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RESUMO

Neste trabalho, foram utilizadas nanoparticulas anisotrépicas de ouro (AuNPS),
dispersas em 0leo de mamona e imobilizadas em 6leo de mamona hidrogenado,
para a construcdo de um material para ser utilizado em Espectroscopia Raman
Intensificada por Superficie (substrato SERS-ativo). As AuNPs sintetizadas foram
caracterizadas por espectroscopia de absorcdo na regido do Ultravioleta-visivel,
onde foi possivel a observacdo de um deslocamento da banda de absorcéo apés a
preparacdo do substrato, de 650 para 690 nm, e por Microscopia Eletronica de
Transmisséo, as quais mostraram a obtencdo de AuNPs na forma de estrelas com
tamanho médio de 100 nm. Para a investigacdo de possiveis aplicacdes na area de
SERS, o0 substrato obtido foi testado utilizando as moléculas sulfuradas: 4-
aminotiofenol (4-ATP), benzotiofeno (BTF), tiofeno (TF), cisteamina e cisteina, como
moléculas sonda de interesse. Os espectros SERS foram obtidos através da analise
dos substratos apos a imerséo, por 24 h, em solu¢cdes com diferentes concentracdes
das moléculas sonda. Utilizando o 4-ATP como molécula sonda foi possivel a
obtencao de espectros SERS com uma faixa de concentracdo de 2,88x107 até 1x10°
% mol L™, com o BTF e TF foi possivel a ampliacdo de suas bandas Raman de 1x10°
134 1x10° mol L. Foram utilizadas também cisteamina e cisteina como moléculas
sonda, porém com apenas uma concentracdo, 1x10' e 5x10% mol L™,
respectivamente. Os resultados mostraram que o material desenvolvido possui sitios
com atividade SERS, o que nos permitiu estudar sua interacdo com diferentes
moléculas sonda, assim podendo ser aplicado em diversas areas, tanto para analise
gualitativa quanto quantitativa, mesmo para moléculas em solu¢cdes com
concentracdes muito pequenas. O substrato obtido apresentou EF da ordem de 10
a 10°.

Palavras-chave: SERS. Nanoparticulas de ouro. Oleo de mamona. Moléculas

sulfuradas.



ABSTRACT

In this study, we used anisotropic gold nanoparticles (AuNPs) dispersed in castor oil
and immobilized in hydrogenated castor oil, for the construction of a material to be
used in Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS-active substrate). The
AuUNPs synthesized were characterized by absorption spectroscopy in the Ultraviolet-
visible region (UV-vis), where it was possible to observe a displacement of the
absorption band after preparation of the substrate, from 650 to 690 nm, and by
Transmission Electron Microscopy (TEM), which showed obtaining AuNPs with star
shape and average size of 100 nm. To investigate the potential SERS applications,
the obtained substrates were tested using the sulfur molecules of 4-aminothiophenol
(4-ATP), benzothiophene (BTF), thiophene (TF), cysteamine and cysteine as probe
molecules. The SERS spectra were obtained by analyzing the substrate after the
immersion, for 24 h, in solutions with different concentrations of probe molecules.
Using 4-ATP as a probe molecule it was possible to obtain SERS spectra with a
concentration range of 2,88x107 to 1x10™*° mol L1, with BTF and TF it was possible
to increase its Raman bands from 1x10™ to 1x10° mol L'1. Cysteamine and cysteine
were also used as probe molecules, but with only one concentration, 1x10* and
5x107 mol L1, respectively. The results showed that the developed material has
interesting sites with SERS activity, allowing us to study its interaction with different
probe molecules, so it can be applied to different areas, both in qualitative and
guantitative analysis, even for molecules in solutions with very small concentrations.
The obtained substrate presented EF of the order of 10? to 10°.

Keywords: SERS. Gold nanoparticles. Castor oil. Sulfur molecules.
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1 INTRODUCAO
1.1 Motivacéo

Materiais nanoestruturados tém sido bastante estudados devido as suas
propriedades, por exemplo (ndo s0), épticas e magnéticas, que sao diferenciadas de
seus correspondentes na forma méssica. Entre uma vasta gama de aplicacfes, uma
delas vem sendo bastante investigada, que ¢é a utilizacdo de materiais
nanoestruturados, de uma forma geral, na Espectroscopia Raman Intensificada por
Superficie (SERS), que utiliza superficies metalicas rugosas nanoestruturadas para
intensificacdo de sinais Raman de moléculas adsorvidas/ligadas a sua superficie em
concentracdes traco.

A técnica de SERS pode ser utilizada no estudo de propriedades vibracionais de
moléculas, fornecendo informacfes estruturais, conformacionais e, até mesmo,
sobre sua reatividade. Este fenomeno foi descoberto por Fleishmann e
colaboradores apds observarem gque 0s sinais da Raman da piridina adsorvida em
eletrodos de prata modificados foram significativamente intensificados. Desde entéo,
vem sendo utilizada como uma importante ferramenta, pois ajuda a superar uma das
limitacdes intrinsecas da Espectroscopia Raman, baixa intensidade dos sinais,
causada devido a baixa secdo de choque devido ao pequeno numero de fotons
espalhados, o que a tornaria uma técnica muito inferior as Espectroscopias no
Infravermelho ou de Fluorescéncia (FLEISCHMANN, 1974; SANTANA et al., 2006;
SILVA, 2011).

Atualmente, muitas estratégias tém sido desenvolvidas para a fabricacdo de
materiais que possam apresentar atividade SERS, que sdo chamados de substratos
SERS-ativo. No entanto, um dos principais desafios nas analises utilizando este
efeito esta na obtencdo de substratos SERS-ativo estaveis e reprodutiveis, que
simultaneamente promovam um consistente, reprodutivel e alto fator de
intensificagcdo Raman (HUH, 2010).

Na busca para enfrentar este desafio, varios pesquisadores desenvolveram
estratégias de fabricacdo para a obtencdo de substratos com essas caracteristicas,
como utilizagdo de nanoparticulas revestidas, nanocascas metalicas, nanoanéis,
nanoarames, entre outras (SANTANA et al., 2006; HUH, 2010). A producdo de
substratos SERS-ativo esta geralmente baseada na obtencdo de uma superficie
metalica rugosa (SANTANA et al., 2006), ou estruturas ordenadas (periddicas), que

sejam altamente reprodutiveis e estaveis. A partir disso, o0 efeito SERS vem sendo
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estudado tanto na deteccdo de novas moléculas quanto na utilizagdo de outros
metais além da prata, como ouro e cobre (SILVA, 2011).

Entdo, o principal desafio deste trabalho foi o de propor um substrato SERS-
ativo de facil preparacdo para determinacdo de moléculas organicas sulfuradas,
desenvolver um método de avaliacdo de suas propriedades SERS e propor

possiveis aplicacdes para 0 mesmo.

1.2 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de uma estratégia
para avaliar o efeito SERS de um substrato produzido a partir de nanoparticulas de
ouro imobilizadas em uma matriz organica de 6leo de mamona/éleo de mamona

hidrogenado, e avaliar sua interacdo com algumas moléculas sonda sulfuradas.

1.3 Objetivos especificos

e Preparacdo de um substrato SERS-ativo;

e Caracterizagdo do material obtido através das técnicas de Espectroscopia na
regido do Ultravioleta-visivel, Raman e Microscopia Eletrénica de
Transmissao;

e Testar a atividade em relacdo as moléculas sonda de benzotiofeno, tiofeno e
4-aminotiofenol em diferentes concentracdes;

e Avaliar sua atividade em relacdo a duas moléculas sonda de interesse
bioldgico: cisteamina e cisteina,;

e Determinar o Fator de Intensificacdo SERS do substrato elaborado para todas

as moléculas sonda utilizadas.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 Nanotecnologia

2.1.1 Introducéo

A saber, o prefixo “nano” é de origem grega e significa “ando”, de onde vem
também a palavra “nanico” (TOMA, 2004).

A nanotecnologia vem se desenvolvendo desde a segunda metade do século
XX, porém, ela € bem mais antiga que isso. Antes mesmo dessa tecnologia receber
essa denominacdo, sabe-se que na Europa, durante a Idade Média, artesfes eram
capazes de elaborar vitrais de igrejas com um efeito multicolorido, pois elaboravam
vidros contendo nanoparticulas de ouro e de outros Oxidos metélicos (Figura 1.a)
(DE SOUZA, 2016). Durante o império Romano eram elaborados artefatos, como
jarros de vidros com nanoparticulas de ouro, por exemplo, o conhecido calice de
Lycurgus (Figura 1.b) (LONGO, 2004; DE SOUZA, 2016). Esses exemplos, ja
demonstravam o emprego das propriedades Opticas de nanomateriais, mesmo sem

0 conhecimento por parte dos artesédos da época.

Figura 1- (a) Imagens de vitrais de Igrejas, na Alemanha e Franga, que foram
produzidos utilizando nanoparticulas metélicas durante a Idade Média. (b) Famoso
Cédlice de Licurgus produzido durante o império Romano, com (lado esquerdo) e sem

(lado direito) a presenca de luz em seu interior.

A 7 .

Fonte: Adaptados de ANJOS, 2016; e G1, 2013.

Ha indicios também de que os egipcios desenvolviam e utilizavam materiais
nanoparticulados a base de chumbo na producédo de maquiagens (DA SILVA, 2015),
bem como, ouro em suspenséo, o que chamavam de “elixir de ouro” que servia para

estimular a mente e restaurar a juventude (DE SOUZA, 2016).
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O marco inicial da nanotecnologia com maior carater cientifico ocorreu apds o
discurso do famoso Fisico norte-americano Richard Feynman que, em 1959, durante
o encontro da American Physical Society, em sua palestra intitulada “Ha muito
espaco la em baixo”, onde ele apresentou a ideia de manipular e controlar a matéria
em uma escala extremamente pequena, construindo e moldando atomo a atomo.
Feynman descreveu como o0s 24 volumes da Enciclopédia Britanica poderiam ser
escritos na cabeca de um alfinete. Com isto, ele provocou seus colegas a explorar o
imenso espaco contido nas profundezas da escala nanométrica (TOMA, 2004;
WILLIAMS, 2006; CARVALHO, 2012; DA SILVA, 2015).

A partir deste momento, inspiraram-se centenas de pesquisas, gerando
inUmeras descobertas e evoluindo a ciéncia por tras da nanotecnologia. E entdo, a
nanotecnologia vem sendo explorada e aplicada em diversas éareas, tais como:
biologia, medicina, meio ambiente, ciéncias dos materiais, eletronica e sensores,
energia, e muitas outras (WILLIAMS, 2006).

Na realidade, a nanotecnologia ainda esta evoluindo de uma maneira que nos
possibilitam sua utilizacdo em objetos que vao desde computadores mais rapidos e
menores a sensores moleculares e terapias especificas contra células cancerigenas.
De fato, centenas de produtos no mercado jA sdo de base nanotecnoldgica. A
maioria destes produtos séo o resultado da melhoria de tecnologias ja estabelecidas,
como materiais resistentes a riscos, revestimentos antiadesivos, entre outros
(WILLIAMS, 2006).

A nanociéncia estuda os fen6menos e a manipulacdo de materiais em escalas
atbmicas e moleculares, que geram estruturas com propriedades (quimica, fisica,
geomeétrica, quantica, entre outras) sensivelmente diferentes das observadas no
mesmo material em maior escala, ao alcance dos nossos olhos ou de microscopios
convencionais. A investigagcdo cientifica no universo “nano” trabalha teoricamente
em uma escala de 1 a 100 nanémetros (nm), e um nanémetro equivale a um
milionésimo de milimetro ou a um bilionésimo de metro — 0,000000001 do metro
(CARVALHO, 2012).

2.1.2 Métodos de Obtencao de Nanoparticulas
Existem diversos métodos para a obtencdo de materiais nanoestruturados,

baseados em técnicas que utilizam processos fisicos ou quimicos. Essas técnicas
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abordam basicamente duas estratégias: botton up (de baixo para cima) ou top down
(de cima para baixo) (EDELSTEIN, 1998; DA SILVA, 2015).

As técnicas baseadas em metodologias botton up podem utilizar processos
fisicos ou quimicos, em que sao empregadas inicialmente unidades muito pequenas,
moléculas individuais ou mesmo atomos como precursores, e estes sdo montados,
em unidades de blocos de construcdo, gerando materiais com a dimensao
nanométrica desejada. Normalmente as praticas baseadas nesse tipo de método
empregam processos quimicos por via umida ou fase vapor (DA SILVA, 2009; DA
SILVA, 2010; DA SILVA 2015).

Por outro lado, metodologias via top down geram nanoparticulas a partir de
particulas maiores, através do corte ou rompimento sucessivos de um material,
como a cisdo de estruturas microscopicas empregando-se laser como agente de
rompimento das particulas. A sondlise e nanolitografia sdo alguns exemplos de
técnicas baseadas nessa pratica (DA SILVA, 2009; DA SILVA 2010).

Estratégias via botton up, como a sintese de particulas coloidais em fase liquida,
a partir de solucbes homogéneas, é especialmente interessante, pois as variaveis
experimentais podem ser ajustadas, tais como: a concentracdo de reagentes,
temperatura, pH (em solu¢cbes aquosas), presenca de aditivos (tensoativos, sais,
polimeros etc.), propriedades do solvente (temperatura de ebulicdo, afinidade com
as superficies criadas), adicdo de sementes de nucleacéo, entre outros. A influéncia
destes fatores durante as etapas de formacdo das particulas direciona o tamanho
e/ou morfologia final das particulas (MARTINS, 2012).

A formacdo de nanoparticulas em solucdo compreende 0s processos de
nucleacdo, crescimento e estabilizacdo. A nucleacdo é uma etapa importante e
fundamental, por ser o primeiro passo para o0 processo de cristalizacdo, onde sdo
formados os primeiros ndcleos, a partir dos quais as nanoparticulas irdo crescer. O
processo de crescimento é tdo complexo quanto o de nucleacdo. ApGs a formacéao
dos nucleos, verifica-se o crescimento por adicdo molecular, através de processos
de difuséo, além disso, as particulas podem crescer pela agregacdo de umas com
as outras particulas presentes no meio (DA SILVA, 2010).

Devido a elevada energia de superficie em nanoparticulas, i.e. sao
termodinamicamente instaveis se comparadas as suas formas massicas, as mesmas
tendem, naturalmente, a se aglomerar e crescer. Para evitar essa aglomeracao ou

crescimento descontrolado, duas estratégias podem ser utilizas: repulsdo por cargas
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elétricas e adicdo de um agente estabilizante em torno das nanoparticulas (DA
SILVA, 2010).

Entre as nanoparticulas metalicas, ouro e prata s&do sistemas bastante
investigados. Os métodos convencionais de sintese de NPs de ouro baseiam-se na
reducdo do correspondente sal de ouro(lll), podendo obter-se coloides estaveis
aguosos ou em meio organico (MARTINS, 2012).

Na literatura sdo encontradas diversas metodologias sintéticas para a
preparacdo de nanoparticulas de ouro com formas e tamanhos diferentes. O método
mais comum foi introduzido por Turkevich (1951), utilizando solu¢des aguosas em
gue o ion citrato é agente redutor de espécies de ouro(lll), tal como HAuCl,, atuando
também como agente estabilizante por intermédio de repulsdes eletrostaticas. A
ligacdo do ion citrato a superficie da NP é relativamente fraca, o que €
particularmente interessante quando se deseja, posteriormente, realizar reacdes de
substituicdo destes agentes sobre a superficie. A introducdo de agentes anfifilicos,
baseados em tidis, conjuntamente com o citrato, tem sido também apresentada com
sucesso (MARTINS, 2012).

A equacéao que representa o processo reacional de reducéo do Au(lll) para Au(0)

em presenca de citrato de sodio € mostrada na Equacédo 1 (DA SILVA, 2009).
IC HOOC
3HOLL><OH v 280Cl; —> 3 _>=c: + 2Au + BCF + 3C0, + 31 (D)

HOOC coor HOOC

Outro método de preparacdo de sistemas coloidais contendo AuNPs foi
desenvolvido por Brust e colaboradores (1994 e 1995). Esse método leva a
formacdo de coloides contendo AuNPs dispersas em meio organico, como, por
exemplo o tolueno. A metodologia de Brust € baseada na dissolucdo de HAuCl, em
agua e subsequente transporte para tolueno por meio de um agente de transferéncia
de fase, tal como brometo de tetraoctilaménio (TOAB). A solucdo de tolueno
contendo os sais de Au(lll) € entdo misturada com uma solucdo aquosa de boro-
hidreto de sodio (NaBH,4, agente redutor), em presenca de sais de ambnio de cadeia
longa. Esses sais revestem as AuNPs formadas, evitando a aglomeragdo das
mesmas. Cabe salientar, que, dependendo das quantidades relativas de Au e
agente de transferéncia/protecdo (sal de amoénio) particulas esféricas de Au com
diametro entre 1 e 10 nm podem ser obtidas (BRUST et al., 1994; BRUST et al.,
1995; DA SILVA, 2009; DA SILVA, 2010).
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A grande diferenca entre os métodos de Turkevich (1951) e Brust (1994 e 1995)
€ a forma de estabilizacdo das particulas coloidais obtidas. No processo
empregando citrato, a aglomeracéo é impedida por uma dupla camada eletronica e
no caso do método bifasico esse impedimento ocorre por efeito estereoeletrdnico
(BRUST et al., 1994; BRUST et al., 1995; DA SILVA, 2009; DA SILVA, 2010).

Nosso grupo de pesquisa, buscando desenvolver métodos de sintese de AuNPs
de forma simples, barata, controlada, empregando reagentes néo toxicos, para gerar
sistemas coloidais ndo aquosos, hibridos organicos-inorgéanicos, biocompativeis e
gue permitissem ainda preparar NPs com diferentes caracteristicas (tamanho e
morfologia), apenas modificando as condicdes de reacdo, se desenvolveu um
protocolo de sintese e estabilizacdo de nanoparticulas de ouro em 6leo de mamona,
adaptando os métodos de Turkevich (1951) e Brust (1994 e 1995) (MORAIS et al.,
2013).

O resultado desta pesquisa gerou um coloide bastante estavel, e nos baseando
nas recentes aplicacbes para coloides, de acordo com a literatura, nos levou a
estratégia de sua utilizacdo em Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie
(SERS), a qual seré o tema a ser discutido neste trabalho.

