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RESUMO

Neste trabalho, foram utilizadas nanoparticulas de ouro (AuNPSs), dispersas em 0leo
de mamona e imobilizadas em 6leo de mamona hidrogenado, para a construcao de
um possivel substrato para Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie
(substrato SERS-ativo). As AuNPs sintetizadas foram caracterizadas por
espectroscopia de absor¢cdo na regido do Ultravioleta-visivel e por Microscopia
Eletronica de Transmissdo, as quais, dependendo do método de sintese,
mostraram-se de dois tipos: i) de forma esférica com tamanho médio de 20 nm de
AuNPs; e i) em forma de estrelas, com tamanho médio de 100 nm. Para a
investigacdo da atividade SERS dos substratos obtidos foram utilizadas as
moléculas sonda piridina, benzotriazol (BTAH) e Rodamina 6G (R6G). Os espectros
SERS foram obtidos através da analise dos substratos apdés a imersdo, por
determinado periodo de tempo, em solugbes com diferentes concentracdes das
moléculas sonda. Os resultados mostraram que o substrato produzido possui sitios
com atividade SERS, o que nos permite utiliza-los na andlise qualitativa no
momento, porém observa-se que analises quantitativas podem também ser
realizadas dependendo da concentracdo de moléculas sonda no meio.
Palavras-chave: SERS. Nanoparticulas de ouro. Oleo de mamona.



ABSTRACT

In this study, we used gold nanoparticles (AuNPs) dispersed in castor oil and
immobilized in hydrogenated castor oil, for the construction of a possible SERS-
active substrate. The AuNPs synthesized were characterized by absorption
spectroscopy in the Ultraviolet-visible region (UV-vis) and by Transmission Electron
Microscopy (TEM), which depending of the synthesis, showed to be of two types :i) of
spherical shape whit 20 nm size and ii) star shape with average size of 100 nm. To
investigate the SERS activity of the obtained substrates was used the probe
molecules of pyridine, benzotriazole (BTAH) and Rhodamine 6G (R6G). The SERS
spectra were obtained by analyzing the substrate after the immersion, for a certain
period of time, in solutions with different concentrations of probe molecules. The
results showed that the produced substrate has sites with SERS activity, allowing us
to use them in qualitative or quantitative analysis of molecules in solutions with very
small concentrations.

Keywords: SERS. Gold nanoparticles. Castor oil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1- Modelo ilustrativo de um espalhamento Raman

Figura 2.2- Espectro Raman de CCl, excitado com laser em 4, = 488 nm
(Extraido da referéncia 14) ------------------------ mmmmmememmees --mmmmee-

Figura 2.3- Esquema ilustrativo das diferengas entre espalhamentos
Rayleigh, Raman Stokes e Raman anti-Stokes (Adaptado da referéncia
18—

Figura 2.4- A polarizacdo induzida por um campo elétrico na nuvem
eletrbnica de uma molécula. A dispersdo pode ocorrer em varias direcoes,
porém na figura s6 foram mostrados 90° e 180° (Adaptado da referéncia
20, o e

Figura 2.5- Espectros de FT-IR de transmissao (superior) e Raman
(inferior) de éster metilico do acido oleico. (Adaptado da referéncia 20) ----

Figura 2.6- Diagrama esquematico da instrumentacao tipica usada para a
espectroscopia Raman. (a) Configuragcdo Macro-Raman. (b) Configuracéo
Micro-Raman. Abreviaturas: CCD, charge-coupled device; CL, lentes de
colecdo; FL, foco da lente; NF, filtro de interferéncia. Adaptado da
referéncia 28. e -

Figura 2.7- Representacdo da propagacédo de plasmons de superficie em
(a) uma superficie metélica e (b) localizados em nanoesferas. Adaptada
da referéncia 44, —-------m-mmm o -

Figura 2.8- Diagrama ilustrativo do mecanismo de intensificagdo SERS
através do modelo quimico. Extraido da referéncia 36. -

Figura 3.1- Imagens do sistema utilizado nas sinteses das nanoparticulas
dE OUIO. ==mmmmmmmm e e e

Figura 3.2- Imagens das etapas de (a) lavagem e (b) secagem dos
PrOQUIOS. ====mmmmmm e e e e e e e

Figura 3.3- Imagens das primeiras etapas para a producdo dos
substratos. (a) Oleo de mamona hidrogenado fundindo; (b) e (c) adicdo do
coloide azul; (d) mistura final. e ——mmmee-

Figura 3.4- Etapa final da preparacdo dos substratos. (a) forma de
plastico; (b) forma com a amostra; (c) substrato pronto. ------------=-=-==-=-=---

Figura 3.5- Imagem de um Renishaw inVia Raman Microscope. Extraido
de 62, —-mmm e S

16

17

20

22

27

31

32

36

37

39

39

42



Figura 3.6- Imagem de um espectrémetro com Transformada de Fourier
EQUINOX 55 da Bruker Optics. Referéncia 63. -------------

Figura 4.1- Espectro de Absor¢cdo no Ultravioleta-Visivel do coldide
vermelho. —--s--memeomemm oo

Figura 4.2- Espectro de Absorcao no Ultravioleta-Visivel do coloide azul. -

Figura 4.3- Imagens de MET das amostras (a) coloide vermelho -
nanoesferas e (b) coldide azul - nanoestrelas. -------============mmmmrmmrmmmreene

Figura 4.4- Espectros FT-Raman dos substratos: pastilhas azul, vermelha
€ Dranca. -----=--===s=memm s e e

Figura 4.5- Estrutura molecular dos &cidos (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. Extraido
da referencia 60. ----=-=-=====s=smmmeme e eeeee -

Figura 4.6- Estrutura molecular da piridina. Obtida da referéncia 79. --------

Figura 4.7- Espectros Raman das pastilhas apos imersdo em solugéo de
PIRAING 0,1 MOIL™, =

Figura 4.8- Imagem de microscopio da pastilha azul. Parte usada para o
mapeamento Raman.

Figura 4.9- Andlise de mapeamento Raman de area no substrato azul
(acima) e espectro registrado na parte com coloracdo mais intensa do
Mapa (aDAIX0). =-=====m=mmmmm e e

Figura 4.10- Andlise de mapeamento Raman de area no substrato azul
(acima) e espectro registrado na parte com coloracdo menos intensa do
Mapa (aDAIX0). =-========memem e e

Figura 4.11- Andlise de mapeamento Raman de &rea no substrato
vermelho (acima), espectro registrado da parte com coloracdo menos
intensa do mapa (centro) e espectro registrado da parte com coloragao
mais intensa do mapa (abaixo). L e EE

Figura 4.12- Espectros Raman do substrato (pastilha), em trés pontos
diferentes, ap6s imerséo por 5 minutos em solucdo com 0,1 mol.L™ de
PINAING. === mmmm e e e oo e e

Figura 4.13- Espectros Raman do substrato (pastilha), trés pontos
diferentes ap6s imerséo por 15 minutos em solucdo com 0,1 mol.L™ de
PINAING. === mmmm e e oo e e

42

44

45

46

47

48

50

50

51

53

53

54

55

56



Figura 4.14- Espectros Raman do substrato (pastilha), trés pontos
diferentes, apés imerséo por 30 minutos em solucdo com 0,1 mol.L™ de
PIFAINGL. === mmmm oo

Figura 4.15- Espectros Raman do substrato (pastilha), trés pontos
diferentes, apés imersdo por 1 hora em solucdo com 0,1 mol.L™ de
PIFAINGL. === mmmm oo

Figura 4.16- Espectros Raman do substrato (pastilha), trés pontos
diferentes, apés imers&o por 2 horas em solugéo 0,1 mol.L™" de piridina. ---

Figura 4.17- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) com
nanoestrelas de ouro (azul) apdés imersdo em solucdes de piridina com
diferentes concentragdes, substrato com nanoestrelas sem solucédo de
3piridinale substrato sem nanoestrelas (branco) com solucéo de piridina 10°

MOILL ™, mmmmm e - e

Figura 4.18- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) apés imerséo
em solucBes de piridina com diferentes concentracoes.

Figura 4.19- Grafico da intensidade normalizada referente a banda da
piridina em 1014 cm™ em funcéo da concentragao. -------------===mmm-nnnnn-z===-

Figura 4.20- Mapeamento de area no substrato (placa) apdés imersdo em
solucdo 102 mol.L™ de piridina (acima) e espectro Raman registrado da
parte com coloragdo mais intensa do mapa (abaixo). ----------------=--=--=-----

Figura 4.21- Espectros Raman de substratos sem nanoparticulas de ouro
apo6s imersdo em solucdes com concentracdes de 2,00 mol.L™?, 1,00
mol.L™, 0,50 mol.L™ e 0,25 mol.L™ de piridina. ---------====---=-=mmmmnnnnx-

Figura 4.22- Espectros Raman de substratos sem nanoparticulas de ouro
(espectro azul) e com nanoparticulas de ouro (espectro vermelho) apos
imersdo em solucées com concentracdes de 0,50 mol.L™ e 0,01 mol.L™ de
piridina, reSpectivamente. -------=-=-m-mmmmmmmmm oo

Figura 4.23- Estrutura molecular do benzotriazol (BTAH). Extraido da
referéncia 80. e m=mmmmmemememmeeeeeeeee

Figura 4.24- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) ap6s imersao
em solugbes de BTAH com diferentes concentragdes, substrato sem
BTAH e substrato sem nanoestrelas (branco) com BTAH 10 mol.L™, ------

Figura 4.25- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) ap6s imersao
em solugdes de benzotriazol com diferentes concentracdes.

Figura 4.26- Grafico da intensidade normalizada referente a banda do
benzotriazol em 790 cm™ em funcéo de sua concentracao.

56

57

57

59

60

60

61

62

63

64

64

66

66



Figura 4.27- Grafico da intensidade normalizada referente a banda do
benzotriazol em 1390 cm™ em funcédo de sua concentragéo. -------------------

Figura 4.28- Andlise de mapeamento de area no substrato (placa) apos
imersdo em solugéo com 102 mol.L™* de BTAH (acima) e espectro Raman
registrado da parte com coloracdo mais intensa do mapa (abaixo). ----------

Figura 4.29- Estrutura molecular da Rodamina 6G. Extraida da referéncia
B s

Figura 4.30- Espectros FT-Raman do substrato (placa) apds imersdo em
solucdo de R6G com concentragéo de 10 mol.L™, substrato sem R6G e
substrato sem AuNPs com R6G 10 mol.L™, mmmmmmmmmmes

Figura 4.31- Analise de mapeamento de area no substrato apds imersao
em solucéo com 10 mol.L™* de R6G (acima) e espectro Raman registrado
da parte com coloracdo mais intensa do mapa (abaixo). ---------=-==--=-=--=---

67

67

68

69

70



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1- Regides espectrais e suas transicdes de origem (adaptada da
referéncia 6). -----------=-mmm o

Tabela 2.2- Comparagéo entre Espectroscopia Raman e no Infravermelho
Médio. Adaptada da referéncia 13. e e e

Tabela 2.3- Algumas fontes de laser mais utilizadas na espectroscopia
RAMAN®. =mmmmmmmm e

Tabela 4.1- Atribuicdo-tentativa vibracional para o0 espectro dos
substratos, relacionados a principalmente a estrutura do acido ricinoléico,
de acordo com as referéncias 70-76. -------=-===m=m=mmmmmmm e

Tabela 4.2- Atribuicdo-tentativa vibracional para os espectros do BTAH
nos substratos, de acordo com a referéncia 58. -----------=-===mmmmmmmmnmenn

