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RESUMO

Para este trabalho, um novo marcador de spin, especifico para nanoestruturas de
ouro, foi sintetizado (ALTEMPOL). Tendo como grupo radicalar o nitroxido
(-NO.), ele foi sintetizado a partir de uma reacéo de esterificacdo do radical TEMPOL
(7-Oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidine) com o acido lipéico (AL). O AL foi
escolhido por conter em sua estrutura, dois atomos de enxofre disponiveis para
formacgao de grupos tiol (-SH) com alta afinidade pelo ouro das nanoestruturas. Apos
a sintese do ALTEMPOL, sua estrutura molecular foi confirmada por Ressonancia
Magnética Nuclear (NMR) e Espectroscopia de Infravermelho. Em seguida foi
realizada uma caracterizagcdo sistematica por Ressonancia Paramagnética
Eletronica (EPR) tanto do TEMPOL, quanto do marcador de spin ALTEMPOL,
ambos em solug¢do. Dentre os varios resultados obtidos nesta etapa ressalta-se: 1) a
dependéncia com a poténcia de micro-ondas, que permitiu determinar o regime de
saturagao dos sinais de EPR dos dois radicais; 2) a influéncia da concentracédo da
solugdo no espectro de EPR, refletida na forma de linha e consistente com o
aparecimento da interagdo de troca entre moléculas préximas; 3) variando-se o
solvente, os parametros do Hamiltoniano de spin para ambos foram relacionados
com a polaridade e a viscosidade dos solventes, e se mostraram consistentes com
resultados da literatura; e, 4) a energia de ativagcao para a difusao rotacional do
TEMPOL foi calculada a partir da dependéncia tipo-Arrhenius do espectro de EPR
com a temperatura.

Na segunda parte deste trabalho, nanobastdes de ouro foram sintetizados pelo
método seedless, com adigdo de resveratrol como agente redutor dos ions de ouro
(Au3+ para Au®), e posteriormente expostos ao ALTEMPOL para sua marcagéo por
spin. Absorcdo Optica (UV-VIS) e Microscopia de Transmisséo Eletrénica (MET)
foram usadas para uma caracterizacdo preliminar dos AuNRs marcados por spin
com ALTEMPOL. Na sequéncia, a investigagcdo, por EPR, de trés amostras
diferentes de AuNRs marcados por ALTEMPOL revelou a ligacdo das moléculas dos

radicais a superfice dos AuNRs.

PALAVRAS-CHAVE: Nitroxidos, marcadores de spin, Ressonancia

Paramagnética Eletrénica, tempo de correlagdo, nanobastdes de ouro.



ABSTRACT

For this work, a novell spin label specific for gold nanostructures was synthesized
(ALTEMPOL). Having a nitroxide radical group, it was synthesized by means of an
esterification reaction of TEMPOL (71-Oxyl-2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidine)
coupled to lipoic acid (AL). AL was chosen because of two sulfur atoms in its
structure, which can form thiol groups (-SH) that have high affinity to gold
nanostructures. After its synthesis, the molecular structure of the ALTEMPOL was
confirmed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Infrared Spectroscopy.
Following that, a systematic characterization of the TEMPOL, as well as the spin
label ALTEMPOL, both in solutions, was done with Electron Paramagnetic
Resonance (EPR). Among the several results obtained in this part, the most
important were: 1) the dependence on the microwave power that allowed to stablish
the saturation behavior of EPR spectrum for these two radicals; 2) the influence of
the concentration in EPR spectra, reflected in lineshape, is in accordance with the
appearance of an exchange interaction among close molecules; 3) varying the
solvent, the spin Hamiltonian parameters showed a correlation with the polarity and
viscosity of the solvent and were consistent with the literature; and, 4) the activation
energy for rotational diffusion for the TEMPOL radical was calculated from the
Arrhenius plot of the temperature-dependent EPR spectra.

In the second part of this work, gold nanorods (AuNR) were synthesized via seedless
method, with resveratrol acting as reducing agent for gold ions (Au®** to Au*), and
later exposed to ALTEMPOL for the spin labelling. Optical Absorption UV-VIS and
Transmission Electron Microscopy (TEM) were wused for a preliminary
characterization of the ALTEMPOL spin-labeled AuNRs. In the sequence, the EPR
investigation of three different ALTEMPOL-labeled AuNR samples revealed the
binding of the molecules of the radicals to the surface of the AuNRs.

Keywords: Nitroxides, spin label, Electron Paramagnetic Resonance,

correlation time, gold nanorods.
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1 - INTRODUGAO

Nos ultimos anos, as nanoestruturas de ouro, devido as suas
propriedades unicas, vém sendo utilizadas em diversas areas como biologia e
medicina [1]. De forma geral, elas tém dimensdes entre 1 nm e 1 ym e sao
normalmente dispersas em meio fluido, formando suspensdes coloidais cuja
estabilidade estd associada a monocamada que recobre a sua superficie
(surfactante). A escolha do surfactante, e de outras moléculas que poder&o vir a
fixar-se a superficie, é de fundamental importancia, pois, além de garantir a
estabilidade da suspensdo, atribui novas funcionalidades para aplicagdes
especificas. Dentre as diversas estruturas que podem ser ligadas as nanoestruturas
de ouro, conferindo a elas funcionalidades especificas, podemos citar moléculas de
principios ativos de farmacos [2-4], proteinas [5], biomoléculas especiais para
ligacbes com substratos especificos (agentes direcionadores) [6, 7], e até
marcadores, como os de spin, para se investigar a interagdo entre a nanoestrutura e
0 meio externo [8-11].

Marcadores de spin sdo familias de moléculas contendo grupos
radicalares que se ligam covalentemente a determinados substratos. Quando nao ha
ligacdo covalente entre substrato e a molécula paramagnética, estas moléculas séo
denominadas de sondas de spin. Compostos radicalares sdo, em sua grande
maioria, caracterizados por possuirem um ou mais elétrons desemparelhados,
resultando em um sistema que possua paramagnetismo intrinseco e, portanto,
visivel pela técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR). O uso de
marcadores de spin em diversos sistemas possibilitou inumeras aplicacdes, tais
como estudos em proteinas e enzimas, DNA e RNA, afericdo do pH e polaridade do
meio, entre outras como sera descrito mais adiante. Autores como Likhtenshtein e
Berliner possuem um vasto trabalho para fundamentacao e descricao de aplicacbes
desses compostos entre as mais diversas areas [12-18].

A funcionalizacdo de nanoestruturas de ouro com marcadores de spin é
de extrema importancia para caracterizagao e viabilizagcdo de aplicagdes para estes
sistemas. Dentre as motivagcdes para a marcagao com spin de nanoestruturas de
ouro destacamos: 1) a possibilidade do estudo da interagdo dos ligantes com

parametros do meio como pH, temperatura, polaridade e viscosidade do meio
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externo; 2) definicdo de como ocorre a interagdo entre as moléculas dos ligantes e a
que distancia se encontram entre si e da superficie; e 3) o estudo da dinédmica
rotacional das nanoestruturas e das moléculas de ligantes. Ressaltada a importancia
da marcagao das nanoestruturas, destaca-se o grupo de Agneta Caragheorgheopol
e Chechik et al. [8-11], que desenvolveu um vasto trabalho para o estudo de
marcadores de spin ligados as nanoparticulas de ouro sintetizadas segundo o
meétodo de Brust [19].

Dentre as inumeras nanoestruturas de ouro existentes, tais como
nanocascas, hanojaulas, nanocubos e nanoesferas [20], foi dada énfase neste
trabalho a marcacdo de spins em nanobastdes de ouro (AuNRs). Devido a sua
forma caracteristica os nanobastdes de ouro possuem algumas vantagens
especificas que os levam as aplicagdes incomuns em relagdo as nanoparticulas [21].
Ao possuir duas bandas de absorgbes oticas devido aos modos de vibragdes
coletivas eletronicas (transversal e longitudinal), existe a possibilidade do ajuste das
bandas de absorcao ética desde a regiao do infravermelho proximo (NIR, do inglés
Near-infrared) até o visivel (500 nm — 1200 nm) ao se variar o comprimento e
espessura dos nanobastdes. Isso leva a um grande diferencial em relacédo as
nanoparticulas de ouro, que absorvem apenas na regiao visivel [22].

Nesse sentido, um dos principais objetivos deste trabalho é o estudo da
funcionalizacdo de nanobastdes de ouro com marcadores de spin. Vale ressaltar
que uma das motivagdes da escolha desse sistema € a inexisténcia de um estudo,
até o presente momento, previamente descrito na literatura. Com essa finalidade, a
escolha, a preparagao e a caracterizacdo de um marcador de spin especial para
nanobastdes de ouro foi determinante ao sucesso deste trabalho.

Moléculas contendo radicais nitréxidos (-NO-) estabilizados compdéem a
familia de marcadores de spin mais amplamente investigada na literatura [14]. Isso
porque a estabilidade desses radicais os torna imunes frente ao acoplamento de
diferentes grupos funcionais, especificos para cada tipo de substrato. Com isso, o
paramagnetismo, a principal propriedade dos marcadores de spin, é preservado.

Portanto, um dos pontos de partida deste trabalho consiste na sintese de
um radical nitréxido que possua um grupo funcional que tenha afinidade pelo ouro. A
sintese escolhida envolve o acoplamento da molécula do radical TEMPOL, obtido
comercialmente, com a molécula do acido lipdico AL, por uma reagao de

esterificacdo. Os atomos de enxofre presentes na estrutura do acido lipbico servirdo
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de ancora no processo de ligagcdo do marcador de spin a superficie dos
nanobastdes, denominado neste trabalho por ALTEMPOL, devido a sua grande
afinidade por ouro [23].

A principal técnica para o estudo de compostos paramagnéticos, dos
quais se destacam os marcadores de spin, sera a EPR. Essa poderosa técnica se
baseia na aplicagcdo de um forte campo magnético estatico para a quebra de
degenerescéncia dos estados de spin eletrénicos do sistema paramagnético e na
insercdo de uma onda eletromagnética, normalmente micro-ondas, polarizada
perpendicularmente ao campo estatico, que sera absorvida pelo sistema na
condicdo de ressonancia. Assim essa técnica espectroscopica permite a obtencao
de diversas informacdes a respeito dos marcadores de spin, como os parametros do
Hamiltoniano de spin relacionados a sua estrutura molecular, bem como sua
mobilidade em solucao.

Esta dissertacdo esta estruturada da seguinte maneira. Apos esta breve
introducéo, no Capitulo 2 sdo detalhados aspectos referentes as nanoestruturas de
ouro e aos marcadores de spin escolhidos com histérico, aplicagbes e estado da arte
da pesquisa relacionada ao tema deste trabalho. Em seguida, no capitulo 3, é
apresentada a técnica de EPR com foco na sua aplicacdo de radicais em solucoes,
evidenciando as informagdes relevantes obtidas a partir do ajuste da forma de linha
do radical nitroxido como parametros do Hamiltoniano de spin e grandezas
dinamicas relacionadas com a relaxagao de spin. Ja no capitulo 4 sdo descritos em
detalhes, tanto a preparagdo do marcador de spin ALTEMPOL, sintetizado
especificamente para este trabalho, quanto da sintese e caracterizacdo dos AuNRs.
No Capitulo 5, resultados do estudo por EPR do TEMPOL e do ALTEMPOL isolados
em solucdo sado descritos e analisados. Grande parte destes resultados séao
essenciais para a analise dos dados referentes ao ALTEMPOL ligado aos AuNRs,
tema do Capitulo 6 e objetivo principal deste trabalho. Por fim um resumo dos
resultados obtidos e perspectivas para continuidade desta linha de pesquisa séo
apresentados no Capitulo 7.
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2 — NANOESTRUTURAS DE OURO MARCADAS COM SPINS

2.1 — Nanoestruturas de Ouro — Histérico, aplicagoes e estado da arte

Evidéncias da sintese de nanoparticulas de ouro como um método para
colorir vidros sado conhecidas desde a antiguidade. Mais tarde, durante a idade
média, sais de ouro, em suspensado coloidal’, passaram a ganhar reputagdo como
medicamentos milagrosos.

Nanoparticulas de ouro foram investigadas sistematicamente, pela
primeira vez, por Michael Faraday, em 1857 [24]°. Nesse mesmo ano, Faraday
sintetizou uma suspensdo de ouro a partir da redugcdo do acido tetracloroaurico
(HAuCl,) por fosfato e foi o primeiro a fornecer uma descricdo cientifica das
propriedades o6ticas deste material.

Em meados do século XX, com os avangos da quimica inorganica e o
aparecimento da microscopia eletrénica, a sintese de ouro coloidal voltou a tona
com o trabalho de Turkevich et al. [25]. Neste trabalho, os processos de nucleagao,
crescimento e coagulagao de nanoparticulas de ouro em suspenséao coloidal, foram
descritos cientificamente pela primeira vez. O controle do tamanho médio das
nanoparticulas se tornou possivel e foi decisivo para tornar tal processo de sintese
bastante popular. Além disso, o método de Turkevich veio sendo modificado de
varias maneiras, como por exemplo pela substituicdo do citrato de sdédio por outros
agentes redutores como a glutationa (GSH), que age simultaneamente como redutor
e estabilizador [26]. Isso permitiu que, ao longo das ultimas décadas, se ampliasse a
familia de nanoestruturas de ouro, originalmente restrita as nanoparticulas, para
uma grande variedade de nanoestruturas mais exoticas como cascas, bastdes,
esferas, dentre outras [27, 28].

Em paralelo, uma grande corrida cientifica na busca de potenciais
aplicagbes tecnoldgicas para as nanoestruturas de ouro se intensificou [29].

Hodiernamente, inUmeras aplicagcdes sao conhecidas, inclusive em biomedicina, o

' De acordo com a IUPAC, um sistema para ser considerado coloidal deve possuir estruturas com
dimensdes entre 1 nm e 1um (em ao menos uma dire¢ao) dispersas em um meio fluido.

2 0 termo “nano” sé seria introduzido no meio cientifico para descrever estruturas com dimensodes
submicrométricas no final do século XX, em razdo da descoberta de fullerenos e nanotubos de
carbono.
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que pode justificar em parte, a origem de mitos, difundidos durante a ldade Média,
sobre o poder de cura do ouro. No entanto, essas aplicagbes n&o se restringem a
fabricagcdo de farmacos inovadores [2-4]. Outros exemplos s&0 seu uso como
catalisadores em reagdes quimicas e bioquimicas [30], como contrastes em métodos
de diagndstico por imagem, e em foto e termo-terapias [31-35]. Algumas aplica¢des
vao, inclusive, além da biomedicina, chegando até ao desenvolvimento de novas
técnicas experimentais em Fisica e Quimica, como na modalidade de
espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS, do inglés Surface
enhanced Raman spectroscopy) para caracterizacdo de novos nanomateriais [36].

Grande parte das aplicagdes das nanoestruturas de ouro em biomedicina
se deve principalmente a sua biocompatibilidade e a baixa citotoxicidade, bem como
a facilidade de controle das bandas de ressonéancia plasmdnicas através do controle
de suas dimensdes [37]. Além disso, as nanoestruturas de ouro podem se ligar com
facilidade a grupos funcionais, como tidis e aminas, permitindo mudangcas na
superficie do material e possibilitando que elas sejam usadas para carrear
substancias para células de forma eficiente e com especificidade [37, 38].

No entanto, muitas das aplicacbes em biomedicina requerem
nanoestruturas soluveis em agua que sejam livres de agregacgao [39, 40] e, para
isso, a solugdo mais comumente utilizada é o recobrimento destas com surfactantes
diversos [41]. A escolha do surfactante, por outro lado, é de extrema importancia, ja
que ele influi diretamente nas propriedades da nanoestrutura. O surfactante também
pode ter uma funcdo secundaria que é conferir as nanoestruturas de ouro uma
funcionalidade particular por permitir a ancoragem de um ligante especifico, em
funcao da aplicacao pretendida [42].

Em se tratando da funcionalizacdo de nanoestruturas de ouro, os tidis séo
os mais utilizados devido a afinidade da ligagdo —SH com o ouro, mas fosfinas e
aminas sdo também amplamente utilizadas. Além de conferir funcdes especificas,
por meio dos grupos organicos funcionais na sua extremidade livre, estes ligantes
nao deixam de realizar sua fungao primaria que é a de uma cobertura estabilizadora
[19]. Ao se utilizar moléculas com grupos funcionais que possuem afinidade pela
superficie de ouro, concomitantemente aos surfactantes, as nanoestruturas de ouro
podem ser ligadas a bioestruturas diversas como oligonucleotideos, proteinas e
anticorpos, conferindo assim uma funcionalidade ainda maior [1]. A realizagao

dessas modificagcbes ampliou ainda mais a gama de aplicagdes biomédicas para as
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nanoestruturas, permitindo o carreamento de sequéncias de DNA [43], inibidores
virais [44], e outras aplicagdes como biossensores [45].

Como ressaltado anteriormente, a possibilidade da variagdo das bandas
de absorgcdo otica dos modos de vibragbes coletivas eletronicas (transversal e
longitudinal) de acordo com as dimensdes dos nanobastdes de ouro (AuNRs),
perfazem uma vantagem inerente dessa classe de nanoestrutura sobre as
nanoparticulas de ouro, que absorvem apenas na regiao visivel [22]. Essa vantagem
abre uma gama de aplicagbes para os AuNRs como a utilizagdo dessas em terapias
fotodindmica (PDT, Photodynamic Therapy do inglés), que é uma promissora
modalidade para o tratamento do céncer. Tal técnica esta fundamentada na ligagao
de fotossensibilizadores a superficie dos AuNRs. Os fotossensibilizadores (FS) séao
em sua maioria moléculas organicas que, por excitacao 6ptica, sofrem transi¢cdes
eletrénicas entre seu estado fundamental singleto ('FS°) para estados singletos
excitados ('FS’) e, em seguida sofrem um processo de decaimento denominado de
cruzamento intersistema (ISC do inglés Inter-System Crossing) chegando ao seu
estado tripleto (°FS°). Devido a simetria, este estado ndo decai para o 'FS°
opticamente e por isso tem um tempo de vida longo. Por meio de transferéncia de
energia (ou elétrons) do °FS° para o oxigénio molecular, ocorrera a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés Reactive Oxygen Species), como o
oxigénio singleto ('0.) e radical superéxido (O,”). Estes ROS, quando em grande
quantidade e localizados nos tecidos cancerigenos, atacarao por sua vez as células
tumorais [46]. Dentre os fotossensibilizadores mais utilizados em PDT destacam-se
a porfirina, clorinas, bacterioclorinas e ftalocianina [35, 46].

A busca de novos FSs tem crescido bastante nas ultimas duas décadas. Ela
tem sido motivada pelo aparecimento de nanomaterias e compostos hibridos que
possibilitam conferir as novas geracdes de FS novas funcionalidades. Um exemplo
disso € a associagdo do FS AIPcSs (Chloro[29H,31H-phthalocyanine-2,9,16,23-
tetrasulfonato(2-)-k2N,N'Jaluminium) com AuNRs combinando as propriedades
Opticas de ambos para PDT e terapia fototérmica (PTT, Photothermal Therapy), com
o contraste fornecido pelo ouro para diagndstico por imagem via fluorescéncia de
Raios-X [35]. A PTT é baseada na absorcdo de fétons no infravermelho proximo
(NIR) por ressonancia plasménica (oscilagdo longitudinal) na superficie dos
nanobastbes. Apos a absorg¢do, os nanobastdes transferem calor para o sistema,

produzindo hipertermia localizada, o que, por sua vez, leva a morte celular. Outro
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exemplo é o uso de um sistema conjugado trastuzumab®-porfirina na superficie de
nanobastbes de ouro [6]. Este composto, além de apresentar elevado acumulo
tumoral, se mostrou também promissor ao diminuir a viabilidade celular das células
cancerigenas.

O uso das nanoestruturas de ouro como carreadores de drogas € mais
uma grande possibilidade para sua aplicagdo no diagndstico e no tratamento do
cancer. Isso se deve ao fato de que elas tendem a se acumular em tecidos tumorais
[47, 48]. Além disso, por terem alta superficie especifica, possibilitam a liberagao
controlada de varios farmacos em uma determinada regido, minimizando sua
toxicidade celular em tecidos sadios [49]. Um exemplo concreto é a ligagdo de
moléculas do paclitaxel, um agente quimioterapéutico, a superficie de AuNP com 2
nm de didmetro [50]. Contudo, em geral, as moléculas de droga mais comumente
usadas em associacdo com AuNPs sao os acidos nucleicos, nas formas de DNA,
DNA plasmodial e RNA [51-53].

2.2 — Nanoestruturas de Ouro em Biomedicina — Desafios técnicos

Dentre as muitas aplicagbes das nanoestruturas de ouro investigadas na
ultima década, destacam-se aquelas em biologia e medicina. Geralmente, as
nanoestruturas sdo nanoparticulas (AuNPs) ou nanobastbes de ouro (AuNRs) que
se encontram em suspensao, seja em meio aquoso, bioldgico ou celular.

Para se entender, num contexto mais geral, os desafios técnicos para a
viabilizacdo de varias destas aplicagdes, considere-se o0 caso particular de AuNRs
como agentes carreadores de drogas. Numa potencial aplicagdo como essa, a
funcionalizagdo simultdnea da superficie de um nanobastdo tanto com o agente
direcionador, quanto com o farmaco propriamente dito, se torna um problema
quimico complexo [50, 54, 55]. Tendo em vista que a funcionalizacdo de AuNRs
como carreadores de droga requerem algumas propriedades tais como: 1)
circulagao prolongada no sangue; 2) capacidade de acumular especificamente, ou
nao, na zona patolégica requerida; 3) responsividade a estimulos locais, como

alteracdes de pH e/ou temperatura, resultando, por exemplo, na liberagao acelerada

3 Anticorpo monoclonal, com alta afinidade ao Receptor do Fator de Crescimento Epidermal Humano
2, HER2.
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de farmaco; 4) entrega intracelular eficaz do farmaco e direcionamento destes a
organelas alvo; e, por fim, 5) a observagéo, por técnicas de imagem e em tempo
real, de sua acumulagdo no alvo [54]. Nao menos importantes, serdo, para
potenciais aplicagdes, outros desafios mais especificos, como a interagdo dos
grupos funcionais superficiais (agente direcionador, farmaco, surfactante, etc.) entre
si, € com 0 meio externo (solugdo aquosa, meio bioldgico, etc.) [54], bem como a
influéncia de parametros do meio externo (ex. polaridade, viscosidade, pH, pK e
temperatura) em propriedades como a difusividade, agregacéao [56], carga superficial
[57] e biodistribuicido [58].

A solucao desse problema complexo passa por complicados testes in vivo
e in vitro muitas vezes irreprodutiveis devido a pequenas, ou quase imperceptiveis,
variagdes das condicgdes iniciais [59]. Por isso, esses experimentos sdo repetidos,
isto é, feitos em triplicatas, por exemplo, e a analise dos resultados baseada em
estatisticas. Este problema se torna muito mais complexo e caro quando a fase de
testes chega as cobaias vivas e testes em humanos [60]. Na figura 2.1 abaixo pode-
se ter uma ideia da complexidade do problema ao se projetar uma nanomaquina

baseada em AuNR com agentes carreadores de farmacos.

[_ Agente Direcionador
@ Farmaco/Principio Ativo
e Surfactante/Estabilizador

4 Marcador de Spin

Agentes Externos
‘Temperatura
-‘Viscosidade
-Polaridade

-pH

Figura 2.1: Esquema representativo da complexidade de uma nanomaquina, baseada em AuNR

funcionalizados, projetada para carreamento de drogas.



26

O estudo das interagdes entre os grupos funcionais das nanoestruturas,
entre si e com o0 meio, por uma técnica fisica capaz de isola-las, pode ser uma saida
elegante para parte desse problema complexo. A ligagdo de um marcador de spin a
superficie do ouro € um exemplo disto. Como sera visto em detalhes mais a frente, o
marcador de spin € uma molécula contendo um radical estavel paramagnético,
projetada para se ligar a um substrato, neste caso ao AuNR. Além de se ligar ao
substrato, o spin desemparelhado do radical funcionara como sonda paramagnética
local, sendo facilmente detectado por EPR. Essa metodologia de marcadores de
spin por EPR tem sido usada com bastante sucesso na bioquimica [13, 17, 61], e
pode, por sua vez, fornecer informagdes unicas sobre a interacdo entre os
marcadores, o substrato e o meio (solvente) [62]. Outras vantagens para o estudo
destes sistemas sdo: a possibilidade de obter informacado da dindmica do sistema
em intervalos de tempo muito curtos* e a capacidade de estimar a distancia entre os
marcadores de spin via interagdes spin-spin e assim sondar sua distribuicdo em
funcao da forma da nanoestrutura [63].

A partir dos parametros do Hamiltoniano de spin derivados do espectro de
EPR, como a interacdo hiperfina, por exemplo, & possivel também estimar a
influéncia do meio nos grupos funcionais ligados as nanoestruturas. Ao se alterar
parametros como pH ou polaridade do solvente, o marcador de spin funcionara,
neste caso, como sensor quimico, permitindo quantificar estas alteragcdes externas
[64].

A difusao rotacional do sistema (nanoestrutura + marcador de spin) sera
outra informacdo importante extraida do espectro de EPR, assim como sua
dependéncia com, por exemplo, a viscosidade do solvente. No entanto, para se
chegar a este nivel de informacao, é fundamental que marcadores de spin seletivos
para nanoestruturas de ouro sejam preparados, ligados e caracterizados. Esse é um

dos objetivos deste trabalho.

* Usualmente EPR ¢ feita com o uso de radiagdo eletromagnética na faixa de micro-ondas

(~ 10 GHz). Isso permite que se investigue, indiretamente, a dindmica de spins em uma escala de
tempo até ~ 10™'° s. Enquanto em técnicas como NMR é limitada a tempos da ordem de 10~¢s (MHz).
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2.3 — EPR e Radicais Nitroxidos — Historico e estado da arte

Marcadores de spin sdo moléculas organicas que possuem um grupo
radicalar estavel, ligado a outro grupo organico cuja funcionalidade é se ligar a um
substrato especifico. O grupo radicalar normalmente contém um elétron
desemparelhado e, portanto, um momento de dipolo magnético eletrénico. A técnica
experimental mais adequada para se investigar moléculas com estes grupos
radicalares é, portanto a EPR. Como ja dito anteriormente a funcionalizagdo de um
marcador de spin parte da escolha de uma classe de radicais estaveis, como sera
justificado brevemente. O radical escolhido neste trabalho e na grande maioria dos
trabalhos apresentados na literatura € da classe dos nitroxidos. Portanto,
inicialmente sera apresentado um breve relato dos primeiros radicais nitréxidos
sintetizados e, em seguida, apontados alguns dos pesquisadores que foram os
pioneiros para ampliacdo da diversidade e aplicabilidade classe dos radicais
nitroxidos.

