloidal ocorrem de acordo com a
magnitude do potencial zeta, ou seja, quanto maior o valor absoluto de ¢ (positivo ou
negativo), maior sera a estabilidade eletrostatica da dispersdo, como decorréncia do
fato de que a repulsdo entre particulas carregadas termina por impedir sua agregagao,
evitando assim a separagao de fases (SANTOS et al. 2013).

Na Fig. 31 sdo mostrados os valores das medidas do potencial zeta para uma
solucdo do compdsito de PANI/Cu em funcdo da variagdo do pH do meio. E possivel
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verificar que os valores de ( se tornam mais positivos para um meio cada vez mais
acido (pH < 5), enquanto que para um meio cada vez mais basico (pH > 5) os valores

de ¢ sdo crescentemente negativos.

Figura 31 - Variagao do potencial zeta da amostra A7 em fungdo do pH do meio.
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Em um ambiente acido, as cadeias da polianilina estdo em sua forma dopada,
carregadas positivamente, resultando em valores positivos para o potencial zeta. Ao
ser desdopada, sob condigdes basicas, a PANI exibe valores negativos de potencial
zeta. Ao estudar a variacdo do potencial zeta da polianilina em fungdo do pH, De
Medeiros et al. (2003) encontraram resultados similares aos mostrados na Fig. 31, o
que foi por eles explicado como devido ao fato de que em valores menores do pH do
meio, mais ions de H* estariam presentes na fase dispersa, e com isso mais cadeias
de PANI estariam dopadas, o que implicaria em um aumento da carga na superficie
das particulas.

A desdopagem da polianilina ocorre em torno do pH 6, e em meios
crescentemente alcalinos os valores do potencial zeta passam a cair de maneira mais
significativa, com uma mudancga de sinal (WANG et al.,, 2013). Quando o ponto
isoelétrico (PIE) é atingido, para um pH de aproximadamente 5, o potencial zeta se
torna nulo e a polianilina tem carga neutra. Com isso as repulsdes eletrostaticas entre

as particulas passam a ser despreziveis, aumentando assim a tendéncia a agregacéo
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em particulas maiores. A medida que o pH é aumentado, o valor do potencial zeta
continua a diminuir até atingir um valor negativo maximo de 19,34 mV a pH = 11.
Uma repulsdo eletrostatica mais forte € indicada por um valor absoluto mais alto
do potencial zeta, correspondendo a um sistema coloidal mais estavel, ou seja, mais
resiliente a agregacao e a precipitagao de particulas. Podemos assim concluir que os
sistemas coloidais do compdsito PANI/Cu mais estaveis ocorrem em valores mais
extremos de pHs, sejam acidos ou basicos, 0 que esta em acordo com os resultados
mostrados anteriormente nas Figs. 29 e 30. Quando a PANI é protonada e esta na
forma condutora, sua carga superficial € positiva, facilitando o aparecimento dos
defeitos moveis tipo bipdlaron. Porém, quanto mais desprotonada for a cadeia, mais
negativa sera a carga na superficie, e menos condutor sera o polimero, o que favorece

a ocorréncia da fluorescéncia (SANTOS et al., 2013).

5.5 RENDIMENTO QUANTICO E TEMPO DE VIDA

O rendimento quéntico relativo das amostras foi obtido com base no método
comparativo proposto por Willians et al. (1983), que toma como padréo de calculo o
rendimento quantico do sulfato de quinina (¢, de 52 + 2 % em agua), como descrito
anteriormente (Secao 4.4.4).

De acordo com o trabalho de Santos et al. (2013), que estudou o rendimento
quantico dos compdésitos de PANI/Au produzidos através de uma metodologia de
sintese semelhante a nossa, o melhor rendimento quantico do compésito foi obtido
para o valor de pH da solugdo em que ocorreu a propria sintese (pH = 5,5), sem
necessidade de ajustes. Por sua vez, os resultados da Fig. 29 (b) mostram que a
intensidade de fluorescéncia permanece quase constante a partir do pH 6
(essencialmente o mesmo pH que o da sintese). Assim, o rendimento quantico da
amostra A7 foi determinado sem que fosse feita alteragdo do pH do meio, do que
resultou um valor de ¢, = 0,088, para o comprimento de onda de excitagao de 300
nm. Este valor de rendimento quantico de fluorescéncia é n&o apenas
surpreendentemente alto, se comparado com o da PANI em seus diferentes estados
oxidativos (ALVES et al., 2013), como também maior que o reportado na literatura
para a fluorescéncia de compdsitos com PANI e particulas metalicas, para os quais
@r =0,0781 (SANTOS et al,, 2013) e ¢, =0,0772 (RAFIQI & MAJID, 2016).
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O rendimento quantico das amostras excitadas em A de 350 nm foi de ¢, =