2.1.3 Aplicacdes de Nanoparticulas de ouro

Como mencionado anteriormente, as nanoparticulas de ouro, nas suas mais
variadas formas e tamanhos, vém sendo utilizadas para diversas finalidades, tais
como: sensores (DE BARROS, 2015; ZHANG et al., 2015; ROHITet al., 2016);
biossensores (CHEN et al., 2014; YUAN et al., 2014; PAULI et al., 2015; QIU et al.,
2015); tratamento e diagnostico de tumores (CHAUHAN, 2015; DA SILVA, 2015;
ZHOU et al.,, 2015; BAMRUNGSAP et al., 2016; WANG, 2016); carreadores de
farmacos (DOS SANTOS, 2013; LIANG et al., 2014; DEVI, 2015; ELBIALY, 2015);
dispositivos épticos e eletrénicos (XU et al., 2014; HOANG et al., 2015; JESURAJ,
2015; GONG et al., 2016); catalise (LANG, 2014; LI, 2014; MAYER et al., 2015;
ZHANG et al., 2015); entre outros.

Rohit e colaboradores (2016) desenvolveram um método colorimétrico para
deteccdo simples e sensivel de organotiofosfatos usados em pesticidas em
amostras de alimentos e dguas ambientais utilizando ditiocarbamato de p-nitroanilina
coberto por nanoparticulas de ouro como sensor. O método baseava-se na mudanca

de cor do sensor de vermelho para azul com a presenca de organotiofosfatos,
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utilizando espectroscopia na regiao do UV-Vis, onde foi observado o deslocamento
da banda referente a ressonancia de plasmon de superficie das nanoparticulas de
ouro devido ao efeito de acoplamento das mesmas com o analito (ROHIT et al.,
2016).

Nanoparticulas de ouro também foram utilizadas para confec¢do de biossensor
eletroquimico por Chen e colaboradores (2014). Ao contrario das estratégias
convencionais, em que AuNPs sdo imobilizadas na superficie do eletrodo, eles
prepararam nanoparticulas coloidais e as adotaram diretamente como eletrdlito.
Assim, conseguiram obter uma sensivel detec¢do de glicose, com baixo limite de
deteccdo, menor até do que o método colorimétrico usualmente utilizado (CHEN et
al., 2014).

Nanoparticulas de ouro coloidais, na biomedicina, sdo bons candidatos a
nanocarreadores e entrega de drogas. A maioria dos trabalhos, utilizando
nanoparticulas de ouro como carreadores de farmacos, estd preocupada com o
tratamento de cancer. Através de direcionamentos passivos e ativos, a concentracao
de drogas pode ser aumentada no local do tumor, limitando a exposi¢cao de tecido
saudavel. Além disso, a conjugacao de ciclodextrinas, polietilenoglicol (PEG) ou
polieterimida (PEP) aos conjuntos de ouro-carga melhora a biodistribuicdo e suprime
a toxicidade. As AuNPs sédo também utilizadas para a entrega intracelular ou in vivo
de agentes de contraste, fotossensitivos, drogas antibacterianas e drogas anticancer
(LIANG et al., 2014).

Zhang et. al. (2015) apresentaram um material obtido através da polimerizacao
de materiais organicos nanoporosos iénicos (PIONs). Devido ao efeito eletrostéatico e
estérico, essas redes ibnicas com canais nanoporosos podem ancorar e estabilizar
AuNPs de 1-2 nm. O material hibrido Au@PION foi usado como catalisador
heterogénio na oxidagdo aerObica de alcodis saturados, onde proporcionou
excelente desempenho, com alta atividade, seletividade e estabilidade (ZHANG et
al., 2015).

Outra aplicacdo que vem chamando também muito a atencdo dos
pesquisadores € a utilizacdo de AUNPs em Espectroscopia Raman Intensificada por
Superficie (SERS), uma vez que podem se tornar substratos que produzem grande
intensificacdo, assim como NPs de prata e cobre (FARIA, 1999). Entdo, a aplicagao
de AuNPs em SERS trata-se do objetivo principal do nosso trabalho e, por isso, sera

melhor discutida nas proximas sec¢oes.
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2.2 Espectroscopia Raman
2.2.1 Breve historico

O estudo sobre espectroscopia Raman teve inicio em 1928, quando o fisico
Chandrasekhara Venkata Raman observou um efeito previsto inicialmente por Adolf
Smekal em 1923. Raman, utilizando a luz solar como fonte de radiagdo, um
telescopio como coletor e seus olhos como detector, demonstrou que o comprimento
de onda, na regido do visivel, de uma pequena fracdo de radiacdo espalhada por
determinadas moléculas era diferente do feixe incidente, com frequéncias maiores e
menores, e que o0s deslocamentos desse comprimento de onda dependiam da
estrutura quimica das moléculas responsaveis pelo espalhamento. Raman foi
agraciado com Prémio Nobel de Fisica em 1931 por este trabalho (SINGH, 2002;
FERRARO, 2003; SKOOG, 2007).

A partir dai, gradualmente ocorreram melhorias na parte instrumental da
espectroscopia Raman. As primeiras pesquisas foram concentradas na tentativa de
produzir fontes de excitacdo mais efetivas, iniciando com o desenvolvimento de
lampadas compostas por varios elementos, até a producdo das fontes lasers, em
1962, por Theodore Maiman e colaboradores (1961). Em 1963, Kogelnik e Porto
(brasileiro) obtiveram os primeiros espectros Raman utilizando lasers. Nesse
periodo, ocorreram progressos também nos sistemas de deteccdo, considerando
gue inicialmente, até a Segunda Guerra Mundial, as medidas eram feitas utilizando
placas fotograficas, e posteriormente a deteccao fotoelétrica passou a ser utilizada
nesta técnica (FERRARO, 2003; SALA, 2008).

O desenvolvimento da parte Optica dos instrumentos Raman tomou lugar de
destaque nos anos 60, com a evolugcdo dos monocromadores (seletores de
comprimentos de onda). Atualmente, estdo sendo bastante utilizados detectores
multicanais, que empregam, monitoramento simultdneo em varios comprimentos de
onda, como os sensores CCD, Dispositivo de Carga Acoplada (Charge Coupled
Device) (RAIMUNDO, 1997; FERRARO, 2003; SALA, 2008).

Os avancos na tecnologia da instrumentacdo dos espectrometros Raman tém
levado esta técnica a uma posicdo de destaque dentre as disponiveis para
aplicacbes em problemas de interesse quimico. Além dos exemplos citados
anteriormente, podemos destacar o uso de microscopio O6ptico acoplado ao
espectrometro (SANT ANA, 2006), que foi introduzido por volta dos anos 70,

passando a se chamar microscopia ou microespectroscopia Raman (Raman
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microprobe) (KANO et al., 2014) e o desenvolvimento de equipamentos de baixo
custo, com laser de estado solido e fibra éptica para transporte da luz incidente e
espalhada (SANT ANA, 2006).

Estas transformagbes e melhorias na area instrumental para medidas
espectroscopicas Raman continuaram a ocorrer. Espectros Raman podem ser
obtidos também por transformada de Fourier (FT-Raman). Além disso, € possivel
encontrar instrumentos acoplados a Espectrometros de Infravermelho (FT-IR),
abrindo novas possibilidades no estudo do efeito Raman (FERRARO, 2003; SALA,
2008).

2.2.2 Teoria da espectroscopia Raman

A espectroscopia estuda a interacao da radiacdo eletromagnética com a matéria.
Dependendo dos tipos de niveis energéticos envolvidos (eletrdnicos, vibracionais ou
rotacionais), as transicoes podem ocorrer em regides diferentes do espectro
eletromagnético como, por exemplo: na regido do UV-vis, do infravermelho/Raman
ou na regido de micro-ondas (SALA, 2008).

A Tabela 1 mostra alguns tipos de espectroscopia, suas regides espectrais e

suas transicoes eletrénicas de origem.

Tabela 1- Regifes espectrais e suas transi¢cdes de origem.

Espectroscopia Regido (7, cm™) Origem

Raio y 10" - 10° Rearranjo das particulas elementares no
nucleo

Raio X (ESCA, PES) 10% — 10° Transicbes de niveis de energia dos
elétrons internos de atomos e moléculas

UV-Visivel 10° — 10* Transicbes de niveis de energia dos
elétrons de valéncia de atomos e
moléculas

Raman e 10*- 10? Transicbes entre niveis vibracionais

Infravermelho (mudanca de configuracao)

Microondas 10° -1 Transicbes entre niveis rotacionais
(mudanca de orientacao)

Ressonancia do Spin 1-107 Transicdo entre 0s niveis de spin

Eletronico (ESR) eletrbnico em um campo magnético

Ressonancia 10%-10" Transic@o entre os niveis de spin nuclear

Magnética Nuclear
(NMR)

em um campo magnético

Fonte: Adaptada de FERRARO (2003).
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2.2.2.1 A origem do espectro Raman

Os espectros Raman séo obtidos a partir da irradiacdo sobre a amostra com
uma potente fonte de radiacdo monocromatica (e.g., laser) na regido do visivel ou IR
— proximo. A radiagdo eletromagnética podera interagir com a amostra de duas
maneiras: i) a maior parte sera espalhada elasticamente, quando ndo ha mudanca
na frequéncia do féton incidente, e i) uma pequena parte sera espalhada
inelasticamente (em torno de 0,001% da radiacdo incidente), quando ocorre a
mudanga na sua frequéncia inicial (SKOOG, 2007).

A radiacédo espalhada com a mesma frequéncia da fonte, ou seja, sem ocorrer
mudancas nos niveis de energia vibracional e/ou rotacional da molécula, € chamada
de espalhamento Rayleigh (SKOOG, 2007; FATOBENE, 2008).

A Figura 2 mostra um modelo ilustrativo da interagcdo da radiacdo de
excitacdo com frequéncia v,, e seus espalhamentos resultantes: Stokes, Rayleigh e
anti-Stokes, com frequéncias v, —v,, v,, v, + v, respectivamente. Onde v,

representa uma das frequéncias vibracionais da amostra.

Figura 2- Modelo ilustrativo de um espalhamento Raman. v,= frequéncia da radiacdo
incidente; v,,= frequéncias vibracionais da molécula.
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Fonte: PACHECO (2012)

Em um espectro Raman podera ser observado, simetricamente em relagdo a
linha Rayleigh, as bandas Stokes, do lado das frequéncias mais baixas, e as anti-
Stokes, do lado das frequéncias mais altas. Uma vez que ambos fornecem as
mesmas informacgdes, geralmente € medido apenas o lado Stokes do espectro
(FERRARO, 2003). Essas bandas deveriam ter a mesma intensidade, mas néo € o
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que acontece. Observa-se que as bandas Stokes s&o mais intensas do que as anti-
Stokes (FERRARO, 2003; SALA, 2008). Este comportamento estd monstrado na

Figura 3, com o espectro do tetracloreto de carbono, CCl,.

Figura 3- Espectro Raman de CCl, excitado com laser em 4y, = 488 nm.
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Fonte: Adaptada de NAKAMOTO (2009).

Como a fluorescéncia pode interferir seriamente na regido Stokes do espectro,
0s sinais anti-Stokes, mesmo com menores intensidades, podem ser mais Uteis
nesses casos (SKOOG, 2007).

A diferenga entre as intensidades Raman Stokes e anti-Stokes pode ser
explicada analisando-se 0 modelo quéantico, o qual descreve que no espalhamento
Raman Stokes, a molécula é excitada ao colidir com o foton incidente e passa para
um estado de maior energia, chamado estado virtual, pois € um estado intermediario
e ndo um estado estacionario da molécula. Em seguida, ela decai a um nivel
vibracional excitado, com espalhamento de luz de menor energia. A diferenga entre
a energia do féton incidente e a do foton espalhado € igual a uma das energias
vibracionais da molécula. No espalhamento Rayleigh, a interacdo ocorre sem
modificagdes na frequéncia inicial, pois a molécula volta ao mesmo nivel de energia
inicial (BARBOSA, 2003; SALA, 2008).

Para que o espalhamento Raman anti-Stokes ocorra é necessario que um
elétron se encontre em um nivel vibracional de maior energia, o que depende da
temperatura. Assim, o foton encontra a molécula ja em um estado excitado e, apos a

interacdo, volta ao estado fundamental, gerando um féton com energia maior que a
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inicial (BARBOSA, 2003; SALA, 2008). Levando em conta que a ocupacgéo dos
niveis vibracionais nas moléculas segue a equacdo de distribuicdo de Boltzmann,
gue indica que poucas moléculas estdo em seu estado vibracional ou rotacional
excitados, isso normalmente a temperatura ambiente (BAKER, 2005), faz com que o
espalhamento Raman anti-Stokes seja mais fraco que outros. Assim, a emissao
Stokes é mais favorecida em relacdo a anti-Stokes. Além disso, o espalhamento
Rayleigh tem uma maior probabilidade em ocorrer, que o espalhamento Raman,
uma vez que é mais provavel a transferéncia de energia para moléculas no estado
fundamental seguido do espalhamento pelo retorno destas moléculas ao mesmo
estado (SKOOG, 2007).

Uma vez que os niveis vibracionais seguem as regras quanticas, a variacao de
energia que ocorre com o efeito Raman também é quantizada, assim, observam-se
discretos deslocamentos das frequéncias e, consequentemente, deslocamentos dos
comprimentos de onda (EWING, 1972).

A Figura 4 ilustra o que foi discutido anteriormente, onde pode ser observada a
diferenca entre espalhamento Rayleigh (elastico) e espalhamento Raman
(inelastico). Podemos observar também que a diferenca de energia em ambos o0s

espalhamentos, Stokes e anti-Stokes € igual a energia de um estado vibracional.

Figura 4- Esquema ilustrativo das diferencas entre espalhamentos Rayleigh, Raman

Stokes e Raman anti-Stokes.
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Fonte: Adaptado de BARBOSA (2003).
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Além disso, a radiacdo pode interagir com a matéria de outras maneiras, dando
inicio a uma série de excitagdes elementares, como: os polaritons, as ondas de spin,
0s plasmons, que sao restritos a classes especiais de materiais, etc. Uma excitacao
elementar que esta presente em qualquer tipo de material para temperatura acima
do zero absoluto, sdo os fénons (FERREIRA, 2008). Esses tipos de interagdo néo

serao discutidos neste trabalho.

2.2.2.2 Modelo ondulatério para os espalhamentos Raman e Rayleigh

O efeito Raman pode também ser compreendido através do modelo ondulatério.
A descricdo classica do efeito Raman, mostrado na Figura 5, esta ligada a variacéo
do momento de dipolo induzido na molécula pelo campo elétrico oscilante da
radiacéo incidente (McCREERY, 2000).

O momento de dipolo induzido (P) esta relacionado com a polarizabilidade da
molécula (a¢) e com o campo elétrico incidente (E) de acordo com a seguinte
equagao:

P=aE (2),
onde a mede a facilidade que a nuvem eletrbnica tem para se deformar e originar o
dipolo (McCREERY, 2000; FERREIRA, 2008).

Figura 5- A polarizac¢&o induzida (P) por um campo elétrico (E) na nuvem eletrénica de
uma molécula, onde (a) representa a polarizabilidade da molécula. A dispersédo pode

ocorrer em varias direcdes, porém na figura s6 foram mostrados 90° e 180°.
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Fonte: Adaptado de McCREERY (2000).
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De acordo com a teoria classica, a intensidade do campo elétrico (E) produzido
pelo laser oscila com o tempo, como € mostrado na equacédo abaixo (FERRARO,
2003):

E = E, cos2mv,t 3)

Onde E,é a amplitude da vibracdo e v, € a frequéncia do laser. Se uma
molécula diatdmica é irradiada por essa luz, e um momento de dipolo elétrico (P) &
induzido, entdo (FERRARO, 2003):

P=aFE =aE, cos2nv,t 4)

Se uma molécula esta vibrando com frequéncia v,,, 0 deslocamento nuclear (q)
sera escrito como (FERRARO, 2003):

q = qo COS 2TV, t (5)

Onde q, € a amplitude vibracional.

A polarizabilidade varia com as vibracdes do sistema e pode ser expressa por

uma série de Taylor dada por (FERREIRA, 2008; SALA, 2008):

da

a = a0+<E>0q+--- (6)

Onde os termos de ordem mais alta sdo desprezados devido a pequena variacao

da coordenada q (SALA, 2008), a, € a polarizabilidade na posicéo de equilibrio, 3—3 é

a taxa de mudanca de a em relacdo a mudanca de g, avaliados na posi¢cao de
equilibrio (FERRARO, 2003).
Combinando as equacdes (4), (5) e (6), temos:
da
P =ay E, cos(2rnv,t) + <E> qo E cos(2ny,t) cos(Zrnvy,t) (7)
0

Fazendo as manipulac¢des trigonométricas necessarias na equagao (7), teremos:

1/d
P =y E, cos(2rv,t) + E(d_g) qo Eo {cos[2m(v, + vy)t] + cos[2m(v, — vyr)t]}  (8)
0

De acordo com a equacao (8) o primeiro termo da origem ao espalhamento
elastico da luz (Rayleigh), jA que este s6 depende da frequéncia v,. O segundo
termo pode ser relacionado ao aparecimento dos espalhamentos Raman Stokes e
Anti-Stokes, porém isto sO ocorrera se houver necessariamente a variacdo da
polarizabilidade elétrica do material devido a um deslocamento da coordenada q.
(FERREIRA, 2008), isto é:
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(Z—Z)O +0 )

Outra observacdo que pode ser feita na equacdo (8) é que as frequéncias
(w,—vm) € (v,+v,) estdo diretamente relacionadas as frequéncias dos

espalhamentos Raman Stokes e Anti-Stokes, respectivamente (FERREIRA, 2008).

2.2.3 Raman versus Infravermelho

Como j& discutido anteriormente, as transicbes vibracionais podem ser
observadas tanto no efeito Raman como na absor¢cé&o no infravermelho, mas nem
todas as transicOes possiveis sdo observadas em ambos (EWING, 1972).

Apesar da grande semelhanca entre os espectros de Infravermelho e Raman,
ambos originados dos modos vibracionais das moléculas (SKOOG, 2007;
FERNANDES, 2010), eles sao obtidos através de fendmenos fisicamente diferentes
(SALA, 2008; NAKAMOTO, 2009). O espectro Raman € obtido pelo espalhamento
da luz incidente pela amostra e o espectro Infravermelho € obtido quando fétons na
regido do infravermelho sé&o absorvidos pelas moléculas, promovendo transicdes
entre os niveis vibracionais da molécula no seu estado eletronico fundamental
(NAKAMOTO, 2009).