O primeiro relato de um radical nitroxido ocorreu um século anterior ao
desenvolvimento da técnica de EPR®. Através de uma reacdo com o bisulfito de
potassio e nitrito de potassio seguido de oxidagdo, Fremy sintetizou o primeiro
radical nitroxido, que ficou conhecido como sal de Fremy (KoNO7S,, Dipotassium
(disulfonatoamino)oxidanyl) [68]. Ja o primeiro radical nitroxido orgéanico foi
preparado por Piloty e Schwerin em 1901 (CsHgN4O, [(2E)-4-Amino-2-imino-5,5-
dimethyl-2,5-dihydro-1H-imidazol-1-ylJoxidanyl) [69].

Anteriormente ao advento da técnica de EPR, a propriedade dos radicais
mais discutida na literatura era sua alta capacidade de oxidacédo e sua estabilidade.
Por exemplo, os autores G. Schwarzenbach e L. Michael estudaram radicais livres
que sao formados nas etapas intermediarias do processo reversivel de
reducao/oxidagao, para os grupos indamina e indofeno [70]. A presenga do elétron
desemparelhado dos radicais livres, apesar de proposto por alguns autores como
Joseph Kenyon e Samuel Sugde [71], foi confirmada anos mais tarde com a técnica
de EPR com o trabalho dos autores A. Holden et al. estudando o radical denominado

°Em 1944, na URSS, a ressonancia paramagnética foi observada pela primeira vez por Zavoisky[65-
67].
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por eles de 2-(phenyl nitrogen oxide)-2-methyl pentane-4-one-oxime-N-phenyl ether
[72].

A ampla produgdo dos radicais nitroxidos foi iniciada na década de 1960
na URSS, impulsionada pelo trabalho de Lebedev [73], e uma grande variedade de
derivados do radical TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1—piperidiniloxi) tem sido sintetizada,
desde entdo. Isso porque a possibilidade de acoplamento e modificagcado estrutural
dos nitroxidos sem a perda do paramagnetismo demonstra a grande estabilidade
dessa classe de radicais [13], viabilizando as inumeras aplicagdes. Estas vao além
de seu uso como marcadores de spin, mas estendem-se também a possibilidade de
se aferir, localmente, a polaridade [14], o pH [64, 74] e quantidade de oxigénio
dissolvido [75], este ultimo pelo seu paramagnetismo. Além disto, estas moléculas
podem ser acopladas as moléculas de DNA e RNA, com a funcdo de elucidar a
dindmica dos processos biologicos dependentes da sequéncia de DNA e RNA,
incluindo o reconhecimento de proteinas e o empacotamento da cromatina [76-79].
Outro estudo relatado na literatura € o uso dos radicais livres como sonda de spin,
com a finalidade de se investigar, in situ, propriedades antioxidantes [80]. Mais
detalhes sobre aplicabilidade dessa classe de materiais podem ser encontrados em
varios livros como os dos autores Likhtenshtein e Berliner [12-18].

Os primeiros autores a observar a estabilidade dos radicais nitréxidos®
foram Neiman e Rozantsev [83]. Nesse trabalho, os autores apresentaram o radical
TEMPONE (CgH16NO,, 2,2,6,6-Tetramethyl-4-oxo-1-piperidinyl)oxidanyl) e descre-
veram inumeros acoplamentos de outras moléculas a ele, sem a perda do

paramagnetismo. Assim como observado por Neiman e Rozantsev, além da grande

® Em seus trabalhos Rozantsev et al. [81]. obtiveram resultados que corroboraram com a teoria de
que o elétron desemparelhado estaria delocalizado entre os atomos de nitrogénio e oxigénio da
molécula. O principal argumento do autor se baseou no célculo da energia de ligagdo para a ligagcao
N-O-, resultado obtido a partir do calculo da entalpia de combustdo e da média das energias de
ligacdo termoquimicas. Segundo Rozantsev, a ligagdo N-O- possui uma energia de ligagdo de
101 kcal, enquanto para as ligagdes N-O e N=O séo, respectivamente, 55 kcal e 145 kcal [82]. Com
0 objetivo de confirmar a estabilidade da ligagdo N-O-, Rozantsev et al. [81] obteve a energia de
dissociacao desta ligagéo radicalar e de seus compostos protonados, ou seja, para a ligagao N-OH. O
resultado obtido foi novamente proximo do anterior para a ligagdo N-O- (100,5 kcal) enquanto para a
ligacdo N-OH o valor encontrado foi de 70,1 kcal. Isso comprovou que os radicais nitréxidos s&o

também mais estaveis energeticamente que seus compostos protonados.
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estabilidade dos radicais nitroxidos, o sinal de EPR dessa classe de radicais foi
verificado como sendo bastante caracteristico, isto € um tripleto de linhas, referentes
as transigdes de spin causadas pela interagdo do elétron desemparelhado com o
spin nuclear | = 1 do "N (abundancia natural ~ 100 %).

Os radicais nitréxidos podem se ligar as outras estruturas ou mesmo
sofrer modificagbes sem a alteragdo do grupo radicalar (NO-). A estabilidade dos
nitroxidos se deve a delocalizagcdo do elétron desemparelhado, podendo ser
representado como uma superposi¢ao de estados de ressonancia. Na Figura 2.2
esta representada para a molécula do radical TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-

tetramethyl-1-piperidinyl)oxidanyl) esta ressonancia dos estados da molécula dos

nitréxidos:
OH OH
/}/“H!R //
~J £ e = 5 S d
/,f x_a s /./ : N ‘,// 2 3
N +
(0] (0)

Figura 2.2: Representagao da ressonéancia dos estados da molécula do radical TEMPOL.

Sendo a principal motivagao deste trabalho o estudo da dindmica local de
AuNRs e de seus ligantes, a escolha de um marcador de spin para se ligar a eles é
indispensavel. Dada a estabilidade quimica dos radicais nitroxidos, a funcionalizagao
destes para a marcagcdo das nanoestruturas de ouro € uma grande possibilidade.
Com o objetivo da formacédo de um sistema estavel (marcador + nanoestrutura de
ouro), tem-se a necessidade de um marcador de spin que possua um elemento com
alta afinidade com o ouro. O acoplamento de um grupo tiol a estrutura molecular de
um radical nitroxido estavel comercial (ex. TEMPOL) é nossa proposta neste
trabalho.

A partir de agora, serao apresentados os principais resultados relatados

na literatura para os radicais do tipo nitroxido (em especial o radical TEMPOL)
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extraidos da técnica de EPR. Em seguida sera descrito os resultados obtidos
também pela técnica de EPR para os marcadores de spin ligados as nanoparticulas
de ouro.

Inicia-se descrevendo os resultados denominados como fatores de
calibragdo para o radical livre de TEMPOL. Dentre eles ha a variagdo do sinal de
EPR com a concentragdo do radical TEMPOL livre em solugdo, em termos da
intensidade do sinal [84, 85]. Os graficos obtidos por estes autores demonstram
dependéncia linear da intensidade do sinal de EPR com a concentrag&o do radical
livre de TEMPOL, como era esperado. De fato o TEMPOL é usado exatamente
como padréao para concentragdo em uma vasta gama de trabalhos, inclusive neste,
segundo o protocolo em [86]. A mudanca na forma de linha do espectro de EPR em
relagcdo a variagdo da concentracdo do radical livre também ja foi discutido na
literatura [13]. Em geral, o espectro esperado para o radical livre de TEMPOL em
solucdo € definido por um tripleto, resultante de uma interacdo do elétron
desemparelhado (S =1/2) com o spin nuclear do nitrogénio (I = 1). Relatos da
literatura mostram que a partir de uma certa concentracédo (~10mM) a forma de linha
do tripleto é deformada [13]. Em concentragbes mais elevadas (~100mM) a forma
de linha do tripleto é substituido por uma linha (com forma Voightiana’) larga [13].
Esta variacdo da forma de linha do espectro é devido a interacao de troca, resultante
da interacao entre os spins dos radicais quando em alta concentragao. Likhtenshtein
et al. apresenta alguns espectros de EPR para um radical nitroxido (/Bis(2-methyl-2-
propanyl)aminojoxidanyl, DTBNO) que ilustram a variagao da forma de linha com o
aumento da concentracao radicalar [13].

A contribuicdo da interagdo de troca ao espectro de EPR pode ser
quantificada pela constante de acoplamento de troca isotropica (Jy). A variacéo da
forma de linha do espectro de um radical nitréxido em relagéo ao valor da constante
de acoplamento de troca € ilustrada na ajuste obtida por Dobryakov [87].

No capitulo 3, sdo discutidos os conceitos basicos da técnica de EPR,
fundamentada na absorg¢do da onda eletromagnética com energia da faixa da micro-
ondas pelo sistema de spins. Adiantando, em uma determinada poténcia de micro-

ondas o sistema entra em regime de saturagdo da populagéo dos estados de spin. O

" Como veremos mais adiante, tal forma de linha é a convolugdo entre uma Lorentziana e uma
Gaussiana.
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valor da poténcia de micro-ondas que define a saturacdo do sistema € de extrema
importancia para cada amostra paramagnética em questdo, essa medida pode ser
denominada como curva de saturagdo. Em trabalhos como [84, 85] o sinal de
absorcao do espectro de EPR ¢é apresentado em fung¢ao da poténcia de micro-ondas
para o radical TEMPOL. Contudo, outro elemento que definira a curva de saturacao
para uma amostra paramagnética € a cavidade de ressonancia utilizada. Tamski
obteve diferentes curvas de saturacdo para a amostra de TEMPOL em solugéo
aquosa para diferentes cavidades do espectrometro de EPR [85].

A geometria da cavidade de ressonancia, sendo ela retangular ou
cilindrica, influenciara nos modos dos campos elétricos e magnético em seu interior.
Portanto, a escolha da geometria da cavidade devera ser tomada com a finalidade
do experimento. Por exemplo, as cavidades cilindricas s&o indicadas para medidas
que precisam ser iluminadas (foto-EPR) por conter uma janela 6tica da ordem de
N2. Ja as cavidades retangulares sao ideais para uso de flat-cells, devido a
indepedéncia da largura da cavidade ao fator de qualidade (Q), que sera o fator que
indica quao eficientemente a cavidade armazena energia de micro-ondas. O uso do
solvente sera outro fator que ira influenciar o fator de qualidade Q, sendo a
constante dielétrica um fator crucial para o acoplamento da cavidade. Para solventes
polares, como a agua, havera uma perda consideravel no fator de qualidade Q
devido a absor¢cdo nao ressonante da amostra através do campo elétrico. Para
casos limites, pode acontecer a impossibilidade do acoplamento da cavidade
decorrente da quantidade do solvente polar utilizado.

Como ja discutido anteriormente, as aplicagbes dos marcadores de spin
em sistemas biologicos se dao comumente em solugdes, em que podem ser
empregados tanto radicais livres quanto os marcadores de spins ligados a
substratos. Assim, um fator importante a ser analisado é a influéncia dos solventes
em solugdes radicalares. Com a elevacdo da polaridade do solvente, havera o
deslocamento da densidade de spin do elétron desemparelhado em direcdo ao
atomo de nitrogénio, aumentando assim a populagao eletrénica no orbital ; [64]. A
técnica de EPR é apropriada para aferir esta variagdo em relacdo a polaridade do
solvente, uma vez que as componentes do tensor hiperfino estimam a distribuicao
de probabilidade do elétron desemparelhado. O aumento da componente z do tensor
hiperfino com a variagdo do solvente indica o aumento da polaridade do meio,
devido, ao deslocamento da densidade eletrénica em direcdo ao atomo de nitrogénio
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[64]. A componente x do tensor g também sera sensivel a mudanga da polaridade
do solvente, o valor dessa componente do radical ira diminuir em solventes polares
se aproximando do valor do elétron livre (g, = 2,0023) [64, 88]. Lebedev et al. retrata
os valores das componentes dos tensores referentes ao Hamiltoniano para o
sistema do radical TEMPOL em diversos solventes [88].

Outro parametro que tera importancia fundamental para o estudo da
dindmica dos marcadores de spin em solugédo sera a viscosidade do solvente que
compoe o sistema. Este parametro reflete um frenamento do movimento rotacional
das moléculas do marcador de spin, causado pela interagcdo destas com as
moléculas do solvente. A teoria que descreve a dinamica dos marcadores de spin
imersos em solventes com viscosidades baixas (<9x10°cp), prevé o impedimento
rotacional causado pela interagdo do marcador de spin com o solvente pela equagao
de difusdo em fluidos de Stoke-Einstein [89] (vide capitulo 3). Dentre os diversos
trabalhos que demonstram experimentalmente a correlacdo da viscosidade do
solvente com a dindmica molecular de radicais da classe dos nitroxidos, destaca-se
um trabalho recente dos autores Joshua Biller et al. [90] que aferem a influéncia da
viscosidade para os tempos de correlacdo do radical TEMPONE deuterado em
cinco solventes (medidos com EPR em 34 GHz e a 295 K), resultando em uma
queda de um fator ~ 2 no tempo de correlagao para difusdo rotacional, do solvente
mais viscoso para o menos viscoso [90].

Um dos primeiros objetivos deste trabalho é caracterizar sistematicamente
por EPR, o TEMPOL livre em solugdo. Além disso, € nestes mesmos moldes,
caracterizaremos também o novo marcador de spin desenvolvido neste trabalho
especificamente para nanobastdes de ouro, o ALTEMPOL (TEMPOL-&cido lipdico).
Apos comparar os resultados experimentais desta caracterizagcao entre si, e com a

literatura, utilizaremos o ALTEMPOL para a marcacao dos nanobatdes de ouro.

2.4 — Marcacao de Spins em Nanoestruturas de Ouro — Estado da arte

No que se diz respeito aos marcadores de spin ligados as nanoestruturas
de ouro, a maioria dos resultados experimentais tém sido relatada pelos grupos de
A. Caragheorgheopol e V. Chechik, e apenas para AuNP [8-10]. Estes autores
publicaram, em 2003, dados comprovando o sucesso da ligacdo de marcadores de
spin da classe dos nitroxidos em nanoparticulas de ouro. Além disso, foi feita uma
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analise preliminar da dindmica rotacional destes marcadores através da técnica de
EPR [8]. Com o intuito de se investigar a influéncia do comprimento das moléculas
do marcador de spin em sua dinamica rotacional, os autores sintetizaram trés
marcadores a partir da reagdo de acoplamento entre acidos sulfonados e o radical
livre  TEMPAMINA (CgoH19N2O, 4-Amino-2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyl)oxidanyl).
Além da variacdo da extensdo de sua cadeia molecular, a presenga dos atomos de
enxofre nos marcadores, provenientes dos acidos sulfonados, possibilitou a troca de
moléculas do agente de recobertura por marcadores de spin a superficie da AuNP. A
sintese das nanoparticulas de ouro (~ 5nm) utilizada pelos autores seguiu 0 método
de Brust, empregando diferentes moléculas tioladas como agentes de recobertura
(butanotiol, hexanotiol, octanotiol e octadecanotiol). Nesse trabalho os autores
chegaram a conclusao de que o menor impedimento rotacional para uma molécula
do marcador de spin ligado a superficie de ouro ocorre, quando é utilizado o
marcador de spin de cadeia molecular mais extensa e, moléculas do agente de
recobertura de menor comprimento. Apds analise da forma de linha do espectro de
EPR dos marcadores de spin verificou-se que as nanoparticulas com maior
densidade superficial de marcadores de spin (> 10/AuNP) foram aquelas em que o
agente de recobertura usado foi a trifenilfosfina por possibilitar maior eficiéncia na
reacao de troca entre radicais e agentes de recobertura. A maior afinidade do grupo
tiol com a superficie de ouro das AuNPs, em relacéo a afinidade desta com o grupo
fosfina, garantem a maior eficiéncia na reag¢ao de troca [8].

Em outro trabalho, publicado no ano de 2005, Agneta Caragheorgheopol
et al. estudaram a interacdo Dipolo-Dipolo a partir do espectro de p6 (EPR) de
amostras congeladas de AuNPs com dois marcadores de spin de comprimento
distintos [9]. A interagcdo Dipolo-Dipolo, segundo os autores, é predominante na
interagdo entres spins eletrdbnicos em regimes rigidos, enquanto, que em solugdes
em temperatura ambiente a interagdo preeminente sera a interacdo de troca. A
quantificacdo da interacdo Dipolo-Dipolo entre marcadores de spins adsorvidos a
superficie das AuNPs (& ~1,5 nm), recobertas com trifenilfosfina, foi feita através de
um parametro empirico, a razdo entre as alturas pico a pico (d;/d) das transicdes do
espectro de EPR (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Espectros de EPR de AuNPs marcadas com radicais nitréxidos em solugédo congelada de
toleuno/diclorometano, extraidos de [9]. Destacam-se as alturas pico a pico das transi¢des que

possibilitam a quantificagao da interagdo Dipolo-Dipolo entre os spins dos marcadores.

Nesse trabalho, os autores obtiveram uma estimativa da distancia entre as
moléculas dos marcadores de spin adsorvidos na mesma AuNP. Ela foi determinada
pela comparagcdo com solugdes do radical TEMPO (CgH1sNO, (2,2,6,6-Tetramethyl-
1-piperidinyl)oxidanyl) de concentragcdes conhecidas. Em seguida, os autores,
modelaram o parametro d4/d, sensivel a interacao Dipolo-Dipolo entre spins vizinhos,
para uma distribuicao gaussiana de tamanhos das AuNPs, com distribuicdo aleatoria
dos marcadores de spin na superficie do ouro, e, por fim, na auséncia de interagao
de troca entre os spin. Os resultados obtidos sdo consistentes com os parametros
encontrados experimentalmente para uma recobertura de até 3 marcadores de spin
por nanoparticulas.

Dois anos mais tarde (2007), esse mesmo grupo publicou um trabalho
em que foi feita uma analise da difusdo rotacional de diversos marcadores de spin
ancorados a superficie de AuNPs (~ 5nm) recobertas com uma variedade de
composto (butanotiol, octanotiol, octadecanotiol e PEG) [10]. O ajuste dos espectros

de EPR permitiram os autores encontrar os valores principais para os tensores g e A
dos radicais nitréxidos dos marcadores. Com os valores da difusdo rotacional,
calculados a partir dos tempos de correlacdo, em funcao da variagao da temperatura
do sistema, os autores aferiram o valor da energia de ativacao rotacional para cada
marcador de spin utilizado para a marcacdo das AuNPs [10].

Dado os resultados encontrados pelo grupo Agneta Caragheorgheopol et
al. para a marcagdo das AuNPs, nanoestruturas de morfologia distintas podem
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revelar outras propriedades. O uso de nanobastbes para marcacdo acrescentaria
ainda mais a respeito da distribuicdo dos marcadores na superficie do ouro. Em
previséo, o espectro de EPR dos AuNRs marcados apresentaria duas contribuigdes
distintas. A interacdo das moléculas do surfactante com os marcadores e a interagao
entre os spins ocorrera da maneira distinta, dada a ligagao do radical na face ou nas
pontas. No entanto, ndo ha na literatura, até a presente data, resultados para
marcadores de spins ligados a outras nanoestuturas de ouro e, em especial aos
nanobastdes de ouro, tema deste trabalho. A seguir, no capitulo 3, séao
apresentados os conceitos basicos da principal técnica utilizada aqui, a Ressonancia

Paramagnética Eletrénica.
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3 — RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA: TEORIA E
EXPERIMENTO

A principal técnica experimental utilizada neste trabalho € a Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR, do inglés Electron Paramagnetic Resonance).
Neste capitulo sera feita uma breve introdugao sobre ela, discutindo alguns de seus
conceitos basicos. Dentre eles, destacam-se: o Hamiltoniano de spin com as
interacbes Zeeman e Hipefina; a forma de linha do espectro de EPR; e os
mecanismos de relaxacdo de radicais em liquidos. Enfase sera dada a aplicacdo
destes conceitos ao estudo de radicais nitréxidos (-NO-), presentes nos marcadores
de spin, foco deste trabalho. No final deste capitulo, o espectrdmetro de EPR usado

neste trabalho sera apresentado.

3.1. — O Hamiltoniano de Spin — Interagoes magnéticas

O momento de dipolo magnético ug associado ao spin do elétron pode ser

escrito como:

fs = _geMB§1 (3.1)

onde ge € uma constante adimensional denominada fator g do elétron livre®, e g 0

magnéton de Bohr®. Na presenca de um campo magnético estatico B,, havera uma
interagcéo entre este, e 0 momento magnético. O Hamiltoniano de spin que descreve

esta interacao sera:
H = —Ji5. By = getpBoS,. (3.2)

Por convencgao, toma-se o eixo z como a dire¢ado do campo magnético aplicado, isto

é, B, = B,k.

®9. = 2,00231930436182(52)(https://physics.nist.gov/ acessado em 16/02/2018).
g = Zlei = 927,400 9994(57) x 1072¢ ] /T(https://physics.nist.gov/ acessado em 16/02/2018).

Mme
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O spin de um elétron livre € S =1/2. Logo, o momento de dipolo
magnético associado a ele possui duas orientagdes possiveis, ou autoestados (|a, >
e |B. >) 19 cuja degenerescéncia é levantada na presencga de E; Estes autoestados

s&o associados, respectivamente, aos numeros quénticos mg; = 1/2 e my = —1/2:

1
H|ag >= Eqla, >=> E, = Ege.uBBO
(3.3)

1
H |ﬁe > = Eﬁlﬁe >= EB = _Ege.uBBO-

Os dois niveis de energia (E, € Eg) das equagbes acima, e representados

na figura abaixo, variam linearmente com a intensidade do campo externo. A este

efeito € dado o nome de efeito Zeeman eletronico.

c 4
%geUBBO
o
AE = gel,lBB[]
/'62:_5 X
\%}-T,EHBBU
Bl

Figura 3.1: Diagrama energético do efeito Zeeman para o elétron livre.

Usualmente outras contribuicbes ao Hamiltoniano de spin serdo também

observadas. Dentre elas as mais importantes s&o aquelas causadas pela presenga

'% Na notagao de Dirac.
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de um spin nuclear diferente de zero na vizinhanga do spin eletrénico do radical.
Assim como no efeito Zeeman eletrébnico, um campo magnético externo também
quebrara a degenerescéncia dos estados de spin nucleares. Esta interacdo é
denominada de interagdo Zeeman nuclear, sendo esta trés ordens de grandeza
menor que a interagcdo Zeeman eletronica. Isso ocorre porque o magnéton nuclear
Uy (do préton)i! é cerca de 1840 vezes menor que o magnéton de Bohr ugz para o
elétron'. O desdobramento dos niveis para o efeito Zeeman nuclear € analogo ao
descrito pelas equacgdes (3.3). Diferencas existem na multiplicidade de autoestados
e no ordenamento dos niveis. Estes dependem, respectivamente, do spin nuclear
que produz 2 + 1 niveis de energia, e do fator g nuclear de cada isétopo.

A outra contribuicdo ao Hamiltoniano de spin devido a presenca de um
spin nuclear ndo nulo na proximidade do elétron desemparelhado sera a interagao
Hiperfina. Ndo menos importante que a interacdo Zeeman nuclear, ela é resultado
da interacdo entre os momentos de dipolo magnético nuclear e eletrénico.

Para um elétron livre interagindo com um unico nucleo, na presenga de

um campo externo, o Hamiltoniano de spin € dado por:
H = gettpBoS; + aS;1,—gninBol,. (3.4)

O primeiro termo de (3.4) é referente ao efeito Zeeman eletrénico, o segundo é
devido a interagdo Hiperfina, e o ultimo devido ao efeito Zeeman nuclear. A
constante a é conhecida como constante de acoplamento hiperfino. Como a
interagdo Zeeman eletrénica € muito maior do que a interagéo hiperfina (e Zeeman
nuclear), a solugdo do Hamiltoniano acima € usualmente obtida, em primeira ordem,

pela Teoria de Perturbag¢ao Independente do Tempo.
Para um sistema isolado com um elétron (S = %) eumnucleode I =13 e,

assumindo inicialmente interagdes isotropicas, tém-se os seguintes autoestados e

autovalores para os operadores de spin:

Mg = 5,050 783 699(31) x 1027 | /T (https://physics.nist.gov/ acessado em 16/02/2018).
' Devido a raz&o entre as massas de repouso do préton e do elétron.
3Similar ao dos radicais nitréxidos em que o elétron desemparelhado interage com um nucleo de "N

(I1=1).



https://physics.nist.gov/

39

1 1
Sylae >= Elae > Sz1Be > = _Elﬁe >
(3.5)
Llay > = 1|lay > LBy >=0|By > Llyy >=—1lyy >.

Expandindo o espago de spin eletrbnico e nuclear via produto tensorial |¢, >&

lon > = |p.on >, pode-se definir os autoestados do sistema completo como:

|p1 >=lacay > ; |p2>=|acfy > ;5 |¢p3>=|aeyy >
|ps >=|Bean > ; |Ps>=|Befn > 5 |6 >=|Be¥n >

(3.6)
Aplicando o Hamiltoniano (3.4) aos autoestados listados em (3.5) e (3.6),
as energias deste sistema podem ser obtidas analiticamente. O resultado deste

calculo é representado no esquema da figura abaixo.

4 Zeeman Eletrénico  Hiperfina Zeeman Nuclear
>
1/2gep5Bo + 1/2a + gnpnBo O |#3 k
1/2g.1Bo + 1/2a W o Sy
AE; = gepipBo+ a

a, >/ > %

1/2g. 1By r| 2 - |¢2 o |¢2
AE; = getigBo
S|y >

1/2g.ppBo—1/2a 'Lﬁ_ |y >

1/2gepgBo — 1/2a — gntnBo 2 i
S
o

—1/2geppBy+ 1/2a km’— |ps >

—1/2g.upBo + 1/2a — gnpnBo <
' / AE3 = gepBo — a

LB >
_1/299’1330 v |B€ : |¢"5 > o |¢'5

>

“1/2geBo -~ 1/20-+ gutinBo g > ALe
—1/2getipBo—1/2a RNy

Figura 3.2: Diagrama de niveis de energia de um sistema com S = 1/2 e I = 1, na presenga de um
campo B_O). Também sdo mostradas as transigdes que dao origem ao espectro de EPR, isto &, para as

regras de selegdo |Am, = 1| e |Am, = 0| (a serem discutidas adiante).
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No diagrama da figura 3.2, foi assumido no calculo, que a interagéao
Hiperfina € maior do que a interagdo Zeeman nuclear. Note que esta ultima
contribuicdo ndo muda a energia das transi¢cdes entre os niveis de spin eletrénico e,
por isso, pode ser ignorada no Hamiltoniano quando formos tratar de espectros de
EPR.

