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SACCO, Bruno Luis. Estudos por espectroscopia Raman do casulo de bicho-da-
seda e nanoestruturacdo da superficie do casulo com prata visando a
caracterizacdo de tracos de corante. 2021. 119 f. Dissertacdo de Mestrado
(Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

A seda proveniente do casulo do bicho-da-seda Bombyx mori tem sido objeto de
estudo de varios pesquisadores Como um recurso promissor nas areas de quimica,
engenharia, biotecnologia e materiais biomédicos por ser um biopolimero versatil,
que pode ser processado de diversas maneiras tais como nanofibras,
microparticulas e microesferas. Apesar desses materiais demonstrarem um alto
potencial de aplicacdes nas areas de estudo, ser economicamente vantajoso e um
recurso natural, a seda ainda € pouco explorada no Brasil, mesmo o pais ocupando
a quinta posicéo no ranking da producdo mundial. Desse modo, faze-se necessarios,
o desenvolvimento de novas pesquisas focadas nesse biomaterial. Nesse sentido,
neste trabalho foram propostos dois estudos divididos em capitulos utilizando casulo
do bicho-da-seda. No primeiro capitulo, foi conduzido um estudo sobre efeito da
temperatura nas diferentes conformac8es moleculares das estruturas das fibras de
seda dispostas nos casulos crus e processados na industria. Para investigar esse
efeito foi utilizado a espectroscopia Raman confocal em diferentes radiacbes de
excitacao (532 e 785 nm) em conjunto com a calorimetria de varredura diferencial.
Os espectros Raman obtidos em ambas radiacdes de excitacdo foram comparados
através da correlacdo entre a razdo de intensidade das bandas Raman
deconvoluidas caracteristicas das amidas | e Ill, onde foi possivel mediante variacéo
da temperatura a observacéo de alteracdes conformacionais em ambos 0s materiais
estudado. Por fim, no capitulo 2, foi explorado o casulo na producdo controlada de
sistemas nanoestruturados com prata, gerando substratos amplificadores do sinal
Raman para ser aplicado a espectroscopia Raman intensificada pela superficie.
Inicialmente o coloide de prata foi caracterizado por espectroscopia UV-Vis,
distribuicdo de tamanho de particulas, e os resultados indicaram a uma absor¢ao
maxima de 453 nm e a obtencdo de nanoparticulas com tamanho de 110 nm. Os
substratos amplificadores do sinal Raman foram preparados através da
nanoestruturacdo da superficie das fibras de seda de fragmentos de casulo
contendo particulas de prata. Sua caracterizacao foi feita por microscopia eletronica
de varredura e espectro de raios X dispersivos, que mostraram a organizagado das
nanoestruturas depositadas sobre as fibras de seda. A eficiéncia dos substratos foi
avaliada através do fator de intensificacdo observado pela técnica Raman
intensificada pela superficie utilizando a molécula sonda cristal violeta a partir de
solugdes diluidas consecutivamente, utilizando fonte de excitacdo em 532 nm,
comparados com os obtidos usando coloide de prata. O estudo demonstrou que 0s
substratos nanoestruturados constituem materiais promissores, pois foram
verificados que os substratos se mostraram mais adequados para intensificagcdo do
sinal Raman pela superficie da prata do que a solugéo coloidal.

Palavras-chave: fibroina de seda; espectroscopia Raman; Bombyx mori;
conformacdo molecular; SERS.



SACCO, Bruno Luis. Studies by Raman spectroscopy of the silkworm cocoon
and nanostructuring of the cocoon surface with silver aiming too
characterization dye traces. 2021. 119 p. Dissertation (Masters degrees in
Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021

ABSTRACT

Silk from the cocoon of the Bombyx mori silkkworm has been the object of study by
several researchers as a promising resource in the areas of chemistry, engineering,
biotechnology and biomedical materials as it is a versatile biopolymer, which can be
processed in several ways such as nanofibers, microparticles and microspheres.
Although these materials demonstrate a high potential for applications in the study
areas, being economically advantageous and a natural resource, silk is still little
explored in Brazil, even though the country occupies the fifth position in the ranking
of world production. Thus, it is necessary, the development of new research focused
on this biomaterial. In this sense, in this work, two studies were proposed, divided
into chapters using the silkworm cocoon. In the first chapter, a study was carried out
on the effect of temperature on the different molecular conformations of the
structures of silk fibers arranged in raw cocoons and processed in the industry. To
investigate this effect, confocal Raman spectroscopy was used in different excitation
radiations (532 and 785 nm) in conjunction with differential scanning calorimetry. The
Raman spectra obtained in both excitation radiations were compared through the
correlation between the intensity ratio of the deconvolved Raman bands
characteristic of amides | and Ill, where it was possible, by varying the temperature,
to observe conformational changes in both materials studied. Finally, in Chapter 2,
silk and cocoon were explored in the controlled production of nanostructured systems
with silver, generating substrates that amplify the Raman signal to be applied to
surface-enhanced Raman spectroscopy. Initially, the silver colloid was characterized
by UV-Vis spectroscopy, particle size distribution, and the results indicated a
maximum absorption of 453 nm and the obtaining of nanoparticles with a size of 110
nm. The amplifying substrates of the Raman signal were prepared by nanostructuring
the surface of the silk fibers of cocoon fragments containing silver particles. Its
characterization was made by scanning electron microscopy and dispersive X-ray
spectrum, which showed the organization of the nanostructures deposited on the silk
fibers. The efficiency of the substrates was evaluated through the intensification
factor observed by the Raman technique intensified by the surface using the crystal
violet probe molecule from diluted solutions consecutively, using an excitation source
at 532 nm, compared with those obtained using silver colloid. The study
demonstrated that nanostructured substrates are promising materials, as it was
verified that the substrates were more suitable for intensifying the Raman signal
through the silver surface than the colloidal solution.

