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Resumo

Superficies planas de vidro comercial, de composi¢do bésica soda-lime-silicato, foram tratadas em ambiente de plasma frio de O, e
SiCl,. Ap6s a agdo do plasma os vidros foram submetidos a uma seqiiéncia de reagdes quimicas (derivatizagdao) em ambiente gasoso
para a inser¢do de grupos funcionais reativos. Ao final do processo dois compostos organicos de interesse biotecnoldgico foram
separadamente imobilizados: a enzima peroxidase e o polissacarideo quitosana. Cada estdgio do tratamento foi acompanhado por
espectroscopia de fotoelétrons (XPS) identificando a varia¢@o dos principais elementos na superficie vitrea. O objetivo do presente
estudo foi avaliar uma seqiiéncia de funcionalizagdo indicada para vidros e confirmar a imobiliza¢do dos compostos. Os resultados
sdo de interesse para a confeccio de biossensores e reatores de catdlise tendo o vidro como suporte sélido.

Palavras-chave: plasma frio, funcionalizacdo, superficie vitrea, imobiliza¢do de compostos organicos.

Abstract

In the present work flat surfaces, from commercial soda-lime-silicate glass slides, were treated in O, and SiCl, cold plasma
environment. After plasma glow the surfaces underwent subsequent chemical reactions (derivatization), by inserting reactive
functional groups under gas atmosphere. At the end of the process, two organic compounds of biotechnological interest, the enzyme
peroxidase and the polysaccharide chitosan, were separately attached to the surface. Each step of surface tailoring was followed by
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and the main elements change or implanted were identified along the treatment. The main
aim of this study was to evaluate a functionalization sequence proper to glass and confirm the organic attachment. The results are
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important concerning biosensor and catalysis reactor assembling having glass as solid support.
Keywords: cold plasma, functionalization, glass surface, organic compounds immobilization.

INTRODUCAO

Funcionalizagdo pode ser definida como o tratamento,
quimico ou mecanico, que introduz grupos funcionais em uma
superficie facilitando subseqiientes interagdes, imobilizacdes
ou ligagdes com compostos ou materiais de interesse. A
funcionalizagdo de superficies, sejam organicas ou inorgénicas,
tem sido objeto de continuas pesquisas e diversos métodos
tém sido propostos com o objetivo de alterar propriedades
como molhabilidade, adesdo, biocompatibilidade, resisténcia
a abrasdo, passivacdo, etc., em dispositivos e materiais para
fins variados. Em uma funcionalizacdo ideal as reagdes
devem ocorrer de forma controlada e somente na superficie,
sem alteracdes significativas na matriz ou estrutura interna
do material. A profundidade da camada afetada depende da
intensidade e das condi¢des das reacdes, sendo mais critica
para materiais organicos nos quais rea¢des de entrecruzamento
e degradacdes indesejadas de cadeias poliméricas podem
ocorrer [1]. Em superficies inorginicas, como metais e
oxidos, em funcdo da estabilidade das ligagdes, tratamentos
mais agressivos sdo normalmente empregados, como reagdes

com enxofre na funcionalizacio de metais [2] e de processos
de oxidacdo anddica e deposi¢ao por vapor em ceramicas [3].

Materiais vitreos, das mais diversas composicdes e
formatos, também tém sido usualmente funcionalizados.
Vidros tém sido tratados para emprego como suportes para
fixacdo de DNA [4], para imobilizacdo de agentes bioativos
na confeccdo de membranas de microfiltracdo [5], para a
aderéncia de proteinas, enzimas e anticorpos adequados
a confecgdo de biossensores [6-9] e de reatores de catalise
quimica [10] entre outras aplicacdes. De uma forma geral,
os vidros apresentam uma série de atributos que os colocam
como apropriados ao desenvolvimento de sensores e
similares: apresentam boa resisténcia a corrosdo, mantém
a forma (ndo entumecem) e sdo compativeis com uma
variedade de reagentes, incluindo solventes organicos.

Os métodos mais comumente empregados para a
funcionalizagdo de superficies vitreas sdo aqueles baseados
em reagdes alternadas em meios 4cidos aquecidos e em
perdxido de hidrogénio associados ou ndo ao uso de ultrasom,
conhecidos como “técnica piranha” [11, 12]. A solucdo
piranha é um forte oxidante que eleva a hidrofilicidade e a
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biocompatibilidade pelo aumento da densidade de grupos
silanois/hidroxilas (SiOH) e siloxanos (SiO") na superficie
tratada. Embora seja considerada uma técnica bastante
eficiente na remocdo de impurezas orginicas e para a
formacdo de grupos funcionais, dependendo da composicao,
da presenca de fases e do formato do substrato vitreo, o
controle sobre as reacdes pode ser parcial gerando superficies
com molhabilidade e rugosidades distintas para um mesmo
material [13].