0,35%, um valor bem abaixo que o observado para 0 Aexc = 300 nm. Mesmo assim,
esse valor pode ser considerado como favoravel quando comparado com o
determinado por Alves et al. (2013), que obtiveram um valor de ¢/ entre 6,9 x 103e
1,9 x 1073, o que pode ser atribuido a interagdo sinergética entre a cadeia polimérica
e as nanoparticulas metalicas.

Por sua vez, o tempo de vida € uma propriedade intrinseca de um fluoréforo e
nao depende de condigdes iniciais ou do comprimento de onda de excitacédo, duragao
da exposicdo a luz, da excitagdo de um ou multiplos fétons ou dos métodos de
medi¢cdo. Ele é ainda um parametro largamente independente da intensidade de
fluorescéncia e da concentracao de fluoréforo. No entanto, como esse processo esta
associado a existéncia de um estado energeticamente instavel, o tempo de vida da
fluorescéncia pode ser sensivel a uma grande variedade de fatores internos
determinados pela estrutura do fluoréforo e fatores externos que incluem temperatura,
polaridade e a presenca de supressores de fluorescéncia. A combinacgao da influéncia
interna e externa mencionada acima torna o tempo de vida da fluorescéncia um
meétodo independente, mas complementar as medig¢des tradicionais de intensidade de
fluorescéncia (BEREZIN & ACHILEFU, 2011).

Para que um fluoréforo possa ser usado como um marcador eficiente, seu tempo
de vida deve estar na faixa de centenas de picossegundos a centenas de
nanossegundos. Fluoroforos com tempos de vida de fluorescéncia muito curtos
costumam ser emissores fracos e se tornam em geral menos atraentes para a geragéo
de imagens, devido a uma sensibilidade limitada e por demandarem uma longa
exposi¢cao e maior tempo de aquisicdo (BECKER & BERGMANN, 2008; PERIASAMY
& CLEGG, 2009; BEREZIN & ACHILEFU, 2011).

O tempo de vida do compdsito PANI/Cu foi medido no comprimento de excitagéo
de 300 nm, para os dois picos observados (342 e 666 nm). As medidas, realizadas
para duas amostras A7 distintas, corresponderam a valores médios de tempos de vida
iguais a 2.62 ns para a emissao em 342 nm, e 2.60 ns para aquela em 666 nm.

O valor do tempo de vida da amostra A7 do composito de PANI/Cu é mostrado
na Tabela 6, juntamente com o tempo de vida de outros fluor6foros bastante usados
em aplicagdes de microscopia de imagem por fluorescéncia e como biomarcadores.

De acordo com Wouter and Esposito (2008), o tempo de vida de fluorescéncia de
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fluoréforos biologicamente relevantes esta entre 1 e 10 ns, o que faz com que o
composito de PANI/Cu discutido neste trabalho se mostre competitivo para aplicagcoes

no bioimageamento.

Tabela 6 — Tempo de vida de fluorescéncia de diferentes classes de moléculas fluorescentes

bastante estudadas em aplicagdes de geragdo de imagem.

Intervalo de tempo de vida

Classe de fluoréforos . Ref.
de fluorescéncia (ns)
PANI/Cu 2,6 ns
i DE MELO (2007);
Fluoroéforos endégenos 01-7ns

SCHWEITZER et al. (2007).
VALEUR (2002); FISZ (2007);
Corantes organicos 0,1-20ns BEREZIN & ACHILEFU

(2011).
FINE & HANSEN (1971);

Proteinas Fluorescentes 01-4ns BEREZIN & ACHILEFU
(2011).
MCGOWN & NITHIPATIKOM
Pontos quéanticos média - 10-30 ns, até 500 ns (2000); KALYTCHUK et al.
(2018).
BECKER, BERGMANN &
Complexos
. 10-700 ns BISKUP (2007); BECKER &
organometalicos
BERGMANN (2008).
AMELOOT & VALEUR
i de ps (Yb, Nd) para ms (Eu,
Lantanideos Th) (2008), PATTING (2008);
BOENS.
Fulerenos <1.2ns KIM et al. (1992)

Fonte: adaptado de BEREZIN & ACHILEFU (2011).