Keywords: silk fibroin; Raman spectroscopy; Bombyx mori; molecular
conformation; SERS.
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1 CAPITULO | - IMPACTO DA TEMPERATURA NA ESTABILIDADE DE FIBRAS
DE CASULOS DE SEDA

1.1 INTRODUGAO

As lagartas Bombyx mori (B. mori) sdo responsaveis por uma
parcela importante na producdo global de seda (MORIN; ALAM, 2016), utilizada
principalmente nas industrias téxteis (JO; UM, 2015). O casulo do bicho-da-seda
compreende duas proteinas: fibroina da seda e de sericina, em uma relacdo de
massa aproximada de 70-80% a 30-20%, respectivamente, apresentando fracoes de
contaminantes residuais que variam entre 1-2%, incluindo ceras e cinzas, pigmentos,
acucares e outras impurezas (CAO; ZHANG, 2016; PARTLOW et al.,, 2016). A
sericina € uma proteina que possui carater hidrofilico (JO; UM, 2015), sendo
responsavel por unir e envolver os filamentos de seda, formando a estrutura do
casulo (JIN; KAPLAN, 2003; ZHANG et al., 2004).

A fibroina de seda por sua vez é um biopolimero de caréter
hidrofébico (PARTLOW et al., 2016), composto por duas regides altamente
organizadas: a parte cristalina, responsavel pela resisténcia mecanica e a parte
amorfa, que confere a elasticidade e flexibilidade a seda (ALTMAN et al., 2003;
KUMAR; SINGH, 2016). Além disso, as fibras de seda sdo constituidas de uma
estrutura primaria composta por uma sequéncia de aminoacidos que constituem uma
cadeia polipeptidica, que ira determinar as formas que essas cadeias assumem
(SASHINA et al., 2006). As estruturas intermoleculares sado formadas por ligacdes de
hidrogénio em um arranjo em forma de folha (BRANDEN 1999). As conformacfes
das cadeias polipeptidicas podem ser mais bem entendidas considerando o trabalho
de Lefévre, Rousseau e Pezolét (2007) que atraves do estudo por
microespectroscopia Raman polarizada demonstrou uma organizacdo molecular na
seda produzida pelo B. mori, com a mistura de diferentes quantidades de B-folhas e
estruturas flexiveis (B-volta e a-hélices).

A industrializacdo do filamento de seda € um processo composto por
varias etapas, e algumas etapas envolvem submeter o casulo a temperaturas
moderadamente altas. Uma dessas etapas é a secagem do casulo antes da

transformacao das crisalidas em mariposas, preservando a qualidade do filamento. A
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secagem inicia-se a uma temperatura de 125 a 130 °C, interrompendo o ciclo de
vida das crisalidas vivas dentro do casulo cru. As sessdes de secagem variam em
termos de temperatura, que é gradualmente reduzida a medida que 0 processo
continua. O tempo de secagem é de 6 a 7 horas e a temperatura final € de cerca de
40 °C. Apls a secagem, os casulos sdo armazenados por pelo menos duas
semanas para permitir que a sericina se estabilize completamente. Na fase de
processamento, 0os casulos sdo cozidos sob pressdo em agua quente para amaciar
a goma de sericina, facilitando a operacao de desenrolamento e melhorando o brilho
e a textura do tecido (JO; UM, 2015).

A partir disso, este estudo visa investigar o efeito da temperatura na
organizacdo estrutural de casulos crus e processados, com 0 objetivo de entender
melhor as propriedades desse material. A andlise térmica e os recursos de
espectroscopia Raman foram utilizadas para caracterizar o arranjo dos segmentos
nas matrizes geradoras de polipeptidios que originam o casulo. Os resultados
mostram que a temperatura desempenha um papel crucial na determinacdo da

natureza das estruturas secundarias da fibroina de seda.
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 SEDA — UM BREVE HISTORICO

A seda é uma das fibras mais antigas conhecidas pela humanidade.
E uma fibra proteica natural, e sua descoberta data mais de 5 milénios na China
(GIACOMIN et al.,, 2017; SANTOS; VIDIGAL; MERLINI, 2011; SOARES JUNIOR;
ALMEIDA; PADUA, 2018). Segundo a lenda, foi uma concubina do imperador da
China que notou que de um casulo que caiu no chi saia um fio muito fino e
resistente. Outra lenda chinesa, conta que o nascimento do cultivo do bicho-da-seda
surgiu da observacdo da Imperatriz chamada Xi Ling Shi (esposa do imperador
Huangdi), que ao tocar uma lagarta com um dedo percebeu que dela saia uma fibra
na forma de fio (seda). Conforme o fio saia da lagarta a Imperatriz o enrolava no
dedo, obtendo uma sensacéo de calor. No final, viu um pequeno novelo e de repente
compreendeu a relacdo entre a lagarta e a seda. Nao € possivel afirmar qual dessas
histérias corroboram com os primeiros dados sobre a seda, no entanto compreende-
se que esses dados foram importantes para o estado da arte desse produto
(FANTONI, 2012).

Considerando o avanco histérico na producdo da seda
(sericicultura), sabe-se que esse produto se espalhou por grande parte da Europa e
Asia, chegando ao Brasil somente em meados do século XIX, com o inicio da
producdo no estado do Rio de Janeiro. Com o decorrer dos anos, o produto se
popularizou entre os estados, sendo o Parand, na década de 80, o estado que se
destacou como maior produtor (SOARES JUNIOR; ALMEIDA; PADUA, 2018).

