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Resumo

Nanoparticulas (NPs) de ouro e de platina, com distribuicGes homogéneas em tamanho e
forma, sdo sintetizadas via quimica e analisadas por espectroscopia de UV-vis, DRX e TEM.
A caracterizacdo electroquimica das Au-NPs, por deposicdo a sub-potencial de chumbo,
revela dominios cristalinos poliorientados nas esferas e orientados segundo os planos
(100) e (111)+(110) nos cubos e bastonetes, respectivamente. Verifica-se que o melhor
desempenho electrocatalitico para a reaccdo de oxidacdo do acido ascdrbico ocorre nos
bastonetes.

Superficies de Au(11l) modificadas por SAMs de o,m-alcanoditidis e Au-NPs, sdo
analisadas por STM, AFM, voltametria ciclica e QCM. A quantidade de Au-NPs imobilizadas
é controlada pela distribuicdo de grupos tiol livres na interface SAM/solucdo. Face a SAMs
simples de ditiol, as SAMs mistas de alcanoditidis de cadeia longa (1,10-decanoditiol) sdo
mais organizadas, estaveis e bloqueiam mais a t.e..

Sintetizam-se electroquimicamente filmes de P(3-MeT) e PEDOT em platina. A eficiéncia da
electropolimerizacdo potenciostatica do P(3-MeT), monitorizado por EQCM, é de 44-54 %.
A variacdo de frequéncia durante a conversdo redox revela que o processo é complexo e
envolve o solvente; em peliculas finas ndo se observa histerese nas curvas Am vs Q, no
entanto em filmes espessos (e.g., Qox. = 2,3 MC cm?) a de-dopagem é retardada, devido a
baixa densidade da camada externa, que retém facilmente ides e solvente.

Compodsitos polimero/NPs, formados por interacgdo Metal-S, sdo investigados por técnicas
espectroscépicas, microscépicas, microgravimétricas e electroquimicas. Para o P(3-MeT),
inactivo para a oxidacdo da hidrazina, mostra-se que o compdsito com NPs de Pt
(D = 3 nm), apresenta resposta electrocatalitica. Em filmes de PEDOT de electroactividade
semelhante ao P(3-MeT), a quantidade de NPs imobilizada é superior devido a maior
rugosidade do filme; o compdsito mostra bom desempenho electrocatalitico
(sobrepotenciais 280, 220 e 60 mV inferiores ao PEDOT, ao P(3-MeT)/Pt-NPs e a platina,
respectivamente).

Avalia-se o comportamento de superficies de Au(111) e dos compdsitos P(3-MeT)/Pt-NPs,

modificadas com oligonucledtidos tiolados, como biosensores de ADN; as propriedades



condutoras e a elevada area superficial dos compdsitos permitem a detecgdo, por QCM e

voltametria ciclica, da hibridacdo com a sequéncia complementar (1,6 x 10™* mol cm™).

Palavras-chave: SAMs, a,m-alcanoditidis, poli(3-metiltiofeno), poli(3,4-etilenodioxitiofeno),

nanoparticulas metalicas, electrocatalise, (bio)sensores.



Abstract

Homogeneously sized and shaped, gold and platinum nanoparticles (NPs) are chemically
synthesized and analysed by means of UV-vis spectroscopy, XRD and TEM. The Au-NPs
electrochemical characterization (under-potential deposition of lead) reveals spherical NPs
with poly-oriented crystalline domains and cubic and rod-shaped particles displaying (100)
and (111)+(110) facets, respectively. Enhanced electrocatalytic behaviour, towards the
ascorbic acid oxidation reaction, is achieved in rod nanoparticles.

Gold surfaces modified with self-assembled o,w-alkanedithiols and Au-NPs, are analysed
by STM, AFM, cyclic voltammetry and QCM. The amount of attached Au-NPs is imparted by
the free thiol groups distribution at the SAM/solution interface. Long chain alkanedithiols
(1,10-decanedithiol) mixed SAMs are more organized, stable and display better electron
transfer blocking properties than the corresponding simple dithiol monolayers.

P(3-MeT) and PEDOT films are electrochemically synthesized on platinum. A potentiostatic
electropolymerisation efficiency of 44-54% is retrieved from the EQCM data. The
frequency change recorded simultaneously with redox conversion, reveals a complex
process which involves the solvent; hysteresis is not observed in the Am vs Q curves in thin
polymer films (e.g., Qox = 2.3 mC cm™), although for thicker layers the de-doping is
delayed, i.e. ions and solvent are retained due to the low density of the external layer.
Polymer/NPs composites, formed by Metal-S interaction, are investigated by
spectroscopic, microscopic, microgravimetric and electrochemical techniques. For the
P(3-MeT), inactive for the hydrazine oxidation, it is shown that the composite with Pt-NPs
(Z = 3 nm), displays electrocatalytic response. Using PEDOT films, displaying similar
electroactivity as P(3-MeT), the superior amount of immobilized NPs is due to a rougher
polymer surface; the composite shows good electrocatalytic performance (280, 220 and
60 mV lower over-potentials than for PEDOT, P(3-MeT)/Pt-NPs and platinum electrode,
respectively) to the substrate under study.

The behaviour of the Au(111) and P(3-MeT)/Pt-NPs composite surfaces, modified with

thiolated oligonucleotides, as DNA biosensors, is evaluated; the conducting properties and



the high surface area of the composites enable the detection of the hybridization with the

complementary sequence (1.6 x 10™** mol cm™) by cyclic voltammetry and QCM.

Keywords: SAMs, a,m-alkanedithiols, poly(3-methylthiophene), poly(3,4-

ethylenedioxythiophene), metal nanoparticles, electrocatalysis, (bio)sensors.
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Capitulo 1 — Introdugao

1. Introdugao

1.1. Nanoparticulas metdlicas

As nanoparticulas metdlicas, M-NPs, apresentam propriedades distintas dos materiais a
escala macroscépica, o que as torna elementos relevantes para diversas aplicacdes, em
particular em (bio)sensores (por ex. Opticos e electroquimicos), electrocatdlise e no
desenvolvimento de dispositivos electrénicos [1-3]. De entre os metais mais usualmente
empregues, Au, Pt, Pd, Ag, Ru, [4-10], destacam-se o ouro e a platina.

A preparacdao de NPs de Au e de Pt por métodos quimicos em solugdo encontra-se
amplamente referenciada na literatura [1, 4, 9-11]. Em geral envolve o uso de um sal do
metal em solucdo e a adicdo de um agente redutor (por exemplo citrato de sddio,
borohidreto de sédio ou hidrazina) [5, 9, 12-14]. A presenca de uma espécie que se
adsorve na superficie das Au-NPs (que pode ser o proprio redutor, surfactantes, tiois,
polimeros) em solucdo, permite estabilizar e funcionalizar as NPs formadas; a sua ac¢do
exerce um papel importante no controlo da agregacdo, do tamanho, da forma e da
orientacao cristalografica superficial das NPs [15]. Entre os métodos disponiveis para a
sintese de Au-NPs, tem sido recentemente dado énfase aos métodos de reducdo directa e
de crescimento a partir de sementes de pequenas dimensdes. No primeiro, inicialmente
descrito por Turkevich [16] e desenvolvido por outros [9, 17, 18], o sal de ouro em solucdo
é reduzido, a temperatura elevada, por citrato de sddio, formando-se NPs esféricas com
tamanhos entre cerca de 16-150 nm de didametro [9, 17, 18]; um método semelhante usa o
agente redutor borohidreto de sddio e permite obter Au-NPs com 2-5 nm, a temperatura
ambiente, em metanol ou em solu¢do aquosa [13]. Particulas com forma nao-esférica
podem ser preparadas, por exemplo em solucdo de dimetilformamida (DMF) na presenca
de polivinilpirrolidona (PVP); obtém-se particulas octaédricas ou planares hexagonais
(aumento da concentracdo de sal de Au em solucdo), com orientacdo cristalografica
superficial (111); a adigdo de NaOH e/ou NaCl leva a obtencdo de Au-NPs cubicas (com

faces orientadas segundo o plano (111) ou (100) ou truncadas com dominios orientados
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segundo os planos (111) e (100)) [15]. O crescimento de NPs a partir de sementes de
pequenas dimensdes permite, através do controlo das condi¢cbes de sintese, preparar
suspensdes coloidais de Au-NPs com tamanho, forma e estrutura cristalografica superficial
especificas [19]. Neste caso o agente estabilizador habitualmente empregue é o brometo
de hexadeciltrimetilamdnio (CTAB), um surfactante catiénico que forma micelas alongadas
em dagua [4, 20], embora outros sejam também usados [21, 22]. A forma e a estrutura
cristalografica superficial destas Au-NPs resultam do balanco entre a tendéncia para o
facetamento cristalografico, devido as diferentes forcas de interaccdao de espécies em
solugdo (estabilizadores, surfactantes e outros aditivos) com os dominios cristalinos da
superficie, e da cinética de crescimento (velocidade de fornecimento de atomos de Au
para os planos cristalograficos), uma vez atingida uma dimensdo critica dos dominios
cristalinos nas sementes que permitam a estabilizacdo diferenciada [23-26]. Au-NPs
cubicas, com a superficie dominada pela orientacdo cristalografica (100), podem ser
preparadas pelo método de crescimento a partir de sementes usando o surfactante CTAB e
acido ascorbico (AA) como redutor na solug¢do de crescimento [27]. O ajuste das condicBes
de sintese permite controlar as dimensGes de Au-NPs com forma de bastonetes [28], que
em geral apresentam as faces terminais com orientacao cristalografica (111) e as laterais

orientadas segundo o plano (110) ou (100) [23, 24, 29-31].

Na sintese de nanoparticulas de platina, um dos redutores usados é o hidrogénio embora
Pt-NPs esféricas de 4 nm possam ser obtidas por reducdo por hidrazina ou borohidreto de
sodio em micro-emulsdes ou em solugdo com citrato de sédio e borohidreto de sédio [5, 6,
14]. Pt-NPs de maiores dimensdes e com forma e estrutura cristalografica superficial
especifica formam-se, pelo método coloidal, ajustando as condicGes de sintese. Por
exemplo, na presenca de poliacrilato de sédio e de H, como redutor, o sal de platina
K,PtCl; conduz a formacdo de cubos com faces orientadas segundo o plano (100) [5, 6, 14,
32] e o H,PtClg a particulas tetraédricas e hexaédricas com superficie orientada segundo o
plano (111), ou octaédricas com orientacdo cristalografica (100) e (111) [5, 6, 14].

No que respeita as propriedades electrocataliticas das Pt- e Au-NPs, o tamanho, a forma e
a orientacdo cristalografica da superficie afectam a resposta electroquimica e
desempenham um papel fundamental, em especial nas reac¢des sensiveis aos dominios

cristalinos da superficie dos eléctrodos. Aldaz et al. mostraram que a actividade
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electrocatalitica das Pt-NPs é fortemente dependente da estrutura superficial e forma das
nanoparticulas; em Pt-NPs depositadas em superficies de Au, a oxidacdo do amoniaco
aumenta com os dominios com orienta¢gdo segundo o plano (100) na superficie e a
oxidagdo do metanol e do acido férmico é favorecida nas Pt-NPs dominadas pela
orientacdo (111) [6, 33, 34].

No caso das Au-NPs, a actividade electrocatalitica para a oxidacdo do mondxido de
carbono aumenta com o decréscimo do tamanho das particulas [35]. A reaccdo de
oxidacdo do metanol é favorecida em Au-NPs planares e ramificadas, com orienta¢ao
superficial preferencial segundo o plano (111), enquanto melhor resposta para a oxidacdo
da glucose é obtida em Au-NPs planares com orientacgdo cristalografica preferencial (110)
[36, 37]. Em superficies monocristalinas de Au, a reaccdo de reducdo do oxigénio (oxygen
reduction reaction, ORR) conduz a formacdo de perdxido de hidrogénio (2 electrées)
naquelas com orientacdo (111) e (110) e de 4dgua (4 electrdes) na (100) [38]. Em eléctrodos
modificados com Au-NPs a ORR depende igualmente dos dominios cristalinos da sua
superficie; Aldaz et al. mostraram que a melhor resposta electroquimica para a ORR é
obtida em Au-NPs pela ordem: cubicas > esféricas > bastonetes, devido as faces dos cubos
serem dominadas pela orientagdo (100), enquanto os bastonetes sdo compostos por
dominios com orientacdo (111) e (110) e as esferas tém um caracter mais policristalino
[27, 38-40].

As Au-NPs tém sido muito frequentemente usadas no desenvolvimento de biosensores de
ADN, tanto em solugdo, envolvendo a auto-montagem de oligonucledtidos tiolados na
superficie de Au das NPs [41-44], como imobilizadas (por ex. em SAMs ou polimeros
[44-47]). As propriedades 6pticas das Au-NPs permitem a deteccdo da hibridacdo de
sequéncias de ADN de cadeia simples, modificadas com grupos tiol e imobilizadas na
superficie das NPs, com a sequéncia complementar em solucdo [43, 48-50]. Diversas
abordagens tém sido usadas para a detecc¢do electroquimica da hibridagao de sequéncias
de ADN com base em nanoparticulas, com vantagens em termos de custo, sensibilidade e
tempo de resposta. As Au-NPs permitem aumentar a area superficial dos eléctrodos e
maximizar a imobilizacdo de ADN [45-47]; a redissolucdo de Au- ou Ag-NPs (ou Ag
depositada em Au-NPs), imobilizadas por hibridacdo da sequéncia de ADN ligada as NPs
com a sua complementar imobilizada no substrato constitui um método para a deteccdo

da hibridacdo [42, 44, 51]. Na deteccdo piezoeléctrica da hibridacdo as Au-NPs
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desempenham um papel importante na amplificacdo do sinal na microbalanca de cristal de
quartzo [41]. Superficies modificadas com nanoparticulas de Pt, em combinacdo com
nanotubos de carbono, aliam as vantagens destes materiais (transferéncia electrénica e

actividade electrocatalitica) e aumentam a sensibilidade do biosensor de ADN [52].

1.2. Eléctrodos modificados por monocamadas auto-montadas

A auto-montagem de moléculas organicas em superficies sélidas a partir de solu¢des é um
método conveniente para a modificacdo das propriedades dos eléctrodos convencionais.
Uma resenha bibliografica dos aspectos mais relevantes da preparacdo, caracterizacdo e
propriedades de monocamadas auto-montadas (self-assembled monolayers, SAMs) de
alcanotidis em superficies de Au (planas e em nanoparticulas) encontra-se no artigo de
revisdo publicado na revista Quimica “Monocamadas auto-montadas de alcanotidis - das
superficies planas a estabilizacdo de nanoparticulas de ouro” (V.C. Ferreira, F. Silva, L.M.
Abrantes, Quimica 111 (2008) 37-48), pelo que ndo serdo aqui abordados em
profundidade.

As monocamadas auto-montadas constituem-se como modelos para estudos de
transferéncia electrdnica, conferem elevada selectividade e sensibilidade aos eléctrodos
modificados, permitem conhecer a composicdo quimica e estrutural das superficies e
efectuar modificacdes adicionais posteriores [53-55]. A facilidade de preparacao,
estabilidade e versatilidade torna-as atractivas para diversas aplicagdes (por exemplo
controlar a hidrofilicidade/hidrofobicidade das superficies, lubrificagdo, adesdo, corrosao,
(electro)catalise, desenvolvimento de (bio)sensores e padronizacdo), pois permitem
controlar as propriedades fisicas e quimicas dos eléctrodos modificados [53, 55]. As
moléculas mais habitualmente empregues em superficies de Au sdo os n-alcanotidis,
dialquilsulfuretos e dialquildissulfuretos [55, 56] e a auto-montagem é controlada pela
elevada afinidade do enxofre para a superficie de ouro. A estabilidade, organizacdo e
compacidade das SAMs é afectada pelas interac¢cbes molécula/substrato, entre moléculas
adsorvidas e entre os grupos terminais das moléculas. Os grupos terminais sdo

responsaveis pelas propriedades interfaciais dos eléctrodos modificados (figura 1.1); os
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mais comuns sdo os grupos metilo, amina, acido carboxilico, hidroxilo e tiol [57-61],
embora outras funcionalidades como grupos polimerizaveis sejam de interesse em muitas

aplicagOes [62-64].

Grupos
polimerizaveis

-CH; -SH -COOH -NH,
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Figura 1.1 - Representacdo esquematica de alcanotidis com diferentes grupos terminais.

As monocamadas funcionalizadas com grupos terminais livres na interface com a solugao
estdo na base do desenvolvimento de superficies nanoestruturadas e arquitecturas bi- e
tri-dimensionais com outras moléculas e nanoparticulas metalicas [55, 65, 66], embora a
funcionalizacdo seja limitada pela disponibilidade e capacidade de sintese das moléculas
apropriadas e/ou pela possibilidade de pds-funcionalizacdo das monocamadas
pré-formadas.

Diversas abordagens tém sido usadas para a funcionalizacdo de SAMs de alcanotidis
(figura 1.2), em particular a formagdo de monocamadas (simples e mistas) a partir de
moléculas com grupos funcionais terminais adequados para posterior modificacdo. Destes
salientam-se os seguintes: (i) os grupos tiol terminais para imobilizacdo de Au-NPs através
da interaccdo Au-S [59, 66-73] e de ides metalicos, por adsorcdo e posterior reducdo
electroquimica e/ou reducdo do ido metdlico em simultdneo com a oxidagdo dos grupos
tiol terminais a dissulfuretos [73, 74]; e (ii) os grupos ionizaveis, como o acido carboxilico e
a amina, tanto para estabelecer interaccdes electrostaticas [58, 75-77] como para
acoplamento covalente com outras moléculas apds activacdo quimica (por exemplo ADN,

proteinas, enzimas ou grupos funcionais de moléculas imobilizadas em NPs) [60, 61, 78-81].
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Figura 1.2 - Representagdo esquemadtica de algumas abordagens usadas na modificacdo de SAMs
de alcanotidis com base em diversas interac¢des e funcionalidades.

A construgdo de biosensores com base em SAMs funcionalizadas tem sido reportada. A
imobilizacdo covalente de biomoléculas permite controlar a quantidade imobilizada, evita
a dessorcdao para o seio da solugdao, nao limita a acessibilidade na hibridacdo de
oligonucleétidos nem parece afectar a actividade catalitica de proteinas [60, 61, 78].
Zhou et al. [79] usaram diversas abordagens e mostraram que a imobilizacdo através da
interaccdo de afinidade entre a avidina (covalentemente imobilizada na SAM) e a biotina
(na posicdao 5’ da sequéncia complementar de ADN) permite obter uma resposta rdpida e
com elevada eficiéncia de hibridacdo. Outros autores usaram o acoplamento covalente
entre grupos azina, em SAMs mistas, e acetileno, no oligonucledtido, para controlar a sua
imobilizacdo em superficies de Au [80]. Uma outra abordagem interessante é a formacao
de monocamadas em superficies de Au a partir de oligonucledtidos modificados com
grupos tiol, conduzindo a formacdo de monocamadas funcionalizadas adequadas para a
deteccdo da hibridacdo com a sequéncia complementar [78]. Neste caso a concentracdo da
solucdo de imobilizacdo e o tempo de imersao permitem controlar a quantidade de
moléculas depositadas na superficie e a deteccdo da imobilizacdo e hibridacdo dos
oligonucleétidos pode ser obtida electroquimicamente na presenca de espécies

electroactivas em solucdo [82-85].

A imobilizacdo de Au-NPs em SAMs permite aumentar a drea superficial dos eléctrodos
modificados com vantagens, em particular no desenvolvimento de sensores e biosensores
[59, 71]. Au-NPs pré-formadas imobilizadas electrostaticamente em SAMSs de cistamina

conduzem a descriminacdo da resposta electroquimica da oxidacdo da dopamina (DA) na
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presenca de acido ascorbico (AA) [75]; Au-NPs depositadas em monocamadas de
1,6-hexanoditiol através de interaccdo Au-S permitiram a deteccdo electrocatalitica da
oxidacdo do AA, sem interferéncia da presenga de dacido urico [71] e a imobilizagdo de
heparina e a deteccdo da interacgdo com a antitrombina Ill, por microbalanca de cristal de

quartzo [59].

A formacgao de SAMs com grupos polimerizaveis, como o pirrolilo, favorece a nucleagao e
crescimento do polipirrolo (PPy) e a aderéncia dos filmes a superficie do eléctrodo e afecta

a morfologia dos filmes [62-64].

1.3. Eléctrodos modificados por polimeros condutores

A polimerizagao electroquimica constitui um modo conveniente e versatil para a formagao
de filmes de polimeros condutores (PCs); estes tém sido amplamente usados na
modificacdo de superficies de eléctrodos, pois as suas propriedades, em especial a area
superficial, a porosidade e a condutividade, podem ser controladas pelas condi¢des
experimentais de sintese e dopagem [86-89]. Os eléctrodos modificados com PCs sdo
atractivos para aplicacdo em electrocatdlise e no desenvolvimento sensores e biosensores.
Entre os mondmeros mais usados encontram-se a polianilina (PAni), o polipirrolo (PPy) e o
politiofeno (PT) e seus derivados. A modificagdao de eléctrodo com PCs permite controlar as
propriedades das superficies e funcionaliza-las. Neste caso, é possivel tirar partido dos
grupos funcionais existentes na estrutura do polimero, como por exemplo os grupos amina
nos filmes de politionina, adequados para o acoplamento covalente com biomoléculas
como o ADN [90] ou os atomos de enxofre na estrutura do poli(3,4-etilenodioxitiofeno)
(PEDOT) e do poli(3-metiltiofeno) (P(3-MeT)) responsaveis pela imobilizacdo de Au e
Ag-NPs pré-formadas através da interaccdo Metal-S [91].

Comparativamente com superficies modificadas com SAMs, os PCs apresentam algumas
vantagens, em particular a ja referida elevada darea superficial e as propriedades

condutoras da matriz polimérica [92].
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A formacdo de materiais compdsitos envolvendo polimeros condutores e nanoparticulas
metalicas pretende tirar partido das caracteristicas individuais de ambos os materiais,
combinando-as para obter superficies modificadas com propriedades distintas das dos
seus componentes [92, 93]. A morfologia e estrutura da matriz polimérica garantem uma
elevada area superficial, dispersdo das particulas, elevada eficiéncia de transporte de
carga, estabilidade, contacto eléctrico entre os componentes e possibilidade de dispersao
das NPs; as caracteristicas das M-NPs, em particular as estruturais, electrdnicas, dpticas e
quimicas sdao distintas dos materiais a escala macroscépica. Entre as vantagens dos
compdsitos salientam-se a drea superficial, a densidade de locais reactivos na superficie, a
resposta rapida e a estabilidade [92, 93]. O método de preparagdao é um factor importante
na distribuicdo homogénea das NPs. Existem diversas metodologias para a imobilizacdo de
particulas metdlicas em matrizes poliméricas, tanto quimicas como electroquimicas
[94-97], das quais se salientam as seguintes:

(i) a sintese de Au-NPs estabilizadas por PPy, num Unico passo, em que o sal de Au(lll) é
usado como agente oxidante para a formacdo do polimero, com a formagdo simultanea
das particulas [96, 98];

(ii) a incorporagdo de NPs pré-sintetizadas na matriz polimérica durante a
electropolimerizacdo [99-101], embora ndo tirando partido de interaccbes especificas
polimero/NPs;

(iii) a deposicdo de NPs por precipitacdo electroless, por exemplo em filmes de PAni, em
meio acido. Este processo ocorre devido a oxidacdo espontanea do polimero e reducao
simultdnea do ido metalico em solucdo [89, 102, 103]. Em meio acido a PAni encontra-se
no estado protonado; na presenca de ides metalicos, que podem actuar como oxidantes
do filme, ocorre a desprotonacao espontanea e oxidacdao do polimero, com reducao
simultdnea dos ides ao estado metalico. Este processo apenas ocorre usando ides de
metais nobres cujo potencial de redugdo se encontra no intervalo de potencial da
conversao redox do polimero e é auto-sustentado enquanto houver polimero exposto na
interface com a solugao, pois a PAni em meio acidico é reprotonada.

(iv) a polimerizacdo de grupos terminais polimerizaveis (por exemplo o pirrolilo e o tienilo
[95, 104]) em monocamadas auto-montadas na superficie de Au-NPs, em analogia com a
formacdo de SAMs em superficies planas (figura 1.3). Pode ser efectuada por oxidacao

guimica em solucdo [94, 104, 105], obtendo-se Au-NPs envolvidas por uma camada de
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polimero (figura 1.3 (a)) ou por polimerizacdo electroquimica em superficies de eléctrodos,
na presenca de unidades monoméricas em solucdo (figura 1.3 (b)) [95]. Neste caso, as
nanoparticulas apresentam elevada estabilidade e funcionalidade conferida pelo polimero
[106]. No entanto, embora esta metodologia permita a distribuicdo aleatdria das NPs na
matriz polimérica, a cadeia alquilo que geralmente faz a ponte entre as NPs e os grupos
polimerizdveis (e o polimero) (figura 1.3), dificulta a transferéncia de carga através do

material [97];
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Figura 1.3 - Representa¢do esquematica de (a) polimerizagdo quimica em SAMs com derivados
polimerizaveis em Au-NPs e (b) polimerizacdo electroquimica entre monémeros em solugdo e
unidades monoméricas em derivados auto-montados em SAMs em Au-NPs.

(v) a imobilizagao através de interacgdes quimicas Metal-S em polimeros condutores com
atomos de enxofre na sua estrutura (figura 1.4); foi inicialmente reportado para a
imobilizacido de Ag- e Au-NPs em filmes de P(3-MeT) e PEDOT, preparados
potenciostaticamente [91]. Este método de adsorcdo especifica das NPs em filmes
poliméricos é simples, apenas requer a imersao do polimero na suspensao coloidal por um
dado periodo de tempo, permite seleccionar a forma e tamanho das NPs (pré-sintetizadas)

e controlar a quantidade imobilizada;
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M M (M= Au, Ag,...)

Figura 1.4 - Representacdo esquematica dos locais de interac¢ao entre as nanoparticulas metalicas
e o polimero.

Kumar et al. [107] estudaram compdsitos formados por Au-NPs (20-40 nm) e PEDOT, a
partir de NPs estabilizadas por moléculas de mondmero e posterior electroxidacdo para
formagdo do polimero; os compdsitos preparados em meio organico apresentaram
actividade electrocatalitica, permitindo a determinacdo selectiva de AA e DA. Em
contraste, compdsitos preparados em meio aquoso ndo apresentaram electroactividade.
No entanto, outros autores verificaram que compdsitos de PEDOT e Au-NPs (@ = 5 nm),
pré-sintetizadas, incorporadas na matriz polimérica durante a electropolimerizacao
galvanostatica em meio aquoso, conduzem igualmente a determinagdo selectiva do AA e
DA devido a presenca de surfactantes [108]. Alguns autores referem que a incorporacgao de
nanoparticulas, pré-sintetizadas, de Pt (@ = 5-6 nm) e Pt-Pd (@ = 9-10 nm) em filmes de PT
durante a electropolimerizacdo potenciodindmica, permite obter uma distribuicdo
homogénea de NPs em toda a espessura do filme [100]. Selvaraj et al. [100] verificaram
gue as NPs assim depositadas se encontram distribuidas tanto no interior do filme como a
superficie e que esta metodologia confere elevada actividade electrocatalitica aos
eléctrodos modificados para a electroxidacgdo do acido formico. Também
Bouzek et al. [109], que analisaram diferentes metodologias de deposicdo de Pt-NPs em
filmes de PPy, concluiram que a incorporacdo durante a electropolimerizacao
potenciostatica conduz a uma distribuicdo tridimensional das NPs no interior da matriz
polimérica. No entanto a acessibilidade de espécies em solugdo a superficie das particulas
metalicas encapsuladas por polimeros é limitada. Este problema pode ser ultrapassado
pela deposicdo de NPs apds electropolimerizacdo, em particular por precipitacdo
electroless [93, 110] e através de interac¢des Metal-S, de NPs pré-sintetizadas e polimeros

condutores de derivados do tiofeno [91]. Embora seja limitado o controlo sobre a
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distribuicdo e tamanho de M-NPs depositadas na superficie de polimero por precipitacao
electroless [103], Mourato et al. [93] mostraram que o modo de crescimento, a morfologia
de filmes de PPy e o tempo para a precipitacao electroless de particulas de palddio afecta a
resposta electrocatalitica dos compdsitos para a reac¢do de oxidacdo da hidrazina (HZ); os
filmes rugosos, crescidos potenciodindamicamente, com Pd-NPs pequenas (20 nm)
distribuidas na superficie do filme conduzem a menor sobrepotencial e maior densidade
de corrente de oxidacdo da HZ do que filmes formados potenciostaticamente, com menor
rugosidade, e longos periodos de precipitacao electroless. Os mesmos autores verificaram
que os compodsitos PAni/Pd-NPs (@ = 100 nm) sdo igualmente electrocataliticos para a
hidrogenacao do 4-nitrobenzaldeido [110]; Li et al. [111] mostraram que a detec¢do de
nitrito em compdsitos PPy/Pt-NPs (@ = 9 nm) é afectada pela espessura do filme crescido
potenciodinamicamente. Cho et al. [91] verificaram que a interac¢do responsdavel pela
deposicdo de Ag- e Au-NPs, pré-sintetizadas, em filmes poliméricos depende da natureza
do filme. Enquanto no PPy interac¢des ndo-especificas conduzem a imobilizacdo de um
numero muito reduzido de NPs apds longos periodos de imersdo (t =1 h), o P(3-MeT) e o
PEDOT permitem a deposicdo de um elevado nimero de particulas, apdés tempos de
imersdao curtos (5 min.), devido as interac¢des especificas M-S. A actividade
electrocatalitica de compdsitos formados por P(3-MeT) e Pt-Ag-NPs e Au-NPs,
respectivamente para a reac¢do de reducdo de protdes [112] e para a detecgdo de nitrito e
iodato [113], depende da area superficial do polimero, pois a estrutura porosa do filme

favorece a distribuicdo das NPs.

1.4. Estrutura da tese

O presente trabalho engloba os aspectos relacionados com a preparacao de suspensdes
coloidais de Au- e Pt-NPs, a sua imobilizacdo em superficies modificadas com
monocamadas auto-montadas e polimeros condutores e a avaliacdo do desempenho dos
eléctrodos modificados para aplicagdo em electrocatalise e biosensores, do qual resultou a
publicacdo de 5 artigos cientificos originais em revistas internacionais com arbitragem. O

primeiro capitulo de resultados, Capitulo 2, mostra como as condi¢des de sintese das NPs
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afecta a sua forma, tamanho e estrutura cristalografica superficial e como essa estrutura se
reflecte no comportamento electroquimico das Au-NPs. O Capitulo 3 aborda a formacao e
caracterizacdo de monocamadas auto-montadas de «,m-alcanoditidis em superficies de
ouro, e a seleccdo das condicdes que conduzem a sua organizacdo, estabilidade e
funcionalizagdo, para o desenvolvimento de arquitecturas tri-dimensionais com Au-NPs;
este capitulo contempla ainda a formacdo de SAMs funcionalizadas com oligonucledtidos
tiolados e a avaliagdo do desempenho como biosensores de ADN. Por ultimo, no Capitulo 4
estuda-se a modificacdo de eléctrodos de platina por electropolimerizacdo de diferentes
mondémeros e avalia-se o seu comportamento electroquimico. Os materiais compdsitos
formados por imobilizacdo de Au- e Pt-NPs na matriz polimérica, sdo empregues na andlise

das propriedades electrocataliticas e no desenvolvimento de (bio)sensores.
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Capitulo 2

Preparacao e caracterizacao de nanoparticulas de
Ouro e de Platina

Parte do trabalho apresentado neste capitulo foi objecto do seguinte artigo:

- “Progress in the understanding of surface structure and surfactant influence on the
electrocatalytic activity of gold nanoparticles”, V.C. Ferreira, J. Solla-Gullén, A. Aldaz, F.
Silva, L.M. Abrantes, Electrochimica Acta (2011) (doi:10.1016/j.electacta.2011.01.105).

A sintese e parte da caracterizacdo das Au-NPs (das amostras B a E) foi realizada no
Instituto de Electroquimica da Universidade de Alicante University, Espanha, no grupo de
Electroquimica Aplicada e Electrocatalise sob supervisdao do Professor Anténio Aldaz e a

colaboracdo do Doutor José Solla-Gullén e do Doutor Francisco Vidal-Iglesias.
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2. Preparagao e caracterizacao de nanoparticulas de Ouro e de
Platina

2.1. Objectivo

Os estudos presentes neste capitulo tiveram como objectivos:

- Preparar suspensdes coloidais de nanoparticulas de ouro com forma e tamanho
homogéneos e estrutura cristalina superficial distintas (policristalina ou com orientagao
cristalografica especifica, usando diferentes condicdes experimentais de sintese;

- Caracterizar as particulas preparadas, nomeadamente avaliando a relagdo entre as
condicbes de sintese e os produtos obtidos, a homogeneidade de tamanho e forma, a
orientacdo cristalografica predominante na sua superficie e a estabilidade no tempo das
suspensdes coloidais de particulas esféricas, mediante a utilizacdo de diversas técnicas
(espectroscdpicas, microscopicas e electroquimicas).

- Identificar as propriedades electroquimicas das nanoparticulas preparadas, através de
uma reaccdo sensivel a orientacdo cristalografica superficial, a oxidacdo do 4cido
ascoérbico, e analisar o efeito do surfactante adsorvido, usado na sintese, na resposta
electroquimica das particulas.

- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de platina de pequenas dimensdes, usando

metodologias andlogas as da preparacao de Au-NPs esféricas.

2.2. Sintese de nanoparticulas de Au e de Pt

As nanoparticulas - pequenos agregados de atomos cujas dimensdes se encontram entre 1
e 100 nm [1,2] - de ouro e de platina, Au- e Pt-NPs, usadas no decorrer do trabalho, foram
sintetizadas e purificadas de acordo com os procedimentos mencionados no capitulo 5.

No que respeita a sintese de particulas de ouro estabilizadas por ides citrato fracamente
adsorvidos, as da amostra A sdo obtidas por reducdo por citrato de sédio (redutor fraco) a

temperatura elevada [3-5], enquanto para as da amostra B usa-se o borohidreto como
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agente redutor (forte) a temperatura ambiente [6,7], de acordo com as condigOes

indicadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Condicdes e concentra¢des dos reagentes
usados na preparacao das amostras A e B.

Cau(in C NaBHa Ccit. Na
Amostra | Temp. / moldm™ /moldm™/ mol dm™
A 100°C 2,4x10™ 1,6 x 10
B Tamb.  1,25x10% 1,5x10% 2,5x10™

A reducdo do HAuCl, por citrato de sédio conduz a formacdo de particulas de maiores
dimensdes (@ > ~16 nm) [3, 5, 8-10] do que as obtidas usando o borohidreto de sddio [3, 6,
7].

Nestas amostras o ido citrato adsorve-se na superficie das Au-NPs, estabilizando-as,

prevenindo a sua agregacao e conferindo-lhes uma carga negativa.

As Au-NPs das amostras C a G, obtidas pelo método de crescimento a partir de particulas
pequenas (3-4 nm) designadas por sementes, sdao preparadas de acordo com as
metodologias descritas no capitulo 5 e nas condi¢cGes indicadas na tabela 2.2.

Nas amostras C, D e E usam-se sementes estabilizadas pelo surfactante brometo de
hexadeciltrimetilamdnio (CTAB), o que em especial na preparacao de bastonetes tem sido
referido como um factor importante para a obtenc¢ao de elevado rendimento na sintese de

particulas com forma e tamanho homogéneos [7, 11, 12].

Tabela 2.2 - Condi¢Oes usadas na preparacao das Au-NPs das amostras C a G.

Sementes Crescimento
Amostra| T°C Cauim) C naBHa Cestan. Caupm) Caa C outros
/moldm® /moldm® /moldm?® |/moldm® /moldm? / mol dm?
c | 25 30x10* 72x10% (COT':B) 1,9x10% 80x10° 0,015 CTAB
-4 -4 0,1 -4 4 0,1 CTAB
D 25-30 2,5x10 6,0x 10 (CTAB) 2,5x10 5,5x10 6,0 x 10'5Ag(,,
E | 25 25x10* 6,0x10" (g'AlB) 2,5%x10" 5,6x10" 0,1 CTAB
0,1 CTAB
e |t 2 6% 10° 3 2,6x10° 4 4 4
amb. ,6x10 2,6 x10 (Cit. Na) 2,7x10 5,3x10 5,3x10" NaOH
. (pH 3,5)
4
G | 25 25x10* 3,0x10° 223 X hllg 25x10* 55x10°  0,1CTAB
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O crescimento das Au-NPs das amostras C e D é efectuado num unico passo [6, 13] e o da
amostra E é faseado, envolvendo a transferéncia de aliquotas de um recipiente reaccional
para outro em sequéncia [14]. No crescimento usa-se o acido ascérbico (AA) como agente
redutor e o estabilizador CTAB, que é frequentemente empregue neste método de sintese.
E um surfactante catiénico, que forma uma bicamada envolvente, com os grupos
trimetilamonio da primeira monocamada orientados para a superficie de Au da particula
[12, 15, 16] e confere uma carga positiva as Au-NPs. O AA reduz os ides Au(lll) a Au(l),
equacgado 2.1, e na presenga de sementes a redugdo do Au(l) ocorre na superficie destas
através da equacdo 2.2; na presenca de CTAB e sementes, a reaccdo pode ser traduzida

pela equagao 2.3 [12].

AuCly + 2e” — AuCl, + 2CI Eq. 2.1
AuCly + 1e” — Au(g) + 2CI Eqg. 2.2
AuCl; - CTABmicela + AUsem. S AU(sem.+1) - CTABmicela + CTABmicela + 2CI° Eq. 2.3

Quando as sementes sdo adicionadas a solu¢des de crescimento contendo concentragdes
adequadas dos reagentes é possivel formar particulas de maiores dimensdes com formas
definidas.

Atendendo aos valores incluidos da tabela 2.2, o uso de baixa concentracdo de CTAB
(0,015 mol dm?, SigmaUltra, 99%) e elevada de AA (8,0 mmol dm?®) na sintese das
particulas da amostra C favorece o crescimento rapido e a deposicdo de atomos de Au nas
faces (111) levando a formacgdo de particulas cubicas, em concordancia com o observado
por Sau et al. [17]; por outro lado, concentracdes elevadas de CTAB (0,1 mol dm'3)
conduzem a formacgdo de bastonetes nas amostras D e E.

Embora a accdo do CTAB e de outros aditivos (como os iGes prata) ndo seja
completamente compreendida, atribui-se ao efeito do CTAB a formacdo de micelas
alongadas em 3agua, pelo que tem sido considerado como um templato para a obtencado de
bastonetes [15]. Na sua presenca, ajustando as condi¢Oes de sintese, é também possivel
preparar Au-NPs com outras formas, tal como cubos - a amostra C [13]. E, pois, conhecido
como molécula capaz de direccionar a estrutura da superficie, interagindo diferentemente
com os distintos dominios cristalinos da superficie de Au, i.e., pela ordem (100) ~ (110) >

(1212) [12, 18]. O bloqueio preferencial de certas faces cristalinas, promove o crescimento
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de outras [15, 17, 19], o que permite preparar particulas com forma e orientacao
cristalografica da superficie controlada. Assim, a formacdo de Au-NPs com formas distintas
resulta da contribuicdo da tendéncia para o facetamento cristalografico induzida pelo
agente estabilizador e da cinética de crescimento (velocidade de fornecimento de atomos
de Au para os planos cristalograficos) [17]. Na formacdo de bastonetes Perez-Juste et al.
[7] consideraram a possibilidade de feitos de campo eléctrico localizado nas extremidades
permitirem que os ides Au fortemente ligados as micelas de CTAB sofram reducdo. No
entanto, a auséncia de extremidades nas sementes esféricas requer a alteragao inicial da
sua morfologia, o que exige condicdes para a ocorréncia de um campo eléctrico
assimétrico que permita iniciar o crescimento preferencial. Para tal tem sido considerada a
possibilidade de defeitos de empacotamento dos dtomos e a existéncia de planos de
simetria (twinning planes) nas sementes estarem na origem de tais observagdes [7, 15, 18].
Uma vez atingida uma dimensao critica dos dominios cristalinos nas sementes que
permitam a estabilizacdo diferenciada por moléculas de surfactante, é a velocidade de
crescimento dessas faces que determina a forma final das Au-NPs [19]. Os planos com
orientagdo (110) e (100) crescem mais lentamente e sao mais fortemente estabilizados
pelo CTAB, muito provavelmente devido ao espacamento dos dtomos de Au nesses
dominios ser mais comparavel com o tamanho dos grupos carregados do CTA* do que nos
dominios densamente empacotados de Au(111) [15, 18, 20].

As amostras D e E preparadas na presenca e auséncia de Ag(l), respectivamente, mostram
o efeito da adicdo de ides prata a solucdo de crescimento. Estes ides afectam
significativamente o rendimento na preparacdao de Au-NPs em forma de bastonetes [12,
15], pois na auséncia de Ag(l), amostra E, a quantidade de bastonetes formada é menor e
ocorrem subprodutos com outras formas que sao rejeitados. Embora Liu et al. [11]
considerem que a estabilizacdo dos dominios da superficie acompanha o desvio de
potencial para a deposi¢cdo a sub-potencial de Ag na superficie de Au das nanoparticulas,
gue é mais favoravel na ordem (110) > (100) > (111), a andlise por Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios-X (EDX) das Au-NPs da amostra D ndo revela a presenca de
prata. Assim, a hipdtese de os ides Ag(l) adsorverem na superficie das nanoparticulas na
forma de pares Ag-Br, restringindo o crescimento segundo os planos cristalograficos
passivados [12], ou a de os pares Ag-Br entre os grupos positivamente carregados do CTA,

diminuirem a densidade de carga dos ides Br™ e favorecerem a adsor¢dao e empacotamento
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das moléculas de surfactante nos planos (110), pela diminui¢cdo das repulsGes entre grupos

vizinhos adsorvidos [19], € mais provavel.

Nas amostras F e G as sementes sao estabilizadas por ides citrato como indicado na tabela
2.2. O crescimento a partir destas é efectuado de modo faseado [21, 22] em solugdes
contendo CTAB (Riedel-de-Haen, 98%), AA e Au(lll) em proporg¢des semelhantes as usadas
na preparacao da amostra E (tabela 2.2). O pH da solugdo de crescimento das Au-NPs da
amostra F foi ajustado a pH 3,5, pois nestas condicdes Busbee et al. [21] reportaram a
formagao de Au-NPs em que cerca de 90% sdo bastonetes. Da sintese da amostra G
resultam Au-NPs com tamanhos distintos em cada passo (1-3) que sdo designadas por

amostras G(1), G(2) e G(3) [22].

As nanoparticulas de platina das amostras A e B sdo preparadas a partir do sal K,PtClg pelos
métodos usados na sintese das Au-NPs das amostras A e B, respectivamente, e sdo

igualmente estabilizadas por ides citrato.

