UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Engenharia Quimica

MARCELLE BRUNA DE MENDONGCA SPERA

CRESCIMENTO DE FILMES DE BIOPOLIMEROS DEPOSITADOS POR
LAYER-BY-LAYER: DINAMICA DE RUGOSIDADE E INTERACAO

CAMPINAS

2017



MARCELLE BRUNA DE MENDONGA SPERA

CRESCIMENTO DE FILMES DE BIOPOLIMEROS DEPOSITADOS POR
LAYER-BY-LAYER: DINAMICA DE RUGOSIDADE E INTERACAO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obteng&o do titulo
de Mestra em Engenharia Quimica.

Orientadora: Prof. Dra. MARISA MASUMI BEPPU

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL
DISSERTACAO/TESE DEFENDIDA PELA ALUNA, E
ORIENTADA PELA PROFA. DRA. MARISA MASUMI BEPPU

CAMPINAS

2017



Agéncia(s) de fomento e n°(s) de processo(s): CNPq, 133603/2015-6

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Luciana Pietrosanto Milla - CRB 8/8129

Spera, Marcelle Bruna de Mendonga, 1991-

Sp36c Crescimento de filmes de biopolimeros depositados por layer-by-layer :
dindmica de rugosidade e interacdo / Marcelle Bruna de Mendoncga Spera. —
Campinas, SP : [s.n.], 2017.

Orientador: Marisa Masumi Beppu.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Engenharia Quimica.

1. Biopolimeros. 2. Rugosidade. 3. Quitosana. |. Beppu, Marisa
Masumi, 1972-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Quimica. |ll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Biopolymer thin film growth by layer-by-layer deposition :
roughness dynamic and interaction

Palavras-chave em inglés:

Biopolymers

Roughness

Chitosan

Area de concentragdo: Ciéncia e Tecnologia de Materiais
Titulagao: Mestra em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Mariza Masumi Beppu [Orientador]

Celso Aparecido Bertran

Pedro de Alcantara Pessda Filho

Data de defesa: 20-02-2017

Programa de Pos-Graduagao: Engenharia Quimica



Dissertacao de Mestrado defendida por Marcelle Bruna de Mendonga Spera e aprovada
em 20 de fevereiro de 2017 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

Prof. Dra. Marisa Masumi Beppu

Prof. Dr. Celso Aparecido Bertran

Prof. Dr. Pedro de Alcantara Pesso6a Filho

A Ata da Defesa consta no processo de vida académica da aluna.



Para minha familia e meu noivo,

Que me possibilitaram chegar até aqui.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, sem o qual nada teria sentido.

A meus pais, Geraldo e Cristina: que passaram uma vida toda investindo em mim e me apoiando.

Essa conquista também é de vocés.

A minha irma, Natalia: pela forca e paciéncia durante esses 2 anos, me ajudando a distrair quando eu

mais precisava.

A meu noivo e melhor amigo, Franco: nao tenho palavras para agradecer o apoio e a forca em toda
essa caminhada. A distancia fisica ndo me deixou nenhum momento desamparada dos seus carinhos

e atencéo.

Ao melhor cachorro do mundo, Bilbo: obrigada por dormir aos meus pés por todos os dias que precisei

ficar escrevendo esse texto. Me fez sentir menos s6 e mais motivada.

A Neli Eliane Parra: obrigada por me acolher em sua casa sempre que precisei e me facilitar muito o

processo de conclusédo desse trabalho.

A Professora Marisa Beppu: obrigada pelos conselhos e paciéncia. Obrigada por acreditar em mim

quando nem eu acreditava e por respeitar meu jeito de ser. Sem vocé esse trabalho nao seria possivel.

A Thiago Taketa: muito obrigada pela ajuda na deposicdo dos filmes. Vocé deu uma enorme

contribuicdo a esse trabalho e fez com que a qualidade dele fosse muito melhor do que eu esperava.

A equipe do layer-by-layer, Thiago, Rogério, Jacobo, Jodo, Reginaldo, Vicente e Kleber: sempre

dispostos a ajudar e trocar ideias, facilitando a jornada.

Ao pessoal do LEQUIP, Carla, Laise, Cynthia, Giovana, Luciana e Bruno: Obrigada pelo bom ambiente

de trabalho. Agradego também a Silvia Valles pela 6tima recepcao e acolhimento.
Ao LAMULT/IFGW: Por possibilitar a realizagdo das andlises.

Aos Professores da banca de qualificacdo, Prof. Dr. Celso Bertran e Prof. Dr. Marcos Akira: obrigada

pelos conselhos e pela avaliagao critica que permitiu crescimento e melhoria do trabalho.

Aos Professores da banca de defesa, Prof. Dr. Celso Bertran e Prof. Dr. Pedro Pesséa Filho: obrigada

por aceitarem o convite e participarem da conclusao desse estudo.

Ao drgao de fomento, CNPq: pelo financiamento da pesquisa.



“Palavras séo, na minha nada humilde opini&o,

nossa inesgotavel fonte de magia.”

J. K. Rowling



RESUMO

Utilizados para recuperar funcdes ou partes do corpo humano, os biomateriais estdo cada
vez mais presentes na medicina. Quando ndo-absorviveis, suas interagbes com o
sistema biologico ocorrem em sua superficie, pois nela acontece o contato direto com o
organismo e a criacao de uma interface com o meio. Desta maneira, a rugosidade e
morfologia da superficie tém grande importancia no desempenho desses biomateriais,
influenciando a adesao celular, bacteriana e de biomoléculas. O presente trabalho
procura estudar a dindmica de formacdo da rugosidade através da modelagem do
crescimento da superficie por equagées matematicas continuas. Para isso, partiu-se de
modelos de crescimento de filmes derivados do conceito de escalonamento de fractais
self-affine, a fim de encontrar parametros que permitam descrever o sistema. Foram
estudados nanofilmes de polimeros naturais, com camadas contendo quitosana e
carboximetilcelulose, ambas n&o-téxicas e biocompativeis com o sistema bioldgico
humano. A formacgéo dos filmes foi realizada por deposi¢do layer-by-layer, na qual os
polimeros se atraem majoritariamente por interacdes eletrostaticas. Essa técnica tem
como objetivo a formacgéao de filmes multicamadas, reprodutiveis, estaveis e que possam
ser compostos por diferentes materiais de interesse. Possui ampla aplicagdo na
biomedicina, podendo ser utilizada para criagdo de superficies antibacterianas,
biossensores e na criacdo de recobrimentos para melhorar a biocompatibilidade. A
caracterizacao foi feita por microscopia de forca atdmica e o estudo permitiu concluir que
mesmo utilizando polimeros naturais, os quais apresentam variagdes inclusive entre
lotes, foi possivel obter resultados condizentes com a literatura. Com base nos
parametros de rugosidade e altura, além das caracteristicas de interacdo entre as
bicamadas, sugere-se que seja utilizado um modelo n&o-linear para analisar o

crescimento dos filmes.

Palavras-chave: crescimento de filmes; rugosidade; deposicdo layer-by-layer; biomateriais.



ABSTRACT

Used to recover function or body parts, biomaterials are nowadays more and more present
in medicine. Most of its important interactions with the biological system take place at the
surface, due to the direct contact with the organism, creating an interface with the media.
The roughness and morphology of the surface have great impact on the biomaterial
performance, affecting cell, bacterial and biomolecules adhesion. The present work
intends to study the dynamics of roughness formation through mathematical modelling of
the surface growth by continuous equations. To do so, models for film growth based on
scaling concepts of self-affine fractals were used to find parameters that could describe
the system. It was analyzed a natural polymer nanofilm, with layers of chitosan and
carboxymethilcellulose, both non-toxic and biocompatible with human biological system.
The technique to make the films was layer-by-layer deposition, where the polymers are
attracted to each other by electrostatic interactions to form reproducible and stable thin
films. This technique has broad application in biomedicine, been applied on the creation
of antibacterial surfaces, biosensors and coatings for improvement of biocompatibility.
The data was obtained by atomic force microscopy and the results were compatible with
the literature. Based on the roughness parameters and interaction between the layer of

the film, it is suggested a non-linear model to describe the film growth.

Key-words: film growth; roughness; layer-by-layer deposition; biomaterials.
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1 —INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introducao

Desde a antiguidade sao utilizados materiais na medicina para substituicao e/ou
restauracdo de partes do corpo humano. Ao utilizar conchas para a realizagdo de
implantes dentarios e linho ou ouro para realizacao de suturas, procurava-se materiais
nao-bioldgicos aos quais o corpo apresentava ao menos certa tolerancia, a fim de, em
contato com o organismo, provocar o minimo possivel de rejeicéo e infeccées (Ratner et
al., 2012). Conhecidos atualmente como biomateriais, ttm o objetivo de interagir com o
sistema biolégico para restaurar as fungdes de tecidos e érgaos do corpo, sendo para
isso importante o conhecimento de suas propriedades, funcdes e estruturas (Park, 1984).
Apesar de décadas atras serem majoritariamente utilizados para a realizagdo de
implantes, é crescente sua importdncia na medicina em campos como liberagéo
controlada de medicamentos, engenharia tecidual, terapia celular, métodos de imagem e
sistemas de diagndéstico (Willians, 2009).

As respostas bioldgicas a esses materiais, quando nao absorviveis, sao
governadas pelas caracteristicas do bulk e da superficie, onde ocorrem os principais
fenbmenos da biomedicina. O conhecimento das interac6es que ocorrem nas interfaces
€ necessario para a compreensao dos fenbmenos macroscépicos e abre caminho para a
criagcdo e aprimoramento dos materiais. (Herbers et al., 2013; Picart, 2015)

A capacidade do material em interagir como organismo apropriadamente, isto é,
com o minimo de reacgao adversa, é chamada de biocompatibilidade. Para tal, a interface
deve possuir propriedades adequadas a aplicacdo desejada, como morfologia e
composicao. Suas caracteristicas em contato com o ambiente influenciam o desempenho
dos materiais e o risco a eles associado, o que incentiva o aprimoramento dos materiais
através do estudo e modificacoes das propriedades da superficie. Essas propriedades
influenciam na imobilizacao de biomoléculas, inibicdo/melhoria da adesao e proliferagao
celular, resisténcia a proteinas, propriedades antibacterianas e compatibilidade com o
fluxo sanguineo. (Chang et al., 2015; Ratner & Costner, 1997).
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Francois et al. (1996) observou em seu estudo com cateteres de poliuretano que
através do seu recobrimento com polivinilpirrolidona (PVP) houve diminuicdo da
rugosidade da superficie e aumento do seu carater hidrofilico. Essas caracteristicas
diminuiram o risco de colonizacado bacteriana e infeccdées. Motamediam et al. (2015)
adicionou moléculas bioativas e nanoparticulas a superficie de scaffolds e obteve
melhoras na adeséo celular.

As caracteristicas da superficie e, consequentemente, da interface sé&o
determinadas pela morfologia resultante da sua formacao. Essa morfologia, por sua vez,
é determinada pelas propriedades dos materiais utilizados, pelas condicoes
experimentais e pelas condicdes do ambiente. Entretanto, apesar de suas diferencas, é
possivel encontrar relagdes estatisticas entre superficies a partir de sua caracterizagéo
matematica (Pentland, 1984).

Para estudar interfaces formadas a partir de processos de deposicao, Barabasi &
Stanley (1995) prop6éem modelos para o crescimento dos filmes, baseados no conceito
de escalonamento de fractais. Esses modelos tentam obter uma conex&o entre teoria e
resultados experimentais que permita a determinacdo da forca motriz por tras da
morfologia da interface.