Tabela 4.3- Atribuicdo-tentativa vibracional para os espectros da R6G nos
substratos, de acordo com as referéncias 82 e 83. ---------------m-m-mmomom e oo

15

23

25

49

65

70



1 INTRODUCAQ -------

SUMARIO

1.1 Motivagao ---------------

1.2 Objetivo geral ----------------m-m-mommmmme- et e e
1.3 Objetivos eSPeCifiCOS ---m----mmmmmmmmm oo

2 FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 Espectroscopia Raman

2.1.1 Breve hiStOriCO ------=nmnmmmmmm o oo o o e e s

2.1.2 Teoria da espectroscopia Raman

2.1.2.1 A origem do espectro Raman
2.1.2.2 Modelo ondulatorio para os espalhamentos Raman e Rayleigh -----

2.1.3 Raman versus Infravermelho

2.1.4 Instrumentagao ------------------------------ e

2.1.5 Aplicagdes -------------

2.2 Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie m—mmmmnes

2.2.1 Modelo Eletromagnético

2.2.2 Modelo Molecular ---------------=---------- -

2.2.3 Substratos SERS-ativos ----

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sintese de nanoparticulas de QUIrQ ------====mmmmmmm s
3.2 Técnicas de Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro -------------
3.2.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel -------------=-=-emnueu--
3.2.2 Microscopia Eletronica de TransmiSS&0 ----------------=-====-mmcmmmmmmmmoee
3.3 Preparacao dos substratos SERS-ativos e

3.4 Testes dos substratos

3.4.1 Utilizando piridina como molécula sonda et

3.4.2 Tempo de imersao

3.4.3 Limite de detecc¢éo da piridina

3.4.4 Variagdo na concentracdo de piridina em substratos sem

nanoparticulas de ouro

3.4.5 Utilizando Benzotriazol (BTAH) como molécula sonda -------------------

3.4.6 Utilizando Rodamina 6G (R6G) como molécula sonda

3.5 Andlises de espectroscopia Raman -----------=mmmmmmmm oo

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro mmmmmemmmmem e eeeeeeee
4.2 Técnicas de Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro -------------
4.2.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel ----------------m-meeeeue
4.2.2 Microscopia Eletronica de TranSmiSS&0 --------============mmmmmmmmmmmmmamae
4.3 Preparacao dos Substratos ---------=-====m=mmmmmmmm oo

4.4 Teste dos Substratos

4.4.1 Utilizando piridina como molécula sonda e EEE LR EEEEE e

4.4.2 Tempo de imerséo

4.4.3 Limite de detecc¢ao da piridina

4.4.4 Variacdo na concentracdo de piridina em substratos sem

nanoparticulas de ouro

12
12
13
13

14
14
14
15
15
19
21
23
27
29
29
31
32

35
35
37
37
37
38
40
40
40
40

41

41
41
41

43
43
43
44
45
46
47
49
54
58

62



4.4.5 Utilizando Benzotriazol (BTAH) como molécula sonda -------------------

4.4.6 Utilizando Rodamina 6G (R6G) como molécula sonda

5 CONSIDERAGOES FINAIS -----------

6 PERSPECTIVAS -----rmmeemmemmmemmenes

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

64
68

72

73

74



12

1 INTRODUCAO

1.1 Motivacéao

Materiais nanoestruturados tém sido bastante estudados devido as suas
propriedades opticas e magnéticas diferenciadas. Uma de suas aplicagbes é na
Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS, Surface Enhanced
Raman Spectroscopy), que utiliza superficies metélicas rugosas nanoestruturadas
para intensificacdo de sinais Raman de moléculas adsorvidas a sua superficie em
concentragbes muito baixas. Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a
fabricacdo deste tipo de material com atividade SERS, que sdo chamados de
substrato SERS-ativo. O principal desafio é a obtencdo de substratos com
superficies com estruturas ordenadas (periddicas), que sejam altamente
reprodutiveis e estaveis.

A técnica de espectroscopia Raman pode ser utilizada no estudo de
propriedades vibracionais de moléculas, fornecendo informacbes estruturais,
conformacionais, e até mesmo sobre sua reatividade. Porém, por apresentar uma
baixa sec¢do de choque, devido ao pequeno numero de fétons espalhados, torna-se
uma técnica pouco eficiente, se comparada a espectroscopia no Infravermelho ou a
Fluorescéncia. Esta limitacdo foi superada a partir da descoberta do efeito
denominado Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS), por

Fleishmann e colaboradores,*??3

ap0s a observacdo da intensificacdo dos sinais
Raman da piridina, adsorvida em eletrodos de prata modificados, com excelente
relacao sinal/ruido.

Desde entdo, o efeito SERS vem sendo estudado tanto na deteccdo de novas
moléculas quanto no desenvolvimento de outros substratos SERS-ativos contendo
outros metais, como ouro e cobre’. No entanto, um dos principais desafios nas
andlises utilizando o efeito SERS estd no desenvolvimento de substratos SERS-
ativos que simultaneamente promovam um consistente, repetitivo e alto fator de
intensificacdo Raman®.

Na busca para enfrentar este desafio, varios pesquisadores desenvolveram
técnicas de fabricacdo para a obtencdo de substratos com essas caracteristicas,

como utilizacdo de nanoparticulas revestidas, nanocascas metalicas, nanoanéis,
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nanoarames, entre outras nanoestruturas geralmente metélicas com a superficie
ligeiramente rugosa®*.

Entdo, o principal desafio deste trabalho foi desenvolver um material
nanoestruturado com a possibilidade de producdo de um substrato SERS-ativo que

superasse as limitagfes citadas anteriormente, além de ser de facil preparacéo.

1.2 Objetivo geral
Este trabalho teve como objetivo principal o estudo da atividade SERS de um
substrato produzido a partir de nanoparticulas de ouro imobilizadas em uma matriz

organica a base de 6leo de mamona hidrogenado.

1.3 Objetivos especificos

e Sintese de nanoparticulas de ouro de forma controlada com aspecto
ligeiramente rugoso;

e Estabilizacdo das particulas preparadas em uma matriz organica sélida a
temperatura ambiente e ndo toxica;

e Caracterizacdo do material obtido através das técnicas de Espectroscopia na
regido do Ultravioleta-visivel e Microscopia Eletrénica de Transmisséo;

e Testar sua atividade em relacdo a molécula sonda de piridina, assim como o
tempo de adsor¢éo da piridina & superficie do substrato;

e Estudar o comportamento do substrato em diferentes concentracdes de
piridina e determinar o seu limite de deteccgéo.

e Avaliar sua atividade em relacdo a molécula sonda do benzotriazol em
diferentes concentracoes.

e Estudar a atividade do substrato referente a molécula sonda de Rodamina
6G.

e Avaliar o potencial de uso do substrato SERS-ativo desenvolvido.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Espectroscopia Raman

2.1.1 Breve historico

O avanco no 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 radiagéo, 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 os deslocamentos desse comprimento de onda dependiam da
estrutura quimica das moléculas responsaveis pelo espalhamento. Raman ganhou o
Prémio Nobel de Fisica em 1931 por este trabalho®”.

A partir dai, gradualmente ocorreram melhorias na parte instrumental da
espectroscopia Raman. As primeiras pesquisas foram concentradas na tentativa de
produzir fontes de excitagdo mais efetivas, iniciando com o desenvolvimento de
lampadas compostas por varios elementos até a producdo das fontes lasers, em
1962, por Theodore Maiman®. Em 1963, Kogelnik e Porto obtiveram os primeiros
espectros Raman utilizando lasers®. Ocorreram progressos também nos sistemas de
deteccdo, considerando que inicialmente, até a Segunda Guerra Mundial, as
medidas eram feitas utilizando placas fotograficas, sendo que posteriormente a
deteccéo fotoelétrica passou a ser utilizada nesta técnica® *°.

O desenvolvimento da parte 6ptica 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, aqueles que empregam varios detectores, monitorando
simultaneamente varios comprimentos de onda, como os sensores CCD, Dispositivo
de Carga Acoplada (Charge Coupled Device)®% !,

Estas transformagfes na area instrumental para medidas espectroscopicas
Raman foram conduzidas até os dias atuais, porém, hoje também podem ser obtidos

espectros Raman por transformada de Fourier (FT-Raman), instrumentos que
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podem estar acoplados a Espectrometros de Infravermelho (FT-IR), abrindo novas

possibilidades no estudo do efeito Raman® *°.

2.1.2 Teoria da espectroscopia Raman

A espectroscopia estuda a interagéo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
0 que proporciona transicdes eletrbnicas nos niveis de energia de &atomos e
moléculas. Dependendo dos tipos de niveis energéticos envolvidos (eletronicos,
vibracionais ou rotacionais), as transicbes podem ocorrer na regido do ultravioleta-
visivel, do infravermelho/Raman ou na regido de micro-ondas™.

A Tabela 2.1 mostra alguns tipos de espectroscopia, suas regides espectrais e

suas transicoes eletrbnicas de origem.

Tabela 2.1- Regides espectrais e suas transicdes de origem.

Espectroscopia Regido (7, cm™) Origem

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

Raio-X (ESCA, PES) 10% — 10° TransicOes de niveis de energia dos elétrons

internos de atomos e moléculas

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

Raman e Infravermelho 10* - 10? Transicdes entre niveis vibracionais (mudanca
de configuracao)

Microondas 10° -1 Transi¢cOes entre niveis rotacionais (mudanca
de orienta¢ao)

Ressonéncia do Spin 1-1072 Transicao entre os niveis de spin eletrdnico
Eletronico (ESR) em um campo magnético

Ressonéancia 10%-10" Transicdo entre 0s niveis de spin nuclear em
Magnética Nuclear um campo magnético

(NMR)

Fonte: Adaptada da referéncia 6.

2.1.2.1 A origem do espectro Raman
Os espectros Raman sédo obtidos a partir da irradiagdo da amostra com uma

potente fonte de radiacdo monocromatica (e.g., laser) na regido do visivel ou IR —
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proximo. A radiacdo eletromagnética podera interagir com a amostra de duas
maneiras: i) a maior parte serd espalhada elasticamente, quando ndo ha mudanca
na frequéncia do foton incidente, e ii) uma pequena parte sera espalhada
inelasticamente (em torno de 0,001% da radiacdo incidente), quando ocorre a
mudancga na sua frequéncia inicial.

A radiagédo 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® 3.

A Figura 2.1 mostra um modelo ilustrativo da interagéo da radiagéo de excitacéo
com frequéncia v,, e seus espalhamentos resultantes: Stokes, Rayleigh e anti-
Stokes, com frequéncias v, — vy, v,, v, + v, respectivamente. Onde v,, representa

uma das frequéncias vibracionais da amostra.

Figura 2.1- Modelo ilustrativo de um espalhamento Raman
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LASER RAYLEGH
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ANTI-STOKES

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Em um espectro Raman podera ser observado, simetricamente em relacdo 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
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mesmas informacées, geralmente é medido apenas o lado Stokes do espectro®.
Essas bandas deveriam ter a mesma intensidade, mas ndo € o que acontece.
Observa-se que as bandas Stokes sdo mais intensas do que as anti-Stokes® *°. Este
comportamento esta demonstrado na Figura 2.2, com o espectro do tetracloreto de
carbono, CCls,.

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®.

Figura 2.2- Espectro Raman de CCl, excitado com laser em 1, = 488 nm.