2.3. Caracterizagdo de suspensoes coloidais de Au e de Pt-NPs

2.3.1. Nanoparticulas esféricas de ouro e de platina estabilizadas por iGes citrato

Os espectros de UV-vis das amostras A e B constam na figura 2.1. As suspensdes coloidais
de Au-NPs absorvem luz na regido do visivel, a cerca de 520 nm (vermelho) [23-25], devido
a ressonancia de plasmao de superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR). A posi¢do da
banda de absorcdo caracteristica, banda de plasmao de superficie de Au-NPs de pequenas
dimensdes (ausente na solucdo do sal de Au (HAuCl,) no espectro incluido na figura 2.1),
centrada a cerca de 521 nm para a amostra A e 513 nm para a amostra B, concorda com os
dados da literatura [3]. Os valores de comprimento de onda da banda de absor¢cdo destas
amostras (Aa > Ag) revelam a formacgdo de particulas com didmetros < 20 nm e @, > @z, pois
a intensidade aumenta com o tamanho sem grande deslocamento do pico de absorc¢ao

para particulas com diametro até cerca de 20 nm [3]. As imagens de microscopia
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electrénica de transmissao (Transmission Electron Microscopy, TEM) apresentadas na

figura 2.2 (A e B) suportam a afirmacdo anterior.

2,4
0,45+
s 1,6
és 0.8 HAUCI,
s 0301 —smmoar
> 0'(2)00 400 600 800
= A/ nm
8
< 0,151
0,00 : l . : : ,
300 450 600 750

A/ nm

Figura 2.1 - Espectros de absor¢cdo na gama de UV-vis de suspensdes coloidais de Au-NPs
estabilizadas por ides citrato, nas amostras: A (—) e B (—). Detalhe incluido na figura: espectros de
absorcdo de solucdes de HAuCl, (—) 0,125 mmol dm™ e (—) 0,25 mmol dm™.

As imagens da figura 2.2, representativas das amostras, e os correspondentes histogramas,
construidos com base na medicdao de 200 a 300 particulas usando o programa /Image J
(National Institute of Health), confirmam a formagdao de Au-NPs com tamanhos distintos
usando os agentes redutores citrato de sédio (A, & = 16 + 2 nm) e borohidreto (B, & = 3,8

+0,6 nm).
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Figura 2.2 — Micrografias de TEM obtidas para as suspensdes coloidais de Au-NPs estabilizadas por
ides citrato, nas amostras: A e B, e respectivos histogramas.

As Pt-NPs n3do apresentam banda de plasmao de superficie na gama de comprimentos de
onda da regido Ultra-violeta/visivel, no entanto a sua formag¢do pode ser acompanhada
pelo desaparecimento da banda de absorcao do sal de platina (K,PtClg) em dgua a cerca de

258 nm como se ilustra na figura 2.3.

Abs. / u.a.

300 450 600 750 900
A/ nm
Figura 2.3 - Espectros de absor¢ao na gama de UV-vis de suspensGes coloidais de Pt-NPs
estabilizadas por iGes citrato na amostra A (—) e comparagdo com o espectro obtido para o sal de
platina, 0,125 mmoldm™ de K,PtCls em agua (—).
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As imagens de TEM da figura 2.4, obtidas para as suspensdes coloidais de nanoparticulas
de platina, mostram Pt-NPs com cerca de 2,6 £ 0,4 nm e 3,4 £ 0,6 nm de didmetro médio
para as particulas preparadas em meio aquoso pelos métodos de redugao por citrato de
sodio a temperatura elevada (amostra A) e borohidreto a temperatura ambiente (amostra

B), respectivamente.
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Figura 2.4 - Micrografias de TEM obtidas para as suspensdes coloidais de Pt-NPs estabilizadas por
ides citrato, nas amostras: A e B e respectivos histogramas.

Os espectros de UV-vis representados na figura 2.5 permitem avaliar a estabilidade das
suspensodes coloidais de nanoparticulas de ouro e de platina. Os da suspensdo coloidal de
Au-NPs da amostra A ilustrados na figura 2.5 (a) mostram uma banda de absor¢do pouco
intensa, imediatamente apds a preparacdo. Quando armazenadas a baixa temperatura e
ao abrigo da luz, a banda de absorcdo aumenta de intensidade nas 1-2 semanas
subsequentes, apds o que tende a manter-se aproximadamente constante. Cerca de 5
semanas apos a sua preparacdo a intensidade da banda diminui, embora sem sofrer
deslocamento significativo no valor do comprimento de onda, possivelmente devido a

formacao de agregados que se depositam por gravidade nas 4-5 semanas seguintes,
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podendo este facto contribuir para a diminuicdo da concentragcdo de Au-NPs em suspensao
e consequentemente da intensidade da banda de absorc¢do neste periodo. Por outro lado,
as suspensoes coloidais de Au-NPs da amostra B e Pt-NPs da amostra A apresentam

espectros estaveis ao longo de pelo menos 6 meses, figura 2.5 (b e c).

b
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Figura 2.5 - Espectros de absorcdo na gama de UV-vis de suspensdes coloidais de (a e b) Au-NPs e
(c) Pt-NPs, estabilizadas por ides citrato, nas amostras (a) Au-NPs (A), (b) Au-NPs (B) e (c) Pt-NPs
(A), ao longo do tempo: (—) imediatamente apds a sintese, (—) 2 dias, (—) 1 semana, (—) 2
semanas, (—) 3 semanas, (—) 4 semanas, (—) 5 semanas, (—) 9 semanas, (—) 3 meses, (—) 4
meses e (—) 6 meses e comparagdo com solugdes aquosas dos respectivos sais (—) de Au e Pt e
com citrato de sddio (—).

As figura 2.6 e tabela 2.3 mostram os resultados obtidos por difraccdo de raios-X (DRX),
das Au- e Pt-NPs esféricas depositadas num disco de silicio amorfo. As linhas verticais,
inseridas nas figuras, indicam a posicdo e intensidade relativa dos picos de difraccao

correspondentes aos planos cristalograficos registados nas fichas JCPDS (Joint Committee
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on Powder Diffraction Standards) do Au, Pt e NaCl (incluidas no Anexo). Os picos marcados
com um asterisco, correspondem a reagentes e/ou produtos de reacgdo. Nas amostras
obtidas por reducdo por citrato de soédio e por borohidreto, foi possivel identificar o NaCl
como produto da reac¢do (valores de 20 indicados pelas linhas verticais a cinzento na
figura 2.6 (a)). Os picos de difraccdo detectados a cerca de 38,1, 44,4, 64,6 e 77,5°
correspondentes aos planos com orientagdao (111), (200), (220) e (311), da estrutura
cristalina fcc (face-centered cubic) do Au, mostram que as Au-NPs sintetizadas sdo de
natureza cristalina; apresentam uma orientagao cristalografica preferencial, embora nao
muito marcante, segundo a orientacdo (111) uma vez que as intensidades dos picos a cerca
de 44,4, 64,6 e 77,5°, em relacdo ao pico a cerca de 38,1° sdo inferiores aos valores
registados na ficha do Au (0,52, 0,32 e 0,36), como se pode verificar a partir dos dados

incluidos na tabela 2.3.

(111)

1 (200)

(220) (311)

Intensidade / u.a.
Intensidade / u.a.

1 (222)

40 50 60 70 80 90
20/° 20/°

Figura 2.6 - Difractogramas de raios-X das (a) Au-NPs: amostra A (—) e amostra B (—) e (b) Pt-NPs:
amostra A; linhas verticais - posicdo e intensidade relativa dos picos de difraccdo de acordo com as
fichas JCPDS (a) do Au (—) e do NaCl (—) e (b) da Pt (—); marcados com asterisco - picos de
difraccdo de reagentes e/ou produtos da reaccdo; tempo por degrau 5,000 s e degrau de 26 =
0,010°.

Para as Pt-NPs da amostra A, o padrao de difraccdo da figura 2.6 (b) mostra picos de
difraccdo a 39,47, 46,13, 67,84 e 81,63° que correspondem aos planos de difrac¢cdo (111),
(200), (220) e (311), respectivamente, numa estrutura cristalina fcc, de acordo com a ficha
JCPDS da platina (Anexo). A intensidade relativa dos picos também apresenta uma maior

contribuicdo do plano (111), tabela 2.3.
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Tabela 2.3 - Valores de posigdo, 26, e intensidades relativas, 1/;111), dos picos de difrac¢do
das amostras de Au- e Pt-NPs e comparacao com os dados das fichas JCPDS do Au e da Pt.
(111) (200) (220) (311)
20/° laay 20/° Vlgay 20/° /lay 20/° 1/l
Au’ 38,18 1,00 44,39 0,52 64,58 0,32 77,55 0,36 -
Au-NPs (A) | 38,14 1,00 44,30 0,22 64,64 0,15 77,62 0,13 8,9
Au-NPs (B) | 38,19 1,00 44,14 0,25 64,44 0,14 77,74 0,13 6,0
pt* 39,76 1,00 46,23 0,53 67,47 0,31 81,29 0,33 -
Pt-NPs (A) | 39,47 1,00 46,13 0,29 67,84 0,09 81,63 0,18 3,4
Valores recolhidos na ficha JCPDS de: * - Au, n2 4-0784 e i Pt, n2 4-0802, incluidas no Anexo.

Amostra t/nm

Usando as equagbes 2.4 e 2.5

B= \V Bim. - Bﬁadréo Eq.2.4

21
=R =— Eqg. 2.5
Brad. B 360 q
e a equacao de Scherrer, equacdo 2.6, para obter o valor de B
t= _09A EqQ. 2.6
B COSO

onde B é a largura a meia altura do pico (111) na amostra e no padrao (Au policristalino,
Bpadrio = 0,24°), A é o comprimento de onda da radiac3o incidente (Ac, = 0,154056 nm) e 6 é
a posicdo do pico no difractograma (6 = 26/2), é possivel estimar os tamanhos médios, t,
dos dominios ordenados nas nanoparticulas. O uso do valor de B, em vez de directamente

o valor de B permite eliminar erros instrumentais [26].

Os valores assim obtidos, tabela 2.3, revelam a presenca de dominios ordenados com
tamanhos da mesma ordem de grandeza das particulas formadas. Comparado o valor de t
com os tamanhos médios estimados através das imagens de TEM verifica-se, como
esperado, que as dimensdes das cristalites sdo da mesma ordem de grandeza das das NPs.
No entanto, os valores de t estimados sdao apenas uma referéncia da ordem de grandeza e

ndo de tamanho das NPs.
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2.3.2. Nanoparticulas preparadas a partir de sementes e estabilizadas por
surfactante

A figura 2.7 ilustra os espectros de UV-vis das suspensdes coloidais de Au-NPs das
amostras C, D e E, preparadas a partir das sementes estabilizadas por CTAB. O controlo
rigoroso das condicdes de sintese, nomeadamente a concentracdo e razdo de
concentracdes dos reagentes e sementes, uso de aditivos (por ex. ides prata [12, 13, 27]) e
surfactantes, como o CTAB [12, 15], resulta na formagdo de particulas com formas
definidas, como cubos e bastonetes. Na amostra C um Unico pico de absorc¢do centrado a
cerca de 534 nm revela a presenca de particulas com tamanho superior a 20 nm e indica

que ocorre a formagao de cubos de tamanho homogéneo [28].
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Figura 2.7 - Espectros de absor¢do na gama de UV-vis de suspensdes coloidais de Au-NPs
estabilizadas por CTAB, (a) nas amostras C (—), D (—) e E (—) e (b) comparagdo amostra D (—)
coléide e (—) limpas (amostra D’).

A imagem de TEM, figura 2.8 (C), representativa da amostra C (1 de 20 imagens a partir das
quais foi construido o histograma), confirma a formacdo de particulas clbicas com /= 42 +
2 nm. A caracterizacdo espectrofotométrica da amostra D, representada na figura 2.7,
revela a presenca de dois picos de absorcao correspondentes as bandas de plasmao de
superficie transversal (A = 518 nm) e longitudinal (A = 652 nm) dos nanobastonetes

sintetizados [29, 30], com comprimento / = 44 £ 14 nm e largura d = 14 £+ 2 nm, como
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mostra a imagem de TEM representativa da amostra D e o respectivo histograma (figura
2.8 (D)). Atendendo as condigBes de sintese discutidas acima e as imagens de TEM das
amostras C e D, verifica-se que enquanto concentragdes elevadas de CTAB (0,1 mol dm?)
favorecem a formac3o de bastonetes, a diminuicdo da sua concentracdo (0,015 mol dm™)
e 0 aumento da de AA favorece o crescimento rapido e a deposicdo de atomos de Au nos
dominios (111) levando a formagdo de particulas cubicas, em concordancia com o

observado por Sau et al. [17].
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Figura 2.8 - Micrografias de TEM obtidas para as suspensdes coloidais de Au-NPs estabilizadas por
CTAB, nas amostras: C, D e E, respectivamente, e histogramas correspondentes.

O agente estabilizador (CTAB) que envolve as Au-NPs conferindo-lhe uma carga superficial
positiva, permite que as Au-NPs se encontrem numa suspensdo coloidal individualizadas
através das interac¢Oes electrostaticas repulsivas. A sua remocdo por tratamento da
suspensado coloidal com NaOH, resulta na agregacao das Au-NPs, claramente identificada
no espectro de UV-vis da amostra D’ pelo alargamento da banda a cerca de 665 nm e o seu
desvio para valores de comprimento de onda superiores, figura 2.7 (b). Este
comportamento é semelhante ao reportado para suspensGes de nanoparticulas de ouro
apos adicao de um sal [31] ou de espécies cuja interaccdo com as nanoparticulas favoreca

a diminuicdo da distancia inter-particulas [32].

31



Capitulo 2 — Preparacdo e caracterizagdo de nanoparticulas de Ouro e de Platina

No que se refere as Au-NPs da amostra E preparada na auséncia de iGes Ag(l), a suspensao
coloidal resultante contém uma grande quantidade de subprodutos com formas distintas
dos bastonetes que se pretendem obter; aqueles produtos sao rejeitados no processo de
separacdo, pelo que o espectro de absorcdo obtido, apds a sintese, apresenta um pico
intenso e alargado a cerca de 530 nm e uma segunda banda a cerca de 640 nm, mostrando
a heterogeneidade da forma e tamanhos das Au-NPs na suspensdo. Na prepara¢ao dos
bastonetes desta amostra, o processo de separacao por centrifugacdo e lavagem é muito
delicado, moroso e resulta na recolha de uma pequena quantidade de bastonetes que,
apos separacdo, apresentam um comprimento médio de / = 390 + 67 nm e largura de d =

22 £ 5 nm, figura 2.8 (E).

A figura 2.9 (a) mostra os espectros de UV-vis obtidos para as Au-NPs das amostras F e G,
preparadas a partir de sementes estabilizadas por ides citrato. Aqueles apresentam duas
bandas de absorc¢do a cerca de A = 549 e 816 nm (amostra F), A = 527 e 607 nm (amostra
G(2)) e A =547 e 772 nm (amostra G(3)), e apenas uma banda na amostra G(1) a cerca de A
=528 nm. A detec¢do de bandas de absorgdo alargadas ou multiplas nos espectros de UV-
vis da figura 2.9 resultam da formacdo de produtos com uma grande dispersdo de
tamanhos e formas [17], como confirmam as imagens de TEM apresentadas na figura 2.10
(F e G(2)); a amostra F contém particulas com forma de esferdides com didmetros de cerca
de & = 82 + 4 nm e de bastonetes com cerca de 210 x 53 nm e as da amostra G(2) com
Desfercides = 38 £ 2 nm e bastonetes com =100 x 15 nm. No primeiro passo da sintese das
Au-NPs da amostra G, formam-se particulas esféricas, G(1), com cerca de & = 19 + 2 nm,

figura 2.10 (G(1)).
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Figura 2.9 - Espectros de absorcao na gama de UV-vis de suspensdes coloidais de Au-NPs
estabilizadas por CTAB, (a) na amostra F e (b) na amostra G (a-c, passos 1-3, respectivamente).
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Apesar de Busbee et al. [21] verificarem que variando o pH da solugdo de crescimento de
2,8 para 3,5 a quantidade de bastonetes formados aumenta de cerca de 4% para 90%, as
Au-NPs da amostra F apresentam uma grande dispersao de formas e tamanhos. Este
resultado mostra a dificuldade de preparar Au-NPs com tamanho e forma homogéneas a

partir de sementes estabilizadas por ides citrato [7, 12, 20, 33].
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Figura 2.10 - Micrografias de TEM obtidas para as suspensdes coloidais de Au-NPs estabilizadas por
CTAB, nas amostras F e G(1 e 2).

A utilizagdo de sementes estabilizadas por uma bicamada de moléculas CTAB, usadas na
sintese das amostras C e D, revela-se vantajosa na obtencdo de Au-NPs com forma e
tamanho homogéneo, quando comparado com as nanoparticulas crescidas a partir de
sementes estabilizadas por ides citrato, nas amostras F e G [7, 20, 33]. No caso das
amostras F e G, também o grau de pureza do surfactante (Riedel-de Haen, 98%) influencia
o produto final e resulta na formacdo de amostras com formas e tamanhos heterogéneos.

A partir dos difractogramas obtidos para as Au-NPs das amostras D, F e G, depositadas em
silicio amorfo, representados na figura 2.11 compilaram-se os valores incluidos na tabela
2.4. Os picos de difraccdo marcados com um asterisco, correspondem a reagentes e/ou

produtos de reaccao.
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Figura 2.11 - Difractogramas de Raios-X das Au-NPs das amostras D (—), F (—), G(1) (—) e G(2)
(—); linhas verticais - posicdo e intensidade relativa dos picos de difraccdo de acordo com a ficha
JCPDS do (—) Au. Marcados com asterisco - picos de difraccdo de reagentes e/ou produtos da
reacc3o na mistura reaccional; tempo por degrau 5,000 s e degrau de 26 = 0,010°.

Nestas amostras os picos de difraccdo detectados a cerca de 38,1, 44,4, 64,6 e 77,5°, figura
2.11, correspondentes aos planos com orientacdo (111), (200), (220) e (311) do Au,
mostram que as Au-NPs sintetizadas sdo de natureza cristalina. A partir dos dados incluidos
na tabela 2.4 verifica-se que os bastonetes da amostra D apresentam uma orientacdo
cristalografica preferencial segundo a orientacdo (111) pois as intensidades relativas dos
picos dos restantes planos sdo muito inferiores as registadas na ficha JCPDS do Au (Anexo).
Apesar da elevada heterogeneidade das particulas formadas na amostra G(2), esta
apresenta um comportamento semelhante, tabela 2.4, indicando que a média da
superficie contém uma maior contribuicdo daquela orientacdo superficial. Nas particulas
da amostra F o difractograma obtido mostra diferentes planos cristalograficos na superficie
das Au-NPs, cujas intensidades relativas dos picos de difraccdo apresentados na tabela 2.4

sao préximas das apresentadas para as particulas esféricas, tabela 2.3.
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Tabela 2.4 - Valores de posigdo, 26, e intensidades relativas, 1/l;111), dos picos de difrac¢do
das amostras de Au-NPs e comparagdo com os dados das fichas JCPDS do Au.

111 2 22 11
Amostra (0 ) (000) (o 0) (3 ) t/nm
20/° Wlay 20/° lgay 20/° /laay 20/° 1/l
Au’ 38,18 1,00 44,39 0,52 64,58 0,32 77,55 0,36 ---

Au-NPs (D) | 38,12 1,00 44,44 0,02 64,59 0,02 77,10 0,01 38,6

Au-NPs (F) | 38,11 1,00 44,36 0,29 64,54 0,13 77,54 0,12 37,0

Au-NPs(G(2)) | 38,14 1,00 -—- -—- 64,62 0,01 -—- --- 37,4
Valores recolhidos na ficha JCPDS de: * - Au, n2 4-0784.

Os tamanhos médios dos dominios ordenados nestas nanoparticulas, obtidos através da
equacao de Scherrer, equagao 2.6, e apresentados na tabela 2.4, sdao da mesma ordem de

grandeza dos obtidos por TEM.

2.4. Caracterizagdo electroquimica de Au-NPs imobilizadas em ITO e GC

O uso de reaccdes sensiveis a natureza da superficie, como a deposicdo a sub-potencial
(Under-potential Deposition, UPD) de chumbo (Pb) em superficies de Au e Ag [13, 14, 34-
36], a adsorcdo irreversivel de adatomos (por ex. Ge ou Bi) e a oxidacdo do metanol,
amonia ou acido férmico em superficies de Pt [14, 37, 38], permite a caracterizacdo
estrutural da superficie de eléctrodos. A deposicdo a sub-potencial de Pb tem sido
empregue na descriminacdo dos dominios cristalinos na superficie de Au-NPs, sem que a
orientacdo cristalografica preferencial seja afectada e com a vantagem de permitir a
remocgao de contaminantes na superficie a valores de potencial elevados (E > 1 V vs ERH)
[34, 36].

A deposicdo a sub-potencial de Pb para a caracterizacdo dos dominios cristalograficos da
superficie das Au-NPs esféricas (amostra B), cubicas (amostra C) e bastonetes (amostras D
e E), esta bem estudada para as superficies de Au monocristalinas de baixo indice (por ex.
(111), (110) e (100)). Os perfis voltamétricos dependem das interaccles especificas entre
os atomos da superficie e os atomos do metal a depositar, permitindo assim a aplicacdo na
caracterizacdo da orientacdo cristalografica superficial de nanoparticulas de ouro [6, 34,

36].
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Na figura 2.12 ilustram-se os voltamogramas ciclicos da deposicdo/dissolucdo de PbO,(s) e
Pb(s) na superficie de Au das Au-NPs (amostra D’, apds remocdo do surfactante)
depositadas sobre uma superficie de carbono vitreo (Glassy Carbon, GC), numa solugao
1 mmol dm™ de PbNO; em 0,1 mol dm™ de NaOH. A formacdo da primeira monocamada
de 6xido de chumbo (PbO,) é detectdvel a valores de potencial superiores a 1,0 V (vs ERH)
e a valores superiores a 1,5 V (vs ERH) tem inicio a formagdao de multicamadas [36]. Como a
deposicdo do filme de PbO, ocorre a valores de potencial inferiores a 1,10 V (vs ERH), este,
uma vez depositado, protege a superficie de Au da oxidag¢do a valores de potencial mais
elevados, desde que seja restrito o nimero de ciclos de potencial neste intervalo [36].
Comparando as respostas da intensidade de corrente aos primeiro e ultimo ciclos de
potencial, no intervalo onde a deposi¢do/dissolucdo de Pb(s) ocorre (0,3 < E < 0,7V, vs
ERH), é observavel um desvio de potencial e/ou aumento de intensidade de corrente apds
os ciclos no intervalo de potencial alargado, devido a remocdo de impurezas e
contaminantes da superficie de Au [34], pela deposicdo de PbO,, sem que os dominios

cristalograficos das NPs sejam afectados.
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Figura 2.12 - Voltamogramas ciclicos da deposi¢cdo e dissolugdo de uma monocamada de Pb(s) e
PbO,(s) na superficie de Au das Au-NPs da amostra D’ depositadas sobre GC; (—) 12 ciclo e (- -)
Gltimo ciclo e comparacdo com a resposta do eléctrodo de GC limpo (—); solugdo 1 mmol dm™ de
PbNO; em 0,1 mol dm=de NaOH, v=50 mV s™.

Na figura 2.13 (a-d) estdo representados os perfis voltamétricos da UPD de Pb nas Au-NPs

das amostras B’, C’, D’ e E’ (apds remocgdo do surfactante da suspensdo coloidal), antes e
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ap6s os ciclos de deposicdo/dissolucdo de PbO,. A remogdo de contaminantes da
superficie das Au-NPs é revelada pelo aumento da intensidade de corrente de deposicdo e
de dissolucao do Pb e a melhor definicdo dos picos de corrente nos voltamogramas, apds
formacao do filme de éxido de chumbo.

Nas superficies monocristalinas os picos de corrente de deposicao e dissolucdo de Pb sado
detectados a diferentes valores de potencial que dependem do seu plano de orientagao
cristalografica. Nas Au-NPs esféricas da amostra B’ (figura 2.13 (a)), a intensidade relativa e
posicdo dos picos de dissolugdo detectados a cerca de 416, 470 e 570 mV (vs ERH)
correspondem aos dominios com orientacdes cristalograficas (111), (100) e (110),
respectivamente, e relacionam-se com o perfil de uma superficie poliorientada [6, 34].
Neste caso, o pico de corrente a cerca de 416 mV (vs ERH) indica a presenca de dominios
(111) de pequenas dimensdes, pois em superficies monocristalinas com orientagdo (111),
composta por grandes terracgos, a dissolucdo do Pb ocorre a cerca de 435 mV (vs ERH) [36].
Nas particulas cubicas da amostra C’ (figura 2.13 (b)), sdo detectados picos de corrente
anddica a cerca de 379 mV (vs ERH), um duplo a 416 e 430 mV (vs ERH) e outro largo a
cerca de 565 mV (vs ERH). O primeiro, observado a valores de potencial inferiores a 400
mV (vs ERH), deve-se a dissolucdo do Pb a partir de degraus e locais de defeito; o segundo
é atribuido a presenga de dominios com tamanhos distintos com orientagao (111),
igualmente observado em superficies poliorientadas; o que ocorre a valores de potencial
mais elevado corresponde a dissolucdo a partir locais com orientacdo segundo o plano
(110) [34]. No entanto, é a presenca de um pico anddico intenso a 475 mV (vs ERH),
correspondente a orientacdo cristalografica (100), que mostra a predominancia desta
orientacao na superficie destas Au-NPs, uma vez que este pico é praticamente inexistente
nas superficies policristalinas [34].

No caso dos bastonetes, é conhecido que estes podem apresentar faces laterais com
orientacdo (110) ou (100) e faces terminais (111) [6, 12, 14, 15, 18, 39]. Os nanobastonetes
preparados apresentam picos de dissolucdo do Pb a cerca de 444 e 605 mV (vs ERH)
(amostra D’) e 437, 463 e 616 mV (vs ERH) (amostra E’), que comparando com os valores
reportados para as superficies monocristalinas podem ser atribuidos a presenca de
dominios com orientacdo cristalografica (111) e (110) nestas amostras [6, 34, 36], o que
estd de acordo com o esperado para Au-NPs com forma de bastonetes com faces laterais

(110) e terminais (111) [39, 40].
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Figura 2.13 - Voltamogramas ciclicos da deposicdo/dissolucdo de uma monocamada de Pb(s) na
superficie de Au das Au-NPs (a) esféricas - amostra B, (b) cubicas - amostra C, (c) bastonetes curtos
- amostra D e (d) bastonetes longos - amostra E, antes (linha clara) e depois (linha escura) de ciclos
de deposicdo/dissolucdo de PbO,, e comparacdo com resposta do eléctrodo de GC limpo, numa
solucdo 1 mmol dm™ de PbNO; em 0,1 mol dm™ de NaOH, v =50 mV s,

A deposicdo de Au-NPs em superficies de éxido de indio e estanho (Indium Tin Oxide, ITO)
tem sido efectuada em particular através de auto-montagem em [TO previamente
modificado com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS, tirando partido das interac¢ées
Au-S) [41], por imersdo em suspensdes coloidais [41, 42] e por deposicdo e secagem de
aliguotas [43]. As Au-NPs das amostras A, C, C’, D, D’, F e G(2) imobilizadas em superficies
de ITO, previamente limpas de acordo com o mencionado no capitulo 5, por deposicao de
aliguotas das suspensdes coloidais e evaporacao da solucdo, originaram os espectros de
UV-vis presentes na figura 2.14; as bandas tipicas de plasmdo de superficie das

nanoparticulas de ouro confirmam o seu confinamento.
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Figura 2.14 - Espectros de UV-vis das superficies de /ITO modificadas com Au-NPs, (—) amostra A,
(—) amostra D, (—) amostra D’, (—) amostra F e (—) amostra G(2).

O aparecimento de uma banda de absorg¢do adicional (A = 630 nm) na superficie ITO/Au-
NPs - amostra A sugere a formacdo de agregados de particulas [32], o que é confirmado
pela imagem de SEM na figura 2.15 (A) onde se observam pequenos agregados de 4-8
particulas. O desvio das bandas de plasmao de superficie para valores de comprimento de
onda ligeiramente superiores (AN = 10 - 35 nm) nas amostras A e D, quando comparados
com os valores observados em solucdo (figuras 2.1 e 2.7), estd relacionado com o
acoplamento dos plasmdes de superficie de particulas proximas, devido a diminuicdo da
distancia entre particulas imobilizadas [32, 44, 45], apesar de tal ndo ser detectado para a
superficie ITO/Au-NPs depositadas a partir das amostras F e G(2). Neste caso, embora as
imagens de SEM da figura 2.15 revelem que nestas amostras a dispersao de tamanhos e
formas das Au-NPs se reflecte nas nanoparticulas imobilizadas no ITO, ou seja,
aparentemente ndo hda imobilizacdo preferencial, o desvio das bandas de absorcdo para
valores de comprimento de onda inferiores (AA = -10 a -35 nm) sugere a imobilizacdo de

Au-NPs de menores dimensdes.

As imagens de microscopia electrdnica de varrimento (Scanning Electron Microscopy, SEM)
das superficies modificadas de ITO/Au-NPs corroboram o bem sucedido confinamento das

nanoparticulas nas superficies, figura 2.15.
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Figura 2.15 - Micrografias de SEM de superficies de /ITO ndo modificado (/TO) e modificado com Au-
NPs da amostra A (A), amostra D (D), amostra D’ (D’), amostra F (F) e amostra G(2) (G(2)), por
evaporacao do solvente.

De acordo com as evidéncias obtidas por espectroscopia de UV-vis em solucdo, as Au-NPs
da amostra D’ encontram-se agregadas apds remocdo do surfactante. Quando sao
imobilizadas em ITO, o desvio da posicao das bandas em cerca de 10-35 nm reflecte a
presenca de agregados depositados sobre a superficie, como confirma a imagem de SEM
da figura 2.15 (D’). Nas superficies ITO/Au-NPs - amostra D e G(2) observam-se particulas

dispersas e na amostra F detecta-se maior quantidade de particulas depositadas. Na
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amostra A, embora os dados de UV-vis indiguem a formacdo de agregados e sejam
detectados pequenos conjuntos de Au-NPs préximas, estas apresentam uma grande
dispersao na superficie, figura 2.15 (A). A gama alargada de formas e tamanhos das
amostras F e G(2) encontra-se claramente reflectida nas correspondentes superficies

modificadas, figura 2.15 (F e G(2)).

Também a resposta electroquimica obtida por voltametria ciclica das superficies ITO/Au-
NPs, em meio acido (0,05 mol dm™ de H,504) e neutro (0,1 mol dm™ de tamp3o fosfato
(TF), pH 7), confirma a imobilizagcdo das particulas, como se ilustra na figura 2.16 (a e b)
para as amostras F e G(1), respectivamente. Em meio acido, figura 2.16 (a), a oxidacdo da
superficie das nanoparticulas é detectada pelo aumento de corrente a valores de potencial
superiores a 1,1 V e o correspondente pico de reducdo observado no varrimento catédico
centrado a 0,84 V, em boa concordancia com o esperado para a oxidacao e redugao de Au

em meio acido, processos estes que ndo sdo observados na superficie de ITO limpa.
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Figura 2.16 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo de superficies de /ITO modificadas com Au-
NPs; (a) ITO/Au-NPs amostra G(A) em 0,05 mol dm™ de H,SO, e (b) ITO/Au-NPs amostra F em 0,1
mol dm™ de TF (pH 7) e comparagdo com resposta do ITO nos respectivos meios (—) e do Au em
meio neutro (—); v=50 mV s™.

Em meio neutro, figura 2.16 (b), a oxidacdo da superficie tem inicio a valores de potencial
(Eox.> 0,73 V) ligeiramente superiores aos detectados para um eléctrodo de Au macico (Eoy.
> 0,63 V), embora o ombro observado a cerca de 0,65 V possa ja indiciar a oxidagdo da

superficie. Como referido anteriormente, a oxidacdo da superficie de ouro das Au-NPs
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pode afectar a sua estrutura superficial; assim, a aplicacdo de valores de potencial
elevados onde a oxidacdo e consequente modificacdo da superficie cristalina do Au pode
ocorrer é contra-producente quando se pretendem estudar efeitos da estrutura superficial

das Au-NPs imobilizadas.

Na figura 2.17 avalia-se, por voltametria de varrimento linear, o efeito do potencial de
limite anddico, E,, na oxidagdo da superficie de Au em meio neutro (0,1 mol dm>de TF, pH
7) usando as Au-NPs da amostra F depositadas em ITO. Apds os varrimentos lineares no
sentido do potencial mais positivo, este foi mantido constante e igual a E;; = 800 ou 700

mV durante 0, 5, 30 e 300 s, seguido do varrimento no sentido inverso.
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Figura 2.17 — Voltamogramas de varrimento linear da caracterizagdo de superficies modificadas
ITO/Au-NPs com Au-NPs da amostra F com (a) E;, =800 mV e (b) E,, =700 mV paratao E,: (—)0s,
(—)5s,(—)30s e (—)300s, em que (linhas a cheio) varrimento anddico e (linhas a tracejado)
varrimento catédico, em 0,1 mol dm™ de TF (pH 7) e comparagdo com resposta do Au (x 0,5) no
mesmo meio (—); v=50mVs™.

Da andlise dos voltamogramas representados na figura 2.17 (a) verifica-se que ao E;, = 800
mV ocorre oxidacdo da superficie das Au-NPs, o que é claramente identificavel pela
presenca do pico de reducdo do Oxido de Au formado no varrimento anddico, cuja
intensidade aumenta com o tempo durante o qual o potencial Ej; é aplicado. Diminuindo o
Eia para 700 mV, decresce significativamente a oxidagao da superficie de Au como se ilustra
na figura 2.17 (b). Assim, em meio neutro o intervalo de potencial deve ser moderado (Ej; =

700 mV), evitando a oxidacdo da superficie e consequente modificacdo da sua estrutura.
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2.5. Avaliagdo da influéncia da estrutura superficial e da presenca de
surfactante na actividade electrocatalitica de Au-NPs

A possibilidade de controlar a orientacdo cristalografica da superficie das NPs,
particularmente as de ouro e de platina, tem sido muito intensivamente investigada com o
objectivo da aplicagdo destes materiais em reacgdes electrocataliticas sensiveis a estrutura
ou que requerem locais especificos nas superficies [6, 13, 14, 36, 46]. No entanto, a
presenca de surfactantes adsorvidos a superficie dos eléctrodos pode afectar a sua
resposta electroquimica, como observado em carbono na presenca de acido ascérbico (AA)
e dopamina (DA) [47, 48].

A reaccdo de oxidacdo do dacido L(+)-ascérbico (AA), sensivel a estrutura superficial dos
eléctrodos de Au [49], permite analisar o comportamento electroquimico das Au-NPs
sintetizadas. Em meio neutro o AA encontra-se na sua forma desprotonada como anido
ascorbato, HA™ (pK, = 4,17) de acordo com a equacdo 2.7. A reaccdo de oxidacdo do AA ou
do HA" é complexa; tem sido aceite [49-52] que essa ocorre em dois passos, de acordo com

as equacoes quimicas:

AA S HA +H' Eq.2.7
HA — DHA + H" + 2e” (Oxidac3o |) Eq. 2.8
DHA + H,0 — HDHA Eq. 2.9
HDHA — DCG (Hidrdlise) Eqg. 2.10
DCG — Prod. + ne” (Oxidacgao Il) Eqg. 2.11

Em superficies de Au monocristalinas, o passo limitante da velocidade, oxidagao I, tem sido
referido como insensivel a orientacdo cristalografica da superficie de ouro e atribuido a
oxidacdo do AA (ou HA’) a acido deshidro-L-ascérbico (DHA) e/ou aos seus produtos de
hidratacdo (HDHA), num processo complexo envolvendo 2 electrdes (equagdes 2.8 e 2.9)
[49, 51, 52]. O produto desta oxidacao é instavel em meio aquoso a pH > 5 e sofre hidrdlise
irreversivel espontanea, equacdo 2.10, resultando na abertura do anel lactona e
consequente formacdo do acido 2,3-dicetoglucénico (DCG) [50]. O segundo passo de

oxidacdo (oxidacdo I, equacdo 2.11) tem sido considerado como sensivel a orientacdo
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cristalografica superficial do ouro e atribuido a oxidacdo dos produtos resultantes do
primeiro passo de oxidacao [49, 50].

Os perfis voltamétricos da oxidacdo do AA em meio neutro (0,5 mmol dm™ de AA em 0,1
mol dm™ de TF, pH 7) dependem da natureza da superficie de Au; em Au policristalino, é
detectado um Unico pico de oxidagdo a cerca de 315 mV, figura 2.18 (a) enquanto em
superficies monocristalinas, como a orientada segundo o plano (111), figura 2.18 (b), sdo

observadas duas ondas de oxidacdo a 54 e 345 mV.
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Figura 2.18 - Voltamogramas ciclicos obtidos para as superficies de eléctrodo de (a) Au
policristalino, (b) Au(111) e (c) ITO, (—) antes e (- - -) apds imersdo numa solugdo 0,01 mol dm™ de
CTAB durante 18 h, em solucdo contendo 0,5 mmol dm™ de AA em TF 0,1 mol dm™ (pH 7) e (—)
comparac¢do com os voltamogramas em solugdo sem AA; v =50 mV s™.

Para avaliar a influéncia do surfactante usado na sintese das Au-NPs, na resposta
electroquimica dos eléctrodos, as superficies de Au e de ITO foram imersas numa solugao

de CTAB (0,01 mol dm™ em H,0) durante 18 horas. Na figura 2.18 contrastam-se os perfis
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voltamétricos, obtidos em solucdo de tampdo fosfato (TF, pH 7) na presenca de AA.
Verifica-se que o CTAB interage com as superficies de Au policristalino, Au(111) e ITO,
modificando a sua resposta electroquimica. O processo de oxidacdao é desviado para
valores de potencial mais elevados e as correntes de oxida¢do diminuem. E importante
referir que para a superficie de Au(111), o comportamento tipico de uma superficie
monocristalina prevalece apds contacto com a solu¢ao de CTAB e duas ondas de oxidagao
sdo detectadas a cerca de 155 e 370 mV, respectivamente (figura 2.18 (b)).

Contrariamente ao reportado [47, 48], a diminui¢cdo de potencial para a oxidagao do AA,
devido a atraccdo electrostdtica para a superficie de eléctrodos modificados com
surfactantes catidnicos adsorvidos, como o CTAB ou o DDAB (brometo de didodecil-
dimetilamdnio), ndo é observada, uma vez que melhor resposta electroquimica é obtida,
em todos os casos, para os eléctrodos limpos.

Apesar de alguma irreprodutibilidade devida a dificuldades em controlar a quantidade de
nanoparticulas imobilizada na superficie de ITO pelo método de secagem de gota, a
resposta voltamétrica de trés experiéncias independentes, obtidas para as Au-NPs da
amostra D’ e ilustradas na figura 2.19 (a), mostra um comportamento do tipo-
policristalino; a oxidacdo do AA ocorre a valores de sobrepotencial superiores aos
registados na superficie de Au policristalina, o que também é observado quando se usam
as Au-NPs esféricas da amostra A estabilizadas por ides citrato, figura 2.19 (b). A maior
guantidade depositada e a presenca de agregados, revelados pelas imagens de SEM (figura
2.15 (D’)), resultaram numa corrente de oxidacdo baixa deslocada para valores de
potencial elevados sugerindo a existéncia de fraco contacto eléctrico entre as
nanoparticulas depositadas e a superficie do eléctrodo. A resposta electroquimica das Au-
NPs da amostra A é semelhante a obtida para o eléctrodo policristalino de Au, pois a
superficie destas particulas esféricas é essencialmente poliorientada como mostraram os
resultados da analise por DRX e os dados da deposicdo a sub-potencial de Pb para Au-NPs
esféricas (da amostra B). O pico de oxidacdo encontra-se deslocado cerca de 150 mV para
valores de potencial mais positivos em relacdo ao observado no eléctrodo de Au limpo,
possivelmente devido a repulsdo electrostatica entre os ides citrato adsorvidos na

superficie das Au-NPs e o anido ascorbato em solucao.
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Figura 2.19 - Voltamogramas ciclicos obtidos para as superficies modificadas de /TO/Au-NPs da (a)

amostra D’ (linhas (—), (- - -) e (') em 3 experiéncias independentes), (b) amostra A e (c) amostra

F (- - -) e amostra G(2) (—) e comparag3o com a superficie de ITO (—) numa solugdo 0,1 mol dm™

de TF (pH 7) contendo 0,5 mmol dm™ de AA; v=50 mV s™.

Por outro lado, usando as nanoparticulas estabilizadas por CTAB das amostras F e G(2),
observa-se um menor sobrepotencial para a oxidacdo do AA do que nas Au-NPs da
amostra D’; dois processos de oxidacdo sdao detectados nos voltamogramas da figura 2.19
(c), a cerca de 160 e 600 mV, lembrando o comportamento de uma superficie
monocristalina (figura 2.18 (b)). Contudo, a compreensdo do efeito do tamanho, forma e
estrutura superficial na resposta electroquimica das Au-NPs é dificultada devido a
heterogeneidade destas amostras ilustrada nas imagens de SEM na figura 2.15.

As caracteristicas das Au-NPs das amostras C e D, tamanho e forma homogéneas e
superficie com dominios orientados segundo o plano (100) (amostra C) e (111) e (110)
(amostra D), permitem uma melhor compreensdo da influéncia dos dominios da superficie

e da presenca do surfactante no comportamento electroquimico.
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Os resultados incluidos na figura 2.20 (a) mostram que as Au-NPs da amostra D
apresentam uma resposta do tipo-monocristalino com duas ondas de oxidacao a cerca de
110 e 440 mV. S3o também observadas maior corrente de oxidacgdo e menor
sobrepotencial do que aquelas registadas para as Au-NPs sem surfactante da amostra D’.
Estes resultados confirmam que a interaccdo do CTAB com os dominios da superficie das
Au-NPs afecta a resposta electroquimica, o que estd de acordo com o observado nas
superficies de Au (figura 2.18 (a e b)). Os valores de potencial a que ocorrem as duas ondas
de oxidacdo do AA correlacionam-se com aqueles observados na superficie de Au(111)
apo6s contacto com a solucdo de CTAB (Eox. 1= 155 mV e Eqy = 370 mV). Assim, o acesso do
AA a superficie (111) é facilitado pela interac¢do menos forte do CTAB com os dominios da
superficie com aquela orientacdo, do que com os orientados segundo o plano (110),

esquema 1 (a).

a b
60 - 60-
£ 40; § 401
<
= 20 = 201
0+ 0-
300 0 300 600 900 2300 0 300 600 900
E vs ESC/ mV E vs ESC/ mV

Figura 2.20 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o eléctrodo modificado /TO/Au-NPs da (a)
amostra D (linhas (—), (- - -) e (-----) em 3 experiéncias independentes) e (b) amostra C (—) com e
(—) sem surfactante, e comparag¢do com a superficie de /TO (linha cinzenta) em solugdo 0,1 mol
dm™ de TF (pH 7) contendo 0,5 mmol dm™ de AA; v=50 mVs™.
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Os resultados anteriores sdo reforcados pelos obtidos usando as Au-NPs da amostra C.
Nestas particulas cubicas, de tamanho e forma homogénea, com faces orientadas segundo
o plano (100), fortemente estabilizadas pelo CTAB, observa-se um comportamento do tipo-
policristalino, ilustrado na figura 2.20 (b), distinto do detectado nos bastonetes da amostra
D (duas ondas de oxidagdo devido a disponibilidade dos dominios com orientagdo (111)
menos estabilizadas pelo CTAB). Na presenca de CTAB, possivelmente a menor organizagao
da bicamada de surfactante préoximo das arestas dos cubos, esquema 1 (b), facilita o
acesso do AA a estas zonas poliorientadas, e portanto o perfil voltamétrico apresenta um
Unico pico de oxidacdo. Quando os cubos sem surfactante sdo caracterizados, a resposta
registada corresponde a média da superficie, que se reflecte num perfil voltamétrico do
tipo-policristalino, semelhante ao obtido para as particulas esféricas estabilizadas por iGes
citrato e para as Au-NPs da amostra D’ sem surfactante.