Entre os modelos de deposicdo mais simples conhecidos estdo o modelo
randémico, a teoria linear e a teoria nao-linear. Esses sdo classes universais que
propéem padrbes de crescimento atraves da analise probabilistica da variacdo da
espessura com o numero de camadas depositadas. Sao obtidos parametros gréaficos e
numéricos que fornecem informacdes sobre a correlacdo da superficie e a rugosidade
final. (Barabasi & Stanley, 1995)

Ciente da importancia de interfaces na biomedicina, o presente trabalho estuda a
dindmica da rugosidade no crescimento de filmes finos de carboximetilcelulose e
quitosana, dois polimeros naturais com caracteristicas adequadas para aplicagbes
médicas, como biocompatibilidade e nao-toxicidade. Os filmes foram depositados
segundo a técnica layer-by-layer e analisados por microscopia de forca atbmica. Foram
obtidos parametros de altura e rugosidade que permitiram estudar o crescimento e sugerir
um modelo matematico que forneca informacgdes sobre a morfologia da superficie e sobre
a interagdo entre as bicamadas durante a sua formacao.
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1.2 Objetivos

O objetivo geral do trabalho é estudar a dindmica da rugosidade ao longo do
crescimento de filmes de biopolimeros formados por deposicéo layer-by-layer, a fim de
obter uma descricdo matematica da interacao entre as camadas que compdem o filme.
Para isso, serdo utilizados os biopolimeros carboximetilcelulose (CMC) e quitosana

(CHI), ambos com diversas aplicagdes na biomedicina.
Os objetivos especificos sao:

e Deposicao de filmes de CMC/CHI pela técnica layer-by-layer, variando o numero
de bicamadas;

e Caracterizacao fisica dos filmes quanto a topografia por microscopia de forca

atébmica;
e Determinacéo da correlacédo entre as bicamadas depositadas;

e Sugestdo de modelo teérico para descricdo da dinamica de rugosidade no

crescimento dos filmes através de equacdes continuas.

“E preciso ter em mente que, apesar da observacdo préxima de
qualquer objeto geralmente levar a descoberta de uma estrutura
altamente irregular, podemos frequentemente aproximar suas

propriedades por fungdes continuas com bons resultados.”

Perrin, 1916 (tradugéo livre).
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais

Biomateriais sdo substancias utilizadas para interagir com sistemas vivos (Park,
1984) e atraem pesquisadores de diversas areas, como quimica, farmécia, biologia e
engenharia, devido a sua grande aplicagdo na medicina e biotecnologia. Nesses
materiais estdo incluidos metais, ceramicas, polimeros sintéticos, polimeros naturais,
nanoparticulas e nanotubos de carbono (Williams, 2009). Alguns exemplos de
equipamentos fabricados com biomateriais sdo préteses cardiovasculares, cateteres,

implantes dsseos e dispositivos para coracgdo artificial (Dumitriu, 1994).

Ao serem implantados no corpo do paciente podem ocorrer reacgdes e inflamacgoes,
gerando riscos inesperados (Sarmento & Neves, 2012). Assim, os pré-requisitos para um
biomaterial sdo biocompatibilidade e desempenho da funcédo desejada, o que explica o
constante estudo para melhorias e otimizacdo dos materiais para a biomedicina. Entre
eles encontram-se o0s biopolimeros, polimeros naturais ou sintéticos utilizados em

aplicacoes biomédicas com o intuito de interagir com o meio bioldgico.

Polimeros naturais sao moléculas de origem biolégica, com estrutura
macromolecular composta pela repeticdo de unidades monoméricas especificas. O uso
de polimeros naturais para aplicacbes biomédicas ndo é algo recente (Oréfice et al.,
2006), pois, devido a sua origem, possuem grande potencial para serem compativeis com

os tecidos vivos.

Entre os polimeros naturais encontra-se a quitosana, um polication passivel de
formar complexos intermoleculares, como filmes multicamadas, com varios polianions
como acido hialurénico, alginato e carboximetilcelulose. Esses complexos polieletroliticos
apresentam futuro promissor na liberagao controlada de proteinas, peptideos e outras
aplicacoes biomédicas (Sarmento & Neves, 2012).
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2.1.1 Quitosana

Biomateriais baseados em quitosana possuem diversas aplicacbes na
biomedicina, como regeneracao tecidual, dispositivos de liberacdo controlada de
medicamentos, sistemas de imobilizacdo de células em gel e biossensores para
diagnéstico clinico (Laranjeira & de Favere, 2009).

A quitosana é obtida a partir da desacetilacao da quitina. Essa, por sua vez, € um
dos polimeros naturais mais abundante e extraida principalmente do exoesqueleto de
crustaceos, como camardes e caranguejos (Rinaudo, 2006). E um polimero com
estrutura cristalina altamente organizada, sendo insolivel em agua e na maioria dos
solventes organicos, o que limita sua utilizacao (Laranjeira & de Favere, 2009). Quando
o grau de desacetilagdo da quitina chega a aproximadamente 50%, torna-se soluvel em
meio aquoso acido e é chamada de quitosana. A solubilizagdo ocorre pela protonacéo
dos grupos —NH2 presentes na molécula, convertendo o polissacarideo em polieletrélito
em meio aquoso (Rinaudo, 2006). A quitosana com grau de desacetilacdo de 70% ¢é a
mais indicada para utilizagdo biomédica pois é mais suscetivel a biodegradacéo pela

enzima lisozima (Dumitriu, 1994).

Formada por unidades monoméricas de N-acetilglucosamina e glucosamina, a
quitosana é nao-toxica e biocompativel com o tecido vivo. Ainda, pode ser hidrolisada
pela lisozima, o que a caracteriza como biodegradavel. Seus produtos de degradacgéao
sao nao-téxicos, ndo imunogénicos e ndo carcinogénicos (Sarmento & Neves, 2012). A
Figura 1 apresenta as estruturas quimicas da quitina e da quitosana.



21

Figura 1 - Estrutura quimica da quitina e quitosana
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A massa molecular média da quitosana encontra-se entre 100 e 1000 kDa. Assim
como os outros polimeros naturais € um polieletrélito fraco, ou seja, sua ionizacao é muito
influenciada pelo pH, possuindo potencial de ionizagédo pKa = 6,5 (Chen & Fan, 2007). E
importante lembrar que suas propriedades em solucdo dependem do grau de
desacetilagdo, da distribuicao dos grupos acetil ao longo da cadeia e também da massa

molecular da quitosana utilizada (Rinaudo, 2006).

A maior aplicacao da quitosana em comparacao a quitina se deve ao fato desta
ultima ser insoluvel em agua e quimicamente inerte. A Tabela 1 sumariza as principais
propriedades fisico-quimicas e biolégicas da quitosana. (Sarmento & Neves, 2012;
Rinaudo, 2006)
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Tabela 1 - Propriedades da quitosana

Propriedades fisico-quimicas Propriedades biolégicas
Poliamina linear Biocompativel
Grupos amino disponiveis Biodegradavel (Hidrolisada por lisozima)
Grupos hidroxila disponiveis N&o-téxica
Age como anti-acido Atividade antimicrobiana e antitumoral
Agente hidratante Propriedades de cicatrizacao

A quitosana possui aplicagdes em alimentos e nutrigdo, biotecnologia, agricultura,

veterinaria, prote¢cdo ambiental e, principalmente, na biomedicina. Pode ser utilizada em

curativos, scaffolds para engenharia de tecido e dispositivos de liberacdo de

medicamentos, uma de suas principais aplicagdes. (Busilacchi et al., 2013; Goosen,
1997, Laranjeira & de Favere, 2009; Sarmento & Neves, 2012; Vasiliu et al., 2005)

Yunxiao Liu et al. (2005) utilizou a técnica layer-by-layer para a criacao de

recobrimentos contendo quitosana em substratos de PET, obtendo superficies estaveis

e com maior biocompatibilidade. Estudando células endoteliais, observou que a

possibilidade de adesao celular foi aumentada, assim como a manutencdo de suas

funcdes. A interface criada também possibilitou a imobilizacao de fatores de crescimento.

Na Tabela 2 encontra-se resumidas suas principais aplicagées na biomedicina.

Tabela 2 - Aplicagdes biomédicas da quitosana.
Potenciais aplicacoes biomédicas
Implantes dentéarios
Tecido artificial
Regeneracéo de 0ssos
Liberagé@o controlada de medicamentos em
humanos e animais

Materiais para encapsulamento

Adaptado de Rinaudo, 2006
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2.1.2 Carboximetilcelulose

Celulose é citada como o polimero natural mais abundante no planeta. Esse
polimero e seus derivados atraem interesse para a utilizagdo em aplicagées biomédicas
devido ao seu baixo custo, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Ogushi et al., 2007).

Na Figura 2 encontra-se a estrutura molecular da celulose e de um de seus
derivados, a carboximetilcelulose (CMC), na qual foram introduzidos randomicamente
grupos carboximetil ao longo da cadeia principal. O processo é realizado a partir da
ativacado da celulose com hidréxido de sbédio e conversdo em carboximetilcelulose com
acido cloroacético (Heinze & Koschella, 2005), de acordo com a sintese de Williamson
(Apéndice A).

Figura 2 - Celulose e carboximetilcelulose (CMC)
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O numero médio de grupos carboximetil por unidade de celulose é chamado de
grau de substituicdo — DS (Ginkel & Gayton, 1996). Para determinar o DS é possivel

utilizar titulagdo de retorno, convertendo o sal sodico do polimero em &cido livre,
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adicionando uma quantidade conhecida de NaOH e por fim titulando a quantidade
restante (Heinze & Koschella, 2005). Assim, utilizando a acidez dos grupos carboxilicos

é possivel estimar o grau de substituicado da CMC.

Um dos maiores objetivos na modificacdo da celulose € obter derivados soluveis
em agua. A carboximetilacao permite obter um polimero solUvel e que se comporta como
polieletrélito. Seu potencial de ionizagdo depende do grau de substituicdo e da distancia
dos grupos carboxilicos da cadeia principal (Heinze & Koschella, 2005), encontrando-se
geralmente em uma faixa de 3,0 a 4,0 (Arguélles-Monal & Peniche-Covas, 1988; Heinze
& Koschella, 2005). Para a continuidade do estudo sera adotado o valor médio de pKa =
3,5.

A CMC possui aplicagdo em varios campos, inclusive na biomedicina. Hidrogéis
de CMC foram estudados por Ogushi et al. (2007) e Singh et al. (2004), obtendo bons
resultados com células para aplicacées na engenharia de tecido e no estudo de tumores
no sistema nervoso central, respectivamente. Outra potencial aplicacao na biomedicina
€ no tratamento pds-cirargico. Mais de 68% dos pacientes que passam por operagdes
abdominais sofrem com a adeséo dos tecidos aos érgaos. Essas adesdes podem causar
obstrucdo intestinal, dores cronicas e até infertilidade. Utilizando uma membrana
composta por CMC e acido hialurénico, Vrijland et al. (2002) comprovou que a severidade

das adesdes diminuiu, sem efeitos colaterais causados pela barreira.

A formacdo de complexos polieletroliticos entre quitosana e CMC tem sua
estequiometria dependente do pH, com composicdo equimolar em pH = 4,0 (Arguélles-
Monal et al., 1990). Esse fato motivou o estudo do sistema em trés valores de pH
diferentes, baseando a escolha em diferengcas de caracteristicas de ionizacdo e

enovelamento das moléculas.

O complexo formado por esses biopolimeros foi investigado por Chen & Fan (2007)
como possivel material para engenharia de tecido aplicada a odontologia. Em seu estudo,
comprovaram que o scaffold obtido apresentou melhoras na adeséo, espalhamento e

capacidade celular quando comparado a matriz contendo apenas quitosana.
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Esses complexos podem ser obtidos em forma de filmes multicamadas. Qiu et al
(2001) estudou a liberagao controlada de medicamentos, abordando a encapsulacao de
ibuprofeno (anti-inflamatério) por deposicao layer-by-layer, obtendo capsulas com
espessuras programadas. Os resultados mostram que € possivel controlar a liberagédo do
medicamento utilizando CMC e quitosana e que a taxa de liberagao € influenciada pela
espessura da capsula. Esses exemplos comprovam a importancia desses polimeros

naturais e seu potencial para aplicagbes biomédicas.

2.2 Deposicao layer-by-layer

As propriedades do material resultam da interacdo de seus componentes, assim
como de sua organizacao estrutural. Por essa razao, torna-se interessante a obtencao
de materiais hierarquicamente organizados com propriedades desejadas. Ao invés de
obter melhores propriedades por tentativa e erro, variando-se as concentracdes
experimentais, surge a estratégia de controlar a organizagdo do material através de filmes

multicamadas.