Um melhor controle das reacdes superficiais pode
ser conseguido fazendo uso de técnicas no estado gasoso
como o plasma frio. No plasma frio estabelece-se um
ambiente reativo no qual uma mistura de elétrons, particulas
carregadas associadas a 4tomos e moléculas no estado neutro
além de radiacdo ultravioleta estdo presentes. Plasma tem
sido considerado o “quarto estado” da matéria onde dois
tipos podem ser gerados: aquele em altas temperaturas,
ionizado em funcdo de colisdes em altas velocidades e,
em baixas temperaturas (frio), onde a matéria no estado
ionizado torna-se possivel pela excitacdo e manutencdo de
um gés, ou combinacdo de gases, por inducdo normalmente
via radiofreqiiéncia. No plasma frio, o ambiente formado
¢ inerentemente instivel e extremamente reativo. O
bombardeamento das espécies formadas sobre a superficie
em tratamento gera produtos voldteis que podem ser
exauridos do ambiente reativo. Técnicas de plasma frio t&ém
sido largamente empregadas na indistria eletronica para
a deposi¢do de semicondutores na formacdo de circuitos
integrados e na nitretagdo idnica de pecas metdlicas [14].

A funcionalizacdo de superficies vitreas por plasma frio
para elevar sua compatibilidade com agentes organicos tem
sido ainda pouco explorada, embora resultados publicados
indiquem a eficiéncia do processo [15-17]. Compostos
a base de silicio, como o diclorosilano (H,SiCl) ¢ o
tetracloreto de silicio (SiCl,) sdo comumente empregados
no estabelecimento de plasma em funcdo da facilidade de
ionizagdo desses compostos em fragmentos do tipo SiCl
(x =0-2) de alta mobilidade e alto potencial de impacto [18].
Na literatura encontramos o uso de plasma de H,SiCl, para a
funcionalizagdo de vidro empregado para a imobilizacdo de
enzimas [19] e de SiCl, para alteragdes superficiais diversas
como em polimeros [20], em fibras téxteis [21], em materiais
que contém lignina [22] e na polimerizacdo de filmes de
silicio policristalino sobre semicondutores [23].

No presente trabalho, 1dminas planas de vidro comercial
sdo funcionalizadas em plasma de SiCl, e as alteragdes
quimicas superficiais e sua biocompatibilidade avaliadas
com respeito a capacidade de imobiliza¢do do polissacarideo
quitosana e da enzima peroxidase.

EXPERIMENTAL

Laminas de vidro comercial (Med Glass) nas dimensdes
24 mm x 60 mm e espessura | mm, de composicao soda-lime-
silicato foram empregadas como substrato. O tratamento
se deu em um reator convencional de placas paralelas
(Technics) com camara cilindrica de 30 cm de didmetro,