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A morfologia do compdsito PANI/Cu pode ser analisada a partir de suas imagens
em diferentes magnitudes obtidas por MET (Fig. 32). Nessas imagens, os pontos
pretos sdo associados as particulas de cobre, que estariam encapsuladas pelo
polimero (regibes cinza-claros). As nanoparticulas de cobre apresentam formato

esférico e sdo monodispersas, formando um nucleo para o crescimento do envoltério
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de polianilina, do que resulta uma estrutura tipo nucleo-casca, que pode chegar a
tamanhos menores que 100 nm (Figs. 32(a) e (b)). Percebe-se também que ocorre
uma separacao regular das nanoparticulas metalicas, atribuido a agdo do MPTS como
agente estabilizante (ver Sec¢é&o 3.3).

A presenca das nanoparticulas de cobre (Cu®) se deve a redugio dos cations de
cobre, com o crescimento simultdneo das cadeias de PANI, fazendo com que os
sistemas isolados do tipo nucleo-casca passem a se formar. No entanto, com o
prosseguimento da sintese esses sistemas distintos acabam por se aglomerar,
resultando em uma matriz polimérica com as nanoparticulas metalicas incorporadas

no seu interior (Fig. 32 (c) e (d)), e com tamanho variando entre 500 nm e 2 pm.

Figura 32 - Imagem obtidas por MET do compésito PANI/Cu (+ + -) em diferentes

magnificagoes.
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5.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Determinar a biocompatibilidade de um novo material é algo complexo e envolve
a investigacdo de uma gama de propriedades bioldgicas que sao testadas pela
adogao de métodos alternativos in vitro (LIMA, 2019). Através do uso de diferentes
linhagens de células na analise da citotoxicidade, é possivel estabelecer a agdo que
o material pode desempenhar frente aos diferentes tipos de estruturas celulares,
resultando em um potencial de aplicagdo mais direcionado e seguro (HUMPOLICEK
et al., 2018). Nesse contexto, para investigacdo do potencial citotéxico do compdsito
PANI/Cu, foram utilizadas neste trabalho duas linhagens de células (Vero e
macrofagos) originadas de diferentes tecidos.

Tais modelos celulares sdo amplamente utilizados para avaliar a citotoxicidade
de novos materiais ou moléculas, devido a possibilidade de sua interacdo com
compostos candidatos ao uso na terapia de doengas (LIMA, 2019). As células Vero
sdo oriundas do rim de macacos africanos, enquanto que os macréfagos sao células
relacionadas ao sistema imunolégico de mamiferos sendo responsaveis pela
fagocitose de organismos invasores. A fim de se obter uma melhor caracterizagéo
citotdxica, essas células foram inicialmente cultivadas na auséncia do compdsito
(Controle) e em sua presenca — usando diferentes concentragdes (31,2 a 500 pyg/mL)
das particulas de PANI/Cu (amostra A7 (+ + -)), e posteriormente submetidas a analise
da viabilidade celular pelo método do MTT (ver segéo 4.4.8).

As diferentes concentragdes testadas (31,2 a 500 pg/mL) do compdsito
PANI/Cu (+ + -) permitram a obtencdo da concentragdo citotéxica que reduz a
viabilidade em 50% da cultura (CCsy) para ambas as linhagens de células
investigadas. A Fig. 33, nos mostra a absorbancia para cara umas das concentragdes
utilizadas (ver segao 4.4.8.), mostrando através dos asteriscos (*) as concentragdes a
partir das quais a viabilidade celular do grupo tratado muda em relagdo ao sistema
controle apresentando diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Através de
uma analise estatistica descrita na secao 4.4.9. é possivel encontrar o valor da CCsg.
Para as células de macrofagos a CCs, foi de 353,4 pg/mL, enquanto para as células
Vero obteve-se uma CCso de 324,5 ug/mL.