Suporte adicional obtém-se através do eléctrodo modificado com Au-NPs da amostra D’,
apos imersdao numa solucdo 0,01 mol dm™ de CTAB durante cerca de 17 horas; os
voltamogramas presentes na figura 2.21 ilustram a resposta electroquimica antes e apds

contacto com a solugdo de CTAB.
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Figure 2.21 - Voltamogramas ciclicos obtidos para as superficies de /TO/Au-NPs da amostra D
(= =), ITO/Au-NPs da amostra D’ antes (—) e apds (—) imers3o em solucdo 0,01 mol dm™ de CTAB
durante 17 h, em soluc¢do 0,1 mol dm3deTF (pH 7) contendo 0,5 mmol dm3de AA; v=50mVs™.
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Na presenca de CTAB um perfil do tipo-monocristalino é restabelecido, com as duas ondas
de oxidacdo a valores de potencial de cerca de 85 e 300 mV, préximos dos detectados para
a superficie de Au(111), confirmando que sdo os dominios (111) da superficie, menos
estabilizados pelo CTAB, os responsaveis pelo melhor desempenho electrocatalitico. E
ainda de referir que a hipdtese de fraco contacto eléctrico entre as Au-NPs sem
surfactante e a superficie do substrato ndo se verifica, uma vez que apds contacto com a

solucdo de CTAB os dois processos de oxidacdo do AA sdo detectados.

2.6. Conclusoes

Na sintese de Au-NPs esféricas, policristalinas e com tamanho homogéneo, o uso de
agentes redutores mais fortes (como o borohidreto de sddio) permite obter particulas de
menores dimensdes do que aquelas preparadas com citrato de sddio. Usando os redutores
citrato de sédio ou borohidreto de sddio, formam-se nanoparticulas de platina igualmente
esféricas, policristalinas e com tamanhos homogéneos, no entanto com diametro
semelhante independentemente do agente redutor usado.

A preparagao de nanoparticulas com forma e tamanho especifico, pelo método de sintese
mediado por sementes, depende das condi¢des de preparacao, da natureza das sementes
e da presenca de aditivos na solucdo de crescimento. A estabilizacdo diferenciada de
dominios da superficie das Au-NPs pelo agente surfactante (CTAB), na presenca e auséncia
de Ag(l), é claramente observada na formacdo de nanoparticulas com forma homogénea
partindo de sementes estabilizadas por CTAB. Neste caso, baixa concentracdo de
surfactante e elevada de agente redutor (AA) na solu¢do de crescimento, conduz a
formacao de particulas cubicas com tamanho homogéneo (42 = 2 nm) e compostas por
faces com orientacao cristalografica (100) revelado por TEM e UPD de chumbo; formam-se
bastonetes (44 £ 14 nm x 14 + 2 nm) que apresentam, de acordo com os dados de UPD de
Pb, a sua superficie orientada segundo os planos (111) e (110), sem que ocorra deposicdo
de Ag(s) na sua superficie, aumentando a concentracdo de CTAB e diminuindo a de AA, na
presenca de iGes Ag(l). Na auséncia de ides Ag(l), formam-se bastonetes mais longos

embora em menor quantidade juntamente com subprodutos com forma e tamanhos nao
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homogéneos; apenas apds separacdo é possivel isolar bastonetes (390 + 67 nm x 22 + 5
nm) que apresentam dominios de superficie orientados segundo os planos (111) e (110)
revelados por UPD de Pb.

As sementes estabilizadas por ides citrato, originam Au-NPs com forma e tamanho
heterogénea, mesmo em solucdes de crescimento com valores de pH mais elevados, como
€ o0 caso da amostra F.

A imobilizacdo das Au-NPs em superficies de ITO, confirmada por UV-vis, SEM e
voltametria ciclica, permite avaliar as suas propriedades electroquimicas. Para que o
intervalo de potencial usado ndo afecte a estrutura superficial das Au-NPs depositadas, o
potencial do limite anddico ndo deve exceder 0,7 V (vs ESC), em meio aquoso neutro.
Usando a reaccdao de oxidacdo do AA, sensivel a natureza do eléctrodo, mostra-se a
resposta electroquimica das nanoparticulas de ouro e o efeito da presenca do surfactante
usado na sintese. As Au-NPs esféricas e poliorientadas (amostra B, estabilizadas por ides
citrato fracamente adsorvidos) e as particulas constituidas por faces com orientacao
cristalografica bem definidas como nos cubos (amostra C’) ou nos bastonetes (amostra D’),
apos remocdo do CTAB, apresentam uma Unica onda de oxidacdo do AA, a valores de
potencial elevado, semelhante ao detectado em superficies policristalinas de Au, devido a
contribuicdo de toda a superficie (dominios cristalinos, arestas e defeitos) para a resposta
electroquimica.

O CTAB, interagindo com as superficies de /ITO e Au (poli- e mono-cristalino), afecta a sua
resposta electroquimica para a oxidacdo do AA, conduz a diminuicdo da corrente de
oxidacdo e ao deslocamento para valores de potencial mais elevado. No entanto, o
comportamento tipo-monocristalino com detec¢ao de duas ondas de oxidagdo prevalece
na superficie de Au monocristalina apds contacto com o surfactante. Nas Au-NPs das
amostras F e G, estabilizadas com CTAB, ainda que apresentem uma grande dispersdo de
formas e tamanhos, a resposta electroquimica mostra duas ondas de oxida¢ao do AA, num
comportamento semelhante ao obtido na superficie monocristalina de Au.

As Au-NPs cubicas e os bastonetes mais curtos, constituidas por dominios bem definidos,
mostram como a orientacdo cristalografica das nanoparticulas e a interaccdo com o
surfactante afecta o comportamento electroquimico. A resposta electroquimica relaciona-
se com a diferente interaccdo do surfactante com distintos dominios cristalinos na

superficie das Au-NPs na ordem (110) ~ (100) > (111). Nos bastonetes que apresentam
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dominios orientados segundo os planos (111) e (110), aqueles com orientacdo
cristalografica (110) sdo preferencialmente estabilizados pelo CTAB, enquanto as faces
(111) persistem disponiveis para a reacgdao de oxidacdo do AA, o que origina numa
resposta electroquimica tipo-monocristalina (duas ondas de oxidacdo). Nas Au-NPs cubicas
a resposta do tipo-policristalino (um pico de oxidacdo a valores de potencial elevado)
resulta da forte interaccdo do CTAB com os dominios da superficie com orientagdo
segundo o plano (100) nas faces dos cubos e do acesso preferencial do AA aos vértices
(poli-orientados) onde a camada de surfactante adsorvido estd menos organizada. E,
portanto, a distinta interac¢do do CTAB com os dominios cristalinos presentes na superficie
das Au-NPs (mais forte com o planos (110) do que no (111)) que permite a descriminagao
da contribuicdo dos diferentes dominios da superficie para a resposta electrocatalitica das
Au-NPs. Nos bastonetes, sdo os planos com orientacdo cristalografica (111) os

responsaveis pela sua reactividade para a reaccdo usada.
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Capitulo 3

Monocamadas auto-montadas funcionalizadas -
interaccao Au-S na imobilizacao de Au-NPs e
oligonucleodtidos tiolados no desenvolvimento de
biosensores de ADN
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3. Monocamadas auto-montadas funcionalizadas - interac¢ao
Au-S na imobilizacao de Au-NPs e oligonucledtidos tiolados no
desenvolvimento de biosensores de ADN

3.1. Objectivo

Neste capitulo descreve-se:

- A formagao de monocamadas auto-montadas de n-alcanotidis e a,w-alcanoditidis em
ouro, para preparar superficies adequadamente funcionalizadas com grupos tiol livres na
interface monocamada/solucgéo;

- A caracterizacdo das monocamadas auto-montadas preparadas quanto a estabilidade,
organizacao e propriedades electroquimicas, e a selec¢ao das superficies modificadas mais
adequadas para posterior modificacdo;

- A imobilizacdo e quantificacdo de nanoparticulas de Au nas monocamadas seleccionadas,
a avaliacdo das suas propriedades electroquimicas e o desenvolvimento de estruturas
tridimensionais de monocamadas e Au-NPs;

- A avaliacdo da resposta de eléctrodos de Au modificados com monocamadas mistas de
oligonucleétidos funcionalizados com dialquildissulfuretos no desempenho como

biosensores de ADN e o estudo de métodos de deteccdo aplicaveis.

3.2. Preparagdo e Caracteriza¢do de Monocamadas Auto-montadas

3.2.1. SAMs contendo a,w-alcanoditidis

Nas figuras 3.1 (a e b) ilustram-se os voltamogramas ciclicos obtidos para a dessorc¢ado
redutiva (2 ciclos de potencial) em meio alcalino (0,1 mol dm™ de NaOH) de monocamadas
simples, preparadas de acordo com o descrito no capitulo 5, a partir de solugdes etandlicas

1 mmol dm™ de 1,10-decanoditiol e de 1-hexanotiol, respectivamente. Sdo observados
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dois picos de reducgdo no varrimento catddico (Red. 1 e 2) e um de oxidagdo no varrimento

anddico (Ox.).
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Figure 3.1 - Voltamogramas ciclicos da dessor¢do redutiva das SAMs preparadas a partir de (a)
1,10-decanoditiol, (—) ciclo 1 e (---) ciclo 2 e (b) 1-hexanotiol, (—) ciclo 1 e (---) ciclo 2, com t,4. =
22 h; 0,1 mol dm™ de NaOH, v=20mV s™.

Os primeiros tém sido atribuidos a dessor¢ao das moléculas auto-montadas em resultado
da forte interaccdo Au-S que controla o processo para moléculas que contém grupos
terminais com enxofre (por exemplo os tidis, sulfuretos e dissulfuretos) em superficies de

ouro; a adsorc¢ao de tidis pode ser descrita pela equacdo 3.1:

Au(0) + HSR — Au-SR + H" + 1e” (Au) Eq. 3.1

ou seja, ocorre por um processo anddico que envolve a transferéncia de electrées [1-3]. A
formacao de hidrogénio molecular resultante da reac¢do anterior tem sido sugerida, no
entanto, na presenca de oxigénio dissolvido na solucdo de preparacdo, aquele pode
encontrar-se na forma de H,0,; [4], cuja formacdo é favorecida pela elevada densidade de
carga negativa acumulada na superficie metalica em resultado da reaccdo de adsorc¢do ao
potencial em circuito aberto [1, 2, 5]. A reac¢do de dessor¢dao conduz a formagdo de um

tiolato, de acordo com a equacdo 3.2:

Au-SR + 1e” (Au) = Au(0) + RS Eq. 3.2

Este, que pode permanecer nas imediacOes da superficie atraido pelos catides adsorvidos

no Au, devido ao elevado potencial negativo aplicado [6, 7], é readsorvido no varrimento
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anadico [8, 9], por um processo oxidativo, através da reaccdo representada pela equacao
3.3:
Au(0) + RS — Au-SR + 1e" (Au) Eq.3.3

Esta é comum a adsorcdo de dialquildissulfuretos, como passo subsequente ao da

adsorgdo redutiva representada pela equagao 3.4:

Au(0) + RSSR’ + 1e (Au) — Au-SR’ + RS~ Eq.3.4

O pico de oxidacdo detectado no varrimento anddico (Ox.) corresponde a re-deposicdo
oxidativa das moléculas dessorvidas no varrimento catédico. No entanto, para as
monocamadas formadas a partir tanto de n-alcanotidis como de a,w-alcanoditidis (figura
3.1), a carga envolvida no pico de corrente de re-deposicdo oxidativa detectada no
varrimento anddico do primeiro ciclo de potencial (Ox.) é inferior aquela do segundo ciclo
da dessorcao redutiva. A possibilidade de dessor¢ao incompleta no primeiro varrimento
catédico (v = 20 mV s™) ndo é de considerar pois obtiveram-se valores de carga de reducdo
semelhantes a uma velocidade de varrimento inferior (v = 10 mV s™).

Por outro lado, a literatura reporta que a dessorcao de SAMs de n-alcanotidis preparadas a
partir de solugBes etandlicas ocorre ndo com a formacdo de tiolatos mas de
dialquildissulfuretos [4, 10-12], o que permite justificar a diferenca de carga obtida entre a
adsorcdo oxidativa das SAMs de tidis e ditidis no segundo ciclo de dessor¢ao catddica.
Neste caso, uma vez que a adsorcdo de dissulfuretos ocorre em dois passos, um catddico
(envolvendo 2 electroes na reducdo do dissulfureto e 1 electrdo na oxidacdo do Au,
equacdo 3.4) e o segundo anddico (adsorcdo oxidativa de moléculas de tiolato que nao
difundiram para o seio da solugdo, equacdo 3.3) [1-3], o balanco global de carga de

adsorcdo é inferior ao esperado se o processo fosse totalmente oxidativo.

A dessorcao redutiva de SAMs preparadas, por imersdo durante curtos periodos de tempo
a partir de 1,6-hexanoditiol (t.gs. = 8 h) e 1-hexanotiol (t.gs, = 1 h) ocorre a valores de
potencial menos negativos do que aquelas formadas durante periodos de tempo mais
longos (tags. = 22 h) em cerca de 46 e 120 mV (Red. 1 e 2 no 1,6-hexanoditiol) e 68 e 15 mV
(Red. 1 e 2 no 1-hexanotiol), mostrando a sua menor estabilidade. Apesar disso, os valores

estimados de recobrimento superficial, I', das SAMs de 1,6-hexanoditiol apds 8 e 22 horas
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de adsorcdo sdo semelhantes (I' = 7,3 x 10" mol cm"z), indicando que a sua organizagao é
um processo muito mais lento do que o passo de adsorcdo, tal como tem sido reportado
na literatura [6, 13, 14]. Assim, de modo a obter monocamadas organizadas estas sao

preparadas com um tempo de adsorcao minimo de 22 horas.

As figuras 3.2 e 3.3 contém os voltamogramas ciclicos da dessorcdao redutiva das
monocamadas preparadas a partir de a,w-alcanoditidis e n-alcanotidis, respectivamente,
com diferentes comprimentos de cadeia alquilo (n = 6, 9 e 10). Observa-se a presenca de
dois picos de reducdo, cuja posicdo apresenta uma variabilidade de 10 mV entre
amostras, com diferenca de potencial, AES, entre os picos Red. 1 e Red. 2 de cerca de 149
mV e 65-120 mV, para as SAMs de ditiol e tiol, respectivamente. A separacao dos picos de
dessorgdo, de 20-100 mV, tem sido atribuida a presenca de diferentes dominios
moleculares na monocamada [15, 16]; também a rugosidade microscdpica da superficie de
ouro, é responsavel por desvios de potencial entre 200-300 mV e divisdo do pico de
dessorcdo, devido a dominios cristalograficos na superficie com distintas orientacdes [15,
17, 18], contudo o valor de potencial de carga zero (pcz) de superficies de Au com distintas
orientacdes cristalograficas pode apresentar diferencas de potencial daquela ordem [9].

Na tabela 3.1 encontram-se os valores de potencial dos picos, E,, da diferen¢a de potencial
entre os picos de reducdo, AE, e o recobrimento superficial, I', determinados a partir das
figuras 3.2 e 3.3. Tendo em conta a rugosidade superficial do Au (Rs = 1,2), obtida de
acordo com o referido no capitulo 5, sdo estimados os valores de I, através da equac¢do 5.1
mencionada no mesmo capitulo, com base na carga eléctrica envolvida nos picos de
dessorcdo redutiva da monocamada, assumindo um electrdo por molécula adsorvida de
acordo com a equacado 3.2 [8, 9, 16 18-20].

A estabilidade das monocamadas preparadas a partir de a,w-alcanoditiéis aumenta com o
comprimento da cadeia das moléculas adsorvidas; o pico de dessorcdo redutiva Red. 1,
assinalado na figura 3.2, é desviado para valores de potencial mais negativos, E;, devido as
interaccbes de van der Waals entre cadeias alquilo. Um comportamento idéntico é
observado na figura 3.3 para os n-alcanotidis. Contudo, a dessor¢ao redutiva das SAMs de
n-alcanotidis ocorre a valores de potencial mais negativos do que os correspondentes
ditidis, mostrando que a presenca de grupos tiol em ambas as extremidades da molécula

afecta a estabilidade das monocamadas.
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Figura 3.2 - Voltamogramas ciclicos da dessorcdo redutiva de SAMs de (—) 1,6-hexanoditiol,
(—) 1,9-nonanoditiol e (—) 1,10-decanoditiol, com t,4. = 22 h e comparacdo com resposta de
Au(111) limpo; 0,1 mol dm3de NaOH, v=20mVs™.
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Figura 3.3 - Voltamogramas ciclicos da dessor¢do redutiva de SAMs de (—) 1-hexanotiol,
(—) 1-nonanotiol e (—) 1-decanotiol, com t,q. = 22 h e comparag¢do com resposta de Au(111)
limpo; 0,1 mol dm?de NaOH, v=20mVs™.
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Tabela 3.1 - Valores de potencial dos picos de dessor¢do redutiva (EX) e reoxidacdo (E°) e
recobrimento superficial (I') das SAMs de o, m-alcanoditidis e n-alcanotidis.

Tiol v E°/ mV E°  AES; 10T (x0,3)

(1 mmol dm?) t/h /mvs™? 1 2 /mV  /mV  /molcm?
1-Hexanotiol 22 20 -1008 -1126 -774 118 6,6
1,6-Hexanoditiol -988 -1135 -821 147 7,3
1-Nonanotiol 22 20 -1041 -1161 -860 120 5,5
1,9-Nonanoditiol -992 -1138 -832 146 6,3
1-Decanotiol 22 20 -1100 -1165 -897 65 7,4
1,10-Decanoditiol -1018 -1170 -828 152 6,2
(10 mmol dm®) -1135 -1177 -833 42 6,8

E — Valores de potencial dos picos catédico (c) e anddico (a); AE® — separacdo dos picos catédicos;
T - recobrimento superficial.

Os valores de recobrimento superficial estdo de acordo com os reportados para
monocamadas compactas de n-alcanotidis (com n > 10) com recobrimento de saturacao
numa estrutura (V3xv3)R30° em Au(111), I' = 7,6 x 10™° mol cm? [8, 9, 19, 20]. Sugerem a
formacdo de monocamadas compactas de ditidis orientados perpendicularmente a
superficie, pois a adsor¢do paralela daquelas moléculas com n = 6, 9 e 10 resultaria em
valores de I' = 2,9 x 10'10; 2,2 X 100 e 2,0 x 10 mol cm'z, respectivamente (valores
estimados com base na drea ocupada pelas moléculas, obtida com o auxilio do software
ChemSketch e assumindo um espacamento de 0,5 nm entre moléculas adsorvidas [21]).

O uso de a,w-alcanoditidis tem particular interesse, uma vez que contendo duas
funcionalidades SH nas extremidades opostas da cadeia alquilo, permitem obter
superficies modificadas com grupos tiol livres na interface SAM/solu¢cdo e posterior
modificacdo, em particular através de interac¢do com outras moléculas, ides e particulas
metalicas [22-27]. No entanto, para as SAMs de ditidis com comprimento de cadeia mais
curto (n = 6 e 9) os valores de I' sdo superiores aos obtidos para a SAM do monotiol
correspondente. Neste caso, ocorre a reducdo de algumas ligacGes dissulfureto na
interface SAM/solucdo, em simultdneo com a dessor¢do redutiva, o que contribui para a
carga catddica resultando em valores de I' mais elevados [6, 25]. De facto, a
disponibilidade dos grupos SH na interface SAM/solugdo possibilita e formagdo oxidativa
de ligacBes dissulfureto, S-S, inter- ou intra-camada, que perturbam o empacotamento das

cadeias alquilo [6, 13, 25, 26, 28-30].
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Para o 1,10-decanoditiol o potencial do pico de redu¢do E+%, deslocado 80 mV para valores
menos negativos, em relagdo aos obtidos para o 1l-decanotiol, e o baixo valor de T,
mostram uma SAM menos organizada e sugerem a formacdo de aselhas (ambos os grupos
SH ligados a superficie), cuja tendéncia aumenta para alcanoditidis com n > 8 [31].

A adsorcdao a partir de uma solugao 10 mmol dm™ de 1,10-decanoditiol, favorece a
estabilizacdo e orientacdo perpendicular das moléculas adsorvidas [28], pois os valores de
potencial dos picos de dessor¢ao redutiva aproximam-se dos observados para o
correspondente monotiol, obtendo-se um ligeiro aumento do valor de I', tabela 3.1. No
entanto, embora nestas condi¢Ges a orientagdo perpendicular das moléculas adsorvidas
seja favorecida, tem-se observado a formacdo de ligacdes S-S inter-camadas [28], o que

contribui para os valores de carga de redugao superiores, como foi acima referido.

Nas figuras 3.4 e 3.5 ilustram-se as imagens de STM obtidas para as SAMs simples
preparadas a partir de n-alcanotidis e a,w-alcanoditidis. A forma¢do das monocamadas na
superficie é evidenciada pela presenca de depressdes tipicas, figura 3.4 (a), que contém
uma SAM organizada [13, 32, 34, 39], com profundidade comensurdvel com a de um
degrau monoatdmico numa superficie de Au(111) (= 0,24 nm) [33-35, 39], figura 3.4 (b),
induzidas pelo tiol nos terragos da superficie de ouro. Aquelas tém sido explicadas pela
reconstrucdo da superficie com compressdao da camada externa de dtomos de ouro [34,
35], dissolu¢do de Au [32, 36, 37] ou pela mobilidade do par Au/tiolato [13, 37].

Nas monocamadas preparadas com n-alcanotidis, apresentadas nas imagens 5x5 nm?
incluidas nas figuras 3.5 (a-c), é detectavel uma estrutura hexagonal (V3xV3)R30°
comensuravel com a superficie de Au(111) e uma periodicidade constante de cerca de 0,5
nm entre moléculas adsorvidas [35, 38, 39].

A auséncia de resolucdo molecular nas imagens de STM das SAMs de a,w-alcanoditidis
(figura 3.5 (a’-c’)) corrobora a baixa organizacdo das monocamadas de ditiol, sugerida
pelos resultados electroquimicos; pode ter origem na presenca de ligagbes S-S
aleatoriamente distribuidas na interface SAM/solucdo [6, 13]. No entanto, a interac¢do
ponta/grupos SH livres na SAM podem também influenciar a obtencdo das imagens de

STM nestas monocamadas [13].
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Figura 3.4 - Imagens (a e c) de STM de superficies de Au(111) modificadas com SAMs preparadas
em solucdo etandlica de (a) 1,6-hexanoditiol (z = 1 nm, 22 x 22 nm?) e (b) 1,9-nonanoditiol
(z=1,5 nm, 120 x 120 nm?), e os respectivos perfis ilustrando as depressées induzidas pelo tiol (a e
b) e os degraus monoatémicos na superficie do Au(111) (c e d); ir = 150 pA e U; = 800 mV.

120 x 120 nm’ 120 x 120 nm? 120 x 120 nm?

120 x 120 nm’

Figura 3.5 - Imagens de STM das SAMs preparadas em solugdes etandlicas de n-alcanotidis:
(a) 1-hexanotiol (z = 4 nm), (b) 1-nonanotiol (z = 2 nm) e (c) 1-decanotiol (z = 2 nm) (detalhes
incluidos nas figuras: imagens de n-alcanotidis 5x5 nm?) e de a,w-alcanoditidis: (a’) 1,6-hexanoditiol
(z = 2 nm), (b’) 1,9-nonanoditiol (z = 2 nm) e (c’) 1,10-decanoditiol (z = 1 nm); imagens 120x120
nm’, it = 150 pA e U = 800 mV.
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No caso das SAMs de a,w-alcanoditidis, agregados com menos de 1 nm de altura
observam-se na imagem de STM ilustrada na figura 3.6, mas ndo nas das SAMs de
n-alcanotidis. Embora ndao se encontre reportada na literatura a sua detec¢do por esta
técnica, devem-se a formacdo de mais do que uma monocamada através de ligacdes
dissulfureto com moléculas livres em solucdo, ficando estas ndo orientadas, dado que a
altura dos agregados é inferior ao comprimento de uma molécula de 1,9-nonanoditiol
(1,364 nm). Esta observacdo concorda com as estruturas detectadas sobre as
monocamadas em estudos por AFM; neste caso, com altura comensurdavel com uma
mono- ou bicamada adicional em SAMs de n-alcanotiol e a,w-alcanoditiol,

respectivamente [26, 30, 40].

230 x 230 nm?

Figure 3.6 - Imagem de STM das SAMs preparadas em solugdes etandlicas de 1,9-nonanoditiol
(z= 6 nm); imagens 230x230 nm”, i = 500 pA e Uy = 200 mV.

3.2.2. Monocamadas mistas contendo a,w-alcanoditiois

Um método simples e conveniente para obter monocamadas mistas é o uso de solu¢des de
auto-montagem contendo ambas as moléculas (tiol e ditiol) [41, 42].

Nas figuras 3.7 e 3.8 e tabela 3.2 compara-se a caracterizacdao electroquimica das
monocamadas mistas, m-Cn, preparadas em solucbes etandlicas contendo diferentes
proporcdes de moléculas de tiol e ditiol (1 mmol dm3de concentracdo total de moléculas)
com igual comprimento de cadeia alquilo (n = 6, 9 ou 10), com as correspondentes SAMs
simples de tiol e ditiol.

Nas SAMs mistas preparadas em solucdes equimolares (ou quase-equimolares) dos dois
componentes, o aumento da concentracdo de n-alcanotiol na solucdo de adsorg¢do conduz

a um incremento do recobrimento superficial, indicando que o monotiol induz a
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organizacao e estabilizagdo da monocamada. Esta é confirmada nos voltamogramas da
figura 3.7 (a e b), pelo desvio de potencial dos picos catddicos para valores mais negativos
nas SAMs mistas (n = 6 e 9), quando comparadas com as monocamadas simples de ditiol.
Para o maior comprimento de cadeia alquilo (n = 10, figura 3.7 (c)) o pico catédico surge
sensivelmente ao mesmo valor de potencial; a presenca de moléculas de n-alcanotiol na
SAM mista parece atenuar a formagao de aselhas, obtendo-se um maior recobrimento

superficial como se constata pelos valores incluidos na tabela 3.2.
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-204 —— 1,6-Hexanoditiol 204 Red.2 —— 1,9-Nonanoditiol
— Mista (1:1) Mista (1:1)
'25 T Red 1 T ’?U(111) T '25 T T 6““11) T
-1200 -800 -400 0 -1200 -800 -400 0
E vs ESC/ mV E vs ESC/ mV
54 Ox.

n=10
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Figura 3.7 - Voltamogramas ciclicos da dessor¢ao redutiva de SAMs mistas preparadas em solugdes
etandlicas contendo: (a) 1,6-hexanoditiol/1-hexanotiol, (b) 1,9-nonanoditiol/1-nonanotiol e
(c) 1,10-decanoditiol/1-decanotiol e compara¢do com as SAMs simples com igual comprimento de
cadeia e com resposta de Au(111) limpo (—), com t,g. = 22 h; 0,1 mol dm™ de NaOH, v =20 mV s™;
(d) imagem de STM da SAM mista (1:1) de 1-decanotiol/1,10-decanoditiol (z = 1 nm); imagens
120x120 nm?, iy = 150 pA e U; = 800 mV.
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Nas condicdes usadas para a preparacao destas monocamadas e uma vez que a constante
de velocidade de adsorc¢do do ditiol é superior a do monotiol (por exemplo para o 1,8-
octanoditiol e o 1-octanotiol, k = 2188 e 1380 5-1/2’ respectivamente, em solugdes 5 umol
dm™ [43]), é razodvel assumir que o primeiro é o componente principal.

Na figura 3.7 (d), que ilustra uma imagem de STM representativa das obtidas para as SAMs
mistas preparadas a partir de solu¢des contendo a propor¢ao equimolar dos componentes,
podem distinguir-se as depressdes tipicas que confirmam a forma¢ao da monocamada.
Apesar dos resultados electroquimicos indicarem um aumento de estabilidade e
diminuicao de formagdo de aselhas nas SAMs mistas m-Cn, nao foi possivel detectar
detalhes estruturais nas imagens de STM devido a composi¢cdao das monocamadas conter o
ditiol como componente maioritario e ser dificil obter resolugdo molecular em
monocamadas de ditidis e em mistas pouco organizadas, nas quais apenas alguma

segregacao de fases foi distinguida [6, 13].

Tabela 3.2 - Valores dos picos de dessorc¢do redutiva (E°) e re-oxidacdo (E?),
separac3o dos picos (AE®) e recobrimento superficial (I') das SAMs mistas
preparadas com t,g4. =22 h.

, N E‘/ mV AES2;) 10°T (x0,2)

Tiol / Ditiol L 5 /mV / mol em-2
Ce:Cs-SH (1:2) -1003 -1104 101 5,2
(3:1) -1028 -1087 59 5,8
(50:1) -1015 -1091 76 6,6
Co:Cs-SH (1:2) -1010 -1166 156 6,2
C10:C10-SH (1:2) -1012 -1165 153 6,6
(5:1) | -1098  -1155 57 6,3
(10:1) | -1123  -1166 43 6,2
(50:1) | -1109° -1167 ~58 7,1

 — pico mal definido.

Por outro lado, a presenca de concentra¢cdes de monotiol significativamente superiores as
de ditiol, nas solu¢des de preparacao das SAMs mistas, conduz a um aumento da
estabilidade das monocamadas como se mostra na figura 3.8. Os picos de dessorcdo
redutiva, E‘;, ocorrem a valores de potencial mais negativos, cerca de 147 e 91 mV, do que
os detectados para as SAMs simples de 1,6-hexanoditiol e 1,10-decanoditiol,
respectivamente; o potencial do segundo pico de dessorcdo, ES, é essencialmente

independente da composicdo da SAM (n = 10). No entanto, como a dessorc¢ao redutiva das
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monocamadas simples de tiol e ditiol ocorre na mesma gama de valores de potencial, ndo
é possivel inferir da composicao final das SAMs mistas. Apenas a intensidade relativa do
segundo pico de redug¢ao, Red. 2, superior a Red. 1, nas monocamadas simples de n-
alcanotiol e crescente com o contelldo em monotiol sugere que este predomina nas SAMs

(50:1).
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Figura 3.8 - Perfis voltamétricos da dessorcdo redutiva de SAMs mistas preparadas em solucées
etandlicas contendo (a) (C10:C19-SH) nas proporgdes (—) (5:1), (—) (10:1) e (—) (50:1) e (b) (Ce:Cs-
SH) na proporcdo (50:1), com t,g. = 22 h; 0,1 mol dm™ de NaOHe v=20mVs™.

Os valores de recobrimento superficial apresentados na tabela 3.2 mostram que se pode
tirar partido da formacdo de SAMs mistas, usando solu¢cdes com elevada proporc¢ao de tiol
(50:1), para preparar monocamadas funcionalizadas com grupos SH na interface
SAM/solucdo. Neste caso os valores de I', préximos dos obtidos para as monocamadas
simples dos n-alcanotidis correspondentes, indicam que as moléculas de ditiol adoptam
preferencialmente uma orientacdo perpendicular, ndo sendo esperada a formacdo de
ligacbes dissulfureto em quantidade significativa devido a presenca do monotiol. A
disponibilidade e adequada orientagdo dos grupos funcionais SH na interface SAM/solugdo

sdo factores importantes para a subsequente modificacdo da superficie.
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3.2.3. Estudo do comportamento de SAMs simples e mistas na presen¢ca de uma
espécie electroactiva em solugao

De modo a avaliar a organizacdo e estabilidade das monocamadas simples e mistas,
através das suas propriedades barreira, pode recorrer-se a voltametria ciclica, em solugdes
0,1 mol dm™ de KNO; contendo 1 mmol dm™ de Fe(CN)¢>, pois os perfis corrente-potencial
sao caracteristicos da qualidade da monocamada naquele meio [44].

Na figura 3.9 ilustram-se os voltamogramas ciclicos obtidos a v = 50 mV s™ para as SAMs
simples de 1-hexanotiol e 1,6-hexanoditiol, 1,9-nonanoditiol, 1-decanotiol e 1,10-
decanoditiol. Os resultados mostram que a presenca da segunda funcionalidade tiol nas
moléculas adsorvidas resulta numa diminuicdo do bloqueio a transferéncia electrénica
(t.e.). Os a,w-alcanoditidis de cadeia mais curta (n = 6 e 9) promovem a perda de
organizacao dos filmes, com consequente diminuicdo da densidade de empacotamento e o
inicio de permeabilidade a ides da solucdo. Neste caso, a presenca de picos de corrente
indica a existéncia de locais de defeito e poros em nimero e dimensdes suficientes para
gue as camadas de difusdo nesses pontos se sobreponham, comportando-se como um
macroeléctrodo [45-47].

Na SAM de 1,10-decanoditiol a t.e. é mais inibida; a forma aproximadamente sinusoidal
dos voltamogramas ciclicos ilustrados na figura 3.9 (c) aponta para a presenca de defeitos
e poros dispersos que se comportam como microeléctrodos, com camadas de difusdao nao
sobrepostas [44, 47, 48]. Este comportamento estd de acordo com o efeito do
comprimento da cadeia alquilo: as SAMs de n-alcanotidis de cadeia longa constituem-se
como barreiras de alta qualidade aos processos de t.e. e s3ao consideravelmente
impermedveis a ides [49-51]; comprova ainda que SAMs o,w-alcanoditidis podem
igualmente comportar-se como barreiras isoladoras [5, 44, 52, 53]. Este resultado reforga
os anteriormente discutidos que apontam para a adsorcdo das moléculas de ditiol
perpendicularmente a superficie; pois a adsorgdo através dos dois grupos -SH da molécula
resultaria num menor bloqueio da t.e. devido a menor grau de compactacdo e organizacao
da monocamada.

Comparando a densidade de corrente ao potencial de meia onda do par Fe(CN)6'3/4', numa

solucdo 0,1 mol dm™ de KNO; em Au(111) (El/2 = 174 mV vs ESC), com a medida a partir
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dos perfis voltamétricos da figura 3.9 obtidos para as SAMs de ditiol, verifica-se que a
supressdao da t.e. aumenta com o comprimento de cadeia; é de 54, 70 e 85% para as
monocamadas de ditiol com n = 6, 9 e 10, respectivamente. O aumento do tempo de
adsorcdo (t = 40 h) ndo favorece o bloqueio da superficie (87 %) nem a organizacdo da SAM
de Cy0-SH, como mostra a figura 3.9 (c). Apenas em monocamadas preparadas a partir de
solugGes mais concentradas de 1,10-decanoditiol (10 mmol dm'3) se obtém valores de 92 e
95% para t,s. = 22 e 64 h, respectivamente, o que concorda com os resultados de
dessor¢dao redutiva, embora nestas condi¢gdes, a contribuicdo da presenga de

multicamadas deva ser tida em conta.
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Figura 3.9 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo de SAMs simples preparadas com t,q. = 22h a
partir de: (a) 1-hexanotiol (---) e 1,6-hexanoditiol (—), (b) 1,9-nonanoditiol (—) e (c) 1-decanotiol (--
-) e 1,10 decanoditiol (t,s = 22 (—) e 40 h (- =)); comparacdo com Au(111) (—); 1 mmol dm™ de
Fe(CN)s” em 0,1 mol dm™ de KNO3, v=50 mV s™.

O tempo de imersdo do eléctrodo modificado na solu¢cdo de electrélito é um factor a

considerar na analise dos resultados obtidos, pois, tal como outros [54, 55], afecta a
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permeabilidade das SAMs. Nos perfis voltamétricos da figura 3.10, obtidos para a SAM
formada a partir de 1,10-decanoditiol, pode observar-se que, para curtos periodos de
imersdo (até 1 hora), a resposta electroquimica sem pico catédico definido, evolui no
tempo para um comportamento reversivel semelhante ao observado na monocamada
pouco organizada de 1,6-hexanoditiol, cujo perfil voltamétrico se encontra na figura 3.9
(a). Embora os grupos tiol na interface SAM/solugdo ndo sejam ionizaveis no meio usado
(pH 7) (pK, = 10-11 [8, 9]), a imersdo das monocamadas na solucdo electrolitica perturba a
sua organizacdao, nomeadamente em resultado da penetracdao de pequenos ides da
solucdo e moléculas de agua do solvente, através de canais com cerca de 0,3 nm
identificados em SAMs compactas e organizadas de n-alcanotidis [56]. De facto, a literatura
reporta desordem introduzida nas cadeias alquilo (quer seja na interface SAM/solucdo ou
no interior da SAM) tanto com grupos terminais ionizaveis, NH,, como nao-ionizaveis, CHs
[54]. Nas SAMs de ditiol a formacdo de liga¢des dissulfureto, intra- ou inter-camada na
interface com a solucdo, podem introduzir distor¢ces ao empacotamento [6, 13, 26, 28],
aumentando a permeabilidade a iGes da solu¢do com o tempo de imersdo e facilitando o
processo de transferéncia electrénica entre as espécies electroactivas em solucdo e a

superficie do eléctrodo.
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Figura 3.10 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo de SAMs de 1,10-decanoditiol (22 h) com
diferentes tempos de imersdo: (—) 0 min., (—) 15 min., (—) 30 min., (—) 45 min. e (—) 1 h, em
solucdo de electrélito: 1 mmol dm™ de Fe(CN)s™> em 0,1 mol dm™ de KNO3; v =50 mV s™.

Na figura 3.11 constam os voltamogramas ciclicos de SAMs mistas preparadas a partir de

solucdes etandlicas contendo Cg e Cs-SH e Cig e C19-SH. Na SAM de tiol e ditiol de cadeia
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curta (n = 6), o bloqueio da t.e. de 72 % é superior ao obtido na monocamada simples de
ditiol (54 %), confirmando que a presenca de elevada proporcdo de monotiol (50:1) na
solucdo de preparagdo permite aumentar a sua organizacao e diminuir os defeitos [41, 42].
No entanto, no voltamograma ciclico da figura 3.11 (a), observam-se picos de corrente,
pois as menores forgas de van der Waals entre as cadeias alquilo destas moléculas nao
garante a auséncia de locais de defeito através dos quais a t.e. possa ocorrer. Por outro
lado, nas SAMs mistas contendo 1,10-decanoditiol, o aumento da proporgcdo de tiol na
solugdo de preparagdo entre (5:1) e (100:1) conduz a um bloqueio da t.e. entre 94-96% (a

EY2 = 174 mV), superior ao da SAM simples de ditiol (85 %).

100+ a

50+

j/ pAcm
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-100+
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-400 -200 0 200 400 600 800

E vs. ESC/ mV

Figura 3.11 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagao de SAMs mistas preparadas com t,g =22 h
a partir de solugdes contendo: (a) 1-hexanotiol e 1,6-hexanoditiol com (—) Cs:Cs-SH (50:1) e (b)
1-decanotiol e 1,10 decanoditiol com (—) C10:C10-SH (5:1), (= =) C10:C10-SH (10:1) e (——=) C19:C10-SH
(50:1) e (- - -) C10:C10-SH (100:1); 1 mmol dm™ de Fe(CN)¢> em 0,1 mol dm™ de KNO3,v =50 mV s™.

70



Capitulo 3 — Monocamadas auto-montadas funcionalizadas —
interacgdo Au-S na imobilizagdo de Au-NPs e oligonucleétidos tiolados no desenvolvimento de biosensores de ADN

Em concorddncia com os resultados de dessorcdo redutiva, o uso da razdo de
concentracdes de (50:1), permite obter monocamadas funcionalizadas organizadas e
favorece as suas propriedades barreira, no intervalo alargado de valores de potencial
estudados, embora a t.e. ocorra preferencialmente em locais de defeito. O uso de solugdes
mais concentradas de tiol na solu¢cdo de preparacdo, por exemplo (100:1), ndo revela

vantagens.

Nas figuras 3.12 e 3.13 encontram-se representados os resultados obtidos por microscopia
de varrimento electroquimico (Scanning Electrochemical Microscopy, SECM) para as
monocamadas auto-montadas simples e mista preparadas a partir de 1-hexanotiol e 1,6-
hexanoditiol, em solu¢des 1 mmol dm de Fe(CN)53'/4' em tampao fosfato (TF 0,1 mol dm’,
pH 7). Tendo em conta o tempo necessario de imersao do eléctrodo modificado na solugao
electrolitica para a realizacdo destas experiéncias, foram usadas SAMs preparadas com
tempos de adsorcdo longos (40 h) a fim de minimizar quaisquer defeitos na SAM que
possam favorecer a desorganizacdo induzida durante o periodo da experiéncia.

As curvas de aproximacao experimentais (CA) do eléctrodo-ponta ao substrato, ir-d,
obtidas em modo feedback, ap6s normalizagdo, ir/it - L(d/a), foram comparadas com as
curvas tedricas. Estas sdo calculadas através das equacdes 5.6 e 5.7 referidas no capitulo 5,
para os substratos condutores e isoladores, respectivamente [57, 58] e usando os
parametros da tabela 3.3 para o valor RG = 2 da ponta de platina (medido com o auxilio de
um microscopio Optico). A distancia, d, foi determinada a partir de valores experimentais
de it e das curvas tedricas. Os valores de intensidade de corrente, i, medidos na ponta,
tabela 3.4, sob aplicacdo dos potenciais Er= 350 mV (oxidacdo) e Er = 25 mV (reducdo) para
0s quais a corrente é controlada por difusdo [59], encontram-se em boa concordancia com
os valores estimados pela equacdo 5.5, mencionada no capitulo 5, usando os coeficientes

de difusdo das espécies, D, reportados na literatura [60].

Tabela 3.3 - Valores dos parametros k das equagGes 5.6 e 5.7 (capitulo 5)
para o valor RG = 2, da literatura.

Substrato kq k, ks kq

Condutor [57] 0,6686604 0,6973984 0,3218171 -1,744691
Isolador [58,61] 0,76179 0,60983 0,23866 -2,03267
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Tabela 3.4 - Valores de intensidade de corrente, ir., medidos e coeficientes
de difusdo, D, das espécies obtidos usando a ponta de platina com a = 50 um
numa solugdo 1 mmol dm>de Fe(CN)53'/4’ em 0,1 mol dm™ de TF (pH 7).