Em centros paramagnéticos reais, no entanto, o fator g do elétron livre
(ge) € substituido por um fator g que, na maioria dos casos, se afasta de g, devido a
contribuicdo orbital ao momento de dipolo magnético eletrénico. Esta perturbacao

pode ser escrita em termos da interagéo spin-6rbita, como mostrado na equacgao:

(3.7)

< Yol Li[Yp; >< PylL; [ >
gij:ge6ij_2/12 . R ! ,
l 1 — Eo

onde §;; € o delta de Kronecker; 4 o acoplamento spin-orbita; e 1, e ¥, as fungdes

de onda do estado fundamental e do estado excitado do elétron, respectivamente, E|,
e E; sdo as energias correspondentes.

Além da interagcdo spin-oOrbita (1), o campo cristalino (eletrostatico)
causado pelos ions vizinhos, cuja intensidade € A, também afeta o fator g. Este
campo reflete a simetria local do centro paramagnético em moléculas e sélidos,
modificando as fungdes de onda do elétron desemparelhado. Como consequéncia o
fator g, inicialmente escalar, passa a ser substituido por um tensor g.

A interacdo spin-6rbita e o campo cristalino tém efeitos contrarios. Por
isso, cada uma das trés  componentes independentes de g
(gxx» 9yy € Gzz), ao longo das diregbes principais, apresentara um desvio
6g:i = ge—9ii (i = x,y,z). Este dependera, por sua vez, da razdo entre a constante
de acoplamento spin-6rbita e o valor da contribuicdo do campo cristalino (1/4) [91].

Assim como o efeito Zeeman eletrdnico, a interagao hiperfina em sistemas
anisotropicos também reflete a simetria da vizinhanga local do elétron

desemparelhado e, por isso, também tera um carater tensorial. A diferenca entre as

componentes principais do tensor hiperfino A se da pela mistura dos orbitais
eletrdbnicos na vizinhanga do nucleo em questdo. Para um elétron num orbital

puramente tipo “s”, o tensor se reduz a uma constante de acoplamento isotropica

que é proporcional a densidade eletrénica no sitio do nucleo. Para elétrons em
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orbitais tipo “p”, por exemplo, a interacao hiperfina é anisotrépica e o acoplamento
tensorial. Por conveniéncia, o tensor hiperfino pode ser decomposto em uma parte

isotropica e outra anisotropica:
A= (aT+5). (3.8)

A constante a € uma grandeza escalar conhecida como Termo de Contato
de Fermi [89]:

2
a= gﬂogeMBgNHNWZ(O)L (3.9)
Em (3.9) y(0) sera o valor assumido pela funcdo de onda do elétron

desemparelhado, tipo “s”, na posicao nuclear [14].

O tensor hiperfino anisotropico B tem, por sua vez, traco nulo. Suas

componentes podem ser decompostas em duas constantes: b e b'.

_ [~b+D
B= —b—b' . (3.10)
2b

Para uma simetria axial b’ = 0 e:

A” =a+2b
(3.11)
AJ_ =a-— b
Havendo uma redugdo de simetria a partir da simetria axial, este desvio sera

representado pela constante b’ # 0.

Os elementos do tensor B (By, =—b+b', B,

y=—b—Db" e B,,=2b)
estdo, por sua vez, relacionados a interacdo dipolo-dipolo entre o elétron
desemparelhado (em orbitais tipo “p”, “d” ou “f’) e o nucleo em questédo [92]. Eles

sao dados por:

3xl-xj

u 8 (3.12)
B;j = #ge.uBgN:uNf< 5 —r_l;> lY(r)|?dv,
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onde x; e x; descrevem as componentes do vetor posi¢gdo do spin eletronico e do
nuclear, respectivamente, e ¥(r) é a funcdo de onda eletrbnica. Vale lembrar que,
na maioria dos casos, a fungcdo de onda do elétron é composta de uma mistura de
orbitais que faz com que haja na interacdo hiperfina, tanto uma contribuicdo
isotrépica devido ao Termo de Contato de Fermi, quanto devido a interagdo dipolar.

O sistema a ser investigado neste trabalho, ndo é um sistema isolado
S =1/2 e I = 1isotropico. Ele € um radical nitréxido (-NO-), ligado a uma molécula
organica complexa e, portanto, apresentara anisotropia tanto na interagdo Zeeman,
quanto na Hiperfina.

A distribuicdo eletrénica para o radical NO-, dada pela teoria do orbital
molecular é representada na Figura 3.3. Ela resulta em um elétron desemparelhado

ocupando o orbital molecular antiligante .

N 1 o 0
2P, -;]_P?’ 21Pz | -105!' i ':L 11 1 -
1 ] ,l L 2P, B 2Ry 2R
s 11
. S

Figura 3.3: Distribuicao eletrénica da ligagdo N-O de acordo com a teoria dos orbitais moleculares.

Por simplicidade, pode-se tratar este elétron do orbital molecular m, como
estando em um orbital predominantemente do tipo 2p,centrado no atomo de

nitrogénio, como mostrado na Figura 3.4 [64].
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Figura 3.4: Representagéo da conformagao molecular do radical (-NO-) na molécula de TEMPOL e

do orbital 2p, do atomo de nitrogénio (em azul) segundo os eixos moleculares. Adaptado de [93].

Na figura acima, o radical nitroxido esta ligado a molécula orgéanica
complexa formando o radical TEMPOL, fundamental aos os estudos neste trabalho.
Para este tipo de radical, em que apenas atomos leves estdo envolvidos nas
ligacdes, a interagdo spin Orbita 4 € muito pequena. Como consequéncia, as
componentes do tensor g estdo muito préximas do fator g do elétron livre (g,.), com
desvios 6g;; menores que 1% [1,4].

Além disso, o elétron desemparelhado num orbital predominantemente
tipo 2p, interage com nucleos do atomo vizinhos como o nitrogénio. Este tem como

is6topo mais abundante o **N (abundancia natural de 99,63%) de spin nuclear I = 1.

Logo, havera uma interagdo hiperfina A entre um spin eletrénico S =1/2 e um
nuclear I = 1, descrita por um Hamiltoniano semelhante ao da equacéao (3.4) e com
desdobramentos de niveis parecidos com os da Figura 3.2.

Enquanto que para o nitroxido a anisotropia do tensor g € pequena por
razoes expostas acima, a interagao Hiperfina tera um carater altamente anisotrépico
devido a localizagdo do elétron desemparelhado em um orbital tipo “p”. O tensor A
tem como dire¢des principais: o eixo z paralelo ao orbital 2p,, o eixo x paralelo a

ligacao N-O e o eixo y ortogonal aos demais eixos como representado na Figura 3.4.
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Por convengao, a componente A,, do tensor hiperfino tera o maior valor ao longo de
2p,. A determinagao da interacdo hiperfina sera de grande importancia ao estudo
dos radicais nitroxidos, pois permitira aferir o deslocamento da funcdo de onda
eletrénica centrada no nucleo de nitrogénio em fungao, por exemplo, da polaridade
do solvente, caracterizando assim, o meio externo a molécula.

Ao longo deste trabalho, o Hamiltoniano de spin adotado para a analise

do radical nitroxido sera dado por:

Valores tipicos para as componentes dos tensores g e A para o radical

TEMPOL sao mostrados abaixo:

Tabela 3.1: Valores para as componentes principais dos tensores g e 4 para o radical TEMPOL.

Gxx Gyy 92z Ayx(mT) Ay (mT) A, (mT) Ref.
2,0085 2,0059 2,0021 0,77 0,70 3,62 [94]™
2,0098 2,0062 2,0021 0,73 0,50 3,35 [95]
2,0091 2,0055 2,0023 0,71 0,79 3,86 [96]"
2,0109 2,0068 2,0033 0,71 0,90 3,50 [96]"

A seguir, sera discutido o fenbmeno de ressonancia paramagnética que
permitira, a partir do experimento de EPR, determinar os parametros do

Hamiltoniano de spin.

3.2 — Ressonancia Paramagnética — O Fenomeno

Para induzirmos transicbes entre os estados de spin como os
representados pela Figura 3.1 e 3.2, aplica-se ao sistema uma radiagao

eletromagnética de frequéncia v, de tal que a energia do féton (hv) corresponda

'* Parametros extraidos de amostras cristalinas de TEMPOL. )
'> parametros extraidos de amostras de TEMPOL em solugao de Agua/Glicerol.
'®Parametros extraidos de amostras de TEMPOL em solugao de Etanol deuterado/Etanol protonado.
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exatamente a separacdo de energia entre os niveis. Esta € a condicdo de

ressonancia, que para o caso de um elétron livre'’, é dada pela seguinte equagao:
hv = AE = hv = g.ugB,. (3.14)

Na equagao acima, pode-se ver que para um sistema em que o campo
magnético estatico tem magnitude de cerca 0,34 T, a frequéncia v sera na faixa das
micro-ondas, isto €, aproximadamente 9.5 GHz (banda X). Usualmente, por motivos
técnicos, varia-se o campo magnético mantendo-se v constante de modo a se
determinar g,.

Todavia, ndo basta que a condi¢cdo de ressonancia da equacao (3.14)
seja atendida para que haja a transigdo entre os estados de spin. E também
fundamental que o campo magnético oscilante da radiagéo incidente (micro-ondas)
seja perpendicular ao campo estatico §0. A seguir, sera demonstrada esta segunda
condigao a partir do calculo das regras de selec¢do para as transigdes de EPR.

Seja 45 (v) a probabilidade, por unidade de tempo, de uma transi¢éo de
dipolo magnético para um sistema com S = 1/2, da equacgao (3.2), induzida por um
campo oscilante que segue a condicdo de ressonancia exposta na equacao (3.14).

Apos ser calculada pela Teoria da Perturbacdo Dependente do Tempo, £, (v) sera

descrita pela Regra de Ouro de Fermi [97]:

1 (3.15)

Pap(v) = 5 l{a |Haw (O1B)? g (V).

Na equacgao acima, |S.) e |a.) sdo os estados iniciais e finais do sistema. /() €

um Hamiltoniano dependente do tempo que, por sua vez, esta associado a interagao

Zeeman do campo magnético B, oscilando na dire¢cdo x (para micro-ondas

linearmente polarizada). Hy, (t) € dado por:

Hyw (t) = 2goupB,S, cos(2mvt). (3.16)

' Hamiltoniano de spin: H = JellsBoS, (3.2).
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A funcédo ¢g(v) em (3.15) € uma funcdo de forma para a transicdo,

associada tanto a densidade de estados do nivel excitado, quanto a uma possivel
dispersao do campo de micro-ondas. Ela é normalizada de tal modo que f0+°°g(v) =

1, e esta relacionada, como sera discutido mais adiante, e como o proprio nome
indica, a forma de linha de EPR.

Substituindo em #,,,,(t) o operador S, por sua combinacdo dos

S¢+5- 18

operadores levantamento e abaixamento, S, = , € atuando nos autoestados

|a.) e |B.), a probabilidade de transicdo induzida pelo campo oscilante, que é igual

tanto para absorgao quanto para emissao (#gpr = a5 = §2p4), S€ reduz a:

2

Prpr = %(ge‘;fBl)zg(v) - (yezBl) ), (3.17)

_geus)m

onde y, € o fator giromagnético eletrénico (ye = -

Note que ao aplicar o campo oscilante da micro-ondas na dire¢ao do

campo estatico, isto é §1||§0 tem-se um Hamiltoniano 7, (t) descrito por
Hyw (t) = 2g.ugB1S,cos (2nvt) e, pela Regra de Ouro de Fermi, os elementos da
matriz {(a.|Hyw|B.) seriam nulos. Como consequéncia, nao haveria transicao de
EPR e o campo oscilante apenas modularia o efeito Zeeman. Logo, a maxima
probabilidade de transicdo ocorrera com a aplicacdo de micro-ondas linearmente
polarizada, tal que B, L B,.

Para um Hamiltoniano de spin mais complexo, como € o caso da equacao
(3.4), as transigbes de dipolo magnético (transigbes de EPR), sdo encontradas apés
aplicarmos as devidas regras de selegao, também derivadas de (3.15), mas com os
autoestados da equacao (3.6). Neste caso as regras de selegado séo |Amy, =1| e
|Am; = 0]. Elas se traduzem nas trés transi¢cdes de EPR (indicadas na Figura 3.2),

cujas energias sao:

18 .
Sy =S, £ iS,,.
¥y, = 1.760 859 644(11) x 10115~ 1T~1(https://physics.nist.gov/ acessado em 16/02/2018).
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AE (|¢ps >~ |Pp1 >) = geupBo + a
AE;(|¢ps > - ¢ >) = gettpBy (3.18)
AE;(|¢pg > = |3 >) = goupBo — a.

Até este ponto, o fendbmeno de ressonancia foi tratado para um hipotético
sistema de spins unicos isolados. No entanto, na pratica, trabalha-se com um
ensemble de spins eletrénicos nao interagentes (sistema paramagnético diluido).
Para a compreensao de como o experimento de EPR se da pela absor¢gdo de micro-
ondas em casos mais realistas, necessita-se, portanto, lidar com as populag¢des de

spin e sua dindmica. Isto sera feito a seguir.

3.3 - EPR de um Ensemble de Spins — Amostras paramagnéticas diluidas

Tanto para um spin isolado, quanto para um ensemble de spins, a
ressonancia magnética se baseia nas transicdes de dipolo magnético entre os

estados de spin cuja degenerescéncia foi quebrada pela presengca de campo

magnético estatico externo (§0). Como visto na secao anterior, para haver transigdes
de EPR, é necessario: 1) aplicar uma radiagcéo eletromagnética (micro-ondas) tal
que sua energia seja igual a diferenga de energia entre os niveis de spin eletrdnico;
e 2) que o campo magnético oscilante desta radiagcdo seja polarizado de tal forma
que B, L §0. Além disso, como sera demonstrada a seguir, uma apreciavel diferencga
de ocupacdo entre os estados do sistema de spins é também uma condicao
fundamental para que haja transicao de EPR.

Seja um sistema de N elétrons desemparelhados que seguem
individualmente o Hamiltoniano (3.2). No equilibrio, seus spins podem se encontrar
em qualquer um dos dois autoestados |a,) e |B.). Se a diferenga de populacédo dos
estados for AN, = Ngo — Nyy, para o ensemble de N = N, + Np, spins, néo
interagentes, e em equilibrio térmico, a razdo das populagbes € dada pela
distribuicdo de Boltzmann [89, 98]:

Neo
Ngo

= e~ 9elBBo/KT (3.19)
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A diferenca de ocupacdo relativa de spin, grandeza proporcional a

polarizagao de spins, &, por sua vez, encontrada substituindo-se Ny, € Ngo, por AN,

e N e, em seguida, tomando-se a razdo destas ultimas grandezas:

AN, 1 — e 9ekBBo/kT B
0 _ _ — tanh (ge.uB 0). (3.20)
N 1+ e 9ekBo/KT 2kT

Logo, quanto mais baixa for a temperatura (ou mais alto o campo magnético
externo), maior sera a diferenga de ocupacao e, portanto, a polarizagéo de spin. Isto
implica em mais niveis excitados |a,) disponiveis para serem ocupados pelas
transi¢coes de EPR.

Usualmente, em um experimento tipico de EPR, AE = g, ugBy < kT 29,
Nesta aproximacdo, conhecida como aproximagdo de alta temperatura®', tem-se

para a polarizagao de spin:

B
elsZ0 103, (3.21)

AN, = N
0 2kT

Para se obter a taxa de absorcdo de energia pelo sistema de spins,
relacionada com a diferenca de ocupacéao entre os niveis, deve-se ndo s6 considerar
as transicbdes induzidas, mas também as transicbes espontdneas. Enquanto que
para as transi¢des induzidas a probabilidade de transigdo é pgpr (3.17), para as
transicbes espontaneas tém-se as probabilidades de absorgéo (W,z) € emissao

(Wpq) diferentes, isto € W,z # Wp,. Considerando os dois tipos de processos, pode-

se escrever o sistema completo de equagdes dindmicas para as taxas de variacao

das duas populacoes:

dN,
dt

= —(9epr + Wap)Ng + (#5pr + Wpa)Np (3.22)

2 por exemplo, a temperatura ambiente, kT = 25meV, e para um campo tipico de EPR Banda-X, da
ordem de 0,35 T, tem-se AE = g.ugB, = 0,05meV. Isso faz com que AN, =~ 2 X 1073,

' Uma vez que a susceptibilidade paramagnética é y = M,,/B,, onde a magnetizacdo no equilibrio é
M, = gu,AN,, a partir d equagéo (3.21), com g, = 2 para o elétron, pode-se chegar a Lei de Curie do

Nug?

paramagnetismo: y = P
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dN,
s +(#epr + Wpa)No — (gpr + Wap)Np.

dt
Se definirmos um tempo de relaxagdo spin-rede (T;), que mede a taxa de

transferéncia de energia entre o sistema de spins e a rede:

1
T, = m. (323)

Obtém, em termos da diferenga de ocupagéo AN = N — N, (ou polarizagéo de spin),

uma solucao estacionaria das equagdes (3.22) dada por:

AN,

AN = ,
1+2 (VeBl) T,g(v) (3.24)

onde AN, € a diferenca de ocupacdo dos estados no equilibrio térmico: AN, =

(Wap=Wga) _ gettsBo
N WeagWea) — Ntanh( ) (equacao (3.20)).

A poténcia de micro-ondas absorvida pelo ensemble de spins é:
dE

Substituindo nesta equagdo o AN da equacéo (3.24) e 0 fpgpr da equacao (3.16),

além de AE da condigao de ressonancia, tem-se:

Ntanh (M)
2kT

1+2 (VeBl) T,g(v)

(geuBBo)[ ye 1 g(v)]. (3.26)

Pyw =

Para regimes em que a (y.B;)?T; > 1, ou seja, para altas poténcias de
micro-ondas e/ou longos tempos de relaxagéo spin-rede, a diferenga de ocupagao
AN tende a zero, como mostra a equacgao (3.24). Como consequéncia, o sinal EPR,
proporcional a Py, atinge um regime chamado de saturagdo. Neste limite, a

pMAx _ N(getsBo)®

poténcia maxima absorvida passa a ser Pyy” = KT T
1

. Portanto se T; é longo,
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por exemplo, a baixas temperaturas, mas nao tdo baixas para que a aproximacao
dada pela equagao (3.21) deixe de valer, esta saturacdo pode ser alcangada com
niveis moderados de poténcia de micro-ondas (B;?).

Por outro lado, a temperatura ambiente, T; geralmente é tdo curto que a
saturacao do sinal € muito dificil de ser alcangada. Neste limite fora da saturacéo,
isto € em que (y.B;)?T; < 1 (baixas poténcias de micro-ondas e/ou tempos de
relaxacdo spin-rede curtos??), o sinal de EPR tera um comportamento linear com B 2

[89, 99], e a poténcia de micro-ondas absorvida sera:

2

) g(v) = MyB, (yeB1

2

YeB1
2

2
Pyw = ANO(ge.uBBO)( ) g().

(3.27)

E na condigdo expressa pela equacdo acima que os experimentos de
EPR devem ser realizados. A partir de (3.27) é possivel concluir que a poténcia de
micro-ondas absorvida, e consequentemente, o sinal de EPR, dependem
basicamente das seguintes grandezas: (i) a quantidade de spins no ensemble uma
vez que AN, x N (equagdo (3.20)); (i) a energia Zeeman (g.ugBy); (iii)) a
temperatura (AN, « T~1); (iv) a poténcia do campo de micro-ondas (oc Blz); e por
fim, (v) a forma de linha da transicdo, isto € g(v). Nesta ultima, aparecera
juntamente com T, outro tempo de relaxacédo conhecido spin-spin (T,), relacionado a
largura de linha de EPR derivada da fungéo g(v). Como sera discutido adiante, T,
nao envolve transferéncia de energia para a rede.

O préximo passo sera, portanto, chegar a uma descrigao geral para g (v).
Isso sera feito a seguir, comum tratamento classico usando equagdes de Bloch e

grandezas macroscopicas como magnetizacao e susceptibilidade paramagnética.
3.4 — A Forma da Linha em Um Espectro de EPR

Seja, inicialmente, um campo magnético §0 ao longo de z. Este campo
induz uma magnetizacao (M,) no ensemble de momentos de dipolo magnéticos

eletronicos, ou spins. Sua variagéo temporal é:

#para temperaturas ~300K.
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sz _ (MZ — MO)
= T (3.28)

O parametro T; aqui € o tempo de relaxagao longitudinal. Ele é idéntico ao tempo de
relaxagcao spin-rede definido pela equacao (3.23) para transicbes espontaneas.
Como pode ser visto em (3.28), ele quantifica o retorno da componente M, da
magnetizacdo ao seu valor de equilibrio térmico M,. Este retorno que se da por
flutuagbes de campo magnético locais, dependentes da temperatura, que por sua
vez, tem origem nos diferentes mecanismos de troca de energia entre o sistema de
spins e a rede como, por exemplo, processos diretos, Raman ou Orbach [99]. A esta
relaxagcao se da o nome de relaxagao longitudinal ou spin-rede.

Para as componentes transversais, a taxa de variagdo da magnetizagao
ira depender de outro tempo de relaxagao, o tempo de relaxacao T,, denominado
spin-spin ou transversal. Ele é associado a reducdo, com o tempo, da magnetizagao
no plano de polarizagdo da radiagao eletromagnética (micro-ondas). Essa perda de
magnetizacdo transversal, por sua vez, € associada a decoeréncia do pacote de
spins interagindo entre si, € ndo envolve troca de energia com a rede. As equagdes

que dao a variagao temporal das componentes transversais, em fungao de T,, sdo:

dM, M, aM, M,
a T, ' at T,

(3.29)

O efeito imediato do mecanismo de relaxacdo transversal sera a
dispersdo das frequéncias de Larmor para a precessdao em torno do campo
magnético estatico que se traduz no alargamento homogéneo das linhas de EPR no
espectro. A medicao direta de T,e T, se faz de maneira eficiente pela técnica de
EPR pulsada [100].

A variagao temporal da magnetizagao total do sistema apds aplicagéo do
campo magnético oscilante (§1) sera analoga a variacdo temporal do momento

angular de spin de um elétron.

— =7v,(M x B). (3.30)
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O campo B agora contém o campo estatico EO ao longo de z e o campo magnético
oscilante da micro-ondas (polarizagéo circular), de frequéncia w = 2mv, no plano xy:
B = B,coswti + B;senwtj + Byk.

Com isso, pode-se montar as equag¢des de movimento para cada

componente da magnetizagdo, conhecidas como equagdes de Bloch:

dM, M,
— e (MyBy — M,B;senwt) — T,
M, M,
—— =y,(M,B;coswt — M,B,) —— (3.31)
dt T,
dM, M, — M,)

(
ac e (M, By senwt — MyBlcoswt)— z

Ty

Transformando-se o sistema de coordenadas (xyz) para um referencial
girante (x'y'z") ao longo de z, de frequéncia angular igual a da micro-ondas (w), e,
além disto, definido-se a frequéncia de Lamor como w, = —Y,.B,, a solugdo para os

estados estacionarios destas equagdes é dada por:

M., = VeBszz(wo - w)
Y14+ T (wp — w)? + (eB1)?TiT,

M., = YeB1T>
Y1+ TH(wg — w)? + (Ve B1)?Ti T,

0

M, (3.32)

1+ T (wy — w)?
1+ TH(wo — )% + (¥eB1)?Ti T,

M, = M, 0

A magnetizagdo transversal tem uma componente, M, que gira em fase com §1 ao
longo de z, e outra que gira defasada de 90°, M,:. A primeira & responsavel pela
dispersdao de micro-ondas e a segunda, pela absor¢do. Se y(w) = y'(w) + iy"(w)
for a susceptibilidade paramagnética complexa, a parte real, y'(w), estara

relacionada a M, e a parte complexa, " (w), a M,, segundo:

X,(w) =Mx' _1 yeTZZ(wO_w) M

2B, 21+ T2(wg — w)? + (VeB1)?ThT, ° 3:33)
I relz M

2B, 21+ T2(wo — w)? + (VeB)?TiT,
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onde M, € a magnetizagao do sistema em equilibrio térmico.
Considerando o sistema longe da saturagdo, isto é, (y.B;)?T; < 1, a
magnetizagdo ao longo de z, M,, € igual a magnetizagdo de equilibrio, M,, e as

equacdes acima se reduzem a:

1 ¥eTF(wo — w)
"(w) == M
X' () 21+ T2(wp — )2 °
1 YeTZ

21+ T2(wo — w)? O

(3.34)

x'(w) =

Estas componentes y'(w)e y"(w) da suscetibilidade, dadas pelas equagdes (3.34),

sdo mostradas na figura abaixo:

1/2%0w0T2

=
=

X" (Lorentziana)

Figura 3.5: Variagdo das partes imaginaria e real da susceptibilidade magnética em funcao

frequéncia angular de micro-ondas.

A partir da segunda equacgao (3.34) pode-se verificar que y'’ é descrita por uma

curva tipo Lorentziana de largura Aw, /, = Ti mostrada na figura 3.5 pelo trago claro.
2

Pode-se ver também que o maximo de absorcdo ocorre na frequéncia de
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ressonancia w = w, onde a parte complexa da susceptibilidade paramagnética
também é maxima: y''jix = %a)oxoTz.

A poténcia de micro-ondas absorvida pelos spins € uma fungdo da
componente imaginaria da suscetibilidade: Py, = dE/dt = 2wyB%)" (w). Fora da

saturacao ela é:

(YeB1)?T, (3.35)
14 T2 (wo — w)?

PMW = BOMO

Comparando esta equagdo com a equagédo (3.27) € possivel finalmente dar uma

interpretacao da fungéo de forma g(v), da seg¢ao anterior:

AT, (3.36)
1+ 4m2T} (vy — v)?

g(v) =

Esta equacao representa uma linha de absorgao tipo Lorentziana, caracteristica de
um alargamento homogéneo natural (ou de tempo de vida®) originado, por exemplo,
na reducdo do tempo de vida do estado excitado por flutuagdes quéanticas (via
principio da incerteza de Heisenberg).

Por outro lado, quando ha uma distribuicdo de autoestados muito
préximos, como é o caso de muitas interacbes hiperfinas ndo resolvidas, este

alargamento é ndo-homogéneo e g(v) sera uma fungéo Gaussiana [89]:

1 202 _\2 (3.37)
G6(v) = ==Toe w100V,
Vam

Normalmente, no espectro de EPR, havera linhas que podem ser
ajustadas por curvas Lorentzianas ou Gaussianas. No entanto, em muitos casos a
forma das linhas € uma convolugcdo das duas contribuicdes resultando em uma

curva do tipo Voigt [101].