Os valores de CCs, obtidos sido satisfatorios se compararmos com a
citotoxicidade da PANI e das CuNPs separadamente, conforme encontrado na
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literatura. Li et al. (2014), por exemplo, concluem que o limite superior de seguranga
para as nanoparticulas de PANI em macréfagos Celiacos de Rato é inferior a 10
pug/mL. Ja o trabalho de Arancibia et al. (2016) mostra que a exposicédo de CuNPs em
concentragdes inferiores a 10 ug/ml n&o afeta a viabilidade celular dos macréfagos
J774. Resultado encontrados no trabalho de Saranya et al. (2017), por outro lado,
mostram que a agao das CuNPs em relac&o a viabilidade celular das células Vero ndo
foi estatisticamente significante (p>0,05) entre as concentragbes e o tempo de
exposicao mostrados. Porém, conforme relatado recentemente (GAETKE, 2003;
CHEN et al., 2006; KARLSSON et al., 2013), o cobre e suas nanoparticulas
apresentam grande toxidade para diversas células.

Através dos resultados da Fig. 33 é possivel sugerir, com base nos limites
obtidos (CCso), que o compdésito de PANI/Cu poderia ter uma aplicagao biolégica mais
segura a nivel celular, visto que este teste é preliminar e testes mais completos

precisam ser realizados para que o material seja definido como biocompativel.

Figura 33 - Efeito da PANI/Cu amostra A7 (+ + -) sobre células de mamiferos. (a) macrofagos e

(b) células Vero.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho, estudamos inicialmente as condi¢gdes de sintese para a
otimizagao das propriedades de fluorescéncia do compdsito de PANI/Cu, obtendo-se
como amostra 6tima aquela — identificada como A7 (+ + -) — que corresponde a uma
concentragédo de anilina, CuSO4 e MPTS de 0,031 (mol/L), de 0,53 (mmol/L), 0,054
(mol/L), respectivamente. Para esta amostra, para o comprimento de onda de
excitagcdo de 300 nm, a intensidade de fluorescéncia foi da ordem de 108 (u.a) e ocorria
na regiao do visivel, apresentando uma coloragdo azul escuro, como resultado do
somatoério dos comprimentos de onda dos dois picos de fluorescéncia decorrentes
desse comprimento de onda.

Através das técnicas de UV-Vis e FTIR foi confirmada a formag¢ao do polimero,
e pelo conjunto de estudos relativos aos efeitos da variagdo do pH sobre a intensidade
da fluorescéncia, e os valores da impedancia e do potencial Zeta foi possivel verificar
o estado oxidativo da polianilina, e identifica-lo como sendo a leucoesmeraldina. No
estado de base leucoesmeraldina a PANI € de coloracdo amarela e a mudanca de
seu estado oxidativo s6 ocorre em valores muito baixos de pH. Tanto a coloragao
quanto o padrdo de resposta da amostra com a mudancga de pH esperado para a
leucoesmeraldina foram observados em nossas amostras de PANI/Cu.

Pelo planejamento fatorial, foi constatada a importancia da interagcdo metal-
polimero, e como a mudanga do metal nos proporciona diferentes respostas de
fluorescéncia com diferengas estatisticamente relevantes (p > 0,05) para um intervalo
de confianca de 95% na distribuicdo de t de Student. Acredita-se que a grande
fluorescéncia observada destes (polimeros condutores)/(nanoparticulas metalicas) se
da devido a uma interagdo sinérgica entre as propriedades da superficie das possiveis
nanoparticulas metalicas e a estrutura eletrénica das cadeias vizinhas PANI que as
envolvem completamente.

Por fim, foram realizados testes de citotoxicidade do compdsito visando
averiguar sua adequabilidade para uso em sistemas biol6gicos. Para as células de
macrofagos, a CC50 foi determinada como sendo 353,4 ug/mL, enquanto que para as
células Vero obteve-se uma CC50 de 324,5 ug/mL, valores considerados como
satisfatorios. Deve se destacar, porém, que os ensaios realizados foram apenas de
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carater ainda preliminar e que para uma melhor definicdo da biocompatibilidade do
composito PANI/Cu analises mais completas precisam vir a ser realizadas.