Espécie Er/ mVv . 2 1 4
Electroactiva (vs ESC) e/ DA D/cem®s

Fe(CN)e* 350 1242 12,8 " 6,61 x 10°

Fe(CN)g> 25 14 +2 13,5 " 6,98 x 10°®

# - valores de corrente estimados através da equagdo 5.5 (capitulo 5); * - valores da
referéncia [60].

A figura 3.12 mostra que ao potencial de circuito aberto, as SAMs em contacto com a
solucdo electrolitica comportam-se como substratos isoladores a t.e. (feedback negativo);
a fraca resposta do substrato a t.e. através da SAM estd de acordo com o reportado na
literatura para SAMs de n-alcanotidis [59, 62]. No entanto, o desvio das curvas
experimentais da curva tedrica para um substrato isolador quando a ponta se encontra nas
imediacdes da superficie, confirma a existéncia de locais de defeito e/ou poros, através
dos quais a t.e. ocorre mais facilmente, em harmonia com os dados obtidos por
voltametria ciclica, pese embora esta técnica fornecer uma resposta média da superficie e
a microscopia de varrimento electroquimico facultar informacdo localizada, obtida em

estado estaciondrio, o que permite atenuar os efeitos da carga da dupla camada.
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=R —
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1 -1 .
Isolador
|
O T T T 1
0 1 2 3 4
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Figura 3.12 - Curvas de aproximag¢do, em modo feedback, do eléctrodo-ponta (E; = 350 mV, Ox.) a
superficies modificadas com SAMs: (M) Cg; (40 h), (M) Cg-SH (40 h) e (M) Cq:Ce-SH (50:1) (40 h) e
comparagdo com (M) CA ao substrato de Au limpo e (—) curvas tedricas; Es = PCA, em 0,1 mol dm?
de TF contendo 1 mmol dm™ de Fe(CN)¢*”*. Incluido na figura: voltamogramas ciclicos das SAMs
correspondentes e comparagao com resposta no Au; v =50 mV st
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As CA apresentadas na figura 3.13 foram obtidas nos substratos modificados pelas SAMs
sob um potencial aplicado ao eléctrodo-substrato e portanto no modo de operacao
gerag¢do no substrato/recolha na ponta. Os valores de potenciais aplicados ao substrato
sdo seleccionados na gama de potencial de estabilidade da SAM e atendendo ao potencial
de conversdo do par redox em solucgdo, Fe(CN)63'/4', como indicado nos voltamogramas
ciclicos incluidos nas figuras. Por uma questao de clareza, os perfis j-E do substrato de Au
limpo, do eléctrodo-ponta e do substrato modificado pelas respectivas SAMs sdo também
incluidos nas figuras 3.13 (a-c). Da analise das CA é possivel verificar que para as SAMs de
1-hexanotiol e 1,6-hexanoditiol, variando o potencial aplicado ao substrato entre 200 e
-100 mV, e recolhendo na ponta (Er = 350 mV) as espécies reduzidas no eléctrodo
modificado, a velocidade de reducdo do Fe(CN)s> aumenta, o que se traduz na modificacdo
das CA de um comportamento de feedback negativo para uma resposta intermédia
(embora ndo de feedback positivo). Obtém-se um comportamento semelhante quando se
varia o potencial aplicado ao substrato entre 200 e 550 mV, recolhendo-se na ponta as
espécies oxidadas (Er = 25 mV), figura 3.13 (a’ e b’). No entanto, para igual valor de
potencial aplicado ao substrato (por exemplo Es =-100 mV ou Es = 350 mV) e quando L = 0,
os valores corrente (it / it») mostram que a velocidade da reacgdo é significativamente
superior no eléctrodo modificado pela SAM de Cs-SH do que na de Cg, revelando a menor
eficiéncia no bloqueio a t.e. da monocamada de ditiol. As CA da figura 3.13 (c) recolhidas
para a SAM mista (50:1) apontam para uma velocidade da reaccdo comparavel com aquela
gue ocorre na SAM simples de ditiol, sob um potencial negativo aplicado ao eléctrodo
modificado (Es = -100 mV). No entanto, no intervalo de valores de potencial positivos Es >
250 mV, quando na ponta sao recolhidas as espécies Fe(CN)e> geradas no substrato (Er =
25 mV), o aumento da velocidade da reaccdo traduz-se na modificacdo das CA de um

comportamento de feedback negativo para positivo, figura 3.13 (c’).

Os conjuntos das CA obtidas para os diferentes eléctrodos modificados foram usados para
a determinacdo dos parametros cinéticos da reaccdo no substrato; os valores de
intensidade de corrente, it, a L = 0 foram extrapolados a partir das CA, dos quais, por ajuste
a equacao 3.5, se obtiveram os valores da constante de velocidade, ksan, para cada valor

de sobrepotencial, 1, aplicado.

73



Capitulo 3 — Monocamadas auto-montadas funcionalizadas —
interacgdo Au-S na imobilizagdo de Au-NPs e oligonucleétidos tiolados no desenvolvimento de biosensores de ADN

i=nF Ak, C~ Eq.3.5
onde n é o numero de electrdes envolvidos na reac¢dao, F a constante de Faraday
(F = 96485 C mol™), A a 4rea do eléctrodo-ponta (cm?) e C* a concentracdo da espécie
electroactiva em solugdo (mol cm).

20, a 5, 20, a
E
:-0,2
1,54 04l 1,51
-04 -02 EO\;;)ESC(L/ZV 04 0,6
< 1,0 ?_ < 1,04 ——
_+ r -+ o ’/ E=25mV
’_::::w E, =350 mV ...f_',.-' e E,
0,51 & Py E 0,5-'_',-": " 200 mV
2 o o
Lo ® 100 mVv ® 55mv
0,0 T T T ) 0,0 r . S
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
L (d/a) L (d/a)
04
L 02
2,0 b g0 2,0 b'
£ =
02
1,51 04l 1,51
04 -02 00 0.2 04 06
EvsESC /V
< 10; D0 e
+ ES _+ ..;_/’ '/ i
1. 200 mV IR s
051%47 ¢ oomv 081 s s lomy
i . EJ1[)nt;/mv b ® 350mv
0,0 T T " 0,0 ; . : )
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
L (d/a) L (d/a)
04
L 02 '
2,01 C § 00 2’0-' C
< o
:-0,2 = -,
1,54 1,564 "
a0z E%SES Co}zv 04 06 ..‘.”"--..
= 1,04+ P 'W.Mm
ES
0,51 250 mV
® 350 mV
® 450 mV
0,0 T . S 0,0 r . S
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
L (d/a) L (d/a)

Figura 3.13 - Curvas de aproximac¢do, em modo Gera¢do/Recolha, as superficies modificadas com
SAMs de (aea’) Cs, (beb’) Cs-SH e (c e ¢’) C4:Ce-SH (50:1) preparadas com t,gs =40 h, com (a, b e )
Er =350 mV (Ox.) e (a’, b’ e ¢’) Er = 25 mV (Red.) e Es conforme indicado na figura, em 1 mmol dm™
de Fe(CN)¢*™* em 0,1 mol dm™ de TF (pH 7). Incluidos nas figuras (a, b e c) voltamogramas ciclicos
de (—) eléctrodo-ponta, (—) Au e (linha colorida) SAM, no mesmo meio e v =50 mV s™.
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A constante de velocidade padrao, k%, € 0 coeficiente de transferéncia, a, compilados na
tabela 3.5, sdo obtidos através da representacao grafica da equacao de Butler-Volmer,
equacao 3.6, apresentada na figura 3.14.

=k°

SAM

exp ai(E E°') Eq. 3.6
RT g- 2

kSAM

onde R é a constante do gés perfeito (R = 8,314 J K* mol™), T é a temperatura absoluta

(298 K), E é o potencial aplicado ao substrato e E” é o potencial formal do par redox.

= -4 = -4
‘n ‘'
£ £
S . S -6-
s -8 5 =
< <
= = -8- /
12 :
’ -10-
-16 . . . 12 . . .
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,0 0,2 0,4
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Figura 3.14 - Constantes de velocidade obtidas nas SAMs com E; = 350 mV: Cg (e), Cs-SH (e) e mista
(50:1) (e) e Er = 25 mV: C6 (e), Cs-SH () e mista (50:1) (¢), e ajustes a equagdo de Butler-Volmer
(linhas) em solucdo 0,1 mol dm™de TF contendo 1 mmol dm™ de Fe(CN)s-"*.

Tabela 3.5 - Valores da constante de velocidade padrao, k%4, € coeficiente de
transferéncia, a, obtidos paraos eléctrodos modificados com SAMs simples e mista.

Er=350 mV (Ox.) Er=25mV (Red.)
SAM o -1 o -1
kK°sam / cm s o kK’sam/ cm's o
1-hexanotiol 1,48 x 10° 0,43 3,80x 107 0,20
1,6-hexanoditiol 2,98 x 10 0,11 1,58 x 10™ 0,20
Mista (50:1) 1,43 x 10 0,12 3,86 x 10 0,18

Os valores de a obtidos sdo baixos quando comparados com os reportados na literatura
[59], indicando que ha contribuicdo dos defeitos e poros existentes na SAM para a t.e.. De
salientar que os resultados obtidos para Er = 25 mV correspondem a tempos de imersdo da

SAM na solugdo electrolitica longos, pelo que os baixos valores de a e k°say podem traduzir
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o efeito destabilizador da imersdo em solugdo, anteriormente demonstrada por
voltametria ciclica para a monocamada preparada a partir de 1,10-decanoditiol (figura
3.10). Os valores de constante de velocidade padr3o, k°am, estimados sdo da mesma
ordem de grandeza dos reportados para SAMs de 1-nonanotiol e 1,8-octanoditiol [44, 59,
63], embora sejam elevados quando contrastados com o esperado, para a t.e. por efeito
de tunel, em monocamadas de n-alcanotidis com comprimento de cadeia compardvel [59].
Esta diferenca tem sido atribuida a contribuicdo de corrente proveniente da t.e. que ocorre
nao sé através da SAM por efeito de tunel mas em locais onde esta é menos espessa ou
em poros, em consequéncia da menor organizacao de monocamadas de cadeia curta. Os
resultados mostram que o bloqueio a t.e. em eléctrodos modificados pelas monocamadas
estudadas diminui na ordem 1-hexanotiol > mista (50:1) = 1,6-hexanoditiol, tanto a valores
de potencial anddico como catddico, o que confirma que na presenca de moléculas de
ditiol, as SAMs sdo menos organizadas, compactas e bloqueadoras, embora a velocidade
da reaccdo seja ligeiramente inferior na SAM mista (mas da mesma ordem de grandeza),

em resultado do efeito estabilizador do 1-hexanotiol.

3.3. Imobilizagdo de Au-NPs em SAMs funcionalizadas

As monocamadas funcionalizadas com grupos -SH tém sido usadas para o desenvolvimento
de arquitecturas bi- e tri-dimensionais com Au-NPs, nomeadamente através de abordagens
gue envolvem a modificacdo de nanoparticulas de ouro, em solugdo, com moléculas de
ditiol e posterior imobilizacdo em eléctrodos de Au [5, 64, 65], a deposicdo de Au-NPs em
SAMs de ditidis [52, 53, 66, 67] e a formacdo de multicamadas por imersdo alternada em
solucdo de ditiol e suspensdes de nanoparticulas [64, 68-70].

Neste caso usam-se as SAMs simples de 1,6-hexanoditol e 1,10-decanoditiol e as mistas
(50:1) como modelos para o estudo da imobilizacdo de Au-NPs da amostra A através da
interaccdo Au-S, em superficies funcionalizadas com atomos de enxofre disponiveis na
interface com a solucdo, e para a formacdo de arquitecturas tridimensionais em
multicamadas. Uma vez modificada a superficie de Au(111), com a SAM preparada nas

condicGes anteriormente referidas (t = 22 h), as Au-NPs sdao imobilizadas na superficie
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funcionalizada por imersdao na suspensao coloidal (t = 22 h); o desenvolvimento de
multicamadas é efectuado por imersdo alternada (solugdo de ditiol/suspensdo de Au-NPs).
A medida que a estrutura se desenvolve camada-a-camada a morfologia da superficie é

alterada como mostram as imagens de AFM da figura 3.15.
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Figura 3.15 - Imagens de AFM obtidas ex situ em modo tapping, (a-c) topografia e (a’-c’) fase, dos
eléctrodos de Au(111) modificados com (a) C15-SH, (b) C15-SH/Au-NPs da amostra A e (c) C;o-SH/Au-
NPs/C1o-SH. Imagens (500 x 500) nm?; topografia z = 8 nm e fase z = 33°.
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A primeira SAM de C;0-SH apresenta uma superficie pouco rugosa onde se detectam os
degraus monoatdémicos do substrato de Au (figura 3.15 (a)). A imobilizagdo das Au-NPs
conduz a alteragdes significativas na superficie; detectam-se detalhes esféricos com cerca
de 11,1 nm de diametro na imagem de topografia da figura 3.15 (b), cujo tamanho é
proximo do diametro das Au-NPs desta amostra (15 nm); o valor de rugosidade rms (R,

root mean square) aumenta de 0,31 nm, na SAM de ditiol, para 0,55 nm. Devido as
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propriedades viscoelasticas distintas das Au-NPs e da SAM, observa-se um aumento do
contraste de fase entre as imagens da figura 3.15 (a’ e b’) apds imobilizacdo das Au-NPs.
Na figura 3.15 (c), o decréscimo do valor de Ry para 0,35 nm e o aumento do tamanho dos
detalhes esféricos na superficie (@ = 13,5 nm), sdo devido ao efeito da monocamada
adsorvida nas Au-NPs, o que é corroborado pela recuperacdo de uma camada homogénea

na imagem de fase (figura 3.15 (c’)).

A figura 3.16 mostra a variacdo de frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo da QCM
durante a imobilizagdo das Au-NPs da amostra A nas monocamadas simples e mistas (50:1)
de tidis e ditidis com n = 6 e 10 (preparadas a partir de solucdes 1 mmol dm™ e t = 22 h).
Apds o periodo inicial de estabilizacdo da SAM em contacto com agua ultra-pura, adiciona-
se a suspensdo coloidal e a imobilizacdo tem inicio. Através da variacdo de frequéncia de
oscilagcdo do cristal de quartzo da QCM, Af, e assumindo que a SAM se comporta como
uma camada rigida e portanto usando a equacdo de Sauerbrey (equagdo 5.8, capitulo 5),
estima-se a quantidade de Au-NPs imobilizadas nas superficies modificadas, N, cujos
valores se encontram na tabela 3.6.

Considerando que o volume de uma célula unitaria de Au no sistema fcc é cerca de 0,054
nm? e gue a massa das Au-NPs da amostra A, may.nps, cOm didmetro médio de 15,1 nm
(estabilizadas por uma monocamada de ides citrato adsorvidos) é de 0,027 g nmol™,
obtém-se a cobertura superficial de Au-NPs imobilizadas, apds 800 s, através da variacao
de massa, Am. Tendo em conta que parte das Au-NPs pode imobilizar-se fisicamente na
superficie, o controlo é efectuado nas SAMs simples de n-alcanotiol que apresentam
grupos terminais metilo na interface com a solucdo e portanto ndo estabelecem

interaccOes especificas com as Au-NPs.

Como esperado e ilustrado na tabela 3.16, a variacao de frequéncia Af = -47,8 e -39,3 Hz
nas SAMs de 1-hexanotiol e 1-decanotiol, respectivamente, é inferior a registada nas
correspondentes monocamadas funcionalizadas com grupos -SH livres (ditiol e mistas);
para efeitos de calculo, a variacdo de massa correspondente a interac¢des nao especificas

é subtraida.
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Figura 3.16 - Variagao da frequéncia de oscilagao do cristal de quartzo da QCM durante a deposi¢do
de Au-NPs da amostra A nos eléctrodos modificados com as SAMs (t = 22 h): (a) Cs (©), Cs-SH (°) e
mista Ce:Ce-SH (501) (.) e (b) Cio ( ), Cio-SH (.) e mista C10:C40-SH (501) (.)

Tabela 3.6 - Valores de variacdo da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo da QCM, Af, de
massa calculada, Am, e quantidade estimada de Au-NPs da amostra A imobilizadas nas SAMs, N.

o
SAM t I/m:b. Af [/ Hz / uﬁr:m'z / part|:. cm? |/ pa:s. cm?
Ce 800 -47,8 0,33 0,74 x 10*°
Ce-SH -252,5 1,45 3,23x10"°  2,49x10"
Ce:C6-SH (50:1) -57,6 0,40 0,89x10"°  0,15x 10"
C1o 800 -39,3 0,27 0,61 x 10%
C10-SH -374,2 2,59 579x10°  5,18x10"
C10:C10-SH (50:1) -122,0 0,84 1,89x10° 1,28 x 10"

“ cobertura superficial de Au-NPs da amostra A imobilizadas nas SAMs através de interacgdo Au-S.
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Numa monocamada de ditiol, a cobertura superficial maxima, Nmax, de Au-NPs com
didmetro médio de 15,1 nm num arranjo empacotado, ndo tendo em conta os efeitos
repulsivos entre particulas devido a carga superficial negativa conferida pelos ides citrato
adsorvidos [66], é de Nmax= 5,6 x 10*! parts. cm™. Nas SAMs simples de 1,6-hexanoditiol e
1,10-decanoditiol, a quantidade estimada de Au-NPs imobilizadas através de interaccées
Au-S, N’, é inferior a uma monocamada, cerca de 4,5 e 9,2%, respectivamente. Este
resultado indica que para além das repulsdes electrostaticas, a quantidade de grupos -SH
adequadamente orientados na interface SAM/solugdo é mais baixa na SAM do ditiol com
cadeia alquilo mais curta (menos organizada). Na SAM mista contendo 1,6-hexanoditiol
apenas 0,3 % de Au-NPs s3dao imobilizadas, mostrando que apesar dos dados
electroquimicos sugerirem um aumento da organizagao e estabilidade da monocamada
pela insercdo de moléculas de monotiol, a disponibilidade dos grupos funcionais na
interface com a solucdo ndo favorece a interaccdo especifica com as Au-NPs em
suspensdo. De referir que, ap6s 800 s de imobilizacdo, a quantidade de Au-NPs depositada
nao atinge o seu valor madximo, pelo que é de esperar que a quantidade de particulas
imobilizadas seja superior findo o tempo usado para a modificacdo (t = 22 h).

A escala de tempo do processo de auto-montagem, superior nas monocamadas simples de
ditiol do que nas que contém grupos CHs (interaccdo fisica nas simples de monotiol e
funcdes -SH diluidas numa SAM de monotiol) resulta do balanco entre as repulsdes
electrostaticas e a forte interac¢do Au-S, que permite a ligacdo entre as Au-NPs e os grupos
tiol na interface SAM/solucao.

Os resultados mostram que a quantidade de Au-NPs imobilizada na superficie através de
ligacdao Au-S depende da composicao da monocamada e do tempo de deposicdo e que a
formacao de SAMs mistas de 1,10-decanoditiol permite o controlo dessa quantidade e

possivelmente da distribuicdo das Au-NPs na superficie modificada.

As SAMs, simples e mista, contendo 1,10-decanoditiol podem comportar-se como
barreiras mais ou menos isoladoras a transferéncia electrénica (85-96 %), embora nao
sejam isentas de locais de defeitos e poros dispersos. Dependendo da qualidade da SAM e
da quantidade e distribuicdo das Au-NPs, a imobilizacdo destas facilita a t.e. entre espécies
electroactivas em solucdo e a superficie do eléctrodo [52, 53, 67, 68]. As propriedades de

t.e. das arquitecturas formadas por SAMs e Au-NPs da amostra A sdo caracterizadas por

80



Capitulo 3 — Monocamadas auto-montadas funcionalizadas —
interacgdo Au-S na imobilizagdo de Au-NPs e oligonucleétidos tiolados no desenvolvimento de biosensores de ADN

voltametria ciclica em solucdo 0,1 mol dm™ de KNO; (pH 7) contendo 1 mmol dm™ de
Fe(CN)¢>. Usam-se duas superficies modificadas com monocamadas de base (primeira
camada) distintas, uma simples formada a partir de C10-SH e outra mista na proporg¢ao
(50:1), pois como observado por QCM estas permitem imobilizar quantidades diferentes
de Au-NPs. As figuras 3.17 e 3.18 apresentam os voltamogramas ciclicos obtidos para as
camadas consecutivas formadas sobre as SAMs base de Ci;o-SH e mista (50:1),

respectivamente.
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Figura 3.17 - Voltamogramas ciclicos dos eléctrodos de Au(111) modificados com: (a) Cyo-SH (1),
Ci10-SH/AU-NPs (2), C15-SH/AU-NPs/C14-SH (3) e [C19-SH/Au-NPs], (4) e (b) [C1o-SH/Au-NPs]3/Cyo-SH
(1), [C1o-SH/Au-NPs], (2) e [C1-SH/AU-NPs]4/C1o-SH (3), em 1 mmol dm™ de K;Fe(CN)s em solugdo
0,1 mol dm™ de KNO; (pH 7); v=50 mV s™.

Os resultados mostram que apds imobilizacdao das Au-NPs a t.e. aumenta em ambos os
eléctrodos modificados (com SAMs simples e mista), indicando que a presenga das Au-NPs
favorece o processo de t.e. entre o Fe(CN)e® em solucdo e o eléctrodo. Este
comportamento concorda com estudos reportados na literatura; para a mesma espécie
electroactiva, o impedimento a t.e. em eléctrodos modificados com Au-NPs e ditidis
diminui com a imobilizacdo de nanoparticulas [52, 68]. No entanto, Yang et al. [66] ndo
observaram aumento da t.e. em solucdo com KsFe(CN)s em SAMs, preparadas a partir de
1,6-hexanoditiol e 1,9-nonanoditiol, com Au-NPs imobilizadas. Estes autores sugerem que
a falta de reversibilidade se deve a quantidade de Au-NPs (inferior a uma monocamada)
depositada nas SAMs de ditiol em virtude das repulsdes electrostaticas entre Au-NPs

estabilizadas por ides citrato. Uma vez que a SAM de C19-SH é menos organizada do que a
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mista (50:1), o aumento da t.e. observada nestes eléctrodos modificados apds imobilizacdo
das Au-NPs, figura 3.17, pode ter origem em dois aspectos: a transferéncia electrdnica
ocorrer em locais de defeito ou poros na SAM e ser devido a presenga das nanoparticulas.
Embora Brust et al. [64, 69] refiram que a t.e. é suprimida quando a camada exposta a
solucdo é a do ditiol e que para a camada externa de Au-NPs o perfil voltamétrico é do tipo
quase-reversivel com a separagdo entre os picos a aumentar com o numero de camadas
auto-montadas, os voltamogramas da figura 3.17 mostram que a formacdo de uma SAM
de ditiol na superficie de Au das NPs conduz ao bloqueio apenas parcial da superficie, pois
o perfil voltamétrico obtido para a de 1,10-decanoditiol (primeira camada) ndo é
restabelecido. E possivel que tal se deva a formagdo de uma monocamada desorganizada
adsorvida na superficie das Au-NPs, o que revela a contribuicdo da camada inferior de
nanoparticulas. A exposicdo de uma segunda camada de Au-NPs conduz ao aumento da
reversibilidade do processo de t.e.. Um comportamento semelhante foi observado por Lu
et al. [68] em multicamadas de 1,6-hexanoditiol e Au-NPs (estabilizadas por ides citrato);
com o aumento do numero de camadas, o comportamento electroquimico passa de
resistivo (n < 3 camadas) para sinusoidal, quando a camada exposta é de Au-NPs (n = 3), e
para um perfil de difusdo linear com n > 3. A figura 3.17 (b) ilustra o comportamento
electroquimico para multicamadas com n > 3. Neste caso, embora os valores de corrente
sejam inferiores aos registados para n < 2, os perfis voltamétricos sinusoidais, do tipo
micro-eléctrodo, sugerem que a t.e. ocorre através das Au-NPs nas camadas, quer seja a
camada externa formada por SAM de 1,10-decanoditiol como por nanoparticulas; de
referir que alguns autores consideram que a t.e. heterogénea apenas pode ocorrer na
camada exposta de Au-NPs [64, 69]. De facto, esta reportado que, em sistemas analogos, a
condutividade dos eléctrodos modificados aumenta com o numero de camada de Au-NPs
[70].

Uma vez que os resultados electroquimicos, anteriormente discutidos, permitem concluir
que as SAMs mistas (50:1) sdo mais organizadas do que as preparadas a partir apenas de
ditiol, espera-se que aquelas inibam a t.e. através dos locais de defeito e poros e reflictam
uma maior contribuicdo das Au-NPs para a resposta electroquimica. De facto, como se
pode observar nos voltamogramas da figura 3.18, o comportamento electroquimico é
irreversivel nas superficies modificadas com SAM mista/Au-NPs, provavelmente devido ao

melhor efeito bloqueador da primeira monocamada. A deposicdo de uma monocamada de
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1,10-decanoditiol na superficie de Au das Au-NPs modifica significativamente o perfil
voltamétrico; obtém-se um voltamograma reversivel com picos definidos (AE, =75 mV) e a
resposta electroquimica é bloqueada a valores de potencial inferiores a cerca de 100 mV
(reducdo) e superiores a =250 mV (oxidacdo), confirmando a modificacdo da superficie das
Au-NPs pela SAM de Cyo-SH. A deposicdo da camada seguinte de Au-NPs (n = 2) conduz ao

aumento da corrente e da reversibilidade da t.e. (figura 3.18).
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Figura 3.18 - Voltamogramas ciclicos dos eléctrodos de Au(111) modificados com: (a) SAM mista
(50:1) (1), SAM mista (50:1)/Au-NPs (2), SAM mista (50:1)/Au-NPs/Ci;-SH (3) e SAM mista
(50:1)/Au-NPs/C1o-SH/Au-NPs (4), em 1 mmol dm™ de K;Fe(CN)s em solugdo 0,1 mol dm™ de KNO;
(pPH7); v=50mVs™.

3.4. Monocamadas auto-montadas de oligonucledtidos tiolados e seu
desempenho como biosensores de ADN

No presente estudo usam-se os oligonucledtidos (ON), cujas sequéncias se encontram
referidas no capitulo 5, para a avaliagdo do desempenho de estruturas auto-montadas,
com base em ON de cadeia simples tiolados, como biosensores de ADN. A abordagem

usada encontra-se esquematizada na figura 3.19.
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Figura 3.19 - Representagdo esquematica da abordagem usada na construcdo e avaliacdo do
desempenho como biosensor.

O oligonucleétido HS-ON (1), modificado com um grupo dialquildissulfureto é usado para
imobilizacdo na superficie de Au(111) através do grupo S-S que adsorve em superficie de
Au de acordo com as equacdes 3.3 e 3.4. Apds adsorgdo, a superficie de Au nao ocupada
por ON é exposta a uma solucdo 1 mmol dm™ de 1-hexanotiol durante 2 horas, resultando
no seu preenchimento com uma monocamada. O passo seguinte envolve a hibridagdo com
a sequéncia complementar, ON (2) numa solucdo 1 umol dm™ em 10 mmol dm™ de TF
(pH 7,4) com 0,25 mol dm™ de NaCl (t = 1 h). O oligonucledtido HS-ON (3), modificado com
um grupo dialquildissulfureto, é usado para a imobilizacdo na superficie de Au-NPs da
amostra A em solucdo e posterior hibridacdo com o ON (2) que contém igualmente a sua
sequéncia complementar. Neste caso, a modificacdo prévia das Au-NPs é efectuada numa
solucdo 3 pumol dm™ de HS-ON (3) e 1,2 nmol dm™ de Au-NPs durante cerca de 16 horas,
seguida de estabilizacgdo numa solugdo de 0,1 mol dm™ de TF (pH 7) com 0,1 mol dm? de
NaCl (t = 40 h), e separacdao dos oligonucleétidos ndo imobilizados por centrifugacdo
(14k rpm/30 min.) e ressuspensdo numa solucdo 10 mmol dm™ de TF (pH 7) com

0,25 mol dm de NaCl.

A figura 3.20 apresenta os voltamogramas da dessor¢do redutiva do oligonucleétido
HS-ON (1) adsorvido em superficies de Au(111) a partir de solucdes 0,2 e 2,0 pmol dm™
(em 10 mmol dm™ de Tris-HCl (pH 7) com 0,1 mol dm™ de NaCl) durante 30 minutos e
1 hora, respectivamente. Os valores de recobrimento superficial, I, incluidos na tabela 3.7,
sdo obtidos a partir da carga envolvida no varrimento catédico (equacdo 5.1, capitulo 5),
assumindo que na dessorcdao das moléculas adsorvidas (dissulfureto) estdo envolvidos 2

electrées por molécula e que apenas 50 % dessas contém o oligonucleétido. Aqueles
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mostram que a partir da solugdo mais diluida e apds imersdao durante 30 minutos a
qguantidade de moléculas adsorvidas é da mesma ordem de grandeza e apenas

ligeiramente inferior a obtida para a solu¢do mais concentrada.
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Figura 3.20 - Voltamogramas ciclicos da dessor¢do redutiva de oligonucledtidos HS-ON (1)
adsorvidos em Au(111): (—) 0,2 pmol dm™ de HS-ON (1) com t,qs = 30 min. e (- -) 2,0 pmol dm? de
HS-ON (1) com t,q = 1 h; solucdo 0,1 mol dm™ de NaOH a 20 mV s™.

Tabela 3.7 - Valores de cobertura superficial, I', obtida por
dessorcdo redutiva de oligonucleétidos HS-ON (1) imobilizados
em diferentes condicdes.

. .. C timersso 1011F
| |
Oligonucleétido / umol dm /h / mol cm™
0,2 0,5 2,5
HS-ON (1)
2,0 1 3,7

A imobilizacdo destas moléculas é ainda confirmada pelos perfis voltamétricos
representados na figura 3.21. Estes mostram a resposta electroquimica obtida para os
eléctrodos modificados com HS-ON (1) e 1-hexanotiol (apds o passo 2 do esquema da
figura 3.19) em solugdes contendo espécies electroactivas. A presenca dos grupos fosfato
negativamente carregados no oligonucleétido auto-montado conduz a maior bloqueio da
t.e. em solugdo contendo Fe(CN)¢>, devido as repulsdes electrostdticas, do que o

observado na SAM pouco organizada de Cg ap0s 2 horas de adsorcdo (figura 3.21 (a)). A
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imobilizacdo de maior quantidade de HS-ON (1) a partir de solu¢gdes mais concentradas
(2,0 pmol dm™ com t =1 h, T = 3,7 x 10 mol cm™) n3o causa diferencas nos perfis
voltamétricos. A inversdao da ordem de modificagdo da superficie de Au(111) (adsor¢ao de
SAM de 1-hexanotiol, tags. = 2 h, seguida de inser¢do do oligonucleétido HS-ON (1))

também nao conduz a diferengas nos resultados obtidos.
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Figura 3.21 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos eléctrodos de Au(111) modificados com
as SAMs (—) 1-hexanotiol (t,g. = 2 h), (—) HS-ON (1) (0,2 pmol dm™ / 30 min.) e C¢ (1 mmol dm?/
2 h) e (---) HS-ON (1) (2,0 pmol dm™/ 1 h) e Cs (1 mmol dm™/ 2 h) em solugdes (a) 1 mmol dm™ de
Fe(CN)s® em 10 mmol dm™ de Tris-HCl (pH 7) e (b) 50 pmol dm™ de Ru(NH;)¢" no mesmo
electrdlito; v =50 mV s™.

Em solugdo com Ru(NHs)s>" a resposta electroquimica, figura 3.21 (b), apresenta um pico
anddico e um catddico a cerca de -90 e -235 mV, respectivamente, cuja posicdo e
intensidade é independente da composicdao da SAM; neste caso ndo se observa um
aumento da resposta electroquimica, devido a atrac¢ao electrostatica, na presenca do
oligonucledtido imobilizado.

Para além de efeitos electrostaticos entre os grupos fosfato no oligonucleétido e as
espécies electroactivas em solucdo, as respostas electroquimicas distintas podem dever-se
aos mecanismos de transferéncia electréonica do Fe(CN)63'/4' e do Ru(NH3)e", que
geralmente sdo designados de esfera interna e externa, respectivamente [66, 71, 72]. O
primeiro é sensivel ao estado da superficie e a presenca de espécies adsorvidas; a t.e.
envolve a participacdao dos ligandos em contacto directo com a superficie do eléctrodo

e/ou moléculas de agua adsorvidas. Neste caso, devido a presenca de uma camada ndo
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condutora (cadeia alquilo com 6 d&tomos de C) entre o eléctrodo e o Fe(CN)s>, a t.e. é
blogueada. O segundo é insensivel a superficie e a presenca de espécies adsorvidas; a TE
ocorre entre os centros metalicos que interagem através das respectivas esferas de
coordenacdo mas sem a participacdo da interaccdo dos ligandos com o eléctrodo ou
moléculas de solvente adjacentes a superficie do eléctrodo. A t.e. de/para o Ru(NHs)>"
ocorre sem que este tenha que penetrar na SAM, possivelmente facilitada pela atrac¢ao
electrostatica e pela presenca de poros e locais de defeito onde a monocamada é mais
fina.

A figura 3.22 ilustra os voltamogramas obtidos na caracterizacdo electroquimica dos
eléctrodos modificados apds os diferentes passos de modificagdo e hibridagao (figura 3.19)
na presenca das espécies electroactivas. Os resultados mostram que, nas condicOes
experimentais usadas, a voltametria ciclica ndo permite a detec¢do inequivoca da
hibridacdo dos oligonucledtidos. Ndo se observam diferencas significativas entre os perfis
voltamétricos antes e apds hibridacdo com o ON (2) nem destes com o oligonucledtido
imobilizado nas Au-NPs (HS-ON (3)). Aparentemente a modificagdo das Au-NPs com o
oligonucleétido tiolado conduz ao blogueio da sua superficie impedindo que esta esteja

acessivel para a t.e. entre as espécies electroactivas em solugdo e o eléctrodo.
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Figura 3.22 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdao dos eléctrodos de Au(111) modificados com
HS-ON (1) (0,2 umol dm™/30 min.) e Cs (1 mmol dm™/2 h) antes (—) e apds (- =) hibridagdo com a
sequéncia complementar ON (2) (1,0 pmol dm™ / 1 h) e apds contacto com a suspensdo de Au-NPs
modificadas com HS-ON (3) (t = 2 h) (---), em solucBes (a) 1 mmol dm™ de Fe(CN)s> em 10 mmol
dm™ de Tris-HCI (pH 7) e (b) 50 pmol dm™ de Ru(NHs)s>* no mesmo electrélito; v=50 mV s™.
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Assumindo um comportamento de camada rigida para o oligonucleétido HS-ON (1)
adsorvido na superficie de Au e usando a equacdo de Sauerbrey (equacgdo 5.8, capitulo 5),
a variacdo de frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo, na QCM, registada durante 900
s de imobilizacdo (Af = - 13,5 Hz), que se mantém aproximadamente constante até aos
30 minutos (figura 3.23) conduz a uma massa depositada de Am = 93,4 ng cm™. Esta
corresponde a uma cobertura superficial de moléculas adsorvidasde I'=2,0x 10" molcm™,
tabela 3.8, e é proxima da obtida através da carga envolvida na dessor¢do redutiva,
indicando que a modificacdo da superficie pode ser monitorizada por esta técnica.

A deteccdo da hibridacdo com a sequéncia complementar (ON (2)) por esta técnica
encontra-se na figura 3.23. A variacao de frequéncia de cerca de Af = -18,9 Hz corresponde
a uma massa depositada na superficie do eléctrodo de Am = 130,8 ng cm™, a partir da qual

se estima uma cobertura superficial de I = 1,1 x 10" mol cm™ (tabela 3.8).
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Figura 3.23 - Variacdo da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo da QCM durante a
imobilizacdo do oligonucleétido HS-ON (1) (—) e hibridacdo com a sequéncia complementar ON (2)
(—); solugdes: HS-ON (1) 0,2 pmol dm™ (10 mmol dm™ de Tris-HCI (pH 7) + 0,1 mol dm™ de NaCl) e
ON (2) 1,0 umol dm™ (10 mmol dm™ de TF (pH 7,4) + 0,25 mol dm™ de NaCl).

A origem da menor quantidade de moléculas hibridadas em relagdo a adsorvida na
superficie através de interac¢des Au-S, estimada por dessorcao redutiva e QCM, pode ser
diversa: os oligonucledtidos auto-montados adoptam uma orientacdo paralela a superficie

(menos favordvel para a hibridacdo) devido a adsorg¢do fisica na monocamada com grupos
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terminais CHs, e/ou devido a repulsdo electrostatica entre grupos fosfato negativamente

carregados, e/ou entre as moléculas adsorvidas (HS-ON (1)) e o ON (2).

Tabela 3.8 - Valores de variacdo de frequéncia, Af, obtida por QCM e
valores estimados de variacdo de massa, Am, e de cobertura superficial,
T', de oligonucledtidos imobilizados.

) . Am 10T
Oligonucledtido Af / Hz /ng om? / mol cm?2
HS-ON (1) -13.5 Hz (900 s) 93,4 2,0

0,2 pmol dm’
30 min. -14,3 (1800 s) 98,9 2,1
ON (2) -18,9 Hz (900 s) 130,8 1,1

1,0 umol dm’
2h -19,0 (1800 s) 131,5 1,1

Usando a QCM nao foi possivel detectar a hibridacdo do oligonucledtido imobilizado nas
Au-NPs da amostra A (HS-ON (3)), nem se observou o esperado efeito amplificador das
nanoparticulas [73], possivelmente devido a alteracdo das propriedades viscoeldsticas do
material depositado na arquitectura tridimensional, ndo rigidamente ligado a superficie do
eléctrodo modificado. A QCM pode ser adequada para a deteccdo da hibridacdo de
oligonucleétidos com base em superficies modificadas com sequéncias tioladas
especificamente adsorvidas em eléctrodos de Au, desde que as propriedades viscoelasticas
do material depositado garantam os pressupostos da aplicabilidade da equacdo de

Sauerbrey.

3.5. Conclusoes

As monocamadas funcionalizadas com grupos SH na interface SAM/solu¢do podem ser
obtidas a partir da auto-montagem de «,m-alcanoditidis em superficies de Au. A
organizacao das monocamadas aumenta com o tempo de imersdao, com o comprimento da
cadeia alquilo das moléculas adsorvidas, devido as interac¢des de van der Waals, e com a
proporcdao de monotiol na solucdo de preparacao de monocamadas mistas. A adsor¢ao das

moléculas de ditiol através de apenas um dos seus grupos SH terminais é indicada pela
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guantidade de moléculas adsorvidas, I', que é da mesma ordem de grandeza do obtido
para os correspondentes n-alcanotidis, embora a formacdo de liga¢des dissulfureto inter-
ou intra-camada possa afectar os valores estimados.

A presenca da segunda funcionalidade tiol na interface SAM/solugdo induz a perda de
estabilidade das SAMs em relagao as correspondentes de monotiol; é responsdavel pela
auséncia de resolucdo molecular nas imagens de STM (presente nas dos n-alcanotidis) e
pelo menor bloqueio a transferéncia electrénica. As ligages S-S na interface com a solugao
perturbam o empacotamento das SAMs preparadas a partir de ditidis de cadeia alquilo
curta e sdo responsaveis pela formacdo de mais do que uma monocamada, evidenciada
pelos agregados detectados sobre a monocamada nas imagens de STM. A transferéncia
electrénica entre a superficie do eléctrodo e uma espécie electroactiva em solucdo é do
tipo-macroeléctrodo em monocamadas de alcanoditidis de cadeia curta devido a presenca
de locais de defeito e poros através dos quais a t.e. ocorre mais facilmente; nestas SAMs a
constante de velocidade (SAM de 1,6-hexanoditiol) é superior a obtida na monocamada do
alcanotiol correspondente.

A tendéncia para a formagdo de aselhas, em alcanoditidis de cadeia longa (n = 10), é
compensada pela estabilizacdo conferida pelas interac¢des de van der Waals e conduz ao
aumento da organizacdo desta monocamada; o perfil de t.e. aproxima-se de um
comportamento tipo-microeléctrodo (menor quantidade e/ou menores locais de defeito e
poros). O uso de solugGes mais concentradas na preparacao das SAMs de ditiol parece
favorecer a orientacdo perpendicular das moléculas adsorvidas, a organizacdao e a sua
estabilizacdo; no entanto, facilita a formacao de ligacdes S-S. Longos periodos de imersao
na solucao de electrélito perturbam a organizagao e estabilidade das SAMs e favorecem a
permeabilidade a ides da solucdo, facilitando a t.e..

A formacdao de monocamadas mistas, em resultado da inser¢cdo de moléculas de monotiol
nas SAMs de ditiol, favorece a organizacdo e a estabilidade das monocamadas e a
orientacao perpendicular das moléculas de a,w-alcanoditiol, resultando na disponibilidade
dos grupos -SH distribuidos na interface SAM/solucdo. No entanto, proporgdes
equimolares dos componentes levam a formacdo de SAMs em que o constituinte
maioritario é o ditiol (cinética de adsor¢do mais rapida) como indicado pelas imagens de
STM. Embora ndo seja possivel inferir da composicdo final das SAMs mistas, verificou-se

que proporcdes elevadas do componente monotiol na solucdo de preparacdo, até (50:1),
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originam SAMs com propriedades mais favoraveis (o potencial de dessor¢cdo redutiva é
deslocado no sentido catddico, o recobrimento superficial aumenta e as SAMs bloqueiam
mais efectivamente a t.e., do que as simples de ditiol). Mesmo para o menor comprimento
de cadeia (n = 6), do qual resultam monocamadas menos organizadas, a constante de
velocidade de t.e. através da monocamada mista (50:1) é menor do que na

correspondente simples de 1,6-hexanoditiol.

A disponibilidade dos grupos tiol na interface SAM/solugdo em monocamadas simples de
ditiol e mistas permite a imobilizacdo de Au-NPs através de interaccdo Au-S. A imobilizacdo
de uma sub-monocamada de Au-NPs da amostra A (15 nm) estabilizadas por ides citrato
nas SAMs simples de 1,6-hexanoditiol e 1,10-decanoditiol ou mistas (50:1), monitorizada
por QCM mostra que a quantidade de Au-NPs imobilizada pode ser controlada pelo tempo
de imersdo e pela composicdo das monocamadas, através da densidade de grupos —SH na
interface com a solucdo, e da adequada orientacdo dos grupos funcionais livres.

O desenvolvimento de arquitecturas com SAMs e Au-NPs formadas camada-a-camada
conduz a evolucdo da morfologia da superficie caracterizada por AFM. A imobilizacdo de
Au-NPs na monocamada de 1,10-decanoditiol conduz ao aumento da rugosidade
superficial e detectam-se detalhes esféricos com tamanho comensurdvel com o didmetro
das Au-NPs; a imagem de fase revela inequivocamente a imobilizagdo das nanoparticulas
na SAM pelo aumento do contraste de fase devido as propriedades viscoeldsticas distintas
dos dois materiais (camada organica e Au-NPs). A formacdo de uma camada adicional de
C10-SH na superficie das Au-NPs é confirmada pelo reaparecimento de uma camada
homogénea e lisa.

Embora apenas uma sub-monocamada de Au-NPs tenha sido imobilizada nos eléctrodos
modificados por SAMs simples e mistas (50:1) (espera-se um comportamento semelhante
nas camadas sucessivas de Au-NPs) e as camadas de ditiol na superficie das nanoparticulas
seja desorganizada, a presenca destas ilhas metdlicas aumenta a t.e. em cada camada de
Au-NPs. A camada mista, mais organizada do que a simples de ditiol, parece permitir
distinguir a contribuicdo das Au-NPs da dos locais de defeito e poros na SAM, para a

resposta electroquimica.
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O desenvolvimento de plataformas transdutoras para a construcdo de biosensores de ADN
pode ser efectuada com base na modificacdo de superficies de Au com oligonucledtidos
modificados com grupos funcionais com afinidade para o ouro, como os
dialquildissulfuretos. A quantidade de oligonucledtidos imobilizados na superficie de Au,
inferior a uma monocamada, estimada por dessorcao redutiva e QCM, depende das
condi¢cdes de modificagdo (tempo e concentragao da solugdo). Na superficie modificada
por uma monocamada mista de oligonucleétidos e 1-hexanotiol, o bloqueio a t.e.
detectada por voltametria ciclica, na presenca de espécies electroactivas anidnicas em
solucdo, confirma a imobilizacdo, embora esta técnica ndo permita a deteccdo da
hibridagdao com a sequéncia complementar.

Apesar de por QCM nao ter sido possivel detectar o efeito amplificador de Au-NPs
modificadas com oligonucledtidos no desempenho do biosensor, devido as propriedades
viscoelasticas do material depositado na superficie do eléctrodo, esta técnica permite a
deteccdo da hibridacdo do oligonucleétido imobilizado com a sua sequéncia complementar

em solugao, e quantificar valores da ordem de 1,1 x 10™ mol cm™.
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Capitulo 4

Preparacao, caracterizacao e aplicacoes de
eléctrodos modificados por polimeros
condutores contendo enxofre e nanoparticulas
de ouro e de platina

Parte do trabalho apresentado neste capitulo foi objecto dos seguintes artigos:

- “Attachment of Noble Metal Nanoparticles to Conducting Polymers containing Sulphur -
preparation conditions for enhanced electrocatalytic activity”, V.C. Ferreira, A.l. Melato,
A.F. Silva, L.M. Abrantes, Electrochimica Acta 56 (2011) 3567-3574.