2| jfetime broadening.
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e 3.38
v = [ 960090 - V), (3.38)

A seguir, sera dado um passo a mais na diregdo da interpretacdo das
formas de linha de EPR para radicais nitroxidos em solugdo. Para isto, apresentam-
se as flutuagdes dos campos magnéticos locais associados as anisotropias das
interagbes Zeeman e Hiperfina, quando submetidos a dindmica rotacional dos
radicais em liquidos. Nosso objetivo € mostrar como estas flutuagdes afetam o
tempo de relaxagdo spin-spin T, das linhas de EPR individuais no espectro do

nitroxido.
3.5 — Relaxagao de Spins em Liquidos — TEMPOL em solugao

Haja vista a importancia dos tempos de relaxagcédo para a forma de linha
do espectro de EPR, nesta sec¢éo sera determinado o tempo de relaxag&o spin-spin
de radicais nitroxidos em solugoes.

A dindmica de uma molécula em solugdo pode ser descrita pelo
movimento Browniano, que é caracterizado por um tempo de correlagéo (z.), sendo
este definido como o tempo médio entre as mudancgas de orientacdées moleculares.
Nessa dinamica, as moléculas sdo tratadas como esferas de raio ay, (raio
hidrodinamico), submetidas a reorientacdo de Debye [89, 102] em um liquido de
viscosidade n. Como resultado, 7. varia inversamente com a temperatura de acordo

com a equacao de difusao em liquido de Einstein-Stokes[89]:

_4mnay,® (3.39)
-~ 3kT

TC

Um fator que sera fundamental para a descrigdo da dindmica molecular (e de spins)

em solucao sao as flutuacdes de campo que determinam as diferentes contribuicdes

aos tempos de relaxagéo (secao 3.4). A partir de agora essas flutuagdes serao
consideradas como um campo eletromagnético aleatorio B’ ().

Devido a sua natureza aleatdria, este campo eletromagnético sera

definido como uma funcdo dependente do tempo que oscila diversas vezes em um

intervalo de tempo T, com uma média igual a zero. De forma analitica pode-se
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associa-los a uma fungdo auto-correlacdo® G(7), que é o tempo médio de uma das

componentes By (t), B (t) ou B,(t) do campo magnético local §7(t).

Gi(x) = B[t + DB (©) = B%e” 1/, (3.40)

comi=x,youz.
Para o caso em questado, e a partir das equagdes de Bloch modificadas
pela inser¢do do campo magnético local §71 (t), os tempos de relaxagao spin-rede e

spin-spin passam a ser iguais a:

1 — 3 T
_ 2 12 12 Cc
— =2 |B* + B} | 55—
T, ¢ [B:°+ 5, ]T3w§+1 (3.41)
1 — 1= — T
— — 2 12 “|pr2 ]
T, ¢ [TCBZ +2[Bx 5y ]Tcza)g+1]'

Se o campo magnético local for isotrépico (B,’C2 = B;,Z = BZ’Z) e para regimes em que
Tcwy K 1, ou seja, para tempos de correlagdo muito pequenos, o sistema tera
tempos de relaxagdo iguais, T, =T,. Neste regime, denominado de motional
narrowing, as linhas de EPR, tém sua largura de linha extremamente reduzida uma
vez que Aw,/, x 1/T,.

Todavia, devido a rotagdo constante das moléculas no liquido, as
componentes dos tensores g e Airdo depender da orientagdo molecular em relagao
a um referencial fixo do laboratério (x,y,z) em um instante t. Na Figura 3.6 esta
ilustrada a variagdo das componentes do tensor g apos a rotacdo da molécula em

um determinado tempo ¢t;.

*Funcdo definida como a transformada de Fourier da densidade espectral (J(w)) de uma fungao
estocastica ou deterministica no tempo: G(7) = ffooo](a))e‘iwfdr (teorema Wiener-Khintchine
[103,104]).
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Figura 3.6: Esbogo da rotagéo da molécula em solugéo ap6s um tempo t ;. Lembrando que o

Ard . . . . .
mesmo ocorre para o tensor A mas em maior escala, devido a sua maior anisotropia.

Com a rotagdo dos radicais em solugdo, os tensores g e A passardo a

depender do tempo (7 (t) e A (t)), logo, o Hamiltoniano do sistema tomara a

seguinte forma:
H(t) = ugBog(t)S + SA(OL. (3.42)

Considerando a variagdo temporal das componentes de g (t) e AH(t) como sendo de
carater aleatério, o tempo de relaxagao spin-spin (T;) ira, por fim, depender apenas
das médias quadraticas dos desvios das componentes principais (g,, — go)? €
(A, —a)?,comi=x,y,z[89]

1

T_ = A + Bml + lez, (343)

2

m; é o termo referente a transicdo de EPR, para o caso do radical nitroxido seu valor

pode variar entre -1, 0 ou 1. Os demais termos sédo dados por:

a=2 (o (”BB")Z v et
= 2 (0:0) (5) 1o 455 010 + D,
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_ 4 ) UsBo (3.44)
B_E(Q'A)( n )TC

1
C = E(A:A)rc,
onde os produtos tensoriais sdo definidos como:

(9:9) = (Gxx — 900> + (Gyy — 90) + G2z — 90)°

(9:4) = (A — @) (gae = 90) + (Ayy = 0) Gy — Go) + (s = gz —g0). O
Note que pela equacéo (3.43) cada transicdo do espectro (m;) tera uma

largura de linha distinta, dado que o tempo de relaxagéo spin-spin esta associado a

esta por Aw,,, = 2/T,). A Figura 3.7 apresenta um espectro tipico para o radical

nitroxido em solugdo destacando o alargamento de cada transicdo segundo os

parametros do tempo de relaxagao spin-spin (A, B e C).

m]=-1 m]=0 m]=1

L e —
A_B1+C . I A ] | ATBHL

337 338 339 340
Campo Magneético (mT)

Figura 3.7: Representagéo do alargamento de linha das transi¢cdes de EPR para o radical TEMPOL
em solu¢do, simulado com t, = 5x107%s, e a identificagdo no espectro, dos parametros de largura de
linha A, B e C relacionados ao tempo de relaxagao T, (espectro simulado pela rotina Easyspin/Matlab

[105] utilizando o Hamiltoniano do radical TEMPOL com parametros da tabela 3.1).
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Pelas equacgdes (3.43) e (3.44) nota-se que quanto maior o tempo de
correlagdo para difusdo rotacional do radical em solugdo, mais alargada sera a linha
de EPR de alto campo (m; = 1), e, consequentemente, menor sera a amplitude da
mesma. Esta dependéncia da largura de linha das transigbes de mais alto campo em

relagdo ao tempo de correlagao do radical € demonstrada na Figura 3.8:

1 =5x10"%

1= 5x10""s

336 337 338 339 340 341
Campo Magnético (mT)
Figura 3.8: Variacdo da forma de linha para o espectro de EPR para o radical TEMPOL em solugéo

em funcao de diferentes tempos de correlagéo (espectro simulado pela rotina Easyspin/Matlab [105]

utilizando o Hamiltoniano com parametros da tabela 3.1).

Vale ressaltar que os valores encontrados s&o validos para a dindmica de
radicais cujos tempo de correlagdo sao inferiores a 7, < 107%s (“regime rapido”).
Este regime engloba radicais em solugdes que € o objeto de estudo deste trabalho.
Para uma descricdo mais completa do espectro de EPR usa-se o modelo de
Redfield [94], que decorre de aproximacdes da equacao de movimento do operador
densidade de estado p.

No regime em que o tempo de correlacdo do sistema corresponde ao
intervalo 107°s > 7, > 107%s, o chamado “regime lento”. Sua descrigdo mais precisa

€ contemplada pela teoria das equacgdes estocasticas de Liouvulle, que desenvolve
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a equacao de movimento para o sistema de spins considerando 0 processo como
Markoviano [14]. Este regime €& caracteristico de radicais em solventes com
viscosidade similar ao do (glicerol (n =934cp) ou a radicais ligados a
macromoléculas.

E finalmente, tem-se o “regime rigido” (z. > 107%s) que sera descrito pela
dindmica de elétrons desemparelhados em sélidos cristalinos, ou policristalinos,

assim como solugdes congeladas (vidros de spin).

3.6 — O Espectrometro de EPR — Aspectos técnicos

A técnica de EPR esta baseada na detecgdo de micro-ondas absorvida
por um sistema de spins na presenga de um campo magnético externo. Dado que os
espectrometros de EPR em geral operam em frequéncias fixas, conforme as
dimensdes da cavidade utilizada, o campo magnético € variado até que a condigao
de ressonancia seja obtida, resultando na absor¢éo de micro-ondas pelo sistema.

A seguir € mostrado um esquema simplificado de um espectrometro de

EPR.
Acopladores A A
DII’EC.I.DI‘IaIS Fase |_| Atenuador
. Circulador Detector
Gerador de ’
Micro-Ondas
CAF Mixer Amplificador .
Amplificador
Bobinas de Fonte de Seletivo
Modulagio Corrente para100KHz
100kHz .
Iris (DC)
i
) Lock-in
- SNl | e 100kHz
. Referéncia
Cavidade ; Pre-
Amplificador
Eletroima Eletroima de Poténcia

Figura 3.9: Diagrama dos componentes de um espectrometro de EPR.
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A variagdo do campo é feita através do controle da corrente elétrica em
um eletroima. A geragao de micro-ondas, cuja ponte esta em vermelho, pode ser via
valvula Klystron ou por uma fonte de estado sdélido como, por exemplo, um diodo
Gunn. Sua distribuicdo é feita por guias de onda retangulares, cilindricos ou cabos
coaxiais. A deteccdo das micro-ondas também é feita por diodos (cristais) apds
amplificagdo das micro-ondas. Na detecgdo heterodina mostrada acima, antes do
circulador, parte da micro-ondas € redirecionada para um ramo secundario com
ajuste de fase e atenuagdo. Este ramo secundario garante, apés o mixer, uma
polarizacdo minima no diodo detector para coloca-lo no regime de trabalho em que
seu sinal é linear.

Uma vez que o sinal de absorcéao é fraco, devido a pequena diferenga de
populagdo entre os estados de spin eletrébnico, um experimento de absorcao
continua de micro-ondas é praticamente inviavel. Esse problema é contornado com
insercdo da amostra numa cavidade onde a energia do campo de micro-ondas €&
concentrada. Um ajuste do acoplamento da cavidade garante que a reflexao para
fora da cavidade seja minima e praticamente o uUnico sinal que chega ao diodo
detector € um pequeno nivel de micro-ondas decorrente do mixer.

Além disto, o campo magnético responsavel pelo desdobramento dos
niveis eletrdnicos € modulado em 100 kHz por bobinas internas a cavidade. Essa
modulagcdo garante a deteccdo do sinal refletido pela cavidade e que chega ao
cristal detector, apds ser pré-amplificado e enviado para um Lock-In ajustado
também em 100 kHz. Este sinal refletido s6 ocorre na ressonancia, quando ha
absorcao de micro-ondas e desacoplamento da cavidade. Se a linha de absorcao de
EPR for uma Lorentziana, o sinal em fase com a modulacdo de 100 kHz, depois de
fitrado e amplificado, sera proporcional a derivada da absorgdo (derivada da
Lorentziana) como mostrado na figura abaixo 3.10.

Além dos componentes principais mencionados acima, existem também
atenuadores, isoladores, dispositivos de ajuste da fase, acopladores direcionais,
circuladores e amplificadores de micro-ondas, frequencimetros, dentre outros, cada

qual com sua fungao especifica [14].
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Figura 3.10: Representagao grafica da absor¢ado de micro-ondas em fungéo ao campo magnético
para uma determinada transi¢ao de EPR (Linha em preto). As linhas em verde representam o campo
magnético modulado em 100 kHz. A poténcia de micro-ondas absorvida em fungdo do campo
magnético € mostrada no eixo vertical. O sinal detectado apds de modulagéo pelo Lock-in é a
derivada da absorgéo (dF (B)/dB).

Um sistema importante de que vale a pena tratar € o controle automatico
de frequéncia ou CAF. Ele garante que a frequéncia da micro-ondas que chega a
cavidade nao varie com flutuagcdes elétricas ou de temperatura nos outros
componentes e dispositivos. O CAF é um sistema de realimentacdo que pode ser
feito de varias maneiras, por exemplo, via modulagdo da micro-ondas em amplitude
(8 kHz). A ideia fundamental é que apdés a amostragem da frequéncia, caso haja
algum desvio da frequéncia desejada na cavidade, um sinal de corre¢cao gerado pelo
CAF e proporcional ao desvio, seja redirecionado ao gerador de micro-ondas
corrigindo assim a frequéncia gerada.
Neste trabalho, um espectrometro de EPR comercial (Miniscope
MS400), fabricado pela firma Magnettech (Alemanha) e apropriado a trabalhos em

solugao, foi empregado. Esse espectrdmetro pode ser visto na figura 3.11:
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O espectrobmetro MS400 trabalha a temperatura ambiente com
frequéncias entre 9,3 e 9,55 GHz (banda X), com campos variando de 100 a 600
mT. A modulacdo de 100 kHz varia de 0,005 a 0,7 mT. Sua cavidade é retangular
(modo TE+p2). Todo controle do espectrometro, seja o ajuste da ponte de micro-
ondas e a coleta de dados, é feito por um microcomputador. As amostras liquidas
(solugdes ou suspensdes) sdo acondicionadas em capilares de capacidades de 50
ML (Hirschmann, Alemanha) e seladas com massa especial (Critoseal, US). Os
capilares s&o entdo inseridos em tubos de quartzo, proprios para EPR, de
(comprimento 250 mm, didmetro externo de 4 mm e interno de 3 mm) (Wilmad, US),
€ que por sua vez sao colocados na cavidade. Os solventes utilizados para as
solugdes em TEMPOL foram obtidos comercialmente e serdo descritos a seguir,
Etanol (NEON, P.A — 95% pureza); Metanol (NEON, P.A — 99,8% pureza); Tolueno
(ANIDROL, P.A — 99,5% pureza); Dimetilsulféxido (NEON, P.A — 99,9% pureza);
Etileno Glicol (NUCLEAR, P.A); Ciclohexano (CINETICA, P.A — 99,5% pureza);
Glicerol (ISOFAR, P.A).

Por fim, os espectros de EPR em forma de arquivos sao analisados
utilizando-se os softwares Origin® e a rotina Easyspin [105] para o software
Matlab®. Devido a auséncia dos erros estimados dos parametros extraidos pelo
ajuste da rotina Easyspin e, da indisponibilidade por parte do software da matriz de
covariancia dos parametros associados, o parametro utilizado para estimar o
sucesso do ajuste foi o desvio quadratico médio (RMSD, do inglés root mean square
deviation).
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4 — NANORODS DE OURO E MARCADORES DE SPIN: ASPECTOS
EXPERIMENTAIS

O principal objeto de estudo deste trabalho € a utilizagdo de marcadores
de spin em AuNRs. Neste capitulo, sera descrito as caracteristicas fisica e quimicas
de maneira breve o radical estavel TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-
1-oxyl), que sera a sonda paramagnética do marcador de spin utilizado neste
trabalho. Em seguida, sera apresentado o marcador propriamente dito: uma
molécula de acido lipdico ligada covalentemente ao radical TEMPOL (ALTEMPOL).
Nessa parte, uma vez que este marcador ndo esta disponivel comercialmente, sera
dada énfase a sua sintese e caracterizacdo quimica. Na sequéncia, havera a
discussao a respeito da metodologia utilizada para se ligar os marcadores de spin

aos nanobastdes e também os resultados da caracterizagao preliminar.

4.1 - O Radical TEMPOL - Escolha do marcador de Spin

O radical primario utilizado neste trabalho ¢€é o nitréxido
(-NO-) estabilizado na molécula de TEMPOL?. Sua férmula empirica é CgH1gNO2, e
seu peso molecular é 172,24 g/mol. O TEMPOL é um pd marrom com ponto de
fusdo da ordem de 70 °C. Sua temperatura de armazenamento deve ser < 8 °C.
Neste trabalho foi utilizado o radical TEMPOL com 97 % de pureza da empresa
MERCK S.A.

Com o objetivo de se estudar a dinamica de spins dos marcadores
contendo o radical TEMPOL ligados as nanoestruturas de ouro, € necessario que
haja uma ligagdo covalente entre ambos. Para isso, necessita-se, no marcador de
spin, além do radical TEMPOL, de outro grupo organico/inorganico que possua um
elemento com alta afinidade pelo ouro. O enxofre é a escolha mais légica uma vez
que a funcionalizagdo de nanoestruturas de ouro por moléculas contendo grupos
tidis (-SH) € muito bem conhecida [19, 106-109]. Um marcador de spin com tais

caracteristicas nao existe comercialmente. Por isso decidimos sintetiza-lo em

% Veja no Capitulo 3 uma breve discussdo sobre sua estrutura eletrbnica e seu caracteristico
espectro de EPR.
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colaboragdo com o grupo liderado pela professora Rossimiriam Pereira de Freitas,
no Departamento de Quimica da UFMG.

O sistema escolhido, pela disponibilidade de reagentes e pela facilidade
de sintese, € uma molécula de acido lipéico (CgH140,S,), contendo o radical
TEMPOL. O acido lipdico possui dois atomos de enxofre e numa reacdo de
esterificacdo com o TEMPOL, o grupo radicalar (-NO-) fica inalterado. Reagdes
semelhantes com alguns acidos carboxilicos, ao invés de acido lipdico, sao descritas
na literatura [110]. A seguir serdo resumidos os detalhes técnicos da sintese deste

novo marcador de spin.

4.2 — O Marcador de Spin ALTEMPOL - Sintese

Em um balédo de fundo redondo de 100 mL, sdo adicionados 22,0 mg de
4-dimetilaminopiridina (DMAP) (NEON) a 0,18 mmol/L e 333,0 mg de cloridrato de N-
(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC.HCI) (Sigma Aldrich) a 1,74 mmol/L.
Em seguida estes reagentes s&o dissolvidos em 15 mL de diclorometano (NEON).

Em atmosfera inerte de N, gasoso, adiciona-se ao sistema 200,0 mg de
acido lipdico (OakWood) a 1,16 mmol/L e 287,0 mg de 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPOL, MERCK) a 1,39 mmol/L. A mistura dos
reagentes é mantida sob agitacdo e atmosfera inerte por 48 horas. Apds este tempo
chega-se ao fim da reagao, confirmado via cromatografia em camada delgada.

Em seguida, apds adicionar agua ao produto, realizaram-se trés
extragdes liquido-liquido com diclorometano e agua. A fase organica obtida foi
secada com NaSO, anidro (Nuclear) e concentrada sob pressao reduzida. O residuo
foi purificado por cromatografia em coluna de silica (eluentes: hexano (CRQ)/acetato
de etila (Synth) 100/0 a 0/100), fornecendo um rendimento de 87%. O produto final
possui uma formula molecular C417H3NO3S, e massa molar 360,55 g/mol . Na figura
4.1 pode-se ver um esquema simplificado desta sintese, incluindo a estrutura dos
reagentes e produtos. A reacao de acoplamento do acido lipéico com o radical livre
TEMPOL leva ao produto TEMPOL+acido lipdico, cuja estrutura € mostrada a direita
(figura 4.1). O marcador de spin TEMPOL+acido lipoico, foi denominado
ALTEMPOL.
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Figura 4.1: Reacdo de acoplamento entre o radical livre de TEMPOL e o acido lipdico, formando o

marcador de spin ALTEMPOL seletivo as nanoestruturas de ouro.

4.3 - ALTEMPOL - Caracterizagao por NMR e Infravermelho

O ALTEMPOL protonado foi inicialmente caracterizado por ressonancia
magnética nuclear (NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance). A protonacao,
isto € a neutralizagdo do radical paramagnético, foi feita com o composto
Fenilidrazina (Merck). Ela € um procedimento indispensavel para obtengcdo do
espectro da molécula de ALTEMPOL, uma vez que qualquer momento de dipolo
magnético eletronico, como o do grupo -NO-, interfere no acoplamento entre o spin
nuclear e o campo magnético levando a artefatos no espectro de NMR. O espectro
obtido do ALTEMPOL protonado solubilizado em cloroférmio deuterado (Aldrich, P.A
— 99,8% pureza) , foi medido a 30°C e com uma frequéncia de 400 MHz, é

apresentado na Figura 4.2%:

% Espectrometro Bruker Advance DRX 400.
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Figura 4.2: Acima a férmula molecular do ALTEMPOL com enumeracéo do atomos da cadeia.
Prétons estdo ligados a todos os carbonos com excegdo do 6, 15 e 17. Abaixo, espectro de NMR ('H)
realizado em um espectrometro Bruker Advance DRX 400 (operando a uma frequéncia de 400 MHz).

Amostra solubilizada em Cloroférmio deuterado e medida a 30°C.

A partir do espectro de NMR acima, foi possivel identificar as linhas de varios dos
prétons, ligados a carbonos na molécula do marcador de spin. Esses resultados sao
apresentados na tabela 4.1.

Os picos de deslocamento quimico acima de 6 ppm presentes no
espectro de NMR da amostra de TEMPOL (figura 4.2) sdo dos spins nucleares
presentes no composto de Fenilidrazina e, do composto resultante apés protonacao
do radical TEMPOL (Fenadiazeno). Sendo a caracterizagao destes compostos
irrelevantes para o objetivo deste trabalho, ndo foram discutidos quais nucleos
equivalentes sédo responsaveis para as transicoes de deslocamento quimico acima

de 6 ppm.
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Tabela 4.1: Desvios quimicos (&) dos protons ligados aos carbonos do ALTEMPOL protonado.

'H & (ppm) Grupos
5.00 C(8)H
3,60 C(1)H
3,20 C(10)H,
245 C(9)H,
2.29 C(5)H,
1,94 € 1,90 C(14)H, e C(18)H,
1,67 C(4)H,
1,60 C(2)H,
1,48 C(3)H,
1,25 € 1,22 C(20,22)H, e C(19,21)H5

A seguir procede-se a caracterizagao do ALTEMPOL por espectroscopia
de infravermelho, entre 400 cm™ e 4000 cm™. Nessa técnica, a energia do féton
absorvido corresponde a diferengca de energia entre os estados vibracionais da
molécula. A partir do espectro no Infravermelho é possivel identificar grande parte
dos grupos e ligacdes quimicas presentes na molécula. Isto foi feito com auxilio de
valores tipicos para as energias de modos vibracionais caracteristicos [111]. Na
Figura 4.3 é exposto o espectro da absorgéo de Infravermelho para uma amostra de
ALTEMPOL.
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Figura 4.3: Espectro de Infravermelho do ALTEMPOL com resolugéo espectral de 4 cm™.
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Esta medida da técnica de espectroscopia de infravermelho foi realizada no
Departamento de Fisica da UFMG pelo professor Roberto Moreira. Os espectros de
transmissdo foram coletados em um espectrémetro FTIR Nicolet-Nexus470 (64
varreduras, resolugdo espectral de 4 cm™1) convertidos para o espectro de absorgao
pelo software do proprio espectrometro. As amostras, em solugao, foram preparadas
por meio de gotejamento das mesmas em um monocristal de ZnSe e, secas em
estufa em atmosfera de 0,, a temperatura de 50°C.

O pico de absorcdo em 1170 cm™ é caracteristico da vibragdo de
estiramento da ligagdo C(6,8)-O(7). O pico de 1377 cm™ é associado as vibracdes
de estiramento simétrico e antissimétrico da ligagao N(16)-O(23)-, valor préoximo ao
encontrado em [112]. O pico em 1730 cm™ é especifico a vibracdo de estiramento da
ligacdo C(6)=0(13) de um éster. Ja as absor¢des devido as deformagdes angulares
(dobramento) tanto para CHs; e CH, absorvem em 1363 cm™ e 1461 cm™,
respectivamente. Os picos em torno de 2940 cm™ sdo associados as vibragdes de
estiramento dos alcanos (C-H sp®). Uma evidéncia do éxito da sintese é a auséncia
de uma banda de absorgao intensa e alargada em torno de 3600 cm™ especifico da
ligacao O-H [111]. Caso essa linha tivesse sido observada, existiria uma evidéncia
do nao acoplamento da molécula de TEMPOL ao acido lipéico. As bandas S-S e C-
S nao foram identificadas devido a sua menor intensidade em relagao as demais
bandas. Para observa-las a técnica de Espectroscopia Raman seria mais adequada,
pois destacaria bandas em torno de 500 cm™ referente a ligagdo S-S e dois picos em
torno de 600 cm™ referente as ligagdes C-S.

Uma vez sintetizado e caracterizado o marcador de spin ALTEMPOL,
procede-se a abordagem experimental para sua ligagao covalente aos nanobastoes

de ouro (AuNR do inglés Rod, bastdo) bem como sua caracterizagao estrutural.

4.4 — Nanobastoes de Ouro — Sintese e Marcagcao com ALTEMPOL

Nesta seg¢do sdo descritos os procedimentos técnicos realizados para a
producdo das amostras dos nanobastbes de ouro marcados com o ALTEMPOL.
Destacando, que até o presente momento, ndo ha na literatura nenhum resultado de
AuNRs marcados com spins. Uma vantagem dos AuNRs com relacdo as AuNPs € a
facilidade de sintetiza-los com diferentes razdes de aspecto.
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O método mais comum para sintese de nanobastdes de ouro € conhecido
como semente [113-115]. Este método faz uso de pequenas sementes de ouro
(esferas de 3 - 4 nm) [116] obtidas pela reducédo do acido tetracloroaurico por um
agente redutor forte, NaBH4. Estas AuNPs servem como pontos de nucleagao
heterogénea para o crescimento dos nanobastdes de ouro. Outras metodologias
também podem ser empregadas para a sintese dos nanobastdes como a redugéo
eletroquimica [117] e o método sem semente [118, 119].

Neste trabalho, o método utilizado € uma variagdo do descrito em [120].
Dentre as vantagens da sintese tipo sem semente em relagcdo ao método semente,
destaca-se a redugdo da quantidade do reagente CTAB utilizada no processo,
justificada pela sua citotoxicidade [57, 121, 122]. Outra vantagem deste método € a
simplicidade dos procedimentos de sintese. O rendimento final dos métodos de
semente e sem semente é equivalente, sendo da ordem de 10'? nanobastes por
mL de solugao.