Como perspectivas para a continuidade deste trabalho, na busca de melhor
avaliar as atividades antitumorais do compdsito de PANI/Cu, testes da acao citotoxica
do composito em células de cancer cervical humano (HeLa) vém sendo realizados.
Além disso, como comprovado em testes iniciais de prova do conceito, o compadsito
tem se mostrado promissor na area de testes de diagndsticos rapidos, muito embora
novos ensaios ainda precisem ser concluidos. Além disso, € preciso confirmar a
presenca do cobre metalico no compdsito, o que pode ser feito através de
espetroscopia de Transmissdo com altas resolugdes ou através da espectroscopia de
raios X por dispersdo em energia (EDX).
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ANEXO A - POLIMEROS CONDUTORES

Polimeros s&o macromoléculas formadas por unidades menores repetidas (os
mondmeros) que se ligam umas as outras através de uma reagao de polimerizagao.
Seu uso tem possibilitado muitos avangos na industria, face a grande variedade de
suas propriedades, como, por exemplo, uma grande resisténcia a agentes quimicos e
biolégicos, boa flexibilidade, facilidade de serem moldados e poderem atuarem como
isolantes (SEYMOUR & KIRSHENBAUM,1986). De fato, por muito tempo os
polimeros foram usados como isolantes térmicos e elétricos, até que pela
incorporagao de cargas condutoras (negro de fumo, fibras metalicas ou fibra de
carbono) puderam passar a apresentar propriedades elétricas, nos assim chamados
“polimeros condutores extrinsecos” (FILHO, 2000).

Uma classe de especial importéncia € a dos polimeros organicos, materiais em
geral formados por cadeias basicamente de carbono e hidrogénio, e que podem ser
encontrados em grande parte da estrutura dos seres vivos, do que sao exemplos
moléculas importantes como a celulose, o DNA e proteinas. Em 1976, no laboratorio
de Hideki Shirakawa, do Instituto de Tecnologia de Tdéquio, o primeiro polimero
organico condutor intrinseco foi acidentalmente produzido, pela adi¢ao fortuita de uma
quantidade 1000 vezes maior de catalisador que o usualmente adotado para a sintese
do poliacetileno. Um filme prateado lustroso e parecido com uma folha de aluminio foi
assim formado, ao invés do po preto esperado (SHIRAKAWA et al., 1977). Surgia
entdo uma nova classe de materiais, que apresentavam propriedades elétricas
comparaveis a aquelas dos semicondutores: os polimeros condutores. Esses
polimeros sdo moléculas conjugadas que possuem uma sequéncia de ligagbes
simples e duplas alternadas, ou segmentos conjugados acoplados com atomos com
orbitais p que podem permitir uma superposi¢ao continua da densidade eletrénica 1T
(por exemplo, N, S) (ALLEN et al., 1989).

Assim como os metais tém alta condutividade devido a livre movimentacido de
elétrons através de sua estrutura, os polimeros condutores devem possuir ndo apenas
portadores de carga, mas também uma estrutura que permita a movimentagao
relativamente livre desses portadores ao longo da cadeia. A grande quantidade de
atomos em uma molécula polimérica faz com que os niveis de energia do sistema

estejam muito proximos, resultando em uma distribuicdo quase continua de estados,



107

formando bandas de energia (ATKINS & JONES, 2012). Cada ligagao dupla carbono-
carbono (C=C) contém tanto uma ligagéo sigma (o) quanto uma pi (17). A ligagao sigma
€ mais forte e localizada, unindo covalentemente os atomos de carbono, de modo a
criar a espinha dorsal da molécula, com seus elétrons fortemente localizados. Ja a
ligac&o 1m € menos localizada e polarizavel, podendo seus elétrons se deslocalizarem
por uma maior extensdo da cadeia. A existéncia de elétrons 1 nos polimeros
conjugados que apresentam propriedades condutoras € essencial, uma vez que
alguns destes elétrons 1T (cuja energia de ligagdo € muito menor que a dos elétrons
sigma) podem ser excitados, gerando defeitos estruturais que possibilitam o
movimento dos portadores de carga que caracteriza a condutividade (BASSLER,
1993; HAUFF, 2011)

Em teoria, pode-se esperar que um sistema unidimensional, como um polimero
conjugado, se comporte como metal unidimensional (LITTLE, 1964). Na pratica,
porém, esse nao é o0 caso, uma vez que esses sistemas sao sujeitos a instabilidade
de Peierls, segundo a qual deformagdes elasticas na cadeia polimérica devem levar a
uma reducdo na energia total do sistema, causando o aparecimento de um gap de
energia na estrutura eletronica (KITTEL, 2005).