- “Conducting Polymers with attached Platinum Nanoparticles towards the development of
DNA biosensors”, V.C. Ferreira, A.l. Melato, A.F. Silva, L.M. Abrantes (2011) (submetido

para publicacdo).
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4. Preparacao, caracterizacao e aplicagoes de eléctrodos
modificados por polimeros condutores contendo enxofre e
nanoparticulas de ouro e de platina

4.1. Objectivo

Neste capitulo descreve-se:

- O uso de mondmeros com atomos de enxofre na sua estrutura (tionina, 3-metiltiofeno e
3,4-etilenodioxitiofeno) para obter, por electropolimerizacdo, superficies de platina
modificadas por polimeros condutores com capacidade e caracteristicas morfolégicas
favordveis para estabelecer interac¢des selectivas e especificas, através dos dtomos de S
na estrutura polimérica;

- A imobilizacdo de nanoparticulas pré-formadas na superficie dos polimeros condutores e
a avaliacdo do efeito da natureza dos polimeros, das NPs e das condi¢des experimentais
usadas (tanto na sintese dos filmes como na deposicdo das NPs) na resposta
electroquimica dos materiais compdsitos formados;

- A avaliacdo do desempenho dos eléctrodos modificados para aplicacdo em electrocatalise

e como bio(sensores).

4.2. Polimeros condutores com atomos de enxofre na sua estrutura

4.2.1. Sintese e caracterizacao de filmes de Politionina

Dos mondémeros, com atomos de enxofre na estrutura, seleccionados para a modificacdo
de superficies de platina, a tionina (TN, ou acetato de 3,7-diamino-5-fenotiazina, figura 4.1)
foi polimerizada electroquimicamente de acordo com as condicGes estabelecidas na
referéncia [1] (solugdo 50 umol dm™ de TN em 0,05 mol dm™ de H,50,4, com 80 ciclos de

potenciale E;=1,15Vav=20mV st-PTN 80/20).
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Figura 4.1 - Representagao esquematica do monémero TN, sob a forma de acetato de tionina.

No varrimento anddico do primeiro ciclo da electropolimerizagao a oxidagao irreversivel do
mondémero ocorre a valores de potencial elevados (E > 1,0 V (vs ESC)), sobreposta com a
oxidagao da superficie de platina, Ox. 1, figura 4.2; no varrimento inverso é detectada a
reducao do oxido formado na superficie, Red. 1, seguida da redug¢do do polimero, Red. 2, a
E = 188 mV. Apds nova inversao do sentido de variagao de potencial, o processo anddico,
Ox. 2 a E = 233 mV, corresponde a oxidacdo do polimero sobreposta com a oxidacdo
reversivel do mondmero em solugdo, pois a tionina é uma molécula electroactiva da
familia do azul de metileno e apresenta, em solucdo, um comportamento redox reversivel
(detalhe incluido na figura 4.2) [2, 3]. Devido a presenca de grupos dadores de electrdes -
aminas primdrias - e pelo menos uma posicdo orto ou para ndo substituida no anel
aromatico, o mecanismo da electropolimerizacdo da TN tem sido descrito na literatura
como sendo semelhante ao da anilina [4-6]. A polimerizacdo da TN ocorre através da
oxidacdo irreversivel do mondmero a valores de potencial elevados, imediatamente antes
da libertacao de oxigénio, com a formagdo de um radical-catido estavel e monocarregado
[5, 6]. A estrutura do polimero resultante (politionina, PTN), embora ndo esteja
completamente estabelecida, tem sido descrita como formada por unidades monoméricas
ligadas via pontes amina secundaria na posicdo para e contendo grupos —NH livres na sua
estrutura [5-8]. Com o incremento do numero de ciclos de potencial os picos catddico
(Red. 2) e anddico (Ox. 2), aumentam de intensidade revelando o crescimento do polimero
na superficie do eléctrodo. Estes sofrem um ligeiro deslocamento para valores de potencial
inferiores (pico catédico, E = 175 mV) e superiores (pico anddico, E = 283 mV),
respectivamente. O desvio de potencial, igualmente observado noutros polimeros
derivados das fenazinas e fenotiazinas, tem sido atribuido a dificuldades cinéticas de
transporte de protdes e/ou electrées e ao aumento da queda ohmica com o aumento da
espessura do filme [9, 10]. Estudos por AFM revelaram que o espessamento dos filmes de

PTN é acompanhado pelo aumento da rugosidade rms (root mean square) do polimero
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com a formacdo de estruturas globulares de pequenas dimensdes, sobre uma primeira
camada compacta, cuja agregacao resulta na evolugdo para dominios compactos em filmes

crescidos com 80 ciclos de potencial [8].
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Figura 4.2 - Voltamogramas ciclicos da electropolimerizacdo potenciodindmica da TN em Pt;
50 pumol dm?>de TN em 0,05 mol dm™ de H,S0, a v =20 mV s com 80 ciclos de potencial; detalhe
incluido na figura: comportamento redox da Tionina em solugao nas mesmas condigdes.

A caracterizacdo electroquimica do eléctrodo modificado (EM) com PTN, a v = 50 mV s™,
realizada em solugdo isenta de monédmero, mostra um pico anddico a cerca de 290 mV e
um pico catdédico a cerca de 152 mV, que revelam a presenca de um filme polimérico
depositado na superficie do eléctrodo de Pt. Estes envolvem na oxidacdo a desprotonacao
do filme e saida de contra-ides do electrélito que garantiam a electroneutralidade do filme
no estado reduzido, e na reducgdo o processo inverso, figura 4.3. A separacdo dos picos (AE
= 62 mV), proxima de 59 mV, e a razdo das cargas de oxidacdo e reducdo (Qoy. = 1,65 mC
cm? e Qpeg. = 1,45 mC cm'z) préxima da unidade, indicam que a conversdo redox da PTN é
praticamente completa em meio acido. A conversao redox deste polimero ocorre na
mesma gama de valores de potencial da conversdo do mondmero em solucdo (detalhe
incluido na figura 4.2); tem sido proposto que possa ocorrer, em meio acido, de acordo
com o esquema da figura 4.4; no estado reduzido ocorre a protonagao dos grupos amina, o
que requer a entrada de protdes e de contra-ides (A’) da solucdo para a compensacdo de
carga; a oxidacdo do filme e consequente desprotonacdo dos grupos amina leva a expulsao

de protdes e contra-ides do polimero.
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Figura 4.3 - Perfis i-E da caracterizacdo electroquimica da PTN 80/20 em (—) 0,05 mol dm™ de
H,S04 e (—) 0,1 mol dm™ de TF (pH 7); v=50 mV s™.
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Figura 4.4 - Representacdo da estrutura da politionina e sua conversdo redox em meio acido
proposta por Hamnett et al., adaptado de [11].

Contrariamente ao observado noutros polimeros condutores, como a polianilina [12], a
PTN e outros derivados de azinas (fenotiazinas, fenoxazinas e fenazinas) mantém a sua
electroactividade em meio neutro [8, 10]. Na figura 4.3 observa-se a conversdao redox
deste polimero, PTN 80/20, em solucdo 0,1 mol dm™ de tamp3o fosfato (TF, pH 7). Neste
meio, a conversdo redox da PTN é mais complexa do que em meio acido e podem ser
detectados dois processos de oxidacdo a cerca de -40 e 65 mV, respectivamente; no
varrimento catédico um pico alargado de reducao a cerca de -163 mV, que envolve os dois
processos catédicos. A razdo das cargas de oxidacdo e de reducdo préxima da unidade
(Qox. = 2,02 mC cm? e Qpeq. = 1,97 mC cm'z) indica uma conversado redox eficaz do filme
neste meio. Outros autores também observaram dois processos na conversao redox em

polimeros derivados da fenotiazina, nomeadamente do poli(azul I), poli(azul de toluidina) e
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poli(azul de metileno) [4-6, 10]. O pico a valores de potencial mais catddicos, Ox. |, tem
sido atribuido ao mondmero, podendo ter origem em moléculas adsorvidas no polimero
via ligacdo S-S, que afectando a densidade electrénica do sistema aromatico induzem o
desvio de potencial para valores mais negativos [10, 13]. O processo a valores de potencial
menos negativos, Ox. |l, tem sido atribuido a conversdo redox do polimero e a alteracdes
nos anéis aromaticos que induzem o desvio de potencial (diminui¢cdo do caracter dador do

atomo de azoto).

4.2.2. Sintese e caracterizagao de polimeros condutores de derivados do Tiofeno

Poli(3-metiltiofeno)
A electropolimerizacdo do 3-metiltiofeno (3-MeT), derivado do tiofeno com um

substituinte metilo na posicao 3 (figura 4.5), foi efectuada por ciclos de potencial (entre 0 e
1,45 V, durante 7 e 11 ciclos a v = 50 mV s'l), figura 4.6 (a), ou a potencial constante
(Eg=1,42V e Qg=90e 160 mC cm™ com t = 30 e 40 s), figura 4.6 (b), em solucdo contendo
0,6 mol dm™ de 3-MeT e 0,2 mol dm™ de electrdlito suporte, TBACIO,, em ACN. Os valores
de potencial de crescimento, Eg, e de limite anddico, Ej,, foram seleccionados a partir da
resposta da corrente no varrimento anddico representado no detalhe (a;) incluido na
figura 4.6. De modo a obter filmes com electroactividade semelhante, foram controlados o
tempo e numero de ciclos de crescimento, respectivamente na electropolimerizacdo

potenciostatica e potenciodinamica do 3-MeT.

Figura 4.5 - Representagdo esquemadtica da molécula de mondmero: 3-metiltiofeno.

No primeiro ciclo da electropolimerizacdo potenciodindmica observa-se, a valores de
potencial elevado (E > 1,4 V), um aumento de corrente acentuado que corresponde a
oxidacdo do mondmero, figura 4.6 (a;). Invertendo o sentido do varrimento de potencial

ao E, = 1,42 V, um cruzamento de corrente evidencia a nucleacdo de oligdmeros na
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superficie do eléctrodo e deposicdo de uma nova fase [14]. No entanto, tem sido referido
gue este cruzamento de corrente tem origem na reaccdo homogénea entre os oligdmeros

oxidados (Oligo™) e o monémero neutro (Mon.), de acordo com: Oligo”* + Mon. —» Oligo("'1)+

+Mon." (comproportionation), resultando num oligédmero parcialmente reduzido (OIigo‘"‘”")
e no mondmero oxidado (Mon."), ou seja, o processo de polimerizacdo é desencadeado a
valores de potencial menos positivos do que o da oxidagdo do mondmero e origina o
cruzamento de corrente [15, 16]. Em resultado deste processo designado auto-catalitico,
apos o primeiro ciclo de potencial, a oxidagdo do mondmero ocorre a valores de potencial
menos positivos e a corrente de oxidacdo ao E; aumenta com o numero de ciclos, figura
4.6 (a). Este fendmeno é caracteristico da reaccao de electropolimerizagao de diversos
mondémeros como o tiofeno e o 3,4-etilenodioxitiofeno [15-18]. Os picos de corrente,
correspondentes aos processos de oxidacdo (dopagem) e reducdo (de-dopagem) do filme
depositado, Eox. = 620 mV e Egeq. = 550 e 240 mV, sofrem um incremento de densidade de
corrente de ciclo para ciclo e um pequeno deslocamento para valores de potencial mais
positivos com o espessamento do filme, devido a rearranjos estruturais no filme [17]. A
assimetria dos processos de dopagem/de-dopagem de polimeros condutores como o
politiofeno e seus derivados tem sido atribuida a alteragGes estruturais e conformacionais,

a estados de oxidacdo distintos no filme e a distintas propriedades do polimero no estado

oxidado e reduzido [15, 19].
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Figura 4.6 - Electropolimerizagdo do 3-MeT em Pt numa solug3o 0,6 mol dm™ de 3-MeT contendo
0,2 mol dm™ de TBACIO, em ACN, em (a) modo potenciodindmico a v = 50 mV s, [0; +1,45] V com
(=) 1 ciclo, (—) 7 ciclos e (—) 11 ciclos e (b) modo potenciostatico a E; = 1,42 V com
(—) Q=90 mCcm™ e (—) Qg = 162 mC cm™. Detalhes incluidos na figura (a;) varrimento linear com
deteccdo do inicio da oxidacdo do 3-MeT e (a;) primeiro ciclo da electropolimerizacdo
potenciodinamica.

No crescimento a potencial constante, podem distinguir-se diferentes zonas nos perfis
corrente-tempo representados na figura 4.6 (b), que correspondem a diferentes etapas e
velocidades da polimerizagao [20-22]. Na fase inicial, A-B, as unidades monoméricas em
solucdo sofrem oxidacdo e quando os oligdmeros formados atingem uma concentracao
suficiente e se tornam insoluveis, precipitam na superficie do eléctrodo ao t, (tempo de
nucleacdo) que corresponde ao minimo de corrente, i, no transiente de corrente-tempo,
ponto B. No intervalo entre B e D, ocorrem os processos de nucleagdo e crescimento do
filme e apds o ponto D, o seu espessamento prossegue.

Chao et al. [20] mostraram que durante as diferentes fases de crescimento a potencial
constante (Eg < 1,42 V), ocorre a formagdo de uma primeira camada compacta (até 30-40
nm), constituida por fibras com espessura crescente, que evoluem progressivamente para
uma textura granular e uma segunda camada menos compacta e composta de
aglomerados de pequenos graos dispostos numa estrutura mais ou menos helicoidal;
igualmente Abrantes et al. [23, 24] verificaram, por elipsometria, a formacdo de uma
primeira camada de P(3-MeT) compacta e organizada até Qg = 20 mC cm™, cuja espessura

e carga dispendida na sua formacado depende do potencial aplicado, apds o que a estrutura
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polimérica ainda uniforme se torna menos densa, até que filmes espessos (Qg >80 mC cm™®)
surgem desorganizados e superficialmente rugosos.

O mecanismo de electropolimerizagao do 3-metiltiofeno é semelhante ao do tiofeno e de
outros seus derivados como o EDOT [15, 19, 27], e é geralmente aceite que este envolve a
oxidacdo do mondmero com formacdao de um radical-catido que pode reagir com outro
igual ou com um mondmero neutro por acoplamento nas posi¢des a, formando um dimero
apos eliminacdo de 2 protdes. O dimero sofre oxidacdo (a um radical-catido) e reage com
um radical-catido (monomérico), um mondmero neutro ou através de dimerizagdo
consecutiva com outro dimero oxidado (radical-catido) e assim sucessivamente, até que os
oligdmeros formados atinjam uma concentragao tal, se tornem insollveis e se depositem
da superficie do eléctrodo [15, 16, 19], correspondendo ao minimo do transiente em que o

t, é atingido, figura 4.6 (b).

A electropolimerizacdo potenciostatica foi monitorizada por microbalanga electroquimica
de cristal de quartzo (Electrochemical Quartz Crystal Microbalance, EQCM) e a variacao de
frequéncia registada ao longo do transiente corrente-tempo encontra-se representada na
figura 4.7 (a).

Para o tratamento das variagdes de frequéncia, assumiu-se um comportamento de uma
camada rigida para os filmes depositados. Embora a literatura refira que o P(3-MeT)
formado com Qg superior a 12 mC cm™ apresenta efeitos viscoelasticos, estes sdo pouco
relevantes até Qg ~ 49 mC cm™ e em filmes com Q.eq até cerca de 4,5 mC cm™ [25, 26)].
Neste pressuposto, verificam-se as condicdes que permitem o uso da equagdo de
Sauerbrey (equacdo 5.8) referida no capitulo 5; a uma variacdao negativa de frequéncia de 1
kHz corresponde a um aumento de massa na superficie do eléctrodo de 7 pg cm™.

Da analise dos perfis obtidos é possivel distinguir as diferentes zonas de crescimento. Na
fase inicial até cerca de t, ndo ha variacao de frequéncia, ou seja, durante o processo de
oxidacdo do mondmero e formacdo de oligdmeros solliveis, ndo ocorre deposicdo de
massa na superficie do eléctrodo. Por outro lado, quando t, é atingido observa-se uma
diminuicdo de frequéncia que corresponde a um aumento de massa depositada na
superficie do eléctrodo que acompanha a nucleacdo e crescimento do filme. A variacdo de
frequéncia no tempo apresenta periodos de crescimento com velocidades distintas nos

intervalos t: [t,—13s]et>13s.
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Figura 4.7 - (a) Transiente corrente-tempo (—) e correspondente variacdo de frequéncia (),
registados durante o crescimento potencisotatico do P(3-MeT) a E; = 1,42 V e (b) representagdo de
variagdo de massa em fungdo da carga de crescimento (Am vs Qg); 0,6 mol dm? de 3-MeT em
0,2 mol dm™ de TBACIO, em ACN.

No entanto, uma andlise mais detalhada da variacdo da massa depositada, Am, com a
carga de crescimento, ilustrada na figura 4.7 (b), permite verificar a existéncia de etapas
distintas de deposicdo do filme de P(3-MeT) assinaladas nas figuras, que correspondem
aos valores de Qg = 2,1, 8,8, 20,8 e 34,5 mC cm™, em relativa concordancia com as fases de
crescimento (B, D, E e F) anteriormente referidas. Considerando que na polimerizacdo

estdo envolvidos (2n + 2 + nx) electroes, em que n é o nUmero de unidades monomeéricas e
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X o nivel de dopagem do filme no estado oxidado, entre 0,25 e 0,4 [15] e assumindo
x = 0,25, por cada segmento de 4 unidades monoméricas depositadas na superficie do
eléctrodo est3o envolvidos 6,5 electrdes. Por cada 5 mC cm™ de carga dispendida é
esperada a deposicao de 3,9 pug cm’?; entre os pontos assinalados na figura 4.7 (b), as
variacdes de massa depositada de 2,1, 1,5 e 2,6 ug cm?, s3o inferiores ao esperado devido
a formacdo de oligdmeros sollveis. Em cada intervalo os diferentes valores de massa
depositada revelam as distintas etapas de crescimento: apds a nucleagdo e coalescéncia
dos nucleos (B-D) a velocidade de deposicdo abranda (D-E); o aumento da area superficial
com o espessamento do filme (entre E-F) conduz a uma maior quantidade de massa
depositada (2,6 pug cm™). De notar que sendo os eléctrodos usados na EQCM (camada fina
de platina depositada sobre o cristal de quartzo) distintos do eléctrodo policristalino e
macico de platina, podem resultar filmes com Qg ligeiramente diferentes. Devido a
limitacGes decorrentes das propriedades viscoeldsticas do material depositado sobre o
cristal de quartzo [25, 26] ndo é possivel, nas condicdes experimentais usadas,
acompanhar a formagado de filmes filme com t > 22 s (Af = -2,70 kHz).

Na tabela 4.1 encontram-se os dados, recolhidos a partir dos transientes densidade de
corrente-tempo e da variagdo de frequéncia, de filmes de P(3-MeT) crescidos com
diferentes tempos de polimerizacdo (t = 10, 20 e 22 s) a que correspondem distintas cargas
de crescimento (Qq = 15,2, 37,5 e 46,7 mC cm'z). De salientar que, para t = 10 s, o desvio
dos valores de densidade de corrente e variagdo de frequéncia sdo de j=2,2 £ 0,2 mA cm?
e Af =-0,74 £+ 0,03 kHz, respectivamente. Tendo em conta que a deposicdo do filme ocorre
no estado oxidado e que nessas condicOes é requerida a incorporacao de um contra-ido
para compensa¢dao de carga por cada quatro unidades monomeéricas no polimero [27],
usam-se os valores Qg para estimar a variagdo de massa esperada, Amg., 0 que
corresponde a assumir que toda a carga dispendida estd envolvida na formacao e
dopagem de polimero. Os valores de Am¢,.. afastam-se dos obtidos experimentalmente,
Am, traduzindo-se numa eficiéncia de polimerizagao inferior a 54%. Este facto esta
relacionado com a ja referida formacdo de oligdmeros soluveis que difundem para o seio

da solucdo, como evidenciado por efeito de miragem [28].
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Tabela 4.1 - Valores de variacdo de frequéncia medidos, Af, quantidades
estimadas de carga de crescimento, Qg, e de variagdo de massa depositada, Am,
variacdo de massa esperada, Amg., e eficiéncia de polimerizacdo do
3-MeT a potencial constante, E,=1,42 V.

t/s / m((:2 ii:m'2 Af/ kHz / p.gr:m'z / ﬁ?:rl;z AAr::aulc
10 15,2 -0,77 5,3 11,9 44 %
20 37,5 -2,27 15,8 29,4 54 %
22 46,7 -2,71 18,8 36,6 51%

Amgyic = AMgyer + AMioq..

Os filmes formados foram caracterizados em solugdo isenta de monémero (0,2 mol dm™

de TBACIO, em ACN) a 50 mV s, apds descarga ao potencial de limite catédico (E,c = 0 V)
durante 300 s, ou seja, de-dopagem do polimero por aplicacdo de um potencial de reducao
durante um periodo de tempo que garante que o filme se encontra no estado neutro [14].
Os voltamogramas ciclicos obtidos, a partir dos quais foram compilados os dados da tabela
4.2, encontram-se representados na figura 4.8.

Apos descarga dos filmes, no varrimento anddico observa-se um pico de corrente
correspondente a oxidacdo do polimero e entrada de anides para compensacdo de carga,
de acordo com o esquema da figura 4.9; ao potencial de limite anddico (E, = 1,0 V) o
sentido de varrimento é invertido e detectam-se dois picos catddicos relativos a reducao
do filme, e concomitante expulsdo dos anides do electrdlito para a solucdo. A semelhanca
do reportado para o PEDOT, a presenca destes ultimos esta relacionada com a reducdo e
de-dopagem de camadas distintas do filme [22, 29]. Uma interpretagdo alternativa refere a
existéncia de estados redox no polimero, cujo nimero aumenta com o comprimento da
cadeia, resultando na sobreposicao dagueles numa gama alargada de valores de potencial
e uma grande concentracdo de estados, centrada no valor de potencial dos picos de
corrente detectados nos voltamogramas ciclicos [15]; Skompska et al. [30, 31] reportaram
que o pico de oxidacdo do P(3-MeT) a valores de potencial menos positivo se deve a
segmentos poliméricos de cadeia longa, formados maioritariamente no inicio da
polimerizacdo, e o que ocorre a valores de potencial mais positivos aos segmentos curtos,
gue contribuem para o espessamento do filme. De notar ainda que no segundo ciclo de
potencial, a densidade de corrente de oxidacdo é inferior a verificada no primeiro ciclo

devido a reducdo incompleta do filme durante o primeiro varrimento catédico.
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Figura 4.8 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo dos filmes de P(3-MeT) crescidos (a) por
varrimentos ciclicos de potencial: £, = 1,45 V a 50 mV s™ com (—) 7 ciclos e (—) 11 ciclos e (b) a
potencial constante: E;, = 1,42 V e (—) Qg = 92 mC cm™ e (=) Q, = 162 mC cm™, em solugdo
0,2 mol dm™ de TBACIO, em ACN.

Tabela 4.2 - Valores de potencial de pico, Eoy € Egeq, € Cargas de crescimento, Qg e de
oxidagdo e redugdo, Q,y € Qgeq. dos filme de P(3-MeT).

P(3-MeT) Ciclos /Er:i/ /E;d\'/ / i / o /Qai:d,
E.=1,45V 7 665 ggg 7,3 6,5 1,1
11 656 23481 16,0 15,2 1,0

P3-MeT) | /s, mg g /Er::V /E;:\d\'/ / m%é‘m-z / chreg}n'z /%c:d_
Ec=1,42V 30 92 642 ggg 8,6 7,7 1,1
40 162 682 ggg 15,0 13,8 1,1
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Como se pode observar na tabela 4.2, no filme fino crescido a potencial constante
(Qox. = 8 MC cm™), 0 pico de anddico é detectado a valores de potencial menos positivos do
que naquele crescido por ciclos de potencial com Qg comparavel, indicando, a luz da
interpretacdo mais geralmente aceite [22, 30], que o processo de dopagem é facilitado no
filme crescido potenciostaticamente. Este facto permite prever uma estrutura mais porosa
naquele polimero do que no formado potenciodinamicamente (7 ciclos). No filme obtido
utilizando mais ciclos de potencial (11) os processos de dopagem/de-dopagem sdo
facilitados, como revelam os valores de potencial de oxidagdao (e reducdo) desviados no
sentido negativo (e positivo). No entanto, a separac¢do entre os picos de reducdo mostra
que a de-dopagem das diferentes camadas que constituem os filmes de P(3-MeT) é mais
heterogénea naqueles obtidos potenciodinamicamente, uma vez que a separacdo de
potencial entre as ondas catddicas é superior (filmes formados por ciclos de potencial
AE o412 = 400 mV e a potencial constante AE,eq.1.2 = 350 mV), o que estad de acordo com o
esperado para filmes menos porosos em que a expulsdo de contra-ides da camada mais

interna e compacta ocorre menos facilmente do que a da camada externa [22].

l- (nf4) e+ A

CH;
S\C' -—
— n/4
CHj;

Figura 4.9. - Representagdao esquematica da conversdo redox de um derivado do politiofeno -
poli(3-metiltiofeno). Adaptado de [27].

CHs CHs CHj

Comparando a carga de crescimento dos filmes obtidos em modo potenciostatico, Qg, com
a carga envolvida na sua oxidacdo, Q,y, em solucdo sem mondmero, verifica-se que ndo ha
uma relacdo directa. Considerando os (2n + 2 + 0,25n) electrées envolvidos na
polimerizagdo [15], para uma carga de crescimento de Qz = 90 mC cm™ seria de esperar um
filme com carga de oxidagao de cerca de Qo = 13,8 mC cm™. Este valor é superior ao valor

obtido pela integracdo da corrente de oxidacdo nos voltamogramas da caracterizacdo
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(Qox. = 8 MC cm?), o que resulta numa eficiéncia de polimerizacdo de 58 %, que é
ligeiramente superior a obtida através da variacdo de massa estimada a partir dos
resultados de EQCM (44-54 %). Considerando a eficiéncia da electropolimerizagdo como a
razdo entre Qox/Qg, aos filmes obtidos a potencial constante, com Qg = 92 mC cm? e
162 mC cm?, corresponde um valor de Q. /Qg de =9 %, que se encontra préximo do
reportado para filmes de P(3-MeT) [21, 28].

As imagens de microscopia de forca atdmica (Atomic Force Microscopy, AFM) obtidas para
os filmes de P(3-MeT) crescidos a potencial constante com Q; = 90 mC cm™
(Qox. = 8 MC cm'z), e por 7 ciclos de potencial a v =50 mV st com idéntica Q,, encontram-
se representadas na figura 4.10. E conhecido que as condicdes de crescimento de
polimeros condutores afectam a sua morfologia [22, 24, 29, 32], nomeadamente filmes de
PAni, crescidos a lenta velocidade de varrimento de potencial, sdo mais compactos e
menos rugosos [32] e filmes de PEDOT crescidos na presenca de diferentes electrdlitos de
suporte resultam na formacao de polimeros com morfologia e porosidade distintas [29]. As
imagens revelam que, pelo adequado ajuste das condi¢bes de sintese, é possivel obter
filmes crescidos sob distintos regimes de potencial, com electroactividade semelhante e
morfologias distintas. Os polimeros depositados sdo constituidos por estruturas globulares
formadas por graos de menores dimensdes em boa concordancia com o reportado para
filmes de P(3-MeT) com Qg > =20 mC cm™ [20, 33]. Para o filme formado por varrimentos
ciclicos de potencial (figura 4.10 (b)) é visivel a presenca da primeira camada densa e
compacta, sobre a qual de observa a deposicdo de uma segunda menos compacta com
estruturas globulares. Estas estruturas sdao mais evidentes no filme obtido a potencial
constante como se mostra na figura 4.10 (a). A presenca de formas fibrilares reportada
para filmes finos de P(3-MeT) (cerca de 20-40 nm) ndo é observada nos filmes formados
com Qg = 90 mC cm? devido 3 sua elevada espessura quando comparada com os filmes
reportados (Qg < 17,6 mC cm'z) [20]; apenas no filme obtido potenciostaticamente se
detectam algumas daquelas estruturas no canto superior direito da figura 4.10 (b). Para
filmes espessos ocorre a agregacdo de globulos, notéria durante a segunda fase de
crescimento [20], e a formagcdo de uma matriz polimérica mais porosa. Neste caso, os
valores de rugosidade rms obtidos foram de Ry = 17 e 31 nm, para os filmes preparados
por ciclos de potencial e a potencial constante, respectivamente, revelam que

potenciostaticamente é possivel obter eléctrodos modificados por filmes de
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poli(3-metiltiofeno) com elevada area superficial ao longo de uma estrutura porosa. E de
prever que os filmes ainda mais espessos (Qox. = 15 mC cm'z) se apresentem mais porosos e

com uma superficie mais rugosa.

Figura 4.10 - Imagens de AFM (1,5x1,5 um?) obtidas ex situ para os filmes de P(3-MeT) preparados
(a) a potencial constante (E; = 1,42 V, Q; = 90 mC cm™) e (b) por varrimentos ciclicos de potencial
com 7 ciclos; Z =350 nm.

Participagdo idnica na converséo redox do P(3-MeT)

Os processos de dopagem/de-dopagem de filmes de P(3-MeT) crescidos com diferentes
cargas de crescimento (Qg = 15,2 e 37,5 mC cm'z) foram acompanhados por EQCM. Na
figura 4.11 (a e b) mostram-se os voltamogramas ciclicos obtidos (2 ciclos de potencial
apo6s descarga dos filmes ao Ei. = 0 V, durante 300 s) e as variacGes de frequéncia, Af,
correspondentes. No primeiro ciclo de potencial, a frequéncia permanece constante até
cerca de E=0,46 V, ap6s o que uma diminuicdo acentuada evidencia a entrada de contra-
iGes para compensacdo da carga positiva gerada no polimero. O decréscimo de frequéncia
ocorre cerca de 0,12-0,22 V apds o inicio da oxidacdo e esse desvio para valores de
potencial mais positivos aumenta com a carga de crescimento, indicando que a entrada
dos contra-ides, requerida para manter a electroneutralidade do filme, sucede a formacao
de cargas positivas no polimero e é dificultada nos filmes mais espessos. Apds o pico de
corrente, a variacdo de frequéncia ocorre mais lentamente até ao Ej;= 1,0 V. No varrimento
inverso a expulsdo de contra-ides, confirmada na figura 4.11 pelo aumento de frequéncia,
prolonga-se por todo o intervalo de potencial, podendo distinguir-se duas zonas principais,

uma entre E:[1,0 - 0,38 V] e outra a E < 0,38 V (= 0,42 V nos filmes mais espessos), que
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acompanham os processos de redugdo 1 e 2, respectivamente. Aparentemente a
velocidade de de-dopagem da camada mais externa do filme (pico de reducdo a valores de
potencial mais positivo) ocorre mais lentamente do que a da camada interna. Porém,
tendo em conta que este processo é acompanhado pela reinsercdo de moléculas de
solvente no filme, é de esperar que a variacdo de frequéncia nesta gama de valores de
potencial seja inferior ao esperado.

A histerese observada entre o varrimento anddico e catddico, igualmente detectada em
filmes de poli(3-octiltiofeno) [34], indica complexidade dos processos de dopagem/de-
dopagem e simultdneo movimento de solvente. A diferenca de Af registada ao E, =0V,
apos um ciclo de potencial, aumenta com a carga de crescimento dos filmes e traduz a
reducdo incompleta do polimero no varrimento catédico. O movimento de catides,
observado por efeito de miragem durante a conversao redox de filmes de P(3-MeT) na
presenca de LiClO4 [21], ndo é esperado neste caso, uma vez que o catido do electrélito de

suporte em solucdo (tetrabutilamdnio) é muito mais volumoso do que o litio.
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Figura 4.11 - Voltamogramas ciclicos (—) e respectiva variagdo de frequéncia (- - -) em fung¢do do
potencial da caracterizagdo dos filmes P(3-MeT) com diferentes cargas de crescimento (a) (—)
Q. = 15,2 mC cm? e (b) (=) Q. = 37,5 mC cm™, (c e d) variacdo de massa em fungdo da carga;
0,2 mol dm™ de TBACIO, em ACN, v =50 mV st
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Na tabela 4.3 encontram-se os dados obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos e da
variacdo de frequéncia incluidos na figura 4.11. Os valores de carga de oxidacdo, Qqy, dos
filmes analisados sdo inferiores ao valor maximo referido por Hillman et al. [26] para os
quais os filmes de P(3-MeT) ndo apresentam efeitos de viscoelasticidade (comportamento
de camada fina). Nestas condi¢Bes, usando a anteriormente citada equacdo de Sauerbrey
sdo estimados os valores de variacao de massa envolvida nos processos de oxidagao e
reducdo, Am, e estes sdo contrastados com os valores calculados, Am¢., com base na
carga de oxidag¢dao dos filmes. Assume-se que por cada carga positiva desenvolvida na
estrutura do polimero é requerido um contra-ido (neste caso ClO;) para a sua
compensacdo, de acordo com o esquema da conversao redox do P(3-MeT) proposta na

literatura e ilustrada na figura 4.9.

Tabela 4.3 - Valores de carga, Q, variacdo de frequéncia, Af, variacdo de massa, Am, e massa
molecular das espécies mdveis nos filmes de P(3-MeT).

Qg Qox. Qred. Afox. Afred. Amox. ArT'|red. Arnox. Calc. MM
/mCcm? | /mCcm? /mCecm? [/kHz /kHz /[pgem? /pgem? /pgem? /gmol?
15,2 1,0 0,8 -0,122 0,103 0,8 -0,7 1,1 77,2
37,5 2,3 2,0 -0,322 0,259 2,2 -1,8 2,4 93,2

Q - carga de crescimento (g), oxidagdo (ox.) e redugdo (red.); Af - variagcdo de frequéncia durante a oxidagdo (ox.) e
redugdo (red.); Am - variagdo de massa estimada na oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) e variagdo de massa calculada a partir
da Q, (ox.calc.), My, — massa molecular das espécies moveis que entram/saem do filme.

Da analise dos valores de variacdo de massa (Amg, € Ameycac), verifica-se que a
guantidade de massa incorporada no filme durante a oxida¢do se afasta do valor calculado,
gue apenas tem em conta a electroneutralidade do filme. Este balanco de massa negativo
mostra que o processo de dopagem é acompanhado pela expulsdo de solvente do interior
do filme, igualmente observado para o octiltiofeno [34]. A massa molecular, My, das

espécies mdveis por unidade de carga de oxidacdo, Qox, € estimada usando a equacgao 4.1

[34]:

Qox.
nF

Am,, =My, Eq. 4.1

s . ~ . . ~ -2
onde Am,, € a variacdo de massa estimada durante a oxidacdo (g cm™), My a massa
, . , . -1 , . ~ . 22 ,
molecular das espécies mdveis (g mol ™), Qo € a carga de oxidacdo do filme (Ccm™), né o

numero de electrdes e F a constante da Faraday (96485 C mol™).
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Embora com o filme mais grosso a massa molecular das espécies mdveis seja mais proxima
da do contra-ido do electrélito de suporte (My cios- = 99,45 g mol'l), 0 espessamento do
polimero introduz problemas de cdlculo devido a complexidade dos fluxos de espécies que
acompanham os processos de dopagem e de-dopagem. Uma andlise mais detalhada da
variacdo de massa por unidade de carga representada pela equacdo 4.1 e ilustrada na
figura 4.11 (c e d) mostra que o processo de dopagem/de-dopagem é complexo. No filme
mais fino (Qz = 15,2 mC cm™), essencialmente constituido pela camada compacta
depositada na fase inicial do crescimento do P(3-MeT), o primeiro segmento linear que
acompanha o pico de oxidacdo, tem um declive de 1,16 mg C*, que corresponde a uma
My efectiva de espécies moveis de 112 g mol™, e indica gue ocorre entrada de solvente
em simultdneo com a inclusdo de anides, para a compensacao da carga induzida no
interior do filme denso. Apds o pico de oxidagdo a dopagem prossegue com rearranjos na
camada polimérica. Fluxos de massa em sentido oposto resultam num balanco
(Mym = 56 g mol™) inferior & do ClO4, possivelmente devido a dificuldade de acomodar
simultaneamente no interior do filme os anides dopantes e o solvente. Na gama de valores
de potencial a que ocorre o primeiro pico de reducdo, a de-dopagem é acompanhada da
diminuicdo de massa, correspondente a espécies moveis com cerca de 60 g mol™. A saida
de ides dopantes e de solvente durante o segundo pico de reducdo é reflectida na My, das
espécies moéveis que deixam do filme (127 g mol™). A auséncia de histerese entre a
oxidacdo e reducdo do P(3-MeT) mostra que os processos envolvidos na dopagem do filme
encontram a sua contra-partida nos dois picos de reduc¢do. No filme mais espesso, onde
provavelmente haverd a formacdo de uma segunda camada, observa-se um
comportamento semelhante embora seja observada histerese. Neste caso, possivelmente
devido a espessura do polimero a de-dopagem é retardada. A maior porosidade e
rugosidade dos filmes crescidos a potencial constante evidenciada pelos resultados
electroquimicos e microscépicos anteriormente discutidos e o consequente decréscimo da
densidade do polimero com o aumento da espessura, permite acomodar mais facilmente

os contra-ides do electrdlito de suporte e moléculas de solvente no seu interior.
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Poli(3,4-etilenodioxitiofeno)

Tal como para o P(3-MeT), a formacdo de filmes com diferentes morfologias tem também
sido reportada para o poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT), nomeadamente pela variagao
das condicdes de electropolimerizacdo como o electrélito de suporte na solucdo de
polimerizagdo, niumero de ciclos de potencial, potencial de limite anddico e carga de

crescimento [14, 22, 29, 35-37].

No presente estudo, a electropolimerizacdo do 3,4-etilenodioxitiofeno (EDOT), derivado do
tiofeno com um substituinte 3,4-dioxietileno (anel heterociclico) nas posi¢ées 3 e 4 (figura
4.12), seguiu as condicGes estabelecidas no Grupo de Electroquimica Interfacial, onde este
trabalho foi realizado, e que se encontram reportadas na tese de doutoramento de Ana
Melato [38] e na literatura [29, 39].

Neste caso, usa-se uma solucdo contendo 0,020 mol dm™ de EDOT e 0,1 mol dm? de
TBACIO, em ACN, E; = 1,20 V, Qg = 30 mC cm™ (crescimento a potencial constante) e E
entre -0,8 Ve Ej, (1) = 1,18 V (5 ciclos), E;a (2) = 1,16 V (3 ciclos) e Ej; (3) = 1,15 V (22 ciclos)

av=50mV s’ (varrimentos ciclicos de potencial).

I\

S

Figura 4.12 - Representagdo esquematica da molécula de mondmero: 3,4-etilenodioxitiofeno.

O mecanismo de electropolimerizacdo do EDOT é semelhante ao de outros mondmeros
derivados do tiofeno com anéis heterociclicos como o 3-MeT [15, 19]. A oxida¢do do
mondmero tem lugar a valores de potencial elevados (E > 0,9 V). Nos perfis corrente-
potencial da polimerizagdo potenciodinamica, é detectado, ao E,,, o cruzamento de
corrente caracteristico do primeiro ciclo [14-, 15, 16], e com o numero de ciclos de
potencial, aumenta a intensidade de corrente de oxidacdo ao E, que evidencia um
crescimento catalisado pelo préprio polimero [15, 16]. Este processo auto-catalitico,
traduzido pelo aumento da densidade de corrente ao Ej,, detectado na

electropolimerizacdo potenciodinamica do 3-MeT, é igualmente observado para o EDOT
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por Aubert et al. [18], na presenca de diversos anides (ClO4, BF;, PFg, CF3SO3). Na
electropolimerizagdo a potencial constante sdo observadas zonas distintas de nucleagao e
crescimento [22, 40], que podem ser correlacionadas com as referidas para o 3-MeT [20,

21].

A semelhanca do verificado para o P(3-MeT), através do controlo das condi¢des de sintese
é possivel obter filmes, preparados sob diferentes regimes de electropolimerizagao (por
ciclos de potencial e a potencial constante), com electroactividade semelhante e
morfologia distinta. A resposta electroquimica dos filmes de PEDOT em solugdo isenta de
mondémero apresenta um pico anddico e duas ondas catédicas, que correspondem aos
processos de oxidacdo (dopagem) e reducao (de-dopagem) do filme [22, 29]. A origem da
assimetria (histerese) dos processos redox no PEDOT (e noutros polimeros condutores)
ndo se encontra perfeitamente estabelecida. Estudos realizados por AFM (in-situ) e
elipsometria [29, 41], demonstram que o crescimento do filme de PEDOT compreende a
formacdo de uma primeira camada mais densa e homogénea, seguida da deposicdo de
uma segunda, menos densa e porosa. Assim, é geralmente aceite que a primeira onda
catddica, corresponde a reducdo e saida de anides da camada mais externa do filme, que
sendo mais porosa facilita o movimento dos iGes e a segunda, com origem na reducdo da
camada mais interna - mais compacta - é desviada para valores de potencial mais
negativos. A maior intensidade de corrente registada para a onda de reducdo a valores de
potencial mais negativos no filme obtido a potencial constante, revela maior impedimento
ao processo de de-dopagem da camada mais interna (compacta) deste polimero [29]. De
facto, a caracterizacdo morfoldgica por AFM ex situ dos filmes de PEDOT, confirma a
presenca de um filme polimérico mais compacto, obtido a potencial constante, do que o

formado por varrimentos ciclicos de potencial [39].

Em oposicdo ao detectado para o P(3-MeT), o PEDOT apresenta superficies rugosas [29,
35, 37]. No filme preparado potenciodinamicamente sdo observadas estruturas fibrilares,
enguanto aquele obtido a potencial constante é caracterizado pela formacao de agregados
de pequenos graos [39]. Valores reportados de rugosidade rms de Ry = 100 e 55 nm,

reforcam as distintas morfologias superficiais destes filmes, muito mais porosos que o
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P(3-MeT) e, portanto, a capacidade de deposi¢ao de polimeros condutores que mostrando

comportamentos electroquimicos comparaveis apresentam areas superficiais distintas.

4.3. Imobilizagdo de nanoparticulas metdlicas em polimeros condutores

Politionina

A inser¢cdo em filmes poliméricos de nanoparticulas metalicas, pré-sintetizadas, tem sido
efectuada pela incorporacdo durante a electropolimerizagdo [42-45] ou através da
interaccdo polimero/NPs [46]. No caso dos polimeros com atomos de enxofre na sua
estrutura, como a politionina, é possivel, a semelhanca do anteriormente discutido para as
SAMs funcionalizadas com grupos tiol na interface SAM/solucdo, tirar partido da presenca
de S no anel heterociclico central de cada unidade monomérica na PTN e da interaccao
Au-S entre o polimero e as nanoparticulas. As imagens de SEM da figura 4.13 mostram o
eléctrodo modificado com PTN 80/20 (descarregado a -0,4 V durante 300 s, em solugdo
0,1 mol dm? de TF) apds imersdao numa suspensao coloidal de Au-NPs da amostra A
durante 17 horas, onde se observa um pequeno numero de Au-NPs imobilizadas
(= 1 Au-NP pm™), assinaladas na figura.