Conforme descrito por Babu (2015) e Giacomin et al. (2017), além
do cultivo de amoreiras (Morus sp.) que é o alimento imprescindivel para a lagarta, a
producdo de seda é dividida nas seguintes etapas: (i) sericultura; (i) enrolamento da
seda; (iii) transformacgéo de fios de seda em tecidos. A sericultura € uma atividade
integrada a producgédo e industria agricola, e a maior parte da producéo de fibras de
seda é proveniente do bichos-da-seda domesticado Bombyx mori (B. mori) da familia
Bombycidae (HANADA; WATANABE, 1986; SANTOS et al., 2016).

No Brasil a sericultura € uma atividade desenvolvida principalmente

em areas rurais, com média de 2,5 hectares, representando uma alternativa
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importante para melhorar a renda das familias rurais, o que contribui
significativamente para a reducdo do éxodo rural. Além dessas caracteristicas, a
sericultura contribui para o desenvolvimento sustentavel do pais, devido ao seu
relevante aspecto social e por constituir uma atividade de baixo impacto para o meio
ambiente, pois ela € desenvolvida em pequenas propriedades que empregam mao
de obra familiar, contribuindo para a renda dessas familias (SANTOS et al., 2016).

Atualmente no Brasil, a producédo de fibras de seda obtidas a partir
dos bichos-da-seda domesticados € restrita a apenas uma empresa de
processamento, a Bratac S. A., que é responséavel por 100% do processamento de
matéria-prima e enrolamento de fios de seda. A Bratac € uma empresa com capital
100% brasileiro e possui mais de 2.000 funcionarios em seus setores, situada na
cidade de Londrina-PR. Esse fato coloca o Brasil como o Unico pais ocidental a
produzir fibora de seda em escala comercial, ocupando uma posicdo de destaque
como quinto maior produtor no mercado mundial (GIACOMIN et al., 2017). O estado
do Parana é responsavel pela maior producéo de fibras de seda, cerca de 90% da
producdo brasileira, seguidos pelos estados de Sado Paulo e Mato Grosso do Sul
(GIACOMIN et al., 2017; SOARES JUNIOR; ALMEIDA; PADUA, 2018). Apesar de
enfrentar forte concorréncia das fibras sintéticas, as fibras a seda sdo ainda
consideradas um material téxtil de primeira no mundo, devido a sua alta resisténcia a
tracdo, brilho e capacidade de unir corantes quimicos, o que mantém sua
supremacia na producdo de aparelhos de luxo e produtos especializados de alta
qualidade (GIACOMIN et al., 2017).

2.2 ESTRUTURA DAS FIBRAS DE SEDA PRODUZIDAS PELA LAGARTA BOMBYX MORI

Diversos animais (bichos-da-seda, aranhas, escorpides e acaros)
produzem fibras de seda para diferentes fins. Porém, somente sete espécies
(Bombyx mori, Antheraea yamamai, Antheraea pernyi, Antheraea mylitta, Antheraea
assama, Atlacus ricini e Philosamia cynthia) sédo criadas para fins comerciais devido
a0 seu sucesso em téxteis, uso médico e disponibilidade em comparacdo com
outros organismos produtores de fibras de seda. Destas, seis sdo selvagens e uma é
domesticada (o bicho-da-seda B. mori) responsavel pela maior producdo de casulos
(MHUKA, 2014).

Os casulos do bicho-da-seda da lagarta B. mori sdo produzidas por
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um par de glandulas chamadas sericigenas na forma de fibras filamentosas que
apresentam elevado teor de proteinas (SANTOS; VIDIGAL; MERLINI, 2011). As
proteinas secretadas, normalmente na forma liquida, séo fibroina, sericina e P25, as
quais se solidificam quando entram em contato com o ar e tornam-se aptas para a
formacdo do filamento que ird formar o casulo (SOARES JUNIOR; ALMEIDA;
PADUA, 2018).

A maioria dos casulos possui formas esféricas, ovais ou cinturadas,
gue variam de acordo com as ragas do bicho-da-seda (SAYEG; BARUQUE-RAMOS,
2014). Na Figura 1, € apresentado um conjunto de imagens do casulo do bicho-da-

seda B. mori que ilustra esquematicamente a estrutura tridimensional de um casulo.

Figura 1 - Morfologia de um casulo produzido pela lagarta Bombyx mori: Parte
superior, superficie externa do casulo (a) e parte inferior, estrutura em multicamada

do casulo (b).

Fonte: Chen (2012)b

Como apresentado nas imagens acima, a morfologia do um casulo
produzido pela lagarta B. mori € formado por multiplas camadas a partir de um unico
filamento que é trancado pela lagarta, tanto em forma de “S” como em forma de “8”
(SAYEG; BARUQUE-RAMOS, 2014), conferindo um aspecto poroso, rigido e
resistente o suficiente para proporcionar conforto e protecao para as pupas contra o
ambiente, parasitismo ou predadores (CHEN; PORTER; VOLLRATH, 2012a). Sobre
a composi¢do do casulo, além de fibroina de seda (70-80%) e sericina (20-30%),
também existem impurezas, como, gorduras (1,2-1,6%) e ceras (0,4-0,8), sais
inorganicos (0,7%) e pigmento, (0,2%) (MONDAL; TRIVEDY; NIRMAL KUMA, 2007).
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2.2.1 Fibroina de Seda

Morfologicamente a fibra seda € constituida por dois monofilamentos
proteicos, denominados brins, embebidos por cobertura de sericina (ALTMAN et al.,
2003; POZA et al., 2002). Os brins sao filamentos longos e finos de fibroina de seda
compostos por magos de nanofibrilas, que séo orientadas paralelamente ao eixo da
fibra. Acredita-se que as nanofibrilas interajam fortemente umas com as outras
(HAKIMI et al., 2007; POZA et al., 2002). Uma representacdo esquemaética do fio da
seda do B. mori é apresentada na Figura 2.