Shirakawa, Heeger e MacDiarmid observaram que, ao submeter o filme de
poliacetileno (Fig. 37) obtido a vapores de iodo, sua condutividade poderia ser
aumentada em até 10 ordens de grandeza (CHIANG et. al., 1977; SHIRAKAWA, et.
al., 1977). Essa descoberta serve de marco inicial para a pesquisa sobre polimeros
intrinsecamente condutores (BAUERLE, 1993). Descobriu-se entdo que, ao passar o
poliacetileno por um processo de oxirredu¢ao de elétrons — no caso, o processo é
também chamado de dopagem ou desdopagem — o polimero poderia variar
drasticamente seu nivel de condutividade. Isso torna os polimeros condutores uma
classe muito interessante de semicondutores organicos, que através da dopagem
podem ter seu nivel de condutividade alterado de isolante a metalico.

Esse processo de oxirreducao induz uma transi¢ao do tipo isolante/condutor, que
€ associada ao transporte de ions para o interior e para o exterior da matriz polimérica,
como forma de compensar a carga positiva ou negativa oriunda da dopagem do
polimero (com esses ions sendo chamados de contra-ions) (DE PAOLI, 1999). A Fig.

34 mostra a comparagéo da condutividade de alguns polimeros condutores dopados
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e nado dopados com aquela de materiais condutores e semicondutores bastante

usados na industria.

Figura 34 — Diagrama da ordem de grandeza da condutividade dos materiais.
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Fonte: MACDIARMID (2001).

Nessa area, o termo dopagem é usado em referéncia aos semicondutores
inorganicos cristalinos, muito embora os processos n&o ocorram da mesma maneira.
Nos polimeros, as impurezas sao introduzidas nas vizinhangas da estrutura polimérica
e ndo diretamente na estrutura, o que causa o surgimento de deformacgdes e defeitos
carregados e localizados, que s&o responsaveis pelo aumento da condutividade do
polimero. Por sua vez, a concentracdo de impurezas pode alcangar valores de até
50% em massa, diferentemente do caso dos semicondutores inorganicos, para os
quais essa concentragcédo esta na casa de ppm (VECHTEN, 1980; MANYALA et al.,
2008).



109

Na Fig. 35 sdo mostradas as familias de polimeros intrinsecamente condutores
mais estudados, e que sdo atualmente os mais utilizados, dentre eles o poliacetileno,

polipirrol, polianilina e o politiofeno (LIMA et al., 2018).

Figura 35 - Representagao dos polimeros condutores mais estudados atualmente.
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Fonte: (LIMA et al., 2018)

A primeira tentativa explicagdo para a condutividade elétrica dos polimeros
condutores foi feita com base na adotada para o caso dos semicondutores
inorganicos, através do modelo das bandas. Nesse modelo, bandas eletronicas
continuas se formam devido a interagdo entre os orbitais moleculares da grande
cadeia polimérica, os quais possuem energia muito semelhante entre si (BREDAS &
STREET, 1987). Os orbitais moleculares 1 formariam uma banda quase continua,
chamada de banda de valéncia, representando a banda eletrénica de maior energia
ocupada. Ja os orbitais moleculares nao ligantes 1* formariam uma banda também
guase continua chamada de banda de conducéo, criando a banda eletrénica de menor
energia desocupada. Essas duas bandas seriam separadas por uma faixa de energia
proibida, chamada de band gap, cuja largura determina as propriedades intrinsecas
do material (FAEZ et al., 2000; ATKINS & JONES, 2012).

Baseado nos semicondutores, ao ocorrer uma dopagem da cadeia polimérica de
tipo p haveria a auséncia de elétrons, com a criagao de lacunas na banda de valéncia;
ja uma dopagem do tipo n levaria a adigao de elétrons proximo a banda de condugao.
Assim, a depender do tipo de impurezas adicionadas, se sao doadores ou aceitadores

de elétrons, o nivel de Fermi do semicondutor (o estado de energia abaixo do qual
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todos os estados de energia permitidos sao preenchidos e acima do qual todos os
estados estdo vazios) é capaz de se deslocar para cima ou para baixo em relagao a
sua posigao original no centro do gap da banda de energia, surgindo assim niveis
localizados no band gap. Esses niveis de energia criados facilitam o fluxo de elétrons
e permitem a ocorréncia da condugao.

Em ambos os casos, o fluxo de carga entre os sitios das impurezas adicionadas
se tornaria possivel. Neste caso, a interagdo entre os orbitais ligantes 1 se
assemelharia a banda de valéncia e a interagdo entre os orbitais antiligantes 1" se
assemelha a banda de condugao dos semicondutores inorganicos, conforme ilustrado
na Fig. 36.