com eletrodos de aco inoxiddvel (didmetro 20 cm) em placas
paralelas separados aproximadamente 18 cm. Empregou-
se uma fonte de alimentacdo RFPP para uma freqiiéncia de
13,56 MHz. As laminas (4 de cada vez) foram posicionadas
no eletrodo inferior e a cdmara evacuada a <10 mTorr. O
reator foi inicialmente limpo com argdnio (99,996%) e
posteriormente preenchido com O, (99,5%), e plasma gerado
a baixa pressdo (100 mTorr) por 5 min para remogdo de
organicos. Apds nova evacuagdo a pressodes inferiores a 70
mTorr, SiCl, (98,8%, Schmid Silicon Technology GmbH )
foi admitido na camara até pressdo de 120 mTorr e novo
plasma gerado a 100 W por 4 min. Apds a acdo do plasma as
amostras foram mantidas na cdmara e subseqiientes reacdes
foram conduzidas pela inser¢do de reagentes gasosos sobre
fluxo controlado. A seqiiéncia final de funcionalizagdo pode
ser descrita como: tratamento por plasma de SiCl, (4 min) =
reacdo da superficie vitrea com EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético, C, H, O,N, da Merk, 99%) na concentragdo de
100 mM (1 h) = e posterior reagdo com cloreto oxdlico
(C,0,CL) (0,25 mM, 1 h), 99% Aldrich. Essa seqiiéncia
de reagdes in situ, denominada derivatizagc@o, converte grupos
funcionais —OH em grupos —COCI tidos como de elevada
compatibilidade para interacdo com compostos organicos
[16, 22, 24]. Para garantir reprodutividade, o tratamento foi
realizado em cinco repeti¢des, em um total de vinte 1aminas.
Espectroscopia de fotoelétrons (XPS, Perkin-Elmer) foi
empregada para avaliar alteracdes na composicdo em cada
etapa da funcionalizacdo. Quitosana (média massa molar) e
a enzima peroxidase (HRP, E.C. 1.11.1.7), ambas Aldrich,
foram os compostos orgénicos separadamente imobilizados.
Solucdo de 2 g/L de quitosana dissolvida em dcido acético
1% (pH 5) e de peroxidase (100 mg de enzima em 100 mL de
tampao fosfato 0,1M, pH 6.4), foram preparadas. As laminas
foram imersas por 5 s € 0 excesso escorrido naturalmente.
A secagem ocorreu naturalmente em temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um vidro em contato com a atmosfera normalmente
apresenta uma série de pequenas quantidades de impurezas
como CO,, SO,, O,, N, que estdo fisica ou quimicamente
adsorvidos além de uma maior quantidade de moléculas de
H,O normalmente ligadas aos grupos hidroxilas. Além disso,
a superficie vitrea é constituida por defeitos, discordancias
e imperfeicdes microscopicas como rugosidade, poros,
contornos de grdo ou de fases que interferem na energia
e no potencial de interacdo da superficie. A Fig. 1 ilustra
as principais impurezas normalmente adsorvidas em uma
superficie vitrea exposta ao ar, com base nas estruturas
apresentadas por Pulker [25] e Chartier [26]. Tem-se que
a maioria dos grupos silanéis (Si-OH) reage facilmente
com 4gua ou com demais moléculas polares através da
formacdo de ligacdes de hidrogénio. Estes grupos (silandis)
constituem-se nas principais estruturas que determinam o
comportamento quimico da superficie, exercendo papel
decisivo nos processos de adsor¢do ou reagdo [27, 28].

A limpeza dessa superficie pela acdo de plasma se dd
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Figura 1: Representacdo esquemdtica da superficie de um vidro
soda-lime com impurezas adsorvidas (baseado em Pulker [25] e
Chartier [26]).

[Figure 1: Schematic representation of a soda lime glass surface
with adsorbed impurities (after Pulker [25] and Chartier [26]).]

fundamentalmente por dois mecanismos concomitantes: A
acdo da radiacdo UV gerada no ambiente que € efetiva no
rompimento de um grande nimero de ligagdes organicas
como C-H, C-C, C=C, C-O e C-N [29] e, simultaneamente,
na formagdo de plasma de O,, espécies reativas sdo geradas
com a simples dissociagdo do gés (e + O, > e + O + O).
Esta dissociacdo gera um ambiente altamente reativo
nos quais espécies como O, O, 03, 0, O, O e elétrons
livres sdo bombardeados sobre a superficie. Essas espécies
interagem preferencialmente com as moléculas de H,O,
CO, CO, e demais hidrocarbonetos de baixa massa molar
volatilizando-os e removidos via exaustdo por geracdo
de vécuo [30]. A superficie assim tratada fica com alta
densidade de grupos silandis disponiveis para subseqiiente
funcionalizacdo. Esta acontece pela aplicacio de plasma de
SiCl, que gera interagdes € a geragdo de funcionalidades do
tipo SiCl . Segundo Lee et al. [31], gases como o SiCl, por
s ndo geram reacdes aprecidveis. Contudo, no ambiente de
plasma, elétrons excitados gera dissociagdes das moléculas
de SiCl, em espécies reativas como SiCl, + Cl + e, que
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Figura 2: Seqiiéncia esquemdtica de provdveis interacdes entre
grupos silandis e plasma de SiCl, e posterior reagéo (derivatizagao)
com EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) e com cloreto
oxdlico formando estruturas apropriadas para a imobiliza¢do de
compostos organicos (enzimas ou polissacarideos).

[Figure 2: Schematic sequence of probable reactions between
silanois groups and SiCl, plasma. Futher chemical derivatization
using EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid) and oxalyl chloride
forming structures suitable for organic compounds (enzymes and
polysaccharides) attachment.]

podem formar produtos como o SiCl, que rapidamente
sdo adsorvidos pelos grupos silandis formando uma malha
reativa [16]. A interacdo com a superficie do vidro gera
preferencialmente a formacdo de pares Si-O pela perda de
um 4tomo de Cl e remo¢do de um dtomo de H. A grande
afinidade entre o Cl e o H leva a formacao de gis HCI que é
posteriormente removido da cdmara (Fig. 2).