Figura 2 — Esquema morfolégico da fibra de seda do bicho-da-seda Bombyx mori.
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Fonte: Babu (2019)

O comprimento dos filamentos de seda pode atingir de 700 a 1.500
m de comprimento (ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON, 2015; CHEN; PORTER,;
VOLLRATH, 2012b) e seu diametro pode variar entre 10 a 25 um de diametro
(ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON, 2015; CHEN; PORTER; VOLLRATH,
2012b). No estado cru, a largura do filamento de seda € desigual e a superficie
mostra muitas irregularidades, tais como fissuras e pregas (Fig. 3 (a)). Apdés o
processo de degomagem (processo de cozimento cuja finalidade € a remocao da
sericina), as fibras apresentam largura uniforme e uma superficie lisa (Fig. 3 (b))
(BABU, 2019).



24

Figura 3 — Imagens da superficie da fibra de seda mostrando as irregularidades da

superficie do filamento (a) e imagem da fibra de seda apds processo de degomagem

(b), obtidas utilizando um microscopio eletrénico de varredura.

Fonte: Adaptado de Babu (2019)
Quanto a composi¢cado quimica, sdo apresentados na Tabela 1, os
aminoacidos mais importantes encontrados na estrutura primaria das fibras da

fibroina de seda da B. mori.

Tabela 1 — Composicdo de aminoacidos do filamento de seda do bicho-da-seda

Bombyx mori.
Aminoacidos . C0fnposi(;€10 (mol %)
Fibroina Sericina

Glicina (G) 42,68 17,85
Alanina (A) 33,38 6,70
Serina (S) 7,65 25,05
Tirosina (Y) 5,84 3,10
Valina (V) 2,58 4,05
Acido Aspartico (D) 1,79 18,38
Acido Glutamico (E) 1,36 5,74
Treonina (T) 0,85 7,47
Fenilalanina (F) 0,81 0,67
Metionina (M) 0,15 0,31
Isoleucina (1) 0,72 1,02
Leucina (L) 0,54 1,49
Prolina (P) 0,47 0,81
Arginina (R) 0,44 3,12
Histidina (H) 0,21 1,32
Lisina (K) 0,33 2,08

Fonte: Reddy (2020)
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Estruturalmente, a fibroina de seda consiste em duas cadeias
polipeptidicas, uma cadeia pesada (H) (~390 kDa) e uma cadeia leve (L) (~26 kDa)
unidas por meio de uma unica ponte dissulfeto (formada entre dois residuos de
cisteina) no carbono terminal da cadeia H, formando um H-L complexo (DYAKONOV
et al., 2012; HAKIMI et al., 2007; HOLLAND et al., 2019; KOH et al., 2015; QI et al.,
2017; SEHNAL; ZUROVEC, 2004) conforme apresentado na Figura 4. Outro
componente da fibroina de seda, é uma glicoproteina denominada P25 (25-30 kDa),
que também esta ligada de forma ndo covalente ao complexo H-L (QI et al., 2017,
SEHNAL; ZUROVEC, 2004). Pensa-se que a cadeia H, a cadeia L e a P25 sejam
montadas em uma unidade elementar de alta massa molecular com a proporcao de
6:6:1, respectivamente (ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON, 2015).

Figura 4 - Esquema ilustrativo da estrutura polipeptidica da fibra de seda.
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Fonte: DeBari (2018)

A cadeia pesada é hidrofobica e composta por uma sequéncia
repetitiva de aminoacidos a qual tende a formar B-folhas antiparalelas através de
ligacbes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas fornecendo a cristalinidade. Por
outro lado, a cadeia leve tem uma composicdo de aminoacidos diferente, com

sequéncias nao repetitivas, denotando propriedades mais hidrofilicas, com relativa
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elasticidade com pouca ou nenhuma cristalinidade (ZAFAR, 2015; CAO; WANG,
2009; HAKIMI et al., 2007; MONDAL; TRIVEDY; NIRMAL KUMA, 2007).

Organizacionalmente, a cadeia pesada da fibroina da seda € um
biopolimero altamente regular, que consiste em 12 dominios hidrofébicos
intercalados com 11 dominios hidrofilicos como representados na Figura 5
(ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON, 2015).

Figura 5 — Representagcdo esquematica da organizacao dos 12 dominios repetitivos
e 11 dominios repetidos amorfos na estrutura primaria da cadeia H da fibroina da

seda B. mori.
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Fonte: Susuki (2014)

Esses dominios repetitivos sdo compostos de 1 a 8 repeticbes da
unidade repetitiva R, que consiste em trés elementos repetidos dos dominios da
sequéncia de aminoacidos. Essas sequéncias podem ser divididas em quatro
dominios (Fig. 5), isto é, o mdédulo (i) contém uma sequéncia altamente repetitiva de
GAGAGS que compde a maior parte das regides cristalinas e € encontrada
principalmente no inicio de cada subdominio; o modulo (i) contém uma sequéncia
relativamente menos repetitiva contendo residuos hidrofébicos e/ou aromaticos
GAGAGY, GAGAGV e GAGAGVGY, constituindo as regides semicristalinas; o
modulo (iii) as sequéncias sdo muito semelhantes ao modulo (i), exceto pela
presenca de um dominio AAS, que geralmente sdo encontrados na extremidade dos
carbono terminal (C terminal) de cada subdominio; e o modulo (iv) constitui de
regides amorfas que separam os dominios e contém residuos polares, hidrofébicos
volumosos e/ou aromaticos carregados negativamente, por exemplo,
TGSSGFGPYVANGGYSGYEYAWSSESDFGT (ASAKURA; OKUSHITA;
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WILLIAMSON, 2015; SUZUKI et al., 2014). Os dominios repetitivos sdo capazes de
se organizarem juntos em camadas através de forcas intramoleculares ou
intermoleculares, incluindo ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, e
interacdes hidrofébicas, levando a formacdo de regifes cristalinas altamente
ordenadas na fibroina da seda (KOH et al., 2015; NGUYEN et al., 2015).