A interaccdo entre o polimero e moléculas de mondmero da solucdo através de ligacdes
S-S, anteriormente referida, conduz ao bloqueio dos atomos de S na estrutura da PTN e

reduz o numero de locais de interacgdo com as Au-NPs.

Figura 4.13 - Imagem de SEM do filme PTN 80/20 apds imersdo na suspensdo coloidal de Au-NPs da
amostra A, timersso = 17 h.
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Poli(3-metiltiofeno) e Poli(3,4-etilenodioxitiofeno)

No caso dos derivados do tiofeno, a imobilizacdo de Pt-NPs pré-sintetizadas na superficie
dos EMs é monitorizada por microbalanga de cristal de quartzo (QCM). A variagao de
frequéncia registada durante o periodo de imersdo do eléctrodo modificado, por P(3-MeT)
(Eg = 1,42 V, Qg = 15 mC cm™, Qo = 1,0 mC cm™) ou PEDOT (Eg = 1,20 V, Q; = 5 mC cm”?,
Qox, = 1,3 mC cm'z), na suspensao coloidal de Pt-NPs da amostra B, representada na figura
4.14, é analisada através da equacgdao de Sauerbrey (equagdo 5.8, capitulo 5). Tendo em
conta que a uma variacdo negativa de frequéncia de 1 kHz corresponde uma quantidade
de massa depositada na superficie do eléctrodo de 7 ug cm™, a partir dos dados da figura
4.14, é possivel estimar a quantidade de particulas imobilizadas. Assumindo o tamanho
médio das Pt-NPs de 3 nm, a massa molecular e o volume da célula unitaria da Pt no
sistema fec (V' = 0,061 nm>) e que as nanoparticulas se encontram envolvidas por uma
camada de ides citrato adsorvidos (considerando cerca de 3 iGes por nm’ e para
simplificacdo de calculo, que estes se mantém adsorvidos apds imobilizacdo no filme),
estima-se que a massa de cada Pt-NP seja cerca de mpynps = 3,4 X 10" g; da relacdo entre a
area ocupada por cada particula e a sua massa obtém-se o valor mdximo de variagao de
massa AMpyay. = 1,2 ug cm™. Apdbs 45 minutos de imersdo, o aumento de massa sobre os
eléctrodos modificados por P(3-MeT) e PEDOT é respectivamente 0,30 e 0,39 pg cm?, a

gue corresponde uma cobertura superficial de Pt-NPs de 26 e 35 %.
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Figura 4.14 - Variagdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo durante a imobilizagcdo de Pt-
NPs da amostra B nos eléctrodos modificados por (a) P(3-MeT) (E; = 1,42V, Q; =15 mC cm?, Qo =
1,0 mC cm'z) e (b) PEDOT (Eg=1,20V, Q;=5mC cm™?, Qe = 1,3 mC cm'z).
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Devido as restricGes experimentais da QCM anteriormente referidas, os filmes usados
neste estudo sdo significativamente mais finos do que os empregues no restante estudo e
portanto as distintas morfologia e drea superficial activa devem ser tidas em conta na
andlise dos resultados. No entanto a caracterizacdo por AFM dos filmes de P(3-MeT)
(figura 4.10) e de PEDOT [29, 35, 37, 39] com electroactividade semelhante (Qox ~8 mC cm'z)
mostra que o PEDOT é mais rugoso do que o P(3-MeT), pelo que é de esperar que os filmes
mais finos usados na QCM (Qux ® 1 mC cm'z) apresentem idénticas caracteristicas. Esta
hipdtese é suportada pela maior quantidade de Pt-NPs imobilizada no PEDOT do que no
P(3-MeT) apds os 45 minutos de imersdo, embora a cinética do processo de adsor¢do seja
significativamente distinta nos dois filmes (no PEDOT ocorre um aumento linear de massa
até cerca de 1800 s, enquanto no P(3-MeT) observa-se um aumento inicial acentuado até

cerca de 200 s).

Devido as reduzidas dimensdes das Pt-NPs da amostra B (@ = 3 nm) n3o foi possivel
detectar a sua deposi¢cdo nos eléctrodos modificados por P(3-MeT) e PEDOT nas imagens
de SEM. Pelo mesmo motivo também ndo foi possivel observar as Au-NPs pré-sintetizadas
com @ = 5 nm (amostra B) imobilizadas naqueles filmes. A evidéncia da imobilizagdo das

Pt- e Au-NPs (@ = 3-5 nm ) é ilustrada para o filme de PEDOT nos voltamogramas ciclicos da

figura 4.15.
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Figura 4.15 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo dos eléctrodos modificados (a) PEDOT/Au-
NPs - amostra B e (b) PEDOT/Pt-NPs - amostra B apds imersdo durante 5 h; solugéo 0,1 mol dm?3de
TF(pH7)ev=50mVs™
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A figura 4.16 ilustra o resultado da analise por DRX (Difrac¢do de raios-X), que mostra o
confinamento das nanoparticulas de Au (@ = 15 nm, amostra A) no P(3-MeT). Neste caso o
filme usado é espesso (Eg = 1,42 Ve Qg = 160 mC cm) para minimizar a contribuicdo do
substrato. Apds imersdao numa suspensdo coloidal de Au-NPs da amostra A durante 17
horas, o pico de difrac¢do a cerca de 77,62° correspondente ao plano (311) é muito menos
intenso do que o detectado para as Au-NPs da amostra A sobre silicio (figura 2.6 (a),
capitulo 2), e o pico de difraccdo do plano (220), embora seja detectado na ficha de
resultados a 64,79° n3o é visivel no difractograma, muito possivelmente devido a intensa
contribuicdo do substrato de platina. O sinal do plano (200) também nado se observa, o que
pode estar relacionado com a orientagdao das Au-NPs quando imobilizadas na matriz
polimérica. O pico a cerca de 38,14°, intenso e bem definido, confirma que a superficie das
Au-NPs no compésito é preferencialmente orientada segundo o plano cristalografico (111).

No filme de PEDOT o resultado é semelhante [39].
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Figura 4.16 - Difractograma de raios-X do EM com P(3-MeT)/Au-NPs. Polimero formado a potencial
constante com E; = 1,42V, Q; = 160 mC cm? e imerso na suspensdo coloidal de Au-NPs da amostra
A (@ =15 nm) durante 17 h; linhas de difrac¢do do substrato indicadas com asterisco; tempo por
degrau 5,000 s e degrau de 26 = 0,010°.

No sentido de verificar o efeito da morfologia do polimero na quantidade e distribuicao
das nanoparticulas, analisam-se por SEM os filmes de P(3-MeT), crescidos potenciostatica
e potenciodindmicamente, com Au-NPs da amostra A. As imagens representadas na figura

4.17 (a e b) revelam que apds 5 horas de imersdo hd uma maior quantidade de particulas
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dispersas na superficie do P(3-MeT) obtido a potencial constante (= 11 Au-NPs pm™) do
que naquele formado por ciclos de potencial (= 3 Au-NPs um™), o que esta de acordo com
a menor rugosidade do segundo filme observada por AFM (figura 4.10). No entanto, para
além de efeitos morfolégicos, a diferente quantidade de Au-NPs depositadas deve-se a
presenca de atomos de enxofre a superficie do filme; aparentemente durante os ciclos de
potencial na preparagao do P(3-MeT) os rearranjos estruturais conduzem a uma menor
disponibilidade dos dtomos de S. A figura 4.17 (c) mostra o confinamento das Au-NPs na
superficie do PEDOT,; neste filme observa-se uma grande quantidade de particulas
(> 700 Au-NPs pm™), homogeneamente distribuidas, apds cerca de 2 horas de imers3o.
Apesar das distintas morfologias reportadas para os filmes de PEDOT preparados sob
condicBes potenciostaticas e potenciodindmicas [29], a quantidade e distribuicdo de Au-
NPs ndo é afectada; estas depositam-se tanto sobre as fibras mais finas como sobre os
grdaos de maiores dimensdes. Estes resultados mostram que o P(3-MeT) apresenta menor
capacidade para a imobilizacdo de particulas do que o PEDOT. Neste caso, desde que
atomos de enxofre estejam disponiveis a superficie dos filmes ndo se observa qualquer

efeito significativo da morfologia do PEDOT.

Figura 4.17 - Imagens de SEM dos eléctrodos modificados por filmes de P(3-MeT) crescidos (a) a
potencial constante (E; = 1,42 V e Q; = 90 mC cm™) e (b) por ciclos de potencial (E,, = 1,45 V,
7 ciclos a 50 mV s™) e (c) PEDOT formado a potencial constante (Eg=1,2VeQg;=30mC cm™), apds
imersdo na suspensdo coloidal de Au-NPs da amostra A durante (a) 5 h e (b) 2 h.

Como se ilustra nas imagens de SEM da figura 4.18, a presenca de surfactante adsorvido na
superficie das Au-NPs afecta a quantidade e distribuicdo na superficie do P(3-MeT). Na
presenca de CTAB, as Au-NPs cubicas da amostra C, imobilizam-se no filme juntamente
com uma grande quantidade de surfactante, em aglomerados depositados sobre o

polimero (figura 4.18 (a e a’)) e ndo se distinguem particulas individualizadas em contacto
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directo com a superficie do polimero. Com a adicdo de NaOH ( 0,03 mol dm™) a suspens3o
coloidal observam-se particulas distribuidas sobre o filme (figura 4.18 (b e b’); embora
ainda seja detectavel a presenca de CTAB. A remogao do surfactante da suspensao coloidal
e consequente agregacao das Au-NPs conduz a imobilizacdo das particulas da amostra C’

na forma de pequenos agregados, figura 4.18 (c e c’).

Figura 4.18 - Imagens de SEM dos eléctrodos modificados (a e a’) P(3-MeT)/Au-NPs amostra C,
(b e b’) P(3-MeT)/Au-NPs amostra C com NaOH 0,03 mol dm? e (c e ¢’) P(3-MeT)/Au-NPs amostra
C’ (sem surfactante), timersso = 17 h; barra de escala (a-c) 1 pm e (a’-c’) 200 nm.
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4.4. Aplicagoes dos eléctrodos modificados

4.4.1. Avaliagao do desempenho como sensores electroquimicos

Em solucBes pouco concentradas de acido L-(+)ascérbico (AA, 0,5 mmol dm™), a sua
oxidacdo em EM com PTN 80/20, ilustrada na figura 4.19 (a), tem inicio a valores de
potencial superiores a cerca de 0,10 V. O uso de solu¢gdes mais concentradas de AA
(10 mmol dm'3) mostra um aumento da corrente de oxidagdo a cerca de 0 V. No entanto, a
electroactividade da PTN é significativamente afectada; a corrente anddica
correspondente a oxidacdo do filme é bloqueada e a resposta do polimero na solucdo de
electrdlito, apds contacto com a solugdo mais concentrada de AA, apresenta num perfil
muito distinto daquele obtido apds polimerizacdo, no qual ndo se detectam os processos
de oxidacdo nem de reducdo do filme, figura 4.19 (a). A presenca das poucas
nanoparticulas imobilizadas por imersdao na suspensdo contendo as Au-NPs da amostra A,
nao favorece a resposta electroquimica; pelo contrario, a corrente de oxidacdo do AA e a

electroactividade do filme diminuem com o tempo de imersao.

imer.

0 min.
= = 30 min.
... 2h

300 0 300 600 300 0 300 600
Evs ESC/ mV E vs ESC/ mV

Figura 4.19 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo de (a) PTN 80/20 em solucdo de electrdlito
(0,1 mol dm™de TF) antes (—) e ap6s (— —) caracterizacdo em solucdo com AA 10 mmol dm™, e em
solugdes contendo AA: 0,5 mmol dm™ (—) e 10 mmol dm™ (- =) e (b) PTN 80/20/Au-NPs (A) em AA
0,5 mmol dm™, imersdo durante 0 min. (—), 30 min. (-=)e 2 h (---); v=50mV s™.
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Apds imersdo numa suspensdo contendo as Au-NPs da amostra G(2), estabilizadas por
CTAB, a caracterizacdo em meio neutro (0,1 mol dm™ de TF) na auséncia e na presenca de
AA 0,5 mmol dm?, revela que o filme perde a sua electroactividade, figura 4.20 (a). A
auséncia dos processos de oxidacdo e reducdo da PTN, indica que o contacto com a
suspensdo contendo CTAB afecta a resposta electroquimica do filme, muito possivelmente
devido a compensacao de carga pelos ides brometo (pequenos e com elevada densidade
de carga) que inibem os processos de conversdo redox do filme . No entanto este efeito é
reversivel como se ilustra na figura 4.20 (b); apds cerca de 25 ciclos de potencial numa
solucdo 0,05 mol dm™ de H,S0,, o perfil voltamétrico caracteristico da PTN neste meio é

parcialmente recuperado.

a 0,21 b
0,2+
“.‘E o
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< 00 g %0
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- _ ciclo 1
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0,2 021 N/ L c:clo 15
-+ ciclo 25
-300 0 300 600 0 250 500 750
E vs ESC/ mV E vs ESC/ mV

Figura 4.20 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo do EM PTN 80/20 / Au-NPs amostra G(2) em
solucdo de electrdlito (a) 0,1 mol dm™ de TF: antes (—) e apds (---) imers3o na suspensdo de
CTAB/Au-NPs amostra G(2) e AA 0,5 mmol dm™ (—) e (b) 0,05 mol dm™ de H,S0, antes (—) e apds
(—) imers3o na suspens3o de CTAB/Au-NPs ao fim de varios ciclos de potencial; v =50 mVs™.

Os resultados obtidos, usando Au-NPs estabilizadas por ides citrato ou CTAB, mostram que
este polimero ndo se adequa a posterior modificacdo com Au-NPs pré-formadas, nem a
avaliacdo do efeito das Au-NPs nas propriedades dos eléctrodos modificados por polimeros
contendo atomos de S na sua estrutura, nem ao estudo da oxidacdao do AA nestes

eléctrodos modificados.

O P(3-MeT) na presenca das espécies electroactivas AA e dopamina (DA) em solucdo
apresenta as respostas electroquimicas ilustradas pelos voltamogramas da figura 4.21. No
P(3-MeT), o inicio da oxidacdo do AA e o pico anddico ocorrem cerca de 25 e 60 mV,

respectivamente, desviados para valores de potencial mais negativos em relacdo ao
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observado no eléctrodo de platina, e o pico é mais intenso no EM com o polimero,
possivelmente devido ao aumento da area superficial, figura 4.21 (a); no EM por P(3-
MeT)/Pt-NPs (amostra B), o inicio da oxidacdo e o pico anddico sdo deslocados para
valores de potencial mais positivos (= 60-70 mV em rela¢do a resposta no P(3-MeT)). A
presenca de Pt-NPs da amostra B depositadas na superficie da matriz polimérica nao
favorece a resposta electroquimica.

O comportamento do P(3-MeT)/Pt-NPs em solu¢do contendo DA, ilustrada na figura 4.21
(b), mostra que a oxidagao tem inicio a cerca de 90 mV com o pico de oxidagdo a 215 mV;
uma resposta semelhante observa-se nos eléctrodos de platina e no P(3-MeT). Assim, os
EMs com o compdsito P(3-MeT)/Pt-NPs ndo demonstram apresentar vantagens para a

aplicacdo como sensores destas espécies.
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Figura 4.21 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos EMs com P(3-MeT) em solugdo com (a)
0,5 mmol dm™ de AA, antes (—) e (---) apds imobilizacido de Pt-NPs da amostra B e (b) 1 mmol dm”
de DA, antes (—) e (---) apds imobilizagdo de Pt-NPs da amostra B, e comparagdo com resposta da
Pt no mesmo meio (- =) e com a do filme (—) na solucdo de electrélito 0,1 mol dm™ de TF (pH 7);

v=50mVs™

4.4.2. Avaliagao da actividade electrocatalitica para a oxidagao da Hidrazina

As propriedades electrocataliticas de materiais compdsito formados com base em
polimeros condutores e particulas metdlicas é reconhecida [47, 48]. A actividade
electrocatalitica para a oxidagdo da hidrazina (HZ) nos EMs por P(3-MeT)/NPs e PEDOT/NPs
é relevante nomeadamente devido a importancia desta molécula para a industria quimica

e farmacéutica [49, 50]. E geralmente aceite que na gama de valores de pH entre 5e 10 a
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oxidacdo irreversivel da HZ (pK, = 7,9 [49]) ocorre em dois passos [49, 50] de acordo com
as equacgoes 4.2 e 4.3; o primeiro passo, determinante da velocidade da reaccao, envolve a
transferéncia de um electrao e o segundo trés electrées, de que resulta o N, como produto
final.
NyHs + H,0 = NyHs+ H30" + € Eq. 4.2
N,H; + 3H,0 — N, + 3H30" + 3¢ Eq. 4.3

A figura 4.22 ilustra a resposta voltamétrica dos eléctrodos limpos e dos polimeros
P(3-MeT) e PEDOT na presenca de HZ em meio aquoso (0,1 mol dm™ de TF, pH 7).

A significativa actividade electrocatalitica da platina reportada na literatura [51] é
igualmente verificada quando comparada com a resposta do eléctrodo de ouro (figura 4.22
(a)); o inicio da oxidagdo ocorre a valores de potencial mais negativos e maior densidade
de corrente é obtida no eléctrodo de Pt. No EM com PEDOT observa-se um
comportamento semelhante e o filme preparado sob condicdes potenciostaticas apresenta
melhor resposta electroquimica (figura 4.22 (b)). Por outro lado, o P(3-MeT) é inactivo para
a reaccdo em estudo até cerca de 0,6 V (figura 4.22 (b)), o que o torna adequado para a
andlise por voltametria ciclica da resposta electrocatalitica dos compdsitos e a sua

dependéncia dos parametros experimentais.
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Figura 4.22 - Voltamogramas ciclicos dos eléctrodos policristalinos (a) de Au (—) e Pt (—) e dos EMs

(b) com PEDOT (preparado potenciostaticamente, £, = 1,20 V, Q; = 28 mC cm?) (—); PEDOT
(crescido potenciodinamicamente, v = 50 mV s, 30 ciclos) (—); P(3-MeT) (depositado a potencial
constante, £; = 1,42 V, Q, = 90 mC cm™) (=); P(3-MeT) (preparado potenciodinamicamente,
v =50 mV s?, 7 ciclos) (—), a v =50 mV s, numa solugdo contendo 6 mmol dm™ de HZ e (—)
comparagdo com a resposta dos filmes em solugdo de electrdlito (0,1 mol dm™ de TF).
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Apds imersdo dos eléctrodos modificados com P(3-MeT), preparado sob condicGes
potenciostaticas (Eg = 1,42 V e Qg = 90 mC cm™), numa suspens3o coloidal de Au-NPs da
amostra B durante 5 horas, a resposta electroquimica, apresentada na figura 4.23, mostra
as distintas propriedades do material compdsito em relacdo as do polimero na presenca de
hidrazina. A oxidacdo da HZ tem inicio a cerca de -60 mV e o pico de oxidacdo intenso
ocorre a 0,23 V, ou seja, cerca de 0,04 V deslocado para valores de potencial menos
positivos do que no eléctrodo de Au policristalino (figura 4.22 (a)). O sobrepotencial para a
oxidacdo da HZ no compésito P(3-MeT)/Au-NPs (amostra B), quando o filme é crescido a
potencial constante, é cerca de 0,30 mV inferior ao observado no filme formado por ciclos
de potencial (E;; = 1,45V, 7 ciclos a 50 mV sY) (figura 4.23). A maior rugosidade do filme de
P(3-MeT) preparado a potencial constante (figura 4.10) e a quantidade de particulas de Au
depositadas, demonstrada pelas imagens de SEM (figura 4.17) para as Au-NPs da amostra

A, sdo responsaveis pelo comportamento electroquimico distinto destes EMs.
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Figura 4.23 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo dos EMs P(3-MeT)/Au-NPs da amostra B
(D =5 nm) obtidos por imersdo em suspensdes coloidais recentemente preparadas durante 5 h; os
filmes de P(3-MeTh) preparados a potencial constante com E,= 1,42V e Q, =90 mC cm™ (—) e por
ciclos de potencial com E,, = 1,45 V, 7 ciclos a 50 mV st (=), em solu¢do 6 mmol dm3de HZem 0,1
moldm=>de TF,a v =50 mV s™.

A figura 4.24 ilustra o efeito do tamanho e natureza das particulas (figura 4.24 (a) e (b)), da
cobertura superficial, considerando que esta aumenta com o tempo de imersdo na
suspensdo coloidal (figura 4.24 (c)) e do uso de particulas recentemente preparadas ou

com mais de 3 semanas (figura 4.24 (d)).
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Figura 4.24 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo dos EMs P(3-MeT)/NPs obtidos por imersio
em suspensodes coloidais recentemente preparadas de: Au-NPs esféricas das amostras (—) A
(=15 nm, 5h) e (—) B (& =5 nm, 5h), clibicas da amostra C' (Dcupos = 42 nm, 17h) (—), Pt-NPs da
amostra B com & = 3 nm (—) (5h), (—) (25 min.) e (—) Pt-NPs envelhecidas (5h), em solugdo
6 mmol dm™ de HZ em 0,1 mol dm™ de TF, a v=50 mV 5. Os filmes de P(3-MeT) preparados a
potencial constante com E;= 1,42V e Q;~ 90 mC cm™.

Os dados da tabela 4.4, obtidos a partir dos voltamogramas das figuras 4.22 (a) e 4.24,
permitem inferir as condicdes adequadas para a preparacdo destes eléctrodos
modificados:

(i) a diminuicdo do tamanho das Au-NPs de cubos de 42 nm (amostra C’) para esferas de 15
nm (amostra A) leva a diminuicdo do sobrepotencial de cerca de 0,115 V e a um
incremento de corrente de 20 %;

(i) a substituicdo das Au-NPs esféricas da amostra A (15 nm) pelas de 5 nm da amostra B

conduz ao deslocamento do potencial do pico de oxidacdo para menos de metade e ao
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aumento da corrente do pico para cerca do dobro, revelando o efeito favoravel das Au-NPs
de pequenas dimensdes, em concorddncia com o observado na oxidacdo do AA em
matrizes de sol-gel com Au-NPs [52];

(iii) usando nanoparticulas de Pt de pequenas dimensdes (@ = 3 nm) observa-se um
decréscimo muito significativo do potencial de oxidacdo, aproximadamente 0,285 V, em
relacdo ao obtido com as de Au (5 nm);

(iv) o controlo do tempo de imersdo é fundamental, pois de acordo com os resultados da
variacdo de frequéncia na QCM durante a imobilizacdao das Pt-NPs (figura 4.14 (a)) baixo
timersso (25 minutos) ndo garante o maximo de particulas depositadas e ndo conduz a uma
boa resposta electrocatalitica;

(v) o uso de suspensdes coloidais recentemente preparadas é importante, visto que
aquelas com mais de 3 semanas devem sofrer aglomerag¢do e/ou degradac¢do dos agentes
estabilizadores, resultando uma interaccdo ndo-especifica com os atomos de enxofre do
polimero;

(vi) o surfactante que estabiliza as Au-NPs (amostra C), afecta a quantidade e dispersdo das
particulas imobilizadas (figura 4.18) e a resposta electroquimica do EM, P(3-MeT)/Au-NPs
(figura 4.25). Embora maior quantidade de Au-NPs da amostra C sejam imobilizadas no
filme na presenca de surfactante, o bloqueio da superficie pelo CTAB e o impedimento a
formacao de interaccdes Au-S com o polimero conduz a uma fraca resposta
electroquimica; o inicio da oxidacdo da HZ ocorre a valores de potencial superiores a

0,35 V e observa-se baixa corrente de oxidagao sem pico definido até 0,6 V.

Tabela 4.4 - Valores de potencial, E,, e densidade de corrente, j,, do pico de
oxidacdo da HZ nos eléctrodos de Au, Pt e modificados com P(3-MeT)/NPs.

Eléctrodo | Particulas @ /nm ti“}eﬁ“ /f\:V / mk"(':m_z
Au 270 2,5
Pt 216 3,8
P(3-MeT)*? Au-NPs A 15 5 554 2,7
Au-NPs B 5 5 232 4,0
Au-NPs C’ 42 17 670 2,2
Pt-NPs B 3 5 -54 3,1
Pt-NPs B 3 25 min. 220 2,5
Pt-NPs B* 3 5 613 1,9

? - P(3-MeT) crescido a potencial constante (E;= 1,42 V e Qg = 90 mC cm™);
* - Pt-NPs 3 semanas apds a sua sintese.
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Figura 4.25 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos EMs P(3-MeT)/Au-NPs obtidos por
imersdo em suspensdes coloidais Au-NPs cubicas da amostra C (Deuos = 42 Nm) durante 17 h: (—-)
estabilizadas com CTAB, (—) com adi¢cdo de NaOH (0,03 mol dm™) e (---) sem surfactante (amostra
C’), em solugdo 6 mmol dm?3de HZ em 0,1 mol dm™ de TF, a v=50 mV s . Os filmes de P(3-MeT)
preparados a potencial constante com E,=1,42 Ve Q;= 90 mC cm™.

Estudo cinético da oxidagdo da HZ em EM por P(3-MeT)/Pt-NPs

No eléctrodo de platina o desvio de potencial do pico de oxidacdao da HZ, para valores
menos negativos com o aumento da concentracdo (cerca de 225 mV entre 0,2 e
6 mmol dm™) (figura 4.26 (a)), indica que a formacdo de maior quantidade de azoto
molecular bloqueia a superficie. Em solucdo 0,2 mmol dm™ de HZ em 0,1 mol dm? de
TF (pH 7), o deslocamento do pico de oxidacdo para valores menos positivos com a
velocidade de varrimento, para v > 50 mV stea relagdo linear entre a corrente anddica e
a velocidade de varrimento indicam que é controlada por transferéncia de massa (figura

4.26 (b)).
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Figura 4.26 - (a) Voltamogramas ciclicos do eléctrodo de Pt em solugbes com diferentes
concentracdes de HZ: (—) 0,1 mmol dm?, (—) 0,2 mmol dm?, (—) 0,5 mmol dm™, em 0,1 mol dm™
de TF (pH 7), e comparacdo com a resposta da Pt na solucdo de electrélito; v = 50 mV s™.
(b) Representacdo de jo, vs. v’> construida com base nos valores obtidos em solugdo 0,2 mmol dm
de HZ a diferentes velocidades de varrimento; detalhe incluido na figura (b): variagdo do potencial
de pico de oxidagdo da HZ, E, .x, com a velocidade de varrimento, nas mesmas condigdes.

Devido a formacdo de N,, que bloqueia a superficie do eléctrodo [53] usa-se o eléctrodo de
disco rotativo (Rotating disc electrode, RDE), no qual a conveccdo forcada favorece a
remocdo do gas formado da superficie. Na figura 4.27 (a) o desvio da linearidade da
relacdo entre a densidade de corrente limite de oxidagéo,jox,"m', e a velocidade de rotacao
do eléctrodo, col/z, de acordo com a equacdo de Levich (equacdo 5.3, capitulo 5), deve-se
ao controlo por transferéncia de massa da reac¢dao de oxidacao da HZ em substratos de
platina. A figura 4.27 (b) ilustra a relagdo entre o inverso da corrente limite de oxidacao,
1/jim., € o inverso da raiz quadrada da velocidade de rotacdo do eléctrodo, w'l/z; de
acordo com a equacdo de Koutecky-Levich (equacdo 5.4, capitulo 5) é possivel estimar os
valores do coeficiente de difusdo, D, da HZ e da constante de velocidade da reacgao, k. O
valor do coeficiente de difuso obtido (D = 3,8 x 10 cm? s'l) é da mesma ordem de
grandeza do tabelado [54] e a constante de velocidade (k = 7,7 x 102 cm s™) aproxima-se

do observado noutras superficies [55].
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Figura 4.27 - Representac¢0es de Levich (a) e Koutecky-Levich (b) obtidas a partir dos resultados de
RDE para o eléctrodo de platina em solucdo 0,2 mmol dm™ de HZ em 0,1 mol dm™ de TF (pH 7) a
diferentes velocidades de rotagdo (50-2500 rpm); v =20 mVs™.

Para a determinagdo dos parametros cinéticos da oxidacao da HZ no eléctrodo modificado
usam-se as condicdes que permitem obter melhor desempenho electrocatalitico, isto é, o
filme de P(3-MeT) crescido a potencial constante (E; = 1,42 V e Qg = 90 mC cm?) e
modificado com Pt-NPs da amostra B, por imersao durante 5 h numa suspensao coloidal de
particulas recentemente preparadas, em solu¢dao 0,2 mmol dm™ de HZ e a velocidade de
varrimento de 20 mV s™. A figura 4.28 ilustra os voltamogramas de varrimento linear
obtidos a diferentes velocidades de rotacdo do RDE e a correspondente representacao de
Koutecky-Levich de acordo com a equacdo 5.4 (capitulo 5).

Na tabela 4.5 comparam-se os valores de coeficiente de difusdo da HZ e da constante de
velocidade da reac¢do nos eléctrodos de platina e no EM. Neste o valor de coeficiente de
difusdo é da mesma ordem de grandeza do estimado no eléctrodo de platina; a constante
de velocidade é inferior (k = 1,1 x 102 cm s) devido a reaccdo na superficie das particulas
no EM com o polimero implicar a transferéncia electrénica para o substrato através do

filme.
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Figura 4.28 - (a) Voltamogramas lineares do eléctrodo de disco rotativo modificado com
P(3-MeT)/Pt-NPs (amostra B) a diferentes velocidades de rotagdo: (—) 150, (—) 300, (—) 500, (—)
1000 e (—) 2000 rpm numa solugdo 0,2 mmol dm™ de HZ em 0,1 mol dm™ de TF (pH 7); v=20mV s™.
(b) Representacdo de Koutecky-Levich obtida a partir dos dados dos voltamogramas de varrimento

linear.

Tabela 4.5 - Valores de coeficiente de difusdo, D, e da
constante de velocidade, k, da oxidacdo da HZ em eléctrodos
de Pt e modificado com P(3-MeT)/Pt-NPs.

Eléctrodo D/cm?*s? k/cms™
Pt 3,8x10° 7,7x107
P(3-MeT)°/ Pt-NPs B 7,2x10° 1,1x102

- P(3-MeT) crescido a potencial constante (Eg=1,42V; Q; =90 mC cm'z).

A imobilizacdo de Pt-NPs da amostra B na superficie de filmes de PEDOT permite obter
EMs por compdsitos que apresentam actividade electrocatalitica notdvel para a reac¢do de
oxidacdo da HZ. A figura 4.29 (a) e os dados da tabela 4.6 ilustram essas propriedades para
os filmes crescidos sob condi¢cbes potenciostaticas e potenciodindmicas. A oxidacdo tem
inicio a valores de potencial significativamente mais negativos do que nos EMs com P(3-
MeT)/Pt-NPs e registam-se correntes anddicas mais elevadas. No PEDOT obtido
potenciodinamicamente, o inicio da oxidagdo e o pico de corrente ocorrem a valores de
potencial ligeiramente inferiores embora com menor intensidade, em relacdo aquele
obtido a potencial constante. Quando o PEDOT é modificado com particulas de Au da
amostra A observam-se dois picos de corrente anddica, figura 4.29 (b); o que ocorre a

valores de potencial mais negativo sugere que a presenca das Au-NPs melhora a resposta
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electrocatalitica do filme enquanto aquele a valores de potencial mais positivo se deve a

oxidacdo da HZ na superficie de Au das Au-NPs.
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Figura 4.29 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo dos EMs PEDOT/NPs obtidos por imersdo
em suspensdes coloidais recentemente preparadas durante 5 h; (a) PEDOT/Pt-NPs amostra B
(& = 3 nm) formado sob condicBes potenciodindmicas (30 ciclos a v = 50 mV s) (—) e
potenciostéticas (E;= 1,2 V e Q; ~ 28 mC cm?) (—) e (b) PEDOT/Au-NPs amostra B (& = 5 nm)
crescido a potencial constante (—) e comparacdo com resposta do filme (- - -) e do eléctrodo de Au
(—) no mesmo meio (solu¢do 6 mmol dm™ de HZ em 0,1 mol dm™ de TF); v=50 mV s™.

Tabela 4.6 - Valores de potencial, E, e densidade de
corrente, j., do pico de oxidacdo da HZ nos eléctrodos
modificados com PEDOT e PEDOT/NPs (timersso = 5 h).

Eléctrodo Particulas / mkx.cm'z / fr:V
PEDOT’ 2,0 6
PEDOT” 3,0 -148
PEDOT® Pt-NPs B 3,6 275
PEDOT” Pt-NPs B 4,1 -255

Au-NPs B 2,7 -175
2,4 175

® - PEDOT preparado por ciclos de potencial (30 ciclos a
50 mV s7); ® . PEDOT crescido a potencial constante
(Eg=1,2Ve Q=28 mCcm?).

4.4.3. Resultados preliminares do desempenho dos EM como biosensores de ADN

A figura 4.30 ilustra a abordagem usada no desenvolvimento do transdutor electroquimico
e piezoeléctrico para a deteccdo da imobilizacdo e hibridacdo de sequéncias de ADN. A

arquitectura baseia-se na utilizagdo das Pt-NPs, depositadas por imersao durante 16 horas
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no EM com P(3-MeT) crescido a potencial constante (Qg = 15,0 mC cm? e Eg = 1,42 V),
como substrato para a auto-montagem de oligonucledtidos tiolados (HS-ON (1)). A
deteccdo da hibridagdo com a sequéncia complementar é efectuada electroquimica e
piezoelectricamente na EQCM; neste caso, devido as limitacdes da EQCM referidas

anteriormente, usam-se filmes finos de P(3-MeT) (Qox. = 1,0 mC cm'z).

/X HS-ON (1) NG

1. Electropolimerizacédo 3-MeT 3
2. Deposicdo de Pt-NPs por imersdo \ i r/’ \ /
‘Ps 3 W 7 4 " 4

' Auto-montagem Z@ine’ Hibridacso L
de HS-ON (1) rom ON @)

Figura 4.30 - Esquema da estratégia usada na construcdo do biosensor de ADN.

A variacao de frequéncia de oscilagao do cristal de quartzo na QCM representada na figura
4.31, a partir da qual foram obtidos os dados da tabela 4.7, mostra que nas condicdes
experimentais usadas o EM ¢é adequado para o desenvolvimento de biosensores
piezoeléctricos de ADN. A quantidade de massa de HS-ON (1) imobilizada, Am, estimada a
partir de Af e da equacdo de Sauerbrey (equacdo 5.8, capitulo 5), permite obter valores de
cobertura superficial de moléculas de HS-ON (1), imobilizadas através de interac¢do Pt-S,
da ordem dos 4,7 x 10™ mol cm?, que é préximo dos obtidos por dessor¢ao redutiva e
QCM em superficies de Au (I" = 2,2 x 10 mol cm?, capitulo 3) e superior ao reportado na
literatura [56]. A adsorgdo fisica do oligonucleétido tiolado observada na superficie do
P(3-MeT) corresponde a cerca de 21 % da variagdo total. O valor mais elevado de I" obtido
no eléctrodo modificado com P(3-MeT)/Pt-NPs do que no eléctrodo de Au limpo, devera
estar relacionado com a maior area superficial do primeiro devido a rugosidade do filme e

a elevada area das Pt-NPs de pequenas dimensdes.
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Figura 4.31 - Variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo na QCM durante a adsor¢ao
nao-especifica de HS-ON (1) em P(3-MeT) (¢), a auto-montagem de HS-ON (1) em P(3-MeT)/Pt-NPs
da amostra B (¢), e a hibridacdo com a sequéncia complementar ON (2) (). Filme de P(3-MeT)
crescido a potencial constante (Qg = 15,0 mC cm?e E; = 1,42 V); Pt-NPs da amostra B depositadas
por imers3o durante 16 h; solugdo de HS-ON (1) 0,2 umol dm™ (10 mmol dm™ de Tris-HCI (pH 7) +
0,1 mol dm™ de NaCl) e de ON (2) 1,0 umol dm™ (10 mmol dm™ de TF (pH 7,4) + 0,25 mol dm™ de
NaCl).

Tabela 4.7 - Valores de variacdo de frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo na QCM, Af,
variacdo de massa, Am, e cobertura superficial de moléculas adsorvidas, I', correspondentes
a imobilizacdo do HS-ON (1) e hibridacdo com a sequéncia complementar, ON (2); t = 900 s.

HS-ON (1) ON (2)
Substrato Af Am 10"'T Af Am 10T
/ Hz /ngecm?  /molem® /Hz  /ngem?  /molcm?
P(3-MeT)/Pt-NPs | -39,9 276,0  6,0(4,7) -267 1847 1,6
P(3-MeT) 8,6 59,7 1,3

- valor de I'pz.mery/penps = Lp(z-mem)-

Assumindo que todas as moléculas de HS-ON (1), ndo-especificamente adsorvidas, sdo
removidas da superficie apds lavagem com solucdo de electrdlito, a resposta da frequéncia
durante a hibridacdo corresponde a captura de 1,3 x 10™ mol cm™ da sequéncia
complementar ON (2), considerando que no maximo 21 % da variacdo observada podera

corresponder a adsorcao fisica.

A resposta electroquimica do biosensor obtida na presenca da espécie electroactiva

Ru(NHs)s>" (50 umol dm3) em solucdo 10 mmol dm™ de Tris-HCl (pH 7,4), ilustrada na
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figura 4.32 (a), mostra que, apds imobilizacdo do oligonucledtido tiolado (timersso = 30 min.
em 0,2 pmol dm™ de HS-ON (1)), ocorre um ligeiro bloqueio da superficie e regista-se um
decréscimo de corrente catédica; quando a sequéncia imobilizada é hibridada com a sua
complementar (timersio = 2 h em 1,0 umol dm? de ON (2)) observa-se um aumento de
corrente de reducdo para valores comparaveis com aqueles registados no eléctrodo
modificado com P(3-MeT)/Pt-NPs. O efeito da atraccdo electrostatica dos grupos fosfato

negativamente carregados nos oligonucledtidos, ndo se observa.
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Figura 4.32 - Voltamogramas ciclicos do EM com P(3-MeT)/Pt-NPs da amostra B, antes (—) e apds
(—) imobilizacdo de HS-ON (1) e apds hibridagdo com a sequéncia complementar ON (2) (—), (a) 50
umol dm™ de Ru(NH;)s>" e (b) 1 mmol dm™ de Fe(CN)¢>, em solugdo 10 mmol dm™ de Tris-HCl (pH
7,4) e comparagdo com resposta do EM em solugdo de electrdlito (—); v=50 mV s™.

Por outro lado, na presenca de Fe(CN)¢> (1 mmol dm™) em solucdo, figura 4.32 (b), a
imobilizagcdao de HS-ON (1) nas particulas de platina conduz a uma diminuigdo da corrente
de oxidacdo e de reducdo da espécie electroactiva em solucdao devido a repulsdo
electrostatica exercida pelos grupos fosfato no oligonucleétido; um comportamento
semelhante é observado nas SAMs de HS-ON (1) em Au. Nestas condi¢cdes a deteccdo
electroquimica da hibridacdo é possivel; as correntes anddica e catédica diminuem de
intensidade e o processo de transferéncia electrénica perde reversibilidade apds
hibridacdo com a sequéncia complementar ON (2), com o aumento da quantidade de

grupos carregados negativamente, imobilizados na superficie do eléctrodo.
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4.5. Conclusoes

Os filmes de politionina crescidos com 80 ciclos de potencial sdao electroactivos em meio
acido e neutro. No entanto, apesar da presenca de atomos de enxofre na sua estrutura, a
sua morfologia formada por dominios compactos e a possibilidade de formacao de ligacdes
dissulfureto entre o polimero e unidades monomeéricas em solu¢dao conduz ao bloqueio
destas posicoes no anel heteromatico central que impossibilita a imobilizacdo de Au-NPs
através de interac¢des Au-S. Nestas condicbes a baixa quantidade de particulas
depositadas no filme (mesmo apds longos periodos de imersdo) ndo favorece o
desempenho do eléctrodo modificado na detecgcdo de espécies electroactivas (AA) em
solucdo. Para além disso, a electroactividade do préprio polimero é afectada tanto pelo
contacto com o AA como com suspensdes coloidais de Au-NPs estabilizadas com CTAB,

pelo que a PTN ndo se mostra adequada para aplicagdo como (bio)sensor.

A electropolimerizacdo do 3-MeT a potencial constante ocorre em diferentes fases
correlacionaveis com a nucleacdo (igualmente observada no primeiro ciclo da
polimerizacdo potenciodindmica), deposicdo de uma primeira camada compacta e
crescimento do polimero numa estrutura mais rugosa e menos densa. O estudo da
electropolimerizacdo e caracterizacdio do P(3-MeT) por EQCM permite estimar a
guantidade de material depositado, a eficiéncia da electropolimerizagao e a quantidade de
ides e solvente envolvidos na conversdo redox, embora apresente limitacdes devido as
propriedades viscoelasticas do material depositado, especialmente para filmes espessos.
Os filmes com electroactividade semelhante (Qu. = 8 mC cm'z) formados sob diferentes
condi¢cbes, potenciodinamicas e potenciostaticas, apresentam morfologias distintas; o
segundo é mais rugoso do que o primeiro, e apresenta maior area superficial numa
estrutura porosa. Os processos de dopagem/de-dopagem do P(3-MeT) dependem das
propriedades dos filmes; naqueles com electroactividade semelhante, a maior rugosidade
favorece a dopagem e o pico de oxidacdo ocorre a valores de potencial menos positivos no
depositado a potencial constante do que no crescido por ciclos de potencial; com o
espessamento a dopagem/de-dopagem é facilitada (potencial do pico deslocado para

valores menos positivos). No entanto a dificuldade de movimento de espécies mdveis na
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camada densa no filme mais compacto e menos rugoso, € evidenciada pelo afastamento
dos picos de reducao.

A EQCM permite observar o efeito da espessura dos filmes na entrada/saida de espécies
(ides e solvente) do P(3-MeT). O desvio da variacdo de frequéncia em relagdo ao inicio da
oxidacdo mostra que a dopagem sucede a formacgao de cargas no interior do polimero e é
dificultada nos mais espessos. Tanto na oxidagdo como na redugao distinguem-se duas
zonas de variacdo de frequéncia correlacionadas com o processo de oxidacdo e
subsequentes rearranjos na estrutura dos filme e com os dois processos de redu¢ao, num
processo complexo que envolve o movimento simultaneo de solvente. O sentido do fluxo
de solvente depende da capacidade do filme para acomodar no seu interior ides e
solvente.

O PEDOT apresenta um comportamento electroquimico semelhante ao do P(3-MeT) e
permite obter superficies modificadas com maior area superficial, pois embora com
electroactividade semelhante a do P(3-MeT), os filmes sdo mais rugosos; no caso do

PEDOT sao os filmes formados por ciclos de potencial que conduzem a maior rugosidade.

Com base na forte interaccdo entre particulas metdlicas de metais nobres e dtomos de
enxofre de derivados do tiofeno, é possivel preparar eléctrodos modificados com
polimeros e Au- e Pt-NPs dispersas na sua superficie. A simples imersdo dos eléctrodos
modificados por P(3-MeT) e PEDOT, crescidos electroquimicamente, nas suspensdes
coloidais de Au e Pt-NPs estabilizadas por iGes citrato pré-sintetizadas (amostras A e/ou B)
conduz a deposi¢cdo de NPs individualizadas e uniformemente distribuidas na superficie
dos polimeros. A imobilizacdo de Au-NPs (15 nm) nos filmes de derivados do tiofeno
através de interac¢bes Au-S é confirmada por SEM e DRX; verifica-se que a maior area
superficial do PEDOT conduz a uma maior disponibilidade dos atomos de enxofre na
estrutura do polimero para estabelecer interacces com as NPs, pois neste filme é
imobilizada uma maior quantidade de particulas apdés 2 horas de imersao
(independentemente do modo de crescimento do filme) do que no P(3-MeT) apds 5 horas.
A dimensdo das Au-NPs de 5 nm ndo permite a sua detecg¢do por SEM, no entanto a sua
imobilizacdo é confirmada electroquimicamente.