Em razdo dessas diferencas em seus mecanismos basicos, as regras de
selecdo também serdo diferentes em cada técnica, existindo tipos de grupos que
séo ativos somente no infravermelho ou somente no Raman, ou ainda podem ser
ativos nas duas técnicas, tornando-as complementares e ndo competitivas (SKOOG,
2007).

Apenas 0s grupos cuja polarizabilidade varia em funcéo das vibracdes serdo
ativos no Raman, enquanto que para ser ativo no infravermelho € preciso uma
mudanc¢a no momento de dipolo durante a absor¢cdo (McCREERY, 2000).

Mostramos um exemplo na Figura 6, onde temos espectros de infravermelho

(superior) e Raman (inferior) do acido oleico.
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Figura 6- Espectros de FT-IR de transmissdo (superior) e Raman (inferior) do éster

metilico do acido oleico.
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Fonte: Adaptado de McCREERY (2000).

Na Figura 6, podemos observar diferengas nas intensidades de duas bandas,
referentes ao estiramento das ligagbes C=C e C=0. A polarizabilidade da ligacéo
C=C muda significativamente com uma vibracdo associada ao estiramento da
ligacdo C=C. Assim, o espalhamento Raman a partir de uma ligacdo C=C é forte,
enguanto que em relacdo a uma ligacdo C=0 é relativamente fraca. Em contraste, a
absorcao no Infravermelho do mesmo modo vibracional da ligacdo C=C é muito
fraca e da ligagdo C=0O ¢é forte (McCREERY, 2000). Assim, para o estudo de
estruturas moleculares ambas as técnicas podem ser usadas, dependendo do
objetivo de cada pesquisa e da disponibilidade dos equipamentos, existindo
vantagens e desvantagens na utilizacao de cada técnica.

A Tabela 2 mostra algumas comparacdes entre as técnicas de espectroscopia

Raman e FT-IR médio.
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Tabela 2- Comparagdao entre Espectroscopia Raman e no Infravermelho Médio.

Espectroscopia Raman

Infravermelho (Médio)

Fenbmeno

Informacéao

Tipo de amostra
analisada

Preparacao de
amostra

Estado fisico da
amostra

Material de vidro

Agua

Amostragem
remota

Espalhamento

Bandas de vibracdes
fundamentais (regido de
impressao digital).

Sem problemas com baixos
nameros de onda.

Organicas, inorganicas,
metalicas, bioldgicas etc.

Nenhuma.

Sdlido, liquido, gel, suspenséao
etc.
Sem interferéncia.

Podem ser analisadas solugdes
aquosas.

Até 200 metros.

Absorcao

Bandas de vibracdes
fundamentais (regido de
impresséao digital)

Organicas, inorganicas e
metalicas.

Geralmente, usa-se pastilha de
KBr. Com excec¢ao a técnica de
ATR.

Amostras soélidas precisam ser
compactadas em pastilha de
KBr.

Interferéncia do vidro.

Interferéncia da agua.

N&o é possivel, aluz IR é
perdida em fibra dptica.

Fonte: Adaptada de FATOBENE (2008).

2.2.4 Instrumentacao

Um sistema de espectroscopia Raman possui quatro componentes principais: i)

fonte de excitacdo (laser), ii) sistema de amostragem e coleta de luz, iii) seletor de
comprimento de onda (filtro ou monocromador) e iv) detector (arranjo de diodos,
CCD ou tubos fotomultiplicadores, PMTs) (PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

e Lasers
Em um Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), ocorre
emissao estimulada de fotons através da excitacdo de determinado material para um
nivel maior de energia seguida da sua volta a um estado de menor energia. Entéo, o
foton liberado estimula a emissédo de outros fétons, num efeito cascata, se tornando
um meio amplificador. Assim, essas

‘particulas” apresentam o mesmo

comportamento e se propagam em uma mesma direcdo, surgindo o feixe laser, que
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€ concentrado, monocromatico e bastante intenso (BAGNATO, 2001; SKOOG, 2006;
MARTINS; 2008).

Por essa capacidade de amplificacdo de intensidade, os lasers tornaram-se uma
ferramenta importante para a espectroscopia Raman, uma vez que a utilizacdo de
fontes de luz com muita intensidade € necesséria, ja que a fracdo da luz que sofre
efeito Raman é minima. Aumentando-se a intensidade da fonte de excitacao,
aumenta-se também a intensidade da luz espalhada, consequentemente, a
sensibilidade da técnica também sera incrementada (SOUZA, 2009).

Na espectroscopia Raman a amostra € normalmente iluminada por um feixe de
laser na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) ou faixa do infravermelho proximo
(NIR) (PRINCETON INSTRUMENTS, 2016). Os primeiros lasers comerciais
comecaram a aparecer na década de 70. Na mesma época, o brasileiro Sergio Porto
(1963) publicou a obtencao do primeiro espectro Raman excitado por laser. Porém,
apenas na década de 80, com o uso da excitagdo com laser no infravermelho
proximo, o que virtualmente elimina a limitacdo vista em amostras fluorescentes, a
espectroscopia Raman ficou caracterizada por sua aplicacdo quase universal
(SOUZA, 2009; LEM, 2016).

Existem lasers de varios comprimentos de onda utilizados na espectroscopia
Raman, e sua escolha ir4 depender do tipo de amostra a ser analisada e também de
gue tipo de resultado espera-se obter, uma vez que os lasers com baixos
comprimentos de onda e altas intensidades podem ocasionar a fluorescéncia de
determinadas amostras.

Os cinco lasers mais comuns utilizados na espectroscopia Raman estéo listados

na Tabela 3, a seguir.

Tabela 3- Algumas fontes lasers mais utilizadas na espectroscopia Raman.

Tipo de Fonte Comprimento de onda (nm)
fon argdnio 488,0 ou 515,5
fon cripténio 530,9 ou 647,1
Hélio/Nebnio 632,8
Laser de diodo 782 ou 830
Nd:YAG 1 064

Fonte: SKOOG (2007).

Nota: * neodymium-doped yttrium aluminum garnet; Nd:Y3Als0;,
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e Amostragem e coleta de luz

O sistema de amostragem para a espectroscopia € muito simples uma vez que
nao € necessaria a preparacdo da amostra e a mesma pode ser solida, liquida ou
gasosa. A amostragem pode ser feita com materiais de vidro, como cubetas, placas
de vidro, ou através de fibra Optica, neste ultimo podendo chegar a uma distancia
maior do que 100 metros entre a fonte e a amostra (SKOOG, 2007).

A luz dispersa, apdés a passagem do laser pela amostra, é coletada com uma
lente e enviada para o filtro de interferéncia ou para 0 monocromador para a
obtencao do seu respectivo espectro Raman (PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

O acoplamento de um microscopio ao espectrébmetro Raman, chamado de
microscopia Raman, como ja mencionado, nos fornece um elemento de resolugéo
espacial, o0 que nos permite a obtencdo de espectros de alta qualidade de regides
microscopicas da amostra sem perder a sensibilidade e flexibilidade da técnica e,
neste tipo de equipamento, o laser é focalizado na amostra e coletado pela mesma
lente objetiva do microscépio (STILES et al., 2008; SOUZA, 2009).

e Seletores de comprimento de onda e filtros de interferéncia

Uma vez que o espalhamento Raman espontaneo € muito fraco, a principal
dificuldade da espectroscopia Raman era separa-lo da intensidade do espalhamento
Rayleigh, que é muito intenso. O grande problema ndo é o espalhamento Rayleigh
em si, mas o fato da intensidade da luz difusa do espalhamento Rayleigh poder
exceder em muito a intensidade Raman util nas proximidades do comprimento de
onda do laser (McCREERY, 2000; PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

Em muitos casos, o problema pode ser resolvido simplesmente cortando-se a
faixa espectral préxima a linha do laser, onde a luz difusa tem o efeito mais notavel,
usando um filtro de interferéncia disponivel comercialmente, que corta a faixa
espectral de mais ou menos 80 a 120 cm™ a partir da linha do laser. Este método é
eficiente na eliminacdo de luz difusa, mas ndo permite a deteccdo dos modos
Raman de baixa frequéncia, ou seja, na faixa abaixo de 100 cm™ (McCREERY,
2000).

A partir do desenvolvimento de filtros de interferéncia holograficos, que possuem
elevado desempenho, passou-se a utilizar os monocromadores simples de uma
forma eficaz. Os filtros hologréficos eliminam a maior parte da luz dispersa
elasticamente (Rayleigh) (UFSC, 2006).
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Outra forma de reduzir a luz dispersa é usando multiplos estagios de disperséo.
Duplos ou triplos monocromadores permitem a obtencédo de espectros sem o uso de
filtros de interferéncia. Em tais sistemas, os modos Raman-ativos com frequéncias
baixas, como 3-5 cm™ podem ser eficientemente detectados (PRINCETON
INSTRUMENTS, 2016).

e Detectores

Inicialmente usava-se principalmente um Unico ponto de detectores, tais como
tubos fotomultiplicadores de contagem de fétons (PMT). No entanto, para a
obtencdo de um Unico espectro Raman com um detector PMT, no modo de
varredura, era necessario um enorme periodo de tempo, o que poderia prejudicar
uma atividade de investigacdo ou ndo seria viavel industrialmente como técnica
analitica (PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

Atualmente, cada vez mais pesquisadores utilizam detectores multicanais, que
monitoram simultaneamente varios comprimentos de onda, podendo ser dispersivos
ou nao dispersivos, os quais utilizam redes de difracdo ou diodos emissores de luz,
respectivamente. Podemos citar como detectores multicanais para detectar a luz
Raman espalhada: arranjos de fotodiodo (PDA) ou, mais comumente, um dispositivo
de carga acoplada (CCD) (RAIMUNDO, 1997; PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

Uma das vantagens obtidas utilizando-se instrumentos multicanais esta
relacionada diretamente ao tempo de anélise e a relacéo sinal/ruido (RAIMUNDO,
1997).

A sensibilidade e o desempenho de detectores CCD modernos sdo melhorados
rapidamente. Por isso, em muitos casos, o CCD esta se tornando o detector de
escolha para a espectroscopia Raman (PRINCETON INSTRUMENTS, 2016).

A Figura 7 mostra uma apresentacdo esquematica de dois instrumentos
utilizados na espectroscopia Raman. A primeira configuracdo (Figura 7a) € de um
espectrometro Raman onde um laser é focado sobre a amostra em determinado
angulo, enquanto a luz Raman € recolhida por uma lente de larga colecdo. Entéo, a
luz é focada através da fenda de entrada de um espectrometro e detectada
utilizando uma CCD resfriada por nitrogénio liquido. Este tipo de configuracdo é
tipicamente utilizado para analises que requerem baixa resolucdo espacial e alta
intensidade (STILES, 2008).
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Para o0s experimentos que requerem maior resolucdo espacial, como ja
mencionado, a configuracdo de um micro-Raman € utilizada (Figura 7b). Apos a
focalizacdo na amostra a luz é coletada pela mesma lente objetiva e entdo passa
através de um filtro de interferéncia. Finalmente, a luz é focada e dirigida para o

detector (STILES, 2008).

Figura 7- Diagramas esquematicos de instrumentacdes tipicas usadas para a
espectroscopia Raman. (a) Configuragcdo Macro-Raman. (b) Configuracdo Micro-
Raman. Abreviaturas: CCD, charge-coupled device; CL, lentes de colecéo; FL, foco da
lente; NF, filtro de interferéncia.
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Fonte: Adaptado de STILES (2008).

2.2.5 Aplicagbes

A capacidade de usar espectroscopia Raman tem evoluido significativamente
com o desenvolvimento comercial de espectrometros modernos, com novos
softwares que facilitam a obtencdo dos espectros, beneficiando muitos ramos da
industria e campos de pesquisa (DIRAMED, 2012).

A espectroscopia Raman pode ser aplicada em andlises qualitativas e
guantitativas de sistemas inorgéanicos, organicos e biolégicos, abrindo um enorme
leque de possibilidades. Ela pode ser uma ferramenta muito Gtil na investigacdo de
sistemas inorganicos, uma vez que as solu¢cdes aquosas geralmente podem ser
empregadas. Ela pode ser utilizada também no estudo da composicado, estrutura e
estabilidade de compostos de coordenacdo (SKOOG, 2007).

Em relacdo a analise de compostos organicos, a espectroscopia Raman vem
sendo muito utilizada em suas caracterizacoes, identificando as diferentes formas
cristalinas e amorfas que podem compor as amostras (LOBO et al., 2005). Essa

técnica pode também ser utilizada como técnica complementar ao IR, como foi
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discutido anteriormente, pois podem existir regides de impressao digital de
compostos especificos diferentes nas duas técnicas.

A espectroscopia Raman também é ideal para estudos de sistemas biologicos e
médicos por trés razdes: i) a agua € um solvente que néo interfere nos espectros
Raman, ii) podem ser utilizadas pequenas quantidades de amostras e iii) ha a
possibilidade de obter espectros em diferentes estados fisicos, o que permite
comparar as suas estruturas. Estas razdes fizeram com que aumentasse de forma
significativa o uso da espectroscopia Raman nas areas biolégicas e médicas (SALA
et al., 1984, FERRARO, 2003), e em areas como, por exemplo: ciéncias dos
materiais, ciéncias forenses, industria farmacéutica, mineralogia, nanotecnologia,
entre outras (RENISHAW, 2016).

Como citado anteriormente, no inicio da sec¢do, o0s sinais Raman sao
inerentemente fracos, portanto, um nimero muito baixo de fotons espalhados esta
disponivel para deteccdo (GOMEZ, 2014). Para suprir esta limitacdo da técnica,
pode-se utilizar artificios, desenvolvendo novos métodos de anadlise, que conseguem
intensificar os sinais Raman de algumas moléculas.

Um desses artificios que podem ser utilizados na espectroscopia Raman, é a
utilizacdo do efeito Raman Ressonante, que ocorre quando a energia da radiagcéo de
excitacdo é igual ou muito proxima da energia de uma das transi¢cdes eletrénicas
fundamentais da molécula a ser analisada. Com isso, ocorre a intensificacdo de
determinadas bandas Raman que pode chegar a 5 ordens de grandeza (MILLEN,
2005; SANTANA et al., 2006).

Outro método que pode ser utilizado para amplificacdo dos sinais Raman de
determinadas moléculas é a Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie
(SERS). Esta é uma estratégia usual para intensificar sinais Raman fracos pelo
incremento dos sinais Raman de um analito, geralmente em baixas concentracoes,
obtido pela amplificacdo do campo eletromagnético local nas proximidades de
nanoestruturas metdlicas, causada pela excitacdo de ressonancia do plasmon de
superficie localizado (GOMEZ, 2014).

Este trabalho de foi baseado na técnica de SERS, a qual serda melhor discutida

na proxima secao.
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2.3 Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS)

O efeito Raman intensificado por superficie foi observado pela primeira vez em
1974 por Fleischmann e colaboradores, quando estes tentavam estudar reacdes
eletroquimicas de espécies adsorvidas em superficies de eletrodos de prata através
da espectroscopia Raman. Estes obtiveram um espectro de piridina em uma solucao
de baixa concentracdo com excelente relacdo sinal/ruido, ap6s a modificacdo
eletroquimica da superficie do eletrodo (FARIA, 1999). Porém o seu efeito de
intensificacdo so6 foi considerado alguns anos depois por dois diferentes grupos de
pesquisa (FARIA, 1999; ABDALIA, 2008). Logo apés a sua descoberta, Oswaldo
Sala introduziu investigacdes sobre este efeito aqui no Brasil, no Laboratério de
Espectroscopia Molecular (IQ-USP) (SALA, 2016).

Desde entdo, o0s interesses nas pesquisas na area de SERS tem se expandido
exponencialmente ao longo dos seus quase 40 anos, beneficiando uma série de
descobertas, teorias e avancos tecnoldgicos. Na ultima década, a explosdo das
pesquisas em SERS tem sido dirigida majoritariamente pelo rapido progresso da
nanotecnologia e o incentivo para aplicagdes quimicas e biomédicas (WANG, 2015).

A espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS, Surface Enhanced
Raman Spectroscopy) é baseada na obtencdo dos espectros Raman de amostras
adsorvidas em superficies metélicas coloidais ou superficies metélicas rugosas
especialmente preparadas. Frequentemente sédo utilizados Au, Ag e Cu, embora ja
tenham sido utilizados varios outros metais, como litio, cadmio, niquel, platina e
palddio. Além disso, também vem sendo reportada a utilizacdo de nanotubos de
carbono com e sem nanoparticulas metalicas para a obtencdo de uma superficie
SERS-ativa altamente sensivel. As superficies que proporcionam a intensificacao
dos sinais Raman sdo chamadas de substratos SERS-ativo (MAIMAN et al., 1961,
ACEVEDO, 2009; SUN et al., 2010; ANDRADA et al., 2011).

Em um espectro SERS, as linhas Raman das moléculas adsorvidas séo
frequentemente intensificadas por um fator de 10° a 10, chamado Fator de
Intensificacdo, podendo chegar a um limite de deteccédo de 10° a 10" mol L™,
guando aliada a técnica de Raman Ressonante, com isso, passa a ser chamada
SERRS (Surface Enhanced Resonance Raman Scattering), podendo detectar até
uma unica molécula (FARIA, 1999; SKOOG, 2007; FAN, 2011). Naturalmente, a

técnica SERS pode ser uma ferramenta ideal para analise de tracos e para o estudo
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in situ de um processo interfacial, além de proporcionar o estudo de solucdes
altamente diluidas (CHEMISTRY LIBRE TEXTS, 2014).

A partir da década de 80 passou-se a buscar modelos tedricos para explicacao
da observacao do efeito SERS, que até entdo os textos publicados ocupavam-se
principalmente da verificagdo do fen6meno (FARIA, 1999).

De acordo com Sala (2008), ha dois modelos fundamentais que buscam elucidar

0 mecanismo responsavel pelo efeito SERS: o eletromagnético e o molecular.

2.3.1 Modelo Eletromagnético

No modelo eletromagnético, considera-se que o Unico fator responsavel pelo
efeito de intensificacdo SERS é o aumento do campo elétrico local. Dessa forma, a
polarizabilidade efetiva ndo seria afetada pela adsorcdo, segundo esse modelo
(UFSC, 2012).