As primeiras amostras, denominada SR01 e SR02 foram sintetizadas da
seguinte maneira: em um banho térmico a 35°C preparou-se 10 mL de uma solugéo
aquosa de CTAB, CH3(CH3)1sNBr(CHs)s (Sigma-Aldrich) a 50 mmol/L, sob agitagéo
lenta. Adicionou-se 50 uL de uma solug¢ao aquosa de acido cloroaurico a 500 mmol/L
(sintetizado no Laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica da UFMG
segundo a referéncia [123]). Em seguida, foram adicionados 275 uL de uma solugao
aquosa de nitrato de prata, AgNOs (Vetec), a 4 mmol/L, sendo este o agente
direcionador de crescimento, e 400 pL de solugdo etandlica de resveratrol
(manipulado pela empresa Araujo), C14H1,03 a 5 mmol/L, o agente redutor. Em
seguida ao adicionar 15 uL de uma solugéo aquosa de borohidreto de sodio, NaBH4
(Sigma-Aldrich) a 10,8 mmol/L, percebe-se a mudanga de coloragdo da solugao
passando de incolor a uma cor azul escuro. Para completa reagcao dos reagentes e
formacao de nanobastdes a solugdo €& deixada em banho térmico a 70°C por 6
horas. Apds este intervalo de tempo, o excesso do resveratrol € removido por
centrifugacédo a 8000 rpm por 15 minutos. Este processo € repetido até que o
sobrenadante esteja limpido. O precipitado é ressuspendido em 20 mL de solugao
aquosa de CTAB (1 mmol/L).

Apos a sintese dos nanobastbes (amostras SR01, SR02 e SR03), realiza-

se 0 processo de ligacdo do marcador de spin as extremidades dos nanobastdes.
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Estas amostras foram produzidas da seguinte maneira; inicialmente adiciona-se 1,7
mg de ALTEMPOL a 7 mL da suspensao de nanobastdes de ouro (em H,Op,). Esta
mistura foi entdo deixada em banho térmico a 40 °C por um dia. Em seguida,
centrifugou-se a amostra até o sobrenadante estar transparente. Apesar do aspecto,
0 sobrenadante foi reservado para posterior controle da quantidade pela
quantificacdo do ALTEMPOL néao ligado aos nanobastdes de ouro. O precipitado foi
entdo ressuspendido em solugdo aquosa de CTAB a 1 mmol/L e o processo de
centrifugacédo é repetido até completa purificagcdo dos nanobastbes de ouro. Esta
purificacdo foi verificada através da redug¢ao do sinal de EPR do ALTEMPOL no
sobrenadante (mais detalhes no Capitulo 6). O precipitado purificado é
ressuspendido em 2 mL de solugao aquosa de CTAB a 1 mmol/L.

Na sintese da terceira amostra (SR03), foram utilizados 130 uL de uma
solugdo aquosa de nitrato de prata a 4 mmol/L, ao invés de 275 ulL. Além disto, a
quantidade do agente redutor (NaBH,) foi duplicada, passando para 30uL a mesma

concentracdo de 5 mmol/L.

4.5 — Nanobastoes de Ouro Marcados com ALTEMPOL - Caracterizagao por

Absorcao Optica e Microscopia Eletrénica de Transmissio

Com o objetivo de obter uma estimativa da razdo de aspecto das
amostras de AuNRs marcadas com o radical ALTEMPOL, a caracterizacdo por
absorgcao oOtica € realizada. Na Figura 4.7 sao apresentados os espectros de
absorcao o6tica das trés amostras de AuNR sintetizadas. Pelo espectro de absorgao
Gtica pode-se concluir o éxito da sintese da formagao de nanobastdes, uma vez que
a presenca de duas bandas de absorgcdo € caracteristica da formacdo dos
nanobastdes. Os espectros das amostras de absorgéo otica das trés amostras de

AuNR sintetizadas seguem representados na figura 4.4.
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Figura 4.4: Espectro de absorgéo o6tica para as trés amostras de AuNRs recobertas pelo CTAB e
ALTEMPOL (SR 01,SR02 e SR03). A auséncia de bandas adicionais alargadas indica a ndo
agregacao dos AuNRs.

A insercdo de radiagcdo eletromagnética na faixa de energia do
infravermelho até o ultravioleta pelo espectrometro (200 nm a 900 nm) propicia a
polarizagdo dos elétrons da nanoestrutura metalica. A indugdo do dipolo elétrico
dado pelo deslocamento eletronico viabiliza o aparecimento de um campo elétrico na
nanoestrutura que tende a restaurar o equilibrio das cargas. A forga restauradora e a
inducao do dipolo, quando acopladas, geram a ressonancia plasménica. O tamanho
da nanoestrutura influencia na geracdao de indugdes eletromagnéticas néao
uniformes, provocando modos de excitacdo e relaxacdo diversos de forma que,
quanto maior a dimensdo, maior o deslocamento da frequéncia de excitacéo
plasmdnica para energias menores [21]. O deslocamento ocorre devido ao aumento
da densidade de cargas nas nanoestruturas, ja a largura de linha do espectro esta
associada a polidispersao das nanoestruturas. A presenga desta unica banda de
absorcao, associada a oscilacdo coletiva dos elétrons livres do ouro em AuNPs, é
um fendmeno conhecido como ressonancia de plasmons de superficie localizados.
Sua posigao da um valor médio do tamanho das particulas [124].

A presenga das bandas de absorcdo evidentes nos espectros de

absorcao otica (figura 4.4) esta, portanto, associada aos modos de ressonancia de
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plasmons e indica uma ndo agregagdo das nanoestruturas, uma vez que bandas
extremamente alargadas estdo ausentes. Sendo a banda de absorgédo na faixa de
menor energia (pico mais a direita) associada a oscilagdo coletiva dos elétrons na
direcdo longitudinal do bastdo (modo longitudinal), e outra banda associada a
oscilagdo dos elétrons na diregdo transversa (modo transverso). A amostra SR01
apresenta bandas em 518 nm (modo transverso) e 779 nm (modo longitudinal). A
amostra SR02 possui bandas em 520 nm e 753 nm, caracterizando assim bastbes
com razdes de aspectos um pouco menor, em relagcdo aos de SR01. A amostra
SRO03 apresenta bandas em 528 nm e 779 nm, porém, devido a maior intensidade
do modo transverso, €& possivel também verificar uma maior concentracido de
nanoparticulas esféricas produzidas concomitantemente aos bastdes.

Com o propésito de quantificar a concentragdo de nanobastdes
produzidos nas sinteses das amostras (SR 01, 02 e 03), foram obtidos espectros de
absorcao o6tica na faixa de energia do ultravioleta. Este resultado permitira, em outra
etapa, que possa ser feita uma estimativa do numero de moléculas do marcador de
spin ALTEMPOL ligados a cada nanobastdo de ouro. Portanto, sera necessario que
tenha-se a mesma quantidade de amostra tanto na realizacdo dos espectros de
absorcdo otica para quantificagdo da concentracdo de nanobastdes quanto para
espectros de EPR afim de mensurar a concentragdo de moléculas de ALTEMPOL.

A concentragdo de nanobastbes de ouro em suspensdo € obtida pela
comparagao das intensidades do pico de absorgcdo oOtica referente a banda de
absorcdo em 254 nm (transigdo Otica do atomo de ouro) das amostras aqui
preparadas com um padrao comercial de nanobastbes de ouro (NanoPartzT'VI A12-
10-780-CTAB). Este padrdo de AuNR tem uma concentragéo conhecida de 7,4x10""
bastdes por mL. Os espectros de absorgao otica foram obtidos a partir de um
espectrofotbmetro da companhia Shimadzu modelo 3600 que varre a faixa de
comprimento de ondas desde o infravermelho (IR) até o ultravioleta (UV), usando
duas lampadas de deutério e de tungsténio. Na figura 4.5 sdo apresentados os
espectros de absorcdo otica das amostras SR01, SR02, SR03 e para o padrao
comercial. Também presente na figura 4.5 a relagado encontrada para a absorbancia
da banda de absorcdo em 254 nm e a concentracdo de nanobastbes da amostra
padrdo, a partir da regressao linear tem-se a equacédo da reta que definira a
concentracdo das amostras SR01, SR02 e SR03. A equacgao que descreve a relagao
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entre a absorbancia e a concentracdo de uma determinada amostra para um dado

comprimento de onda é conhecida como lei de Lambert-Beer?’.

s

Absorcao Otica (Unid.Arb)

Figura 4.5: Espectro de absorgao 6tica para as trés amostras de AuNRs recobertas pelo CTAB e

ALTEMPOL (SR 01,SR02 e SR03) e, uma amostra padrao comercial de nanobastdes de ouro
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(NanoPartzTM A12-10-780-CTAB). O grafico do interior da figura € dado pela calibracéo realizada a

partir da diluicdo da amostra padrao comercial. A regressao linear revela a equagao da reta dada por:
Ap =4,21(4) X 10713 2/nm + 0,019(2).

Vale notar que a banda de absor¢cdo em torno de 254 nm presente para

as amostras é bem discreta. Nao foram avaliadas as bandas de aborgédo devido a

polarizagdo dos elétrons da superficie (ressonéncia plasmoénica), ocasionada pela

divergéncia nas posi¢des dos picos e larguras de linha. Portanto, a banda utilizada

para essa quantificagcdo € mais apropriada por ndo depender da forma dos bastdes e

sim da quantidade de atomos de ouro presentes nas amostras.

A inclinacao da reta encontrada pela regressao linear do grafico inserido

na figura 4.5, corresponde a constante definida como coeficiente de extingdo molar

multiplicado pelo caminho 6tico (e(1) = 4,21(4) X 10~13 mL/bastdes). A partir deste

*" Equacdo de Lambert-Beer: A, = e(A)CL, donde A, é absorbancia, C a concentragdo da amostra, [

o caminho 6tico percorrido pela radiagéo eletromagnética e (1) o coeficiente de extingdo molar.
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parametro foi possivel a quantificacdo da concentracdo de nanobastbes de ouros
das amostras SR01, SR02 e SR03. Na tabela 4.2 é apresentado os valores das
concentracbes de nanobastbes de ouro em suspensdo para as trés amostras
preparadas neste trabalho (SR01, SR02 e SR03).

Tabela 4.2: Valores da concentragao estimada de nanobastdes em suspensao para as trés amostras

sintetizadas.

SR 01 SR 02 SR 03

Concentragido de AuNRs (1012 /mL) 35,72 + 0,08 4,96 + 0,08 5,4 0,02
Quantidade de AuNRs na amostra de 50 pL

28 17,86 = 0,04 2,48 £ 0,04 2,7+0,1
(101 bastées)

Os erros estimados exibidos na tabela 4.2 foram obtidos a partir da
propagacao da incerteza dos parametros retirados da regressao linear utilizada no
calculo da concentracéo de nanobastdes?.

A partir do espectro de absorgao 6tica também é possivel estimar a razao
de aspecto dos nanobastdes. Com os valores do comprimento de onda referente ao
pico de absor¢ao do modo longitudinal (1,,,,) € da constante dielétrica do meio (¢€,,)

a equacgao empirica extraida de [125] nos fornece a razao de aspecto esperada.

Amax — 495,14nm 4.1)
R = 0,79.
( 53,71nm X €, ) +0

Com o objetivo de se confirmar a morfologia e as razdes de aspectos
media das amostras realiza-se a medida de microscopia eletronica de transmissao
(medidas executadas pelo Centro de Microscopia da UFMG) das amostras
sintetizadas. Na Figura 4.6 sdo expostas as imagens obtidas para cada amostra.

% 0O erro estimado para a quantidade de nanobastdes foi obtida pela propagagédo da incerteza. A

equacédo que forneceu o erro estimado é dada por: AQyr = +/V2(ACyz)%. Sendo V o volume do capilar
e ACyy O erro estimado para a concentragdo de nanobastdes.

—i i 2
% Aconcentragio= \[ (bmtzw) (Aa)? + (— l) (Ab)?; donde a e b sdo os parametros da equagédo da

a
reta obtidos pela regresséo linear da curva de diluigdo da amostra padrdo; Aa e Ab sdo 0s erros
estimados dos parametros da equacgao da reta obtidos na regresséo linear.
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Figura 4.6: Imagens de TEM utilizando o microscopio Tecnai G2-20 - SuperTwin FEI - 200 kV das
amostras (a) SR01, (b) SR02 e (c) SR03.

Por meio das imagens obtidas por TEM obtém a morfologia (tamanho e
forma) dos nanobastdes de ouro sintetizados. Com auxilio do software ImageJ
[126], estimou-se o tamanho médio das nanoestruturas a partir das imagens. Os
resultados, juntamente com estimativas a partir do espectro de absorgéo, séo

mostrados na tabela 4.3 abaixo:
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Tabela 4.3: Dimensodes: comprimento (L) e didametro (&), e razbes de aspecto (L/J) das amostras de
nanobastdes estimadas pelos espectros de absorgéo 6tica e pelas imagens de microscopia eletrdnica

de transmissao.

Absorcao o
L. TEM Valor médio
Optica
Lig® L (nm) @ (nm) L/ <LIZ>
SRO01 3,704 46 + 10 175 311 3404
SR02 36204 47+ 9 2114 2,2+0,6 2907
SR03 1,2+0,1 34+3 27+3 1,31£0,2 1,25+ 0,05

Pelos resultados apresentados na tabela 4.3 é possivel notar a
divergéncia entre os valores encontrados para a razdo de aspecto pela equagéo
empirica 4.1 e os valores mensurados pelas imagens obtidas via microscopia
eletrénica. Devido a verificacdo direta das dimensdes dos nanobastdes € de se
suspeitar da eficiéncia da equacgao 4.1 ou do valor do parametro do coeficiente de
extincdo utilizado. Lembrando que, o valor do coeficiente de extingao utilizado é
extraido de [125] que emprega o mesmo tipo de sistema (nanobastées em solugao
de CTAB em agua). Pode-se também argumentar a mudanga na variagcdo do
coeficiente de extingdo devido a presenca dos marcadores de spin.

Como se pode observar nas Figuras 4.7 e 4.8, a sintese da amostra SR03
forneceu além de nanobastdes, uma grande quantidade de AuNPs. Para as trés
amostras o surfactante foi CTAB e o marcador de spin foi o ALTEMPOL. Com o
aumento da quantidade de Borohidreto (agente redutor forte) o equilibrio quimico da
reacao de reducao do ouro ibnico em ouro metalico é deslocado, favorecendo assim
o crescimento isotropico da nanoestrutura de ouro (amostra SR03) [118]. Ja a
reducao da quantidade de AgNO;3; na sintese da amostra SR03, acarreta em um
facetamento dos nanobastbes. Uma das fungdes deste composto na sintese esta

relacionada a formagao de um complexo que atua como agente de recobrimento das

% Erro estimado como 10% do valor encontrado.
*" Erro estimado pela propagacdo da incerteza dos parametros retirados das dimensdes do bastéo,

2 2
ARazio de aspecto™= \/G) (Ac)? + (— ziz) (AD)?. Sendo | a largura média dos bastdes e ¢ o0 comprimento
medio adquirido pelas imagens de microscopia eletrénica de transmisséo.
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facetas laterais das sementes de crescimento [127, 128]. Os ions Ag® na reagdo
evitam o crescimento anisotropico de nanobastdes pentafacetados [129]. A seguir
sdo apresentados os resultados da caracterizagdao preliminar do TEMPOL e do
ALTEMPOL, em solugéo, e por EPR.
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5 — RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA DO TEMPOL E
DO ALTEMPOL EM SOLUGCAO

Neste capitulo sdo expostos e discutidos os resultados de uma
caracterizagao inicial, por EPR, do radical TEMPOL comercial € do marcador de spin
ALTEMPOL, sintetizado especificamente para este projeto. Tanto o TEMPOL,
quanto o ALTEMPOL, foram investigados livres em solugdo (como unicos solutos).
Parametros como poténcia de micro-ondas, concentragdo do radical, solvente
(viscosidade e polaridade) e temperatura, foram variados de modo a se obter um
conjunto de dados que permitisse escolher as condi¢des ideais de medida para os
ALTEMPOLs ligados aos AuNRs. Por exemplo, estudando a dependéncia do sinal
do TEMPOL e do ALTEMPOL com a poténcia de micro-ondas e a concentracéo, foi
possivel determinar a faixa exata destes pardmetros para evitar que,
respectivamente: 1) o sinal de EPR n&o saturasse; e 2) ndo houvesse, ou se houver,
como se da a interacao de troca entre os radicais na solugdo. Em ambos os casos, a
mudanca da forma de linha do sinal com estes paradmetros poderia mascarar
informacdes importantes a serem obtidas do sistema alvo deste estudo, o
ALTEMPOL-AuUNR. Além disto, este estudo permitiu um entendimento maior da
fisica dos radicais paramagnéticos em liquidos, como o efeito da polaridade e da
viscosidade do solvente na interacéo hiperfina e no aumento do tempo de correlacéo
rotacional, respectivamente.

A seguir, apos apresentacdo dos resultados desta caracterizagao por
EPR do radical TEMPOL e do marcador de spin ALTEMPOL, os resultados sao

comparados entre si e com aqueles retratados na literatura (para o TEMPOL).

5.1 — Saturagao do Sinal de EPR do TEMPOL e do ALTEMPOL em solugao

A Figura 5.1 mostra a variacdo do espectro de EPR do TEMPOL em

etanol (concentracéo de 0,1 mmol/L)** com a atenuacdo (poténcia de micro-ondas).
A forma de linha da transicdo de EPR, dada pela derivada de uma Lorentziana é

caracteristica de um regime nao saturado. Para sistemas que se encontra em

2.0 solvente inicialmente escolhido para esta etapa foi o etanol devido a maior solubilidade do
ALTEMPOL neste, quando comparado a agua.
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saturacdo, uma deformacdo na forma de linha é esperada [102]. A partir dos
espectros de EPR do TEMPOL, para as diversas atenuacgdes, péde-se constatar a

auséncia destas deformagdes, mesmo para baixas atenuacdes (altas poténcias)33.
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Figura 5.1: Espectros de EPR para o radical TEMPOL dados pela variagdo da atenuagéo de micro-
ondas. Medidas de EPR realizadas no espectrometro MS400 com uma cavidade retangular TE ..
Parametros de EPR utilizados: atenuagéo variavel, amplitude de modulagéo a 0,1 mT>, frequéncia de
9,4 GHz e temperatura ambiente(~300 K) e poténcia de micro-ondas enviada pelo gerador P, = 100

mW. A concentracdo do TEMPOL na solugéo etandlica foi de 0,1 mmol/L.

O dispositivo que permite a variacdo da poténcia de micro-ondas no
espectrédmetro de EPR é o atenuador [102]. A relacdo da atenuagao com a poténcia
de micro-ondas enviada a cavidade pelas guias de onda é descrita pela equacao
5.1:

33 e I .
Isso pode ser verificado qualitativamente, por exemplo, normalizando todos os espectros.

34 A escolha deste valor para a amplitude de modulacao ¢é justificado pela otimizagao na obtengao da
medida, que sera alcangada para valores de modulagdes em torno de um tergo da largura de linha
pico a pico das transi¢cbes de EPR.
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P
Agp = 1010g(§), (5.1)
S

onde A,z € o valor da atenuagdo em decibéis, P, € denominada como poténcia de
entrada, e P, € a poténcia de saida no atenuador. Desprezando as atenuacgdes e
reflexdes pelos outros componentes do ramo primario de micro-ondas (vide Figura
3.9), a poténcia de micro-ondas incidente na amostra sera P, e pode ser calculada a
partir de A, utilizando-se como P,, a poténcia de micro-ondas enviada pelo gerador.
Para o espectrometro MS400 utilizado neste trabalho, esta poténcia correspondente
a P, = 100 mW. Logo, se A, for igual a 10 dB, por exemplo, pela equagéo (5.1) a

poténcia que chegaria na amostra dentro da cavidade seria de 10 mW.
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Figura 5.2: Curva de saturagao para o radical TEMPOL e para o marcador de spin ALTEMPOL,
ambos em solugdo etandlica a 0,1 mmol/L. Os sinais foram integrados duas vezes para se encontrar
a area do espectro de absorgao (AA). Os parametros de EPR utilizados para se medir o ALTEMPOL

sdo0 0os mesmos utilizados para o TEMPOL (ver Fig. 5.2). As regressdes lineares sao:
AArenpol= 0,6(5) + 17,8(2)mW "2 P & AAx rempoL= 0,5(4) + 14,6(2)mW "2 P2 |
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Na figura 5.2 estdo representadas as intensidades dos sinais de EPR,
para o TEMPOL e o ALTEMPOL, obtidos pela dupla integragdo dos espectros de
EPR*, em funcéo da raiz da poténcia de micro-ondas aplicada ao sistema.

Estas curvas sdo conhecidas como curvas de saturagado do espectro de
EPR. E possivel concluir a partir delas que a relacdo entre a intensidade total dos
espectros de EPR e a raiz da poténcia da micro-ondas (Bl~m), é linear. Como
visto no capitulo 3, pelas equagdes 3.27 e 3.35, este comportamento caracteriza o
regime nao saturado da populagado dos estados de spin. Este regime é tipico para
tempos de relaxacao spin-rede curtos a temperatura ambiente (~300 K).

Como demonstrado no capitulo 3 pela equacéo 3.35 a inclinacéo da reta
obtida pela regressédo linear para os radicais TEMPOL e ALTEMPOL definem a
variagdo da poténcia de micro-ondas absorvida pelo sistema em relagcdo ao
acréscimo da poténcia de micro-ondas enviada a cavidade ressonante. O valor
encontrado para cada radical representa o produto das grandezas fisicas: a
magnetizagdo do sistema no equilibrio térmico, o campo magnético na condigao de
ressonancia e a fungéo g(v) que define a forma de linha da transicdo de EPR que
esta associada com o tempo de relaxacao spin-spin (T,).

A curva de saturacdo da Figura 5.2 para o TEMPOL, é semelhante a
encontrada por Eaton et al. e Tamski para 0 mesmo radical em agua [84, 85]. Nestes
trabalhos os autores também obtiveram uma relagéo linear na curva de calibragao,
mas para uma faixa de poténcias mais ampla. A ndo linearidade a partir de certo
valor da poténcia nestas curvas de saturacdo caracteriza o inicio do regime de
saturagao do sistema. Pequenas divergéncias para o inicio da saturagao, isto é:
16 mW [40], 12 mW [41], > 36 mW (neste trabalho), se devem, ao solvente e as
caracteristicas individuais dos espectrémetros como, por exemplo, as diferentes
cavidades de EPR usadas: ER 4103TM, cilindrica TEg11 e retangular TEqop,
respectivamente. Esta divergéncia para os valores da poténcia de saturagdo é
justificada pela diferenca no fator de qualidade da cavidade e no fator de

% A andlise numérica denominada como a dupla integracdo €& realizada pelos procedimentos
descritos a seguir; a curva da absorgdo de micro-ondas pelo sistema é obtida pela integracéo do
espectro de EPR pelo software Origin®; em seguida é subtraida do sinal de absorgdo uma linha de
base retirando assim as contribuigdes que ndo sejam das transigdes de spin, e finalmente é integrada
a curva resultante e obtida a area do sinal, este valor representa a quantificagdo de absorgédo de
energia total pelo sistema. A incerteza dos valores encontrados pela dupla integracdo sdo tomadas
como 20% do resultado encontrado segundo [87].
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preenchimento da amostra, acarretando em valores distintos para a absorcdo de
micro-ondas pelo sistema em cada cavidade.

Também na figura 5.2 pode-se ver a curva de saturagdo do marcador de
spin ALTEMPOL solubilizado em etanol a uma concentragdo de 0,1 mmol/L,
resultado ainda ndo relatado na literatura. Assim como o observado para o radical de
TEMPOL, a curva de saturaggo do ALTEMPOL também apresenta uma
dependéncia linear da raiz da poténcia de micro-ondas com a intensidade do sinal
de EPR. Ambas as curvas s3o lineares até P"2 ~ 6 mW"? mas suas inclinagdes sdo
diferentes.

As inclinagdes distintas para as curvas de saturagdo das amostras de
radicais livres de ALTEMPOL e TEMPOL indicam uma diferenca nos tempos de
relaxagdo associados. De acordo com as equagdes 3.27 e 3.35, a poténcia de
absorcdo da micro-ondas esta associada com a probabilidade de transicdo que é
dada pela regra de ouro de Fermi [97]. Lembrando que, essa probabilidade de
transicdo tem dependéncia com a funcédo g(v) que possui dependéncia intrinseca
com o tempo de relaxacdo spin-spin. Outro fator que influenciara a poténcia de
micro-ondas absorvida sera a energia de separagcdo entre os estados de spin

(equacoes 3.27 e 3.35), a diferenca desses termos entre os radicais sera resumida a

diferenca nos fatores isotrépicos dos tensores g e A. Entretanto, novamente essa
diferengca ndo sera tado acentuada como a apresentada nas inclinacbes das curvas
de saturacao.

Para evitar saturagao conclui-se, portanto, que se deve usar, tanto para o
TEMPOL, quanto para o ALTEMPOL, poténcias de micro-ondas abaixo de
36 mW. Neste regime a forma de linha dos espectros ndo sera modificada pela

saturagao, garantindo resultados da analise da relaxagao de spin mais confiaveis.

5.2 — Dependéncia do Sinal de EPR com a concentragdo do TEMPOL e do
ALTEMPOL

A dependéncia da intensidade do sinal de EPR, em relacido as variagdes
das concentragbes do radical livre TEMPOL e do marcador de spin ALTEMPOL,
ambos em solucao etandlica, é fundamental para a definicdo da concentracio ideal

para os experimentos com os marcadores ligados aos AuNR. Quanto mais alta a
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concentracdo, menor a distancia entre os spins e, portanto, maior a probabilidade de
aparecer a interacdo de troca entre os spins eletronicos de dois radicais diferentes,
resultando na deformacéao das linhas de EPR do espectro.

Ao analisar os espectros de EPR obtidos em fungdo da concentragao
tanto do TEMPOL quando do ALTEMPOL, é visivel a variagdo das formas de linha

com o aumento da concentracdo (Figuras 5.3 e 5.4).

N 400mM

100mM

40mM

10mM

332 333 334 335 336 337 338 339 340 341
Campo Magnético (mT)
Figura 5.3: Espectros de EPR para o radical TEMPOL em solugéo etandlica, em fungéo da

concentracdo. Pardmetros de EPR utilizados: atenuagéo de 30dB (~0.1 mW de micro-ondas),

amplitude de modulacao a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz e temperatura ambiente.