A interaccdo Pt-S entre as Pt-NPs (3 nm) e os polimeros (P(3-MeT) e PEDOT) permite

igualmente imobilizar estas NPs nos eléctrodos modificados. Embora a quantidade de NPs
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imobilizadas seja dependente da natureza e tamanho das particulas e da morfologia do
polimero, conferida pelas condicGes de electropolimerizacdo, apds 45 minutos de imersao
é possivel obter uma cobertura superficial de Pt-NPs de cerca de 30 % em filmes de PEDOT

crescidos potenciostaticamente, que é superior a depositada no P(3-MeT).

A resposta voltamétrica dos EMs com o compésito (polimero/NPs) para a oxida¢do da HZ
em meio neutro mostra um melhor desempenho electrocatalitico quando comparados
com os das superficies policristalinas de Au e Pt e dos polimeros. A seleccdo adequada das
condicdes de preparacdo dos compdsitos é fundamental e determina a actividade
electrocatalitica dos EMs. Embora o proéprio filme de PEDOT e a superficie de platina
apresentem bom desempenho, outros parametros revelam-se fundamentais. A
inactividade do P(3-MeT) para a oxidacdo da HZ permite avaliar o efeito daqueles
parametros; a drea superficial e a disponibilidade de atomos de enxofre a superficie do
polimero (maior no crescido a potencial constante do que no formado por ciclos de
potencial) influenciam a quantidade de NPs depositadas; aumento do tamanho das NPs
conduz a uma diminui¢ao da intensidade de corrente de oxidagao e ao deslocamento do
pico para valores de potencial mais positivos; as suspensdes coloidais recentemente
preparadas evitam a aglomeracdo das NPs e/ou modificacdo das espécies adsorvidas na
sua superficie; o tempo de imersdo permite controlar a cobertura superficial de NPs
imobilizadas. Contrariamente ao observado com Au-NPs estabilizadas com ides citrato, as
NPs cubicas envolvidas por uma bicamada de CTAB depositam-se em aglomerados
juntamente com o surfactante (em excesso na suspensao) ou em agregados dispersos sem
surfactante, quando este é removido da suspensdo. Estas NPs, embora com forma definida
e orientacdo cristalografica superficial especifica, ndo apresentam propriedades
electrocataliticas para a oxidagdao da HZ devido ao tamanho, agregacdo e a presenca de
surfactante adsorvido que inibe a interaccdo com o polimero e bloqueia o acesso da HZ a
superficie de Au.

A reaccdo de oxidacdo da HZ em superficies de platina, em que ocorre a formacdo de N, é
controlada por transferéncia de massa. Nesta superficie e no eléctrodo modificado
P(3-MeT)/Pt-NPs obedece & equacdo de Koutecky-Levich, a partir da qual se obtiveram
valores de coeficiente de difusdo e de constante de velocidade da reac¢do da ordem de 7,2

- 2 -1 -2 -1 .
x10° cm’s?e 1,1x10° cm s, respectivamente.
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A deposicdo de Au-NPs de pequenas dimensGes em filmes de PEDOT favorece a actividade
electrocatalitica; o pico de oxidacdo é deslocado cerca de 27 mV para valores mais
negativos comparativamente com o observado no polimero. No entanto a contribuicdo das
Au-NPs ocorre num pico adicional a potencial mais positivo, compardvel com o detectado
na superficie de Au policristalina. A imobilizacdo de Pt-NPs em filmes de PEDOT conduzem
a formagcdao de compdsitos que apresentam propriedades electrocataliticas muito
interessantes; naqueles formados com filmes de PEDOT crescidos potenciodinamicamente
a oxidagdo da HZ ocorre a valores cerca de 60 mV mais negativos do que no eléctrodo

policristalino de platina.

Os resultados preliminares do desempenho do eléctrodo modificado com P(3-MeT)/Pt-NPs
como biosensor de ADN mostram que estas arquitecturas permitem a imobilizacdo de
oligonucleétidos tiolados na superficie das NPs (interac¢do Pt-S) e a detecc¢do da hibridagdo
por métodos piezoeléctricos e electroquimicos. Esta abordagem tira partido da

condutividade do filme e da elevada drea superficial do polimero e das Pt-NPs depositadas.
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5. Técnicas e Instrumentacgao

5.1. Detalhes experimentais

5.1.1. Reagentes

Os reagentes usados neste trabalho foram os seguintes:
— 1-Butanotiol (C4), CH3(CH;)3SH, Alfa Aesar, 98 %.
— 1-Hexanotiol (Cg), CH3(CH,)sSH, Alfa Aesar, 97%.
— 1-Nonanotiol (Cg), CH3(CH,)sSH, Alfa Aesar, 98%.
— 1-Decanotiol (C1g), CH3(CH,)sSH, Alfa Aesar, 96%.
— 1,6-Hexanoditiol (Cs-SH), HS(CH;)eSH, Alfa Aesar, 97%.
— 1,9-Nonanoditiol (Co-SH), HS(CH,)sSH, Alfa Aesar, 97%.
— 1,10-Decanoditiol (C10-SH), HS(CH,)10SH, Alfa Aesar, 95%.
— Acetato de Tionina, C13HgNsS - C;H40,, Fluka.
— 3-Metiltiofeno, CsHgS, Aldrich, 98%.
— 3,4-Etilenodioxitiofeno, CgHgO,S, Aldrich.
— Oligonucleétidos, Friz Biochem:
0 HOCSSCe-5"-TCGTACCATCTATCC-3’ (HS-ON (1))
o 5'-TATCCTGAGACCGCGTTTTTTTTTT-3"-C¢SSCsOH (HS-ON (3))
o 5'-CGCGGTCTCAGGATATTTTTTTTGGATAGATGGTACGA-3’ (ON (2))
— Acetonitrilo, CH3CN, HPLC grade, Aldrich, 99.93%.
— Acido L(+)-Ascérbico (AA), CgHsOs, Riedel-de-Haen, p.a. > 99,7%.
— Cloridrato de Dopamina, (HO),C¢H3CH,CH,NH,-HCI, Sigma.
— Bicloridrato de Hidrazina, NH,NH,-2HCI, Carlo Erba, > 99%.
— Acido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado, HAuCl,.3H,0, Alfa Aesar, 99,99%.
— Hexacloroplatinato(IV) de potassio, K,PtCls, BDH Chemicals.
— Borohidreto de sédio, NaBH,4, Merck, p.a. = 95%.

— Nitrato de prata, AgNOs, Merck, p.a. > 99,8%.
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— Citrato de Sddio dihidratado, HOC(COONa)(CH,COONa),-2H,0, Alfa Aesar, > 99,0%.

— Brometo de Hexadeciltrimetilamoénio (CTAB), CH3(CH,)1sN(Br)(CHs)s, Riedel-de Haen,
98%, ou SigmaUltra, 99%.

— Cloridrato de Tris(hidroximetil)Jaminoetano (Tris-HCI), H,NC(CH,0H)3-HCl, Sigma, > 99,0 %.
— Perclorato de tetrabutilaménio, TBACIO,4, (CH3CH,CH,CH,)4N(ClO4), Fluka puriss. = 99 %.
— Perclorato de litio, LiClOy, Fluka, p.a. > 99%.

— Cloreto de ruténio(lll) hexamina (RuHex), Ru(NHs)sCls, Aldrich, 98%.

— Hexacianoferrato(ll) de potassio, K4[Fe(CN)g], Merck, p.a. =2 99%.

— Hexacianoferrato(lll) de potdssio, Ks3[Fe(CN)g], Merck, p.a. =2 99%.

— Nitrato de potdssio, KNO3, Merck, p.a. > 99,5%.

— Cloreto de sédio, NaCl, Merck, p.a. 2 99,5%.

— Dihidrogenofosfato de sédio monohidratado, NaH,P04.H,0, Merck, p.a. > 99%.

— Hidrogenofosfato de dissddio, Na,HPO,4, Merck, p.a. = 99%.

— Hidroxido de sddio, NaOH, Panreac, p.a. 2 98,0%.

— Nitrato de chumbo, PbNO3, Sigma, 99%.

— Acido sulfurico, H,S0,, Fluka, p.a. 95-97%.

— Perodxido de hidrogénio, H,0,, Fluka, puriss p.a. 30% v/v.

— Etanol Absoluto, CHsCH,0H, Panreac, HPLC.

— Pentéxido de di-fésforo, P,Os, Merck, p.a. = 98%.

— Hidreto de calcio, H,Ca, Fluka, purum p.a. 2 97%.

— Azoto, N, Air Liquid, > 99,999 %.

Os reagentes foram usados sem purificagao prévia, com excepc¢ao do electrdlito perclorato
de tetrabutilamoénio que foi purificado por recristalizacdo, do acetonitrilo, que
previamente seco em hidreto de cdlcio, foi destilado em ambiente de azoto com pentéxido
de fésforo e dos mondmeros 3-metiltiofeno e 3,4-etilenodioxitiofeno que foram destilados
a pressdo reduzida, apds o que foram mantidos sob atmosfera de N,, a 4 °C.

Todas as solugbes aquosas foram preparadas com agua ultra-pura (resistividade > 18 MQ
cm a 25 °C).

A solucdo tampdo fosfato (TF) foi preparada a partir de solugdes 0,1 mol dm™ de

dihidrogenofosfato de sddio monohidratado e hidrogenofosfato de dissddio.
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Todas as solugdes usadas nos ensaios electroquimicos foram previamente desoxigenadas
fazendo passar uma corrente de azoto durante 20 minutos, excepto a solucdo de hidréxido

de sddio que foi desoxigenada durante 1 hora.

5.1.2. Eléctrodos e células

Células Electroquimicas

No decorrer do trabalho foram utilizadas células electroquimicas diversas. Nos ensaios
electroquimicos convencionais utilizaram-se células de 1, 2 ou 3 compartimentos, figura
5.1, constituidas por eléctrodo de referéncia (ER), o eléctrodo saturado de calomelanos,
Hg/Hg,Cl, saturado em KCl (ESC) ou o eléctrodo normal de hidrogénio (ENH), eléctrodo

auxiliar (EA), uma folha ou um fio de platina e eléctrodo de trabalho (ET).

Figura 5.1 — (a) Célula de teflon de 1 compartimento e células de vidro de 2 (b e c) e 3 (d)
compartimentos.

A célula electroquimica usada na microbalanca electroquimica de cristal de quartzo
(Electrochemical Quartz Crystal Microbalance, EQCM) foi de teflon (CHInstruments, CHI),
constituida por um uUnico compartimento, figura 5.2 (a), especifica para a utilizacdo dos ET

de cristal de quartzo. No microscépio electroquimico de varrimento (Scanning
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Electrochemical Microscope, SECM) utilizou-se uma célula de um compartimento e quatro
eléctrodos, uTriCell (Uniscan Instruments, Ul), figura 5.2 (b).

Todas a experiéncias foram conduzidas numa caixa de Faraday.

o

"y 53 .

Figura 5.2 - Células electroquimicas (a) da EQCM e (b) do SECM.

Eléctrodos de Trabalho

No decorrer do trabalho foram usados diferentes eléctrodos de trabalho. Como ET de
ouro, empregaram-se placas de vidro (borosilicato) recobertas de uma camada de ouro
250 + 50 nm depositado sobre uma camada de crémio 2,5 + 1,5 nm (1,1 x 1,1 cm?, Gold
Arrandee, Alemanha), figura 5.3 (a); as superficies foram previamente limpas em solucdo
piranha (3 H,SO4 : 1 H,0,), lavadas com agua ultra-pura e etanol e sujeitas a tratamento a
chama oxidante, originando uma superficie com orientagao cristalografica preferencial
(111) e uma rugosidade superficial de R = 1,2, estimada através da carga envolvida na

reducdo (varrimento catédico) de uma camada de 6xido de Au formado no varrimento

148



Capitulo 5 — Técnicas e Instrumentagao

anodico numa solucdo 0,05 mol dm?de H,SOsa v =50 mV s’ A érea geométrica exposta
na célula electroquimica é de 0,57 cm?’.

Como ET de platina foi usado um disco de Pt policristalino, figura 5.3 (b), com area
geométrica 0,181 cm?. Este foi montado num suporte de teflon com o disco de Pt em
contacto eléctrico com uma base de latdo por meio de cola de prata (CircuitWorks®), e o
espaco circundante preenchido com resina epoxidica (Araldite®) e o contacto eléctrico com
o equipamento efectuado através de um vardao metdlico envolvido por teflon, figura 5.3
(b). A superficie do ET foi polida manualmente em pano de polimento usando suspensdes
de alumina (Buehler, USA) de granulosidade decrescente (5, 1, 0,3 e 0,05 um) até uma
superficie espelhada ser obtida, lavada com dgua ultra-pura e limpa electroquimicamente
por varrimento de potencial entre -0,25 e +1,05 mV, v=0,5V st numa solucdo 0,25 mol

dm de H,S0,.

Figura 5.3 - Eléctrodos de trabalho (a) de ouro, (b) de platina e respectivo suporte para contacto
eléctrico e (c) superficie de ITO.

Em ensaios especificos foram também usadas superficies de éxido de indio e estanho
(Indium Tin Oxide, ITO) (figura 5.3 (c)) com area geométrica exposta nos ensaios
electroquimicos ~1 cm?®. Estas foram limpas por imers3o sucessiva em acetona, etanol e
agua ultra-pura, num banho de ultra-sons por 10 minutos em cada solvente. Apds
utilizacdo, as nanoparticulas depositadas foram removidas com uma solucdo diluida (1:3)
de dgua-régia (3 HCl : 1 HNO3) e com o auxilio de uma zaragatoa durante cerca de 2
minutos, apds o que foram lavadas com agua ultra-pura em abundancia e secas sob uma
corrente de N,. A confirmacdo da remocdao dos residuos metalicos foi efectuada por

comparacdo dos valores de resisténcia de uma superficie limpa, antes de qualquer
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modificagdo, e apds limpeza, pelo procedimento descrito acima, e por voltametria ciclica
numa solucdo 0,05 mol dm3de H,S0,.

Na EQCM os ET usados sdao constituidos por um cristal de quartzo a 8 MHz (AT-cut), com
uma camada de 1000 A de ouro ou platina sobre uma camada de 100 A de titanio
depositada por evaporacdo térmica do metal (CHInstruments, USA) e uma area geométrica
de 0,2 cm?, figura 5.4 (a). Estes sdo limpos electroquimicamente por voltametria ciclica no
intervalo de potencial entre -0,25 e +1,40 mV, v = 200 mV st numa solugdo 0,25 mol dm
de H,SO,.

No microscépio electroquimico de varrimento o eléctrodo-ponta de platina (@ = 100 um),
figura 5.4 (b) foi limpo por polimento manual de modo semelhante ao aplicado ao macro-

eléctrodo policristalino de platina; como eléctrodo-substrato foram usadas placas de ouro

acima referidas.

Figura 5.4 - (a) Eléctrodo de trabalho de ouro usado na EQCM e (b) eléctrodo-ponta usado na
SECM.

5.1.3. Preparagao de nanoparticulas e modificagao e caracterizagao de superficies

- Métodos de sintese de Au- e Pt-NPs

1. Reducado por citrato de sodio a T elevada - Método de Turkevich [1-3]- Amostra A
A solugio de HAuUCl, (5,0 x10°® mol em 19 cm® H,0) num Erlenmeyer a ebuligio (~ 100 °C)
e com agitacdo forte, foi adicionada a solucdo de citrato de sédio (0,5 % em H,0, 2 cm?)
(razdo Augy/redutor = 0,15). Esta solugdo foi deixada sob agitagdo e em ebuligdo durante 5
minutos, apds o que o aquecimento foi desligado, mantendo a agitagdao por 30 minutos. A
solu¢gao mudou de cor com a adigdo do citrato de sédio entre cinza, purpura e vermelho.

Obtém-se Au-NPs estabilizadas por uma monocamadas de iGes citrato adsorvidos.
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Igual procedimento e razao Pt(y)/redutor = 0,15, foi usado na preparagdo de Pt-NPs; neste

caso usou-se o sal de platina, K,PtClg.

2. Redugao por borohidreto a T,,,. em meio aquoso [4, 5] - Amostra B

A 20 cm?® de uma soluggo 1,25 x 10™ mol dm™ de HAuCl, e 2,50 x 10 mol dm™ de citrato
de sdédio, @ temperatura ambiente num Erlenmeyer foram adicionados 0,3 cm® de uma
solugdo 0,01 mol dm™ de NaBH, (arrefecida em gelo e imediatamente ap6s preparacio),
sob forte agitagdo; (razdo Au(/redutor = 0,83). A agitacdo da solugdo foi reduzida apds
30-60 s e mantida durante cerca de 15 minutos, a 40-45 °C, para eliminac¢3o do excesso de
NaBH;. As Au-NPs obtidas por esta via também sdo estabilizadas por ides citrato
adsorvidos.

Igual procedimento foi usado na preparacao de Pt-NPs usando K;PtClg.

3. Crescimento de Au-NPs a partir de sementes de pequenas dimensdes

a. Amostra C - particulas de Au preparadas pelo método descrito em [6]

Preparacéo das sementes: A 7,5 cm® de uma solucdo 0,1 mol dm™ de CTAB (Sigma Ultra,
99%) foram adicionados 0,25 cm?® de solugdo 0,01 mol dm™ de HAuUCl, e 0,6 cm?® de NaBH,
(0,01 mol dm™, solucdo arrefecida). A mistura foi agitada durante cerca de 2 minutos, apds
o que foi deixada em repouso por 2 horas a 25 °C. As sementes resultantes encontram-se
protegidas por surfactante adsorvido na sua superficie.

Crescimento das Au-NPs: A uma solugdo de crescimento contendo 8 cm® de CTAB
0,1 mol dm>, 40 cm? de H,0 (25 °C), 1 cm? de HAuCI, (0,01 mol dm'3) e 4,25 cm® de AA
(0,1 mol dm?) foram adicionados 0,025 cm® de uma suspens3o coloidal diluida de
sementes (1 cm® de sementes diluido em 9 cm?® de H,0 a 25 °C) e a mistura resultante
agitada para homogeneizac¢3o. Apds 1 hora a 25 °C o excesso de surfactante foi removido
por centrifugacdo (6000 rpm/20 min.) e lavagem com 4&gua ultra-pura. O produto

resultante foi ressuspenso em agua ultra-pura.

b. Amostra D - particulas de Au preparadas pelo método descrito em [4, 7, 8]
Preparacéo das sementes: A 10 cm® de solucdo 0,1 mol dm™ de CTAB (Sigma Ultra, 99%) e

2,5 x 10® mol dm® de HAuCI, (25-27 °C) foram adicionados 0,6 cm? de solucdo
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0,01 mol dm™ de NaBH, (solucdo arrefecida). A solucdo resultante foi agitada durante
cerca de 2 minutos, apds o que foi mantida em repouso durante 3 horas a 25-30 °C.

Crescimento das Au-NPs: a solugao de crescimento, 100 cm?® de 0,1 mol dm™ de CTAB e
2,5 x 10" mol dm> de HAuCl, (25-30 °C) foram adicionados 0,06 cm® de solucdo
0,1 mol dm™ de AgNO; e 0,55 cm® de AA 0,1 mol dm~, foram também adicionados 0,125
cm’® de suspensao coloidal de sementes. A solugao foi agitada durante 2 minutos e mantida
em repouso por 1 hora a mesma temperatura. A suspensdo foi deixada entre 12-24 horas
para crescimento das particulas cubicas; o excesso de surfactante removido por

centrifugacdo (6000 rpm/45 min.) e as particulas resultantes lavadas com dgua ultra-pura.

c. Amostra E - particulas de Au preparadas pelo método descrito em [9]

Preparagdo das sementes: As sementes para o crescimento das Au-NPs da amostra E foram
obtidas pelo procedimento descrito para as particulas da amostra D, descrito no ponto (b).
Crescimento das Au-NPs: Neste caso as particulas foram obtidas por um procedimento
envolvendo trés passos, sendo que o produto de interesse resulta no recipiente 3. A dois
recipientes 1 e 2 contendo 9 cm? de solugao 0,1 mol dm? de CTAB (Sigma Ultra, 99%) e
2,5 x 10” mol dm™ de HAuCl,, foram adicionados 0,05 cm® de AA (0,1 mol dm?); ao
recipiente 3 contendo 45 cm® de uma solugdo 0,1 mol dm™ de CTAB e 2,5 x 10 mol dm”
de HAuCl,, foram adicionados 0,25 cm?® de AA (0,2 mol dm'3). A solucdo contida em 1 foi
adicionado 1 cm? de suspensao coloidal de sementes, apds 15 s, 1 cm’® da suspensao 1 foi
transferida para o recipiente 2 e 30 s depois 5 cm® desta suspensdo foi adicionada a
solucdo 3. Foi permitido que as particulas resultantes crescessem durante 16 horas a 25 °C;
o excesso de surfactante removido por centrifugacdo (2000 rpm/2 min.) e lavagem e o

produto resultante ressuspenso em agua ultra-pura.

d. Amostra F — particulas de Au preparadas pelo método descrito em [10]

Preparacdo das sementes: Neste caso, as sementes foram preparadas de modo
semelhante as Au-NPs obtidas por redugdo por borohidreto a T,mp. mas foi usada diferente
propor¢do Augy/redutor. A 18 cm® de 4gua ultra-pura foram adicionados 0,5 cm® de
solucdo 0,01 mol dm de HAuCl,; e 0,5 cm? de outra contendo 0,01 mol dm™ de citrato de

sédio. Sob agitacdo, foram adicionados 0,5 cm® de NaBH, (0,1 mol dm™) & mistura
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(Augy/redutor = 0,1); a agitagdo foi interrompida e a suspensdo coloidal deixada em
repouso por 2 horas.

Crescimento das Au-NPs: O crescimento foi efectuado em 3 passos, sendo as particulas de
interesse obtidas no ultimo passo. Foram preparados 3 recipientes (1, 2 e 3), contendo (1 e
2) 9 cm?® de uma solucdo 0,1 mol dm™ de CTAB (Riedel-de Haen, 98%), & qual foram
adicionados 0,25 cm?® de solugdo 0,01 mol dm>de HAuCl,4, 0,05 cm? de AA (0,12 mol dm'3) e
0,05 cm?® de NaOH (0,1 mol dm™) e (3) a mesma concentrac3o final de cada reagente em
90 cm? de solugdo 0,1 mol dm™ de CTAB. Seguidamente, 1 cm’® da suspensao coloidal de
sementes foi adicionada ao recipiente 1, que foi agitado durante 3-5 s, apds o que 1 cm?
foi retirado e adicionado ao recipiente 2;passados 3-5 s de agitacao, todo o contetdo em 2
foi adicionado ao recipiente 3. Apds repouso durante cerca de 16 horas, a separacdo das
particulas e a remocdo do excesso de surfactante foi efectuada por centrifugacdo
(1500 rpm/20 min.) e lavagem com agua ultra-pura (repetido 2x), o sobrenadante foi

rejeitada e o precipitado final ressuspenso em agua 0,1 cm? de ultra-pura.

e. Amostra G - particulas de Au preparadas pelo método descrito em [11]

Preparacio das sementes: A 20 cm® de uma solugdo 2,5 x 10 mol dm™ de HAuCl, e
2,5 x 10* mol dm™ de citrato de sédio foram adicionados 0,6 cm?® de uma solugdo
0,1 mol dm™ de NaBH, (solucdo arrefecida), sob agitac3o.

Crescimento das Au-NPs: O crescimento é efectuado em 3 passos, obtendo-se em cada
recipiente (1-3) particulas com tamanhos distintos. Aos recipientes 1-3 contendo 9 cm? de
uma solu¢do composta por 2,5 x 10 mol dm™ de HAuCl, e 0,1 mol dm™ de CTAB (Riedel-
de Haen, 98%), foram adicionados 0,05 cm® de solugio aquosa de AA (0,1 mol dm?)
seguida de agitadacdo para homogeneizacdo. Ao recipiente A foi adicionado 1,0 cm® de
suspensao coloidal de sementes, que foi agitado e apds 10s, 1,0 cm? desta suspensdao em 1
foi adicionada ao recipiente 2; apés homogeneizacdo e 10's, 1,0 cm? da suspens3o em 2 foi
adicionada ao recipiente 3. Os recipientes reaccionais foram mantidos a 25 °C e apds 24 h
o excesso de surfactante foi removido por centrifugacdo e lavagem com agua ultra-pura e

as Au-NPs ressuspensas em agua.

As Au-NPs das amostras A e B sao estabilizadas por ides citrato e as das amostras C a G por

CTAB. As Pt-NPs das amostras A e B sdo estabilizadas por ides citrato.
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As Au-NPs das amostras B, C, D e E foram purificadas pela remog¢do do agente estabilizador
e as Au-NPs “limpas” resultantes sdo designadas por amostras B, C, D' e F,
respectivamente. A sua limpeza foi efectuada pela adicdo de NaOH(s) directamente a
suspensdo coloidal das Au-NPs, o precipitado resultante (agregados de Au-NPs) foi lavado
com H,0 para remover o surfactante em solucdo (citrato de sédio no caso da amostra B) e

o NaOH e ressuspenso em agua ultra-pura.

- Preparagdo e caracteriza¢do de monocamadas auto-montadas

As monocamadas auto-montadas de n-alcanotidis e o,m-alcanoditidis foram preparadas
em superficies de ouro, previamente limpas conforme mencionado no ponto 5.1.2, por
imersao dos substratos em solucgdes etandlicas (previamente desoxigenadas) contendo 1
ou 10 mmol dm™ das moléculas a adsorver, por diferentes periodos de tempo (t = 22 - 64 h)
a temperatura ambiente. Apds formacdo das SAMs as placas de ouro foram lavadas com
etanol (para remover moléculas ndo-especificamente ligadas ao substrato) e agua em
abundancia e secas numa corrente de azoto antes de transferidas para a célula
electroquimica. As SAMs foram caracterizadas electroquimicamente por dessorcao
redutiva (ciclos de potencial a v =10 ou 20 mV st entre 0 e -1,20 ou -1,25 V) numa solugao
0,1 mol dm™ de NaOH e na presenca da espécie electroactiva: 1 mmol dm™ de KsFe(CN)g
em solucdo 0,1 mol dm™ de KNO; ou 1 mmol dm? de K4Fe(CN)g + 1 mmol dm? de

KsFe(CN)e em solucdo 0,1 mol dm™de TF (SECM), ambas com pH 7.

- Imobilizagdo de oligonucledtidos tiolados e hibridagdo

A imobilizacdo dos oligonucledtidos tiolados foi efectuada por imersao dos eléctrodos
(Au(111) ou eléctrodo de Pt modificado com P(3-MeT)/Pt-NPs da amostra B) nas solucbes
0,2 ou 2,0 umol dm™ de HS-ON (1), em solu¢do 10 mmol dm™ de Tris-HCl (pH 7) com
0,1 mol dm™ de NaCl, durante 30 minutos e 1 hora, respectivamente; a hibridacdo foi
realizada numa solu¢do 1 umol dm™ de ON (2), em 10 mmol dm™ de TF (pH 7,4) com
0,25 mol dm™ de NaCl (t = 1 h). A modificacio das Au-NPs da amostra A com o
oligonucleétido HS-ON (3) foi realizada numa solug¢do 3 umol dm™ de HS-ON (3) e
1,2 nmol dm™ de Au-NPs, durante cerca de 16 horas, seguida de estabilizacdo numa

solugdo de 0,1 mol dm™ de TF (pH 7) com 0,1 mol dm™ de NaCl (t = 40 h), e separacdo dos
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oligonucledtidos ndo imobilizados por centrifugacdo (14k rpm/30 min.) e ressuspensdo

numa solugdo 10 mmol dm™ de TF (pH 7) com 0,25 mol dm™ de NaCl.

5.2. Técnicas electroquimicas

5.2.1. Convencionais

As técnicas electroquimica convencionais usadas, voltametria ciclica e cronoamperometria,
sdao bem conhecidas e portanto serdo apenas brevemente referidas [12-14].

As células electroquimicas utilizadas sdo constituidas por 3 eléctrodos imersos numa
solucdo de electrdlito; o eléctrodo de trabalho, ET, onde a reac¢do em estudo ocorre, o
eléctrodo de referéncia, ER, que permite manter um potencial constante ao longo da
experiéncia e o eléctrodo auxiliar, EA, que é responsavel pelo fornecimento de electrdes
requerida pelo ET, sendo que a reaccao que nele ocorre ndo deve interferir com a reaccdo
em estudo. O eléctrodo de referéncia é, em geral, mantido num compartimento separado
do eléctrodo de trabalho, estando em contacto por meio de um capilar de Luggin
posicionado muito préximo do ET, que permite diminuir a resisténcia ndo compensada da
solucdo electrolitica. Esta é composta por solvente e electrélito suporte e podendo conter

espécies electroactivas.

5.2.1.1. Voltametria ciclica

Na voltametria ciclica, VC, é aplicada uma perturbacdo/onda triangular, partindo de um
potencial inicial, E;, e varrendo o potencial a uma velocidade constante, v, até ao valor de
potencial, E,, no qual o sentido do varrimento de potencial é invertido, terminando num
valor de potencial E, igual ou diferente do E;, figura 5.5. Regista-se a resposta de corrente
em funcdo do potencial aplicado.

A corrente registada pode ser capacitiva, que corresponde a carga da dupla camada
electrolitica na interface eléctrodo|solucdo electrolitica, ou faradaica, que provém dos

processos de transferéncia de electrénica entre a superficie do eléctrodo e espécies em
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solucdo ou depositadas na sua superficie [13]. A partir dos perfis voltamétricos,
geralmente em forma de pico, podem retirar-se os seguintes parametros: potencial de
pico, Epox (Oxidagdo) e Eyreq. (redugdo) e corrente de pico, ipa € ipc, anddico e catddico,
respectivamente. A andlise da relacdo de proporcionalidade destes pardametros, como por
exemplo a separagdo entre os processos, AEp, a razdo entre as correntes dos picos, ipa / ip,c,
ou a relacdo com a velocidade de varrimento de potencial aplicada, constitui um modo de
diagndstico dos processos envolvidos, que se encontra amplamente reportado na

literatura [12-14].

Figura 5.5 - Perfil de variacdo do potencial no tempo na voltametria ciclica.

A carga, Q, envolvida nos processos faradaicos, obtida por integracdo da corrente, permite

estimar o valor de recobrimento superficial, I', através da equacdo 5.1:

r= Q
nFA

Eq. 5.1

onde n é o numero de electrées envolvidos na reaccdo, F a constante de Faraday

(F = 96485 C mol™) e A a drea geomeétrica do eléctrodo de ouro (cm?).

5.2.1.2. Cronoamperometria

Na cronoamperometria, CA, ao eléctrodo de trabalho é aplicado um potencial inicial, E;, ao
qual ndo ha reaccdo, seguido de um potencial final, Ef, ao qual a reac¢ao de interesse
ocorre a uma velocidade controlada por difusdo e o perfil corrente-tempo, i-t, é registado,

figura 5.6.
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1

0

Figura 5.6 — Perfil de variacdao do potencial no tempo na cronoamperometria.

A equacdo de Cottrell, equacdo 5.2, descreve os perfis i-t e, para um processo reversivel,
permite estimar valores de coeficientes de difusdo das espécies em solugdo através da
representacdo linear de i vs. t Y2 [12].

. nFADYC3

M - b2 1112 Eg. 5.2

onde n é o numero de electrdes envolvido na reac¢do por molécula, F a constante de
Faraday (96485 C mol™?), A a drea do eléctrodo (cm?), D o coeficiente de difusdo da espécie

(cm*sheC”a concentracao da espécie no seio da solugdo (mol cm?).

5.2.1.3. Eléctrodo de disco rotativo, RDE

O eléctrodo de disco rotativo (Rotating Disc Electrode, RDE), inclui-se no conjunto mais
alargado dos designados eléctrodos hidrodinamicos [12, 13]. Estes funcionando em modo
de conveccdo forcada apresentam como vantagem fulcral um maior transporte de
espécies para o eléctrodo, que se traduz num aumento de corrente e maior sensibilidade,

figura 5.7.

e

Figura 5.7 — Representa¢do esquematica do RDE; setas indicam direc¢do do fluxo de espécies para
e no eléctrodo.
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Fazendo variar a velocidade angular, w, os perfis i-E e i-t podem ser registados. A w

imposta e a corrente limite medida relacionam-se através da equacao de Levich:

iim. =iey =0,62nFADY3 C v/ /2 Eq.5.3

onde n é nimero de electrdes por molécula, F a constante de Faraday (96485 C mol™), A a
area do eléctrodo (cm?), D o coeficiente de difusdo da espécie (cm?s™), C"a concentragao
da espécie no seio da solucdo (mol cm™), v a viscosidade cinematica (0,01 cm? s para a

dgua a 25°C) e » a velocidade angular (s™).

No caso de processos de transferéncia electrénica lentos a ocorrer na superficie do
eléctrodo - reacgdes irreversiveis, a relacdo é obtida através da equacdo de Koutecky-

Levich [12]:

1 1 1 1 1

- - : = +
im. ik llev NFACZk 0.62nFAD?®Cju ™ w'”

Eq. 5.4

onde k é a constante de velocidade da reacgdo (cm s™)e os outros pardmetros tém o

significado descrito acima.

Instrumentagédo

Nos ensaios electroquimicos convencionais foram utilizados os seguintes equipamentos:
(1) sistema constituido por uma interface electroquimica, IMT 102, e um analisador
electroquimico digital, potenciostato, DEA 332, da Radiometer Copenhagen ligado a um
computador para aquisicao de dados através do programa Volta Master 2, VM 2, figura 5.8
(a); (2) sistema Autolab para controlo de potencial, também ligado a um computador para
aquisicdo de dados; (3) sistema de rotacdo do eléctrodo de disco rotativo, EG&G PARC,
modelo 616 RDE e adaptador para uso do eléctrodo policristalino de platina referidos

anteriormente, figura 5.8 (b).
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Figura 5.8 - (a) Imagem do equipamento electroquimico usado na maioria dos ensaios e respectiva
caixa de Faraday e (b) sistema de rotacdo do RDE e adaptador para eléctrodos.

5.2.2. Avangadas

5.2.2.1. Microscopia de varrimento electroquimico, SECM

A microscopia de varrimento electroquimico (Scanning Electrochemical Microscopy,
SECM), é usada para a caracterizacdo de sistemas a escala microscépica. Utiliza um
ultramicroeléctrodo (UME), colocado numa posicao fixa ou movendo-se na proximidade do
substrato de interesse, em contacto com uma solucdo contendo as espécies electroactivas
[15], figura 5.9. A posicdo do UME em relacdo ao substrato é controlada por um
posicionador xyz piezoeléctrico. A reaccdo de eléctrodo no UME (eléctrodo—ponta) da
origem a uma corrente, it, que é perturbada pelo substrato em analise (substrato-amostra)

permitindo obter informacdo acerca da sua natureza, propriedades eléctricas e quimicas e

Computador

da topografia [16].

Ponta
El. Referéncia

Bipotenciostato
Contra-Eléctrodo

Solugédo
Electrdlito

<

Substrato

Figura 5.9 — Representa¢do esquematica da montagem experimental do SECM (Adaptado de [15]).
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A resolucdo das imagens de SECM depende fortemente do tamanho da ponta e da sua
distancia ao substrato [17]; a utilizacdo de UME em forma de disco permite obter maior
sensibilidade e uma corrente relativamente independente do raio do material isolador
envolvente, rg [18]. O uso de UME em que a corrente limite é controlada por difusdo e,
portanto, o fluxo de espécies para o eléctrodo-ponta é elevado, permite que fendmenos
convectivos originados pelo deslocamento do UME na solugdo nao afectem a sua resposta.
Estando o eléctrodo-ponta afastado do substrato a corrente que nele flui é descrita pela

equacgao:

it = 4nFDCa Eg. 5.5

onde n é o numero de electrGes envolvidos na reac¢ao por molécula, F a constante de
Faraday (96485 C mol™), a o raio do UME (cm?), D o coeficiente de difusdo da espécie (cm?
s)eCa concentragdo dessa no seio da solugdo (mol cm).

Nas proximidades do substrato, a corrente, i, € controlada pelas reaccbes electroquimicas
no eléctrodo-ponta e no substrato-amostra e é funcdao da condutividade e natureza
quimica do ultimo e da distancia ponta/substrato, d, como se ilustra na figura 5.10.
Existem, fundamentalmente, trés modos de operagao [15, 19]: (1) Geragdao na
ponta/Recolha no substrato - GP/RS (Tip generation/Substrate collection - TG/SC), caso em
gue a ponta é usada para gerar as espécies detectadas no eléctrodo-substrato; este modo
é similar ao que ocorre no eléctrodo rotativo de disco e anel e é geralmente usado para o
estudo de reaccbes homogéneas (a diminuicdo de corrente no substrato deve-se ao facto
de as espécies electroactivas terem que se deslocar da ponta para o substrato). (2)
Geragdo no substrato/Recolha na ponta - GS/RP (Substrate generation/Tip collection -
SG/TC), modo em que a ponta detecta as espécies geradas no substrato; em geral é usado
para o estudo de reac¢bes na superficie do substrato. (3) “Feedback”, que é o modo de
operac¢ao mais frequentemente usado e onde apenas é monitorizada a corrente na ponta;
como se ilustra na figura 5.10, estando a ponta afastada da superficie do substrato, a
corrente, ir., é controlada pelo fluxo hemisférico de espécies da solucdo para a ponta. A
medida que a ponta se aproxima de um substrato electricamente isolador, este bloqueia

parte da difusdao de espécies para a ponta e consequentemente a corrente diminui quando

comparada com ir.. No limite, quando a distancia, d, tende para zero, i, também tende
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para zero — Feedback Negativo. Quando a ponta se aproxima de um substrato
electricamente condutor, embora o substrato bloqueie a difusdo (perturbacdo do fluxo
hemisférico) de espécies O para a ponta (considerando a reac¢do na ponta: O + ne” — R),
ocorre a reconversdo de R em O no substrato. As espécies O geradas no substrato,
difundem para a ponta, o que leva a um aumento do fluxo quando comparado com it .. No
limite, quando a distancia, d, tende para zero, a ponta passa a um regime em que a
transferéncia de electrdes por efeito de tunel pode ocorrer e a corrente it aumenta

significativamente — Feedback Positivo.

(a) (b) (c)

Figura 5.10 - Operacdo do SECM em modo feedback; (a) ponta afastada do substrato, (b)
aproximacao a substrato condutor e (c) aproximacgado a substrato isolador [15].

As curvas corrente-distancia, ou curvas de aproximacdo, tedricas em modo feedback
podem ser descritas pelas equagdes 5.6 e 5.7 para a aproximag¢ao a um substrato condutor

e isolador, respectivamente [17, 20].

i k k
Substrato condutor T =k, +-2+k; exp (4j Eq.5.6
I 0 L L
i 1
Substrato isolador T Eq. 5.7

T2 K, +kL2+k3 exp [kljj

onde L é a razdo entre d e a (raio do UME) e os valores dos parametros k; a k4, dependem

de RG (RG=rg/a), que é a razdo entre o raio do UME e do material isolador envolvente.

As imagens obtidas por SECM através de varrimentos no plano x-y, a distancia constante

do substrato (x-y vs. it; z = constante) ou a corrente constante (x-y vs. d(z); it = constante),
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permitem observar diferencas de reactividade quimica e electroquimica entre detalhes
superficiais e obter imagens topograficas de substratos condutores e isoladores.

Nas diversas utilizagdes do SECM encontra-se o estudo de filmes de polimeros condutores,
monocamadas auto-montadas, aplicacdo em biosensores e estudos de electrocatalise [4,

21-23].

Detalhes experimentais

Para os ensaios de Microscopia de Varrimento Electroquimica foi utilizado um microscépio
electroquimico: SECM 270 (Uniscan Instruments - Ul) constituido por dois potenciostatos-
galvanostatos PG580R e uma unidade de controlo SCV 100, interfaciados com um
computador para aquisicao de dados com o programa SECM (Ul) e controlo do sistema de

posicionamento xyz, figura 5.11.

=3

Figura 5.11 - Imagem do SECM usado neste trabalho.

5.2.2.2. Microbalanga electroquimica de cristal de quartzo, EQCM

A microbalanca electroquimica de cristal de quartzo, MECQ (Electrochemical Quartz Crystal
Microbalance, EQCM), tem por base as propriedades piezoeléctricas que certos materiais
exibem na presenca de um campo eléctrico aplicado, sendo o quartzo o material
piezoeléctrico mais util. No cristal foi depositada uma camada de platina, sobre uma
camada de titanio, por evaporacao térmica do metal (sputtering), constituindo o eléctrodo,
como se representa na figura 5.12. Um dos eléctrodos actua como parte do circuito
oscilador, ficando exposto ao ar, e o outro como eléctrodo de trabalho da célula

electroquimica, em contacto com a solucdo.
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Eléctrodos de
Platina

Quartzo

—_—— C(?ntzzl_ctos
eléctricos

Figura 5.12 - Representacgdo esquematica do eléctrodo usado na EQCM (Adaptado de [24]).

A relagdo entre as variagdes de massa na interface e de frequéncia de oscilagdo do cristal,

é descrita pela equacao de Sauerbrey [25, 26]:

pf=—2 Amnfy Eq. 5.8

A PqHq
onde Af é a variacdo da frequéncia de oscilagdo (Hz), Am a variacdo da massa interfacial
(g), A a érea activa do eléctrodo (cm?), fo a frequéncia de oscilagio fundamental da
microbalanga (Hz), g 0 médulo de deformagado do quartzo (g emts? e pq a densidade do
quartzo (g cm™) indicando que uma diminuicio de frequéncia é proporcional a um
aumento de massa na interface. Para uma frequéncia fundamental de 5 MHz é possivel
obter uma sensibilidade de 18 ng cm? Hz L
A aplicacdo da equacdo de Sauerbrey pressupbe que a massa adicionada ou perdida na
superficie do oscilador ndo sofre qualquer deformacgado durante a oscilagdo, o que se aplica
a filmes finos e rigidos.
A EQCM, tem sido usada para diferentes estudos, nomeadamente deposicao de metais
[27], adsorcdo [28], deposicao e conversao redox de filmes poliméricos (politionina [29-
31], polianilina [32], polipirrolo [32, 33]), imobilizacdo de moléculas bioldgicas [31, 33] e
nanoparticulas metdlicas [34].
A aplicacdo da EQCM ao estudo do crescimento de filmes finos sobre a superficie do
eléctrodo permite a determinacdo da massa depositada, do nuimero de electrdes
transferidos durante o crescimento, e da velocidade de crescimento, e diferenciar

possiveis mecanismos. Na caracterizacdo da conversdao redox desses filmes, é possivel

163



Capitulo 5 — Técnicas e Instrumentagao

identificar o ganho e a perda de espécies (iGes e solvente) e assim caracterizar o transporte
de massa no filme [31]. Esta técnica tem também permitido quantificar outros processos a
ocorrer na interface eléctrodo (ou eléctrodo modificado)/solugdo como fendmenos de

adsorcao, ligacdo covalente, imobilizacdo de nanoparticulas, etc. [31, 34-36].

Detalhes experimentais

Os estudos por Microbalanca Electroquimica de Cristal de Quartzo foram realizados num
sistema constituido por um Oscilador e um Analisador Electroquimico (CH Instruments, Inc.
- USA), figura 5.13, acoplado a um computador para aquisicdo de dados com o auxilio do

programa Chi 420.