2.2.2 Estrutura Primaria e Secundaria das Proteinas da Seda

A variagdo na composi¢do de aminoéacidos entre sericina e fibroina
resulta em diferencas consideraveis em suas configuracdes primaria e secundaria. A
sericina é primariamente amorfa e ndo possui estrutura organizada. A fibroina da
seda, por outro lado, € altamente ordenada devido a uma estrutura primaria
repetitiva baseada predominantemente nos aminoacidos glicina, alanina e serina
(Fig. 6). As subunidades recorrentes desses aminoacidos de cadeia curta permitem
um empacotamento proximo entre as cadeias moleculares, resultando em extensas
regides cristalinas na fibroina. A maioria dos residuos de aminoacidos com cadeias
laterais polares e volumosas é encontrada nas areas menores nado cristalinas
(amorfas). Esta regido € composta de varias estruturas desordenadas com

diferentes graus de ligacdo de hidrogénio (MHUKA, 2014).

Figura 6 — Estrutura primaria de fibroina de seda e seus respectivos aminoacidos,

Gly: glicina, Ser: serina, Ala: alanina.
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Fonte: Herrera (2018)

A natureza cristalina das fibras de seda B. mori tem sido estudada
principalmente desde o inicio do século XX (ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON,
2015). Dentre as estruturas observadas para fibroina de seda pode ser encontrada

trés conformacdes estruturais distintas da estrutura secundaria, isto €, seda |, seda |l
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e seda lll que podem estar presentes em diferentes propor¢cdes (ZHANG, 2002).
Essas estruturas foram exaustivamente investigadas usando varias técnicas
analiticas que incluem difracdo de raios X (DRX), difracdo de elétrons, calculos de
energia conformacional, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 3C e
5N, espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular no ultravioleta distante, etc
(ASAKURA; OKUSHITA; WILLIAMSON, 2015; SUZUKI et al., 2014).

A seda |, é a forma metaestavel solivel em &gua. Sua conformacgéo
ainda nao foi totalmente compreendida, mas é geralmente descrita como um
conjunto de conformacgdes como: a-hélice, B-volta tipo Il (B-turn) (Fig. 7) e dominios
enovelamento aleatério (Random coil), que apresentam desde a falta de estrutura
secundaria, até cristais parcialmente ordenados (HAKIMI et al., 2007; VEPARI,
KAPLAN, 2007). A estrutura seda | pode ser convertida na estrutura seda Il (-
folhas) por acéo de calor, tratamento mecéanico (MONTI et al., 1998, 2001; VEPARI;
KAPLAN, 2007) ou métodos quimicos (como tratamento com metanol) (CAO;
WANG, 2009; VEPARI; KAPLAN, 2007).

Figura 7 — Estrutura secundéria seda | do tipo (a) a-hélice, (b) p-volta tipo Il.
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Fonte: Nelson e Cox (2014)

A conformagdo enovelamento aleatorio predominante em proteinas,
consiste de uma estrutura aleatoria sem nenhuma periodicidade, onde as moléculas
podem se ligar de todas as formas possiveis. Normalmente, esta conformacéo é
apresentada em cadeias poliméricas amorfas (CANEVAROLO JUNIOR., 2002). As
estruturas B-volta (B-turn) normalmente sdo encontradas proximas a superficie das

proteinas, onde os grupos peptidicos dos dois residuos de aminoacidos centrais da
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alca podem fazer ligacado de hidrogénio com a agua. Sao particularmente comuns e
conectam as extremidades de dois segmentos adjacentes de uma [B-folha
antiparalela. Além disso, as B-voltas sdo elementos conectores que ligam estruturas
sucessivas de a-hélices e conformagdes 3 (NELSON; COX, 2014).

A conformacdo seda Il é caracterizada como uma estrutura
hidrofébica e insolivel em diversos solventes incluindo acidos e bases diluidos
(CAO; WANG, 2009; VEPARI; KAPLAN, 2007). Geralmente € descrita como uma
estrutura B-folha antiparalelas (Fig. 8) arranjada de forma que os grupos metilicos e
grupos hidrogenados das folhas opostas interajam para formar o empilhamento inter-
folhas, no qual, fortes ligacdes de hidrogénio (pontes de hidrogénio entre os grupos
C=0 dos residuos dos aminoacidos da cadeia principal) e forcas de Van der Waals
(interacdo dos grupos N-H na sequéncia de amino&cidos) geram uma estrutura
termodinamicamente estavel (HAKIMI et al., 2007; VEPARI; KAPLAN, 2007).

Figura 8 — Estrutura secundaria seda Il do tipo B-folha antiparalela.
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Fonte: Nelson e Cox (2014)

hexagonal de moléculas de seda em uma conformacdo de cadeia triplice helicoidal
adotada pela fibroina na interface ar-agua. Essa estrutura causa a separacédo dos
residuos serina e alanina, permitindo que a fibroina atue como surfactante na
interface ar-agua. Como esta conformacdo separa os residuos serina e alanina,
criando uma coluna hidrofilica de residuos paralela ao eixo helicoidal, acredita-se
gue o comportamento surfactante da fibroina na interface ar-agua desempenhe um
papel na selecédo da conformacéo e da estrutura cristalina subsequente na interface
(VALLUZZI et al., 1999; VOLKOV; FERREIRA, CAVACO-PAULO, 2015).
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2.2.3 Sericina