-459

Intensity
=314

=218

+218

+ 314
+ 459

Raman shift (cm_1)
Fonte: Extraido da referéncia 14.

A diferenca entre as intensidades Raman Stokes e anti-Stokes pode ser
explicada analisando-se o modelo quantico, o qual descreve que no espalhamento
Raman Stokes, a molécula é excitada ao colidir com o foton incidente e passa para
um estado maior de 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 diferenca entre
a energia do foéton incidente e a do foton espalhado é igual a uma das energias
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vibracionais da molécula. No espalhamento Rayleigh, a interacdo ocorre sem
modifica¢cdes na frequéncia inicial, pois a molécula volta ao mesmo nivel de energia
inicial™® *°,

Para que o espalhamento Raman anti-Stokes ocorra € necessario que um
elétron se encontre em um nivel vibracional de maior energia, 0 que depende da
temperatura. Assim, o féton encontra a molécula jA em um estado excitado e, apds a
interacéo, volta ao estado fundamental, gerando um féton com energia maior que a
inicial’® *. Levando em conta que a ocupac&o dos niveis vibracionais nas moléculas
segue a equacdo de distribuicdo de Boltzmann, que indica que poucas moléculas
estdo em seu estado vibracional ou rotacional excitados, isso normalmente a
temperatura ambiente®®, faz com que o espalhamento Raman anti-Stokes seja mais
fraco que os outros.

Assim, a emissdo Stokes € 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 € mais provavel a transferéncia de energia para
moléculas no estado fundamental seguido do espalhamento pelo retorno destas
moléculas ao mesmo estado®.

Uma vez que o0s 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, consequentemente, deslocamentos dos
comprimentos de onda*’.

A Figura 2.3 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.

Além disso, a radiacdo pode interagir com a matéria de outras maneiras, dando
inicio a uma série de excitacbes elementares, como: os polaritons, as ondas de spin,
0s plasmons, que sdo restritos a classes especiais de materiais, etc. Uma excitacao
elementar que estd presente em qualquer tipo de material para temperatura acima
do zero absoluto, sdo os fonons'®. Esses tipos de interacdo n&o serdo discutidos

neste trabalho.
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Figura 2.3- Esquema ilustrativo das diferencas entre espalhamentos Rayleigh,

Raman Stokes e Raman anti-Stokes.
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Fonte: Adaptado da referéncia 18.

2.1.2.2 Modelo ondulatério para os espalhamentos Raman e Rayleigh

O Efeito Raman pode também ser compreendido através do modelo ondulatorio,
que serda discutido nesta secao.

A descricdo classica do efeito Raman, mostrado na Figura 2.4, esta ligada a
variacdo do momento de dipolo induzido na molécula pelo campo elétrico oscilante
da radiacao incidente?.

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
equacéo *:

P=aF (1)

Onde a mede a facilidade que a nuvem eletrénica tem para se deformar e
originar o dipolo™®.

O tratamento da mecanica classica e da mecéanica quantica para o espalhamento

Raman é baseado na equacao (1)%.
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Figura 2.4- A polarizacdo induzida (P) por um campo elétrico (E) na nuvem
eletrbnica de uma molécula, onde (a) representa a polarizabilidade da molécula. A
dispersdo pode ocorrer em varias dire¢des, porém na figura s6 foram mostrados 90°
e 180°.
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Fonte: Adaptado da referéncia 20.

De acordo com a teoria classica, a intensidade do campo elétrico (E) produzido
pelo laser oscila com o tempo, como é mostrado na equacao (2)°:
E =E, cos2nv,t (2)
Onde E, é a amplitude da vibracao e v, é a frequéncia do laser. Se uma molécula
diatbmica é irradiada por essa luz, e um momento de dipolo elétrico (P) é induzido,
entao®:
P=aFE =akE,cos22ny,t (3)
Se uma molécula esta vibrando com frequéncia v,,, 0 deslocamento nuclear (q)
seré escrito como®:
q = gy COS 21V, t (4)
Onde q, € a amplitude vibracional.
A polarizabilidade varia com as vibragdes do sistema e pode ser expressa por

uma série de Taylor dada por'® **:

a= a0+(Z—Z)Oq+--- (5)
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Onde os termos de ordem mais alta sdo desprezados devido & pequena variacédo da
£ . - .~ L da ,
coordenada ¢*°, a, é a polarizabilidade na posicdo de equilibrio, o € a taxa de

mudanca de a« em relagdo a mudanca de g, avaliados na posicéo de equilibrio®.

Combinando as equacdes (3), (4) e (5), temos:
P =a, E, cos(2nv,t) + (Z—Z) qo Ey cos(2nv,t) cos(2rv,,t)  (6)
0

Fazendo as manipula¢des trigonométricas necessérias na equacao (6), teremos:

P = ay E, cos(2rmv,t) + %(Z—Z)O qo Eo {cos[2n(v, + vy,)t] + cos[2n (v, — v)t]}  (7)

Pode ser observado na equacdo (7) que 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 s6 ocorrera se houver necessariamente a variagao
da polarizabilidade elétrica do material devido a um deslocamento da coordenada
q*. Ou seja:

(Z—Z)O #= 0 (8)
Outra observacdo que pode ser feita na equacdo (7) é que as frequéncias
W, —vy) € (v, +v,) estdo diretamente relacionadas as frequéncias dos

espalhamentos Raman Stokes e Anti-Stokes, respectivamente®.

2.1.3 Raman versus Infravermelho

Como ja discutido anteriormente, as transicdes vibracionais podem ser
observadas tanto no efeito Raman como na absorcdo no infravermelho, mas nem
todas as transi¢es possiveis sdo observadas em ambos®’.

Apesar da grande semelhanca entre os espectros de Infravermelho e Raman,

5 21 eles sdo obtidos

ambos originados dos modos vibracionais das moléculas
através de fendmenos fisicamente diferentes’® **. O espectro Raman é obtido pelo
espalhamento da luz incidente pela amostra e o espectro Infravermelho € obtido
qgquando fotons na regido do infravermelho s&o absorvidos pelas moléculas,
promovendo transicdes entre os niveis vibracionais da molécula no seu estado

eletrénico fundamental*®.
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Em razdo dessas diferencas em seus mecanismos bésicos, as regras de
selecdo também serdo diferentes em cada técnica, existindo tipos de grupos que
sao ativos somente no Infravermelho ou somente no Raman, ou ainda podem ser
ativos nas duas técnicas, tornando-as complementares e ndo competitivas® %.

Apenas 0s grupos cuja polarizabilidade varia em fungdo das vibragbes serao
ativos no Raman, enquanto que para ser ativo no Infravermelho & preciso uma
mudanca no momento de dipolo durante a absor¢cdo?®® %2,

Mostramos um exemplo na Figura 2.5, onde temos espectros de Infravermelho

(superior) e Raman (inferior) do &cido oleico.

Figura 2.5- Espectros de FT-IR de transmissdo (superior) e Raman (inferior) do

éster metilico do acido oleico.
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Fonte: Adaptado da referéncia 20.

Podemos observar diferencas nas intensidades de duas bandas, referentes ao
estiramento das ligagbes C=C e C=0O, como indicadas na Figura 2.5. A
polarizabilidade da ligagdo C=C muda significativamente com uma vibragéo
associada ao estiramento da ligacdo C=C. Assim, o espalhamento Raman a partir de
uma ligacdo C=C é forte, enquanto que em relacdo a uma ligacdo C=0 ¢
relativamente fraca. Em contraste, a absorcdo no Infravermelho do mesmo modo
vibracional da ligacdo C=C é muito fraca e da ligacdo C=0 é forte®® %%,

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 utilizacdo de cada técnica.
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A Tabela 2.2 mostra algumas comparacgfes entre as técnicas de espectroscopia

Raman e FT-IR médio.

Tabela 2.2- Comparacao entre Espectroscopia Raman e no Infravermelho Médio.

Espectroscopia Raman

Infravermelho (Médio)

Fenbmeno

Informacéo

Tipo de amostra
analisada

Preparacgéo de
amostra

Estado fisico da
amostra

Material de vidro

Agua

Amostragem
remota

Espalhamento

Bandas de vibracbes
fundamentais (regido de
impressao digital).

Sem problemas com baixos
ndameros de onda.

Organicas, inorganicas, metalicas,
biolégicas, etc.

Nenhuma.

Sdlido, liquido, em po, pastilha,
gel, suspensao, etc.

Sem interferéncia.

Podem ser analisadas solucdes
aquosas.

Até 200 metros.

Absorcéo

Bandas de vibracdes fundamentais
(regido de impresséao digital)

Organicas, inorgéanicas e
metalicas.

Geralmente, usa-se pastilha de
KBr. Com excecao a técnica de
ATR.

Amostras sélidas precisam ser
compactadas em pastilha de KBr.

Interferéncia do vidro.

Interferéncia da agua.

N&o é possivel, a luz IR é perdida
em fibra Optica.

Fonte: Adaptada da referéncia 13.

2.1.4 Instrumentacao

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

fonte de excitacao (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)*8,

e Lasers

Em um Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), ocorre

emissao estimulada de fotons através da excitagdo de determinado material para um

nivel maior de energia seguida da sua volta a um estado de menor energia. Entédo, o
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foton liberado estimula a emissé@o de outros fétons, num efeito cascata, se tornando
um meio amplificador. Assim, essas “particulas” apresentam 0 mesmo
comportamento e se propagam em uma mesma dire¢do, surgindo o feixe laser, que
é concentrado, monocromatico e bastante intenso?*%,

Por essa capacidade de amplificacdo de intensidade, os lasers tornaram-se uma
ferramenta importante para a espectroscopia Raman, uma vez que a utilizagdo 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 seréa otimizada®®.

Na espectroscopia Raman a amostra é normalmente iluminada por um feixe de
laser na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) ou faixa do infravermelho préximo
(NIR)™®.

Os primeiros lasers comerciais comecaram a aparecer na década de 70. Na
mesma época, o brasileiro Sergio Porto® publicou a obtencdo do primeiro espectro
Raman excitado por laser. Porém, apenas na década de 80, com o uso da excitacdo
com laser no infravermelho préximo, o que virtualmente elimina a limitacdo vista em
amostras fluorescentes, a espectroscopia Raman ficou caracterizada por sua
aplicacdo quase universal® ?’.

Existem lasers de varios comprimentos de onda utilizados na espectroscopia
Raman, e sua escolha ira depender do tipo de amostra a ser analisada, uma vez que
os lasers com baixos comprimentos de onda e altas intensidades podem ocasionar a
fluorescéncia de determinadas amostras.

A utilizagdo de excitagdo com lasers no infravermelho préximo e técnicas de
transformada de Fourier (espectroscopia FT-Raman) virtualmente eliminam a
limitagéo encontrada com amostras fluorescentes?’.

Os cinco lasers mais comuns utilizados na espectroscopia Raman estéo listados
na Tabela 2.3:
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Tabela 2.3- Algumas fontes lasers mais utilizadas na espectroscopia Raman.

Tipo de Fonte Comprimento de Onda (nm)
fon argdnio 488,0 ou 515,5
fon criptonio 530,9 ou 647,1
Hélio/Nebnio 632,8
Laser de diodo 782 ou 830
Nd:YAG’ 1.064

* neodymium-doped yttrium aluminum garnet; Nd:Y3AlsOy,

Fonte: Extraida da referéncia 5.

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 soélida, liquida ou
gasosa. A amostragem pode ser feita com materiais de vidro, como cubetas, placas
de vidro, ou através de fibra Optica, com uma distancia maior do que 100 metros
entre a fonte e a amostra®.