Assim, as ligagoes O-SiCl, devem predominar na
superficie vitrea apés o ciclo de plasma. As ligagcdes
SiCl sao relativamente fracas [32] possibilitando reagdes
sucessivas no estado gasoso com EDTA e em seguida
com cloreto oxdlico permitindo a incorporagdo de grupos
funcionais reativos. Essa seqiiéncia de reacdes forma um
prolongamento molecular (Fig. 2) entre a superficie vitrea
e as moléculas a serem imobilizadas. Assim, a superficie
tratada desta forma, torna-se, em principio, altamente
biocompativel possibilitando ligacdes fortes com materiais
organicos [19]. Considerando que a derivatizacdo ocorre
por reagdes especificas, € esperado que apenas os grupos
implantados pelo plasma tomem parte do processo.
A capacidade de imobilizacdo de orglnicos, como a
peroxidase e a quitosana, avaliadas neste trabalho, assim
como toda a seqiiéncia de alteragcdo quimica superficial pode
ser acompanhada semiquantitativamente por espectroscopia
de fotoelétrons de raios X (XPS). Esta técnica fornece uma
andlise elementar e informagdes sobre ligacdes quimicas em
baixas profundidades (cerca de 50-150 A), sendo possivel
caracterizar o estado quimico superficial e os principais
elementos presentes.

Temos assim na Fig. 3 os espectros de XPS para a
superficie vitrea antes € apés a aplicagéo de plasma de SiCl,.
Na superficie ndo tratada (Fig. 3(a)) hd a predominancia de
espécies Si (2p e 2S),0 (1s) e Na (1s), em aproximadamente
100, 550 e 950 eV respectivamente, com tracos de N (1s)
e eventual presenca de C (1s) como impurezas adsorvidas,
revelando um padrdo tipico de composi¢do de vidro soda-
lime [33]. Na superficie tratada (Fig. 3b) temos variacdo
na intensidade dos sinais, com visivel alteracdo da relacdo
C/O, acusando uma reducdo superficial dos 4tomos de
oxigénio em fun¢do das interagdes dos grupos silandis com
as espécies oriundas da ionizagdo do SiCl,.

A partir da insercdo deste entrecruzante, os espectros
das etapas subseqiientes evidenciam significantes
alteracdes quimicas (Fig. 4). Os radicais com presenca de
atomos de silicio induzem ligagcdes covalentes com dtomos
ndo metdlicos através de hibridizacdo sp3. A configuracio
seguinte permite a formacdo de uma malha estdvel através
de ligagoes de NH/NH,, de alto nimero de coordenagéo.
Com a presenga de vapor de cloreto oxdlico, tem-se a
formacdo de um grupo carbonila ligado a terminacdo =C-Cl
que € altamente reativo proporcionando ligacdes estdveis
com hidroxilas ou com demais grupos orgénicos polares.
Os espectros de andlise, seja o da peroxidase imobilizada
(Fig. 4c) como o da quitosana (Fig. 4d), sdo basicamente
idénticos em relacdo aos elementos varridos em fungdo
de suas composicdes ricas em hidrogénio, nitrogénio,
carbono e oxigénio. Ambas andlises indicam a ocorréncia
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Figura 3: Espectros de XPS para a superficie do vidro antes (a) e
ap6s o tratamento com plasma de SiCl, (b).

[Figure 3: XPS survey spectra of the glass surface before (a) and
after SiCl, plasma treatment (b).]

de imobilizacdo efetiva dos organicos para as quais nota-
se a atenuagdo, com um quase desaparecimento de picos
correspondentes ao espalhamento de dtomos de Si. Em
andlises similares realizados por XPS em monocamadas
de compostos organicos depositados sobre laminas de
Si, calculou-se que a profundidade de penetragdo nestes
casos ndo é superior a 40 A [34]. A presenca do sinal N 1s
(posicionado ao redor de 450 eV) e a intensifica¢do do pico
correspondente ao carbono C 1s em 300 eV, correspondem
respectivamente aos dtomos C e N ligados aos grupos amino
R-NH, resultantes da derivatizagdo com o cloreto oxdlico
(Figs. 4c e 4d).

O pico N 1s € caracteristico da energia de ligacao de
espécies de nitrogénio protonadas [35] o que demonstra

0. B. G. Assis et al. / Ceramica 57 (2011) 422-427

+ Quitosana depositada

+ Peroxidase depositada

(d)
(]
T
©
S
(72
[
3
E + Cloreto oxalico
- ©
- et
2
Plasma de SiCl4 + EDTA
1000 800 600 400 200 0

Energia de ligacao (eV)

Figura 4: Espectro de XPS para cada etapa da derivatizacdo e
com compostos organicos imobilizados. (a) superficie apds acdo
de plasma e reacdo com EDTA; (b) superficie apds subsequente
admissdo de C,0,Cl,; (c) elementos apds fixacdo de enzima
peroxidase e (d) superficie com fixa¢@o do polissacarideo quitosana.
[Figure4: XPS survey spectrum of each derivatization step and after
the immobilization of organic compounds. (a)surface after plasma
treatment and reaction with EDTA; (b) surface after subsequent
admission of C,0,CL,; (c) elements after the enzyme peroxidase

fixation and (d) surface with the polysaccharide chitosan fixed.]