Por mais de 60 anos, a técnica mais utilizada para fabricacao de nanoestruturas
de multiplas camadas foi a técnica de Langmuir-Blodgett (LB), na qual sao formadas
monocamadas em superficie aquosa e posteriormente transferidas para um suporte
sélido. Apesar de ter possibilitado tanto a separagdo quanto o contato de camadas com
precisdo na escala de Angstroms, a técnica possui algumas limitagdes. Isso porque, além
de alto custo de instrumentacdo, ha apenas alguns componentes adequados para
deposicao LB e as moléculas nao sao firmemente aderidas devido a fraca atracao fisica
entre as camadas. Outro ponto € o alto custo do equipamento de deposicéo e longo
tempo de preparacao dos filmes (Decher & Schlenoff, 2012; Tang et al., 2006).

A técnica de deposicdo chamada layer-by-layer (LbL) é uma abordagem mais
recente para a fabricacéo de filmes finos e modificacdo de superficies. Seu conceito se
baseia na interacdo entre os materiais de interesse através de multiplas interacbes

intermoleculares (Tang et al., 2006). Essas interagcdes podem ser do tipo atracédo
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eletrostatica, interacdo doador/receptor, ligacbes de hidrogénio, ciclos de
adsorcao/secagem ou ainda ligacoes covalentes (Decher & Schlenoff, 2012). A interacao

predominante na maioria dos filmes é a atragéo eletrostatica, representada na Figura 3.

Figura 3 - Deposigao layer-by-layer
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Adaptado de Decher & Schlenoff (2012)

Antes do inicio da deposicéo, o substrato tem sua superficie ativada e recoberta
com uma camada de eletrélito forte, a fim de conferir homogeneidade e boa aderéncia
do filme ao substrato. E possivel formar filme multicamadas por imersdo do substrato no
liqguido contendo o material de interesse ou através de spray, no qual o liquido entra em
contato com o substrato no qual formara a camada. A Figura 4 apresenta um esquema
do processo de deposicao, na qual apds cada contato com o material ha uma etapa de

lavagem para remogéao dos polieletrolitos fracamente aderidos.

Ao fim de cada ciclo representado nas Figuras 3 e 4, sdao formadas bicamadas
pela interacdo dos polieletrélitos de cargas opostas. Essas, tipicamente, possuem
espessura menor que 1 nm, permitindo controle da espessura dos filmes finos em escala

nanométrica (Tang et al., 2006).
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Figura 4 - Métodos de deposicao layer-by-layer

A) Deposicao por imersao. B) Deposicao por spray.
Etapas: 1) Polianion, 2) Lavagem, 3) Polication, 4) Lavagem

Decher & Schlenoff (2012)

Para a deposicao é possivel utilizar uma grande variedade de materiais organicos
ou inorganicos e os substratos podem possuir diferentes tamanhos e formatos, contanto
gue sejam acessiveis a solventes. Ainda, é uma técnica ambientalmente correta e de

baixo custo.

A estrutura de cada camada, sua espessura e as propriedades do filme dependem
de varios parametros, como concentracao das solugdes, forca iénica, pH e tempo de
adsor¢ao. Quanto a reprodutibilidade das caracteristicas do filme, mantendo-se
constante as condicoes experimentais e as condicdes de obtencdo das medidas é
possivel obter propriedades médias com alta reprodutibilidade (Decher & Schlenoff,
2012), permitindo que os dados experimentais possam ser obtidos a partir de amostras

diferentes.

A deposicao layer-by-layer € muito aplicada na biomedicina, sendo uma de suas
aplicacbes a imobilizacdo de biomoléculas no filme e utilizacdo desses filmes em
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sensores, liberacdo controlada de medicamentos, engenharia de tecidos e implantes.
Com a fixagédo de proteinas nos filmes foi possivel aumentar sua tolerancia ao ambiente
e estabilidade. (Tang et al., 2006)

Também foi utilizado layer-by-layer para biomimética, aproveitando-se de uma
caracteristica importante em comum com os materiais naturais: organizagdo espontanea.
Além de filmes multicamadas com excelentes propriedades mecénicas, ja foi reportado a
obtencdo de membranas artificiais fotossintéticas através da técnica. (Tang et al., 2006)

Uma aplicacao importante encontra-se no campo de modificacées de superficie. A
maioria dos materiais ndo possui todas as propriedades desejaveis, o que leva a
necessidade do desenvolvimento de alternativas para melhorar as propriedades dos
materiais ja existentes (Lee, 1987). A modificacao de superficies € uma técnica utilizada
para adequar o material a funcao pretendida, a qual permite a realizacao de alteracoes
nas caracteristicas da camada superficial mantendo as propriedades mecanicas e
funcionais intrinsecas do material (Wu et al., 2015). A possibilidade de estruturar o
material permite o design de superficies funcionais através de recobrimentos formados

por deposicao layer-by-layer.

Algumas caracteristicas sdo desejadas na criacdo de recobrimentos para
modificacao de superficies. Primeiro, deve-se evitar modificacoes espessas, pois podem
influenciar nas propriedades mecanicas e funcionais do material. Segundo, as camadas
depositadas devem ser resistentes a delaminagédo, estando firmemente ligadas ao
substrato. Essa ligacao pode ser atingida através de ligacdao covalente entre a primeira
camada de deposicao e o substrato, criacdo de uma camada primaria compatibilizante
na interface substrato-filme ou incorporando grupos funcionais que facilitam a adesao
intermolecular (Ratner & Castner, 1997). Essas superficies podem possuir aplicacao para
uso industrial, como as superficies superhidrofébicas aplicadas a materiais nos quais se
deseja auto-limpeza (Blossey, 2003) ou aplicacéao biomédica.

O recobrimento por layer-by-layer pode ser utilizado para a preparagao de
biossensores, no controle de adesao celular e na engenharia de tecidos, procurando
melhorar a interacdo da superficie do material com o ambiente. Outro ponto de grande
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aplicacao é no recobrimento de implantes, fornecendo propriedades anti-inflamatérias e
antimicrobianas as superficies dos materiais (Tang et al., 2006).

Todos os parametros dos filmes depositados por layer-by-layer influenciam suas
propriedades e 0 desempenho de sua aplicacdo, como o comportamento biolégico das
células. As cargas da superficie, rugosidade, caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas,
estruturas intrinsecas e forca mecanica sao exemplos desses parametros (Tang et al.,
2006).

2.3 Superficies e interfaces

No desenvolvimento de biomateriais, o foco principal encontra-se na interagéo do
biomaterial com a matéria bioldgica. E de especial interesse a caracterizagdo interna e
externa das superficies dos biomateriais inertes, pois formam a interface com o ambiente
bioldgico e determinam a performance do material utilizado. As caracteristicas das
superficies determinam como os materiais irdo se comportar in vivo e sua eficiéncia,
incluindo estabilidade, interacao celular, liberacdo de medicamentos e toxicidade (Amin
et al., 2015).

Construir superficies “sob medida” fornece uma nova dimens&o de controle sobre
as fungbes e desenvolvimento dos materiais. Entretanto, as caracteristicas da interface
podem ser muito diferentes das do bulk. Entender e propor modelos que capturem suas
complexas propriedades auxilia numa melhor descricdo e compreensao das interagbes
que ali ocorrem (Herbers et al., 2013). Para o estudo das interagdes envolvendo filmes
layer-by-layer de biopolimeros é necessario avaliar o processo de formacao dos filmes,

focando na morfologia da superficie.
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2.3.1 Rugosidade de Superficies

Ao longo dos processos de deposicao layer-by-layer, a interface sofre
modificacées em sua rugosidade. Entender a rugosidade de uma interface é uma etapa
importante da caracterizacdo do material (Rozlosnik et al., 1997). Entretanto, para
descrever matematicamente o processo de evolugdo da rugosidade deve-se utilizar
modelos tedricos que consideram tanto a variagdo da estrutura, como a cinética de
crescimento e também as variacbes com a mudanca de escala (Almqvist, 1996).

Uma opcéao para quantificagdo matematica da rugosidade de superficies, a qual
considera as caracteristicas irregulares do crescimento de interfaces, é através do
conceito de fractais. Sua utilizagdo para descrever o crescimento de superficies formadas
por deposicao esta solidificada e pode ser observada no trabalho de diversos autores,
como Almqvist (1996), Barabasi & Stanley (1995), Family (1986) e Pentland (1994).

2.3.1.1 Fractais

A definicdo formal de fractais introduzida por Mandelbrot (1977) apresenta o fractal
como uma configuragdo para a qual a dimens&o Hausdorff-Besicovitch excede sua
dimensao topoldgica. Para maior esclarecimento sobre os conceitos de dimensao

citados, sugere-se consultar o Apéndice B.

Em termos praticos, fractais podem ser definidos como figuras/conjuntos/cenarios
geométricos de forma ndo-euclidiana, ou seja, com contornos irregulares (Pentland,
1994). Utilizando o fractal mais popularmente conhecido — floco de neve — é possivel
ilustrar brevemente o conceito de forma objetiva (Figura 5). Gerado a partir de um
poligono iniciador, foram realizadas modificagbes nao-aleatérias e matematicamente
relacionadas entre si, 0 que confere carater estatistico ao fractal e permite sua correlagdo
com a forma de origem e com os outros fractais gerados a partir dela.
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Figura 5 - Curva de Koch (floco de neve)
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a) Divisdo a partir do iniciador. b) A partir de um triangulo equilatero foi obtido um fractal em forma de
floco de neve. Para isso, seu lado foi dividido em 3 partes iguais e criou-se outro tridngulo equilatero na
parte central de cada um dos lados, como o esquema mostrado em a). O novo tridngulo equilatero
possui lados com 1/3 do tamanho do tridngulo original. O processo pode ser repetido indefinidamente,

obtendo-se formas distintas com correlagbes matematicas entre si.
Weisstein, MathWorld
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A origem do termo fractal remete ao significado “fragmentado” e sua aplicagdo em
descrever matematicamente padrdes irregulares abrange desde a descricdo de
movimentos aleatdérios de particulas em um liquido até a determinagcéo do tamanho e
formato da costa britAnica (Mandelbrot, 1977). Entretanto, para a aplicacdo desse
conceito € necessario analisar algumas propriedades do objeto a ser estudado. As mais
importantes serdo abordadas a seguir: escalonamento e dimensao fractal.

e Escalonamento de fractais

O escalonamento de fractais consiste em transformacées em sua escala. Essas
transformacdes permitem que sejam realizadas maiores mudancgas na forma fractal sem
perder a correlagdo matematica com a forma de origem, contribuindo para a
maleabilidade dos modelos baseados em fractais e sua vasta aplicacdo. A utilizagao
desse conceito simplifica a caracterizagdo de superficies pois permite a obtencédo de
padrbes estatisticos a partir da andlise de pequenas amostras, utilizando-se prudéncia

para a analise dos resultados.

Apbs o escalonamento, os fractais podem ser classificados em dois grupos
(Mandelbrot, 1985):

o Self-similar (autossimilaridade exata): sofrem aumento uniforme de sua
dimensao em todas as direcdes. Possuem identidade de formato entre si.

e Self-affine (autossimilaridade estatistica): o0 aumento possui diferentes fatores
de escalonamento para cada direcdo. Possuem identidade estatistica, e ndo
de forma. Isso significa que é possivel obter a forma anterior ao escalonamento
a partir de transformacdes matematicas, permitindo relacionar geometrias

distintas mesmo nao apresentando o mesmo formato.

As superficies podem ser consideradas como fractais que sofreram
transformacoes self-affine (Barabasi & Stanley, 1995). A Figura 6 ilustra os conceitos

acima expostos para melhor compreensao.
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Figura 6 - Escalonamento self-similar (a) e self-affine (b)

Barabasi & Stanley (1995)

e Dimensao fractal

A dimensao Hausdorff-Besicovitch de um fractal é chamada de dimenséao fractal
(D) e caracteriza a irregularidade de formato da superficie, sendo maior do que a
dimensao topoldgica (D) e podendo apresentar valores fracionarios. Quanto maior o
valor da dimenséao fractal, maior a irregularidade presente no objeto analisado, como

ilustrado na Figura 7.