A luz dispersa, apés a passagem do laser pela amostra, é coletada com uma
lente e enviada para o filtro de interferéncia ou para o monocromador para a
obtencao do seu respectivo espectro Raman®®.

O acoplamento de um microscopio ao espectréometro Raman, pode ser chamado
de microscopia Raman, fornecendo-nos um elemento de resolugcéo espacial, o que
nos permite a obtencdo de espectros de alta qualidade de regides microscépicas 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® %,

e Seletores de comprimento de onda e filtros de interferéncia

Uma vez que o espalhamento Raman espontaneo é muito fraco, a principal
dificuldade da espectroscopia Raman era separa-lo da intensidade do espalhamento
Rayleigh, que € muito intenso. O grande problema néo é o espalhamento Rayleigh

em si, mas o fato da intensidade da luz difusa do espalhamento Rayleigh poder
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exceder em muito a intensidade Raman util nas proximidades do comprimento de
onda do laser'® %,

Em muitos casos, o problema pode ser resolvido simplesmente cortando-se a
faixa espectral proxima a linha do laser, onde a luz difusa tem o efeito mais notével,
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 nédo permite a deteccdo dos modos
Raman de baixa frequéncia, ou seja, na faixa abaixo de 100 cm™ °.

A partir do desenvolvimento de filtros de interferéncia hologréficos, que possuem
elevado desempenho, passou-se a utilizar os monocromadores simples de uma
forma eficaz. Os filtros holograficos eliminam a maior parte da luz dispersa
elasticamente (Rayleigh)?.

Outra forma de reduzir a luz dispersa € usando multiplos estagios de dispersao.
Duplos ou triplos monocromadores permitem a obtencdo 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®®.

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®®.

Atualmente, cada vez mais pesquisadores utilizam detectores multicanais, que
monitoram simultaneamente varios comprimentos de onda, podendo ser dispersivos
ou nao dispersivos, 0s 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)*" 2.

Uma das vantagens obtidas utilizando-se instrumentos multicanais esta

relacionada diretamente ao tempo de analise e a relagéo sinal/ruido™”.
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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’®.

A Figura 2.6 mostra uma apresentacdo esquematica de dois instrumentos
utilizados na espectroscopia Raman. A primeira configuracdo (Figura 2.6a) € de um
espectrometro Raman onde um laser é focado sobre a amostra em determinado
angulo, enquanto a luz Raman é recolhida por uma lente de larga colecdo. Entédo, 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.

Para os experimentos que requerem maior resolucdo espacial, como ja
mencionado, a configuracdo de um micro-Raman é utilizada (Figura 2.6b). Apo6s 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.

Figura 2.6- Diagramas esquematicos de instrumentacdes tipicas usadas para a
espectroscopia Raman. (a) Configuragdo Macro-Raman. (b) Configuracdo Micro-
Raman. Abreviaturas: CCD, charge-coupled device; CL, lentes de colec¢éo; FL, foco

da lente; NF, filtro de interferéncia.
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Fonte: Adaptado da referéncia 28.

2.1.5 Aplicagbes
A capacidade de usar espectroscopia Raman tem evoluido significativamente

com o desenvolvimento comercial de espectrdmetros modernos, com novos
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softwares que facilitam a obtencdo dos espectros, beneficiando muitos ramos da
industria e campos de pesquisa®.

A espectroscopia Raman pode ser aplicada em andlises qualitativas e
guantitativas de sistemas inorganicos, organicos e bioldgicos, abrindo um enorme
leque de possibilidades. Ela pode ser uma ferramenta muito Gtil na investigagédo de
sistemas inorganicos, uma vez que as solu¢cbes aquosas geralmente podem ser
empregadas. Ela pode ser utilizada também no estudo da composicéo, estrutura e
estabilidade de compostos de coordenacao®.

Uma grande aplicacdo da espectroscopia Raman é no estudo de materiais
metalicos nanoestruturados, onde se observa um fendmeno chamado efeito SERS,
tema principal do nosso trabalho, que seréa discutido na préxima secéao.

Em relacdo a andlise de compostos organicos, a espectroscopia Raman vem
sendo muito utilizada em suas caracteriza¢des, identificando as diferentes formas
cristalinas e amorfas que podem compor as amostras®'. Essa técnica pode também
ser utilizada como técnica complementar ao IR, como foi 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 é um solvente que nao 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 razes fizeram com que aumentasse de forma

significativa 0 uso da espectroscopia Raman nas &reas biolégicas e médicas® %

, €
em areas como, por exemplo: ciéncias dos materiais, ciéncias forenses, industria
farmacéutica, mineralogia, nanotecnologia, entre outras®,

Outras aplicacOes para espectroscopia Raman s&o encontradas devido ao
desenvolvimento de novos métodos de analise, como a utilizagdo do efeito Raman
Ressonante, que ocorre quando a energia da radiacdo de excitacdo é igual ou muito
proxima da energia de uma das transi¢cdes eletronicas fundamentais da molécula.
Com isso, ocorre a intensificacdo de determinadas bandas Raman que pode chegar

a 5 ordens de grandeza® 3,
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2.2 Espectroscopia Raman intensificada por superficie

O efeito Raman intensificado por superficie foi observado pela primeira vez em
1974 por Fleischmann e colaboradores®, quando estes tentavam estudar reacées
eletroquimicas de piridina adsorvida em superficie de um eletrodo de prata atraves
da espectroscopia Raman, porém o seu efeito de intensificagdo so6 foi considerado
alguns anos depois®. No Brasil, esse efeito foi inicialmente estudado por Oswaldo
Sala.

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
paladio. Além disso, também vem sendo reportada a utilizacdo de nanotubos de
carbono com e sem nanoparticulas metédlicas para a obtencdo de uma superficie
SERS-ativa altamente sensivel. As superficies que proporcionam a intensificacao
dos sinais Raman s&o chamadas de substratos SERS-ativo?* 3¢ 3840

Em um espectro SERS, as linhas Raman das moléculas adsorvidas sao
frequentemente intensificadas por um fator de 10° a 10°, podendo chegar a um limite
de deteccéo de 10 a 102 quando aliada & técnica de Raman Ressonante. Por isso
passou a ser chamada SERRS (Surface Enhanced Resonance Raman Scattering),
podendo detectar até uma Unica molécula® *°. Naturalmente, a técnica SERS pode
ser uma ferramenta ideal para andlise de tracos e para o estudo in situ de um
processo interfacial, além de proporcionar o estudo de solucdes altamente diluidas™**.

A partir da década de 80 passou-se a buscar modelos teoricos para explicacao
da observacdo do efeito SERS, que até entdo os textos publicados ocupavam-se
principalmente da verificacédo do fenémeno®.

De acordo com Sala'®, h4 dois modelos fundamentais que buscam elucidar o

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

2.2.1 Modelo Eletromagnético
No modelo eletromagnético, considera-se que o Unico fator responsavel pelo

efeito de intensificagdo SERS € o aumento do campo elétrico local. Dessa forma, a
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polarizabilidade efetiva ndo seria afetada pela adsorcdo segundo esse modelo®.
Quando uma superficie metalica nanoestruturada € excitada por um campo
eletromagnético incidente, os elétrons livres na superficie das particulas oscilam
coletivamente, promovendo ampliagdo do campo elétrico no local, esse fendmeno é
chamado de efeito de ressonancia do plasmon de superficie (Surface Plasmon
Resonance, SPR), o qual produz propriedades de absorcédo e dispersao elétricas
intensas. A SPR dependera do tamanho da particula de origem, de sua composi¢cao
e forma* %,

A SPR permite a geracdo de campos coulombianos de longo alcance?®. Isso
explicaria as intensificacbes a longas distancias e o espectro obtido deve ser similar
ao obtido da molécula em solugdo, 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®®.

A frequéncia do plasmon de um metal dependera apenas da densidade de
elétrons livres. Para a maioria dos metais essas frequéncias ocorrem na regido do
ultravioleta (UV). J& os metais alcalinos e alguns metais de transicdo (Au, Cu e Ag)
exibem frequéncia de plasmon na regido do visivel**.

A Figura 2.7(a) ilustra como o plasmon oscila ao longo de uma superficie
metalica com a propagacdo de uma onda eletromagnética. Se a oscilacdo coletiva
dos elétrons livres esta relacionada a um volume finito, como em uma nanoparticula
de metal, o plasmon correspondente € chamado de plasmon de superficie
localizados™.

A Figura 2.7(b) mostra a interacdo entre o campo elétrico da luz incidente e os
elétrons livres de esferas de metal cujos tamanhos sdo menores do que o
comprimento de onda da luz incidente. O campo elétrico faz com que os elétrons
livres se afastem da particula em uma direcéo, criando um dipolo que pode mudar
de direcdo com a mudanca do campo elétrico*. Esse efeito pode ser chamado de
ressonancia do plasmon de superficie localizado (localized surface plasmon

resonance, LSPR)?, como ja mencionado.
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Figura 2.7- Representacdo da propagacdo de plasmons de superficie em (a) uma
superficie metdlica e (b) localizados em nanoesferas.
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Fonte: Adaptada da referéncia 44.

Como a intensidade da radiacdo espalhada é proporcional ao quadrado do
momento de dipolo induzido, a intensificacdo do campo eletromagnético causa um

aumento da intensidade Raman®.

2.2.2 Modelo Molecular

O modelo molecular, conhecido também como modelo quimico, considera as
mudancas na polarizabilidade molecular, @, 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, o espectro obtido pode ser
diferente do mesmo obtido pela espectroscopia Raman normal. A interacdo pode
ocorrer com a formacdo de complexos de transferéncia de carga, ligacdes quimicas
convencionais com a superficie ou ainda interacdes eletrostaticas (par idnico)™°.

O modelo supde que um elétron do nivel de Fermi do metal é excitado por um
féton incidente, criando um par elétron-buraco. Onde o elétron € transferido por
efeito tunel, ou seja, atravessa uma regido em que a energia potencial € maior que a

45
|

sua energia total™, para o nivel eletrbnico da molécula adsorvida (LUMO), a qual

tende a adquirir uma nova configuracdo de equilibrio. Em seguida, voltando ao
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metal, o elétron deixaria a molécula adsorvida no modo vibracional excitado. Assim o
par elétron-buraco, ao ser quebrado, eliminaria o féton espalhado com maior

intensidade, como ilustrado na Figura 2.8 3¢ 4647,

Figura 2.8- Diagrama ilustrativo do mecanismo de intensificacdo SERS através do

modelo quimico.
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Fonte: Extraido da referéncia 36.

Naturalmente, este efeito varia de molécula para molécula. Geralmente as
moléculas contendo atomos de enxofre e nitrogénio sdo 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 diferenca de energia entre o

nivel de Fermi do metal e o LUMO do adsorbato® #’.

Dos dois processos, geralmente o mecanismo eletromagnético (EM) fornece

maior contribuicdo para a intensificagdo dos sinais Raman e € de acordo com este

modelo que sdo produzidos e/ou modificados os substratos SERS-ativos'® 4 “8,

Porém, atualmente, ainda ndo existe um consenso na literatura sobre as

contribuicdes relativas de cada um dos mecanismos®® %',

2.2.3 Substratos SERS-ativos
Desde que os modelos tedricos para o0 SERS comecaram a ser propostos,
muitos tipos de substratos foram testados. Porém, os mais empregados sdo 0s

coloides, os eletrodos e filmes depositados & vacuo, que sdo de facil preparacéo®*3°.
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O nosso trabalho estd baseado na preparacdo de um substrato SERS-ativo a
partir de um coloide de ouro estabilizado inicialmente em Oleo de mamona e
imobilizado em uma matriz organica solida de 6leo de mamona hidrogenado, que
sera melhor discutido no capitulo 3.