Quando uma superficie metélica nanoestruturada é excitada por um campo
eletromagnético incidente, os elétrons livres na superficie das particulas oscilam
coletivamente, promovendo ampliacdo do campo elétrico no local. Esse fenbmeno é
chamado de efeito de ressonancia do plasmon de superficie (Surface Plasmon
Resonance, SPR), o qual produz propriedades de absorcdo e dispersédo elétricas
intensas. A SPR dependera do tamanho da particula de origem, de sua composicao
e forma (HAO et al., 2007; COSTA, 2009).

A SPR permite a geracdo de campos coulombianos de longo alcance.®® Isso
explicaria as intensificacOes a longas distancias e o espectro obtido seria similar ao
obtido da molécula em solucéo, uma vez que o campo elétrico depende da distancia
entre a molécula e a superficie (1/r), e ndo depende, assim, do contato entre elas.
Portanto, de acordo com este mecanismo, a molécula adsorvida ndo seria afetada
(FARIA, 1999).

A frequéncia do pldsmon de um metal dependera apenas da densidade de
elétrons livres. Para a maioria dos metais essas frequéncias ocorrem na regido do
ultravioleta (UV). Ja os metais alcalinos e alguns metais de transicdo (Au, Cu e AQ)
exibem frequéncia de pldsmon na regido do visivel (LU et al., 2009).

A Figura 8(a) ilustra como o plasmon oscila ao longo de uma superficie metélica
com a propagacdo de uma onda eletromagnética, se a oscilagdo coletiva dos
elétrons livres esta relacionada a um volume finito. Ja a Figura 8(b) mostra a

interag@o entre o campo elétrico da luz incidente e os elétrons livres de esferas de
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metal cujos tamanhos sdo menores do que o comprimento de onda da luz incidente
(LU et al., 2009).

O campo elétrico faz com que os elétrons livres se afastem da particula em uma
direcéo, criando um dipolo que pode mudar de diregcdo com a mudanca do campo
elétrico (LU et al., 2009). Esse efeito pode ser chamado de ressonancia do plasmon
de superficie localizado (localized surface plasmon resonance, LSPR) (STILES et
al., 2008).

Figura 8- Representacdo da propagacdo de plasmons de superficie em (a) uma
superficie metalica e (b) localizados em nanoesferas.
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Fonte: Adaptada de LU et al. (2009).

De acordo com Sharma et. al. (2012), a intensificacdo resulta da amplificacdo da
luz pela LSPR. Esta concentracdo da luz ocorre preferencialmente em aberturas,
fendas ou caracteristicas nitidas de materiais plasmdnicos, que sdo tradicionalmente
metais nobres (prata, ouro, cobre) em escalas manométricas (SHARMA et al., 2012).

As regides onde o campo eletromagnético € mais intensificado sdo chamadas de
“hot-spots” (FAN, 2011). Quando uma molécula esta ligada, adsorvida ou préxima a
um hot-spot a intensificagdo do sinal Raman pode ser observada (GOMEZ, 2014).

Este modelo explica com sucesso a maioria dos resultados experimentais, mas
nao todos eles, uma vez que ndo leva em consideracdo a dependéncia da
amplificacdo SERS com a estrutura quimica da molécula estudada, conhecida como
molécula sonda (FAN, 2011).
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2.3.2 Modelo Molecular

Outro modelo que pode tentar explicar, junto com o modelo eletromagnético, de
gue maneira ocorre o efeito SERS, € o modelo molecular, conhecido também como
modelo quimico. Este modelo considera as mudancas na polarizabilidade molecular,
a, gerados através da interacdo da molécula adsorvida e a superficie metalica, ou
seja, neste modelo deve haver contato da molécula com a superficie. Com isso, 0s
modos vibracionais da molécula podem mudar, e assim o espectro obtido pode ser
diferente daquele obtido pela espectroscopia Raman normal. A interacdo pode
ocorrer com a formacéo de complexos de transferéncia de carga, ligacdes quimicas
convencionais com a superficie ou ainda interacfes eletrostaticas (par i6nico)
(SALA, 2008).

O modelo supde que um elétron do nivel de Fermi do metal é excitado por um
féton incidente, criando um par elétron-buraco. O elétron € transferido por efeito
tunel, ou seja, atravessa uma regidao em que a energia potencial € maior que a sua
energia total (WIKIPEDIA, 2016), para o nivel eletrdnico da molécula adsorvida
(LUMO), a qual tende a adquirir uma nova configuracdo de equilibrio. Em seguida,
voltando ao metal, o elétron deixaria a molécula adsorvida no modo vibracional
excitado. Assim o par elétron-buraco, ao ser quebrado, eliminaria o foton espalhado
com maior intensidade, como ilustrado na Figura 9 (OTTO, 1991; FARIA, 1999;
BANHOLZER, 2008).

Figura 9- Diagrama ilustrativo do mecanismo de intensificacdo SERS através do

modelo quimico.
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Naturalmente, este efeito varia de molécula para molécula. Geralmente as
moléculas contendo atomos de enxofre e nitrogénio sao eficientes na observacéo do
efeito, pois sdo atomos que possuem grande afinidade quimica com a superficie de
metais como Au e Ag. Este efeito também depende da diferenga de energia entre o
nivel de Fermi do metal e o LUMO do adsorbato (SALA, 2008; BANHOLZER et al.,
2008).

Apés décadas de debates, hoje € geralmente aceito que 0 mecanismo
eletromagnético (EM) € o contribuinte dominante para a maioria dos processos
SERS (SHARMA et al., 2012). Assim, de acordo com este modelo, grande parte dos
pesquisadores busca produzir e/ou modificar substratos SERS-ativos (HICKS, 2001;
BAKER, 2005; BANHOLZER et al., 2008).

2.3.3 Substratos SERS-ativos

Desde que os modelos teéricos para 0 SERS comecaram a serem propostos,
muitos tipos de substratos foram testados. Porém, os mais empregados sdo 0s
coloides, os eletrodos e filmes depositados a vacuo, que sao de facil preparacao
(FARIA, 1999; MILLEN, 2005).

Como dito na sec¢éo anterior, os primeiros estudos relatados sobre a observacgéo
do efeito SERS foram realizados em eletrodos de Ag. O substrato em questédo
passou a ter atividade SERS quando sua superficie foi modificada por ciclos redox,
deixando a superficie aspera e com isso, foi obtido o espectro de piridina com alta
relacdo sinal/ruido (BAKER, 2005; SALA, 2008; WIKIPEDIA, 2016).

O primeiro parametro a ser considerado em um experimento SERS € a escolha
do substrato de intensificacdo (SHARMA et al., 2012; GOMEZ, 2014), que pode ser
arbitrariamente classificado em trés categorias: NPs em suspensao; NPs
imobilizadas em um substrato solido; nanoestruturas fabricadas diretamente em um
substrato sélido (FAN, 2011).

As estratégias de sintese para diferentes formas e tamanhos de nanoestruturas
abrangem uma série de procedimentos. Os experimentos mais simples de SERS
sédo realizados com NPs em suspensao na presenca de certa concentracdo da
molécula sonda. A principal desvantagem neste tipo de abordagem é que a
reprodutibilidade na agregacdo das nanoestruturas, e como consequéncia a
formacdo dos hot-spots, é desafiadora. Por outro lado, a agregacdo é por vezes

necessaria para a observacgéo do efeito SERS (FAN, 2011).
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Uma variedade de abordagens tem sido desenvolvida para controlar a
agregacdo de nanoparticulas plasmoénicas para um efeito SERS sensivel e
reprodutivel. Uma maneira simples € a adicdo de moléculas ligantes bifuncionais
como os ditiois e diaminas. Como reportado por Braun et al. (2007), onde utilizaram
diaminas como ligantes entre particulas em microesferas de silica, em que NPs de
prata foram agregadas (Figura 10). No entanto, esta abordagem limita a difusdo dos
analitos nas juncdes entre as particulas (BRAUN et al., 2007; SHIOHARA, 2014).

Figura 10- (a) Esquema de um processo em cinco etapas para a ligagcdo molecular
controlada de nanoparticulas em um modelo microesferas montadas; (b) e (c)

Imagens de MET da ligacao entre duas microesferas
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Fonte: SHIOHARA (2014).

Uma abordagem diferente para a producdo de substratos SERS ativo consiste
na obtencdo do substrato pela imobilizacdo de NPs em plataformas planas. Como
por exemplo, a imobilizagdo de nanoparticulas de ouro ou prata em suportes de
vidro pode ser feita pela modificacdo da superficie do vidro por derivados de silanos,
tais como aminopropiltrimetoxissilano ou mercaptopropriltrimetoxissilano. A adeséo
das NPs aos suportes sdélidos normalmente é muito baixa, e técnicas de imobilizacédo
especificas devem ser desenvolvidas para manter a integridade e o desempenho do
substrato, deixando-o estavel ao longo do tempo (FAN, 2011).

Muitos substratos SERS tém sido desenvolvidos também usando fotolitografia e
nanolitografia. As técnicas modernas de nanolitografia mais utilizadas séo o feixe de
ions focalizado (FIB) e litografia por feixe de elétrons (e-beam). Estas técnicas
permitem o controle fino sobre o tamanho e forma das nanoestruturas, o que pode
ser a principal vantagem da técnica, pois permite uma reprodutibilidade muito
elevada nas intensidades SERS destes substratos (FAN, 2011).



45

A fotolitografia € um processo relativamente barato e com alto rendimento e
uniformidade, tornando-a com papel Unico no desenvolvimento de substratos SERS.
Como por exemplo, a Litografia Ultravioleta Extrema (EUVL), seguida da evaporacao
do metal, permitiu a geracdo de nanofendas periddicas de ouro modeladas sob uma
area de ordem de mm? (Figura 11). O substrato exibiu alta intensificacdo SERS
(~2x10° em média), intensificacdo homogénea e possivel reutilizacdo sem

degradacéao ou diminuicdo de intensificacdo (SHIOHARA, 2014).

Figura 11- Imagens de MET de: (a) secdo transversal e (b) vista superior de

nanofendas produzidas por EUVL.

Fonte: SHIOHARA (2014).

Como um caminho alternativo para a geracdo de hot-spots, a fabricacdo de
nanoparticulas anisotropicas tem sido largamente estudada (SHIOHARA, 2014).
Entre as varias nanoestruturas anisotropicas, algumas nanoparticulas em forma de
flor estdo atraindo o interesse dos cientistas devido a ndo sd proporcionarem um
efeito Optico superior, mas também por poderem ser utilizadas como catalisadores
cuja atividade e seletividade estdo fortemente dependentes da morfologia (SUN et
al., 2014).

As nanoestruturas de prata sdo as mais comuns, pois fornecem a maior
intensificacdo, porém sofrem oxidagcao e outros ataques quimicos. As nanoestruturas
de ouro, como as utilizadas neste trabalho, sdo qualificadas para o uso em diversas
aplicacbes SERS, uma vez que também produzem grande intensificacdo, sao
biocompativeis, e podem ser quimicamente funcionalizadas (BAKER, 2005), como
reportado por Khoury e colaboradores (2008).

Diversos substratos SERS ativos a partir de nanoparticulas de ouro ja foram
produzidos, Minghua Wang e colaboradores (2010) reportam a fabricagcdo de uma
superficie metdlica rugosa pela formacdo de uma pelicula porosa ultrafina de ouro

na interface ar-agua, a qual se mostrou um substrato SERS-ativo estavel,
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promovendo uma intensificagcdo SERS forte e consistente. O desafio atual na
producdo de substratos SERS-ativo é a obtencdo de substratos altamente
reprodutiveis, que gerem alta intensificacdo e que sejam de facil preparacéao, como é
0 caso dos coloides.

O nosso trabalho esta baseado na preparacdo de um substrato SERS-ativo a
partir de um coloide de ouro estabilizado inicialmente em 6leo de mamona e
imobilizado com o auxilio de uma matriz organica solida de 6leo de mamona

hidrogenado, que serd mais bem discutido no capitulo 3.

2.3.4 Fator de Intensificacdo SERS (EF)

O Fator de Intensificacdo (EF) SERS médio é geralmente citado como um
indicador de qualidade de um novo substrato SERS. No entanto, é importante
salientar que os EF sdo geralmente estimados por véarias aproximacdes. Além disso,
eles podem depender de outros fatores, tais como 0 sistema molecular utilizado,
comprimento de onda de excitacdo (FAN, 2011). Em geral, os EF médios de NPs
imobilizados variam de 10° A 10’ (SKOOG, 2007; FAN, 2011). Embora EF maiores
ja tenham sido reportados por alguns grupos, da ordem de 10*°, estes s&o incomuns

e raramente sao reproduzidos ou confirmados por um grupo diferente (FAN, 2011).

Para estimar um valor para o EF, geralmente utiliza-se a equagéo (WANG et al.,
2008):

EF — Isers/ Nags
frbulk;'{Nhulk

(10)

Onde, Isers € lpuk Se referem a intensidade de uma das bandas no espectro
SERS e da mesma banda no espectro Raman normal da amostra da molécula pura
no estado soélido, respectivamente, as quais podem ser obtidas experimentalmente.
Nads € Npuk se referem ao numero de moléculas adsorvidas no substrato e na
amostra sdlida, respectivamente, sob a area do ponto do laser, ja estes valores séo
estimados através de calculos utilizando o volume da amostra o qual o laser incide,
a densidade da molécula e sua concentracdo na solucao utilizada para a obtencgéo
do espectro SERS (WANG et al., 2008).
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2.3.5 Aplicacdes em SERS

Desde que foi descoberta, a técnica de SERS vem se tornando cada vez mais
atrativa para diversas aplicagcbes. O poder da técnica estd associado a sua
capacidade de identificar espécies quimicas e também de obter informacdes
estruturais em uma ampla variedade de areas, tais como: biossensores,
espectroeletroquimica, analises ambientais, fibra éptica, biomedicina, catalise, e em
muitas outras areas (FAN, 2011; SHARMA et al., 2012).

SERS € uma técnica altamente sensivel e seletiva para utilizacdo na detecgéo
de amostras bioldgicas e assim como para fins de diagndstico, incluindo doencas
como cancer, doenca de Alzheimer e de Parkinson (FAN, 2011; SHARMA et al.,
2012).

Nanobastbes e nanoesferas de ouro montados com diferentes geometrias
(Figura 12) foram utilizados como substratos SERS para estudos de metabolismo
celular (SHIOHARA, 2014).

Figura 12- (a) Esquema do método de sintese para montagem regioespecifica de NP.
(b) Imagens de MET de: (A) esferas montadas no fim dos nanobastdes, (B) ao lado dos
nanobastdes e (C) ao redor de todo o nanobastdo. (D) Andlise estatistica do numero

de AuNPs montadas através das diferentes rotas.
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Fonte: Adaptada de SHIOHARA (2014).

SERS é uma técnica favoravel também para andlises ambientais, pois fornece
impressdes digitais espectroscépicas vibracionais para analitos especificos com alta
sensitividade de detec¢do. Muitas novas aplicacbes de SERS na area ambiental tém

sido reportadas na literatura, incluindo deteccdo de poluentes orgéanicos, metais
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potencialmente toxicos, patdgenos em amostras ambientais, entre outros (LI et al.,
2014).

Para o monitoramento de reacOes cataliticas, SERS oferece vantagens
atraentes. Além de poder fornecer informacfes vibracionais especificas das
moléculas sob a superficie do catalisador, até mesmo de uma Unica molécula, reflete
0 processo catalitico real, onde o catalisador pode ser o préprio substrato SERS,
como reportaram Cai et. al. (2014) ao utilizarem um substrato de Au e Cu como
catalisadores para a degradacédo de poluentes e a0 mesmo tempo como substrato
para o monitoramento desta reacao (CAl et al., 2014).

A gama de aplicacfes para esta técnica € muito vasta, podendo se encaixar em
diversas areas do conhecimento, e se tornando uma ferramenta bastante Util,
principalmente quando aliada a outras técnicas.

Neste trabalho de tese foi realizado o desenvolvimento de um substrato com
atividade SERS, sua caracterizacdo e estudos para possiveis aplicacbes, como

poderdo ser vistos nos proximos capitulos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho foi iniciado com a sintese das nanoparticulas de ouro utilizando
citrato trissédico como agente redutor e 6leo de mamona como meio dispersante e
estabilizante, seguindo o procedimento ja consolidado em nosso grupo desenvolvido
por Morais e colaboradores (2013). Em seguida, as amostras obtidas foram
caracterizadas utilizando as técnicas de absorcdo molecular no ultravioleta-visivel e
microscopia eletronica de transmissao. Apos as devidas caracterizacdes, foi utilizado
6leo de mamona hidrogenado para imobilizacdo das nanoparticulas e obtencédo do
substrato SERS-ativo para posteriores testes e aplicagfes. A atividade SERS do
substrato foi testada utilizando como moléculas sondas: Benzotiofeno (BTF), Tiofeno
(TF), 4-Aminotiofenol (4-ATP), Cisteamnina e Cisteina.

3.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

Antes da sintese, toda a vidraria foi tratada com agua régia e lavada com agua e
detergente, para diminuir os riscos de contaminacdo. Todas as vidrarias foram
isoladas para uso exclusivo neste trabalho, uma vez que além da sintese de AuNPs
exigir uma limpeza diferenciada, os trabalhos com SERS também o exigem.

Foram preparadas nanoparticulas de ouro, como ja mencionado, seguindo o0s
procedimentos de Morais e colaboradores (2013) que reportaram um método de
sintese adaptado de um método bastante utilizado, de Turkevich (1951). O método
consiste na reducdo do Au(lll) a Au(0), na presenca de citrato trissddico e 6leo de
mamona.

A fonte de ouro utilizada foi o acido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado (ACROS
ORGANICS), onde preparou-se uma solucdo de 25 mM pela adicdo de 1,0 g do
acido (HAuCl4.3H,0) a 100 mL de agua deionizada — 1% (m/v). A solucéo resultante
foi colocada em um frasco de Schlenck sob vacuo e em seguida sob atmosfera
inerte de argbnio, esta solucao foi estocada ao abrigo da luz.

A solucdo com o agente redutor, citrato trissédico di-hidratado (MERCK), foi
preparada em 1% (m/v), pela dissolucdo de 0,1 g de citrato em 10 mL de agua
deionizada e utilizada logo ap6s a preparacao.

A sintese das nanoparticulas de ouro consistiu na adicéo inicial de 10 mL de
6leo de mamona purificado (CITY CHEMICAL LLC) e 10 mL de etanol (DINAMICA) a
um sistema reacional, como o mostrado na Figura 13. Este sistema é composto por

um baldo de vidro acoplado a um condensador sobre uma chapa de aquecimento e
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agitacdo magnética, com termdémetro. O sistema foi deixado sob agitacédo vigorosa e

a temperatura de 50 °C antes da adi¢cdo dos demais reagentes.