Essa caracterizagdo da rugosidade € independente da escala de observagao e é
calculada com base no iniciador. A Equacao 1 apresenta a definicdo formal de dimenséo

fractal, onde

lognumero de segmentos B
D = Equacéo 1
logescala
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Figura 7 - llustracdo da dimensao fractal de uma superficie

Adaptado de Pentland (1994)

No caso de analise de superficies, que possuem dimenséao topoldgica D = 2, a
dimensao fractal varia entre 2 < D < 3. Quando D = 2 tem-se uma superficie lisa, a qual

pode ser descrita pela geometria euclidiana (Almqvist, 1996).

Geralmente nao é trivial a determinacdo do iniciador e da razao das proporoes
necessarias para o calculo da dimenséo fractal a partir da sua definicdo formal. Por isso,
existem diversas maneiras de estimar a dimensao fractal de um objeto de forma mais
simplificada. Um dos mais conhecidos é o método box counting (Almqvist, 1996; Barabasi
& Stanley, 1995). Todos os métodos procuram realizar aproximacoes suficientemente
acuradas para descrever as irregularidades da superficie. A escolha do melhor método
depende da situagado experimental e dos dados disponiveis, podendo ser utilizado mais
de um método para confirmacéao do valor obtido.

Para exemplificar o box counting, Wahl et al. (1994) utiliza a curva de Koch (Figura
5), dividindo a imagem em quadrados iguais e repetindo o processo para diferentes
escalas (s). Para cada situacéo, é realizada a contagem do numero de quadrados que

contém aimagem (n) e, de posse desses valores para as diferentes condicées de medida,
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utiliza-se a Equacao 2 para o calculo da dimensao fractal D, na qual a e b se referem a
duas condicOes de escala diferentes.

D= logn(a) —logn(b) Equacéo 2

1 1 -1 L
08 s(a) 08 s(b)

Os dados para o calculo sao realizados a partir da andlise da imagem, como
mostrado na Figura 8. A primeira imagem apresenta sombreado os 18 quadrados que

contém a imagem, relativos ao valor de (n), para exemplificar a realizacao da contagem.

Figura 8 - Dimens&o fractal da curva de Koch
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Adaptado de Wahl et al. (1994)
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Como demonstrado na parte inferior da Figura 8, podem ser realizadas diversas
combinacdes de a e b para a comparacao entre as escalas. Entretanto, os valores mais
acurados sao obtidos utilizando-se escalas menores, as quais captam mais detalhes para

realizacdo da analise. O floco de neve possui dimensdao fractal de

__log4
- log3

= 1,26 segundo a definicdo formal, sendo esse valor foi atingindo j& com uma

escala de 1/,.

O calculo da dimensao fractal € importante pois esse parametro descreve a
irregularidade da forma da amostra, permitindo a distingao da textura da superficie a partir
da andlise de sua imagem (Pentland,1984). Ainda, €& possivel extrapolar as
caracteristicas estatisticas para os detalhes omitidos durante a medi¢ao, sendo invariavel
com o escalonamento e independente da escala de medida (Mandelbrot, 1977),

fornecendo uma adaptacao do discreto para o continuo.

2.3.1.2 Comportamento da interface

Durante o processo de crescimento de filmes formados por deposi¢do, ha
evolucdo da interface. Estudar essa evolucdo traz beneficios para as aplicagbes de
superficies na ciéncia e tecnologia e também auxilia a caracterizagdo do complexo
processo de crescimento cinético durante a deposigao (Family, 1986). A Figura 9
apresenta uma abordagem grafica dos aspectos do estudo da evolucao de interface.
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Figura 9 - Importancia do estudo de interfaces
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Para o estudo do comportamento da interface, foram considerados os principios
de escalonamento de fractais, lembrando que superficies formadas por deposicao podem
ter sua interface descrita matematicamente por fractais self-affine. Seguindo os conceitos
de deposicao atdmica apresentados por Barabasi & Stanley (1995), serdo apresentadas
primeiramente a definicdo quantitativa de altura média e espessura da interface,
importantes para acompanhar o processo de crescimento. A partir da andlise do
crescimento de superficies formadas por deposicao atdmica sera realizada a analise para
filmes formados por deposicdo layer-by-layer, posteriormente apresentada com as
devidas adaptacdes na secao de Materiais e Métodos (item 3.6).
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Figura 10 - llustragdo da camada em estudo

Superficie

/ em andlise

Interface I _____________________ — Altura
——————————————————————————— total do
filme
e Altura média da interface (h):
1 L
R(t) = ZZ h(i, ) Equagio 3
i=1

Nessa equacao, h(i, t) é a altura da coluna i no tempo t e L o tamanho do sistema
(numero de colunas). Os autores definem o tempo como sendo 0 numero significativo de
colunas depositadas (Figura 11), descrito matematicamente pela Equacéo 4.

t_N
L

Equacéao 4

Figura 11 - llustragcdo do numero de camadas efetivamente depositadas

QOQQ

® OO0 3553

L=4 L=4 L =4
N=2 N=4 N =12
t=205 t=1
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e Espessura da camada superior (w):

L
w(lL,t) = %Z[h(i, t) — f_z(t)]2 Equagao 5
-1

Essa espessura € a rugosidade do sistema, sendo a flutuagcao quadratica média
(RMS - Root Mean Square) da altura da superficie. Tipicamente, a evolugdo da
espessura possui 2 comportamentos diferentes, como € possivel observar na Figura 12.

Figura 12 - Regimes de espessura durante crescimento da interface

1

10 T . ——
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Wsat ————————————————————— 50 0000 ©}
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Saturagao
3 Crescimento /0
[t
1 3 : . 3 ‘_“J 4
10 10 10 10

t

t < t,, aumento proporcional ao tempo.
t > t,, saturacao

Adaptado de Barabasi & Stanley (1995)

i) Crescimento, o qual caracteriza a dindmica de rugosidade em relagdo ao
tempo e pode ser representado pelo expoente de crescimento,

w(L,t) ~ tP Equac&o 6
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ii) Saturagdo, quando a rugosidade da camada superficial ndo varia. O
sistema pode ser caracterizado pelo expoente de rugosidade («), segundo
a Equacéao 7.

a

Wsqe ~ L Equagéo 7

Quanto maior o valor de a, mais rugosa a superficie. Se o expoente for negativo,

tem-se uma superficie lisa.

A Figura 12 apresenta a evolucao da superficie com o tempo, destacando também
o tempo de saturacdo ou crossover (t,) que separa 0s regimes de crescimento. Esse
tempo é dependente do tamanho do sistema, segundo a Equacgéo 8. O expoente z é

chamado de expoente dinamico.

t, ~ L? Equacédo 8

Os expoentes que caracterizam o crescimento possuem uma relacao entre si
guando o sistema obedece a relagédo de escalonamento de Family-Vicsek (Apéndice C).
Aproximando-se ao tempo de saturacao pela esquerda e pela direita é possivel encontrar
essa relacdo, a qual tem utilidade em auxiliar na determinagdo de parametros e do
comportamento do sistema. Lembrando que o tempo é relativo ao numero efetivo de

camadas depositadas.

Pela esquerda: w(t,) ~ t,P
Pela direita: w(t,) ~ L*
Entdo: t,f ~ L% mast, ~ L?
176 [

zxf =«
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Assim, encontira-se a lei de escalonamento:
a
z = E Equacéo 9

A saturacao do sistema € explicada pela existéncia de correlagcdes na superficie.
O conceito de correlacao se baseia na interacao entre as particulas depositadas e suas
particulas vizinhas, permitindo reestruturagéo afim de alcancar um estado mais estavel,
com menor nivel de energia. Essa interacdo ocorre em pequenas distancias por vez
(comprimentos de correlagéo), sendo que as for¢as de curto alcance constroem, aos
poucos, correlagdes de longo alcance (Witten & Sander, 1983). Quando atinge todo o
sistema, assume-se que a interface esta saturada.

Para determinar os parametros de escalonamento é necessario encontrar as
curvas de evolugao da rugosidade e altura do sistema. A partir delas € possivel analisar
o processo de desenvolvimento da interface através de diferentes modelos de
crescimento, entre eles: modelo simplificado de deposicao randémica, teoria linear e

teoria nao-linear.

2.3.2 Modelos de crescimento de superficies

O conceito de aplicar um modelo para o crescimento da superficie consiste em
descobrir a forga motriz por tras da morfologia. Dessa forma é possivel compreender a
formacao do filme, fornecer maior conhecimento sobre a técnica utilizada para deposicao
e obter dados para realizar simulagées computacionais.

As teorias apresentadas a seguir foram desenvolvidas com base nas relacdes de
escalonamento, explicadas pela geometria fractal. Utilizando o conceito de fractais self-
affine, as caracteristicas obtidas para pequenas amostras dos filmes podem ser
extrapoladas para toda sua superficie com representatividade estatistica.

E importante destacar o fato do crescimento ser randémico tanto na deposicao
atdmica quanto na deposicao layer-by-layer. I1sso significa que a natureza nao-uniforme
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do fluxo de deposicao permite que as particulas/moléculas atinjam a superficie em
posicoes e intervalos de tempo aleatérios. Essa caracteristica impacta na determinacao
da morfologia e traz ruidos a descricao matematica do sistema (Barabasi & Stanley,
1995).

2.3.2.1 Deposicao randémica (RD, em inglés):

Classe de modelos de crescimento mais simples, no qual a deposi¢cao ocorre
aleatoriamente e ndo ha correlacao da interface. A particula cai verticalmente até atingir
o topo da coluna abaixo dela. A Figura 13 apresenta um esquema do modelo de
deposi¢ao randémica.

Figura 13 - Deposigao randémica

A B

Vv

'-B-’:
A C

Barabasi & Stanley (1995)

O crescimento ocorre verticalmente e independente das colunas vizinhas,
resultando em um rapido aumento da rugosidade. Na Figura 14 ha um exemplo de uma
tipica interface formada por deposi¢cao randémica, na qual é possivel notar que ndo ha
relacdo entre a rugosidade das camadas. Os diferentes tons marcam intervalos de tempo
de deposicao, nesse caso variando a cada 4000 particulas depositadas.
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Figura 14 - Interface formada por RD

R e

Barabasi & Stanley (1995)

Como nado ha relagdo entre as colunas, as particulas possuem a mesma
probabilidade p de se depositar em qualquer uma delas. Essa probabilidade é dada pela
Equacao 10, a qual representa também a probabilidade de crescimento de cada coluna

individualmente durante a deposicao de cada particula. L € o tamanho do sistema.

Equacgéo 10

=

Tem-se, para RD, que a altura aumenta linearmente com o tempo e o parametro
de caracterizacao do sistema é o expoente de crescimento. Maiores detalhes disponiveis
no Apéndice D.
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B = Equacéao 11

N[ =

Como nao ha correlacao entre as colunas, ndo ha saturacao e o expoente de
rugosidade a nao é definido. Ainda, a interface obtida ndo possui identidade estatistica

(ndo é self-affine).

Para descrever o crescimento de uma maneira abrangente é possivel utilizar uma
equacao continua, analisando-se a variagdo da altura com o tempo. Para isso, é
incorporado o fluxo médio de particulas que chega em determinada posi¢ao x, denotado

F, e as flutuagdes randémicas caracteristicas da deposicéo (n).

oh(x,t)
ot

=F+n(xt) Equagéo 12

As flutuacdes podem ser obtidas por atribuicdo de valores definidos (geralmente
n =+ 1) ou distribuicdo gaussiana, sendo esta a mais indicada para os casos de

processos de deposicédo (Pentland, 1984).