Como dito na sec¢éo anterior, os primeiros estudos relatados sobre a observacéo
do efeito SERS foram realizados em eletrodos de Ag. O substrato em questao
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®® 1% 4°,

A partir disso, varios grupos comecgaram a desenvolver materiais com superficies
metalicas rugosas ou utilizando agregados com particulas de ouro ou prata. Apesar
destes dois tipos de substratos mostrarem boa atividade, possuem baixas
reprodutibilidades em certas posi¢cdes, chamadas “hot spot”, onde o campo elétrico
de mais significativa contribuicdo esté localizado. Isso € consequéncia de variacdes
na rugosidade da superficie e no tamanho das particulas coloidais, o que dificulta
sua utilizacdo para analises quantitativas®® *’.

Recentemente estdo sendo desenvolvidos varios esquemas diferentes para a
producdo de um LSPR altamente uniforme e nanoestruturas reprodutiveis a partir de
diversos materiais. Como estdo sendo reportados na literatura, substratos SERS
gerados a partir da imobilizacdo de nanoparticulas em plataformas planas, como por
exemplo, a imobilizacdo 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 aminopropyltrimethoxisilano, mantendo a integridade, o desempenho e a
estabilidade do substrato SERS ativo ao longo do tempo®.

As nanoestruturas de prata sdo as mais comuns, pois fornecem a maior
intensificacéo, porém sofrem oxidagao 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, séo
biocompativeis, e podem ser quimicamente funcionalizadas'®, como reportado por
Khoury e colaboradores™.

Diversos substratos SERS ativos a partir de nanoparticulas de ouro ja foram
produzidos, Minghua Wang e colaboradores® reportam a fabricacdo de uma

superficie metélica rugosa pela formacédo de uma pelicula porosa ultrafina de ouro
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na interface ar-dgua, a qual se mostrou um estavel substrato SERS ativo,
promovendo forte e consistente intensificagdo SERS.

O desafio atual na producdo de substratos SERS-ativo € a obtencédo de
substratos altamente reprodutiveis, que gerem alta intensificacdo e que sejam de
facil preparagdo, como é o caso dos coloides. Portanto, este foi o foco do nosso

trabalho.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho teve inicio com a sintese de nanoparticulas de ouro utilizando citrato
trissédico como agente redutor e Oleo de mamona como meio dispersante e
estabilizante. Em seguida, as amostras obtidas foram caracterizadas utilizando as
técnicas de absorcdo no ultravioleta-visivel e microscopia eletrénica de transmissao.
ApoOs as devidas caracterizacdes, foi utilizado 6leo de mamona hidrogenado para
imobilizacdo das nanoparticulas e obtencdo do possivel substrato SERS-ativo. O

3, 51, 52, 653-55 |56-58

substrato foi testado utilizando piridina , Rodamina 6 e benzotriazo

como moléculas sonda.

3.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

Foram preparados dois tipos de nanoparticulas de ouro seguindo o0s
procedimentos de Morais e colaboradores® que reportaram um método de sintese
adaptado de da Silva®. O método consiste na reducédo do Au(lll) a Au(0), na
presenca de 6leo de mamona.

A fonte de ouro utilizada foi o &cido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado (ACROS
ORGANICS), onde preparou-se uma solucdo de 25,0 mM pela adicdo de 1,0 g do
acido a 100 mL de agua deionizada — 1% (m/v). A solucao resultante foi colocada
em um frasco de Schlenck sob vacuo e em seguida sob atmosfera inerte de argénio.
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 apés a preparacao.

Para obtencdo das nanoparticulas de ouro com formas diferentes foram
realizadas duas sinteses em sistemas reacionais idénticos, variando apenas a
guantidade de reagentes. As sinteses consistiram na adicao inicial de 10 mL de 6leo
de mamona (SIGMA-ALDRICH) e 10 mL de etanol (DINAMICA) a um sistema
reacional, mostrado na Figura 3.1. Este sistema consiste em um baldo de vidro
acoplado a um condensador sobre uma chapa de aquecimento e agitacao
magnética, com termémetro. O sistema foi deixado sob agitacdo vigorosa e a

temperatura de 50 °C antes da adicdo dos demais reagentes.
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Figura 3.1- Imagens do sistema utilizado nas sinteses das nanoparticulas de ouro.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Em seguida, em uma das sinteses foram adicionados 1,0 mL da solugéo de
acido tetracloroaurico(lll) e 5,0 mL da solucéo de citrato, preparadas anteriormente.
Na segunda sintese foram adicionados 2,0 mL da solucdo de 4&cido
tetracloroaurico(lll) e 2,5 mL da solucdo de citrato. E entdo, elevou-se a temperatura
dos sistemas reacionais para 80 °C, deixando-os com agitacdo e temperatura
constante por 24 horas.

Logo apds, os produtos das reacdes foram lavados com &gua destilada,e
transferidos para frascos de Schlenck, onde foram submetidos & secagem a alto
vacuo por aproximadamente 7 horas (Figura 3.2). Finalmente, foram obtidos dois
coloides com coloracBes diferentes, um vermelho (primeira sintese) e um azul

(segunda sintese).



37

Figura 3.2- Imagens das etapas de (a) lavagem e (b) secagem do produto da
segunda sintese.

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

3.2 Técnicas de Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro
Os dois coloides obtidos foram caracterizados por Espectroscopia de Absorgéao
no Ultravioleta-Visivel (UV-vis) e por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET),

como sera descrito nas proximas secoes.

3.2.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Nas caracterizacdes feitas por UV-vis, as amostras foram analisadas em um
espectrofotometro modelo VARIAN Cary 50, o qual foi configurado para a corregédo
da linha de base do 6leo de mamona e foi utilizada uma faixa de absorcédo de 400

nm a 800 nm. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho Optico de 1,0 mm.

3.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As caracterizagOes feitas por MET foram realizadas no Centro de Tecnologia do
Nordeste (CETENE), localizado em Recife/PE, onde dois Microscopios Eletrénicos
de Transmissao FEI foram utilizados. O primeiro foi o modelo Tecnai 20, de 200 kV,

com emissor LaBg ou W, médulo EDAX, mdédulo de tomografia Xplore3D, suporte de
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aguecimento controlado, resolucado de ponto de 0,2 nm e de linha de 0,1 nm, com
magnificacdo de até 1 milhdo de vezes. O segundo foi um modelo Morgagni 268D,
de 100 kV, com camera CCD e resolucdo de ponto de 0,45 nm, resolucdo de linha
de 0,34 nm e magnificacdo de até 180.000 vezes.

Para as andlises, foram colocadas peliculas das dispersfes coloidais obtidas em
0leo de mamona em uma grade de cobre de 200 mesh recoberta com filme de
carbono. A preparacdo dos filmes foi realizada com 24 horas de antecedéncia das

analises e estes foram mantidos no dessecador.

3.3 Preparacao dos Substratos SERS-Ativos

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

Inicialmente, colocou-se 5 g de d6leo de mamona hidrogenado sob agitacdo e
aguecimento a 90 °C, para sua fusdo. Em seguida, foram adicionados 5 mL do
coloide vermelho, do coloide azul ou apenas do 6leo de mamona puro, mantendo o
sistema a temperatura constante até que a mistura se tornasse homogénea, como
ilustrado na Figura 3.3.

Aliquotas de 400 uL da mistura foram coletadas e transferidas para uma forma,
em formato cilindrico, com aproximadamente 1,0 cm de didametro sob uma superficie
lisa de uma folha de papel aluminio, ficando em repouso por 2 minutos até seu
retorno a temperatura ambiente e total solidificacdo. Em seguida, o material foi
retirado da forma, e o substrato ficou pronto para os testes, conforme demonstrado
na Figura 3.4.

Cada substrato contendo nanoparticulas apresentou a cor de seu coloide de
origem, ou seja, foram produzidos substratos nas cores azul, vermelha e branca,
este Ultimo sem nanopatrticulas.

Em alguns testes que serdo descritos na proxima secdo, 0s substratos
(pastilhas) foram fundidos e solidificados novamente, mas agora, foram utilizados
apenas 40 pyL do substrato fundido e gotejados em placas de vidro para
solidificagdo, para um melhor aproveitamento dos substratos, uma vez que sao

necessarias pequenas quantidades de amostras.
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Figura 3.3- Imagens das primeiras etapas na producdo dos substratos. (a) Oleo de

mamona hidrogenado fundindo; (b) e (c) adicado do coloide azul; (d) mistura final.

Fonte: autora da dissertacéo, 2012.

Figura 3.4- Etapa final da preparacdo dos substratos. (a) forma de plastico; (b)

forma com a amostra; (c) substrato pronto.

Fonte: autora da disserta¢do, 2012.
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3.4 Teste dos Substratos

Inicialmente foram feitas as analises de Espectroscopia Raman dos trés
substratos (Pastilhas: vermelha, azul e branca) para a obtencédo de seus espectros
para futuras comparacoes.

A atividade dos substratos foi testada com piridina, Rodamina 6G e benzotriazol

como moléculas sonda.

3.4.1 Utilizando piridina como molécula sonda

O primeiro teste realizado foi com a piridina, onde uma solucéo com 0,1 mol. L™
de piridina (REAGEN), em hexano (DINAMICA) foi preparada. Cada substrato
(Pastilhas: azul, vermelha e branca) foi mergulhado em 30 mL de solucdo onde
permaneceu por 1 hora. Passado esse tempo, 0s substratos foram retirados da
solucao, deixados a temperatura ambiente, na capela, para secagem do solvente, e
apos aproximadamente 20 minutos foram realizadas as andlises, que foram

repetidas, no minimo por seis vezes, em locais diferentes dos substratos.

3.4.2 Tempo de imersao

Com uma solucéo de piridina 0,1 mol.L™ em hexano, foi testada a influéncia do
tempo de imersdo na solucdo com a intensificagdo dos sinais da piridina. Cada
substrato (pastilhas) foi imerso em aproximadamente 30 mL de solucdo, contudo,
variou-se o tempo de imersao dos substratos (5, 15, 30, 60 e 120 min). Em todos os
tempos, as analises foram feitas em triplicata e em pontos diferentes da amostra
para observar a reprodutibilidade dos resultados.

3.4.3 Limite de detecc¢éo da piridina

A fim de estudar o limite de detecc¢éo da piridina com este substrato, foram feitas
solugcbes com diferentes concentragcbes de piridina em etanol. Os mesmos
procedimentos dos testes 3.4.1 e 3.4.2 foram repetidos, porém, foram utilizados os
substratos produzidos nas placas de vidro e para garantir a adsor¢do das moléculas
sobre a superficie do substrato, estes permaneceram imersos nas solugdes por 24
horas. As solu¢des preparadas tiveram concentragées de 102 mol.L™, 10 mol.L?,

10* mol.L e 10®° mol.L ™.
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3.4.4 Variacdo na concentracdo de piridina em substratos sem nanoparticulas de
ouro

Para observar qual o fator de intensificacdo das bandas da piridina promovido
pelo substrato SERS-ativo, foram realizados testes com pastilhas sem
nanoparticulas de ouro. Assim, solu¢gBes de piridina nas concentracdes de 2,0; 1,0;
0,5 e 0,25 mol.L™ foram preparadas e repetidos os procedimentos com imers&o por

1 hora.