Figura 13- Imagem do sistema utilizado nas sinteses das nanoparticulas de ouro.

Fonte: autora da tese, 2017.

Em seguida, ao baldo foram adicionados 2,0 mL da solucdo de &cido
tetracloroaurico(lll) e 2,5 mL da solugdo de citrato, preparados anteriormente. E
entdo, elevou-se a temperatura do sistema reacional para 80 °C, deixando-os com
agitacdo e temperatura constante por aproximadamente 20 h.

Logo apds, o produto da reacdo foi lavado com agua deionizada, e transferido
para um frasco de Schlenck, onde foi submetido a secagem a alto vacuo por
aproximadamente 7 h (Figura 14). Finalmente, um coloide com coloracdo azul

escuro foi obtido.
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Figura 14- Imagens das etapas de (a) lavagem e (b) secagem do produto da sintese.

Fonte: autora da tese, 2017.

Antes da preparacdo do substrato sélido, o coloide obtido foi estocado em tubo
de plastico a temperatura ambiente, até que todas as caracterizacbes fossem
realizadas, Espectroscopia por Absorcdo no Ultravioleta-visivel (UV-vis) e
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET), os procedimentos adotados para as

caracterizagcOes serao descritos na secéo 3.3.

3.2 Preparacdo dos Substratos SERS-Ativos

Os substratos foram preparados para teste de atividade SERS, onde se
imobilizou os coloides liquidos obtidos previamente em O6leo de mamona
hidrogenado (BOM BRASIL OLEO DE MAMONA), e outro substrato, apenas com
6leo de mamona e 6leo de mamona hidrogenado, para analise do branco.

Inicialmente, colocou-se 5 g de 6leo de mamona hidrogenado sob agitacéo e
aguecimento a 90 °C, para sua fusdo. Em seguida, foram adicionados 5 mL do
coloide a base de AuNPs dispersas em 6leo de mamona, mantendo o sistema a
temperatura constante até que a mistura se tornasse homogénea, como ilustrado na

Figura 15, a sequir.
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Figura 15- Imagens das primeiras etapas na producdo do substrato. (a) Oleo de
mamona hidrogenado fundindo; (b) e (c) adicdo do coloide; (d) mistura final.

Fonte: autora da tese, 2017.

Nos primeiros testes para a obtencao dos substratos sélidos aliquotas de 400 L
da mistura foram coletadas e transferidas para uma forma, em formato cilindrico,
com aproximadamente 1,0 cm de diametro sob uma superficie lisa de uma folha de
papel aluminio, ficando em repouso por 2 min até seu retorno a temperatura
ambiente e total solidificagcdo. Em seguida, o material foi retirado da forma, e o
substrato ficou pronto para os testes, conforme demonstrado na Figura 16(b).

O mesmo procedimento foi realizado para preparacéo do substrato usado como
branco, a Unica diferenca foi que no lugar da adicdo do coloide, foi adicionado 6leo
de mamona puro e o resultado pode ser observado da Figura 16(c).
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Figura 16- Etapa final da preparacdo dos substratos. (a) forma de plastico; (b)

substrato SERS ativo pronto; (c) substrato branco (sem AuNPs) pronto.

1,0cm

Fonte: autora da tese, 2017.

O substrato contendo as nanoparticulas apresentou a cor de seu coloide de
origem, ou seja, azul-violeta. J& o substrato branco, que ndo contem nanoparticulas,
resultou em um material amarelado, com aparéncia de uma cera.

Apo6s a preparacdo dos substratos e alguns testes feitos, foi observado que a
guantidade de material utilizada da maneira como foi feito inicialmente era acima do
necessario. E entdo, preparou-se o substrato de outra maneira, como descrito a
seqguir.

Foram utilizadas aliquotas de apenas 40 yL do material liquido e gotejados em
placas de vidro para solidificacdo, para um melhor aproveitamento dos substratos,
uma vez que sSdo necessarias pequenas quantidades de amostras para andlise
Raman.

Foi observado também que preparando o substrato da maneira como foi descrito
anteriormente, com apenas 40 pL, ainda assim havia muito desperdicio de amostra
e de material, uma vez que cada placa produzida utilizava uma ponteira para
micropipeta diferente e restava sempre uma parte do material solidificado na
mesma.

Entdo, o substrato passou a ser preparado de uma terceira forma: apés a fusdo
do 6leo de mamona hidrogenado e da completa homogeneizacdo com o coloide,
todo o material foi despejado sobre a superficie lisa de uma folha de papel aluminio
e foi obtido um Unico substrato, que para ser utilizado em todas as analises Raman

era cortado em pedacos menores e pesado na hora da utilizacao.
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O substrato também foi submetido & caracterizagdo por absorcdo no UV-vis,
porém nao foi possivel a caracterizacdo do material por MET, devido a dificuldade

na preparacéo desta amostra.

3.3 Técnicas de Caracterizagdo das Nanoparticulas de Ouro

O coloide e o substrato obtidos foram caracterizados por Espectroscopia de
absorcao no Ultravioleta-Visivel (UV-vis), e somente o coloide foi caracterizado por
Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET), como sera descrito nas proximas

secoes.

3.3.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Nas caracterizacdes feitas por UV-vis, as amostras, o coloide e substrato sélido,
foram analisadas em um espectrofotdbmetro modelo Shimadzu UV-3600, o qual foi
configurado para a correcéo da linha de base do 6leo de mamona e foi utilizada uma
faixa de absorgcéo de 400 a 900 nm. Foi utilizada cubeta de quartzo com caminho
optico de 1,0 mm para andlise do coloide. Para analise do substrato sélido, 0 mesmo
foi preparado diretamente sob o acessoério para solidos (esfera integradora), pois era
necessario o preenchimento completo do mesmo, esta analise foi corrigida pela linha

de base do substrato branco, preparado da mesma maneira.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As caracterizacOes feitas por MET foram realizadas no Centro de Tecnologia do
Nordeste (CETENE), localizado em Recife/PE, onde foi utilizado um Microscopio
Eletrénico de Transmissdo FEI modelo Tecnai 20, de 200 kV, com emissor LaBg ou
W, moédulo EDAX, modulo de tomografia Xplore3D, suporte de aquecimento
controlado, resolucdo de ponto de 0,2 nm e de linha de 0,1 nm, com magnificagao
de até 1 milhdo de vezes.

Para as andlises, foram colocadas peliculas das dispersdes coloidais obtidas em
6leo de mamona, sem nenhuma outra prepara¢cdo, em uma grade de cobre de 200
mesh recoberta com filme de carbono. A preparacéo dos filmes foi realizada com 24

h de antecedéncia das andlises e estes foram mantidos no dessecador.
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3.4 Teste dos Substratos

Para o teste dos substratos foi utilizado um Microscopio Raman, que sera
detalhado na secéo 3.5.

Inicialmente foram feitas as andlises de Espectroscopia Raman do coloide, do
6leo de mamona, do 6leo de mamona hidrogenado e dos substratos sélidos, com e
sem nanoparticulas, para a obtencao de espectros para futuras comparacoes.

A atividade dos substratos foi testada utilizando 4-Aminotiofenol (4-ATP),
Benzotiofeno (BTF), Tiofeno (TF), Cisteamina e Cisteina, como moléculas sonda de

interesse.

3.4.1 4-Aminotiofenol (4-ATP) como molécula sonda

A primeira molécula sonda investigada foi o 4-ATP (ALDRICH), por ser uma
molécula muito utilizada em estudos SERS. Onde inicialmente foi preparada uma
solucdo estoque com 2,88x102 mol L™ de 4-ATP pela dissolugcdo de 180,2 mg em 50
mL de solucao, seguida de diluicdes até as concentragdes de 1x107°, 1x10™, 1x10™ e
1x10° mol L™ de 4-ATP em etanol. Como os resultados foram melhores do que os
esperados, as solucdes foram ainda mais diluidas até as seguintes concentracdes:
1x107, 1x10°®, 1x10°°, 1x10%°, 1x10™** e 1x10™** mol L™ de 4-ATP em etanoal.

Amostras de substrato de aproximadamente 25 mg, com e sem nanoparticulas
de ouro, foram mergulhadas em aproximadamente 10 mL das solu¢cdes com
diferentes concentracbes de 4-ATP, onde permaneceram imersos por 24 h. Com
excecao do substrato sem nanoparticulas de ouro que foi imerso apenas na solugéo
de maior concentragao.

Passado esse tempo, os substratos foram retirados das solucdes, deixados a
temperatura ambiente, na capela, para secagem do solvente, e apés
aproximadamente 20 min foram realizadas as andlises em trés diferentes modos: i)
estatico (centrado em 750 cm™); ii) estendido (variando de 100 a 3200 cm™); e iii)
mapeamento (centrado em 750 cm™), em que, deste Ultimo sdo registrados
aproximadamente 150 espectros em pontos diferentes de uma determinada area do

substrato.
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3.4.1.1 Estudo do tempo de imersao
Foram realizadas analises Raman do substrato apos imersdo em uma solucéo
de 4-ATP com concentracdo de 1x10° mol L™ com diferentes tempos de imers&o do

substrato na mesma. Os tempos utilizados foram: 1, 2, 3, 6, 12 e 24 h.

3.4.1.2 Estudo do tempo de permanéncia da molécula sonda no substrato

Andlises também foram realizadas no substrato com diferentes tempos apos a
retirada do mesmo de uma solucdo com concentracdo de 1x10° mol L™, estas
analises foram feitas ap0s decorridas 0,3, 1, 2, 24, 48, 168 e 336 h, sendo realizadas

na mesma regido de analise do substrato.

3.4.2 Benzotiofeno (BTF) como molécula sonda

A atividade do nosso substrato também foi testada utilizando como molécula
sonda o Benzotiofeno (ALDRICH), onde foi inicialmente preparada uma solugcdo com
concentracdo de 1x10* mol L? de BTF em etanol (ALDRICH), utilizada como
solucéo estoque. A solucdo estoque foi preparada pela dissolugdo de 1,17 mL de
BTF em etanol até completar um volume de 100 mL em um bal&o volumétrico.

Em seguida, foram preparadas solu¢cdes com concentracdes de 1x10?; 1x10°%;
1x10% 1x107°; 5x10° 1x10°% e 5x107 mol L de BTF, realizando diluices
sucessivas a partir da solucao estoque.

Foram seguidos os mesmos procedimentos que foram adotados para as

analises Raman do 4-ATP, descritos em 3.4.1.

3.4.3 Tiofeno (TF) como molécula sonda
O substrato também foi testado utilizando como molécula sonda o Tiofeno
(ALDRICH). Para isto, preparou-se uma solucao estoque de TF com concentragao
de 1x10™ mol L™, pela diluigdo de 400,3 uL em etanol, até completar o volume de 50
mL, em um baldo volumétrico. Por diluicdes sucessivas, foram preparadas também
solucdes com concentragéo de 1x107?; 1x107% 1x10™; 1x10™; e 1x10°® mol L™ de TF.
Os procedimentos adotados para as analises Raman foram idénticos aos

utilizados com as moléculas sonda anteriores.



57

3.4.4 Cisteamina como molécula sonda

Para fins de teste na area bioldgica, o substrato também foi testado com a
molécula sonda Cisteamina (ALDRICH). Para isto, utilizou-se solugcéo de cisteamina
em etanol com concentracéo de 1x10™* mol L™, preparada pela dissolucdo de 387,3
mg em 50 mL de etanol. Para as analises foram seguidos os procedimentos

descritos em 3.4.1.

3.4.5 Cisteina como molécula sonda

Outra aplicacdo bioldgica para o substrato pode ser testada utilizando Cisteina
(ALDRICH) como molécula sonda. Assim, uma solugdo com concentracéo de 5x107
mol L em etanol foi preparada, dissolvendo 302,5 mg de cisteina em 50 mL etanol.

Os procedimentos foram 0os mesmos que 0s seguidos em todos os testes anteriores.

3.5 Andlises de Espectroscopia Raman

Para as andlises Raman realizadas foi utilizado um microscopio Raman,
instalado junto ao Grupo de Catalise e Reatividade Quimica da Universidade Federal
de Alagoas, Renishaw inVia Raman Microscope, modelo invia Reflex, mostrado na
Figura 17. Este equipamento possui dois lasers, um com comprimento de onda de
785 nm e outro com comprimento de onda de 633 nm, porém para nossas analises,
foi utilizado apenas o laser de 785 nm, uma vez que o de 633 nm promovia
fluorescéncia em muitas de nossas amostras o que dificultava a observagdo dos
espectros. Neste equipamento foi utilizada uma objetiva de aumento de 50x para
focar o feixe da radiacdo na amostra, método de varredura (estendido) com tempo
de exposicdo de 10 s e 5 acumulagbes, com poténcia na saida do laser de ~10 mW;
método estatico com tempo de exposi¢cdo de 1 s e 50 acumulagdes, com poténcia na
saida do laser de ~50 mW; e método de mapeamento com exposicdo de 2 se 1
acumulacédo, com poténcia na saida do laser de ~50 mW e com numeros médios de

150 espectros.
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Figura 17- Imagem de um Renishaw inVia Raman Microscope.

Fonte: autora da tese, 2017.

3.6 Analise e tratamento de dados

Para analise e tratamentos de dados foram utilizados os programas de
processamento de espectros: Wire 3.4 (Renishaw); Opus 3.5 (Bruker); GRAMS Al; e
OringinPro 8.

O programa Wire 3.4 é o software utilizado no préprio microscopio Raman, e o
mesmo contribuiu para a transformacao do espectro originado do mapeamento em
espectros independentes, além de promover a retirada dos ruidos espectrais
causados por raios césmicos.

Em seguida, foi utilizado o programa Opus 3.5; este serviu para realizar o calculo
dos espectros médios obtidos do mapeamento e que serao utilizados para discussao
dos resultados.

O software GRAMS Al foi utilizado para ajustes nas linhas de bases dos
espectros médios e para normalizar os mesmos em relacdo a uma das bandas
referentes ao 6leo de mamona.

Por fim, foi utilizado o programa OringinPro 8 para confeccado dos gréficos
relacionando as intensidades, ou areas das bandas, com as concentracbes das

moléculas sonda.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha mais de um século, muitos grupos de pesquisa se dedicam a obtencao,
caracterizacao e aplicacdes de nanoparticulas anisotropicas de ouro, principalmente
devido as suas propriedades Opticas, estruturais, eletromagnéticas e cataliticas
diferenciadas quando comparada a AuNPs na forma esférica. Muitos trabalhos séo
reportados na literatura utilizando AuNPs de formas anisotrépicas, e a maior parte
deles emprega a sintese por via Uumida mediada por semente para a producao
controlada de nanoparticulas de um modo geral (LI, 2014).

Como ja mencionado anteriormente, nosso grupo de pesquisa buscou
desenvolver métodos de sintese de AuNPs, onde foiverificado que o Oleo de
mamona era um excelente candidato a ser utilizado como matriz dispersante com
propriedades que levaram a coloides estaveis ao longo do tempo (MORAIS et al.,
20013). Dessa forma, esses sistemas, solu¢des liquidas coloidais, sendo
posteriormente imobilizadas em 6leo de mamona hidrogenado, poderiam levar a
diversas aplicacfes bastante interessantes em biomedicina, catélise, na geracdo de
dispositivos oOpticos (DA SILVA, 2009), assim como na Espectroscopia Raman
Intensificada por Superficie (MORAIS et al., 20013), objetivo principal deste trabalho.

A seguir, estdo descritos alguns resultados de nossas pesquisas que levaram ao
desenvolvimento de um material contendo particulas coloidais de ouro (AuNPS)

dispersas em 6leo de mamona e sua aplicacdo em SERS.

4.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

Para a elaboracédo de nossos sistemas coloidais, nosso grupo adaptou uma das
metodologias mais empregadas para a producao de NPs de Au, desenvolvida por
Turkevich (1951), em que, em meio aquoso, utiliza-se o citrato como agente redutor
e estabilizante. No nosso caso, o citrato foi empregado em meio ndo aquoso.
Novamente investigamos se essa adaptacdo poderia ser empregada para a sintese
de AuNPs por transferéncia de fase. Imediatamente verificamos que a metodologia
era eficaz e que, dependendo das condicbes de sintese, diferentes coloides
poderiam ser obtidos e, consequentemente, diferentes nanoestruturas.

Dentre as nanoparticulas obtidas em trabalhos anteriores, em uma das
condicbes empregadas, foram obtidas AuUNPs em forma irregulares, semelhantes a

estrelas. Tais particulas em forma de estrelas ja mostraram significativo efeito de
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intensificagdo SERS (HAO et al.,, 2007). Além disso, em trabalhos anteriores de
NOSSO grupo esse sistema ja mostrou potencial atividade para SERS tendo-se como
molécula sonda a piridina (PACHECO, 2012). Essas verificagbes nos impeliram a
continuar a estudar esse sistema coloidal em particular para o aperfeicoamento de
substratos SERS.

Como descrito no capitulo anterior, através do método utilizado, foi possivel a
obtencdo de um coloide de coloracdo azul, em que a solucdo inicial, antes da
reacdo, era amarelo transparente, cor do 6leo de mamona, e imediatamente apos a
adicdo da solugédo com o agente redutor, ela passou de incolor para azul escuro
(Figura 18), o que pode caracterizar a obtencédo de coloides de nanoparticulas de
ouro. As cores dos coloides sédo caracteristicas de seus respectivos plasmons de
superficie em ressonancia com as frequéncias da luz incidente (OLHAR NANO,

2016). Isso pbde ser confirmado através das técnicas de caracterizagao.

Figura 18- Imagem do sistema reacional ap6s a adi¢cdo do agente redutor.

Fonte: autora da tese, 2017.

Assim que o sistema reacional foi desligado, ap6s aproximadamente 20 h de
reacdo, houve a formacdo de uma pelicula com brilho metalico, sugerindo o
acoplamento eletrébnico das AuNPs na interface agua/éleo (WANG, 2005), como

podemos observar na Figura 19.
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Figura 19- Imagem da formacdo de uma pelicula de nanoparticulas de ouro na
interface agua/6leo apGs a reacdo: a) vista por baixo do baldo de reacao e b) vista por

cima do baldo de reacdao.

Fonte: autora da tese, 2017.