2.3.2.2 Teoria Linear

Na teoria linear, é considerado que apés a deposi¢ao randémica da particula esta
pode difundir ao longo da superficie, por uma distancia finita, até encontrar a posicao de
menor altura. Um dos modelos pertencentes a essa classe € o modelo de deposicao
randémica com relaxamento de superficie (RDSR, em inglés). A Figura 15 apresenta um
esquema do processo de deposicdo, no qual as setas representam possiveis locais de
movimentacao da particula depositada, sendo que as opcoes preferidas sempre seréo

as colunas de menor altura.
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Figura 15 - Deposi¢do randdmica com relaxamento de superficie

:

Barabasi & Stanley (1995)

A interface formada € mais suave do que a interface formada por RD, como é
possivel observar na Figura 16 (mudanca de cor a cada 3500 particulas). Ao permitir que
as particulas se locomovam para um estado mais estavel, a difusdo na superficie provoca

correlagdo entre as colunas vizinhas.
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Figura 16 - Interface formada por RDSR

Barabasi & Stanley (1995)

Os expoentes de crescimento (f) e rugosidade (a) para essa situagao podem ser
obtidos por simulagcéo (Barabési & Stanley, 1995; Family, 1986; Vicsek, 1999):

B = 7 Equacéo 13

Equacao 14

Equacéo 15
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Para descrever os modelos de deposicao pertencentes a essa classe através de
equacao continua é possivel utilizar a Equacéao de Edwards-Wilkinson (EW), apresentada
na Equagéo 16. Esta possui caracteristica linear devido a consideracdo da existéncia de
simetria vertical no parametro de altura, responsavel por manter constante a altura média

da superficie da ultima camada depositada.

dh(x,t ~
—(at ) _ VW2h + n(x, t) Equagéo 16

Na qual v representa a tensao superficial e n(x,t) o ruido referente ao carater
estocastico do processo. Diferentemente da Equacdo 12, que contava apenas com o
fluxo médio de particulas, o termo vV2h considera as interagdes na superficie, possuindo
efeito suavizador e redistribuindo as irregularidades pela interface, mantendo a altura
média constante. Na Figura 17 é possivel observar uma abordagem geométrica desse
efeito. O laplaciano representa os vales presentes na amostra e contrabalanceia os picos
de altura, causando uma diminuigdo do valor maximo com alargamento da curva. Essa
combinacao resulta em uma superficie com picos menores e mais suaves, apresentando

rugosidade mais controlada quando comparada ao modelo anterior.
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Figura 17 - Suavizagao da superficie
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(c) Redistribuicdo da altura, mantendo a altura média

Barabasi & Stanley (1995)

2.3.2.3 Teoria Nao-linear

Essa classe de modelos considera que ndo ha simetria vertical da altura e que a
interface apresenta velocidade de crescimento diferente de zero. Entre esses modelos €
possivel citar a deposicao balistica (BD, em inglés): modelo de agregados coloidais no
qual assume-se que a particula pode aderir ao ponto mais alto, perpendicularmente a sua

trajetoria, como representado na Figura 18.
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Figura 18 - Deposicéo balistica
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Barabasi & Stanley (1995)

Nesse caso ha possibilidade de existirem espacgos vazios dentro do filme, gerando
irregularidades no bulk. A interface formada é complexa e possui uma geometria
particular. Na Figura 19 encontra-se um exemplo do agregado formado durante a

deposicao balistica, com mudanca de tonalidade apds 2500 particulas depositadas.
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Figura 19 - Interface formada por BD
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Barabasi & Stanley (1995)

Os valores dos expoentes de escalonamento sao apresentados na Tabela 3
(Barabasi & Stanley, 1995):

Tabela 3 - Expoentes da teoria ndo-linear

B a z
1 1 3
d:l = — = — = —
B=3 *=3 273
d=2 0,10 < g < 0,25 02<a<0,4 z=15
d=3 0,1<p<0,2 0,08 < a<0,33 z=15

Os resultados para d = 1 foram obtidos por solugdo analitica da equagao KPZ enquanto os valores para
d > 1 sao solugdes numéricas.
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Para descrever o crescimento utilizando equacao continua deve-se incluir o
crescimento lateral, normal a superficie. Para isso, é necessario incluir um termo nao-

linear na equacdo EW (Equacéao 16), resultando na Equacdo de Kandar-Parisi-Zhang
(KPZ), apresentada na Equacéao 17.

Oh(x,t A -
% =vV?h + > (Vh)? + n(x,t) Equagao 17

Com A o coeficiente de néo linearidade, relativo a adicdo (A4 > 0) ou retirada
(A < 0) de material. A adaptagéo do valor da altura é realizada alterando-se a quantidade
de material ao invés de apenas realizar a redistribuicdo, variando o valor a altura média

da interface. Esse efeito para o caso da deposicao pode ser observado geometricamente
na Figura 20.

Figura 20 - Alterac&o da altura média da interface
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(b) Efeito do termo A(Vh)?, alterando a quantidade de matéria
(c) Alteracao da altura média

Barabasi & Stanley (1995)
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Diversos modelos seguem a teoria nao-linear. Os dados apresentados se referem
ao modelo de deposicao balistica. Entretanto, existem outros modelos expressivos nessa
classe, como o0 Modelo de Eden: modelo de crescimento classico utilizado para descrever
a formacao de colénias de células, principalmente cultura bacterianas. A deposicéao
ocorre de acordo com o0 esquema apresentado na Figura 21, seguindo as mesmas
proposicoes da deposicao balistica para descricao do crescimento e variacdo da altura
média da interface (Barabasi & Stanley, 1995).

Figura 21 - Modelo de Eden
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Barabasi & Stanley (1995)

Na Tabela 4 encontra-se um resumo geral das classes de modelos abordadas e
as principais caracteristicas de interesse no presente trabalho, com dados retirados de
Barabasi & Stanley (1995).
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Tabela 4 - Resumo dos modelos de crescimento de superficies por deposicao atébmica
Classes de modelos

Randémico Linear Nao-linear
Equacao oh(x,t) oh(x,t) oh(x, t) A
i ———==F +n(x1t) ——==vV?h +n(x,t) ———==vV?h +=(Vh)? + n(x, 1)
continua ot ot at 2
o . _ - Interagao na superficie _ -
Caracteristica - Nao hé interacao ] o - Interag@o na superficie
. . - Mantém altura média o o
de interesse na superficie - Variagao na altura média
constante
_2-d
a= o a=—" 02<a<04
Expoentes 1
B=1/, ﬁ_z—d 0,10 < B < 0,25
4

Os conceitos apresentados foram deduzidos e aplicados por Barabasi & Stanley
(1995) para deposicdo atdbmica. Para estudar o crescimento de filmes formados por
deposicao layer-by-layer sera necessaria uma adaptacao de parametros, convertendo a

abordagem discreta (particulas) em continua (fluxo de moléculas).

2.3.3 Caracterizacao da rugosidade

Devido a pequena dimensao da espessura dos filmes, para monitorar a deposicao
e garantir que o processo ocorreu e esta livre de contaminagdes indesejadas, sao
utilizadas técnicas analiticas para sua caracterizagdo. Entre as mais comuns encontram-
se a medida do angulo de contato e microscopia de escaneamento de superficies, como
a microscopia de forca atbmica (Jandt, 2001). Para analisar as superficies
quantitativamente é necessaria uma analise acurada das quantidades adsorvidas do
recobrimento de uma a varias camadas (Argile & Rhead, 1989).

Para caracterizagcdo da altura e rugosidade da amostra sera utilizado o
microscépio de forca atdbmica (AFM). Essa é uma técnica que utiliza sondas locais,
pequenos objetos com pontas afiadas que interagem com a superficie do material de
interesse. O primeiro instrumento desse estilo foi o microscépio por corrente de
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tunelamento (STM). Pela primeira vez, foi possivel visualizar a estrutura cristalina da
superficie de um metal e manipular atomos isolados. Os inventores dessa técnica, Binnig

e Rohrer, receberam o prémio Nobel de Fisica em 1986. (Jena & Hérber, 2002)

Nesse mesmo ano, Binnig, Quate e Gerber desenvolveram o AFM, aproveitando-
se das interacdes de van der Waals entre a superficie do material e a sonda utilizada
para medicao. Isso permitiu estudar inclusive materiais isolantes, diferenciando-o da
microscopia de tunelamento, que necessita de transporte de elétrons para a realizagao
da analise.

Com a microscopia de for¢ca atémica foi possivel obter uma nova perspectiva das
interacdes moleculares em termo de forcas de interagdo e sua dependéncia com a
distancia. Essa tecnologia permite obter medidas da topologia da superficie da amostra,
fornecendo medidas quantitativas de altura da superficie. Além disso, pode ser utilizada
para obter outras propriedades do material na superficie ou proxima dela, como dureza,
viscosidade e for¢a de adesao. (Braga & Ricci, 2004)

Na Figura 22 encontra-se um esquema dos artefatos que compdem o AFM.

Figura 22 - Componentes do AFM

1- Laser, 2- Cantilever, 3- Espelho, 4- Fotodetector, 5- Equipamentos eletrénicos de controle
e 6- Suporte com amostra

Adaptado de Braga & Ricci (2004)

O principio basico de funcionamento do AFM é a emissado de um feixe de laser

que, ao ser refletido pelo cantilever, é detectado pelo fotodetector. Conforme a altura e
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rugosidade da amostra variam, o cantilever sofre uma deflexdo que causa mudanca na

posicao do laser no detector. Essa pequena variacao fornece a topografia da amostra.

No cantilever encontra-se uma das partes mais importantes do microscépio, a
ponta. Geralmente feita de silicio ou nitreto de silicio, é a parte que interage com a
amostra. Outra caracteristica importante é a constante de elasticidade do cantilever e sua

ressonancia, as quais coordenam a interagdo da ponta com o material.

Podem ser utilizados trés modos de operacdo: contato, ndo-contato e contato
intermitente, sendo este ultimo conhecido como tapping mode. No modo contato, a ponta
do cantilever toca na amostra e corre por ela, enquanto o cantilever sofre deflexdo para
se ajustar as mudancas de topografia. As forcas predominantes nesse modo séo as
forcas de repulsao, devido a aproximagao do cantilever a superficie da amostra. No modo
nao-contato ha apenas a aproximacao da ponta, sendo assim, as interacées devido a
forcas de atracdo sao responsaveis pela modelagem da superficie. No tapping mode ha
continua aproximacéao da superficie, onde ocorre o contato pontual e logo ap6s o contato
é interrompido, necessitando de uma vibragado constante do cantilever. (Braga & Ricci,
2004)
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para a preparacdo dos filmes foram utilizados quitosana (CHI, baixo peso
molecular, grau de desacetilacdo entre 75-85%), carboximetilcelulose (CMC, grau de
substituicdo 0,7, MM= 9,0x10° g/mol e poli(etileno imina) (PEI, MM= 7,5x10° g/mol), todos
da empresa Sigma. O substrato utilizado foi cristal (wafers) de silicio.

Os reagentes de grau analitico foram utilizados sem prévias purificagdes. Acido
cloridrico (HCI), hidréxido de s6dio (NaOH) e cloreto de sddio (NaCl) sdo da marca Synth

(Brasil). Todas as solucdes sao preparadas com agua Milli-Q® 18 MQ.
3.2 Método de preparo dos filmes
3.2.1 Preparo das solucoes de biopolimeros

Primeiramente é estipulado o volume a ser preparado, para entéo realizar o célculo
da massa de biopolimero necessaria de modo que a concentragao final seja 1 g/L — valor
padrdo utilizado nos procedimentos do laboratorio para filmes layer-by-layer de

CMC/CHI. O calculo da massa encontra-se abaixo (Equacao 18).
~ (9 ~
Massay,oiimero (9) = Concentragao (Z) * Volumeg,pycao (L) Equagao 18

Para completar o volume é utilizado agua. Entretanto, quitosana nao é sollvel em
agua, sendo necessario acidificar a solu¢do com acido acético (HAc) antes de completar
todo o volume. Para determinar a quantidade de &cido a ser adicionada, de modo que
sua concentracao seja 0,1 mol/L, utiliza-se a Equacao 19. A massa especifica do acido
acético € 1,05 g/mL (Green & Perry, 2008).
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Concentragio (mLol) x Volumeopyczo (L) * MMy 4, (%)

Volumey,. (mL) = Equagao 19

Densidadey 4, (%)

Todas as solugdes sdo preparadas em béqueres e deixadas sob agitagdo por, no

minimo, 12 horas.
3.2.2 Preparo do substrato

Os substratos de silicio sdo cortados em tamanho minimo de 1,0 cm x 1,0 cm.
Esse valor fornece substratos de tamanho adequado para permitir facil manuseio e
imersao nas solucdes, de acordo com o equipamento utilizado para deposi¢ao dos filmes.