3.4.5 Utilizando Benzotriazol (BTAH) como molécula sonda
Para testar a eficiéncia do substrato em relagdo a molécula sonda benzotriazol,
foram preparadas solucdes com concentracdes de 10% 103 10% e 10° mol.L™? de

benzotriazol em etanol e seguidos os mesmo procedimentos que o teste 3.4.3.

3.4.6 Utilizando Rodamina 6G (R6G) como molécula sonda
O substrato também foi testado com a molécula sonda Rodamina 6G. Para isto,
utilizou-se uma solucéo de 10° mol.L* de R6G em etanol. Os procedimentos foram

0S mesmos que 0s seguidos no teste com piridina em 3.4.1.

3.5 Analises de Espectroscopia Raman

Neste trabalho foram utilizados dois espectrémetros Raman para as analises.

O primeiro espectrometro Raman, pertence ao Grupo de Catalise e Reatividade
Quimica da Universidade Federal de Alagoas, Renishaw inVia Raman Microscope,
mostrado na Figura 3.5. 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 nossa amostra 0 que dificultava a observacdo dos
espectros. Neste equipamento foi utilizada uma objetiva de aumento de 50x para
focar o feixe da radiagcdo na amostra, método de varredura com tempo de exposicao
de 10 segundos e 5 acumula¢Bes ou método de mapeamento com exposi¢cao de 1
segundo e 1 acumulacdo, com nimeros de espectros variando entre 60 e 1300.

O segundo equipamento utilizado esta localizado no Laboratério de Materiais e
Combustiveis da Universidade de Brasilia, um espectrébmetro com Transformada de

Fourier EQUINOX 55 da Bruker Optics (Figura 3.6). Este espectrdmetro possui um
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acessorio para FT-Raman que usa um detector de germanio, o qual é resfrigerado
por nitrogénio liquido. Neste caso, o laser utilizado foi o de comprimento de onda de
1064 nm (Nd:YAG) e o0s espectros foram coletados pelo método de
retroespalhamento, com 256 acumulagbes, poténcia do laser de 150 mW e

resolucdo de 8 cm™.

Figura 3.5- Imagem de um Renishaw inVia Raman Microscope.

Fonte: Extraido da referéncia 62.

Figura 3.6- Imagem de um espectrébmetro com Transformada de Fourier EQUINOX

55 da Bruker Optics.

Fonte: Extraido da referéncia: 63.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que o objetivo principal do nosso trabalho foi o estudo e
desenvolvimento de um novo substrato SERS-ativo a partir de nanoparticulas de
ouro, estas obtidas por uma rota sintética ja desenvolvida e caracterizada
anteriormente pelo grupo, ndo discutiremos de forma detalhada a sintese. Para
maiores informacoes, ver referéncias 59, 60 e 64.

A sintese utilizada deu origem a nanoparticulas de ouro em uma matriz organica,
ndo toxica e biocompativel, o que pode levar a aplicacdes bastante interessantes
desse material, principalmente para area bioldgica, mas também para aplicacdo em

deteccado que é o foco deste trabalho.

4.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

Uma vez que as propriedades Opticas dos materiais nanoestruturados
dependem de sua forma e tamanho, utilizamos nanoparticulas com formas
diferentes para a construcao dos substratos e comparacéo dos resultados.

Como descrito no capitulo anterior, através do método utilizado, foi possivel a
obtencéo de dois coloides, um de coloracdo azul e outro de coloracdo vermelha, o
que caracteriza a obtencdo de coloides de nanoparticulas com formas e/ou
tamanhos diferentes, jA que as cores dos coloides sdo caracteristicas de seus
respectivos pladsmons de superficie em ressonancia com as frequéncias da luz

incidente®. Isso pdde ser confirmado através das técnicas de caracterizago.

4.2 Técnicas de Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro

Para a investigacdo das propriedades eletrbnicas de nanoparticulas metalicas
pode ser utilizada a Espectroscopia de Absorcédo na regido do Ultravioleta-visivel,
isto porque alguns metais, como Au e Ag, na escala hanométrica apresentam uma
banda de absorcdo caracteristica de seu pldsmon de superficie. Outra técnica
essencial para a caracterizacdo de nanomateriais € a Microscopia Eletrénica de
Transmisséo, a qual possibilita a obtencdo de imagens diretas das nanoparticulas,

assim como a distribuicéo de seus tamanhos®.
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Estas técnicas foram utilizadas para a caracterizagcdo dos coloides obtidos e

seus resultados estardo discutidos nas proximas secgoes.

4.2.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Para a caracterizacado das nanoparticulas de ouro a partir dos coloides obtidos
(vermelho e azul) foram registrados os espectros de absor¢cdo na regido do
Ultravioleta-visivel dos dois coloides utilizando como linha de base o espectro do
6leo de mamona puro, este transparente na regido do espectro eletromagnético®
entre comprimentos de onda de 200 nm a 800 nm. Os espectros de absor¢cédo dos

coloides estdo mostrados nas Figuras 4.1 e 4.2, a sequlir.

Figura 4.1- Espectro de Absorcao no Ultravioleta-Visivel do coloide vermelho.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

O espectro de absorcao do coloide vermelho (Figura 4.1) mostra uma banda de
absorcdo maxima em aproximadamente 530 nm, referente & absor¢cdo do plasmon
das nanoparticulas, o que caracteriza nanoparticulas de ouro com diametro de

aproximadamente 20 nm, de acordo com Morais e Haiss>® .
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O espectro de absorgéo do coloide azul (Figura 4.2) mostra uma banda mais
alargada e com absor¢cdo maxima em aproximadamente 590 nm, o que caracteriza

nanoparticulas de ouro com aproximadamente 100 nm>® ¢’

Figura 4.2- Espectro de Absorg&o no Ultravioleta-Visivel do coloide azul.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Os tamanhos e formas diferentes das nanoparticulas obtidas foram
comprovados através da técnica de Microscopia Eletrdnica de Transmissao,

discutida na proxima secéo.

4.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para a confirmacao das formas e dos tamanhos das nanoparticulas presentes
nos coloides obtidos, foram realizadas as suas analises pela técnica de Microscopia

Eletronica de Transmissdo e suas imagens resultantes estdo mostradas na Figura

4.3.
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Figura 4.3- Imagens de MET das amostras (a) coloide vermelho - nanoesferas e (b)

coloide azul - nanoestrelas.

Fonte: autora da dissertacao, 2012.

A Figura 4.3(a) mostra uma imagem tipica das nanoparticulas obtidas através da
analise de MET do coloide vermelho, onde podemos observar que as nanoparticulas
de ouro obtidas tiveram o formato esférico com tamanho médio de 20 nm.

A Figura 4.3(b), mostra a imagem de MET do coloide azul, onde pode-se
observar o formato irregular das nanoparticulas de ouro formadas, com algumas
pontas e tamanho médio de 100 nm, a esse tipo de nanoparticula da-se o nome de
nanoestrelas. De acordo com Feng Hao e colaboradores®, estas nanoparticulas s&o
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.

4.3 Preparacédo dos Substratos

Uma vez caracterizados os coloides obtidos, seus respectivos substratos
puderam ser construidos: um vermelho, originado do coloide vermelho; e um azul,
originado do coloide azul. Também foi construido um substrato sem os coloides,
gerando uma pastilha branca.

Os substratos foram obtidos pela imobilizacdo, em 6leo de mamona

hidrogenado, dos coloides de nanoparticulas de ouro dispersos em Oleo de
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mamona. A mistura final € um sélido com consisténcia de uma cera. Lembrando-se
que o material antes de solidificar € colocado em moldes que levam a formacéo de
pastilhas ou é depositado sobre placas de vidro, levando a formacdo de um filme.
Cada uma dessas formas de substratos SERS foi testada e seus resultados seréo

discutidos nas proximas segoes.

4.4 Teste dos Substratos

Os trés tipos de substratos (pastilhas) foram analisados por Espectroscopia FT-
Raman e seus espectros estdo mostrados na Figura 4.4. Nesta, podemos observar
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 nos substratos vermelho e azul, porém com maior intensidade no
substrato azul, o que é de se esperar, jA que este possui nanoestrelas que, de
acordo com Hao e colaboradores®®, demonstram plasmon de superficie com maior
poder de intensificacdo nas pontas do que em nanoesferas, presentes no substrato

vermelho.

Figura 4.4- Espectros FT-Raman dos substratos: pastilhas azul, vermelha e branca.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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A presenca da banda referente ao plasmon de superficie indica que o substrato
pode apresentar atividade SERS, no caso, apenas os substratos azul e vermelho. O
substrato branco foi usado em todas as analises apenas como padrdo de
comparacao, ja que ndo possui nanoparticulas, assim nao poderia ser SERS-ativo, 0
que foi demonstrado também pela inexisténcia da banda em 257 cm™.

Uma vez que o Oleo de mamona € composto principalmente pelo &cido

68,99 hode-se tentar uma atribuicdo vibracional

ricinoleico (Figura 4.5), cerca de 90%
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 4.4 estdo relacionadas na Tabela 4.1,

assim como suas intensidades relativas.

Figura 4.5- Estrutura molecular dos &cidos (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 da referéncia 60.
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Tabela 4.1- Atribuicdo-tentativa vibracional para os espectros dos substratos,
relacionados principalmente a estrutura do acido ricinoleico, de acordo com as

referéncias 70-76.

NGmero de onda (cm™) Intensidade Atribuicdo-tentativa’
relativa

3008 sh v =C-H + v C-H (CH; e/ou CHy)
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 (CHs)
1654 mw v C=C cis
1561 VW v C-CO as
1440 s v C-CO sim + 8 C-H (CH,)
1392 VVW T C-H (CHy)
1367 s 7 C-H (CHy)
1297 ms 8 C-O + 7 C-H (=CH)
1261 sh 8 C-O + 7 C-H (=CH)
1132 mw vC-O+v C-C
1062 mw v C-OH + 6 C-O
891 vw y C-H (CH3) + y =C-H
257 ms v Au-Au

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

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

4.4.1 Utilizando piridina como molécula sonda
A atividade SERS do nosso substrato foi testada primeiramente em relagéo a
molécula de piridina (Figura 4.6), a fim de se obter uma intensificacdo de suas

bandas de dispersdo Raman em aproximadamente 1012 cm™ e 1036 cm™ " 7,

que
sdo atribuidas aos modos de respiracdo e deformagdo simétrica do anel,

respectivamente”>.
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Figura 4.6- Estrutura molecular da piridina.
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Fonte: Extraida da referéncia 79.

Os espectros Raman obtidos estdo mostrados na Figura 4.7, 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 azul ocorre a
presenca destas bandas, indicando uma intensificacdo das mesmas, pois se
compararmos com o substrato padrao (branco), nesta concentracao, ndo apresentou
nenhum sinal de piridina, assim como o substrato vermelho. Este fato era esperado,
uma vez que o substrato azul demonstrou a banda referente ao plasmon de
superficie bastante intensa em relacdo aos outros. Porém, como o substrato
vermelho também exibiu esta banda, em menor intensidade, deveria ou poderia

também apresentar a intensificacdo das bandas da piridina.

Figura 4.7- Espectros Raman obtidos das pastilhas apds imersdo em solucao de
piridina 0,1 mol.L™.