Sericina € uma proteina sollvel em agua quente, com caracteristicas
adesivas como a gelatina. Essa proteina, apresenta uma estrutura globular, sendo
responsavel pela adesdo dos filamentos de seda para manter a integridade
estrutural do casulo durante sua formacdo. Além disso, a sericina contém 18
aminoacidos, onde a serina (32%), acido aspartico (18%) e glicina (16%) sdo os
compostos mais significativos (BARAJAS-GAMBOA et al., 2016)

A sericina possui um peso molecular que depende do seu método de
extracdo. Por exemplo, quando é recuperada dos casulos varia de 40 a 400 kDa e
quando é extraida diretamente da glandula da lagarta, varia de 80-310 kDa.
(BARAJAS-GAMBOA et al.,, 2016). Estruturalmente a sericina consiste em 70
repeticbes do dominio de 38 aminoécidos:
SSTGSSSNTDSNSNSVGSSTSGGSSTYGYSSNSRDGSV (HANG et al. 2012,
HUANG et al., 2003; KUNDU et al., 2008). Além disso, a estrutura secundaria da
sericina nativa das glandulas de seda do meio, bem como dos casulos, é constituida
de uma mistura de estruturas: enovelamento aleatério e estruturas de p-folhas sem
nenhum conteudo de a-hélice na maioria dos casos. A presenca da estrutura p-folha
pode estar associada as interacfes da ligacdo de hidrogénio envolvidas entre
abundantes aminoéacidos polares no componente repetitivo rico em serina (KUNDU
et al., 2008). Os grupos polares (grupos carboxila, hidroxila e amino) das cadeias
laterais dos aminoacidos e sua composi¢cdo organica, solubilidade, e a organizacao
estrutural permitem reticulacdo, copolimerizacbes e combinacbes com outros
polimeros, que juntos transmitem propriedades Unicas a sericina como protecao
antioxidante, hidratante, cicatrizante, antibacteriana, antimicrobiana contra radiacao
ultravioleta e antitumoral (KUNZ, et al., 2016). A dissolucdo da serina é realizada
pelo processo de degomagem, no qual os casulos do bicho da seda s&o imersos em
solucdes alcalinas ou em agua em alta temperatura (CAO; WANG, 2009; HAKIMI et
al., 2007; MINOURA; TSUKADA; NAGURA, 1990). Além disso, apesar de possuir
propriedades interessantes como resisténcia a radiacdo ultravioleta, oxidagcdo e
capacidade antibacteriana (ZHANG, 2002), a sericina foi identificada como a fonte
de reagbes imunogénicas causadas pelos fios de seda utilizados em suturas.
Embora estudos tenham demonstrado que tais reacdes ocorrem apenas quando a
sericina esta associada a fibroina (PANILAITIS et al., 2003).
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2.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A espectroscopia é o0 estudo da interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria (BUMBRAH; SHARMA, 2016). Os métodos
espectroscopicos podem ser baseados em fendbmenos de transmissao, absorcao,
emissdo, fluorescéncia ou espalhamento (BUMBRAH; SHARMA, 2016;
MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019). Diferentes métodos espectroscopicos
sao frequentemente utilizados para a caracterizacdo de uma ampla gama de
materiais. Podemos destacar trés técnicas espectroscopicas bastante difundidas,
pela versatilidade, rapidez e carater ndo destrutivo: a espectroscopia de
fotoluminescéncia, a espectroscopia no infravermelho e a espectroscopia Raman.
Apesar de serem baseadas em processos de interacao entre radiacdo e matéria,
cada uma dessas técnicas é fundamentada em um principio fisico completamente
distinto (RODRIGUES; GALZERANI, 2012).

A espectroscopia de fotoluminescéncia esta baseada no fenbmeno
de emissdo de radiacdo por um meio (RODRIGUES; GALZERANI, 2012). A
espectroscopia de absor¢céo no Infravermelho envolve o fenbmeno de absorcao da
radiacdo, o que implica que a radiacdo empregada tenha que ter energia
exatamente igual a diferenca de energia entre dois niveis vibracionais da molécula
(FREDERICCI et al., 2016). Em outras palavras, para que um modo vibracional seja
ativo na espectroscopia no infravermelho é necessario que haja uma variacdo do
momento de dipolo elétrico da molécula com a vibracdo (RODRIGUES;
GALZERANI, 2012). Isso implica que as ligacdes polares tendem a apresentar sinais
maiores que as ligacdes nado polares (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019).
Por outro lado, na espectroscopia Raman, o fendmeno fisico envolvido é o
espalhamento inelastico da radiacéo, ou seja, a radiacao espalhada possui energia
distinta da radiacao incidente (RODRIGUES; GALZERANI, 2012). Desse modo,
ligacGes nao polares apresentam sinais Raman maiores que as ligagOes polares,
assim, o que deve variar com a vibracdo é a sua polarizabilidade, ou seja, a
capacidade de deformacéao da nuvem eletronica da molécula (MITSUTAKE; POPPI;
BREITKREITZ, 2019).
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2.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman € uma técnica de espalhamento, de
andlise quimica ndo destrutiva que fornece informacdes detalhadas sobre estrutura
quimica, fase e polimorfismo, cristalinidade e interagcdes moleculares (KAFLE, 2020).
E baseado no efeito Raman, ou seja, no espalhamento inelastico da radiacéo
incidente através de sua interacdo com moléculas vibrantes (FARIA; SANTOS,
1997). E uma técnica que utiliza uma fonte de radiacdo monocromatica, que
tipicamente emprega comprimentos de onda na regido do infravermelho proximo até
o ultravioleta, passando pela regido do visivel (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ,
2019; PEREIRA, 2016; RODRIGUES; GALZERANI, 2012).