O silicio é lavado com acetona, alcool e agua em banho ultrassénico por 16
minutos para cada lavagem. A proxima etapa consiste em submeter o silicio ao plasma
de oxigénio para ativar a superficie através da criacao de radicais, resultando em uma
superficie altamente hidrofilica.

Para favorecer a adesao dos biopolimeros através do aumento da densidade de
cargas, o silicio sera recoberto por uma camada de eletrdlito forte (PEI), chamada de pré-
camada. Essa pré-camada também cria uma superficie mais homogénea para a
deposicao. Para tal, € utilizado o mesmo equipamento para deposi¢ao layer-by-layer dos
filmes, imergindo o substrato por 15 minutos na solucao de PEI, dissolvido em solucao
salina de NaCl 0,5 mol/L e realizando 3 lavagens com agua posteriormente, de 2:00, 1:00
e 1:00 minuto respectivamente. O pH das solu¢des para a realizacdo da pré-camada é
4,0.

3.3 Planejamento experimental

O pH base para o estudo € o pH = 4,0 pois nele ha interagdo CMC/CHI de forma
equimolar na formacdo do filme multicada (Arguélles-Monal et al., 1990). Entretanto,
sabendo da influéncia do pH na ionizacdo dos polimeros e, assim, nas interagdes
eletrostaticas responsaveis pela formacao do filme, foram também analisados outros
valores de pH. Os valores foram escolhidos de forma que as condigdes permitissem
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avaliar a influéncia do pH no crescimento do filme considerando a influéncia da carga e

do enovelamento das moléculas na morfologia final.

Ao escolher os valores de pH com base no potencial de ionizagdo (pKa) dos
biopolimeros, foi possivel estudar diferentes cenarios de interagdo entre as moléculas.
Os casos estao descritos na Tabela 5 e o comportamento do par de biopolimeros com
relagdo ao pH da solugdo encontra-se na Figura 23. Os calculos foram baseados na
Equacao de Henderson-Hasselbalch (Equacéo 20 — Pratt & Cornely, 2004).

[base] B
pH = pK, + log [acido] Equagao 20

Tabela 5 - loniza¢do dos biopolimeros

lonizacao (%)

pH
Quitosana CMC
99,68 75,97
96,93 96,93
75,97 99,68

Figura 23 - Comportamento CMC e CHI com a mudanga de pH da solugao
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O planejamento experimental contendo as caracteristicas das amostras estudadas

encontra-se na Tabela 6, na qual € possivel notar que foram realizadas mais amostras

para o pH de principal interesse (pH = 4, composicao equimolar) e amostras pontuais

para os demais valores de pH.

Numero de
Bicamadas
1

N O W

Tabela 6 - Planejamento experimental

pH=4,0
CMC4/CHla4)1
CMC4/CHla)s
CMC4/CHl4)
CMC4/CHl4)7
CMCa4/CHla4)10
CMC4/CHl4)15
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3.4 Deposicao dos filmes

Amostras
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O primeiro passo para a deposi¢ao dos filmes é a adequacéao do pH das solucdes,

utilizando NaOH ou HCI e um pHmetro. Utilizando o equipamento LbL Nanostructure Pro

(Figura 24), o substrato € imergido nas solu¢des de biopolimeros e posteriormente em 3

solucdes de lavagem. O equipamento permite que seja determinado o tempo de imersao

e 0 numero de bicamadas desejado, sendo que cada ciclo completo resulta em 1

bicamada.

A solucao de lavagem é composta de agua, com pH ajustado para o pH da solugéo

polimérica. Os dados do ciclo de deposi¢cdo encontram-se na Figura 24.
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Figura 24 - Equipamento de deposigcao layer-by-layer e esquema de deposi¢ao
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Para cada condicao foram feitos 3 filmes, para posterior escolha da opcao mais
adequada sob microscopia (menos riscos e contaminagdes). Os filmes sao deixados para
secagem ao ar em condicbes ambientes do laboratério na posicdo vertical e

posteriormente armazenados em porta amostra também na vertical.

3.5 Caracterizacao

A caracterizacao da topografia dos filmes foi realizada com o microscopio de forca
atdbmica (AFM). Essa técnica permite a obtencdo de imagens com alta resolucéao,
fornecendo perfis tridimensionais. O equipamento utilizado foi o Nanosurf Easyscan 2
AFM, Nanosurf (Suica), operando em modo nao-contato e com as superficies expostas
ao ar.

Apbs escolhido a melhor amostra entre os trés filmes para cada condicdo, as
medidas foram realizadas em triplicata. Para tal, foram escolhidas trés regides proximas
a regiao central do substrato, o que diminui o efeito da gravidade sobre o resultado final.
Obteve-se imagens com area de 5,0 um x 5,0 um, seguindo estudo realizado por Lobo et

al. (2003), 256 pixels e velocidade de 0,7 s por linha.
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As amostras caracterizadas por AFM sado posteriormente analisadas com o
software Gwyddion 2.41 para tratamento visual e estatistico das imagens obtidas. Os

dados utilizados s&o obtidos a partir do mesmo software.

3.6 Estudo teodrico

e Dimensao fractal:

O método adotado como base para o calculo da dimensao fractal foi o box
counting, que, como anteriormente abordado, supde a divisdo da imagem da superficie
em caixas ou quadrados (dependendo da dimenséo de analise). Para a realizagcdo dos
calculos utilizou-se o software Fractalyse, desenvolvido pelo grupo de pesquisa Théma

da Universidade de Franche-Comté & Burgundy, na Franca.
e Modelo de crescimento:

O modelo de crescimento utiliza os valores de rugosidade RMS para determinacéo
dos parametros a e B derivados do modelo de escalonamento. Em cada filme foram
realizadas medidas em triplicata, foram obtidos valores médios e um desvio padrao,
segundo as Equacdes 21 e 22, nas quais y pode ser substituido pela altura (h) ou
rugosidade RMS (w).

ty2 Equagéo 21
Valor médio = y = w quacao

_ Equacéo 22
Zi3=1(yi —y)?
2

A partir dos dados médios foi realizado um grafico log-log da espessura vs. tempo,
como apresentado na Figura 12, com adaptacdes de parametros. As caracteristicas da
curva resultante indicaram as propriedades do crescimento da superficie.

Para relacionar a deposicdo atdbmica com a deposicdo layer-by-layer de

biopolimeros foi necessario considerar que nao é trivial determinar o diametro da particula
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depositada, pois a interacdo na camada é relativa a dois polimeros distintos, com
interagGes distintas em cada localizacao do filme. Devido a esse fato, considerou-se as
propriedades médias da camada superficial ao invés das propriedades médias locais, as
quais dependem de x.

Outra adequacao realizada para a analise foi considerar as modificacdes relativas
ao tempo como relativas ao nimero de bicamadas. Essa proposicao deriva do fato da
determinagcao do tempo como o numero efetivo de camadas depositadas no modelo
atdbmico (Figura 11) e a interacao entre os biopolimeros em uma mesma bicamada. A

Tabela 7 sumariza as propostas apresentadas.

Tabela 7 - Adaptagéo de modelos de crescimento atbmico para layer-by-layer

Definicao Deposicao atomica Layer-by-layer
Tempo t= % t = bicamadas

B tamanho amostra
Numero de colunas =

=— - L = pixels da imagem de AFM
diametro particula

Altura h = h(x,b) h=h

oh(x, t)
ot

Modelo

1 oh _ A
=vV2h +=(Vh)? + n(x, t — = yW2h 4+ = 24 5
v 5> (V)™ +n(x. 1) pie = YR+ 5 (V) 47

Pela Equacao 6 € possivel observar que, ao aplicar o logaritmo a ambos os lados,
o valor do coeficiente angular da equacgéo € o expoente de crescimento. Portanto, a partir
da inclinacao deste grafico foi obtido o parametro . A determinacao do parametro «a foi

realizada a partir do valor da espessura de saturagao.

logw
Bic) ~ tP ~ Equagéo 2
w(Bic) - f logt quacéo 23
log wqt N
Wege ~ L% = a ~ an Equagao 24

Os valores base para analise dos resultados encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores tedricos dos parametros de crescimento para dimenséo topolégica Dy = 2

B a
Randémica B =05 —
Teoria linear B=0 a=0
Teoria nao-linear | 0,10< <025 |02<a <04

Esses parametros indicam o grau de correlagdo da superficie e auxiliam a

definicdo do modelo a ser sugerido para descrever a dinamica de crescimento da

interface do filme CMC/CHI, apresentando respostas sobre a interacdo entre as camadas

dos biopolimeros.

Por fim, foi determinado a abrangéncia do modelo encontrado através de sua

validacdo com dados provenientes da literatura, relativos a filmes de diferentes polimeros

depositados por layer-by-layer.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a deposicao e secagem dos filmes, procedeu-se com a caracterizagao fisica
das amostras. Todo o processo foi realizado de forma a minimizar os erros instrumentais
e experimentais, sendo que uma mesma pessoa realizou todas as analises, no mesmo
microscdpio, assim como apenas uma pessoa foi responsavel pela deposicdo de todos
os filmes. A caracterizacdo da topologia dos filmes utilizando microscopio de forca
atébmica € baseada nas caracteristicas da técnica, ja abordadas anteriormente, e possui
embasamento tedrico: segundo Rozlosnik et al. (1997), AFM é uma ferramenta ideal para
o estudo da rugosidade de superficies em fungdo do nimero de camadas.

A Figura 25 apresenta algumas das microscopias obtidas, utilizadas para
acompanhar a evolugdo da deposicdo e também para analisar as diferencas com a
variacdo de pH das solugdes. E possivel observar que ocorre aglomeragao das moléculas
depositadas a partir das ilhas formadas inicialmente. Nos filmes estudados, cada pH
apresentou uma configuragao diferente para as ilhas iniciais. Quando foram analisadas
amostras diferentes depositadas com um mesmo pH, a semelhanca na formacéo dos
aglomerados a partir de ilhas se manteve, como mostra a Figura 26.

Essa caracteristica pode ser explicada pela diferengca no enovelamento das
moléculas, que apresentam ioniza¢do dependente do pH por serem polieletrdlitos fracos.
A ionizacéo influencia diretamente no enovelamento uma vez que a densidade de carga
modela a conformagdo da molécula através de repulsdes intramoleculares, o que
influencia na forma final do filme (Taketa, 2013; Zhang et al., 2013). Na Figura 27 é
possivel observar uma representacao desse fato, sendo que ha menor enovelamento na
a situagdo em que o polimero estd mais ionizado, além de que maior quantidade de
cargas também gera maior atragédo entre as moléculas.

Também é importante lembrar que o PEI utilizado para fazer a pré-camada é um
polieletrélito catibnico forte, com pKa acima de 8,0 (Ye Liu et al., 2005). Assim, nas
condigbes experimentais utilizadas ele encontra-se altamente ionizado e ndo é

necessario considerar que ocorra variagoes significativas nessa propriedade.
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Figura 25 - Imagens de microscopia de forgca atémica de filmes CMC/CHI depositados em pH 4,
5 e 6 contendo 3, 7 e 15 bicamadas

pH 6
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15 bicamadas

Figura 26 - Reprodutibilidade das amostras obtidas em pH 4 com 40 bicamadas

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

40 bicamadas
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Figura 27 - Enovelamento versus % ionizagao
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A importancia da apresentagcédo de tais resultados diz respeito a influéncia do
crescimento dos filmes na morfologia da superficie final. Com essa informacéo, os filmes
podem ser arquitetados de modo a influenciar na adesao de células e biomoléculas,

assim como proliferacao bacteriana (Taketa, 2013).
e Dimenséao fractal

Com os dados obtidos na caracterizacdo das amostras, a primeira analise
realizada foi o calculo da dimenséao fractal. Para tal, foi analisado o perfil diagonal das
amostras (Figura 28) e, através da imagem do perfil, calculou-se a dimenséao fractal por
box-counting com o software Fractalyse.