—— Substrato azul

1.5 ——— Substrato vermelho
« ——— Substrato branco
m R
X | i
©
N ' I
= 1 |
E 'R
| — |
o
c
Q
& 5 "
S -
w
c
<]
]
=
0

1150 1100 1050 1000 950 900 850
Numero de onda/cm

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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Apesar da existéncia da banda referente ao plasmon de superficie, a atividade
SERS no substrato vermelho ndo pode ser comprovada, pois foram feitas analises
em varios pontos da amostra e todos os espectros foram idénticos, sem presenca
das bandas referentes a piridina.

Como nédo tinhamos o controle de como as nanoparticulas estariam dispersas no
substrato, também n&o tinhamos como controlar a formacédo dos “hot spots”, onde
ha a maior intensificacdo do campo elétrico. Assim, com o intuito de estudar a
formacéo desses sitios SERS-ativos, foram feitas analises Raman em varios pontos
de determinada area das amostras, utilizando o método de mapeamento que pode
ser obtido com o equipamento Renishaw inVia Raman Microscope.

A Figura 4.8 mostra uma area do substrato azul, vista do proprio microscopio
acoplado ao espectrdbmetro Raman, onde foram escolhidos os pontos a serem

analisados a procura dos “hot spots”.

Figura 4.8- Imagem de microscopio da pastilha azul, parte usada para o

mapeamento Raman.

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

A imagem foi capturada utilizando-se a objetiva de aumento de 50x do
microscopio acoplado ao espectrdmetro, a mesma usada na obtencdo de todas as

analises pelo método de mapeamento.
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A imagem nos mostra que nossa amostra ndo é totalmente homogénea, possui
algumas partes com deformacgdes imperceptiveis sem a ajuda do microscopio. Estas
deformacfes séo provaveis sitios SERS-ativos ou “hot spot”, pois onde pode haver
uma maior concentracdo de nanoparticulas na superficie da pastilha, provocando a
intensificacdo do campo elétrico local, provocando maior intensificagdo nos sinais
Raman® "8,

A éarea escolhida para as analises esta demonstrada nas Figuras 4.9 e 4.10,
onde foram registrados 1300 espectros, representados por cada um dos retangulos
em diferentes tons de vermelho. A andlise do mapa foi feita escolhendo-se a banda
referente ao plasmon de superficie, ou seja, em aproximadamente 257 cm™. Assim,
onde a coloracdo, na escala do vermelho, estiver mais intensa, indica uma maior
intensidade desta banda, como pode ser observado na Figura 4.9, a qual mostra o
espectro onde a coloragdo foi mais intensa. O contrario € observado na Figura 4.10,
onde esta mostrado um espectro do local do mapa onde a coloracdo foi menos
intensa.

Estas analises mostraram mais uma vez a ndo uniformidade do substrato obtido,
como pdde ser visto. Em algumas areas, ndo seria possivel a observacao do efeito
SERS ou talvez ndo houvesse muita intensificacdo, uma vez que a banda referente
ao plasmon de superficie tem intensidades muito baixas (Figura 4.10).

O mesmo foi feito com o substrato vermelho, porém foi escolhida uma éarea
menor, com apenas 26 espectros. Os resultados do mapeamento do substrato
vermelho estdo mostrados na Figura 4.11. Podemos observar também uma
irregularidade presente na superficie e a presenga dos chamados “hot spots”, que
podem ser observados pelo espectro na parte mais clara do mapa.

Uma vez obtidos estes resultados, passou-se a utilizar apenas o substrato azul
nos préximos testes, pois 0 mesmo demonstrou possuir maior atividade SERS. O
substrato branco também foi utilizado como padréo.

O substrato vermelho ndo apresentou atividade SERS provavelmente devido ao
tamanho das nanoparticulas constituintes e também ao formato das mesmas, o que

nao favorecem a intensificacdo do campo elétrico local.
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Figura 4.9- Analise de mapeamento Raman de &rea no substrato azul (acima) e

espectro registrado na parte com coloragcdo mais intensa do mapa (abaixo).
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Figura 4.10- Andlise de mapeamento Raman de &rea no substrato azul (acima) e

espectro registrado na parte com coloracdo menos intensa do mapa (abaixo).
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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Figura 4.11- Analise de mapeamento Raman de area no substrato vermelho
(acima), espectro registrado da parte com coloragdo menos intensa do mapa

(centro) e espectro registrado da parte com coloragcdo mais intensa do mapa
(abaixo).
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

4.4.2 Tempo de imersao

A fim de investigar a relacdo entre a intensificacdo dos sinais referente a piridina
e o0 tempo de imersdo do substrato na solucdo de piridina foram feitas analises
Raman em substratos apos cinco tempos de imersdo diferentes. Todos os testes
foram feitos em triplicata e em pontos diferentes da amostra. Os resultados obtidos
estao discutidos a seguir.

Com apenas 5 minutos de imersdo na amostra de piridina, o substrato

demonstrava boa atividade SERS, nos trés pontos analisados (Figura 4.12). Em um
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dos pontos mostrou intensificagdo cerca de duas vezes maior, provavelmente pela

analise feita em um “hot spot”.

Figura 4.12- Espectros Raman obtidos do substrato (pastilha azul), em trés pontos

diferentes, apds imers&o por 5 minutos em solugéo 0,1 mol.L™* de piridina.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Com um tempo de imersdo de 15 minutos, o substrato demonstrou atividade
semelhante aos resultados obtidos com tempo de imersao de 5 minutos. Neste caso,
todos os pontos exibiram intensificacdo semelhante das bandas referentes a piridina.
Os resultados estdo mostrados na Figura 4.13.

Com os outros tempos de imersao (30, 60 e 120 minutos) os resultados também
foram semelhantes aos discutidos anteriormente, indicando que o tempo de imersao
nao tem influéncia no efeito SERS promovido pelo nosso substrato. Os espectros

obtidos podem ser observados nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16.
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Figura 4.13- Espectros Raman obtidos do substrato (pastilha azul) em trés pontos

diferentes ap6s imerséo por 15 minutos em solucdo 0,1 mol.L™ de piridina.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Figura 4.14- Espectros Raman obtidos do substrato (pastilha azul) em trés pontos

diferentes, apds imers&o por 30 minutos em solugédo 0,1 mol.L™ de piridina.

1.2 ]

Intensidade normalizada

©O N M O @

1150 1100 1050 1000 950 900 850 800

Numero de onda/cm

Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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Figura 4.15- Espectros Raman obtidos do substrato (pastilha azul) em trés pontos

diferentes, apds imers&o por 60 minutos em solugéo 0,1 mol.L™ de piridina.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Figura 4.16- Espectros Raman obtidos do substrato (pastilha azul) em trés pontos

diferentes, apés imers&o por 120 minutos em soluc&o 0,1 mol.L™ de piridina.
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Através dos testes realizados, podemos concluir que o tempo de imersdo dos
substratos na solucdo de piridina ndo tem relacdo com o fator de intensificacao
Raman, o que indica uma rapida adsorcdo da piridina a superficie das
nanoparticulas presentes no nosso substrato, uma vez que suas bandas Raman

foram observadas com apenas 5 minutos de imerséo.

4.4.3 Limite de deteccao da piridina

Para o estudo da capacidade de deteccdo das bandas referentes a piridina
adsorvida no nosso substrato, foram analisados substratos (placas) apos a imersao
em solucdes de piridina com variacdo de concentracdes de 102 mol.L™* a 10™ mol.L"
!, para comparacéo, utilizou-se um substrato sem AuNPs ap6s imersdo em uma
solucdo 10° mol.L? de piridina. Os testes foram realizados com um tempo de
imersédo de 24 h, uma vez que foram utilizadas concentracbes muito pequenas de
piridina do que a utilizada anteriormente, e para a garantia de total adsor¢cdo das
moléculas na superficie das nanoparticulas.

As analises para este teste foram feita em um espectrometro FT-Raman pois,
como este equipamento faz a leitura de véarios espectros em uma area determinada
da amostra e soma-os, a existéncia de “hot spots” ndo atrapalharia o estudo,
tornando-se mais facil a analise quantitativa da nossa amostra.

Podemos observar na Figura 4.17 que as bandas referentes a piridina
mostraram-se intensificadas com uma concentracdo de até 10* mol.L?, se
compararmos ao espectro de uma solucdo de piridina de 102 mol.L™ em um
substrato sem AuNPs, também na mesma figura.

A Figura 4.17 mostra também o espectro de um substrato com AuNPs sem ter
sido imerso na solucao 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 concentracdo 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 concentracéo analisada (102 mol.L™) podemos

perceber que a banda tornou-se novamente estreita, porém com uma maior
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intensidade e com um pequeno deslocamento para um maior nimero de onda, que

pode esta atribuida apenas a ligacéo Au-N.

Figura 4.17- Espectros FT-Raman obtidos dos substratos (placas) com nanoestrelas
de ouro (azul) apds imersdo em solucdes de piridina com diferentes concentracdes,
substrato com nanoestrelas sem solucdo de piridina e substrato sem nanoestrelas

(branco) com solucéo de piridina 10 mol.L™.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

A Figura 4.18 mostra uma melhor visualizacdo da relacdo entre diferentes
concentracdes de piridina e a intensificacdo de suas bandas Raman, que pode ser
consideradas diretamente proporcionais.

A partir das intensidades normalizadas dos espectros mostrados na Figura 4.18,
um grafico (Figura 4.19) foi produzido relacionando a intensidade da banda em 1014
cm™ referente & piridina e sua concentracdo. Um comportamento quase linear é
observado, indicando uma possivel utilizacdo para uma curva analitica, para isto,

deve-se estender os pontos de concentracdo analisados.
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Figura 4.18- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) ap0s imersdo em

solugdes de piridina com diferentes concentracgoes.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Figura 4.19- Gréafico da intensidade normalizada referente a banda da piridina em

1014 cm™ em funcg&o da concentracéo.
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O mapeamento do substrato apdés imersdo na solucdo de piridina com
concentracdo de 10 mol.L™ foi feito e a imagem foi gerada em relagéo a banda em
1014 cm™ da piridina, onde esta possui a maior intensidade na parte da imagem com
coloracdo amarela mais intensa e menor intensidade na parte com coloracao
amarela menos intensa. Novamente podemos perceber, pela diferenga nas
coloragdes, a existéncia de “hot spots” na imagem mostrada na Figura 4.20. Para a
obtencdo do mapa mostrado na Figura 4.20, foram registrados 64 espectros
distribuidos em uma area retangular da amostra.

Pode ser observado que no ponto onde houve maior intensificacdo da banda
Raman da piridina, este exibiu uma banda referente ao plasmon de superficie
também muito intensa, o que era de se esperar com base nos resultados discutidos

anteriormente.

Figura 4.20- Mapeamento de area no substrato (placa) apdés imersdo em solucao
10 mol.L™ de piridina (acima) e espectro Raman registrado da parte com coloragéo

mais intensa do mapa (abaixo).
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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4.4.4 Variacdo na concentracdo de piridina em substratos sem nanoparticulas de
ouro

Para a observacdo do fator de intensificacio SERS do nosso substrato em
relacdo as bandas Raman da piridina, foram feitas analises do substrato sem AuNPs
(branco) apds imersdo em solucbes de piridina com diferentes concentracdes. Os
espectros Raman resultantes estdo mostrados na Figura 4.21, onde podem ser
observadas as bandas referentes a piridina presentes no substrato apenas nas
concentracdes de 2,00; 1,00 e 0,50 mol.L™.