Figura 5.13 — llustracdo do equipamento de EQCM usado e detalhe da ligacdo célula/oscilador.

5.3. Microscopia electronica

A Microscopia Electrénica, ME, permite obter informacdo topografica (detalhes e textura
da superficie da amostra), morfoldgica (tamanho e forma dos detalhes da superficie da
amostra), composicional (elementar e abundancia relativa) e cristalogréfica (arranjo
atdmico nos componentes da amostra). Esta técnica usa um feixe de electrbes de alta
energia, focado e monocromatico, que é acelerado através de um campo eléctrico
positivo, antes de incidir na amostra a analisar. E a interaccdo do feixe de electrdes
incidente com a amostra e os seus efeitos que tornam possivel a analise por ME.

Os electrdes incidentes podem interagir com a amostra de forma diversa, como ilustrado
na figura 5.14, dando origem, nomeadamente, a electrdes retro-difundidos, secundarios,

Auger e Raios-X, e transmitidos, dependendo da espessura da amostra.
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Figura 5.14 - Efeitos produzidos pelo bombardeamento de electrées numa amostra.

O microscopio electrénico de transmissdo foi o primeiro tipo de microscopio electrdnico a
ser desenvolvido, por Max Knoll e Ernst Ruska em 1931. O primeiro microscopio

electrénico de varrimento surgiu em 1942.

5.3.1. Microscopia Electronica de Varrimento, SEM

Um microscopio electrénico de varrimento (Scanning Electron Microscope, SEM) é
constituido por uma fonte monocromadtica de electrées de elevada energia, que sao
condensados por um sistema de lentes, condensadores e objectiva que permite focar o
feixe na amostra, colocada num porta-amostras, sobre a qual se efectuam varrimentos;
detectores para os sinais de interesse e sistemas de vacuo e arrefecimento [37]. Quando o
feixe atinge a amostra ocorre interaccdo entre os electrdes incidentes e os atomos da
amostra que pode ser detectada através dos electrdes retro-difundidos ou dos electrdes
secundarios [37]. Os primeiros resultam da colisdo de um electrdo incidente com um
atomo da amostra (colisdo elastica, interac¢do electrdao-nucleo), sendo aquele disperso. A
guantidade é proporcional ao nimero atémico na amostra, pelo que os elementos mais
pesados apresentam-se mais brilhantes do que os de menor nimero atdmico numa
imagem de microscopia electrénica de varrimento, SEM. Os segundos sdo produzidos
guando um electrdo incidente se aproxima de um atomo da amostra o suficiente para
alguma da sua energia seja transferida para os electrées menos energéticos (normalmente
na camada K), causando perda de energia e desvio da trajectéria do electrdo incidente e

ionizacdo do electrdo no atomo da amostra, que deixa o atomo com uma energia cinética
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muito baixa (5 eV) e é designado como “electrdo secundario”. A producdo destes electrdes
relaciona-se com a topografia da amostra; devido a sua baixa energia sé os que existem
proximo da superficie da amostra podem ser analisados (<10 nm). A sua deteccdo
necessita do uso de um colector (que atrai os electrGes secundarios negativamente
carregados antes de chegarem ao detector) juntamente com o detector de electrdes

secundarios.

A microscopia electrénica de varrimento é uma técnica ndo-destrutiva que permite
nomeadamente obter imagens de elevada resolucao de detalhes da superficie da amostra
(electrées secundarios), mapear elementos numa amostra ou obter andlise quimica de
pontos na superficie (sistema acoplado de espectroscopia de Raios-X de dispersdo de
energias) e discriminacdo de fases com base no numero atémico (electrbes retro-
difundidos) [37].

As amostras devem ser sdlidas e ter dimensdes compativeis com as da cadmara do
microscopio, terem alguma condutibilidade e serem estdveis em vacuo (pressdao na ordem
dos 10™ Pa), embora alguns tipos de microscépios permitam operar a baixo vacuo e em
condi¢cdes ambientais. Para amostras nao-condutoras e equipamentos convencionais &,
geralmente, necessaria a aplicacdo de uma fina camada de um material condutor sobre a

amostra, que pode ser nomeadamente de carbono ou ouro.

Detalhes experimentais

A caracterizacdo morfoldgica de filmes poliméricos e superficies de ITO modificadas foi
efectuada num microscépio electrénico de varrimento Field Emission Gun - Scanning
Electron Microscope, FEG-SEM, JEOL modelo 7001F. Dependendo da amostra, a tensdo de
aceleracdo usada foi de 10 ou 15 kV, e as imagens obtidas em modo de electrdes

secundarios ou retro-difundidos, sem deposicdo de camada condutora.

5.3.2. Microscopia Electrénica de Transmissao

No microscépio electrénico de transmissdo (Transmission Electron Microscopy, TEM) é
também constituido por uma fonte de electroes num feixe monocromatico que é focado
por um sistema de lentes e condensadores que permite controlar o tamanho do feixe que

incide na amostra, colocada num porta-amostras [38]. A parte do feixe que é transmitido
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através da amostra, é entdo focado por uma lente objectiva numa imagem, que é ampliada
por um sistema de lentes antes de chegar ao ecra. As zonas escuras (mais espessas ou mais
densas) e claras (mais finas ou menos densas) da imagem obtida correspondem a partes da
amostra através das quais foram transmitidos maior e menor quantidade de electrdes,

respectivamente.

Esta técnica permite analisar o tamanho, forma e arranjo de particulas que constituem a
amostra e dependendo do sistema até & escala dos didmetros atdmicos, incluindo o
arranjo atdmico (organizagao e defeitos) na gama de poucos nanédmetros.

A possibilidade de acoplar diferentes detectores ao TEM, nomeadamente para a deteccao
da emissdo de raios-X caracteristicos dos elementos presentes na amostra, pode ser usada
para a analise composicional e estrutural. Os electrdes transmitidos, deflectidos do seu
percurso original por atomos da amostra sem perda de energia, obedecem a lei de Bragg e
portanto sdo difractados de acordo com: A = 2d senB. O angulo de difracgdo, 6, depende
da distancia interatdomica, d, ou seja da natureza dos dtomos na amostra; assim os
electrées difractados segundo o mesmo angulo podem ser usados para a formacdo de
padrdes de pontos em que cada um corresponde a uma distancia interatdmica especifica
(um plano de difrac¢do) permitindo obter informacdo acerca da orientagdo, arranjos
atdmicos e fases presentes na amostra.

Esta técnica tem por desvantagens, nomeadamente, a morosidade na preparagdao de

amostras complexas e a reduzida area de andlise que pode ndo ser representativa do todo.

Detalhes experimentais

Neste trabalho, as amostras para analise por TEM foram preparadas colocando uma ou
varias gotas da amostra sobre uma rede de cobre recoberta por um polimero (formvar),
ilustrada na figura 5.15, deixando-se secar. Estas analises foram efectuadas num
equipamento Hitachi H8100 Electron Microscope acoplado com um espectrofotometro de

raios-x de dispersao de energias operando a uma voltagem de aceleracdo de 200 kV.

Figura 5.15 - llustragdo das grelhas para preparagao de amostras para analise por TEM.
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5.4. Microscopia de varrimento de sonda

A microscopia de varrimento de sonda (Scanning Probe Microscopy, SPM), inclui uma vasta
gama de técnicas, que através de varrimentos lineares sucessivos de uma sonda fisica
sobre a superficie da amostra cria imagens que traduzem as interac¢des sonda/amostra.
Inclui nomeadamente a microscopia de varrimento por efeito de tunel (Scanning Tunneling
Microscopy, STM), a microscopia de forga atdomica (Atomic Force Microscopy, AFM) e a
microscopia de varrimento electroquimico (Scanning Electrochemical Microscopy, SECM).
A AFM surgiu com o desenvolvimento do primeiro microscépio de varrimento por efeito de
tunel em 1981 por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, galardoados com o Prémio Nobel da
Fisica em 1986 [39, 40].

A resolucdo depende da técnica escolhida podendo atingir a resolugdo atdmica. As sondas,
geralmente uma ponta muito agucada, mais usadas sdo as de platina/iridio, nitreto de
silicio e ouro.

A elevada resolucdo e a possibilidade de operacdo em condi¢cdes ambientais, tanto ex-situ

como in-situ sdo vantagens destas técnicas.

5.4.1. Microscopia de Forgca Atdmica

Principios da Técnica

A técnica de Microscopia de Forca Atédmica baseia-se no varrimento de uma ponta muito
agucada (sonda) sobre a superficie de uma amostra (ou da amostra sob a ponta) através
de um transdutor piezoeléctrico, registando-se um sinal em cada ponto da area analisada,
resultante da interac¢do estabelecida entre a sonda e a amostra. Na grande maioria das
situacgdes, o sinal medido é convertido em distancia entre a sonda e amostra em cada
ponto, obtendo-se informacao topografica da superficie analisada [41].

No caso da AFM a ponta é montada num braco (cantilever), que funciona como uma mola
e é sensivel a pequenas variacoes de forcas resultantes da interac¢do da ponta com a
amostra. A deflexdo do cantilever é proporcional a variacdo de forca e depende da sua
constante de mola (Lei de Hooke). Aquela é geralmente detectada por técnicas dpticas

(figura 5.16). Um feixe laser é incidido no cantilever e a sua reflexao é direccionada para
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um fotodiodo. Deste modo, os deslocamentos verticais da ponta, e portanto a topografia
da amostra sdo analisados com base nas diferentes intensidades recolhidas pelo fotodiodo.

Fotodetector
Laser

et

Cantilever e ponta
Amostra

Scanner

Figura 5.16 - Esquema de deflexdo do feixe laser em AFM.

Em AFM é comum considerar trés modos distintos de funcionamento: modo de contacto,
modo intermitente (tapping) e modo de ndo-contacto. O modo de contacto consiste no
contacto permanente entre a sonda e a amostra, permitindo medir forcas interatémicas
repulsivas, o que conduz a obtenc¢do de imagens de elevada resolucdo em superficies lisas
e com alguma rigidez. No entanto, quando se pretende analisar materiais mais maleaveis e
gue sao facilmente deformdveis pela ponta, utiliza-se muito frequentemente o modo
intermitente. Neste caso, a ponta oscila a uma dada frequéncia (da ordem de kHz) com
uma grande amplitude e contacta a superficie da amostra ao fim de um ciclo de oscilacao.
Quando se estabelecem as forgas de interac¢do (ou gradientes de forga) a amplitude da
oscilacdo é atenuada. Este modo apresenta a possibilidade de fornecer informacao
adicional a topografica, através das variacdes de fase do cantilever oscilante, devido a
presenca de materiais com propriedades distintas, tais como dureza e viscoelasticidade
[86]. O modo de ndo-contacto implica também oscilagdao da ponta, a baixa amplitude e a
uma certa distancia (dezenas de nm) da amostra, evitando-se o contacto. A ponta é
sensivel a forcas de longo alcance, tais como interac¢bes de Van der Waals, magnéticas,
eléctricas que se reflecte na alteracdao da amplitude, fase ou frequéncia da oscilagdo e é
utilizada para seguir a topografia da superficie em simultdaneo com o registo de dominios
magnéticos, eléctricos, etc., consoante o tipo de interacc¢ao.

Esta técnica aplica-se a amostras condutoras e isoladoras, permite obter imagens

tridimensionais com informacgao topografica das areas analisadas da amostra, estimar a
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rugosidade através do factor de rugosidade rms (root mean square) dado equagao 5.9, e
tem elevada resolugdo.
rms=_[=>"Z Eq.5.9
N i=1
onde sendo N é o numero de pontos analisados e Z; a distancia do ponto i ao nivel médio
superficial.
Tem sido usada, nomeadamente, na caracterizagao morfoldgica de eléctrodos modificados

por polimeros condutores [42, 43] e monocamadas auto-montadas [44, 45].

Detalhes experimentais

A caracterizacdo morfolégica dos eléctrodos modificados, efectuada por Microscopia de
Forca Atdmica, foi realizada num microscopio de forga atdmica: Multimode AFM/STM
acoplado a um controlador Nanoscope llla (Digital Instruments, Veeco), figura 5.17. Todas
as imagens de AFM foram obtidas ex situ em modo intermitente (tapping) com pontas de

silicio (RTESP7, Veeco), com uma frequéncia de oscilagdo de aproximadamente 300 kHz.

Figura 5.17 - llustragdao do equipamento de AFM usado.

5.4.2. Microscopia de varrimento por efeito de tunel

Principios da Técnica
Baseia-se no principio de que quando uma ponta condutora muito agucada é colocada
muito préxima da superficie de uma amostra a uma distancia d (na ordem 9 A), a aplicacdo

de um potencial (bias) entre a ponta e a amostra permite a passagem de electrGes através
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do espaco d entre eles (barreira de energia potencial), resultando numa corrente de tunel,
it, cujo sentido depende da polaridade do potencial aplicado, figura 5.18 (a).

A corrente de tunel depende da distancia ponta-amostra, diferenca de potencial aplicado e
altura da barreira de potencial [39]. Em sistemas reais, em que a ponta agucada e
tridimensional (de forma semi-hemisférica de raio R) e a amostra ndo sdo do mesmo

metal, é necessario ter em conta a densidade de estados electrdnicos, figura 5.18 (b).

I+

Amostra
(a) (b)

Figura 5.18 - Representacdo esquematica do principio de funcionamento do microscépio de
varrimento por efeito de tunel (a) e densidade local de estados na superficie da amostra e
electrdes livres na ponta (b) (Adaptado de [39]).

Neste caso, a corrente de tunel pode ser descrita pela equagao:

ir =C"V py(t,, Er) Eq. 5.10

onde C* é constante e p(rg, Ef) é a densidade local de estados dos electrées da amostra no
nivel de Fermi (ndo na superficie da amostra) na posicdo ro (centro de curvatura da ponta),
ou seja, a distancia (d+R) da amostra.

Esta corrente, monitorizada em cada ponto ao longo de varrimentos lineares sucessivos da
ponta sobre a amostra, depende da posicdo da ponta, potencial aplicado e das
propriedades da amostra (densidade de estados electrénicos). Como requisitos principais
encontram-se a necessidade de amostras muito planas, limpas e estaveis, pontas muito
agucadas (idealmente com apenas um 3atomo na sua extremidade), isolamento de
vibracdes ambientais e um sistema electrénico muito sofisticado. Movimentos da ponta
(controlado por um sistema piezoeléctrico) sobre a amostra no plano x-y permitem

monitorizar diferencas de altura (eixo dos zz) e densidade de estados, o que se traduz em
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alteracdo da resposta em termos de corrente de tunel. Existem dois modos de operacao
fundamentais, varrimentos a distancia constante (constant height mode) e varrimentos a
corrente constante (constant current mode) [46]. No primeiro, os varrimentos no plano x-y
efectuados a voltagem e distancia ponta-amostra (posicdo da amostra no eixo dos zz)
constantes, variando a corrente de tunel que se traduz em imagens com informacdo de
densidade de carga na superficie. No segundo, para garantir que a corrente de tunel é
mantida constante, o sistema de posicionamento ajusta a distancia ponta-amostra em
cada ponto dando origem a imagens que reflectem a distancia da ponta em relagdo a
amostra numa superficie com densidade de carga constante [46].

Esta técnica tem sido amplamente usada para a caracterizagdo de monocamadas

auto-montadas com resolucdo molecular [47, 48].

Detalhes experimentais

A caracterizagdo dos eléctrodos modificados foi efectuada por STM no microscépio usado
para obter imagens de AFM, figura 5.17. Todas as imagens foram obtidas ex situ em modo
de sinal constante com pontas de platina/iridio mecanicamente cortadas; ao longo das
experiéncias foi aplicada uma corrente média de 150 pA e cerca de 800 mV de potencial

(bias)..

5.5. Espectroscopia de Ultra-violeta visivel, UV-vis

Esta técnica utiliza luz com comprimentos de onda na gama da luz visivel, entre 400 e
800 nm, e ultra-violeta, entre 200 e 400 nm. Nesta gama, moléculas sofrem transicdes
electrénicas moleculares e particulas em suspensdo sdo afectadas pela onda
electromagnética incidente, sendo possivel estudar a absorcao da luz por moléculas em
solucdo e por suspensdes coloidais de nanoparticulas ao longo do intervalo de valores de

comprimento de onda.

Principios da Técnica
A radiacdo electromagnética pode ser considerada como uma onda, sendo caracterizada

por um frequéncia, f, e um comprimento de onda, A. O espectro electromagnético
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compreende uma gama muito alargada de valores de A, desde os raios-y e X (comprimento
de onda muito curto) as micro-ondas e ondas de radio (comprimentos de onda longos),

figura 5.19.

Raios-X Visivel p-Ondas
r—e

[} ——————— Ondas
Raios: uv -
< Y v Radio
L L1 1 | 1 | | | | 1 | ]
A 10% 102 1 102 104 106 108 101° nm
| | | | | | | 1
Frequéncia 102 1019 1017 1015 1013 101 10° 107 Hz
o4 | | | | | | ]
Energia 108 106 104 102 1 102 104 10 kcal

Figura 5.19 — Representacdo esquematica da gama de comprimentos de onda, frequéncia e energia
do espectro electromagnético.

A radiacdo usada, fotdes com energia na gama entre 36 e 72 kcal/mol (visivel) e 143
kcal/mol (ultravioleta-préximo), tem energia suficiente para excitar electrdes moleculares
de uma orbital molecular ocupada de maior energia (HOMO) a uma orbital molecular
desocupada de menor energia (LUMO), transicbes n — ©* e m — m*, como ilustrado na

figura 5.20.

o* (anti-ligante)
n—- o* o»>o* o
o * (anti-ligante)
::," n-mw* T > c* o
£ s e n (rTao-Ilgante)
7 (ligante)
c—-n*
o (ligante)

Figura 5.20 - Representa¢do esquematica das transi¢cdes moleculares possiveis numa molécula.

Numa montagem convencional, um feixe monocromatico é dividido em dois feixes, de
igual intensidade, que atravessam a amostra e uma referéncia (normalmente o solvente),
contidos em cuvetes de um material transparente a radiacdo. A intensidade medida na
referéncia, ip, € subtraida ao valor, i, medido na amostra. Um espectro de UV-vis é obtido
varrendo uma gama de valores de comprimento de onda, sendo a intensidade (absorvida
ou transmitida) registada. Os resultados podem ser apresentados na forma de

transmitancia (T = i/ip) ou absorvancia (A = log io/i) e 0 comprimento de onda ao qual a
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absorvancia é maxima, Amax, € um valor caracteristico da amostra. De acordo com a lei de
Beer (A = € b c) a absorvancia é directamente proporcional a concentra¢do da amostra, c, e
ao passo Optico, b; o parametro absortividade molar, &, de um composto permite
comparar diferentes compostos.

Os solventes a usar devem ser nao-absorventes para nao interferir com as medigdes.

Suspensdes coloidais de particulas nanométricas apresentam frequentemente bandas de
absorcdo na regido do ultra-violeta e visivel que correspondem a oscilacdes colectivas dos
electrébes na banda de conducdao das particulas em ressonancia com a onda
electromagnética da luz, nestas condi¢des a radiagao é absorvida. A penetragdao da onda
electromagnética (da ordem dos 50 nm para a Ag e o Au) cria um campo eléctrico que
induz um dipolo eléctrico na particula metalica e a oscilagdao dos electrdes da superficie -
plasmdes de superficie, e a interaccdo com a radiacdo visivel é designada de Ressonancia
Plasmédnica de Superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR) [49-51] como ilustrado na
figura 5.21. Os espectros de absorcao de nanoparticulas, nomeadamente as dos metais Ag,
Au e Cu tém sido extensivamente investigados, incluindo o efeito no espectro da variacao
do tamanho e forma da particula [52-55]. Esta interac¢do (posicdo, intensidade e largura
da banda de plasmao) tem sido descrita pela teoria de Mie para particulas esféricas de
pequenas dimensbées (muito menores do que o comprimento de onda da radiagdo
incidente) [56-59]; outras teorias tém sido também desenvolvidas para particulas de
maiores dimensodes (por exemplo para o Au com 2R > 25 nm) e com formas diferentes
(elipsdides, bastonetes, prismas triangulares, etc.), cujas caracteristicas dos plasmoes de

superficie sdo significativamente diferentes [58, 60-62].

Campo
eléctrico

Nuvem

electroénica Au-NPs
Esféricas

Figura 5.21 - Representacdo esquematica da oscilagdo colectiva dos electrdoes livres numa
nanoparticula metalica sob o efeito da onda electromagnética da luz (Adaptado de [58]).
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O espectro de absorcdo de suspensdes coloidais de particulas metalicas é afectado por
varios factores, nomeadamente a posicdo e a intensidade da banda de absorcdo variam
com o tamanho e forma das particulas, sdo também afectadas pelo solvente usado e pela

presenca de estabilizadores [59, 61, 63].

Detalhes Experimentais

As medidas espectroscépicas de UV-Vis, para este trabalho, foram realizadas num
espectrofotémetro Jasco V-560 de feixe duplo operando a uma resolugdo de 2 nm na gama
de comprimentos de onda 200-900 nm. Para as leituras em solucdo foram utilizadas células
de quartzo de 3 mL com passo Optico de 1 cm. Leituras através de superficies
transparentes de ITO modificadas foram efectuadas sobre as amostras secas colocadas no

compartimento de amostra usando como referéncia uma superficie nao modificada.

5.6. Difracgdo de raios-X, XRD

Os raios-X foram descobertos por Wilhelm Conrad Rontgen em 1895 e sdo radiagao
electromagnética de elevada energia (~100 eV — 1 MeV), situando-se entre a radiacao dos
raios-y e os ultra-violeta (UV) no espectro electromagnético [64-67].

A difracgao de raios-X, DRX (X-ray Diffraction, XRD) é uma técnica analitica ndao-destrutiva e

|II

pode ser usada para caracterizar a “impressao digital” de materiais cristalinos e para a
determinacdo da sua estrutura (por ex. o tipo de empacotamento no estado cristalino,
tamanho e forma da célula unitaria) por comparacdo dos parametros obtidos com os das
fichas publicadas pelo JCPDS-ICDD (Joint Committee on Powder Diffraction Standards,

International Centre for Diffraction Data).

Principios da técnica
Os raios-X sdo obtidos através da interaccdo de um feixe externo de electrbes e os
electroes no atomo. O comprimento de onda, A, dos raios-X, entre 10 nm e 1 pm (gama

util entre os 0,05 — 0,25 nm), é adequado para “observar” a estrutura cristalina a nivel
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atémico, uma vez que é comensuravel tanto com o tamanho atémico como com a
distancia inter-atémica nos materiais cristalinos, tipicamente 0,2 nm [66].

Existem principalmente 3 métodos de difrac¢do: método de Laue (o mais antigo, permite
obter padrées de difraccdo), método do cristal em rotacdo (permite obter padrdes de
difraccdo de monocristais, usa um feixe monocromatico e o cristal a analisar é rodado
relativamente ao feixe incidente) e o método de difraccdo de pds [64-67]. O ultimo
permite analisar dominios cristalinos aleatoriamente orientados na amostra, misturas de
diversos componentes com variadas orientagdes e dimensbes (macroscopicos ou materiais
em filme fino) e particulas em suspensdes liquidas. A possibilidade de identificacdo de
fases do mesmo material torna-se importante quando as propriedades dos materiais
dependem da sua estrutura. Na difraccdo de pds, de acordo com a lei de Bragg, equacao
5.11, a difraccdo de uma amostra cristalina pode ser comparada com a reflexdo num
espelho; um feixe de radiacdo X incidente, Ao, numa amostra é difractado segundo um
angulo By (angulo de difraccdo ou de Bragg) por uma série de planos reticulares, todos
com o mesmo indice de Miller (hkl), paralelos entre si e igualmente espacados (distancia

inter-planar dyy), figura 5.22.

ni=2 dhkl sin(th|) EC]. 5.11

onde n é o numero inteiro que exprime a ordem de difraccao.

Feixe
difractado

Feixe
incidente

20
——eeaa . O

Feixe
transmitido

Figura5.22-Representacdo esquematica da geometria da difrac¢do de raios-X monocromaticos por
uma familia de planos reticulares paralelos, que permite verificar a lei de Bragg.

A lei de Bragg também ¢é valida para moléculas ou conjuntos de moléculas (coldides,

polimeros, proteinas e particulas de virus).
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De um difractograma tipico (intensidade vs 28) podem retirar-se os seguintes parametros:
posicdo, intensidade, largura a meia altura e formas dos picos, que estdo relacionados com
a composicao e estrutura do material em analise.

No caso de amostras compostas por cristalites de pequenas dimensdes, < 100 nm, como é
o caso das nanoparticulas metalicas, os picos de difrac¢do de raios-X tendem a aparecer

com formas alargadas. Nestes casos, aplica-se a equacado de Scherrer [68]:

KA

~ Bcosd Eq.5.12

onde t é o tamanho médio dos dominio ordenados da cristalite (Que é menor ou igual ao
tamanho do grdao da amostra, nm), K o factor de forma (geralmente 0,9), A o comprimento
de onda dos raios-X (0,15418 nm), B é a largura a meia altura do pico de difraccdo (grau) e

0 o angulo de Bragg (grau).

Um difractdmetro de raios-X &, geralmente, constituido por uma fonte de radiacdo; um
porta-amostras colocado no eixo de um gonidémetro; um detector da radiacdo difractada
gue a converte em impulsos eléctricos, e por um sistema de registo. Os raios-X sdo,
geralmente, produzidos quer por tubos de raios-X quer por radiagao de sincrotrao. Em
instrumentos de laboratério, a primeira é a mais usada. Neste caso, os raios-X, gerados
quando um feixe focado de electrbes acelerados (geralmente provenientes de um
filamento de tungsténio aquecido), através de um campo de elevada voltagem, atingem
um alvo (anodo). Da colisdo resulta um abrandamento dos electrdes e um espectro
continuo de radiagdo-X é emitido sobreposto com picos de raios-X intensos (K, e Kg), cujas
frequéncias sdo caracteristicas desse material. Os electrdes de maior energia ejectam
electroes das camadas electronicas mais internas dos atomos K (ionizacdo). Quando um
electrdo livre preenche essa camada (decaimento), um fotdo de raios-X com energia
caracteristica do material, é emitido na forma de radiacdo (electrées da camada L dao
origem a linhas K,). Esta pode ser obtida a partir de, por exemplo, Cobre, Cobalto ou
Molibdénio. A mais geralmente usada é a emitida pelo Cobre que tem um comprimento de
onda para a radiacdo K, caracteristico, Ac, = 0,15418 nm. Um difractémetro convencional
utiliza a geometria Bragg-Brentano em que o porta amostras e o detector estdo

rigidamente ligados ao gonidmetro, sendo a rotacdo do detector de 26 automaticamente
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acompanhada de uma rotacdo da amostra de 6. Neste caso, os angulos de incidéncia e de
reflexdo sdo iguais entre si e iguais a metade do angulo de difraccdo. Esta geometria
apenas permite a analise dos planos cristalograficos paralelos a superficie e devido ao
grande poder de penetracdo dos raios-X leva a que informacao relativa ao substrato possa

adicionar-se e ou sobrepor-se a de camadas finas de amostra [69].

Detalhes experimentais

Ao longo deste trabalho a técnica de difrac¢do de raios-X usada foi a de difracgdo de pds na
geometria Bragg-Brentano. Os difractogramas foram adquiridos num difractémetro Phillips
modelo PW 1710, entre os valores de 20 de 30 a 80°, com passo de 0,010° e tempo por
passo de 5,000 s. O controlo do difractdmetro e a aquisicdo de dados foi efectuada
automaticamente através de um computado acoplado ao equipamento e do software
Phillips PC — APD versdo 3.5B. O equipamento foi previamente calibrado através da
aquisicao do difractograma de um padrdo de silicio e comparacdo da posicdo do pico
correspondente ao plano (220) com o valor registado na ficha JCPDS n? 27-1402 do Si (26 =
47,304°).

As andlises foram sempre efectuadas utilizando a radiacdo kq; de uma ampola de cobre (A
= 0,15405 nm) e o equipamento a operar a 30 mA e 40 kV.

As amostras a analisar (suspensdes coloidais de nanoparticulas) foram depositadas num
disco de silicio amorfo, figura 5.23, colocando gotas da suspensdo sobre a superficie e
deixando secar, durante 2 dias; os filmes poliméricos finos modificados por nanoparticulas
foram depositados em superficies de platina e estas adaptadas usando laminas de vidro

para colocagdo no porta-amostras.

Figura 5.23 - llustracdo do disco de silicio amorfo usado como suporte para a analise de
nanoparticulas por difraccdo de Raios-X.
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6. Conclusoes Finais

A combinacdo de técnicas espectroscépicas, microscopicas e electroquimicas permitiu
caracterizar NPs de ouro e de platina formadas, controlando as condi¢des de sintese,
quanto ao tamanho, a forma, a orientagao cristalografica superficial, a estabilidade e a
actividade electroquimica. A resposta electroquimica das Au-NPs em reacc¢des sensiveis a
superficie foi usada para a sua caracterizacdo e avaliacdo do efeito de espécies adsorvidas;
a contribuicao dos dominios cristalinos da superficie das Au-NPs foi descriminada usando a
deposicdo a sub-potencial de chumbo; o efeito da natureza das Au-NPs e do surfactante
adsorvido foi evidenciado através da resposta electroquimica para a reac¢do de oxidagao
do acido ascérbico (AA). A forca de interaccdo distinta, entre o CTAB e os dominios
cristalograficos existentes na superficie das Au-NPs, afecta a resposta electrocatalitica para
a reaccdo usada e permitiu controlar a acessibilidade do AA a superficie de Au das NPs. Nas
Au-NPs com forma de bastonetes, com dominios cristalinos na superficie orientados
segundo os planos (111) e (110), a interaccao fraca do CTAB com os primeiros conduziu a
um a resposta electroquimica com dois picos de oxidacdo a 110 e 440 mV, relacionaveis
com os obtidos em Au(111) apds imersdao em solugdo de CTAB (E, = 155 e 370 mV), que
resultam da reaccdo ocorrer nos dominios com orientacdo (111). Por outro lado, nas
Au-NPs cubicas, com orientacgdo cristalografica superficial preferencial (100) (com a qual o
CTAB interage fortemente), nas Au-NPs sem surfactante (cubos e bastonetes) e nas
esféricas (poliorientadas e estabilizadas por ides citrato fracamente adsorvidos), somente
um processo de oxidacdo foi detectado nos perfis voltamétricos. Este, a valores de
potencial superiores a 400 mV, resulta da contribuicdo das arestas poliorientadas, nas

Au-NPs cubicas, e da média da superficie nas particulas sem surfactante e nas esféricas.

A imobilizacdo das Au-NPs esféricas em superficies de Au(111) modificadas por
monocamadas auto-montadas (SAMs), funcionalizadas com grupos tiol livres na interface
com a solucdo, por imersdo na suspensdao coloidal, foi demonstrada por técnicas
microscopicas, microgravimétricas e electroquimicas. Os resultados electroquimicos e

microscopicos mostraram que a presenca de grupos -SH na interface SAM/solucdo em
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monocamadas de a,m-alcanoditidis introduziu perturbacdes ao empacotamento que
resultaram numa diminuicdo da organizacao, da estabilidade e do bloqueio a transferéncia
electronica da SAM, entre espécies electroactivas em solugdo e a superficie do eléctrodo. A
adsorcdo de ditidis sob potencial aplicado podera ser uma via para a formacdo de SAMs
funcionalizadas mais organizadas. A insercao de moléculas de n-alcanotiol, com igual
comprimento de cadeia alquilo, nas SAMs de ditiol permitiu ultrapassar parcialmente os
problemas de organizagdo. As SAMs mistas, tém a vantagem adicional de permitir
controlar a quantidade de grupos funcionais na interface com a solucdo e
consequentemente a quantidade de Au-NPs (@ = 15 nm) imobilizadas através de
interaccdo especifica Au-S. A quantidade determinada por microbalanca de cristal de
quartzo (QCM) foi de 2,49 x 10™ e 0,15 x 10 particulas cm™, nas SAMs simples e mista
com 1,6-hexanoditiol, respectivamente; naquelas com 1,10-decanoditiol depositaram-se
5,18 x 10" (simples) e 1,28 x 10 particulas cm™ (mista). O confinamento das Au-NPs na
SAM de 1,10-decanoditiol foi também confirmada pelo aumento do contraste na imagem
de fase obtida por AFM e pelo aumento do valor de rugosidade rms, nas imagens
topograficas, de 0,31 nm, antes da imobilizagdo, para 0,55 nm, com as Au-NPs. As
superficies modificadas com monocamadas contendo moléculas de ditiol mostraram que
os grupos tiol, adequadamente orientados na interface com a solu¢do, podem ser usados
para o desenvolvimento de arquitecturas formadas por Au-NPs e SAMs com ditidis. Nestas,
as propriedades electroquimicas sdo controladas pelo numero de camadas dos
componentes: para a camada de ditiol exposta na interface com a solugdo a t.e. é mais
blogueada, quando comparada com a camada seguinte de Au-NPs e os perfis
voltamétricos tendem para um comportamento do tipo-microeléctrodo apds 4 camadas
(ditiol/Au-NPs). Uma abordagem promissora para a aplicagdo de superficies de eléctrodos
modificadas por SAMs funcionalizadas (com grupos tiol livres na interface com a solugdo)
no desenvolvimento de sensores electroquimicos, poderd aliar as propriedades de SAMs
de R-SH (R = aromadticos ou alifaticos com ligacées duplas conjugadas), que facilitam a t.e.,

com as M-NPs imobilizadas por interac¢des especificas Metal-S.

A modificacdo de superficies de platina, por electropolimerizacdao de derivados do tiofeno,
i.e. com atomos de enxofre a superficie do filme, permitiu a imobilizacdo de nanoparticulas

pré-sintetizadas de ouro e de platina através de interac¢des M-S.
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No caso do poli(3-metiltiofeno) - P(3-MeT) - o estudo detalhado da electropolimerizacdo e
caracterizacdo do comportamento redox e da morfologia confirmou que a formacdo do
polimero ocorre em etapas distintas envolvendo a forma¢do de uma primeira camada
compacta sobre a qual cresce uma menos densa e mais porosa e que os filmes com
electroactividade semelhante (Qqy. = 8 mC cm'z) formados potenciostaticamente sdo mais
rugosos (Rq = 31 nm) que os crescido potenciodinamicamente (Rq = 17 nm). Os dados
obtidos por EQCM permitiram estimar a eficiéncia da electropolimerizagdo entre 44 e 54 %.
Em filmes finos, crescidos com uma carga de 15,2 mC cm?, a variagdo de massa que
acompanha a oxidac3o (0,8 pg cm™), foi inferior & esperada (1,1 pg cm™) atendendo
apenas aos requisitos da electroneutralidade do polimero (com Qo = 1,0 mC cm?). O
processo de dopagem (e de-dopagem) é complexo; na gama de valores de potencial do
pico de oxidacdo, a massa molecular das espécies mdveis superior as dos contra-ides do
electrdlito (My = 112 g mol™; Mcoa. = 99,45 g mol™) indicia a entrada de ides e solvente.
Com o espessamento dos filmes a histerese observada nas curvas de Am vs Q indicou

dificuldades de movimento das espécies méveis.

Na imobilizacdo de NPs em matrizes poliméricas, a disponibilidade dos atomos de S na
interface com a solugdo mostrou ser um factor importante. No caso da politionina (PTN) o
bloqueio do dtomo de S no anel heterociclico central devido a adsor¢gdo de moléculas de
mondmero conduziu a imobilizacdo de um ndmero muito reduzido (= 1 Au-NP um'z) de
Au-NPs (@ = 15 nm), detectadas nas imagens de microscopia electrénica de varrimento
(SEM). Por outro lado, nos derivados do politiofeno (P(3-MeT) e poli(3,4-
etilenodioxitiofeno) - PEDOT), a elevada darea superficial (PEDOT com maior rugosidade do
gue o P(3-MeT)) permitiu a imobilizacdo de maior quantidade de particulas detectadas por
SEM e difrac¢do de raios-X, = 11 Au-NPs um'2 e mais que 700 Au-NPs um'2 (@ =15 nm), nos
filmes de P(3-MeT) e PEDOT crescidos a potencial constante, respectivamente. Embora as
Au-NPs e Pt-NPs esféricas de pequenas dimensdes (3-5 nm) ndo tenham sido detectadas
por SEM, a caracterizacdo electroquimica (voltametria ciclica) mostrou o confinamento
destas NPs nos polimeros condutores e por QCM estimou-se a quantidade de Pt-NPs (@ = 3
nm) imobilizada de 26 e 35% no P(3-MeT) e PEDOT, respectivamente.

Foi estudada a aplicagao dos materiais compdsitos formados por polimeros dos derivados

do tiofeno e M-NPs, no desenvolvimento de sensores electroquimicos e o seu
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desempenho em electrocatalise. Os resultados mostraram que o eléctrodo modificado
com PTN/Au-NPs ndo é adequado para a utilizacdo como sensor electroquimico para a
detec¢dao do AA nem para a interacgdo com nanoparticulas estabilizadas por CTAB, pois
estes afectam a sua resposta electroquimica; o eléctrodo modificado P(3-MeT)/Au-NPs n3o
apresentou vantagens, para a deteccdo de espécies como o AA e a dopamina, em relagdo a
resposta do polimero. As Au-NPs cubicas estabilizadas por CTAB ndo se mostraram
adequadas para imobilizacdo em filmes de P(3-MeT) devido a co-deposicdo do surfactante
e/ou a agregacdo das NPs apds remocgdo do CTAB. O desempenho dos eléctrodos
modificados como sensores electroquimicos requer ainda um estudo mais aprofundado,
em particular, no que respeita ao efeito do surfactante e a agrega¢do das NPs, na sua
distribuicdo na superficie dos polimeros e as espécies a detectar.

Os materiais compdsitos de derivados do tiofeno e M-NPs apresentaram propriedades
electrocataliticas interessantes para a oxidagdao da hidrazina (HZ), que dependem em
particular da natureza do polimero (P(3-MeT) ou PEDOT, modo de preparacdo e darea
superficial), da quantidade de NPs imobilizadas e da natureza das NPs (Au ou Pt, tamanho
e envelhecimento). A inactividade do P(3-MeT) para a reaccdo em estudo torna-o
interessante; as NPs recentemente sintetizadas e o uso de longos tempos de imersao (5 h)
na suspensao coloidal conduziram ao melhor desempenho electrocatalitico neste
compdsito; a diminuicdo do tamanho das Au-NPs (42-5 nm) levou a uma diminuicdo do
sobrepotencial de 40 mV para a oxidacdo de HZ, em relacdo ao observado no eléctrodo de
Au(111); o pico de oxidacdo ocorre a valores de potencial mais negativos, cerca de 285 mV,
com Pt-NPs pequenas (3 nm, E, = -54 mV) do que com Au-NPs (5 nm, E, = 232 mV),
contudo no eléctrodo de platina policristalina a oxidacdao ocorre a cerca de -216 mV.
Apesar da actividade electrocatalitica do PEDOT para a reac¢ao de oxidagdo da HZ
(Ep = -148 mV), o compdsito PEDOT/Pt-NPs, com o filme crescido potenciodinamicamente,
modificado com Pt-NPs, apresentou a melhor resposta electrocatalitica, com o pico de
oxidagdo a um valor de potencial inferior (E, = -275 mV) ao detectado no eléctrodo de Pt
policristalina (E, = -216 mV).

Em superficies de Au(111), foi possivel quantificar a quantidade de oligonucledtidos,
modificados com grupos dialquildissulfureto, imobilizados por adsorcao especifica na
superficie quer por métodos electroquimicos como por microgravimétricos. O

desempenho do eléctrodo modificado para a detec¢do da hibridagdo com a sequéncia
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complementar apresentou algumas dificuldades, em particular na detecg¢do electroquimica
usando espécies electroactivas em solucdo, devido a ndo terem sido observadas diferencas
nos perfis voltamétricos antes e apds hibridagdao, e as propriedades viscoeldsticas do
material depositado limitaram a deteccdo por QCM. Embora uma investigacdo mais
aprofundada seja necessdria, o desenvolvimento de biosensores de ADN com base em
superficies modificadas por polimeros condutores e Pt-NPs mostrou-se promissora: usando
o composito P(3-MeT)/Pt-NPs para imobilizacdo de oligonucledtidos tiolados na superficie
de Pt das NPs, foi possivel detectar, electroquimicamente por voltametria ciclica, a
hibridacdo na presenca de Fe(CN)s> e por QCM foi quantificada a quantidade hibridada

(1,6 x 10 mol cm™).
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Fichas JCPDS
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Ref. SwansON AND TaTGe, JC FeL. Reports, N3S 1.387 31 220
1950 35,1826 33 | 311
Sys. Cusic (F.c.) SG. 05 - Fu3m 1.1325 12 222
2 3.9231 by Cy A Cc 0.2808 6 400
a 8 Y Z 4 L9000 22 331
Ref. IsiD. .8773 20 420
.8008 29 422
fa nopg ty Sign
2v D21.472 mp Color
Ret. lsiD.
SAMPLE ESTIMATED BY NBS CHEM« LAB. TO BE
GREATER THAN 99.999% PuRE.
AT 260C
To RePLACE 1-1190, 1-1194, 1-1311
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Anexos

- NaCl - 5-0628

5-0 62 8 MINOR CORRECTION

d 2,82 1.99 1,63 3.258 NaCL

- Silicio — 27-1402

190

/1, 100 55 15 13 SoDjuM CHLORIDE (Havite )
dA I hkl dA 1 hil
Rad.CuKa A 1.5405 Filter Ni M
Dia. Cut oft Coll. 3,258 13 i1
I/I; Go Co DIFFRACTOMETER d corr. abs.? v { 2,821 1(£ Zgg
SwANSON AND Fuyar, N8BS CiacuLar 539, Vor.lld 1.994
Ret . Bee 1700 2 | 31
Sys.Cusic SG. 05 - Fu3m 1.628 | 15 222
2 5.6402 by o A c 1.410 6 400
a B Y Z4 ¥ 1.294 1 331
Ret, latD. 1.261 11 420
1.1515 i 422
1.0855 1 511
Ga nog 1.542¢ ¥ Sign §.5568 . 440
2V Dy2.164 mp Color COLORLESS -9533 L i
Ref. IBiD. l0s01] 3 800
AN ACS REAGENT GRADE SAMPLE REGCRYSTALLIZED -gzéz ‘: ggg
TWICE FROM HYDROCHLORIC ACID. 2
X=RAY PATTERN AT 26°C. .8503| 3 622
.8141 2 444
RepLACES 1-0993, 1-0994, 2-0818
27-1402 *
Si dA | Int hkl dA | Int hkl
3.1355 | 100 111
Silicon Silicon, syn 1.9201 55 220
1.6375 | 30 311
Rad. CuKa; A 1540598 Filter Mono.  dwsp Calculated | 1aagg | 1 o
Cut off Int. Diffractometer Vo, 4.70 :
Ref. Nat. Bur. Stand. (U.S.) Monogr., 13 35 (1976) 1.1086 | 12 422
1.0452 6 511
0.9600 3 440
Sys. Cubic S.G. Fd3m (227) 09180 | 7 531
a 5.43088(4) b c A 0.8587 8 620
(lllef Ibid ¥ s 0.8282 3 533
D, 2.33 D,, mp
Color Gray
Pattern at 25(1) C. This sample is NBS Standard Reference Material
No. 640. ds calculated from precision measurement of ay. ay uncor-
rected for refraction. Fy; =999.9(.0003,13). Tungsten used as internal
standard. PSC: cF8. To replace 26-1481.