Esta variagdo da forma de linha é devido ao surgimento de uma interagéao
de troca entre os spins eletrdnicos de radicais diferentes. Com a elevagao da
quantidade de spins na amostra (radicais), havera um aumento cada vez maior
desta interacédo devido a diminuicdo da distancia entre os radicais. Este efeito ja foi
relatado antes para outros radicais nitroxidos. Por exemplo, Likhtenshtein et al.
observaram uma variagdo da forma de linha devido a interacdo de troca nos
espectros do radical DTBNO (di-t-butyl nitroxide) [13] muito similar a do TEMPOL.
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10mM

1TmM

0,1TmM

332 333 334 335 336 337 338 339 340 341
Campo Magnético (mT)

Figura 5.4: Espectros de EPR para o radical ALTEMPOL em solucédo etandlica, em funcao da
concentragao. Pardmetros de EPR utilizados: atenuagéo de 30 dB (~0.1 mW de micro-ondas),

amplitude de modulagdo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz e temperatura ambiente.

Assim como para o radical livre TEMPOL em solugdo etandlica o
marcador de spin ALTEMPOL sob mesmas condi¢cbes experimentais variou a sua
forma de linha com o aumento da concentracéo radicalar. Novamente a mudanca na
forma de linha sera respectiva a contribuicdo da interacao de troca.

Apos dupla integragcdo dos espectros pode-se calcular a intensidade
dos sinais de EPR em fungdo da concentragdo. Esta dependéncia pode ser vista
tanto para o TEMPOL quanto para o ALTEMPOL na figura 5.5.
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Figura 5.5: Variagdo da poténcia de micro-ondas absorvida em relagdo a concentragao de (a)
TEMPOL e (b) ALTEMPOL em etanol. Parametros de EPR utilizados: atenuagao de 30 dB, amplitude
de modulagao a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz e temperatura ambiente. As regressoes lineares
resultaram nas seguintes dependéncias: AAtgmpoL= 0,49(9) + 40(1)mM'1 C e AAaLtempoL= -8(2) +
46,4(5)mM™ C.

A relacdo linear da intensidade do espectro de EPR com a variacédo da
concentracdo até a concentracido de 100 mmol/L para ambos os radicais esta em
conformidade com a equacgao 3.27. A inclinagao da reta obtida pela relagdo empirica
da regresséao linear define a poténcia de micro-ondas absorvida pelo sistema dos
radicais nitroxidos dado por uma poténcia fixa de micro-ondas enviada a cavidade
de ressonancia. Este comportamento demonstra a variagao linear de espécies
paramagnéticas com o aumento da concentracdo da amostra. Entretanto, esta
dependéncia linear ndo é sensivel as deformagdes da forma de linha devido a
interacdo de troca, pelo menos em primeira ordem, portanto € notéria a fuga da
linearidade para concentragbes mais elevadas (>100 mmol/L). A divergéncia entre
as inclinagdes para os radicais TEMPOL e ALTEMPOL esta dentro dos erros
estimados para intensidade do sinal de EPR e concentragao radicalar. Outro fator
que influenciou na pequena divergéncia das inclinagées da reta foi a diferenga de
pontos obtidos entre as amostras. A relacdo da intensidade do sinal de EPR com a
concentracdo radicalar também esta de acordo com a literatura [84, 85] para
solugdes de TEMPOL em agua.
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Para se entender melhor a interagao de troca, responsavel pela alteracéo
da forma de linha dos espectros de EPR, para altas concentracbes de radicais,

devemos considerar o seguinte Hamiltoniano®®:

1 5.2
Hrroca =5 (517052 +5,7.11.5,), 2

onde S, é operador de spin referente a um elétron desemparelhado e S, é também o
operador de spin, entretanto, referente a outro elétron desemparelhado; J € uma
matriz 3x3 tomada pela interacdo elétrica (Coulombiana) entre dois elétrons
desemparelhados.

Condizente com o sistema estudado em que é de interesse a interagcao
intermolecular dos radicais, pode-se tomar a parte isotropica do Hamiltoniano da

interagao de troca [91]:
(Hrrocadiso = ]Osl-r-SZr (5.3)

onde J, =tr(J) /3, € a constante de acoplamento de troca, que em uma primeira

aproximacgao, € dada pela integral de troca:

e? (5.4)
|pa(2)pp (1)),

Jo = —=2(pa(1)p(2)]

4megr

¢, € ¢p séo funcdes de onda ortonormalizadas dos orbitais, considerando os
elétrons nao interagentes, ¢, é a permissividade do vacuo e r a distancia entre os
elétrons. Logo a interagcado de troca €, a grosso modo, inversamente proporcional a
distancia entre os spins (e dos radicais).

Considerando apenas a sobreposigao dos orbitais dos spins interagentes,
sem a definicdo da influéncia da dindmica molecular e dos tempos de relaxagao, a
relacdo da interag&o de troca com a distancia entre os spins interagentes sera dada
pela equagao 5.5 abaixo [130]:

% A ser tratado como outra perturbagdo ao Hamiltoniano de Spin da equacgao (3.13).
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Jo = Age P, (5.5)

Em resumo, a interagdo de troca é dada pela sobreposi¢cao das fungdes
de onda entre os elétrons, levando assim a dois possiveis estados de correlagao
entre os spins, (singleto e tripleto), a origem da interagdo de troca para sistemas
radicalares em solugdo de baixa viscosidade serdo as colisbes intermoleculares.
Além da interagdo de troca, existe outra contribuicdo a interagdo entre os spins
eletrénicos do sistema, nomeada de Dipolo-Dipolo. Essa outra contribuicdo é devido
a interagcdo eletromagnética entre os dipolos magnéticos eletrénicos, entretanto,
devido a rapida dinamica rotacional molecular dos radicais em solugao e pelo curto
tempo entre as colisbes ela sera muito fraca quanto comparada com interagao de
troca [130].

A quantificagcao desta interacéo de troca a partir do espectro de EPR pode
ser obtida, em primeira ordem, através da constante de acoplamento de troca J,.
Com auxilio da rotina Easyspin [105] os espectros de EPR do TEMPOL foram
ajustados®” para diferentes concentracdes, fixando-se parametros do Hamiltoniano
de spin, como os parametros do tensor g e da interacéo hiperfina®, e variando-se os
valores da frequéncia da interagao de troca (J,).

Ja a distancia média dos radicais pode ser estimada por uma distribuicao
homogénea dos radicais, dada a concentragdo da solugdo no volume do capilar
utilizado (50 uL). Na figura 5.6 se encontra um grafico da variagdo dos valores da
frequéncia da interagdo de troca (J,)*
radicais de TEMPOL ou ALTEMPOL nas solugdes.

em funcdo da distancia média entre dois

" Pelo método dos minimos quadrados incluido na rotina Easyspin. Entretanto, o software n&o
disponibiliza os erros estimados dos pardmetros dos ajustes.

% Tabela 3.1.

% Frequéncia da interagao de troca esta representada em unidades de campo magnético (mT) para
melhor visualizagéo, entretanto a unidade conceitualmente mais adequada seria MHz. O valor da
frequéncia da interagdo de troca sera equivalente quando comparado ao valor isotrépico da constante
de interacao hiperfina, Ay, (~1,6 mT, ou 45 MHZz) para a solugao etandlica de TEMPOL a 100 mmol/L,
ja para a concentracdo de 500mmol/L sera quase trés vezes maior (~4,4 mT, ou 124 mT).
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Figura 5.6: Relagéo da frequéncia da interagédo de troca com a distancia média entre as moléculas de
TEMPOL e do ALTEMPOL em etanol. Valores da frequéncia da interagao de troca foram obtidos pelo
ajuste via a rotina do Easyspin dos espectros de EPR. A curva representada pela linha azul é dada

pelo ajuste realizado no programa Origin® para o radical TEMPOL que gerou a relagdo empirica:

r

AATEMPOL = 18(1)6(_1,07(6)11771) - 0,01(7)

As curvas da figura 5.6 para os radicais TEMPOL e ALTEMPOL demonstram a
relagdo exponencial da frequéncia da interagdo de troca (J,) com a distancia entre os
spins desemparelhados, concordando com a previsdo tetrica da equagao 5.5. A
equacao empirica obtida pelo ajuste define uma relagao da frequéncia da interagao
de troca com a distancia entre os spins para o radical TEMPOL. Os valores da
frequéncia da interagdo de troca (J,) obtidos para as diversas concentragdes estao
de acordo com o encontrado por Dobryakov em [87].

Até entdo foram discutidos os resultados de EPR para os radicais da
classe dos nitroxidos, TEMPOL e ALTEMPOL, em funcao da poténcia de micro-
ondas e da concentragdo dos radicais utilizados neste trabalho. Eles podem ser
resumidos de duas maneiras.

Primeiro, ao aumentar a poténcia de micro-ondas incidente no sistema,
uma maior absor¢do de energia pelos spins eletrénicos desemparelhados ocorre,

evidenciados pelo aumento da intensidade do espectro de EPR. Entretanto, abaixo
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da poténcia de 36 mW os espectros dos dois radicais ndo apresentaram
deformagdes na forma de linha, caracterizando o regime de n&o saturagdo do
sistema.

O outro fator testado foi a dependéncia do sinal de EPR com o aumento
da concentracdo radicalar, para os dois radicais em solugcdo etandlicas, foi
observada a relagdo linear entre concentragdo e a energia absorvida pelo sistema.
Também foi quantificada a contribuicdo da interagdo de troca para os dois radicais.
A partir da concentragédo de 1 mmol/L os spins desemparelhados das moléculas do
radical ja interagem entre si alargando gradativamente as linhas de EPR no
espectro. Por outro lado, a dependéncia da intensidade do sinal ndo varia com o
alargamento das linhas de EPR causado pela interagao de troca.

Levando-se em conta estes resultados, de agora em adiante, a
concentragéo dos radicais TEMPOL e ALTEMPOL em solu¢des sera mantida em 0,1
mmol/L, evitando assim que a interacdo de troca impeca a quantificacdo da
influéncia do solvente e da temperatura no sistema de spins. A poténcia de micro-
ondas também sera mantida constante, em 0,1 mW (30 dB) para os proximos

experimentos.

5.3. — Influéncia do Solvente nos Parametros do Hamiltoniano de Spin

Nesta secdo sao analisadas as variagcbes dos parametros do
Hamiltoniano de spin do TEMPOL e do ALTEMPOL para diferentes solventes. Estes
parametros foram determinados pelo ajuste dos espectros de EPR com a rotina
Easyspin/Matlab® [105]. Os solventes utilizados variam em polaridade e
viscosidade. Os paradmetros de medida utilizados para todas as amostras nesta
etapa foram: a atenuacao do espectrometro em 30 dB, que equivale a 0,1 mW, para
se evitar saturagao (ver segéo 5.1); a concentragao em 0,1 mmol/L (mM) para evitar
0 aparecimento da interagdo de troca (ver segdo 5.2); a temperatura ambiente (T ~
300 K); e a modulagéo de 100 kHz em 0,1 mT.

A Figura 5.7, ilustra dois exemplos extremos de solventes com formas de
linha do espectro de EPR distintas: agua deionizada (DI) e ciclohexano. Vale
ressaltar que a grandeza fisica que em que o0s solventes possuem valores

antagobnicos sera a polaridade. Este parametro € apresentado neste trabalho como
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polaridade relativa, donde sera dado por uma escala em que 0 sera atribuido ao

tetrametilsilano e 1 para a agua [131].

Experimental H,O_,

— Tedrico (Ajuste) H,0,
Experimental Ciclohexano
Tedrico (Ajuste) Ciclohexano

333 334 335 336 337 338 339 340 341
Campo Magnético (mT)

Figura 5.7: Espectros de EPR do radical TEMPOL solubilizado em agua deionizada e ciclohexano.
As curvas de ajuste foram realizadas a partir da rotina do Easyspin. Parametros de EPR utilizados:
atenuacao de 30 dB (~0.1 mW de micro-ondas), amplitude de modulagéo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4
GHz (banda X) e temperatura ambiente. Os pardmetros do Hamiltoniano de spin derivados do ajuste

das formas de linha estao na tabela 5.1.

Também presentes na figura 5.7 estdo os ajustes das formas de linha
realizadas com auxilio da rotina Easyspin/Matlab® cujos parametros do
Hamiltoniano de spin se encontram na tabela 5.1. Pelas fung¢des que definem a
forma de linha dos ajustes, observando os espectros de EPR da figura 5.7 é notéria
a maior contribuicdo da funcao derivada de gaussiana para o espectro de TEMPOL
em agua (polaridade relativa 1), enquanto que para o espectro de ciclohexano
(polaridade relativa 0,06). Este resultado evidencia um alargamento ndo homogéneo
para o espectro de EPR do TEMPOL em solugdo aquosa, caracterizando a presenga
de interacdo hiperfinas nao resolvidas possivelmente causada pela presenca de
oxigénio molecular [91]. Uma possibilidade para o estudo da mudanga na forma de
linha do espectro de TEMPOL em solugdes € a eliminagao de moléculas de oxigénio

molecular através de uma degasagem.
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Outro parametro que sera responsavel pela variacao na forma de linha do
espectro de EPR é a viscosidade do solvente. Como descrito pela equacédo de
difusdo em liquido de Einstein-Stokes (equacao 3.39), a difusao rotacional do radical
no meio é dependente da viscosidade do solvente. A partir da forma de linha,
principalmente a da transicdo de alto campo do espectro (M; = 1), é possivel estimar
o tempo de correlacdo da molécula. Em alguns casos para viscosidade altas, o
espectro de EPR n&o pode ser descrito pela teoria apresentada no capitulo 3 (ou
pela teoria de Redfield [94]). As larguras de linha das transigbes presentes nos
espectros dos radicais neste caso nao obedecem a equacdo 3.43. A dinamica
desses radicais s6 podera ser descrita pelas equagdes estocasticas de Liouville [14].
Ambos os regimes estdo implementados na rotina de ajuste do Easyspin.

Na Figura 5.8, pode-se ver dois espectros representativos do radical
TEMPOL para solventes de viscosidades distintas: glicerol (viscosidade 934cp) e
ciclohexano (viscosidade 0,62cp). Nela, a mudanca de regime de dindmica
rotacional, em funcdo da viscosidade, para o TEMPOL em solucdo, é notavel.
Enquanto que para o regime rapido®’, para solventes de baixa viscosidade, as trés
linhas tém praticamente a mesma intensidade (tempos de relaxacdo spin-spin), o
mesmo nao ocorre para solventes “lentos”, de alta viscosidade.

Uma vez determinado os parametros experimentais ideais para se evitar a
saturacao e a interacado de troca que introduziriam artefatos nos espectros de EPR,
os experimentos acima com TEMPOL foram repetidos com outros solventes. Todos
os espectros foram ajustados pelo Easyspin e os parametros do Hamiltoniano de

spin foram determinados. Estes parametros sdo: as componentes do tensor g e do

tensor Hiperfino A; a largura de linha individual e as contribuicdes Gaussiana e

Lorentziana; e o tempo correlagao para difusao rotacional.

0 Baixo tempo de correlagéo para difusdo rotacional do spin do radical.
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Experimental Glicerina
Tedrico (Ajuste) Glicerina
Experimental Ciclohexano
—— Tedrico (Ajuste) Ciclohexano

332 333 334 335 938 357 398 338 340 34|
Campo Magnético (mT)

Figura 5.8: Espectros de EPR do radical TEMPOL solubilizado em gliceriol e ciclohexano. As curvas
de ajuste foram realizadas a partir da rotina do Easyspin. Parametros de EPR utilizados: atenuagéo
de 30 dB (~0.1 mW de micro-ondas), amplitude de modulag¢éo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz

(banda X) e temperatura ambiente.

Na Tabela 5.1 se encontram os parametros extraidos dos ajustes para os
diversos solventes. O desvio ou erro estimado dos parametros extraidos do ajuste
nao sao disponibilizados pelo software. Portanto, o unico paradmetro disponibilizado
na ajuste que estimara o sucesso do ajuste sera o desvio quadratico médio (RMSD,
do inglés root mean square deviation). Estes valores sao apresentados na tabela 5.1

abaixo e juntamente com todos os espectros realizados presentes na figura 5.9.
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Tabela 5.1: Parametros de EPR do radical de TEMPOL, obtidos via a rotina do Easyspin, solubilizado

em diversos solventes de polaridades e viscosidades diferentes.

, Etileno Ciclo-
Agua Tolueno  Etanol DMSO Metanol Glicerol
Glicol hexano
9« 2,0086 2,0098 2,0089 2,0093 2,0089 2,0090 2,0099 2,0090
9y 2,0061 2,0063 2,0062 2,0061 2,0061 2,0061 2,0063 2,0061
g 2,0022 2,0022 2,0022 2,0021 2,0022 2,0020 2,0020 2,0023
A,(mT) 0,60 0,65 0,61 0,62 0,61 0,62 0,62 0,65
Ay(mT) 0,71 0,71 0,71 0,72 0,68 0,70 0,68 0,71
A,(mT)"’ 3,82 3,30 3,55 3,49 3,59 3,61 3,29 3,61
(107 s) 1,51 0,45 2,86 3,59 0,45 13,52 0,22 254,58
ALgauss
0,16 0,06 0,14 0,16 0,13 0,16 0,06 0,13
(mT)
ALLorentz
0,02 0,28 0,16 0,02 0,22 0,01 0,27 0,07
(mT)
Polaridade
4 0,998 0,099 0,654 0,444 0,762 0,790 0,006 0,812
relativa
Viscosidade
43 1 0,59 1,1 1,99 0,55 16,1 0,62 934
(cp)
RMSD 155,9 59,4 45,8 134,9 36,5 86,3 54,9 82,4

*! Valores das componentes do tensor hiperfino dados em unidades de mT para melhor visualizagao,

entretanto a unidade conceitualmente mais adequada seria MHz.

*2 Valores da polaridade relativa extraidos de [131].
*3 Valores da viscosidade extraidos de uma tabela de propriedades fisicas de solventes da empresa

Sigma-Aldrich.
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Figura 5.9: Espectros de EPR do radical TEMPOL solubilizado em: (a) agua; (b) Tolueno; (c) Etanol;
(d) DMSO; (e) Metanol; (f) Etileno Glicol; (g) Ciclohexano e (h) Glicerol. Destaca-se nos espectros a
presencga do parametro RMSD (desvio quadratico médio). As curvas de ajuste foram realizadas a
partir da rotina do Easyspin. Parametros de EPR utilizados: atenuacao de 30 dB (~0.1 mW de micro-

ondas), amplitude de modulagéo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz (banda X) e temperatura ambiente.

Os paréametros do Hamiltoniano de spin do TEMPOL da tabela 5.1
podem ser comparados diretamente com os resultados obtidos por Lebedev em [88].

Enquanto que as componentes do tensor g dos mesmos solventes ndo sdo muito

diferentes. Para as componentes do tensor A observa-se uma pequena variagao
entre os resultados deste trabalho e os da referéncia para os solventes comum aos
dois [45].

Por outro lado, os valores das incertezas sdo maiores nos ajustes dos
espectros em que a forma de linha é predominantemente gaussiana. S&o eles os
espectros do radical solubilizado em agua, DMSO e etileno glicol. Este
comportamento € justificado pelo aparecimento de algumas transicoes satélites de
menor intensidade nestes espectros, sendo estas ndo contempladas pelo
Hamilltoniano descrito no algoritmo do ajuste. Essas transi¢gdes sdo associadas por
alguns autores a interagao Hiperfina do elétron desemparelhado com o isétopo de
13C (de abundancia de 1,1%) de spin nuclear I = 1/2 [13, 132]. Na Figura 5.10 tém-
se os espectros do radical TEMPOL solubilizado em agua e metanol, onde é notéria
a presenca de transicdes satélites no espectro de EPR para o TEMPOL solubilizado

em agua, enquanto, nao se nota a presencga destas no espectro em metanol.
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Figura 5.10: Espectros de EPR do radical TEMPOL solubilizado em: (a) agua; e (b) ciclohexano.
Destaca-se nos espectros a presenca de transicdes satélites em (a). As curvas de ajuste foram
realizadas a partir da rotina do Easyspin. Pardmetros de EPR utilizados: atenuagéo de 30 dB (~0.1

mW de micro-ondas), amplitude de modulagéo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz (banda X) e

temperatura ambiente.
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Com o objetivo de aferir a influéncia da polaridade do meio em relagéao as

componentes z do tensor A como relatado no capitulo 3, constréi-se o grafico da

variagdo da componente z do tensor em relacdo a polaridade relativa. A

representacdo da correlagédo do valor componente z do tensor A com a polaridade

do solvente é representada pela figura 5.11.

3,

3,8

0,0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Polaridade relativa

Figura 5.11: Componente z do tensor hiperfino A do radical TEMPOL extraidos via ajuste do
Easyspin versus polaridade relativa dos solventes utilizados [124]. A partir de uma regressao linear
extraida do software Origin® obtém-se 4,, = 3,26(3)mT + 0,47(5) mT P..

O comportamento apresentado pela figura acima se deve ao acréscimo
da densidade eletrénica no orbital 2p, centrado no atomo de nitrogénio. O aumento
da polaridade do solvente leva, portanto, a maior localizagdo da nuvem eletrénica no
sitio do nitrogénio. A partir dos parametros obtidos pela regresséao linear do grafico
da figura 5.11, é possivel a construgdo de uma equacido que fornega o valor da
componente principal z do tensor hiperfino para o radical livre TEMPOL em funcéao

da polaridade relativa do solvente (B.):
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A,, = 3,26(3)mT + 0,47(5) mT P.. (5.6)

Outra componente que sera influenciada pela polaridade do solvente é a

componente principal x do tensor g. Na figura 5.12 pode-se ver esta dependéncia.
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Figura 5.12: Componente g,, do tensor g do radical TEMPOL extraidos via ajuste do Easyspin versus
polaridade relativa dos solventes utilizados [131]. As componentes g,, e g,, Se mantém praticamente
constantes. A partir de uma regresséo linear extraida do software Origin® obtém-se os parametros da
equacgao da reta (g,, = 2,00989(6) — 0,0013(1) B.).

Na figura 5.12, pode-se ver que o aumento da polaridade diminui a
componente x do fator g aproximando-a do valor encontrado para o elétron livre
(ge = 2,0023). Essa diminuicdo pode ser explicada pela interagcéo entre os orbitais
7 localizados na periferia do radical TEMPOL e o orbital antiligante 7* da ligacao
N-O. A interagdo entre os orbitais acarreta em uma variagdo na energia do orbital
populado 7*. A equacdo 5.7 define a variagdo da componente principal x do tensor g

em relagéo a variagao energética do orbital antiligante * [88]:

yYors (5.7)
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A é a interacao spin-orbital constante para um atomo de oxigénio, p{ é a densidade
de spin no atomo de oxigénio, e AE,,~ € a energia da transicdo entre os orbitais
n - ©*. O aumento da polaridade do meio leva, portanto, ao deslocamento da
densidade de spin sobre o nitrogénio que, por sua vez, resulta em um crescimento
de A,, e diminuicdo de Ag,,. A variagdo de AE,,+ ocorre devido a solvatagdo dos
orbitais n ou ©* do radical TEMPOL, por moléculas de solvente [88]. O aumento de
AE, .- € correspondente ao da hidrofobicidade do solvente que associada ao
fortalecimento da solvatagdo do oxigénio n-orbital.

Novamente através dos paréametros obtidos pela regresséo linear do
grafico da figura 5.12, é possivel a constru¢ao de uma equagao que forneca o valor
da componente principal x do tensor g para o radical livre TEMPOL em fungdo da

polaridade relativa do solvente (B.):

Gxx = 2,00989(6) — 0,0013(1)P.. (5.8)

A seguir os valores das componentes A, e gy obtidos por Lebedev [88]
sao comparados com os resultados obtidos neste trabalho. A compatibilidade dos

resultados obtidos neste trabalho com os obtidos por Lebedev [88] € visivel.
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Figura 5.13: Comparativo dos resultados obtidos neste trabalho com adquiridos por Lebedev em [88].

Em (a) Componente z do tensor hiperfino A versus polaridade dos solventes e em (b) Componente x

do tensor g versus polaridade dos solventes.
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Outra influéncia do solvente nos parametros extraidos pelo espectro de
EPR sera o tempo de correlagdo que é uma grandeza associada a difus&do rotacional
do radical livre em solugédo. Na figura a 5.14, é exibido a relacdo do tempo de
correlagao extraido pelo ajuste, com a viscosidade associada para cada solvente

utilizado.

1E-9

1E-10

1E-11

1E-12

1 10 100 1000
Viscosidade (cp)

Figura 5.14: Grafico dos tempos de correlacdo da molécula do radical TEMPOL extraidos via ajuste
do Easyspin versus viscosidade dos solventes utilizados. O valor da inclinagao extraido da regressao

linear rendeu o valor de 2,70(4) x 1072 s/cp .

Ao observar o grafico da figura 5.14 é possivel notar o aumento do tempo
de correlagao das moléculas do radical TEMPOL em solventes mais viscosos. Este
comportamento linear do aumento do tempo de correlacdo das moléculas com o
aumento da viscosidade obtido experimentalmente esta em conformidade com a
equacao 3.39 (difusdo em liquido de Stokes-Einstein [89]). A inclinagdo da reta
obtida pela regressao linear em associagdo com a equagao 3.39 sera dada pela

relagao: inclinagéo=4naHy3/3kT [89]. A partir deste resultado sera possivel

estimar o raio hidrodinAmico das moléculas de TEMPOL em meio ao movimento
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rotacional na solugdo. O valor encontrado para o raio hidrodindmico para as

moléculas do radical livre de TEMPOL é dado por**:
ayy = (1,387 +£0,006) x 107 m.

Retornando aos resultados para o radical ALTEMPOL, a escassez e a
solubilidade desconhecida desse composto nos solventes utilizados, impossibilitou o
estudo da variacdo dos parametros deste marcador de spin na influéncia do meio.
Entretanto, como exposto por outros autores, a influéncia do meio para os radicais
nitroxidos se assemelham. Uma possibilidade explorada foi a comparagdo dos
espectros de EPR dos radicais ALTEMPOL e TEMPOL ambos solubilizados em
etanol. A figura 5.15 apresenta os espectros de EPR dos radicais solubilizados em
etanol a uma mesma concentragédo de 0,1 mmol/L, com objetivo de comparagéo
entre os espectros, os parametros de medida do espectrdmetro foram os mesmos
para as duas amostras. Sendo estes parametros: atenuacéo de 30 dB (~0.1 mW de
micro-ondas), amplitude de modulagédo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz (banda X) e

temperatura ambiente.