Estes resultados comprovam, mais uma vez, que 0 nosso substrato é SERS-
ativo, uma vez que se consegue intensificar as bandas referentes a piridina com
uma concentracdo muito menor (10 mol.L") do que sua banda Raman em um
substrato sem nanoparticulas de ouro, com uma concentragdo muito maior (0,25
mol.L™), ou seja, ainda que com uma concentracéo de 2500 vezes maior de piridina,

ndo podem ser observadas suas bandas Raman sem as nanoparticulas de ouro.

Figura 4.21- Espectros Raman obtidos de substratos sem nanoparticulas de ouro
apos imersdo em solucdes com concentracdes de 2,00 mol.L™, 1,00 mol.L™, 0,50

mol.L™* e 0,25 mol.L™ de piridina.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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A Figura 4.22 apresenta uma comparagao entre o espectro de um substrato azul
apos imersdo em solucéo com 0,01 mol.L™ de piridina e o espectro de um substrato
branco apés imersdo em solucdo com 0,50 mol.L™ de piridina.

Podemos observar uma intensificacdo dos sinais referentes a piridina em cerca
de 3 vezes, com uma solugdo 50 vezes menos concentrada que o obtido sem as
nanoparticulas, o que evidencia a atividade SERS do nosso substrato, com
nanoestrelas de ouro.

De acordo com a Figura 4.22, pode-se ver claramente a intensidade da banda
referente ao plasmon de superficie das nanoestrelas de ouro mais uma vez, em

aproximadamente 250 cm™.

Figura 4.22- Espectros Raman obtidos de substratos sem nanoparticulas de ouro
(espectro azul) e com nanoparticulas de ouro (espectro vermelho) apds imersdo em
solugbes com concentracdes de 0,50 molL? e 0,01 mol.L™ de piridina,

respectivamente.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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4.4.5 Utilizando Benzotriazol (BTAH) como molécula sonda
A atividade SERS do substrato foi comprovada nos testes anteriores, porém,
com o intuito de estudar sua atividade em relacdo a molécula sonda de benzotriazol

(BTAH), Figura 4.23, foram feitos testes semelhantes aos da piridina.

Figura 4.23- Estrutura molecular do benzotriazol (BTAH).
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Fonte: Extraido da referéncia 80.

Os espectros FT-Raman obtidos para o estudo da concentracdo de BTAH estéo
mostrados na Figura 4.24, onde podem ser observadas as principais bandas Raman
da molécula de BTAH em 1390 cm™, 1012 cm™e 787 cm™*®,

Figura 4.24- Espectros FT-Raman obtidos dos substratos (placas) apds imersao em
solucdes de BTAH com diferentes concentracdes, substrato sem BTAH e substrato

sem nanoestrelas (branco) com BTAH 107 mol.L™.

AuNP_BTAH 102 mol.Lt
AUNP_BTAH 103 mol.L?
AuNP_BTAH 104 mol.L1
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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Os resultados mostram comportamentos semelhantes com relacdo a banda
Raman do plasmon de superficie, onde pode ser observada a formacdo de duas
bandas com a menor concentracdo de BTAH (10 mol.L™), provavelmente atribuidas
as ligacbes Au-N e Au-Au. A medida que sua concentracdo aumenta as bandas
comecam a se unir, até a formacédo de uma Unica banda com pequena variacao de
namero de onda em relacdo a banda referente ao plasmon de superficie em um
substrato sem a solucdo de BTAH, que pode ser atribuida apenas a ligacdo Au-N.

A Tabela 4.2 mostra os numeros de onda de espectros Raman e de espectros
SERS das bandas vibracionais do BTAH apresentadas nos espectros da Figura

4.24, bem como a tentativa de suas atribuic¢des.

Tabela 4.2- Atribuicdo-tentativa vibracional para os espectros do BTAH nos

substratos, de acordo com a referéncia 58.

Raman normal (cm™) SERS (cm™) Atribuicao tentativa

1388s’ 1390 Estiramento do anel triazol
1017s 1013 Respiracéo do anel no plano trigonal
779s 787 Respiracao do anel benzénico
- 279 Estiramento Au-Au
- 246 Estiramento Au-N

s — intensidade forte

Fonte: autora da dissertacao, 2012.

A Figura 4.25 mostra uma melhor visualizacdo da relacdo entre diferentes
concentracdes de BTAH e a intensificacdo de suas bandas Raman.

Para estudar uma possivel linearidade entre a intensidade das bandas
referentes ao BTAH e a sua concentracdo, foram gerados dois graficos, mostrados
nas Figuras 4.26 e 4.27. A Figura 4.26 esté relacionada a intensidade da banda em
aproximadamente 790 cm™ e a Figura 4.27, & banda em 1390 cm™. Os dois graficos,
a partir de certo ponto, mostram um comportamento linear, assim como o discutido
no caso da piridina, podendo talvez ser usados, com uma maior elaboragdo, como
uma curva analitica. Tendo o primeiro (Figura 4.26) um aspecto mais linear que o

segundo (Figura 4.27).
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Figura 4.25- Espectros FT-Raman dos substratos (placas) ap0s imersdo em

solucgdes de benzotriazol com diferentes concentragoes.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

Figura 4.26- Grafico da intensidade normalizada referente a banda do benzotriazol

em 790 cm™ em funcéo de sua concentracao.
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Figura 4.27- Grafico da intensidade normalizada referente & banda do benzotriazol

em 1390 cm™ em funcdo de sua concentracao.
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Fonte: autora da dissertacéo, 2012.

Da mesma forma que os estudos anteriores, também foi feito o mapeamento de

um substrato apés a imersdo em uma solucéo de BTAH com a concentracdo de 107

mol.L™! (Figura 4.28).

Figura 4.28- Analise de mapeamento de area no substrato (placa) apds imersdo em

solucdo 102 mol.L* de BTAH (acima) e espectro Raman registrado da parte com

coloragédo mais intensa do mapa (abaixo).
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.
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Neste estudo foi escolhida a banda em 790 cm™ como referéncia para a geracéo
da imagem do mapa. Nesta figura a maior intensidade estd demonstrada onde a
coloracao lilas é mais intensa e menor intensidade, onde a coloracéo lilas € menos
intensa.

Estes estudos indicam que 0 nosso substrato possui uma boa atividade SERS

tanto em relacdo a molécula da piridina quanto a molécula de BTAH, podendo

detectar a molécula de BTAH em concentracdes ainda menores que a piridina.

4.4.6 Utilizando Rodamina 6G (R6G) como molécula sonda
O substrato também foi testado em relacdo a molécula sonda de Rodamina 6G

(R6G), Figura 4.29. Este teste foi realizado com uma concentracdo de 10 mol.L™.

Figura 4.29- Estrutura molecular da Rodamina 6G.

Fonte: Extraida da referéncia 81.

Foi possivel avaliar o substrato com a molécula de R6G, onde foram observadas
suas bandas Raman caracteristicas em 1507 cm™, 1359 cm™, 1186 cm™, 770 cm™ e
611 cm™ °° no substrato. As mesmas bandas n&o foram observadas no substrato
sem as AuNPs. Os espectros resultantes podem ser vistos na Figura 4.30.

Pode-se observar também a modificacdo da banda referente ao plasmon de
superficie, em aproximadamente 250 cm™, no substrato ap6s a imers&o na solucdo
de R6G, pela formacéo de duas bandas e seu deslocamento, podendo ser atribuidas
as ligacoes Au-N e Au-Au, indicando a interacao direta da molécula com a superficie

das nanoparticulas de ouro presentes no substrato.
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Figura 4.30- Espectros FT-Raman obtidos do substrato (placa) ap6s imersdo em
solucdo de R6G com concentracdo de 10 mol.L™, substrato sem R6G e substrato
sem AuNPs com R6G 10 mol.L™.
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Fonte: autora da dissertacdo, 2012.

A Tabela 4.3 mostra os numeros de onda e as intensidades relativas as bandas
vibracionais da R6G apresentadas nos espectros da Figura 4.30, bem como a
tentativa de suas atribuicdes.

Em uma area retangular da amostra apés a imersao na solucédo de R6G foi feito
0 mapeamento da banda em 1359 cm™ mostrado na Figura 4.31. A area com
coloracdo vermelha mais intensa indica uma maior intensificacdo desta banda
referente a R6G e uma coloragdo menos intensa indica menor intensificacdo da
referida banda.
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Tabela 4.3- Atribuicdo-tentativa vibracional para os espectros da R6G nos
substratos, de acordo com as referéncias 82 e 83.

Raman normal (cm™) SERS (cm™)  Atribuic&o tentativa’
1513 1507 v C-C arom
1361 1359 v C-C arom + v C-N (?)
1179 1186 5 C-H +v C-C (?)
768 770 y C-H
610 611 6 C-C-C anel
- 277 v Au-N
- 237 v Au-Au
- 174 v Au-N

* y — estiramento, § — deformacao angular e y - deformagéo fora-do-plano.

Figura 4.31- Andlise do mapeamento de area no substrato apdés imersdo em
solucdo 10 mol.L™? de R6G (acima) e espectro Raman registrado da parte com

coloragédo mais intensa do mapa (abaixo).
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Fonte: autora da dissertacao, 2012.
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Os resultados nos mostram a eficiéncia do substrato SERS-ativo obtido, uma
vez que este demonstrou boas atividades em relacdo as trés moléculas sonda

utilizadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de caracterizacao utilizadas nos permitiram observar a formacéo de
nanoparticulas de ouro com formas e tamanhos diferentes através da mesma rota
sintética, apenas variando a relacdo de concentracdo entre 0 ouro e 0 agente
redutor no meio™°.

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 apds sua preparacédo e demonstrou atividade semelhante ou
até mesmo igual a anterior.

A partir do primeiro teste, pode-se perceber que o substrato com nanoparticulas
de ouro na forma de estrela obteve os melhores resultados em relacdo a
intensificacdo das bandas referentes a piridina, por isso, foi escolhido para novos
testes.

Os substratos obtidos apresentaram irregularidade na formacao de “hot spots”,
uma vez que durante sua preparacao nao seria possivel o controle na dispersao das
nanoparticulas no meio de imobilizagé&o.

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, pode ser
utiizado para andlises de investigacdo qualitativas e quantitativas por
Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie, uma vez que em varios testes
foi possivel a observacdo de bandas relacionadas as moléculas sonda utilizadas
(piridina, benzotriazol e Rodamina 6G) em diferentes concentragbes e as mesmas
nao foram observadas no substrato produzido sem nanoparticulas de ouro e com até

concentracdes maiores.
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6 PERSPECTIVAS

Podemos citar como perspectivas para trabalhos futuros:

e Estudo da reprodutibilidade do nosso substrato, assim como o tempo em que
a piridina permanece adsorvida, podendo, talvez, reutilizar o substrato apos
suas analises com piridina;

e Sintese de nanoparticulas no formato de estrelas com tamanhos menores;

e Achar o limite detecgdo para diferentes moléculas sonda;

e Fazer uma curva de calibracdo utilizando nanoparticulas de diferentes
tamanhos a fim de avaliar o tamanho da nanoparticula a partir das

intensidades das bandas referentes ao pldsmon de superficie das mesmas.

Pode ser testada também a aplicacdo do substrato na deteccdo de novas
moléculas sonda, como por exemplo, o estudo de tidis, entre outros grupos
organicos que tenham afinidade pela superficie do ouro, e que sejam dificeis de
identificar por outro método.

Outra possivel aplicacdo para o substrato obtido seria a tentativa de detec¢éo de

uma unica molécula, através do método chamado “Single Molecule Detection”.
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