Figura 36 - A superposicdo entre os orbitais 1 e a superposicao entre os orbitais * dos
atomos de carbono resultam em uma distribuigao de estados eletronicos que se assemelha a
uma estrutura de bandas. Formagao do HOMO e LUMO.
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Fonte: adaptado de DE DEUS (2008).

Entretanto, o modelo de bandas unidimensional ndo explica o fato de que no
caso dos polimeros condutores (em especial, no trans-poliacetileno), a condutividade
elétrica ndo esta associada a existéncia de elétrons deslocalizados (portanto, com
spin %), mas sim a portadores de carga de spin zero (BREDAS & STREET, 1987).
Por consequéncia, um novo modelo teve de ser formulado com base na existéncia de

defeitos na cadeia, os quais surgiriam durante a polimerizagcdo e corresponderiam a
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radicais n&o dopados. Esse defeito, chamado de sdliton, leva ao aparecimento de um

nivel eletrénico semipreenchido com um elétron no meio do band gap.

A Fig. 37 mostra duas estruturas diferentes para o trans-poliacetileno (A e B),
que se diferenciam apenas pela mudanga na alternancia entre ligagbes duplas e
simples do carbono-carbono ao longo da cadeia. Ambas possuem a mesma energia
devido a deslocalizagao da ligagédo n, de modo que uma estrutura pode facilmente se

converter na outra.

Figura 37 - Trans-poliacetileno, estruturas A e B.
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Fonte: BREDAS et al. (1984).

Quando essa deslocalizagdo dos elétrons n causa a passagem da estrutura A
para a B, defeitos chamados de sdlitons, Fig. 38, podem ocorrer. O sdliton no trans-
poliacetileno pode ser denotado como uma parede de dominio unidimensional que
marca a separagdo e a passagem gradual entre as duas estruturas do estado
fundamental ao longo de uma cadeia. Uma caracteristica muito importante é que a
presenca de um soliton provoca o aparecimento de um nivel eletrénico localizado no
meio do gap de energia, ou seja, ~ 0,7 eV acima do topo da banda de valéncia (BV)
(BREDAS et al., 1984).
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Figura 38 — Representagao do Séliton na estrutura do trans-poliacetileno.

AN AN A A

Banda de

Condugao
T
S S _ T
Banda de
Valéncia
m
(a) Sdliton neutro (b) Soliton positivo (c) Séliton negativo
Carga zero Carga +eV Carga -eV
Spin 1/2 Spin zero Spin zero

Fonte: adaptado de BREDAS & STREET (1987).

A Fig. 38 mostra a representagdo do soliton na estrutura das bandas de energia
para o trans-poliacetileno: em (a), temos um defeito deslocalizado denominado sdliton
neutro, o qual cria um nivel de energia semipreenchido com um elétron no meio da
regido do gap. Mediante processos de oxidag&do ou redugao, é possivel adicionar ou
remover elétrons, dando origem a solitons sem spin, como o saliton positivo (b) ou o
séliton negativo (c) (ZOPPI & DE PAOLI, 1993). Sélitons carregados devem ser vistos
simplesmente como anions (dopagem tipo n) ou cations (dopagem tipo p) poliméricos
associados a um relaxamento local da geometria da cadeia, cujo estado eletrénico
esta localizado no meio do gap (BREDAS & STREET, 1987).

Ocorre, no entanto, que o modelo baseado em solitons explica somente a
conducdo em polimeros cujo estado fundamental € degenerado. Para polimeros que
possuem o estado fundamental ndo degenerado, como o polipirrol (PPY), o politiofeno
(PT), a polianilina (PANI) e outros polimeros heterociclicos, o conceito fisico mais
aceito € o que envolve a formagao de quase-particulas chamadas de pélarons e
bipdlarons. Essas quase-particulas, que estdo associadas a niveis de energia
localizados entre a banda de condugdo e a banda de valéncia, se encontram

relativamente estdo livres para se movimentar ao longo da cadeia polimérica,
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respondendo pelo observado alto grau de condutividade elétrica (BREDAS et al.,
1984; BREDAS & STREET, 1987).