* 0 erro estimado para o raio hidrodinamico foi obtido pela propagagéo da incerteza. A equagéo que

2
2/3
forneceu o erro estimado é dada por: Aay, = \/[(3\[%) (i) ] (Ab)?. Sendo b a inclinagdo obtida

pela regressao linear do grafico exposto na figura 5.13.
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Figura 5.15: Espectros de EPR das amostras de ALTEMPOL e TEMPOL solubilizados em etanol a
uma concentragédo de 0,1 mmol/L. As linhas tracejadas referem a posi¢ao dos picos das transicoes

para o radical TEMPOL. Parametros de EPR utilizados: atenuagéo de 30 dB (~0.1 mW de micro-
ondas), amplitude de modulagéo a 0,1 mT, frequéncia de 9,4 GHz (banda X) e temperatura ambiente.

Ao comparar os espectros da figura 5.15 é possivel perceber um pequeno
deslocamento entre as linhas de transi¢cdes para o radical ALTEMPOL em relacao
do espectro do TEMPOL. Este resultado caracteriza uma contribuicdo isotropica do
tensor hiperfino maior para o radical ALTEMPOL em comparagdo com o TEMPOL.
Para uma maior precisao dos valores das componentes do radical ALTEMPOL em
solugdo etandlica € mais adequado a realizagdo de um ajuste via a rotina do

Easyspin do espectro. Na tabela 5.2 tem-se os valores das componentes dos

tensores g e Xque descrevem o Hamiltoniano do sistema adquirido pela ajuste dos

espectros dos dois radicais.
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Tabela 5.2: Parametros de EPR do radical de TEMPOL e ALTEMPOL, obtidos via a rotina do

Easyspin, solubilizados em etanol a uma concentragédo de 0,1 mmol/L.

TEMPOL ALTEMPOL

Gxx 2,0089 2,0093

9yy 2,0062 2,0060

92z 2,0022 2,0021
Ay (MT) 0,61 0,64
Ay, (mT) 0,71 0,73
Az, (mT) 3,55 3,63
(107 11s) 2,86 3,81
AL ggyss (MT) 0,14 0,13
ALporentz (MT) 0,16 0,17
RMSD 458 42,4

A partir dos dados apresentados na tabela 5.2 € possivel concluir que a
modificagdo da estrutura molecular do radical, mesmo nao sendo na ligagdo em que

o elétron esteja desemparelhado, ira acarretar em uma alteragdo das componentes

dos tensores g e A. O aumento do valor da componente isotrépica do tensor
hiperfino para o radical ALTEMPOL indica uma maior proximidade entre o spin
eletrébnico e nuclear envolvidos desta interagdo. Este fenbmeno pode decorrer da
mudanca da conformidade da molécula, que altera a densidade de spin no nucleo de
nitrogénio do radical e de uma mudanga no momento dipolar da molécula, alterando
assim o valor da componente isotropica.

Outro parametro obtido do ajuste, que esta exposto na tabela 5.2, é o
tempo de correlacdo da molécula do radical ALTEMPOL. O resultado indica uma
maior inércia na dinamica rotacional do radical ALTEMPOL em relagdo ao TEMPOL.
O aumento do valor do tempo de correlagdo é consequente do prolongamento da
estrutura e acréscimo na massa molecular do radical ALTEMPOL.

Com auxilio da equacao de difusdo em liquidos de Stokes-Einstein
(equacao 3.39) é possivel estimar o raio hidrodindmico das moléculas dos dois
radicais em etanol. Possuindo os valores da viscosidade do solvente, temperatura

do sistema e tempo de correlagdo extraido via ajuste o raio hidrodinamico é obtido
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trivialmente. Na tabela 5.3 sao apresentados os valores dos raios hidrodinamicos

encontrados com auxilio da equacéao 3.39 para os radicais em solugio etandlica.

Tabela 5.3: Raios hidrodindmicos das moléculas do radical de TEMPOL e ALTEMPOL em etanol,
estimados a partir dos tempos de correlagao obtidos pelo ajuste da forma de linha do espectro de

EPR pela rotina do Easyspin.

TEMPOL ALTEMPOL
ayy(1071m) 2,95 3,25

Como esperado o valor do raio hidrodinAmico para a molécula do radical
ALTEMPOL ¢é maior em relagao ao radical TEMPOL. Note, entretanto, que o valor
do raio hidrodinamico para O TEMPOL em solugdo etandlica € maior do que o

encontrado pela inclinacio da reta do grafico da figura 5.14
(apy = 1,387(6) X 10~*'m), usando todos os solventes medidos. Este valor é também

mais preciso, mas os valores obtidos para o TEMPOL e o ALTEMPOL em entanol
servem para uma discussao qualitativa.

Como ressaltado nas secbes anteriores, a dindmica molecular dos
radicais sera influenciada pelo meio. Um parametro que definira o impedimento da
difusdo rotacional das moléculas do radical, como ja discutido, € a viscosidade. Na
proxima secdo sao apresentados os resultados que demonstram a influéncia da

temperatura para o sinal de EPR do radical livre TEMPOL.

5.4. — Influéncia da Temperatura no Espectro de EPR do TEMPOL

Uma das inumeras vantagens da técnica de EPR €& a possibilidade de
variagcdo da temperatura do sistema. A variacdo da temperatura é obtida com um
criostato de fluxo de hélio (Oxford) junto a cavidade. A estabilizagdo e leitura da
temperatura foram auxiliadas pelo controlador de temperatura (ITC-4 Oxford) e por
um fluxometro (Oxford). A amostra utilizada foi a solugao de TEMPOL em etanol a
uma concentracdo de 1 mmol/L. Os pardmetros do espectrometro foram a
atenuagao mantida em 10 dB, frequéncia de 9,4 GHz (banda X) e modulagao de 0,1
mT. A faixa de temperatura variada durante as medidas foi de 280 K a 130 K. Alguns

espectros obtidos para a amostra estdo expostos na figura 5.16.
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Figura 5.16: Espectros de EPR para o radical TEMPOL em solu¢éo etanolica a 1 mmol/L dados pela

variagdo da temperatura do sistema na solugdo. Parametros de EPR utilizados: frequéncia de 9,4

GHz, atenuacgao de 10 dB (10 mW) e amplitude de modulagao a 0,1 mT.

A mudanca na forma de linha do espectro é nitidamente causada pela

mudanga de regime dinamico do radical em solugdo. O aumento do tempo de

correlacdo da molécula é caracteristico da diminuicdo da intensidade da ultima linha

de transicao e pelo alargamento da mesma. Comportamento este notavel até a

temperatura de 156 K, a partir de 140 K observa-se uma mudancga de regime. Este

regime, ja observado para solugdes de radicais de TEMPOL em glicerol, tem sua

dindmica descrita pelas equacbes estocasticas de Liouville [14]. J& para a

temperatura de 130 K, o espectro de EPR representa a forma de linha para o regime

rigido, como num sistema paramagnético diluido policristalino. E adequado se obter

os valores do tempo de correlagdo com a mudanca deste em relagao a temperatura
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do sistema. Isto sera possivel com auxilio do ajuste dos espectros obtidos via rotina
do Easyspin e sera mostrado mais adiante.

No momento, vale lembrar que o aumento do tempo de correlagdo para
difusdo rotacional com a diminuigdo da temperatura é dado pela equagao da difusao
em liquidos (Stokes-Einstein), demonstrando a importancia da interagéo do sistema
de spins com o banho térmico. O comportamento desta dependéncia é caracteristica
de um processo termicamente ativado, caracterizado por um processo tipo
Arrhenius. A partir do plot de Arrhenius pode-se extrair informagées como a energia
de ativagcdo do movimento da molécula no meio. Entretanto, para a obtencédo da
energia de ativacéo, precisa-se anteriormente definir a difusédo rotacional, sendo esta

grandeza relacionada com o tempo de correlagao pela equacgao [89]:

D _ 1 (5.9)
rot 6_L_C'

Tomando o logaritmo da difusdo rotacional teremos a equagao de
Arrhenius que apresentara uma relagdo linear com o inverso da temperatura.

Utilizando a equagéao de Arrhenius tem-se:

E 5.10
log(Dyar) = — 1o+ log(4), (610

R é a constante universal dos gases, E, é a energia de ativagdo rotacionale e log (4)
€ uma constante associada ao valor da difusédo rotacional para uma aproximagao de
um valor limite para a temperatura (T — ).

O plot de Arrhenius para os valores da difusao rotacional para o radical de

TEMPOL em etanol em relagdo a variacao de temperatura esta representado na
figura 5.17.
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Figura 5.17: Lei de Arrhenius para a correlagéo entre a difusao rotacional das moléculas do radical

TEMPOL em solugéo etandlica a uma concentragdo de 1 mmol/L com a temperatura do sistema. A
difusao rotacional obtida através da equagao 5.9 utilizando os valores dos tempos de correlagao

extraidos via ajuste dos espectros de EPR. A partir de uma regresséo linear obtém-se os pardmetros

100

da equacéo da reta (log(Dy,,:) = b—+ a):b=(061+0,02)Kea=(11,8=+0,1).

Através de uma regresséo linear do grafico da figura 5.17 é possivel
obter-se a energia de ativacéo rotacional. Esta energia para o radical de TEMPOL
em etanol é de (1,21 + 0,01) kcal/mol *° ou (52,5 + 0,04) meV/molécula, valor este
muito menor ao obtido por Agneta Caragheorgheopol et al. para um marcador de
spin do tipo nitréxido ligado as nanoparticulas de ouro [10]. O resultado encontrado
era esperado, pois o movimento de um marcador de spin ligado a uma estrutura
grande como uma nanoparticula € mais restrito que o de um radical livre. O ponto de

interceptacao da reta ao eixo das ordenadas do grafico da figura 5.18, revela o valor

*5 0 erro estimado para a energia de ativagao rotacional foi obtido pela propagagéo da incerteza. A

2
equacao que forneceu o erro estimado é dada por: AE, = /(— %) (Ab)?. Sendo b a inclinagao obtida
pela regressao linear do grafico exposto na figura 5.16.
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do tempo de correlagao limite para uma temperatura muito elevada, sendo este igual
a t=(2,7+0,6)x10-135.%

Outro parametro extraido das simulacdes dos espectros de EPR para o
radical TEMPOL em etanol em relagdo a variagcdo de temperatura € a largura de
linha das transigdes. O grafico que exibe a contribuigdo lorentziana a largura de linha

em relacdo a temperatura esta presente na figura 5.18.

0,18 |-
0,16
0,14 - .
0,12
0,10
0,08

0,06 - . .

Largura de Linha Pico a Pico (mT)

| L | L | L 1 L 1 L | L |

140 160 180 200 220 240 260 280
Temperatura (K)

Figura 5.18: Contribuicéo lorentziana as larguras de linha dos espectros de EPR do radical TEMPOL
extraidos via ajuste do Easyspin versus temperatura do sistema. A solugéo etandlica do radical se
encontrava a uma concentragdo de 1 mmol/L. Pardmetros de EPR utilizados: atenuagédo de 10 dB e

amplitude de modulagédo a 0,1 mT.

A contribuigdo lorentziana a largura de linha do espectro de EPR esta

correlacionada ao tempo de relaxagao spin-spin (T,), como ja discutido no capitulo 3
(ABy/, = 2/V/3T;), e é também evidenciada na figura 5.18. A diminuicdo da

contribuicdo Lorentziana a largura de linha com a temperatura (figura 5.18) confirma

% 0 erro estimado para o tempo de correlagédo limite foi obtido pela propagagédo da incerteza. A

In (10)
6x102

2
equacao que forneceu o erro estimado é dada por: Az, = \/( ) (Aa)?. a sera o parametro livre

obtido pela regresséo linear do grafico exposto na figura 5.16.
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a dependéncia da largura de linha com o tempo de relaxagao spin-spin (T, < 1/T).
Entretanto, a contribuicdo da gaussiana a largura variou pouco com a temperatura,
nao mostrando tendéncia.

No proximo capitulo sdo apresentados os resultados inéditos para os
marcadores de spin ligados a superficie dos nanobastdes de ouro. Resultados esses
obtidos a partir da técnica de EPR para as amostras apresentadas no capitulo 4 (SR
01, SR 02 e SR 03). Os resultados apresentados no capitulo 5 para os radicais livres
TEMPOL e ALTEMPOL, sendo eles: os fatores de calibragédo (variagdo do sinal de
EPR com o aumento da poténcia de micro-ondas e da concentragao radicalar), a
influéncia do meio nos parametros do Hamiltoniano do sistema e na dindmica
molecular e a dependéncia da temperatura servirdo como base para o estudo dos

nanobastdes de ouro funcionalizados com os marcadores de spin.
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6 — MARCAGAO DE SPIN EM NANORODS DE OURO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para
as amostras de nanobastdes de ouro (AuNRs) funcionalizados com o marcador de
spin ALTEMPOL. Vale ressaltar que, até o presente momento, ndo ha relatos na
literatura sobre a funcionalizagdo destas nanoestruturas com marcadores de spin.
Dessa forma, a analise e a interpretagao fisica dos resultados apresentados neste
capitulo sdo fundamentadas nos conceitos teoricos e caracterizagdes realizadas nos
capitulos anteriores e comparados com resultados disponiveis na literatura para
marcacgao de spins em AuNPs. Este capitulo possui importancia central, pois, além
de utilizar o conteudo discutido em capitulos anteriores, também apresenta os
resultados do principal objeto de estudo deste trabalho: a ligagdo dos marcadores de

spin a superficie dos bastdes.

6.1 — AuNRs marcados com ALTEMPOL - eliminagcdo do excesso de
ALTEMPOL livre

Antes de apresentar os espectros de EPR das amostras dos nanobastdes
de ouro, sdo relatados brevemente alguns detalhes da preparagdo das amostras
SR01, SR02 e SRO03. A importancia do processo de purificacdo das amostras,
discutido no capitulo 4 deve ser aqui, novamente ressaltada. Ela € uma etapa
fundamental na marcacdo dos AuNRs com ALTEMPOL e de eliminagao do excesso
ALTEMPOL livre. Ao eliminar todo excesso do radical ALTEMPOL nao ligado, os
espectros de EPR das amostras (SR01, SR02 e SR02) serédo caracteristicos dos
marcadores ligados aos AuNRs, sem a sobreposi¢cdo do sinal dos radicais livres em
solugao.

A seguir, sdo apresentados as intensidades do sinal de EPR do
ALTEMPOL livre no sobrenadante, produto das centrifugagbes das amostras. As
centrifugagbes foram efetuadas a 8000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante, de
aparéncia transparente, é reservado para a quantificacdo do ALTEMPOL nao ligado
aos nanobastdes de ouro. O precipitado € ressuspendido em solucdo aquosa de
CTAB a 1 mmol/L. O processo de centrifugacao é repetido até completa purificagao

dos nanobastbes de ouro, ou seja, até o desaparecimento do sinal de EPR do
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ALTEMPOL n&o ligado no sobrenadante. Os graficos que ilustram a relagdo da
intensidade do sinal EPR do sobrenadante com o numero de centrifuga¢des do
sistema para as trés amostras (SR01, SR02 e SR03) estao presentes na figura 6.1.
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Figura 6.1: Relagéo da intensidade do sinal de EPR do ALTEMPOL livre nos sobrenadantes das
amostras (a) SR01, (b) SR02 e (¢) SR03, em fungédo do numero de centrifugagdes. A solugéo
presente nos sobrenadantes além do ALTEMPOL nao ligado, possui também CTAB em agua

deionizada a 1 mmol/L. Os pardmetros de EPR utilizados nas medidas foram: frequéncia de micro-

ondas de 9,4 GHz (Banda X), atenuagéo de 10 dB (10 mW), amplitude de modulagdo a 0,1 mT e
T ~ 300 K. Os espectros de EPR correspondentes estao inseridos nas figuras. Cada lavagem

corresponde a um processo de centrifugagédo seguido de ressuspensao do precipitado em solugéo
aquosa de CTAB a 1 mmol/L.

A diminuicao do valor da intensidade do espectro de EPR do ALTEMPOL
com o numero de centrifugacdes, caracteriza a eficiéncia do método de eliminagao
dos marcadores nao ligados. A ultima centrifugagcédo (42 lavagem), para todas as
amostras, nao revelou as linhas de EPR do ALTEMPOL distinguivel do ruido, e por
isso, foi associado a uma intensidade zero. Este processo de purificagcdo foi de
grande importancia para o estudo proposto, pois somente dessa maneira foi possivel
garantir que o sinal de EPR das amostras, apdés esta fase, sdo devidos

exclusivamente aos marcadores ALTEMPOL ligados aos nanobastdes de ouro.
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6.2 - EPR do ALTEMPOL ligado aos AuNRs - Resultados

Os espectros de EPR das trés amostras (SR01, SR02 e SR03) estao
apresentados nas figuras 6.2 (a)-(c), respectivamente, juntamente com os ajustes
obtidos pela rotina Easyspin/Matlab®. Os espectros foram coletados com os
mesmos parametros experimentais: frequéncia de 9,4 GHz; atenuagdo de 10 dB
(10 mW); e amplitude de modulagao a 0,1 mT. Nos trés casos 0s espectros puderam
ser decompostos em duas componentes, um tripleto devido ao ALTEMPOL isolado,
cujas intensidades das linhas sdo desiguais (sinal A), e uma segunda linha larga

sem interagdes resolvidas (sinal B).

(a)

Experimental

—— Tedrico (Ajuste)
Sinal B
Sinal A

333 334 335 336 337 338 339 34

Campo Magnético (mT)
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(b)

Experimental

—— Tedrico (Ajuste)
Sinal B
Sinal A

333 334 335 336 337 338 339 340
Campo Magnético (mT)

(9

Experimental

—— Teodrico (Ajuste)
Sinal B
Sinal A

333 334 335 336 337 338 339 340
Campo Magnético (mT)

Figura 6.2: Espectro de EPR das amostras SR01 (a), SR02 (b) e SR03 (c), ap6s quatro lavagens,

resuspendidos em uma solucdo de CTAB em agua deionizada (ver detalhes no texto).
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O sinal A é referente ao espectro de radical nitréxido em solugao,
caracterizado pelo tripleto associado as transi¢gdes de spin envolvendo interacao
hiperfina com um ntcleo de N (I = 1). Entretanto, como esperado, este espectro
difere do obtido para o radical livre ALTEMPOL em solugéo (p.ex. no sobrenadante
da Figura 6.1), pois apresenta uma diminui¢cdo da intensidade e o alargamento da
transicdo de alto campo (linha mais a direita). Esta primeira contribui¢cao (sinal A) é
tipica de um radical nitréxido (0 ALTEMPOL) com um tempo de correlagdo alto
(regime lento). Os parametros de ajuste do Hamiltoniano de spin para esta linha sao
mostrados na tabela 6.1, juntamente com os parametros obtidos para o ALTEMPOL

livre (espectros da Figura 6.1, sem lavagem), medido nas mesmas condic¢oes.

Tabela 6.1: Parametros de EPR do marcador de spin ALTEMPOL (Sinal A) ligado a superficie das
amostras de nanobastdes (SR01, SR02 e SR03) em suspensdo em agua deionizada comparados
com os dos espectros do ALTEMPOL livre (Livre) no sobrenadante da solugdo aquosa de CTAB a 1

mmol/l (espectros da Figura 6.1, sem lavagem), obtidos via a rotina do Easyspin/Matlab®.

SRO01 SR02 SRO03

Sinal A Livre Sinal A Livre Sinal A Livre

Gx 2,0090 2,0086 2,0093 2,0089 2,0094  2,0090
9yy 2,0059 2,0061 2,0058 2,0058 2,0058  2,0057
92 2,0020 12,0022 20019 2,0022 2,0019 20022
Ay, (MT) 0,68 0,69 0,64 0,68 0,64 0,67
A, (mT) 0,78 0,77 0,75 0,79 0,77 0,77
A,, (mT) 3,62 3,64 3,63 3,63 3,58 3,67
7,(x 10710) 1,31 0,36 2,08 0,25 3,30 0,27
RMSD 24817 199,72 204,18 162,47 216,42 106,76

O espectro referente a segunda contribui¢cao (sinal B nas figuras 6.2 (a)-
(c)) é semelhante aos das solugbes de TEMPOL em altas concentracbes (ver
capitulo 5). Ele é caracteristico de spins eletrdbnicos de moléculas de radicais

diferentes, interagindo via interagdo de troca. Lembrando, que a contribuicdo da
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interagéo dipolo-dipolo é desprezivel para radicais em solugdo de baixa viscosidade
que néo estejam no regime rigido [130]. Estes sinais também foram ajustados e os

parametros do ajuste sdo apresentados na tabela 6.2.

Tabela 6.2: Parametros de EPR do marcador de spin ALTEMPOL (linha B) ligados a superficie das
amostras de nanobastdes (SR01, SR02 e SR03) em suspenséo.

SRO01 SR02 SR03
SinalB SinalB Sinal B

Gxx 2,0086  2,0091 2,0086

9yy 2,0059  2,0059  2,0059

92z 2,0024  2,0020  2,0020
A,y (MT) 0,64 0,66 0,66
Ay, (MT) 0,77 0,78 0,78
Ay, (mT) 3,58 3,65 3,65
T.(x 107 1%) 19,89 17,62 18,71
Jo(mT) 1,68 2,28 1,88

RMSD 248,17 204,18 216,42

Além de apresentar a interagéo de troca, representada pelo parametro J,,
e responsavel pelo alargamento das linhas de EPR, os tempos de correlagao para
difusdo rotacional dos sinais B também aumentaram, em média uma ordem de
grandeza, comparados aos dos sinais A. Esse resultado € esperado, caso venha
este sinal a ser causado por moléculas de ALTEMPOL muito proximas umas das
outras. Desta forma havera além da restricdo da dinamica rotacional devido a
ligacdo do marcador ALTEMPOL ao substrato, uma segunda restricdo da dinamica
rotacional devido ao alinhamento das moléculas causado pela interagao de troca.

Por fim, ao ajustar simultaneamente os espectros A e B, outro parametro
foi incluido nos ajustes. Este parametro é o peso relativo de cada contribuigcdo A e B
ao espectro total e esta relacionado as intensidades absolutas dos dois sinais. Uma
vez que as intensidades absolutas sao proporcionais as quantidades absolutas de
cada espécie paramagnética, ao se calcular a concentragado absoluta total de A+B, a

quantidade absoluta dos dois tipos de radical ALTEMPOL (A e B) presentes nas
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amostras pode ser obtida. O processo de calibragao prévia da intensidade por area
€ feito a partir de uma solugcdo aquosa de TEMPOL, em diferentes concentragdes

(para 50 uL) [86]. Estes resultados estdo consolidados na tabela 6.3.

Tabela 6.3: Razdo de intensidades dos sinais Ae B (Peso)47 para as trés amostras SR01, SR02 e
SRO03. Concentragao total das espécies paramagnéticas A + B na amostra®, derivada da integracao
dupla do espectro de EPR total, e quantidade absolutas de cada espécie nas amostras (considerando

um volume de 50 + 10 pL de solugao) *°.

Amostra SRO1 SR02 SR03
Peso (ig/ia) 2116 30+8 1414
Concentragao Total de A+B (umol/L) 31+6 3,1£0,6 511
Quantidade Absoluta da espécie B na amostra (10'* moléculas) 9+2 09+03 14104
Quantidade Absoluta da espécie A na amostra (10'* moléculas) 4+2 0,3%+0,1 0,9+0,3

A partir dos valores da tabela acima, o nimero médio de ALTEMPOL
das duas espécies, por bastdo, considerando a quantidade de bastdes por amostra
(Capitulo 4), pode ser estimado. Este numero para ALTEMPOL B ¢é de:
500 [BJ/AuNR (SRO01), 360 [BJJAuNR (SR02) e 520 [B)/AuNR (SR03). Para o
ALTEMPOL A os valores séo, pelo menos, uma ordem de grandeza menor, isto €,
22 [AJAuNR (SRO01), 12 [AJJAuNR (SR02) e 33 [AJ/AuNR (SR03). Em outras
palavras, o numero médio de ALTEMPOL B por nanobastdo de ouro é de

aproximadamente 20 vezes maior do que o de ALTEMPOL A.

* A incerteza estimada para o peso foi obtido pela propagacdo da incerteza segundo a

equagéo: APeso = J(l/iA)Z(AiB)Z + (—iB/iAZ)Z(AiA)Z. Sendo i, a intensidade do sinal de EPR
respectivo ao tripleto, e i; respectivo a contribuicdo da linha larga.

*® A incerteza estimada para a concentracao absoluta foi de 20% de acordo com a referéncia [87].

*9 As incertezas estimadas para as quantidades da espécie A e B na amostra foram obtidas segundo
a equagéao: Q = \/VZ{[P/(l + P)]2(AC7)? + (Cy/(1 + P)?)2(AP)2}. Sendo V o volume do capilar, P o
peso e C a concentracao absoluta total.
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6.3 — O sinal A— O ALTEMPOL ligado ao CTAB livre

Os parametros obtidos nos ajustes da secao anterior, para o Sinal A e
para o ALTEMPOL livre (Tabela 6.1), sdo essenciamente idénticos, com exceg¢ao do
tempo de correlagdo para difusao rotacional que, por ser de 4 a 10 vezes maior no
primeiro caso, indica que o marcador certamente aderiu a uma molécula de maior
extensdo aumentando assim a sua inércia rotacional. Também sua concentragao é
cerca de uma ordem de grandeza menor do que o ALTEMPOL B.