De acordo com Xu e colaboradores (2016), matrizes de nanoparticulas de metal
bidimensional sdo normalmente construidos em interfaces liquido-6leo, modificando
as superficies das nanoparticulas constituintes de modo que promovam a sua
automontagem. A adsor¢cdo de NPs na interface liquido-liquido € normalmente
controlada cineticamente baseando-se no movimento Browniano das NPs. Assim,
uma forca externa, no caso agitacdo € aplicada para acelerar este processo,
trazendo as NPs para a interface (XU et al., 2016), o que pode ter ocorrido com o
nosso coloide, pois a formacéo do filme metalico iniciou-se logo apds o desligamento
do sistema reacional, consequentemente, da agitacao.

A formacdo de NPs na interface agua-6leo esta diretamente relacionada a um
angulo de contato em torno de 90° entre as NPs e a interface, que é determinada
pelos grupos terminais de seus ligantes (WANG, 2005). Reincke e colaboradores
(2004) demonstraram que a adicdo de etanol conduz a um angulo de contato
préximo de 90° para AuNPs estabilizadas por citrato, empurrando-as assim para a
interface hexano/agua (REINCKE et al., 2004; WANG, 2005). Esse fator também

pode ter influenciado na nossa reacédo, uma vez que existe etanol no meio reacional.
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A pelicula foi desfeita ap0s a separacgéo das fases, o coloide voltou a apresentar
a coloracdo azul escuro, caracteristico de dispersdes coloidais de ouro com
aproximadamente 100 nm (WANG, 2005; HAISS et al., 2007; MORAIS et al., 2013).

Apos os procedimentos descritos e a finalizagéo da sintese, o material foi levado
para as devidas caracterizagdes para confirmacao de forma e tamanho.

4.2 Preparacao dos Substratos

Uma vez caracterizado o coloide obtido, seu respectivo substrato pode ser
construido, pela imobilizagdo, em 6leo de mamona hirdogenado, do coloide
precursor liquido a base de nanoparticulas de ouro dispersas em 6leo de mamona,
gerando um material com aspecto de cera e colora¢ao azul. Assim como também foi
construido um substrato sem as nanoestrelas de ouro, apenas com a mistura entre
6leo de mamona e 6leo de mamona hidrogenado, neste caso um material também

com aspecto de cera, mas de coloracdo amarelada.

Os materiais foram testados e seus resultados serdo discutidos nas proximas

sec¢Oes. Os substratos obtidos também foram submetidos a caracterizacdo por

espectroscopia na regidao do UV-vis.

4.3 Técnicas de Caracterizacao das Nanoparticulas de Ouro

Para a investigacdo das propriedades eletrbnicas de nanoparticulas metalicas
pode ser utilizada a Espectroscopia de Absorcdo na regido do Ultravioleta-visivel,
isto porque alguns metais, como Au e Ag, na escala nanométrica apresentam uma
banda de absorcdo caracteristica de seu plasmon de superficie nesta regido do
espectro eletromagnético. Outra técnica essencial para a caracterizacdo de
nanomateriais € a Microscopia Eletrbnica de Transmissdo, a qual possibilita a
obtencdo de imagens diretas das nanoparticulas, e a partir de uma ampla
amostragem, € possivel obter uma boa base da distribuicAo de seus tamanhos
(OTUBO, 2005).

Estas técnicas foram utilizadas para a caracterizacdo do coloide obtido e seus

resultados estardo discutidos nas proximas secoes.
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4.3.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Para a caracterizacdo das nanoparticulas de ouro a partir do coloide obtido e
também das mesmas ap0s a preparacdo do substrato, foram registrados os
espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel dos materiais, utilizando
como linha de base o espectro do 6leo de mamona puro, este transparente na
regido em estudo do espectro eletromagnético, entre comprimentos de onda de 400
a 900 nm (DA SILVA, 2009).

Na Figura 20, estdo demonstrados os espectros de absor¢ao do coloide obtido e
do substrato com AuNPs sobrepostos. Como pode ser observado, existe a presenca
de uma banda alargada de absorcdo maxima em aproximadamente 690 nm no
espectro do coloide e em 650 nm no espectro do substrato, referente a absorcéo do
plasmon das nanoparticulas, o que pode caracterizar nanoparticulas de ouro com
diametro de aproximadamente 100 nm (LINK, 2000), de acordo com Morais et al.
(2013) e Haiss et al. (2007). De acordo com Link e El-Sayed (2000) e Pereira (2009),
a medida que o tamanho das NPs aumenta, a polarizacdo da nuvem eletrdnica pelo
campo elétrico deixa de ser homogénea, causando a excitacdo de outros modos
multipolares. A ressonéncia destes modos ocorre em comprimentos de onda
maiores e promove um alargamento da banda de absor¢éo do plasmon.

Em NPs com estruturas complexas tais como nanoestrelas e nanoanéis, 0s
modos LSPR sédo o resultado da hibridacdo (mistura) de plasmons de modos
individuais, onde a combinac&do dos dois modos, em diferentes frequéncias, produz
modos com frequéncia inferior e modos de maior frequéncia que as iniciais
(LANGER, 2015).

Assim, o0 aspecto da banda larga pode sugerir que as NPs obtidas ndo séo
totalmente simétricas, uma vez que a banda alargada pode sugerir uma soma de
varias outras bandas menores. Isso nos leva a acreditar na formacdo de
nanoparticulas anisotropicas.

No espectro de absorcdo obtido apés a formacdo do substrato podemos
observar uma banda também alargada. Houve um pequeno deslocamento da banda
em relacdo a banda no coloide original, mostrando que o substrato obtido pode

possuir ainda as mesmas caracteristicas da disperséo coloidal inicial.
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Figura 20- Espectros de Absorc¢ao no Ultravioleta-Visivel do coloide e do substrato.
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Fonte: autora da tese, 2017.

O tamanho e a forma das nanoparticulas obtidas puderam ser verificados

através da técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo, como discutida na

proxima secao.

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para a verificacdo da forma e do tamanho das nanoparticulas presentes no
coloide obtido, foram realizadas analises pela técnica de Microscopia Eletrénica de

Transmisséo e suas imagens resultantes estdo mostradas na Figura 21.

Devido a dificuldades na preparagdo da amostra ap0s a imobilizacdo das

AuNPs, ndo foi possivel a obtencdo de imagens através do MET do substrato

pronto.
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Figura 21- Imagens de MET do coloide obtido.

Fonte: autora da tese, 2017.

A Figura 21 mostra uma imagem tipica das nanoparticulas, obtidas através da
analise de MET do coloide, onde podemos observar que as AuNPs obtidas
apresentaram um formato irregular, com algumas pontas, e com tamanho médio de
98 + 25 nm. E esse tipo de nanoparticula pode ser chamada de nanoestrelas. De
acordo com Feng Hao e colaboradores (2007), estas nanoparticulas sdo de grande
interesse para a aplicacdo em SERS, uma vez que o aumento do campo elétrico
local nas pontas de uma nanoestrela pode ser mais intenso que em uma
nanoparticula esférica ou em uma ponta de estrela individual o que pode gerar uma
maior intensificagdo nas bandas Raman de moléculas adsorvidas ao material (HAO
et al., 2007).

4.4 Teste do Substrato

Inicialmente foram analisados o0s espectros Raman dos materiais, antes dos
testes de SERS, substratos com e sem AuNPs, assim como o coloide, o 6leo de
mamona e o Oleo de mamona hidrogenado, por Microscopia Raman e seus

respectivos espectros estdo demonstrados na Figura 22. Nesta, podemos observar
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as bandas referentes ao 6leo de mamona em todos os substratos e uma banda
referente ao plasmon de superficie das AUNPs presentes, em aproximadamente 257
cm™, apenas no substrato com nanoparticula de ouro e no coloide, 0 que ja era de
se esperar, uma vez que de acordo com Hao e colaboradores (2007), nanoestrelas,
como as presentes no nosso substrato, contam com plasmon de superficie com
maior poder de intensificacdo, devido a presenca de pontas, do que nanoesferas,

como ja mencionado.

Figura 22- Espectros Raman dos materiais: substratos com e sem nanoparticulas de

ouro; coloide; 6leo de mamona; e 6leo de mamona hidrogenado.
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Fonte: autora da tese, 2017.

A presenca da banda referente ao plasmon de superficie indica que o material
pode apresentar atividade SERS, no caso, tanto o substrato (quanto o coloide) pode
apresentar esta atividade. O substrato branco foi usado em todas as andlises
apenas como padrdao de comparacao, ja que ndo possui nanoparticulas, assim nao
poderia ser SERS-ativo, o que foi demonstrado também pela inexisténcia da banda

em 257 cm™.
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Figura 23- Estrutura molecular dos acidos (a) oleico, linoleico e ricinoleico,
componentes do 6leo de mamona e (b) estrutura geral de um triglicerideo com as
composicdes referentes ao 6leo de mamona.
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Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2008).

Uma vez que o Oleo de mamona é composto principalmente pelo &acido
ricinoleico (Figura 23), cerca de 90% de teor (GUI, 2008; MUTLU, 2010), péde-se
tentar uma atribuig&o vibracional para as bandas observadas nos espectros a partir
da estrutura desse acido e de acordo com dados da literatura. As descricbes e
atribuicdes-tentativa para cada banda mostrada nos espectros da Figura 22 estédo
relacionadas na Tabela 4, assim como suas intensidades relativas, conforme
indicagdes da literatura (DA SILVA, 2000; BEATTIE, 2004; OLIVEIRA, 2006;
JACINTHO, 2007; DRUMMOND, 2008; FERREIRA, 2008; JACINTHO et al., 2009).
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Tabela 4- Atribuicdo sugerida para as bandas vibracionais dos espectros dos
substratos com e sem nanoparticulas e do coloide, relacionados principalmente a

estrutura do acido ricinoleico.

Numero de onda (cm”  Intensidade relativa”  Atribuicdo”

p)

3008 sh v =C-H + v C-H (CH, e/ou CH5)
2882 VS v C-H (CH, e/ou CH3) as
2854 VS v C-H (CH, e/ou CH3) sim
2726 mw v C-H (CH; e/ou CHy)
1742 w v C=0 + § C-H (CHy)
1654 mw v C=C cis

1561 VW v C-CO as

1440 s v C-CO sim + § C-H (CHy,)
1392 VVW 7 C-H (CH,)

1367 S T C-H (CH,)

1297 ms 8 C-O + 1 C-H (=CH)
1261 sh 6 C-O + 7 C-H (=CH)
1132 mw vC-O+vC-C

1062 mw v C-OH + 6 C-O

891 vw y C-H (CH3) + y =C-H

257 ms v Au-Au

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: * Intensidades relativas: vvw - muitissimo fraco; vw - muito fraco; w - fraco; mw - médio/fraco, m
- médio, ms - médio/forte, s - forte, vs - muito forte, sh - ombro.
** 1 — estiramento, § — deformac&o angular, T — tor¢ao, y - deformacao fora do plano.

Os primeiros testes para saber se nosso substrato apresentava atividade SERS,
foi em um trabalho anterior do grupo (PACHECO, 2012), onde foi analisado dois
tipos de substratos, um contendo AuNPs em forma esférica, de coloracdo vermelha,
e outro em forma de estrela, de coloracdo azul. Ambos substratos foram imersos em
solugcbes com diferentes concentragdes de piridina. Neste trabalho foi observada a
intensificacdo das bandas Raman referentes a esta molécula em 1012 cm™ e 1036
cm™® (HUANG et al., 2011; POTAPKINA et al., 2011), que s&o atribuidas aos modos
de respiracdo e deformacédo simétrica do anel, respectivamente (OLIVEIRA, 2006),
com concentracdo de até 1x10™ mol L™, somente no substrato com AuNPs na forma

de estrelas. Isso tudo, mostrou que o substrato, contendo AuNPs em forma de
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estrelas, era realmente SERS-ativo (PACHECO, 2012). Os resultados deste trabalho

anterior podem ser observados nas Figura 24 e 25, a seguir.

Figura 24- Espectros Raman obtidos dos substratos ap6s imersdo em solucdo de
piridina 0,1 mol L™,
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Fonte: PACHECO (2012).

Os espectros Raman obtidos estdo mostrados na Figura 24, onde podemos
observar a presenca das bandas referentes a piridina, em concentracdo de 0,1 mol
L. Observa-se que somente no espectro obtido do substrato com nanoparticulas de
ouro na forma de estrelas ocorre a presenca destas bandas, indicando uma
intensificacdo das mesmas, pois se compararmos com o substrato com nanoesferas
e no padrao (branco), nesta mesma concentragao, ndo apresentou nenhum sinal de
piridina. Este fato era esperado, uma vez que o substrato produzido demonstrou a

banda referente ao plasmon de superficie bastante intensa.
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Figura 25- Espectros FT-Raman obtidos dos substratos com nanoestrelas de ouro
(azul) ap6s imersao em solugdes de piridina com diferentes concentracdes, substrato
com nanoestrelas sem solucéo de piridina e substrato sem nanoestrelas (branco) com

solucdo de piridina 1x10° mol L™.

AuNPs/py 102 mol L1
AuNPs/py 103 mol L1
. AuNPs/py 10 mol L1 1012 cm!
o s AUNPs/py 10> mol L?
3' AuNPs/sem py /
S~ s M atriz/py 10-3 mol.L?
O
©
©
N
© 1036 cm?
S v
o
C
Q
©
©
S
(%]
C
|
-
c |
200 400 600 800 1000 1200 1400

Numero de onda/cm-?

Fonte: PACHECO (2012).

Podemos observar na Figura 25 que as bandas referentes a piridina mostraram-
se intensificadas com uma concentracdo de até 1x10™* mol L™, se compararmos ao
espectro de uma solucado de piridina de 1x10™ mol L™* em um substrato sem AuNPs,
também na mesma figura.

A Figura 25 mostra também o espectro de um substrato com AuNPs sem ter
sido imerso na solugao de piridina. Podemos ver claramente que a banda referente
ao plasmon de superficie, em aproximadamente 257 cm™, é deslocada & medida
gue a concentracao de piridina no meio varia, indicando a interacao direta da piridina
com a superficie das nanoparticulas.

Com o aumento da concentragdo de piridina, pode-se observar o alargamento
da banda referente ao plasmon de superficie, que provavelmente esta atribuida as
ligacbes Au-N + Au-Au. Com a maior concentracdo analisada, 1x102 mol L™,

podemos perceber que a banda tornou-se novamente estreita, porém com uma
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maior intensidade e com um pequeno deslocamento para um maior namero de
onda, que pode estar atribuida apenas a ligacdo Au-N.

Estes e outros estudos mostraram que 0 nosso substrato promovia o efeito
SERS, ou seja, era um substrato SERS-ativo, mas seriam necessarios outros
estudos mais aprofundados e célculos do fator de intensificacdo para avaliar esta
atividade e possiveis aplicacfes do substrato em diversas areas. E estes foram os
principais objetivos do nosso trabalho atual.

E importante salientar que os espectros mostrados na Figura 25 foram obtidos
em outro tipo de equipamento, localizado no Laboratério de Materiais e
Combustiveis da Universidade de Brasilia, um espectrébmetro com Transformada de
Fourier EQUINOX 55 da Bruker Optics. Este espectrometro possui um acessorio
para FT-Raman que usa um detector de germéanio, o qual é refrigerado por
nitrogénio liquido. Neste caso, o laser utilizado foi o de comprimento de onda de
1064 nm (Nd:YAG) e os espectros foram coletados pelo método de
retroespalhamento, com 256 acumula¢cBes, poténcia do laser de 150 mW e
resolucdo de 8 cm™.

Para adequar a realidade do nosso grupo, que possui um microscopio Raman
gue opera de maneira diferente de um FT-Raman, como ja mencionado, buscamos
desenvolver uma estratégia que permitisse uma adequada avaliacdo e para tanto,
selecionamos uma regido da amostra e realizamos analises em aproximadamente
150 pontos diferentes, método de mapeamento. Assim, para analise dos resultados
foram utilizados a média dos espectros a partir dos espectros registrados em cada

um dos 150 pontos.

4.4.1 Escolha das moléculas sonda
Neste trabalho foram escolhidas cinco moléculas sonda: 4-Aminotiofenoal,
Benzotiofeno, Tiofeno, Cisteamina e Cisteina para testar o potencial de aplicagdo do

Nnosso substrato.

4.4.1.1 4-Aminotiofenol (4-ATP)

A molécula do 4-Aminotiofenol foi escolhida como molécula sonda Raman ativa,
pois tem sido amplamente utilizada em SERS devido a sua forte afinidade quimica
pelo ouro e prata e por exibir comportamento SERS especifico em certas
circunstancias (FIRKALA et al., 2013).
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Inicialmente, a razdo principal para que a 4-ATP se tornasse cada vez mais
importante em estudos de SERS é que suas bandas Raman “tipo-b2”, por exemplo,
em 1140, 1384 e 1432 cm™ tem sido consideradas como evidéncia crucial do efeito
de transferéncia de carga em SERS (YE et al., 2012).

Em seguida, varios relatos foram feitos na literatura que evidenciavam outra
explicacdo para o aparecimento das bandas SERS chamadas de modos-b2 do 4-
ATP.

Firkala et. al. (2013) relataram que para que ocorra a intensificagcdo SERS dos
chamados modos b2 do 4-ATP, é necessario que certa quantidade da molécula
sonda na forma oxidada deve estar presente, suportando a ideia de que ocorra a
formacdo de uma ponte-azo na superficie metalica, formando um novo composto,
4,4-dimercaptoazobenzeno (DMAB), durante a medida de SERS, como mostrado na
Figura 26 (CAO, 2013; FIRKALA et al., 2013).

Figura 26- llustracdo esquemaética da transformacao de 4-ATP em DMAB, nas formas

cis e trans, na superficie do ouro durante as medidas de SERS.

LT T L4
RS

Fonte: CAO (2013).

4.4.1.2 Benzotiofeno (BTF) e Tiofeno (TF)

A escolha do BTF e do TF como molécula sonda se deram porque, além destas
moléculas possuirem afinidade pela superficie metélica, o que é primordial para sua
utilizacdo em SERS, as mesmas podem estar presentes em combustiveis fésseis e
sua quantificacdo € importante.

Cada vez mais atencdo vem sendo dada a utilizacdo de 6leos pesados e seus
residuos, devido a diminuicdo na oferta mundial de petroleo leve. No entanto, esses
Oleos pesados e seus residuos, muitas vezes contém quantidades significativas de

alfaltenos (betume), isto é, compostos sulfurados e organometalicos, que sao fontes
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de poluigédo do ar durante a combustdo. Assim, a conversao de 0leos pesados para
produtos liquidos mais leves e mais valiosos e a remoc¢do de suas impurezas é
necessario (HUO et al., 2015).