O efeito Raman ou espalhamento Raman foi previsto teoricamente
por Seal, em 1923, e, posteriormente, por Kramer e Heisenberg, em 1925, em
trabalhos classicos baseados na mecanica quantica. Mais tarde, o fenémeno foi
observado e comprovado experimentalmente, por pesquisadores de dois grupos
independentes: Raman e Krishna na india e Landsberg e Mandelstam na Russia. No
entanto, a descoberta desse fendmeno foi atribuida apenas ao primeiro grupo, e o
efeito ndo foi apenas nomeado como uma homenagem a Raman, mas ele também
recebeu o Prémio Nobel de Fisica no ano de 1930 em reconhecimento a essa
conquista (BROWNE, 2020; KAFLE, 2020; LONG, 2008; MITSUTAKE; POPPI;
BREITKREITZ, 2019). Mais detalhes do desenvolvimento da espectroscopia Raman,
tanto do ponto de vista tedrico quanto instrumental, estdo resumidamente descritos

na Figura 9.
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Figura 9 - Desenvolvimentos em instrumentacédo e conceitos relacionados a Raman

até o século XX.

2018 ExoMars Rover, taking Raman spectroscopy to Mars
2010 Video-rate in vivo SRS Raman imaging by Sunny Xie
2010 SESORS reported by Graham, Faulds, Stone and Matousek
2009 Boyle and Smith awarded Nobel Prize in Physics for CCD
2005 SORS invented by Pavel Matousek
2000 TERS developed by Volker Deckert
1997 Single molecule SERS reported by Katrin Kneipp
1990s Significant increase in commercial instrumentation
1983 Enhancement of 10'* reported by Richard van Duyne
1982 Use of Ag and Au colloids for SERS by Lee and Meisel
1980s CCD detectors used for Raman
1980s Fibre optics coupled with Raman

1970s Raman coupled with microscopy
1969 Invention of charge-coupled device (Willard Boyle and George Smith)

1960s Stimulated Raman and coherent anti-Stokes Raman (CARS) invented
1960s Lasers used as light source for Raman spectrometers
1957-59 Light amplification by stimulated emission of radiation constructed
1953 First commercial Raman spectrometer
1950 Observation of resonance Raman (RR) spectra
1940s Invention of Raman grating spectrometer
1930s Invention of the monochromator
1930 Sir Chandrasekhara Venkata Raman awarded Nobel Prize in Physics
1928 C.V.Raman and K.S. Krishnan: discovery of Raman effect experiments on 28 Feb
1928 Landsberg and Mandelstam: independent observation of inelastic light scattering
1927 Compton awarded Nobel Prize in Physics
1923 Arthur Compton (effect): discovered inelastic X-rays & y-rays scattering in matter
1923 Adolf Smekal’s prediction of the Raman effect
1922 CV Raman’s monograph published on the Molecular Diffraction of Light
1921 CV Raman’s experiments on the colour of the sea, showing that the colour was due to molecular diffraction
1917 Albert Einstein first theorizes about stimulated emission (On the QuantumTheory of Radiation)
1871-1899 Lord Rayleigh (John Strutt) further refines his theory of scattering in a series of papers
1871 Rayleigh scattering first described

Event/discovery

1974 Fleischman and colleagues observe surface enhanced Raman scattering (SERS)

1964 Townes, Basov and Prochorov awarded Nobel Prize in Physics for invention of the laser

Year
Fonte: Ellis et al., (2013)

Discussdes mais aprofundadas dos principios da espectroscopia
Raman podem ser encontradas em estudos realizados pelos pesquisadores Sala
(1986) e Temperine (1977), dessa forma, neste trabalho serd apenas abordado uma
breve exploracéo sobre a Espectroscopia Raman.

Quando a radiacao eletromagnética interage com um meio, ela pode
ser refletida, propagada ou transmitida por todo o material sem nenhuma interacao.
A fracdo da luz propagada pode sofrer refragcdo, absor¢cdo ou espalhamento. A
prevaléncia de um fenébmeno sobre outro dependerd da natureza da radiacdo
eletromagnética incidente (comprimento de onda, polarizacéo, angulo de incidéncia
etc.) e do proprio material (composi¢cdo quimica, estrutura interna, dimensao, entre
outros). Logo, pode-se dizer que o efeito Raman surge da interacdo da radiagéo
eletromagnética com a molécula através de seu campo elétrico (ALVES, 2019;
KAFLE, 2020).

Em uma descricdo abreviada, e uma melhor compreensdo do
fendbmeno de espalhamento, é preciso lembrar a ideia da radiacdo eletromagnética

como um dipolo elétrico oscilante que se propaga ao longo do tempo. A interacédo
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entre o dipolo elétrico da luz e a molécula causa uma distorcdo da nuvem de
elétrons. Como o tamanho da molécula é desprezivel quando comparado ao
comprimento de onda da luz, a nuvem de elétrons é altamente polarizada por essa
interacdo. Como resultado, é formado um complexo estado de alta energia entre o
féton e a nuvem de elétrons, que por sua vez € chamado de “estado virtual ou
estado excitado” (ALVES, 2019; FARIA; SANTOS, 1997). O estado virtual ndo € real
e nao se refere a nenhum estado eletrénico ou vibracional preexistente ha molécula,
mas €é criado no momento da incidéncia do laser (MITSUTAKE; POPPI;
BREITKREITZ, 2019). Muito instavel, decai imediatamente emitindo um féton na
forma de radiacdo espalhada assim, originando o espalhamento da luz (ALVES,
2019). Esse processo de espalhamento da luz leva apenas cerca de 10'* s ou
menos (KAFLE, 2020).