Com o objetivo de se identificar a origem do sinal do ALTEMPOL A, foi
executado um experimento que envolveu a preparacdo de uma amostra de
ALTEMPOL em solugdao aquosa, sem AuNRs, mas com o CTAB a 1 mmol/L de
concentracao similar a do ALTEMPOL A nas trés amostras SR01, SR02 e SR03. O
espectro de EPR desta solugéo, juntamente com seu melhor ajuste a partir dos
parametros do Hamiltoniano de spin derivados dos ajustes das formas de linha do
sinal A, para as amostras SR01, SR02 e SR03 (Figura 6.2 e Tabela 6.1), € mostrado
na figura 6.3:

26000

Experimental
Tedrico (Ajuste)

24000
22000
20000

18000

16000 ~

14000 ~

Sinal EPR (Unid.Arb)

12000 |-

10000

8000 i s 1 1 1 " 1 L | 1
334 335 336 337 338 339

Campo Magnético (mT)

Figura 6.3: Espectro EPR ALTEMPOL livre em solu¢do aquosa com CTAB a 1 mmol/L, juntamente

com o espectro tedrico calculado pelo EasySpin/Matlab® usando valores médios dos parametros do

Hamiltoniano de spin do ALTEMPOL A (Tabela 6.1). Os parametros experimentais foram: frequéncia

de micro-ondas de 9,4 GHz (Banda X), atenuag¢ao de 10 dB (10 mW), amplitude de modulagao de 0,1
mT e T ~ 300 K.
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Ao analisar o espectro da solugdo de ALTEMPOL em solugdo em agua
deionizada com CTAB a 1 mmol/L é notdria a similaridade deste com o sinal A
encontrado nas amostras SR01, SR02 e SR03. A dindmica rotacional molecular do
ALTEMPOL para a solugao em agua deionizada com CTAB a 1 mmol/L e, para o
sinal A encontrado nas amostras SR01, SR02 e SR03 também sdo comparaveis.
Enquanto que o tempo de correlagdo médio obtido pelo ajuste da forma de linha do
espectro do ALTEMPOL A para as trés amostras (SR01, SR02, SR03) é de
(2,2 £ 0,7)x10° s (Tabela 6.1), para o sinal do ALTEMPOL da Figura 6.3 o valor é
~ 2,12 x10" s. Logo, um possivel modelo que descreva a origem do sinal A
presente nas amostras de AUNRs marcados (SR01, SR02 e SR03), ndo envolveria o
ALTEMPOL ligado aos AuNR. Em outras palavras, o sinal A seria originado pelo
ALTEMPOL disperso no solvente, mas nao livre, e mais especificamente, acoplado,
de alguma forma, a residuos de surfactante CTAB no solvente. Uma vez que a
concentracdo de CTAB usada nas amostras SR01, SR02 e SR03 ¢é ligeiramente
maior que a concentragao micelar critica (CMC = 0,96 mmol/L) [133], é possivel que
as moléculas de ALTEMPOL estejam intercaladas entre as moléculas de CTAB em
micelas. Esta hipdtese acarretaria também em uma restricdo do movimento
rotacional das moléculas de ALTEMPOL como verificado pelo aumento do tempo de
correlagdo. No entanto bastaria um aumento do raio hidrodindmico do radical pela
ligacdo ALTEMPOL-CTAB para que o tempo de correlagdo aumentasse. Para
confirmar este modelo, no entanto seriam necessarios mais experimentos como, por
exemplo, medidas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) para se avaliar a
formacédo de micelas de CTAB, bem como experimentos de EPR com temperatura
variavel, esquentando-se a solugao, para se verificar a dinamica de intercalacdo dos

marcadores nas micelas.

6.4 — O sinal B— ALTEMPOL ligado aos AuNRs

Para o Sinal B, o movimento rotacional das moléculas do marcador de
spin ALTEMPOL é ainda mais suprimido, uma vez que o tempo de correlacido para
difuséo rotacional é de cerca de 9 vezes maior do que para o ALTEMPOL (sinal A) e
de 60 vezes maior do que para o ALTEMPOL livre (Tabelas 6.1 e 6.2). Estes

resultados sdo consistente com a marcacdo dos AuNRs, e mais ainda, com o
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aparecimento de uma interagao de troca entre os spins eletrénicos do ALTEMPOL
ligado.

Com auxilio dos resultados da sec¢éo 5.2, em se que obteve a relagéo da
frequéncia de interac&o de troca isotrépica ], com a distancia média entre os radicais
livres TEMPOL em solugdo etandlica, foi possivel estimar a distancia entre as
moléculas do marcador de spin referentes ao sinal B para cada amostra (SR01,
SR02 e SR03). Os resultados seguem na tabela 6.4.

Tabela 6.4: Distancia média entre as moléculas dos marcadores ALTEMPOL B (r;,) estimada a partir

da dependéncia do ], (constante de interagéo de troca) com a concentragdo de TEMPOL em solugdo

etandlica, determinada no capitulo 5 (ver Figura 5.6).

SRO01 SR02 SRO03
Jo(mT) r,o(nm) Jo(mT) r,o(nm) Jo(mT) r,o(nm)
1,68 ~2,5 2,28 ~2,2 1,88 ~2.4

Num primeiro modelo que elucide a distribuicdo dos marcadores de spin
que ligam covalentemente a superficie dos AuNRs considera-se a geometria dos
AuNRods com curvaturas acentuadas nas pontas. Neste caso a reatividade
associada a curvatura da superficie nas extremidades dos nanobastbes levaria a
uma concentragdo maior de marcadores nestas posi¢cdes e, ao se aumentar esta
concentracao, a distancia entre os marcadores diminuiria. Portanto, se ela chegasse
a ~ 3 nm, uma interagdo de troca entre os marcadores apareceria. Neste caso,
haveria uma distribuicdo seletiva dos marcadores de spin nas pontas dos AuNRs.
Sendo assim, a densidade de ALTEMPOL interagindo nas pontas seria entre 15 e
30 vezes maior do que a densidade de ALTEMPOL no corpo dos AuNRs, condizente
com o aparecimento da interagédo de troca.

Outro argumento favoravel a esta hipétese da distribuicao seletiva seria a
possivel ndo ligagao dos radicais a superficie lateral do bastao por bloqueio estérico.
Segundo Wang [120] as moléculas de CTAB se ligam somente as faces laterais dos
bastbes (corpo), o que bloquearia estes sitios para a ligagcdo dos marcadores de
spin, forgcando-os as pontas. A interagdo entre as moléculas de CTAB e a superficie
do ouro ocorre via a formacdo de um complexo do tipo AuCl,-CTAB [134], sendo

assim improvavel a troca destas por moléculas de marcadores de spin durante a
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exposicao dos AuNRs aos ALTEMPOL. Neste caso € plausivel considerar que as
pontas dos bastbes seriam regides preferenciais para ligagdo dos marcadores de
spin.

Um teste para este modelo € a analise semi-quantitativa da distancia
média entre os marcadores ligados aos AuNRs, estimada a partir de uma
distribuicdo homogénea, mas restrita as pontas dos AuNRs. Neste caso, deve-se
levar em conta também a area superficial média dos AuNRs, derivada dos
parametros geométricos (Tabela 4.3). Podendo assim, comparar com os resultados
estimados diretamente a partir do valor de j, da interagdo de troca (tabela 6.5).

Estes resultados podem ser resumidos na tabela seguinte.

Tabela 6.6: Distancia média entre as moléculas dos marcadores ALTEMPOL ligados a superficie dos
AuNROods, considerando uma distribuicdo homogénea ({(ryon)). Esta estimativa levou em conta as
quantidades absolutas das espécies A e B (Tabela 6.3), a concentragdo dos AuNRods (Tabela 4.2) e

a area superficial média dos AuNRods calculada a partir dos parametros geométricos (Tabela 4.3).

SRO01 SR02 SR03
(raom)(nm) (rrom)(nm) (rgom)(nm)
2,5+0,750 3,4+0,8 28+0,5

Com base nos resultados expostos nas tabelas 6.5 e 6.6, fica claro que,
para o sinal B, a distadncia intermolecular encontrada pela distribuigdo homogénea
restrita nas pontas dos AuNRs é da mesma ordem de grandeza da distancia

estimada pela interagado de troca. Em outras palavras, dentro das incertezas, r; ~

(ruom) O que suporta o modelo proposto para o sinal B.

% O erro estimado para a distancia intermolecula de ALTEMPOL por AuNR foi obtido pela
propagacdo da incerteza. A equagdo que forneceu o erro estimado €& dada por:

P
\ 2|, ) )

——— | &) @an+ (- 2) ane]
=
\ | T

média dos nanobastdes e A, a area superficial por unidade de molécula de ALTEMPOL.

I Ay
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Em trabalhos encontrados na literatura, como o dos autores Agneta
Caragheorgheopol et al. em [9], se prevé que para distancias intermoleculares dos
marcadores de spin superiores a 1,6 nm a interagdo entre spins eletrénicos €
desprezivel. Entretanto, os resultados aqui apresentados para o TEMPOL em
solucao etandlica e, para os AUNRs demonstram que ha manifestagdo da interacéo
de troca a partir de distancia intermoleculares de radicais inferiores a 6 nm.

Um outro modelo para se explicar o sinal B, seria a possibilidade de
agregacgodes/alinhamentos dos AuNRs marcados com ALTEMPOL quando em
suspensdo. Considerando essa correg¢do, a contribuicdo do sinal B seria devido a
uma superposicao da interagao entre os marcadores de spin de um mesmo bastao e
de marcadores presentes em outros nanobastdes. Sendo verdadeira essa hipoétese,
0 numero de espécies B para um mesmo bastdo seria menor, levando assim uma
interacdo de troca da ordem daquela obtida pelo espectro de EPR. Em outras

palavras isso levaria, num tratamento semi-quantitativo, a r;, = (ryex), € N0 apenas

T1o~ (Trom)-

Apesar de ndo haver indicios de agregacgao/alinhamentos no espectro de
absorcao 6ptica das trés amostras, esta possibilidade também ¢é plausivel, ja que, a
diminuicdo do volume da amostra para 50uL (volume do capilar) levaria a uma
densidade muito alta dos nanobastoes, podendo assim ocorrer
agregagodes/alinhamentos mesmo utilizando uma concentragdo de 1 mmol/L de
CTAB. Um experimento, que novamente poderia ajudar neste estudo e aqui, mais
especificamente confirmar a hipétese da agregacgao/alinhamento é o Espalhamento
Dinadmico de Luz (DLS).

Logo, pode-se concluir, neste modelo, que o ALTEMPOL se comporta de
duas maneiras distintas na suspensdo coloidal: na primeira, respectivo a
contribuicdo do tripleto (sinal A), o ALTEMPOL residual interege com moléculas
livres de CTAB presente na solugcado; e no segundo caso, as moléculas do marcador
de spin ALTEMPOL se ligam a uma distancia média entre eles tal que a interagao de
troca seja relevante entre dois marcadores vizinhos, restringindo assim ainda mais o
movimento rotacional da molécula. Para melhor visualizacdo e entendimento deste
modelo segue a figura 6.4 que ilustra a distribuicdo dos marcadores de spin no

sistema ressaltando a origem dos sinais A e B no espectro de EPR.
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Figura 6.4: Representacdo do modelo de distribuicdo dos marcadores de spin com base nos sinais
encontrados nos espectros de EPR para as amostras SR01,SR02 e SR03. Destaca-se a recobertura
da bicamada de moléculas de CTAB nas faces dos AuNRs; a ligagdo dos marcadores de spin nas
pontas dos AuNRs que s&o origem ao sinal B do espectro de EPR dado pela interagao entre os spin
eletrdnicos (interagao de troca); a formagéo de micelas de moléculas de CTAB e o alinhamento de
moléculas de ALTEMPOL que sao origem ao sinal A do espectro de EPR.
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6.5 — Marcacao de spin em AuNR versus AuNP

Nesta segdo sao comparados os resultados da marcagao de spin nos
AuNRs, obtidos neste trabalho, com aqueles apresentados na literatura para as
AuNPs [8-10]. Inicialmente sao comparados os espectros de EPR obtidos por
Agneta Caragheorgheopol et al. para as AuNPs funcionalizadas com marcadores de
spin da classe dos nitroxidos, denominado pelo autores de N4 (radical dado pelo
acoplamento de TEMPAMINA com o 4&cido ditiodipropidénico) [8]. O uso da
trifenilfosfina (PPhs) pelos autores possibilitou uma maior recobertura de marcadores
de spins (>10) por AuNP. Na figura 6.5 sdo apresentados os espectros adquiridos

por Caragheorgheopol et al. em [8].

(a) (b)

20G 20G

Figura 6.5: Espectros de EPR das AuNPs recobertos com PPh; funcionalizadas com marcadores de

spin extraidos de [8]. A linha mais escura dada pelo espectro experimental e as linhas claras dadas
pelas contribuicdes do tripleto e da linha larga. O espectro (a) corresponde a recobertura média de 30

marcadores de spin por AuNP e (b) recobertura média de 60 marcadores de spin por AuNP.

As formas de linha dos espectros de EPR encontrados pelos autores sao
muito similares as apresentadas aqui para os AuNRs marcados com ALTEMPOL.
Entretanto, nota-se que o numero de marcadores de spin do sinal B por
nanoestrutura (tabela 6.3), para a amostra SR03', é cerca de uma ordem de
grandeza superior (~520 de marcadores por AuNR) do que a previsao apresentada
por Agneta Caragheorgheopol et al. em [8]. Essa discrepancia entre os valores
encontrados aqui com os apresentados pelos autores em [8] se deve as dimensodes

das nanoestruras utilizadas. Sendo o didametro das AuNPs utilizadas pelos autores

*' SR03 possui a morfologia proxima das AuNPs (L/ ~1,3nm).
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de aproximadamente 5 nm, quando comparada com a amostra SR03°%, nota-se que
a area superficial destas € aproximadamente 36 vezes menor que as da amostra
SRO03. Portanto, ao se calcular a densidade superficial de marcadores de spin para a
amostra SR03 e para as amostras de Agneta Caragheorgheopol et al. em [8],
obtém-se um valor cerca de 3 vezes maior para as amostras dos autores. Essa
diferencga entre os resultados para a densidade superficial de marcadores de spin €
justificada pela curvatura mais acentuada das AuNPs sintetizadas por
Caragheorgheopol et al. Sendo assim, apesar da maior proximidade dos marcadores
de spin na superficie das AuNPs, quando comparados aos dos AuNRs da amostra
SRO03, a distancia entre os spins desemparelhados é compensada pela curvatura.
Por outro lado, uma vez que a distribuicdo de agentes de recobertura em
nanoparticulas esféricas € mais homogénea do que em AuNR, a substituicao destes
por marcadores de spin pode ser prejudicada. Em outras palavras, em AuNRs as
pontas ndo contém agentes de recobertura e a ligagdo dos marcadores nestes sitios
nao envolve competicdo entre estas duas moléculas, justificando uma maior
densidade de marcadores por particula.

Agneta Caragheorgheopol et al. em [8] também obtiveram resultados para
AuNPs marcados com apenas um marcador de spin da classe dos nitréoxidos por
particula. Nesse trabalho os autores estudaram a dinamica rotacional das amostras
de AuNPs (~ 5 nm) marcadas com radicais nitroxidos e aferiram tempos de
correlacdo, variando de 1c = 1,3x10™° s até 1c = 14,5x10"° s. Esta grande
variabildade nos valores de tc se deve aos diversos tipos marcadores de spin € 0s
varios agentes de recobertura utilizados. Agneta Caragheorgheopol et al. concluiram
que marcadores com cadeia curtas, apresentam uma maior restricao rotacional. Ja
para o agente de recobertura os autores concluiram que quanto maior a cadeia
desse ligante mais restrita seria a dindmica do marcador de spin.

Dentre os marcadores de spin utilizados por Agneta Caragheorgheopol et
al. [8] destaca-se o radical denominado pelos autores de N7°3, de comprimento e
massa molar similar ao ALTEMPOL. Nota-se que as AuNPs recobertas com

octanotiol marcadas com o N7 apresentaram um tempo de correlagcédo

%2 SR03 possui a morfologia proxima das AuNPs (L/ ~1,3nm).
%% Radical nitréxido sintetizado pela reagdo de acoplamento entre o radical livre TEMPAMINA com o
acido lipoico.
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(tc = 3,3x10™"% s) proximo ao do Sinal A (t¢c = 3,30x107° s), para a amostra SR03
(mais proxima as AuNP na geometria). A semelhancga entre os tempos de correlagao
indicam que a restricdo de movimento de uma molécula de ALTEMPOL intercalada
entre as moléculas de CTAB em micelas (modelo proposto para o Sinal A) é da
mesma ordem da redugao da mobilidade quando os marcadores N7 estao ligados a
superficie de AuNPs (~ 5 nm), recobertas com moléculas de octanotiol [8]. Um
indicio a favor desta hipotese € de que as micelas formadas pelas moléculas de
CTAB possuem um raio < 5 nm. Em trabalhos futuros espera-se aferir de forma
quantitava as propriedades das micelas formadas pelas moléculas de CTAB via
marcadores de spin.

Como discutido no capitulo 2 os autores Agneta Caragheorgheopol et al.
em [9] estimaram a distancia média os marcadores de spin da classe dos nitroxidos
adsorvidos nas AuNPs recobertas com PPhs;. Os autores também partiram da
interacdo entre spins para a quantificagdo da distancia média entre os marcadores
de spin. Entretanto, Agneta Caragheorgheopol et al. partiram da interagdo Dipolo-
Dipolo, ao invés da interagcdo de troca, das amostras congeladas das AuNPs [9].
Apesar dos autores justificarem os seus resultados considerando a inexisténcia da
interacao de troca para distancia entre marcadores de spin menores que 1,6 nm, os
resultados aqui apresentados demonstram o aparecimento dessa interagao ja para
distancias proximas de 6 nm. Dada a impossibilidade da linha larga do espectro dos
AuNRs (SR01, SR02 e SR03) conterem contribuicdo da interagdo dipolo-dipolo.
Outra linha que se espera explorar no futuro, assim como os autores realizaram para
a interagao Dipolo-Dipolo [9], sera a realizagdo de um modelo matematico que
preveja a interagdo de troca. Este modelo deve considerar uma distribuicdo de
tamanho dos AuNRs e uma distribuicdo aleatéria dos marcadores de spin nas
superficie do ouro.

Por fim, foram comparados os parametros do Hamiltoniano (7 e 4)
encontrados para as amostras dos AuNRs marcados com moléculas do ALTEMPOL
e o0s encontrados por Agneta Caragheorgheopol et al. em [10] para as AuNPs
marcadas com os radicais nitroxidos N7. Estes resultados estdo sintetizados na
tabela 6.7:
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Tabela 6.7: Comparagao dos parametros do Hamiltoniano (7 e A) encontrados por Agneta
Caragheorgheopol et al. em [10] para as AuNPs marcadas com radicais nitroxidos e o adquirido para
a amotra SR0O3.

N7- AuNP ALTEMPOL-AuUNR
A. Caragheorgheopol [10] Sinal B (SR03)

Gxx 2,0097 2,0086

9yy 2,0061 2,0059

9y 2,0020 2,0020
A, (mT) 0,68 0,66
A, (mT) 0,67 0,78
A,, (mT) 3,34 3,65

Como pode ser visto acima, apesar das diferengas nos marcadores,
agentes de recobertura e geometria das nanoestruturas, os valores para a maioria
dos parametros sao muito proximos. A comparagao entre os resultados é valida
mesmo que os marcadores de spin utilizados pelos autores foram outros radicais
nitroxidos, pois esses radicais possuem a mesma composicdo do anel piperidina que
o ALTEMPOL. Os autores sintetizaram radicais nitroxidos a partir de reacdes de
acoplamento do radical TEMPAMINA, que se diferencia do radical TEMPOL por
apenas um atomo. Voltando aos resultados expostos na tabela 6.7, nota-se
pequenas divergéncias como, por exemplo, a componente z do tensor hiperfino, que
sao justificadas pelo uso de solventes diferentes. Como previsto pelos resultados
expostos na segédo 5.3, os valores da componente z do tensor hiperfino das
amostras SR01, SR02 e SR03 sdo maiores que o0s encontrados por
Caragheorgheopol et al. em [10], pois o solvente utilizado pelos autores € menos
polar (diclorometano/tolueno) que o utilizado na suspensao das amostras (SRO01,
SR02 e SR03).



130

7 — CONCLUSOES

O estudo da dindmica para marcadores de spin (ALTEMPOL) e radicais
livres (TEMPOL E ALTEMPOL) pode ser uma importante ferramenta para
caracterizagao de sistemas onde ha restricdo de movimento devido a ligagao
quimica de radicais a nanoestruturas em geral, e em particular, nanoestruturas de
ouro.

Neste trabalho foram apresentados os resultados referentes a dinadmica
dos radicais livres TEMPOL e ALTEMPOL em solugdo e, em seguida, para os
nanobastdes de ouro funcionalizados com marcadores de spin. Por meio de uma
reacao de esterificacdo foi possivel modificar a estrutura do TEMPOL, ligando-o a
molécula do acido lipoico. Desta forma, a ligagao entre o radical e os nanobastdes
de ouro foi possivel.

Além disso, um estudo detalhado sobre a dependéncia da intensidade do
sinal de EPR com a variacdo da poténcia de micro-ondas, bem como a
concentracao dos radicais utilizados, forneceu resultados em concordancia com os
obtidos por outros autores [84, 85], para o radical TEMPOL. Entretanto, para o
radical ALTEMPOL nao foram encontrados trabalhos anteriores que descrevessem
seus espectros de EPR uma vez que ele € um marcador de spin nunca antes
estudado. Portanto, estes resultados foram comparados com aqueles encontrados
para o TEMPOL. Como esperado, a variagado da intensidade do sinal de EPR do
radical ALTEMPOL ¢é dependente linearmente com a quantidade de espécies
paramagnéticas, bem como com a raiz da poténcia de micro-ondas inserida na
cavidade. A diferenga na inclinagao da curva de saturacdo demonstra a importancia
do tempo de relaxagdo ao sistema de spin e, a peculiaridade de cada radical. O
marcador de spin ALTEMPOL também possui a estrutura tetrametilpiperidina comum
ao radical TEMPOL, entretanto, dispde de diferencas intrinsecas para a absorgao de
energia eletromagnética na transigéo dos estados de spin.

A variagdo da forma de linha do radical TEMPOL com o aumento da
concentracdo radicalar encontrada esta de acordo com o apresentado por
Likhtenshtein em [13] para o radical DBTNO, unificando assim essa correlagédo para
os radicais nitroxidos em geral. A partir do ajuste dos espectros de EPR, foi

estimada a distancia média entre as moléculas do radical em fungao da frequéncia
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de interacdo de troca. Este resultado pode vir a servir para trabalhos posteriores
como estimativa para calibracdo da distancia entre os radicais via interagédo de troca.
A influéncia do solvente nas transicbes de estado e na dinadmica

rotacional molecular foi aferida para o radical TEMPOL. A variagdo das

componentes principais dos tensores g e y para varios solventes, segue a mesma
tendéncia encontrada para os resultados relatados por Lebedev [88] e com toda a
teoria acerca da solvatagcdo das moléculas do radical. Também foi notério o
impedimento da dinamica rotacional molecular causada pela viscosidade do
solvente.

O estudo da influéncia da temperatura na dindmica molecular propiciou a
obtencado da energia de ativagao rotacional da molécula de TEMPOL. Este resultado
representa uma propriedade primaria da dinamica rotacional do TEMPOL em
solugao etandlica, sendo coerente com o encontrado por Agneta Caragheorgheopol
et al. [10] para nanoparticulas funcionalizadas com marcadores de spin. A partir dos
espectros de EPR, percebe-se a mudanga de regime dindmico das moléculas do
radical TEMPOL com a diminuicdo da temperatura do sistema. Em temperaturas
abaixo de 140 K, 1c ~ 6x10° s e nota-se claramente a chegada ao regime lento
descrito pelas equacdes estocasticas de Liouville [14], e para temperatura inferiores
a 130 K o sistema se encontra no regime rigido com tc » 1x10® s (congelamento do
solvente). A partir da variagao da contribuigcdo Lorentziana a largura de linha com a
temperatura ficou clara a dependéncia do tempo de relaxagdo spin-spin com a
temperatura. Entretanto, a variagdo da contribuicdo Gaussiana requer mais estudos
no alargamento ndo homogéneo e sua dependéncia com a temperatura.

O estudo da influéncia do solvente e da temperatura para o radical
ALTEMPOL nao foi realizado, devido a baixa quantidade obtida na sintese deste
material. Em estudos futuros espera-se confirmar a sua similaridade com os
resultados encontrados para o radical TEMPOL. Um resultado esperado sera a
energia de ativagao rotacional para o ALTEMPOL, com o intuito de confirmar a
dependéncia desta com a extensdo da molécula do radical.

Por fim, os resultados da marcacao de spin em AuNRs podem ser
resumidos como exposto a seguir. Os espectros de EPR encontrados para as
amostras de nanobastdes de ouro (SR01, SR02 e SR03) marcados com ALTEMPOL
sao formados por duas contribuicdes distintas. A contribuicdo associada ao tripleto
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(sinal A) é, provavelmente, devido a interagdo de moléculas residuais do radical
ALTEMPOL com as moléculas de CTAB que formam micelas na suspensao coloidal.
Essa hipdtese baseia-se na similaridade do Sinal A com espectros de ALTEMPOL
em solugao aquosa com CTAB a 1 mmol/L.

A presenca de uma linha larga (sinal B) nos espectros das trés amostras
(SRO1, SR02 e SR03) é caracteristica da interagao entre spins (interagcao de troca) a
uma distancia muito curta (1 - 6 nm), sé possivel quando estes marcadores de spin
estiverem ligados a superficie dos AuNRs. Essa linha larga (sinal B) é associada ao
acumulo de marcadores de spin a uma regido restrita, pois, a quantidade de
moléculas de radicais (3 - 30 ymmol/L), é muito abaixo da necessaria para o
aparecimento de uma interacdo de troca da magnitude encontrada nas amostras
(entre 100 e 200 mmol/L). O calculo realizado a partir da analise semi-quantitativa da
distdncia média entre os marcadores ligados aos AuNRs, estimada a partir de uma
distribuicdo homogénea nas pontas dos AuNRs, teve equivaléncia quando
comparada ao extraido pelo espectro de EPR para todas amostras (SR01, SR02 e
SR03). Sendo assim, o modelo elaborado tem consisténcia com os resultados
apresentados.

Outro modelo que explicaria a origem do sinal da linha larga (sinal B) se
baseia na interagdo entre spins de marcadores ligados a bastdes distintos, devido a
agregacdes de AuNRs em suspensao. Essa hipotese se fundamenta na possivel
origem de agregagdes dos nanobastbes devido a dimui¢do do volume da amostra
para a realizacao dos espectros de EPR. Para eliminagdo desta hipdtese, serao
realizadas, posteriormente, medidas de DLS (Espalhamento Dindmico de Luz) para
as amostras SR01, SR02 e SR03.

Estudos futuros também devem ser realizados para confirmacdao das
possiveis regides de ligacdo dos marcadores de spin ao nanobastdo, e ainda,
estimar os sitios preferenciais de ligacdo dos marcadores de spin. Outra
possibilidade de estudo envolve a variagdo da morfologia das nanoestruturas de
ouro € a sua influéncia na quantidade e localidade dos marcadores de spin que
recobrirdo as superficies. Dentre as diversas aplicagdes possiveis para o sistema
estudado, ressalta-se a funcionalizagdo dos nanobastées marcados como sondas.

Dentre as diversas aplicagdes bioldgicas possiveis para nanobastbes de
ouro funcionalizados com marcadores de spin, em trabalhos futuros espera-se

explorar a funcionalizagdo dos nanobastdes como sondas. Este sistema composto
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por radical e nanobastdo de ouro pode ser utilizado como dosimetro de radiacgdes
para estimar o aumento da dose local na regido proxima a superficie dos
nanobastdes, quando os mesmos sado aplicados em terapias medicinais como a

radioterapia [135].
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