Atualmente, o método mais utilizado para remocdo de enxofre é a
hidrodessulfurizagéo (HDS). Estudos mostraram que a HDS em condi¢des alcalinas
€ muito efetiva, no entanto, o teor de enxofre ndo pode ser reduzido para menos que
3% em betume, possivelmente pela formacdo de Benzotiofeno, sendo um dos
compostos mais dificeis de serem dessulfurizados (HUO et al., 2015).

Huo e colaboradoes (2015) utilizaram Espectroscopia Raman in situ para
investigar um mecanismo de dessulfurizacdo do BTF, mostrando que a
Espectroscopia Raman € uma forma efetiva de monitorar as alteracfes estruturais
gue ocorrem durante as reacoes de dessulfurizacdo (HUO et al., 2015).

Como a concentracdo maxima permitida de enxofre em combustiveis vem
diminuindo com o passar dos anos, devido ao crescimento da consciéncia ambiental
no mundo, sdo necessarios o desenvolvimento de técnicas de deteccdo e/ou
monitoramento cada vez mais sensiveis.

De acordo com a Resolucdo da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) n° 40 de 25 de outubro de 2013, no Brasil, o teor de enxofre
aceito em gasolinas é de no maximo 50 mg kg™. J& através da Portaria n° 03 de 27
de janeiro de 2016, o teor de enxofre permitido em 6leos combustiveis é de até 3%
em massa. As portarias citadas também estabelecem os métodos que devem ser
utilizados para a determinacdo de enxofre, nos dois casos (BRASIL, 2013; BRASIL,
2016).

Para a determinacdo de enxofre em gasolina devem ser utilizados os métodos
determinados pelo Institute of Petroleum — IP, indicados pela American Society for
Testing and Materials (ASTM): D2622 — Espectrometria de Raio X; D3120 —
Microcoulometria Oxidativa; D 5453 — Fluorescéncia no Ultravioleta;, D6920 —
Deteccdo Eletroquimica; D7039 — Espectrometria de Fluorescéncia de Raio X com
Dispersdo por Comprimento de Onda Monocromatica; D7220 - Espectrometria de
Fluorescéncia de Raio X - Energia Dispersiva Monocromatica (BRASIL, 2013).

J& para a deteccdo de enxofre em Oleos combustiveis, podem ser empregadas
as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnica (ABNT) e da ASTM: NBR
15546 — Alta temperatura - Deteccdo com Infravermelho; D 1552 — Método de Alta
Temperatura; D2622 - Espectrometria de Raio X; D4294 - Espectrometria de
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Fluorescéncia de Raio X - Energia Dispersiva; D5453 - Fluorescéncia no Ultravioleta
(BRASIL, 2016).

4.4.1.3 Cisteamina e Cisteina

E por fim, escolhemos cisteamina e cisteina como moléculas sonda para
possiveis aplicacdes na area bioquimica (RIAUBA et al., 2006; ARIAS et al., 2015).

A cisteamina é uma pequena molécula bifuncional que pode ser utilizada como
um ligante quelante na quimica de coordenacao, bioquimica, e para construcdo de
monocamadas automontadas em superficies metdlicas. O grupo tiol, SH, da
molécula forma uma forte ligacdo quimica metal-enxofre quando adsorvida na
superficie de ouro, prata e cobre, enquanto o grupo NH, interage com ions,
moléculas orgéanicas e proteinas em fase de solucdo usada para preparar estruturas
moleculares com propriedades especificas (RIAUBA et al., 2006).

Ja a cisteina € um aminoacido ndo essencial que pode ser encontrado na maior
parte das proteinas. Também € uma molécula de grande interesse bioquimico, uma
vez que € uma molécula precursora de numerosos metabolitos que contém enxofre
e que séo necessarios para o desenvolvimento da vida (ARIAS et al., 2015).

Logo, é de importante interesse estudar as interacdes que podem ocorrer entre
estes tipos de moléculas, até mesmo suas interacbes com outras moléculas

organicas e/ou inorganicas.

4.4.2 As moléculas sonda
4.4.2.1 4-Aminotiofenol (4-ATP) como molécula sonda

Com o intuito de testar o nosso substrato com umas das moléculas hoje mais
utilizada em estudos de SERS, 4-ATP (Figura 27), foram realizados procedimentos

semelhantes aos realizados anteriormente.

Figura 27- Estrutura molecular do 4- aminotiofenol (4-ATP).
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HoN

Fonte: Adaptagéo a partir de PUBCHEM (2016) e VWR (2016).
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A Figura 28 mostra o espectro Raman do 4-ATP puro, onde podemos observar

suas bandas Raman caracteristicas.

Figura 28- Espectro Raman do 4-ATP puro (s6lido), onde (a) regidao de maior interesse

em nosso estudo e (b) espectro completo.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Os aminotiofendis sédo frequentemente estudados como moléculas sonda em
SERS, em particular, a molécula do 4-ATP é muito utilizada em estudos de SERS,
pois ela além de possuir boa afinidade ao ouro, é frequentemente usada como
molécula de juncdo e também como bloco de construcdo em automontagem de
monocamadas. O 4-ATP exibe um comportamento especifico e diferenciado em
determinadas circunstancias (FIRKALA et al., 2013). Este comportamento particular
tem sido explicado pela formagdo de outra molécula, 4,4-dimercaptoazobenzeno
(DMAB), durante os experimentos SERS do 4-ATP através de reacdes cataliticas
fotoinduzidas na superficie do metal, fazendo com que aparecam bandas em 1140,
1390, 1432 cm?, as quais ndo sdo observadas nos espectros Raman do 4-ATP e
ndo podem ser estimadas através de simulacdes calculadas (JIANG et al., 2016).

A Figura 29, a seguir, mostra os espectros Raman e SERS do 4-ATP obtidos
com 0 nosso substrato, onde podemos observar o aparecimento de bandas
caracteristicas da formacdo da molécula de DMBA em 1142, 1394, 1442 cm™ que
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podem ser atribuidas aos modos de estiramento de N-N (grupo azo) do produto de
acoplamento (JIANG et al., 2016) e 1596 cm™, que pode ser atribuida ao
estiramento —C=C— (CANPEAN, 2012).

Figura 29- Espectros Raman e SERS do 4-ATP.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Para o estudo SERS com diferentes concentracbes de 4-ATP, fomos mais
adiante em relagdo aos estudos das moléculas anteriores, uma vez que 0 nOSSO
substrato conseguiu promover uma 6tima intensificacdo nas bandas Raman desta
molécula, isto pode ser observado na Figura 30, onde pudemos observar a

intensificacdo das bandas do 4-ATP com até uma concentracéo de 1x10™° mol L™,
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Figura 30- Espectros Raman obtidos do substrato apdés imersdo em solucdes de 4-

ATP com diferentes concentracgdes.
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Fonte: autora da tese, 2017.

A Figura 30 pode nos mostrar que, ainda que com alguma irregularidade nas
intensidades, pudemos observar as bandas do 4-ATP no nosso substrato em baixas
concentragoes.

Vale ressaltar que os espectros mostrados sao resultantes das médias feitas
com aproximadamente 150 espectros distribuidos em uma area definida no
substrato.

A partir dos espectros Raman e SERS do 4-ATP, foi construida uma tabela
mostrando os numeros de onda relativos as principais bandas vibracionais do 4-
ATP, bem como suas atribuicdes sugeridas, conforme indicacdes da literatura,
Tabela 5 (KUDELSKI, 2005; CAO, 2013; FIRKALA et al., 2013; CANPEAN, 2012;
BURGI, 2015; JIANG et al., 2016).
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Tabela 5- Atribuicdo sugerida para as bandas vibracionais dos os espectros Raman e

SERS do 4-ATP.

Raman (cm™) SERS (cm™) Atribuicao”

- 239 v Au-Au + v Au-S
636 639 & C-C-C (Anel)
802 833 & C-C-C (Anel)
1010 1007 Respiracdo do anel
1093 1081 v C-S

- 1142 v-N=N-

1174 1180 7 C-H
1209 - v C-C

- 1394 v-N=N-

- 1442 v-N=N-
1601 1596 v C=C

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: v — estiramento, § — deformagéo angular, T — tor¢éo, y - deformacéo fora do plano.

Foram construidos graficos relacionando a soma das intensidades normalizadas

das bandas SERS do 4-ATP e a soma das areas destas bandas com a

concentracéao, os resultados estdo mostrados nas Figuras 31 e 32.

Figura 31- Grafico da intensidade normalizada referente a soma das intensidades das

bandas do 4-ATP em func&o de —log de sua concentracéo.
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Figura 32- Grafico da soma das areas das bandas normalizadas do 4-ATP em func¢éo

de —log de sua concentragao.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Nos graficos mostrados nas Figuras 31 e 32 podemos observar uma tendéncia
linear quando relacionamos a concentragédo com a intensidade normalizada ou com
a area da banda.

A Figura 33 mostra 0 mapeamento de uma area do substrato em relacdo a
banda em ~1080 cm™ do 4-ATP, onde podemos ver na regido de cor violeta mais

intensa os espectros de 4-ATP com as bandas mais intensificadas.
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Figura 33- Andlise do mapeamento de area no substrato apds imersdo em solugéo
1x10° mol L™ de 4-ATP (a) e espectro Raman registrado da parte com coloracdo mais

intensa do mapa (b).
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Fonte: autora da tese, 2017.

4.4.2.1.1 Estudo do tempo de imersao

A fim de avaliarmos a relacéo entre a intensidade dos sinais SERS do 4-ATP e o
tempo de imersdo do substrato na solu¢cdo contendo a molécula sonda, foram
realizadas analises Raman do substrato apds imersdo em solugdo de 4-ATP com
concentracédo de 1x10° mol L™ com diferentes tempos de imerséo, e os resultados
podem ser observados na Figura 34.

As bandas SERS relacionadas a molécula de 4-ATP puderam ser observadas
nos espectros obtidos em todos os tempos estudados, porém com algumas

diferencas nas intensidades.
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Figura 34- Espectros SERS do 4-ATP apds diferentes tempos de imersdo do substrato

em uma solucdo com concentracéo de 1x10°mol L™ da molécula sonda.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Como podemos observar, através da Figura 34, os espectros obtidos apos os
tempos de imersdo de 1 e 2 h apresentaram menores intensificagdes das bandas do
4-ATP, onde podemos perceber também a presenca da banda em aproximadamente
1050 cm™ referente ao substrato, a mesma n&o foi observada nos espectros obtidos
com os demais tempos de imersao devido a intensidade das bandas referentes ao 4-
ATP se apresentarem maior que nos tempos inferiores e assim sobrepondo a
referida banda.

Nos tempos de imersdo de 3, 6, 12 e 24 h as intensidades das bandas
mantiveram-se constantes, o que indica que o tempo de 3 h ja poderia ter sido

utilizado como padréo otimizado para nossas analises com esta molécula sonda.
4.4.2.1.2 Estudo do tempo de permanéncia da molécula sonda no substrato
Para avaliar o tempo de permanéncia da molécula sonda de 4-ATP no substrato

apos sua retirada da solucéo, foram realizadas andlises do substrato apoés diferentes

tempos, estes resultados podem ser observados na Figura 35, a seguir.
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Figura 35- Espectros SERS do 4-ATP apds diferentes tempos entre a retirada do
substrato da solucdo e a anéalise, em uma solucdo com concentracdo de 1x10°mol L™

desta molécula sonda.
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Fonte: autora da tese, 2017.

De acordo com a Figura 35, podemos observar que as analises realizadas, no
mesmo ponto do substrato, e em diferentes tempos, apds a retirada do mesmo da
solugéo as intensidades das bandas referentes & molécula de 4-ATP permaneceram
constantes, o que nos indica que a molécula permanece no substrato mesmo apés
longos tempos, no caso, a Ultima analise foi realizada apdés 336 h, ou seja, duas
semanas. Além disso, ndo houve perda no na intensidade dos sinais SERS da

molécula, o que pode ser um bom indicativo de estabilidade do substrato.

4.4.2.2 Benzotiofeno (BTF) como molécula sonda
Com o objetivo de testar a atividade SERS do nosso substrato para futuras
aplicacbes na area de combustiveis, como ja& mencionado, foi utilizado o

Benzotiofeno, estrutura mostrada na Figura 36, como molécula sonda.
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Figura 36- Estrutura molecular do benzotiofeno (BTF).

X @;

Fonte: Adaptacao a partir de WIKIMEDIA (2016) e WIKIPEDIA (2016).

A Figura 37 mostra o espectro Raman do BTF puro, onde podemos observar
suas bandas Raman caracteristicas em aproximadamente 500 cm™, 712 cm™, 800
cm™ e 1018 cm™. Estas sdo as bandas principais que puderam ser observadas no

substrato apos a analise.

Figura 37- Espectro Raman do BTF puro.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Os espectros SERS obtidos para o estudo do substrato em relacdo ao BTF
estdo mostrados na Figura 38, onde podem ser observadas as principais bandas
Raman da molécula de BTF ap0s imersdo em solu¢cbes com concentracdes variando

de 1x10?! a 5x107 mol L.
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Podemos observar, através da Figura 38 que algumas bandas referentes ao BTF
foram intensificadas e também deslocadas para numeros de onda um pouco
diferentes, o que pode indicar a interacdo da molécula com a superficie metalica

presente no substrato.

Figura 38- Espectros Raman obtidos do substrato apds imersdo em soluc¢fes de BTF
com diferentes concentragdes (de 1x10™" a 5x10" mol L™) e do substrato sem AuNPs

ap6s imers&do em solucéo de BTF com concentracédo de 1x10™ mol L™,

Branco_BTF 10 mol.L' 1000 Cm-:l 1074 Cm_l
AUNP_BTF 5.107 mol.Lt /
AuNP_BTF 10° mol.L'1 \
AUNP_BTF 5.10° mol.L't
AuNP_BTF 10° mol.LL 1024 cmt?
AuNP_BTF 10% mol.L1
AUNP_BTF 102 mol.L't
AUNP_BTF 102 mol.Lt
AuNP_BTF 10 mol.L'1
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Fonte: autora da tese, 2017.

Além do deslocamento e intensificacdo das bandas referentes ao BTF, podemos
observar também o aparecimento de duas bandas em aproximadamente 269 e 192
cm?, estas podem ser atribuidas as ligacbes Au-Au, referente ao plasmon de
superficie, e Au-S, respectivamente.

A partir dos espectros Raman e SERS do BTF, mostrado nas figuras anteriores,
podemos sugerir atribuicbes para suas bandas vibracionais, observando as
diferencas entres as mesmas obtidas nos dois tipos de analises.

A Tabela 6 mostra os numeros de onda, onde aparecem as principais bandas
mostradas nos espectros da molécula do BTF, assim como as suas atribuices

sugeridas (KUDELSKI, 2005; FRANK, 2007; BURGI, 2015; HUO et al., 2015).
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Tabela 6- Atribuicdo sugerida para as principais bandas vibracionais nos espectros
Raman e SERS do BTF.

Raman (cm™) SERS (cm™) Atribuicdo
- 1074 v C-S
1018 1024 6 sim do anel + T C-H
- 1000 v C=C (benzeno)
800 - v C2-S
712 700 v C-S (C benzeno) + t C-C-C
494 420 v C-S-C
- 269 v Au-Au + v Au-S

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: v — estiramento, § — deformag&o angular, T — tor¢céo, y - deformacéo fora do plano.

Através dos dados mostrados na Tabela 6, podemos observar que a interacao
das moléculas de BTF com a superficie das AuNPs, além de promover uma
intensificagdo de algumas bandas Raman do BTF, também exibiu outras bandas que
nao podiam ser observadas sem a presenca das AuNPs.

Os resultados mostram também que, mesmo com pequenas concentracdes de
BTF, é possivel observar suas bandas caracteristicas, para melhor visualizacao, ver
Figura 39, onde sdo mostrados os espectros Raman do substrato apds imersdo nas
solugbes de BTF com as menores concentragdes.

Os espectros mostraram comportamentos semelhantes com relacdo a banda
Raman do plasmon de superficie, onde pode ser observada a modificacdo da banda
com diferentes concentracdes do BTF, que provavelmente estdo atribuidas as
ligacdes Au-S e Au-Au.
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Figura 39- Espectros Raman do substrato ap6s imersdo em solu¢gdes de BTF com as

menores concentra(;(”)es.

Branco_BTF 10! mol.L*
AuNP_BTF 5.107 mol.L'
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AuNP_BTF 5.10 mol.L' 1
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Fonte: autora da tese, 2017.

Para estudar a correlagao entre a intensidade das bandas referentes ao BTF e a
sua concentracdo, foram gerados dois graficos, mostrados nas Figuras 42 e 43. A
Figura 40 esta relacionada a soma das intensidades normalizadas das bandas
SERS do BTF e a Figura 41, a soma das areas das mesmas bandas. Os dois
graficos mostraram comportamentos semelhantes, assim podemos utilizar tanto a
intensidade quanto a é&rea das bandas para confeccdo dos gréaficos. Foram
escolhidas concentracbes especificas, que mostraram comportamentos mais
condizente com o esperado, 0s mesmos exibiram uma tendéncia de quanto maior a
concentragcdo, maior a intensidade das bandas, assim, podendo talvez serem
usados, com uma maior elaboragdo, como uma curva analitica para a determinagéo

desta molécula.
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Figura 40- Gréfico da intensidade normalizada referente a soma das intensidades das

bandas SERS do BTF em funcéo de —log de sua concentracéo.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Figura 41- Grafico da soma das areas das bandas SERS normalizadas do BTF em

funcédo de —log de sua concentragéo.

2000
B  Soma das Areas
. 100,52345x2 -1060,0389x + 2771,98875 =0
@ 15007 R = 0,99623
>
~~
@
2
@ 1000-
O
@
©
@
O 5004
<L
0 -

1 2 3 4 5 6 7

-log da concentragao/mol -1

Fonte: autora da tese, 2017.
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A Figura 42 mostra o resultado do mapeamento do substrato apds imersdo em
solucdo de BTF em concentracdo de 1x10° mol L, onde podemos observar a
distribuicdo dos espectros com maiores e menores intensidades dentro da area

escolhida, levando em consideracéo a intensidade da banda em ~1000 cm™.