Tabela I - Concentragdo atdmica relativa (%), segundo dados obtidos por andlise de XPS.
[Table I - Relative atomic concentration (%) according to XPS survey.]

Elementos (%)

Material Na C*
Vidro 8,6 2.2
Plasma SiCl4 12,1 8,1
Reagdo 1 (C, H,.O,N,) 119 19,2
Reagdo 2(C,0,Cl) 8,2 8,2
Peroxidase imobilizada 0,7 21,7
Quitosana imobilizada 0,6 28,6

Cl N (0] Nk
4,6 23 529 30,3
9.2 29 352 325
9.5 23 274 29,7
43 1.3 67,7 10,3
1.5 52 67,1 4,1

0,6 8,6 58.9 2,7

*(C 1s+C 2s); **(Si s+ Si 2p)
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evidencias que tanto a enzima como a quitosana sao
quimicamente absorvidas na superficie funcionalizada,
ou seja, ha a ocorréncia de transferéncia idnica entre
componentes. A evolucdo na concentracdo relativa desses
elementos, conforme estimada pelos espectros de XPS estd
disposta na Tabela I e parte desses dados estdo comparados
de forma grafica nas Figs. 5 e 6.

Pela Tabela I observamos um gradual aumento do teor
de carbono (1s + 2s), com proporcional reducao do sinal do
Si (Is + 2p), conforme o processo de derivatizacdo avanca
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Figura 5: Comparagdo da variacdo relativa dos elementos
superficiais no vidro limpo e apos a aplicacdo de plasma ¢ de
reagentes de derivatizagdo. *Reagdo com C H, ON, e C,0,Cl,
apos aplicagio de plasma de SiCl,.

[Figure 5: Comparison of the relative surface atomic composition
of bare glass and after plasma treatment and derivatization.
*Reaction with C, )H, ON, and C,0,Cl, after SiCl, plasma glow.]
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Figura 6: Comparagdo da variacdo relativa dos elementos
superficiais no vidro na condico inicial e no final do processo apds
a imobilizacdo da enzima peroxidade, e comparaciio com similar
com a presenca do polissacarideo quitosana imobilizado.

[Figure 6: Comparison of the relative surface atomic composition
between initial glass and at the end of the process after peroxidase
and chitosan immobilization.]

ou reacdes e imobilizacdo vao ocorrendo. Esta alteracio ¢é
esperada e confirma o sucesso das alteracdes quimicas de
funcionalizac¢io e das imobilizacdes finais.

Estes dados sdo melhor observados graficamente na Fig.
5, na qual podemos comparar a variagdo de concentragdo
dos principais elementos a partir do vidro limpo ¢ ao final
da seqiiéncia de derivatizagdo (plasma + entrecruzamento).
Principalmente com a reagdo com o cloreto oxalico ha um
ganho no teor de oxigénio com perdas nas porcentagens de
silicio. Por sua vez, os dados dispostos na Fig. 6 comparam
o vidro com os organicos imobilizados (a enzima peroxidase
e o polissacarideo quitosana), acusando um grande aumento
no teor de carbono e oxigénio, plenamente compativel
com estruturas organicas nas quais predominam hidroxilas
ligadas a carbonos saturados.

CONCLUSOES

A técnica de plasma frio, fazendo uso de ambiente
de O, e SiCl,, pode ser adequadamente aplicada para a
funcionalizacdo de materiais vitreos. Nos experimentos
realizados sobre superficie de soda-lime-silicato as alteragdes
quimicas se mostraram altamente reativas permitindo uma
interacdo continuada com entrecruzantes. A derivatizagdo
fazendo uso de 4cido etilenodiamino tetra-acético e cloreto
oxdlico em estado gasoso mostrou-se adequada na formacao
de grupos funcionais apropriados a imobilizacdo de agentes
organicos. As andlises conduzidas por XPS confirmam as
alteracdes quimicas em cada etapa do tratamento, indicando
a formacdo final de uma superficie orginica com efetiva
imobilizacdo dos compostos avaliados (enzima peroxidase
e quitosana).
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