A geometria do estado fundamental desses polimeros corresponde a uma
estrutura aromatica, com anéis e ligagdes simples entre os anéis. Uma outra estrutura
de ressonancia possivel é a quindide, onde as liga¢des entre os anéis tém um carater
duplo mais fortemente ligado. Ambas estruturas podem ser vistas na Fig. 39. A forma
ressonante quinoide tem uma energia total maior que a forma aromatica, de modo que
devido a essa diferenga de energia entre as formas ressonantes fundamentais nao é
possivel o surgimento de um sodliton que separe as duas estruturas do estado

fundamental.

Figura 39 - Estrutura aromatica a esquerda e a quindide a direita.
N
|
H

Fonte: Adaptado de BREDAS et al. (1984).
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Quando se tem baixos niveis de dopagem, as cargas transferidas através da
cadeia podem ser acomodadas de duas maneiras, ou como um séliton carregado ou
como um ion-radical que causa um relaxamento da geometria local, ou seja, um
polaron. O ion-radical surge quando um dos sdlitons de um par sofre “dopagem tipo
p”, como representado na Fig. 40. Os polarons tém spin 1/2 e também podem ser
descritos como o resultado da interagdo entre um par soliton carregado de spin 1/2 e
uma carga positiva sem spin (soliton positivo) (BREDAS et al., 1984). O pdlaron esta
associado a uma distorgao localizada do reticulo (que passaria da forma aromatica
para a forma quindide e depois retornaria a ela) e a presenga de dois estados no gap,
um estado de "ligagao" ligeiramente acima da borda da banda de valéncia e um estado
antiligante ligeiramente abaixo da borda da banda de condugé&o (FAEZ et al., 2000).
Na formacéao do polaron, a banda de valéncia permanece cheia e a de condugao vazia,
como mostrado na Fig. 41.
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Figura 40 - Representagao da oxidagao do polipirrol e a formagao de um pélaron mostrando
em (a) sua forma reduzida e em (b) sua forma quindide no estado poélaron. “A-” representa o

contra-ion que equilibra as cargas durante a dopagem.
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Fonte: (ZOPPI E DE PAOLI, 1993)

Figura 41 - Modelo das bandas do polimero condutor, mostrando o surgimento de bandas de

energia no band gap para o (a) pélaron e (b) bipdlaron.
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Quando o grau de dopagem é moderado, um segundo elétron pode ser removido
da cadeia que ja contém um polaron, causando o surgimento de duas cargas positivas
na cadeia, com a formag&o de um bipdlarons (Fig. 42). O bipolaron nada mais é que
um par de cargas iguais, ou seja, um dication com spin zero, ao qual esta associada
uma grande distorgéo do reticulo (FAEZ et al., 2000). A formagdo de um bipdlaron é
mais estavel e termodinamicamente mais favoravel que a formagao de dois pdlarons,
pois polarons adjacentes se tornam instaveis devido a repulsdo coulombiana entre as

cargas de mesmo sinal, que causa um aumento de energia do sistema. Tem-se que
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oxidacao adicional € acompanhada pela eliminacdo dos pdlarons e a formacgao de
novos estados de bipolarons (Fig. 41 e 42).

Figura 42 - Dopagem do polipirrol (a) e surgimento dos estados de poélaron (b) e bipdlaron (c).
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Fonte: (ZOPPI E DE PAOLI, 1993)

Quando se tem um alto grau de dopagem, surgem mais estados de bipdlaron e
uma banda de bipdlarons é criada, conforme mostrado na Fig. 43. Para polimeros
conjugados com grandes concentragées de dopantes, os bipdlarons dao origem a
bandas de energia simetricamente localizadas acima da banda de valéncia e abaixo
da banda de conducgéo, as quais se encontram parcialmente preenchidas, condigao
necessaria para haver condugado tipo metalica, segundo a teoria de bandas.
Analogamente ao processo de oxidagdo, a redugdo de um polimero condutor
(dopagem tipo n) leva a formagéo de cargas negativas, conhecidas como polarons e
bipdlarons negativos. Assim como na formagéao de pdélarons/bipdlarons positivos, esse
processo de dopagem pode ter origem quimica ou eletroquimica. Em resumo, o
excesso de carga criado nas cadeias dos polimeros conjugados através dos
processos de oxidacdo ou redugdo sdo acomodados em estados eletrénicos
localizados no gap (BREDAS et al., 1984).



116

Figura 43 — Surgimento de bandas de energia com o aumento do grau de dopagem mudando

de (a) isolante para (b) pouco dopado até o surgimento de bandas de bipélaron em (c) e (d).
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Fonte: (BREDAS et al., 1984)