A dimenséao fractal é a descricdo do formato da superficie dos filmes, como
apresentado anteriormente. Os algoritmos de célculo fornecem uma aproximagao do
valor real, com boa representatividade. Para analisar os filmes de layer-by-layer foi
adotado um padrdo que permitisse obter uma comparacdo entre os filmes e o
conhecimento inicial da sua dimensao fractal. Foram medidos 3 pontos em cada amostra

(os mesmos para a analise de rugosidade e altura) e calculada a média entre eles.

Os valores encontrados para a dimensao fractal com a analise do perfil diagonal
podem nao serem iguais aos valores encontrados ao medir outros pontos da amostra,
mas serao proximos. Sendo assim, as diferencas ndo serdo discrepantes ao ponto de

invalidar os resultados obtidos.
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Figura 28 - Obtencgéao do perfil diagonal das amostras para calculo da dimenséo fractal
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Exemplo de analise realizada para obtegao do perfil da amostra. Imagem aqui apresentada se refere a
uma das replicatas da amostra (CMC4/CHl4)s. Imagens do software Gwyddion 2.41.

Vale lembrar que superficies possuem dimensao topoldgica Dy = 2. Entretanto, o
perfil de superficies se trata de uma representacao da superficie através de uma linha de
contorno, possuindo dimensao topoldgica D = 1. Assim, sua dimenséo fractal estara no
intervalo 1 < D < 2. A utilizag&o do perfil para a analise consiste em simplificar o calculo,
uma vez que, apesar de nao conter informacoes completas sobre a superficie, 0 mesmo
pode ser utilizado para sua analise e correlacionado com sua representacgao total através
de manipulacdo matematica e simulacdo (Majumdar & Tien, 1990).

Na Figura 29 encontram-se o os resultados obtidos para a evolu¢do da dimenséao
fractal durante o crescimento dos filmes CMC/CHI, sendo esses valores médios de 3
pontos da amostra.
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Figura 29 - Resultados de dimenséo fractal em fun¢do do nimero de bicamadas
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As irregularidades do perfil da superficie dos filmes para os diferentes valores de
pH foram comparaveis. Os filmes apresentam um aumento na dimensao fractal nas
camadas iniciais, atingindo o valor de 1,35. Isso se deve a formacédo de pequenos
aglomerados na superficie (Zhang et al., 2013). Conforme ocorre evolucdo desses
aglomerados e posterior correlagéo entre eles, o formato da superficie tende a estabilizar

em aproximadamente 1,20.

Esse resultado indica que a superficie dos filmes layer-by-layer de CMC/CHI
apresentam irregularidades em sua forma. Entretanto, por estar mais préximo do limite
inferior da faixa de valores (topografia euclidiana), pode-se afirmar que possui poucas
irregularidades, sendo pouco “rugoso” — a utilizagdo das aspas visa aplicar o conceito
intuitivo de rugosidade de superficie para explicacdo, ndo sendo utilizada aqui a definicao
técnica de rugosidade.

O estudo realizado teve como objetivo apresentagdo do conceito de dimensao
fractal em filmes layer-by-layer e primeiro conhecimento das irregularidades de formato
em sua superficie. E importante ressaltar que fractais self-affine ndo possuem uma Gnica
dimensao fractal. Assim, a dimenséao fractal calculada é uma dimensao fractal local, a

qual descreve as caracteristicas locais da amostra (Vicsek, 1999).
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e Crescimento da superficie

Os dados de rugosidade provenientes das microscopias obtidas se encontram na
Tabela 9 abaixo, com os valores de espessura da camada superior para cada situagcao

de pH e desvio padrao. O indice das variaveis se refere ao pH.

Tabela 9 - Dados experimentais de rugosidade

Numero de pH=4,0 pH=5,0 pH = 6,0

Bicamadas W4 (nm)  oyy(nm) W5 (nm)  oys5 (hm)  Wg (nm) 06 (NM)
1 0,79 0,03 1,18 0,07 0,5 0,1
3 3,0 0,5 1,4 0,2 0,70 0,04
5 4.5 0,6 1,6 0,2 1,0 0,2
7 10,7 0,9 2,5 0,1 2,7 0,1
10 11 1 4,2 0,3 2,34 0,04
15 10 2 2,5 0,2 6,4 0,4
20 5,3 0,3 4,7 0,4 14,6 0,2
25 6,5 0,4 - - - -
30 6,0 0,3 4,6 0,4 7,8 0,5
40 5,6 0,5 - = 6,8 -

A partir dos dados de rugosidade foram obtidos graficos log-log semelhantes a
Figura 12, buscando indicacado da presenca ou nao de correlacdo na superficie (Figura
30). Essa presenca € notada pela estabilizacdo da rugosidade, atingindo um valor de
saturacgao.
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Figura 30 - Perfil de rugosidade dos filmes de CMC/CHI em fungé&o do numero de bicamadas
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Para as trés condi¢des de pH € possivel observar que houve saturagao, o que leva
a exclusao do modelo de deposicédo randémica como ponto de partida para descricdo do
sistema. Nos filmes LB também ocorre saturacdo da superficie, e é sugerido descrever
seu crescimento a partir de um modelo da teoria ndo-linear (Rozlosnik et al., 1997). Para
os filmes analisados nesse trabalho sera considerada a variacao da altura média para

avaliacao do melhor modelo.

Outros dados podem ser obtidos através da rugosidade dos filmes, como os
parametros a e . O célculo foi realizado analisando-se a Figura 30 com base na Figura
12 e nas equacgdes 22 e 23, lembrando que o expoente S € o coeficiente angular da etapa

de crescimento e 0 expoente a definido a partir do valor de saturagcéo do sistema:

_ logw(Bic) log Wyt

~

log Bic * log L

Para a situagcao em estudo foi considerado o tamanho do sistema (L) como sendo

a quantidade de pixels da imagem bidimensional de AFM, no caso 2562.
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Tabela 10 - Parametros de crescimento calculados

B a
pH=4,0 1,20 0,19
pH =5,0 0,90 0,12
pH =6,0 1,30 0,20

Os resultados foram obtidos pela analise da imagem em 2D. Assim, retornando a
Tabela 3 € possivel observar que os valores de a estdo préoximos aos valores tedricos.
Entretanto, os valores de f s&o consideravelmente maiores que 0s previstos pela teoria,
indicando que os filmes crescem mais rapidamente. Esse fato era esperado pois os filmes
layer-by-layer analisados tratam da deposi¢cdo de macromoléculas em solugao, situagéo
muito mais caotica quando comparada a deposicao atbmica utilizada como base para

fornecimento dos valores da literatura.

Entre os filmes também é possivel comparar a situacdo de crescimento e
rugosidade. O filme em pH = 5,0 apresentou menor taxa de crescimento e menor
rugosidade em sua superficie final, devido a suas caracteristicas de ionizacado, que
resultam em moléculas pouco enoveladas e com mais cargas disponiveis para interagcoes
intermoleculares entre os polimeros. Os filmes em pH = 4,0 e pH = 6,0 encontram-se
mais enovelados, com ionizagéo inversa (Tabela 5), e seus expoentes foram proximos.

Isso indica que a ionizacao é um fator determinante na formacéao dos filmes.

Na Tabela 11 encontram-se os valores experimentais da altura média, juntamente
com seu desvio padrao. A partir desses dados foram obtidos os graficos da Figura 31,

apresentando a evolugdo da altura média durante a deposicao layer-by-layer.
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Tabela 11 - Dados experimentais de altura
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pH=4,0 pH=5,0 pH=6,0
hsy (nm)  Ope ("m)  hg (nm)  Gps (nm)  hg (nm) O (Nm)

1,9 0,1 3,2 0,4 1,7 0,3
6,5 0,9 4,6 0,7 1,79 0,06
11 2 4.5 0,7 2,1 0,2
29 1 7,0 0,2 6,7 0,8
36 5 10,8 0,9 7.1 0,4
35 2 10,1 0,8 29 3
17,7 0,6 17 1 66 4
22 1 - - - -
16 1 17 2 37,0 0,7
15 1 = = 30,8 =

Figura 31 - Altura média de cada bicamada
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Figura 31 - Altura média de cada bicamada (cont.)
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Pela Figura 31 é possivel observar que ha um crescimento inicial na altura média
com posterior tendéncia a estabilizacado do valor. Isso indica que o filme evolui para uma
situacao que pode ser descrita pelo modelo linear, pois ndo ha variagao consideravel na
altura média do sistema. Entretanto, durante a deposi¢cdo das primeiras bicamadas é
notado irregularidade, enquanto que as camadas durante a etapa de crescimento do filme
apresentam variagdo na altura média. Assim, com esses resultados é possivel analisar o

crescimento dos filmes estudados e sugerir modelo para descrever a evolucédo da altura

total com o niumero de bicamadas depositadas (%).
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Inicialmente, os resultados permitem confirmar a influéncia da ionizagdo dos
polimeros no seu crescimento, apresentando diferencas no enovelamento de acordo com
as propriedades do meio. Para o caso de pH =5 no qual ambos os polimeros estao

altamente ionizados, o filme apresenta menores valores de altura (Figura 27).

Quanto a diferenca entre as caracteristicas do crescimento ao longo da deposicao,
os resultados sugerem que possa haver mais de um regime presente. A hipbtese
proposta € de que nas primeiras camadas ha deposicdo randémica, posteriormente um
crescimento ndo-linear e apds a saturagdo o sistema possa ser descrito segundo um

modelo linear, como sugere Chou & Pleimling (2009) — Figura 32.

Figura 32 - Fases de crescimento do filme
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Adaptado de Chou & Pleimling, 2009

Entretanto, considerando a aplicacao pretendida (filmes com poucas bicamadas)
e os resultados obtidos a partir do calculo dos expoentes e do comportamento da altura
média sugere-se que o crescimento seja predominantemente descrito pela equacao de
KPZ, ou seja, modelo ndo-linear. Para adequar-se ao fato da tendéncia a estabilizacéo
da altura média, é importante ressaltar que o termo quadratico da equacgédo deva ser

menor que zero (negativo).
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Sumarizando as principais conclusées:

e O crescimento dos filmes € afetado pela ionizacdo dos polimeros;

o Ha presenca de tenséo superficial que permite que o filme sature;

e A altura média das bicamadas varia, mas tende a se estabilizar apés a
saturacao;

e O crescimento de filmes polimeros naturais é mais rapido do que filmes de
metais formados por deposicao atbmica;

e O melhor modelo para descrever o crescimento € o ndo-linear, utilizando-o

com cautela.

Foram apresentados modelos e o embasamento tedrico para a descricdo
matematica dos filmes, obtendo parametros empiricos e correlacionando com os dados
disponiveis na literatura. Sugere-se que o crescimento dos filmes de CMC/CHI
depositados pela técnica layer-by-layer possuam crescimento de superficie nao-linear
para todas as situacdes de pH consideradas. Entretanto, quando ambos os polimeros se
encontram altamente ionizados, o crescimento é mais lento e mais linear devido a maior
interagao eletrostatica e ao menor enovelamento das moléculas nessa condicao.

Para finalizar o estudo serdo apresentadas outras caracterizagcdes de filmes
depositados por layer-by-layer, retirados da literatura, para comparar as caracteristicas
de crescimento dos mesmos. Esses filmes sdo compostos por diversos materiais,
sintéticos ou nao, e poderao fornecer uma visao ampla do assunto abordado.