Figura 42- Andlise de mapeamento de area no substrato apds imersdo em solugédo
1x10° mol L™ de BTF (a)e espectro Raman registrado da parte com coloracdo mais

intensa do mapa (b).
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Fonte: autora da tese, 2017.

Como j& mencionado, neste estudo foi escolhida a banda em ~1000 cm™ como
referéncia para a geracdo da imagem do mapa. Na Figura, o sinal com a maior
intensidade caracteriza-se pela coloracédo violeta mais intensa.

Estes estudos indicam que o0 nosso substrato exibiu uma boa atividade SERS

em relacdo a molécula da de BTF, onde conseguimos observar as bandas

referentes & mesma até em uma concentracdo de 1x10° mol L™.

4.4.2.3 Tiofeno (TF) como molécula sonda
Com o mesmo objetivo da investigacdo SERS que foi realizada com o BTF,

realizamos analises utilizando Tiofeno (Figura 43) como molécula sonda.
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Figura 43- Estrutura molecular do Tiofeno (TF).

Fonte: Adaptacéo a partir de WIKIPEDIA (2016), SIGMA-ALDRICH (2016).

A Figura 44 mostra o espectro Raman do Tiofeno puro, onde podem ser

observadas suas principais bandas caracteristicas (HUO et al., 2015).

Figura 44- Espectro Raman do TF puro.
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Fonte: Adaptada de HUO et al. (2015).

Assim como realizado com o BTF, foram analisados os substratos apos imersao
em solugdes de TF com concentragbes variando de 1x10™" a 1x10® mol L™, o
resultado esta mostrado nas Figuras 45 e 46, a seguir, onde podemos observar uma
intensificacdo nas bandas caracteristicas referentes ao TF até uma concentracdo de
1x10® mol L™, o que néo pode ser observado com o substrato sem AuNPs.
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Figura 45- Espectros Raman do substrato apés imersdo em solucfes de tiofeno com

diferentes concentracgdes.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Pode-se observar também a modificacdo da banda referente ao pldsmon de
superficie, em aproximadamente 260 cm™, no substrato apés a imers&o na solucdo
de TF, pelo deslocamento da banda para ~210 cm™, podendo ser atribuidas as
ligacbes Au-Au e Au-S, indicando a interacdo direta da molécula com a superficie
das AuNPs presentes no substrato.

A Figura 46 foi confeccionada, pois ficou um pouco mais dificil de visualizar as
bandas referentes ao TF nos espectros mostrados na Figura 45, assim, foi realizado
um corte nos espectros, promovendo uma amplificacdo na visualizagdo das referidas
bandas, como pdde ser observado.

A partir dos espectros mostrados nas Figuras 45 e 46, foi elaborada a Tabela 7,
a qual mostra os numeros de onda das bandas vibracionais do TF nos espectros
Raman e SERS, assim como suas atribuicdes (KUDELSKI, 2005; FRANK, 2007;
BURGI, 2015; HUO et al., 2015; MUNOZ-PEREZ et al., 2016).
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Figura 46- Espectros Raman do substrato apds imersdo em solucfes de tiofeno com

diferentes concentragdes (CORTE).
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Fonte: autora da tese, 2017.

Tabela 7- Atribuicdo sugerida para as bandas vibracionais dos espectros Raman e
SERS do TF.

Raman (cm™) SERS (cm™)  Atribuic&o-tentativa
1360 - vC-C+ 6 C-H
- 1180 6 C-H+v C-C
1075 1079 6C-H+vC-S
1020 1030 6 ass do anel
- 1005 Respiracéo do anel
810 801 pC-H+vC-S
600 665 p C-H
- 490 p C-H + § C-S-C no plano
- ~260 v Au-Au
- ~210 v Au-S

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: v — estiramento, § — deformag&o angular, T — tor¢céo, y - deformacéo fora do plano.
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Da mesma maneira que no estudo das bandas do BTF, podemos notar o
aparecimento de bandas ndo observadas no espectro Raman normal do TF, assim
como a modificacdo da banda referente ao plasmon de superficie.

A partir dos resultados obtidos, foram construidos gréficos relacionando as
somas das intensidades das bandas e das areas das mesmas presentes nos
espectros SERS do TF com as respectivas concentracdes (Figuras 47 e 48), sendo
escolhido agora apenas quatro concentracfes, as quais mostraram uma tendéncia

de comportamento como esperado.

Figura 47- Gréafico da intensidade normalizada referente a soma das intensidades

normalizadas das bandas do tiofeno em funcéo de —log de sua concentracdao.
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Fonte: autora da tese, 2017.
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Figura 48- Grafico da soma das &reas das bandas normalizadas do TF em funcédo de —

log de sua concentracéo.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Neste caso, podemos notar que utilizando a area da banda obtivemos um
comportamento mais linear do que utilizando as intensidades das bandas, que pode
ser comprovado se observarmos os valores dos respectivos R obtidos através da
geracao dos graficos.

Em uma éarea retangular da amostra apés a imersdo na solucdo de TF com
concentracdo de 1x10° mol L™, podemos observar o resultado do mapeamento
tomando como referéncia a banda em ~1005 cm™ mostrado na Figura 49. A area
com coloracao violeta mais intensa indica um espectro com uma maior intensificacao

desta banda referente ao TF.
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Figura 49- Andlise do mapeamento de area no substrato apds imersdo em solugéo
1x10° mol L™* de TF (a) e espectro Raman registrado da parte com coloracdo mais

intensa do mapa (b).
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Fonte: autora da tese, 2017.

Os resultados continuam a nos mostrar a eficiéncia do substrato SERS-ativo
obtido, uma vez que este demonstrou boas atividades SERS em relacdo as

moléculas sonda utilizadas até o momento.
Para possiveis aplicagcdes nas areas bioldégica e medicinal, escolhemos mais
duas moléculas sondas para avaliar a atividade do nosso substrato em relacdo as

mesmas: cisteamina e cisteina, os resultados para este estudo estardo mostrados

nas proximas secoes.
4.4.2.4 Cisteamina como molécula sonda

Utilizando os mesmos procedimentos anteriores, porém agora utilizando apenas
a concentracdo de 1x10™ mol L™ de cisteamina (Figura 50), foi realizada uma

avaliacdo do comportamento do substrato frente a esta nova molécula.

Figura 50- Estrutura molecular da cisteamina.

Fonte: Adaptacéo a partir de WIKIPEDIA (2016).
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Podemos ver na Figura 51, o espectro da cisteamina pura, onde observamos

suas bandas Raman caracteristicas.
Foi obtido também o espectro Raman da cisteamina apés a imersao do

substrato em solucdo com concentracdo de 1x10™ mol L™ de cisteamina, como pode

ser observado na Figura 52.

Figura 51- Espectro Raman da cisteamina pura, onde (a) regido de maior interesse

nesse estudo e (b) espectro completo.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Figura 52- Espectros Raman obtidos dos substratos com e sem AuNPs apds imerséo

em solucéo de cisteamina com concentragdo de 1x10™" mol L™,

Branco__Cisteamina 1.10"* mol.L?
AuNP_Cisteamina 1.10! mol.L?

/ 500 cm™? .
/65(7)50 cmty
il NJ

500 1000 1500 2000 2500 3000
Numero de onda/cm™?

Intensidade normalizada/u.a.

Fonte: autora da tese, 2017.
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Ap6s imersdo do substrato em solucdo de cisteamina de concentracdo 1x10™
mol L™ pode-se observar, Figura 52, que houve, além da intensificacdo de algumas
bandas, o aparecimento de trés novas bandas em aproximadamente 500, 650 e 750
cm™, que podem ser atribuidas ao estiramento de ligacdo S-S (formacéo de ligacdo
dissulfeto) (KUDELSKI (1999), e a dois tipos de ligacdes —S-C(-C) das moléculas da
cisteamina apés a adsorcdo na superficie metalica, maneiras de adsor¢cao gauche e

trans, respectivamente (MICHOTA, 2002), como mostrado na Figura 53.

Figura 53- Estruturas possiveis das moléculas de cisteamina adsorvidas na superficie
metalica: (a) conformacéo trans, (b) conformacgdo gauche. Os termos trans e gauche

descrevem a conformacéao do carbono préximo ao atomo de enxofre.

NH,
CH,
Cé (a) (b)
2 CH CH
TR

BRI neta

Fonte: MICHOTA (2002).

Através dos espectros mostrados nas Figuras 51 e 52 e considerando as
possiveis estruturas mostradas na Figura 53, podemos fazer atribuicbes-tentativas
as principais bandas Raman e SERS da cisteamina. A Tabela 8 mostra os nimeros
de onda das principais bandas vibracionais da cisteamina apresentadas nos
espectros anteriores, bem como suas atribuicbes sugeridas (KUDELSKI, 1999;
RIAUBA et al., 2006; FLEMING et al., 2009; BURGI, 2015).
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Tabela 8- Atribuicdo sugerida para as bandas vibracionais dos espectros Raman e
SERS da cisteamina, baseado de acordo com.

Raman (cm™) SERS (cm™) Atribuicéo
161 i 7 (N)C-C(-S)
250 - v Au-Au

- 287 v Au-S
409 - § C-C(-N)
- 508 v S-S
- 652 v C-S (Gauche)
- 747 v C-S (Trans)
761 - v C-S
939 894 v C-C(-N)
1016 - v C-C(-N)
1075 1067 v C-N

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: v — estiramento, § — deformacao angular, T — torgado, y - deformacao fora do plano.

Podemos observar o mapeamento do substrato apds imersdo em solucdo de
cisteamina com concentracdo 1x10™" mol L™ na Figura 54, onde a éarea violeta mais
intensa mostra o local onde houve maior intensificacdo SERS da banda em ~650
cm™.
Figura 54- Andlise do mapeamento de area no substrato apds imersdo em solugéo
1x10™" mol L™ de cisteamina (a) e espectro Raman registrado da parte com coloracéo

mais intensa do mapa (b).
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Fonte: autora da tese, 2017.
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4.4.2.5 Cisteina como molécula sonda
Agora, com a molécula sonda cisteina (Figura 55), seguindo procedimentos
semelhantes aos aplicados & cisteamina, mas com concentracéo de 5x102 mol L™,

também foi realizada uma avaliacdo do comportamento do substrato frente esta

nova molécula de interesse.

Figura 55- Estrutura molecular da cisteina.

O ) S
NH,

Fonte: Adaptacao a partir de WIKIPEDIA (2016)

O espectro da cisteina puro pode ser observado na Figura 56, onde observamos

suas bandas vibracionais Raman principais.
Ap6s imersdo do substrato em solucdo de cisteina de concentragéo 5x10™ mol
L™ pode-se observar, através da Figura 57, que houve intensificacdo de algumas

bandas referentes a cisteina, assim como o aparecimento de novas bandas.

Figura 56- Espectro Raman da cisteina pura, onde (a) regido de maior interesse no

nosso estudo e (b) espectro completo.
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Fonte: autora da tese, 2017.
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Figura 57- Espectros Raman obtidos dos substratos com e sem AuNPs apds imersao

em solucdo de cisteina com concentracdo de 5x10Z mol L™.
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Fonte: autora da tese, 2017.

Através dos espectros mostrados nas Figuras 56 e 57, foram feitas as
atribuicbes sugeridas para as principais bandas Raman e SERS da cisteina. A
Tabela 9 mostra os niameros de onda das principais bandas vibracionais da cisteina
apresentadas nos espectros anteriores (FLEMING et al., 2009; ZHU et al., 2011;
SMITH, 2013; NDOKOYE et al., 2014; BURGI, 2015; SONG et al., 2015).

Tabela 9- Atribuicdo sugerida para as bandas vibracionais dos espectros Raman e
SERS da cisteina.

Raman (cm™) SERS (cm™) Atribuicdo-tentativa
195 - 7 (N)C-C(-S)
- 278 v Au-S + v Au-N
459 - NHs; Rocking
613 - v C-S
685 672 v C-S
743 723 v C-C-C sim
781 - y O-C-O
874 858 v C-C
932 939 § C-C(-N)
1212 1206 v C-H(CH))
- 1587 v N-H+ 8 N-H+v; C=0 +v,C=0

Fonte: autora da tese, 2017.

Nota: v — estiramento, § — deformacao angular, T — torgao, y - deformacao fora do plano.
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Podemos observar o mapeamento feito em uma area do substrato apds imerséo
em solucéo de cisteina a 5x102 mol L™ (Figura 58), onde as areas com violeta mais

intenso correspondem as areas onde o substrato promoveu maiores intensificacdes

para a banda em ~715 cm™,

Figura 58- Andlise do mapeamento de &area no substrato apds imersdo em solucéo
5x102 mol L™ de cisteina (a) e espectro Raman registrado da parte com coloragéo

mais intensa do mapa (b).

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300

Numero de onda/cm-1

Fonte: autora da tese, 2017.

4.4.5 Fator de Intensificacdo SERS (EF)
Para qualificar nosso material como um bom substrato SERS-ativo, a partir dos

resultados obtidos, foi calculado o Fator de Intensificacdo SERS (EF) do mesmo em

relacdo a cada uma das moléculas sonda utilizadas.
Os célculos foram realizados a partir de aproximacdes utilizando a equacgéo

descrita na se¢ao 2.3.4:

L Isgrs/ Nags
Touik/ Nouik

Os valores de Isgrs € Ipux pra cada molécula foram obtidos experimentalmente

apos a obtencdo dos espectros médios, utilizando uma das bandas de cada
molécula. Para molécula do 4-ATP foi utilizada a intensidade da banda em ~1008
cm™?, ja para a o BTF foi utilizada a banda em ~1018 cm™, para a cisteamina a

banda em ~508 cm™, para a cisteina a banda em ~687 cm™, e para o TF n&o foi
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possivel a obtencdo do EF, uma vez que ndo obtivemos o espectro Raman do
mesmo puro.

A determinacdo dos valores aproximados de Nag4s € Npyx foram obtidos a partir
das densidades de cada molécula e considerando que as mesmas foram
distribuidas uniformemente pela superficie do substrato, assim, foi possivel a
obtencdo do numero de moléculas por determinada area da substancia pura e
namero de moléculas distribuidas pela mesma area no substrato sélido.

Aplicando os valores encontrados na férmula descrita anteriormente, foram
obtidos os valores aproximados de EFs das moléculas sondas utilizadas neste

trabalho, e os resultados estdo expostos na Tabela 10.

Tabela 10- Fatores de Intensificacao calculados para as moléculas sonda utilizadas.

Molécula sonda Banda de referéncia Concentracdo Fator de Intensificacédo

4-Aminotiofenol ~1008 cm™* 1x10° mol L* 737,74
Benzotiofeno ~1018 cm™ 1x10° mol L™ 2777,10
Tiofeno - - -

Cisteamina ~508 cm™ 1x10™ mol L™ 199,06
Cisteina ~687 cm™ 5x10 mol L™ 177,98

Fonte: autora da tese, 2017.

Como néo foi possivel a obtencao do espectro do TF puro, o EF do substrato em
relacdo a esta molécula ndo pdde ser calculado.

A partir dos valores dos EFs mostrados na Tabela 10, podemos perceber que o
substrato SERS ativo utilizado neste trabalho teve uma melhor eficiéncia na
intensificacdo das bandas Raman do BTF, quando comparado com os EFs das
outras moléculas sonda utilizadas.

A diferenca entre os EFs encontrados com as moléculas sonda utilizadas pode
estar associada a diversos fatores, tais como: modos de interacdo quimica entre as
moléculas e a superficie do substrato, polarizabilidade das ligacbes em cada
molécula, maneira de incidéncia do laser, entre outros, os quais ndo fazem parte do

escopo da nossa discussao.
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E importante ressaltar também que foram utilizados célculos aproximados para a
obtencdo dos EFs e, lembrando, que o substrato obtido mostrou-se ndo possuir
distribuicdo homogénea das nanoparticulas por todo o material, assim podendo esta
influenciando nos valores dos EFs obtidos. Por isso, para célculos mais exatos, sdo
necessarias otimizacbes do sistema e das estratégias utilizadas ndo s6 para os
célculos, como também para as analises realizadas a fim de se obter valores de EFs

de ordens maiores para todas as moléculas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Obtivemos nanoparticulas de ouro dispersas em 6leo de mamona de forma facil,
sendo possivel a imobilizacdo das mesmas apds a mistura com éleo de mamona
hidrogenado, formando um substrato sdélido.

As técnicas de caracterizacao utilizadas nos permitiram observar a formacao de
nanoparticulas de ouro em formato anisotropico, semelhante a estrelas, em
tamanhos médios de ~100 nm. A técnica de absorcdo na regido do UV-vis nos
mostrou também que ndo houve grande alteragdo das AuNPs apés imobilizacdo das
mesmas em 6leo de mamona hidrogenado.

Foram produzidos substratos altamente estaveis, uma vez que todos o0s
substratos utilizados foram originados de uma mesma sintese, e uma parte deles foi
utilizada alguns meses apés sua preparacdo e demonstrou atividade semelhante.
Assim como sua estabilidade no poder de intensificacdo pbde ser observada
analisando o mesmo substrato apds duas semanas e mantendo-se o sinal da
molécula de 4-ATP constante

Os substratos obtidos apresentaram irregularidade na formagéo de “hot-spots”,
uma vez que durante sua preparacao ndo seria possivel o controle na disperséo das
nanoparticulas no meio de imobilizacdo, porém para superar esta limitacdo, foram
utilizados espectros médios obtidos a partir de um mapeamento do substrato com
aproximadamente 150 espectros registrados.

O substrato mostrou versatilidade, uma vez que foi possivel a observacdo da
intensificacdo de bandas Raman com diferentes moléculas sonda utilizadas
(benzotiofeno, tiofeno, 4-aminotiofenol, cisteamina, cisteina), onde foram observadas
suas respectivas bandas SERS em baixas concentragcdes. O que nos leva a
acreditar que o mesmo tem potencial para ser aplicado em diversas areas da
guimica, tais como: combustiveis, catalise, bioquimica, medicina, entre outras.

Por fim, de acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o substrato
desenvolvido, a partir de nanoparticulas de ouro em uma matriz organica, podera ser
utilizado para andlises de investigacao qualitativas e até quantitativas, uma vez que
0 mesmo mostrou uma tendéncia de correlagdo linear entre intensidade das bandas
das moléculas sonda e concentracdo das mesmas, por Espectroscopia Raman
Intensificada por Superficie, obtendo-se EFs da ordem de 10* a 10° com as

diferentes moléculas sonda utilizadas.
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