O primeiro caso é um estudo de filmes de CMC/CHI, como nesse trabalho,
realizado por Zhang et al. (2013). Utilizando CHI com um grau de desacetilacdo de 80-
95%, foram preparados filmes de pH 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 utilizando microbalanga de quartzo
para deposicdo em substrato de vidro. Os filmes em pH = 4,0 foram investigados por

AFM e permitiram a construgéo de um gréfico de evolucéo da rugosidade (Figura 33).
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Figura 33 - Evolugéo da rugosidade do filme CMC/CHI proveniente da literatura
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Adaptado de Zhang et al., 2013

Apesar de nao estar na forma de log-log e possuir outros valores de rugosidade
devido as diferentes caracteristicas do polimero e deposicao, é possivel observar dois
pontos importantes nesse resultado: presenca de saturacédo do sistema e irregularidade
na deposicdo das primeiras camadas. Essas duas caracteristicas também estédo
presentes no sistema estudado por esse trabalho.

Como conclusao, Zhang et al. (2013) afirmam que o modelo que melhor descreve
o crescimento € o modelo ndo-linear, independentemente do pH — corroborando com os
resultados obtidos.

Gomes et al. (2013) estudou o crescimento de filmes layer-by-layer de vinho e
albumina bovina (BSA). Em seus filmes notaram a coalescéncia das ilhas originalmente
formadas (Figura 34) e também sugeriram que o modelo que descreve o crescimento dos
filmes €, inicialmente, ndo-linear. Notaram posterior transi¢cdo para um crescimento linear,
como foi apresentado anteriormente sobre a possibilidade de existéncia de mais de um
regime predominante (Figura 32). Foi utilizado substrato de quartzo e excluido o processo

de lavagem durante a deposicao devido a caracteristicas do sistema.
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Figura 34 - Coalescéncia de ilhas

Z:30.5nm
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Adaptado de Gomes et al., 2013

Estudando o crescimento de filmes layer-by-layer de polimeros sintéticos, Lobo et
al. (2003) fez a deposicao de POMA [poli(o-metoxianilina)], um polimero semicondutor
soluvel e PVS [acido polivinilsulfénico], um polieletrélito, em diversos substratos. Para a
deposicéo realizada em substrato de silicio foi feita andlise de AFM no modo contato,
friccao e tapping (Figura 35).

Figura 35 - Rugosidade do filme POMA/PVS avaliada por AFM
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E possivel notar que também ha saturacdo do sistema apds certo nimero de
bicamadas depositadas, relatado pelos autores juntamente com a coalescéncia de ilhas.
Outro dado apresentado foi a evolugao da altura do filme, apresentado na Figura 36.
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Figura 36 - Evolugao da espessura do filme POMA/PVS
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Pela evolucdo da altura é possivel observar a irregularidade das primeiras
camadas, também presente nos filmes de polimeros naturais. Os autores sugerem que
os resultados indicam um modelo de crescimento ndo-linear, entretanto deixam claro que
nao foi possivel assumir um unico modelo para explicar todos os dados obtidos.

Como foi possivel notar, a caracterizacao dos filmes formados por deposicao layer-
by-layer ndo é direta como em filmes formados por deposicéo atbmica. Isso se deve ao
fato do menor controle sobre a formagéo do filme em escala atémica. Apesar da técnica
permitir a obteng&o de filmes estruturados, a conformagéo final n&o necessariamente se
apresenta em camadas perfeitamente separadas, podendo haver difusédo e inter-relacao
entre uma bicamada e outra.

Os resultados do trabalho indicam que as camadas interagem durante a formacgéao
do filme para obter a configuragdo mais estavel. A comparagdo com a literatura mostra
que essa caracteristica ndo é apenas de filmes formados por polimeros naturais. Foi
possivel notar que a utilizagdo de um modelo ndo-linear para input inicial da descrigao do
crescimento do filme é uma boa aproximacao e pode auxiliar na simulacao de sistemas
de filmes layer-by-layer. Como a caracterizacao apresentada considerou a abordagem
fractal, foi fornecida a estrutura de rugosidade independente de escala (Majumdar, 1990).

Assim, foi possivel formar uma base para o estudo de interacdes na superficie dos filmes.
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5 — CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo o maior entendimento dos filmes layer-by-layer
sintetizados no laboratério para aplicagdes biomédicas. Para isso, escolheu-se um dos
conjuntos de polimeros naturais utilizados para esse fim (CMC/CHI) e realizou-se o
estudo matematico desses filmes. Foram abordadas as caracteristicas dos polimeros e

condi¢Oes experimentais mais utilizadas pelo grupo.

A caracterizagao do crescimento dos filmes nao é direta como em filmes formados
por deposicao atdbmica, devido a estruturagéo interna do filme formado. Entretanto, péde-
se concluir que ha interacao entre as bicamadas, apresentando saturagdo da rugosidade
para todos os valores de pH estudados. Com a alteragéo do pH foi possivel determinar a
influéncia da ionizacdo dos polimeros na formacéo da superficie do filme e em sua
espessura, condicdo que se mostrou significativa tanto na evolugao da altura quanto na

formacao e coalescéncia de ilhas durante a deposicao.

Pelo estudo da evolucéo da altura foi possivel sugerir que um modelo nao-linear
pode ser considerado como ponto de partida para simular superficies de filmes layer-by-
layer e seus perfis. Deve-se considerar que o modelo é uma base para fornecer
informagdes e que deve ser adequado para cada situagdo, ndo sendo sugerido
estabelecer um modelo geral para todos os casos de deposicao layer-by-layer devido a
peculiaridades relativas aos materiais, substratos e condigdes experimentais.

O estudo conclui que mesmo com polimeros naturais, os quais apresentam
variagdes inclusive entre lotes, foi possivel obter resultados condizentes com a literatura

para o crescimento desses filmes.

As informagbes obtidas possibilitaram maior conhecimento dos filmes depositados
em laboratorio para aplicagdes biomédicas e permitem melhor escolha dos parametros
experimentais. Os resultados também auxiliam em futuras simulagdes contendo esses

sistemas por oferecer parametros tedricos para o crescimento dessas superficies.
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6 — SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Espera-se que o0s resultados desse estudo possam contribuir com o
desenvolvimento de novas pesquisas e aprofundamento da aplicacdo biomédica de
filmes layer-by-layer de biopolimeros. Algumas sugestdes para continuacao do trabalho

ou aplicacéo de suas conclusdes sao:

e Experimental: obtencdo de maior quantidade de dados para mapeamento do
crescimento de filmes através da deposicao layer-by-layer
o Filmes de CMC/CHI: reduzir o intervalo de obtencao de dados e aumentar
0 numero de amostras;
o Filmes de outros biopolimeros: repetir 0 estudo para filmes de outros
biopolimeros;
o Caracterizacao do sistema sob solvente para simular o ambiente final de
aplicagéao.
e Tedrico: utilizar dados obtidos para realizagao de simulagdes
o Acompanhar a evolugéo da dimenséao fractal com o entumecimento;
o Estudo da difusdo no interior dos filmes;
o Simular o crescimento dos filmes e a interagdo da superficie final com

células, bactérias e outras situacdes de interesse.

Sendo que a vertente tedrica segue com maior justica o objetivo desse trabalho.
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APENDICE A

¢ Sintese de Williamson
(Williamson, 1852)

A sintese de Williamson consiste na obtencao de éteres a partir de decomposicao
dupla, como exemplificado simplificadamente na Figura A1.

Figura A1 - Reacao segundo a sintese de Williamson

C,HsONa + C,HsI - C,Hy,0 + Nal

Esquema ilustrativo feito com o software ChemSketch
Williamson (1852)

O alcéxido e o haleto organico reagem para formar o éter, posteriormente
separado por destilacdo. O motivo para a dupla troca é a eletronegatividade dos
halogénios (exceto o fluor) ser menor do que a do oxigénio, permitindo que este se ligue
ao carbono do radical organico.
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APENDICE B

e Dimensao Hausdorff-Besicovitch
(Wahl et al., 1994)

Na geometria classica (euclidiana), as formas possuem dimensao dada por valores

inteiros, como exemplificado na Figura B1.

Figura B1 - Dimensdes geométricas classicas

Dr=0 Dr=1 Dr=2 Dr=3

Adaptado de Wahl, et al. (1994)

Felix Hausdorff (1868-1942) e Abram Besicovitch (1891-1970) propuseram a
existéncia de dimensdes nao-inteiras, as quais estao relacionadas com as informacodes
de como as formas se apresentam. Utilizando como exemplo a curva de Koch, é possivel
observar como o tridngulo de dimensao topoldgica Dr = 2 ndo descreve a forma da
Figura B2 de maneira correta. Para isso, € necessaria a indicacdo de que ha

irregularidades na superficie do triangulo, indicadas pela dimenséao nao-inteira D = 2,26.

Figura B2 - Irregularidades de formato

Irregularidade
/ nao descrita pelo
triangulo

Adaptado de Wahl, et al. (1994)

Essas dimensdes ndo-inteiras sdo chamadas de dimensoes Hausdorff-

Besicovitch.
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APENDICE C

¢ Relacao de escalonamento de Family-Vicsek
(Barabasi & Stanley, 1995)

Partindo da variacdo dos valores de espessura com o tempo para sistemas de
diferentes tamanhos (Figura C1), é possivel relacionar todas as curvas utilizando

algumas manipulagbes matematicas.

Figura C1 - Evolucéo de espessura para sistemas de diferentes tamanhos (L)

10 » \‘ .

10 100 1000 10000
l
0 L=100 ©L=200 ©L=400 4 L=800

Barabasi & Stanley (1995)

A) Plotando &t)) em fungao do tempo, obtém-se uma curva que satura no

Wsqe(L

mesmo valor, independentemente do tamanho do Sistema.

~ t ,
B) Plotando a espessura em funcao de = obtém-se curvas com 0 mesmo
X

tempo de saturacéo.
Essas transformacdes estao representadas na Figura C2.
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Figura C2 - Representacgao gréfica das transformac¢des matematicas para relagao de
escalonamento

log w

log t

log ¢ log(t/L?)

\/
(B)

Barabasi & Stanley (1995)

Assim, conclui-se que:

w(L.t) f ( t ) £ 20 C1
~fl— quacéo
Wsat(L) tx
Mas wg,: (L) ~ L* e t, ~ L*. Entéo:
a t A
w(L.t) ~L* x f (E) Equacéo C2

A Equacao C2 é conhecida como relagdo de escalonamento de Family-Vicsek.
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APENDICE D

¢ Modelo discreto de deposicao randémica (RD)
(Barabasi & Stanley, 1995)

Na deposicdo randébmica considera-se que nao ha correlagcao entre as colunas.
Assim, cada uma possui a mesma probabilidade de crescimento (eventos equiprovaveis),
0 que possibilita o célculo da probabilidade de uma coluna ter altura h através da teoria
de distribuicdo binomial. As propriedades estatisticas basicas desse tipo de distribuicao
sao apresentadas resumidamente nas Equagdes D1 e D2 (Salinas, 2005).

» Combinacao de eventos

y N! )
CR = m Equagao D1
» Probabilidade
! R N—-R =
PN(R) = m}? (1 - p) Equagao D2

Para a situacdo em questao, a probabilidade normalizada de uma coluna ter altura
h, apds certo numero N de particulas depositadas, serd como descrito pela Equacéo D3.

P(hN) = (’}\l’) ph(1 — p)N=n Equagéo D3

A altura média pode ser calculada seguindo o conceito de valor médio para
distribuicdo binomial (Equacdo C4), utilizando a definicdo de tempo apresentada na

Equacéao 10.
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> N
(h) EZh*P(h,N) = Np =7 = t Equacéo D4
h=1

A caracterizacao da préxima altura média pode ser calculada pelo segundo

momento.
N
(h?) = Z h? « P(h,N) = Np(1 — p) + N2p? Equacéo D5
h=1

A espessura da interface consiste na dispersao da altura, podendo ser calculada

a partir do primeiro e segundo momento.

WA(E) = ((h— () = (1) — (W = Np(L —p) = 7 (1-7) Equagdo D6
Assim,
w2(t) ~t
w(t) ~t'/2

E, portanto, o expoente de crescimento para a deposicdo randémica pbde ser
teoricamente estimado a partir do modelo discreto que descreve a altura e espessura das
camadas obtidas.