A relaxacdo para o estado eletrénico fundamental pode ocorrer
através do espalhamento de um foton, onde trés possibilidades existem: a molécula
relaxa para (i) o mesmo estado vibracional de origem ou (ii) para um estado
vibracional superior ao de origem ou ainda (iii) para um estado vibracional inferior ao
de origem (RODRIGUES, 2013). No primeiro caso nenhuma troca de energia esta
envolvida. Em outras palavras, os fétons serdo espalhados com pequenas
diferencas de energia e, assim, retornardo ao estado fundamental (Figura 10). Esse
fenbmeno onde praticamente ndo ha diferenca de energia entre o féton incidente e o
foton espalhado € chamado de espalhamento elastico ou espalhamento Rayleigh
(MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019).

Nos outros dois casos os fotons espalhados terdo frequéncias menor
e maior do que os fétons incidentes, respectivamente, portanto, espalhados
inelasticamente (RODRIGUES, 2013). Quando os fétons interagem com a molécula
e causam uma polarizacdo, ha uma diferenca de energia entre o féton incidente e o
féton espalhado e, portanto, é chamado de espalhamento inelastico. Se a energia é
transferida do foton para a molécula, o féton espalhado tem uma energia mais baixa
e um comprimento de onda mais longo e € chamado de espalhamento Stokes. Se o
contrario ocorre, € chamado de espalhamento anti-Stokes (Figura 10) (MITSUTAKE;
POPPI; BREITKREITZ, 2019).
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Figura 10 - Diagrama de energia de Jablonski ilustrando os diferentes processos e
os estados envolvidos no processo de espalhamento Raman: absorcdo no
infravermelho (A), espalhamento Rayleigh (B), espalhamento Raman Stokes (C),
espalhamento Raman anti-Stokes (D), espalhamento Raman por ressonéncia (E) e
fluorescéncia (F). As setas para cima representam a excitacdo, enquanto as setas

para baixo indicam a emissao.
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Fonte: Adaptado de Mitsutake, Poppia e Breitkreitz (2019)

Considerando que a for¢a do sinal Raman € proporcional a quarta
poténcia do comprimento de onda do laser, a impresséo inicial seria que o uso de
lasers mais energéticos proporcionaria melhor desempenho. No entanto, isso hem
sempre é favoravel, pois, em vez de o féton atingir o estado virtual, ele pode adquirir
energia suficiente para atingir o estado eletrénico excitado, gerando um espectro de
fluorescéncia (Fig. 10), cujo sinal € mais intenso e obscurece a dispersdo Raman
(MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019).

Os espectros Raman séo de simples aquisi¢cdo, e requerem minima
ou nenhuma preparagdo da amostra. Geralmente o0s espectros Raman s&o
apresentados em funcao da diferenca entre o niumero de onda do sinal espalhado e
o sinal incidente, expresso tipicamente em nimero de onda (cm™) conhecido como
deslocamento Raman, como apresentado na Figura 11. Nesse contexto, como
moléculas distintas possuem estruturas diferentes e geralmente mais de um modo

vibracional, cada uma apresenta um espectro Unico com picos que representam as
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caracteristicas vibracionais desta, o que permite a identificacdo de compostos até
mesmo em misturas (PEREIRA; 2016; VIANNA, 2017).

Em um espectro Raman bandas atribuidas ao espalhamento
Rayleigh, coincidente com a frequéncia da fonte de excitagéo, é observada com alta
intensidade no centro do espectro. Em valores positivos de deslocamento, séo
observadas as bandas atribuidas ao espalhamento Raman Stokes, e nos valores
negativos correspondentes, ao espalhamento anti-Stokes. Os dois diferem somente
nas intensidades de espalhamento, sendo as bandas anti-Stokes menos intensas,
uma vez que a populacdo de moléculas que se encontram nos estados vibracionais
excitados é menor. Logo, para que um modo vibracional de uma molécula seja ativo
e observado no espectro Raman, a vibracédo de determinada ligagéo deve, portanto,
provocar variacdo na sua polarizabilidade (PEREIRA; 2016; VIANNA, 2017).

Figura 11 — Exemplo de um espectro Raman mostrando a linha Rayleigh (centro) e

das linhas de Stokes (esquerda) e anti-Stokes (direita).
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Fonte: Pereira (2016)
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2.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN NA ANALISE DE PROTEINAS

Dentre as muitas técnicas disponiveis que podem fornecer
informacdes sobre a estrutura secundéaria da fibroina de seda, a espectroscopia
Raman tem-se demonstrado uma ferramenta util de diagndéstico ultrarrapida na
caracterizacdo estrutural de proteinas, na identificacdo de bandas especificas
associadas a estrutura secundaria, especialmente no que diz respeito a
determinacdo de alteracfes conformacionais da estrutura secundaria de proteinas
em diferentes matrizes (BUNACIU; ABOUL-ENEIN; HOANG, 2015). Nesse sentido,
varios modos vibracionais podem ser usados para a analise da estrutura peptidica
de proteinas. As principais bandas caracteristicas sdo associadas ao grupo CONH,
conhecido como amida A (estiramento N-H, cerca de 3500 cm), amida B
(estiramento N-H, cerca de 3100 cm™?) e amida | a VII (I: 1600-1690 cm™ 1, Il: 1480-
1580 cm, IlI: 1230- 1300 cm?, IV: 625-770 cm™, V: 640-800 cm, VI: 540-600 cm™,
VII: 200 cm” 1). A atribuicdo dos modos peptidicos restantes é: amida IV (flexdo
OCN), amida V (flexdo N-H fora do plano), amida VI (flexdo C=0 fora do plano) e
amida VIl (esquelético). O numero de onda dos modos amida reflete a estrutura da
cadeia polipeptidica principal, independentemente dos grupos laterais (MIURA;
THOMAS 1995; RYGULA, et al., 2013).

Os principais modos vibracionais para a identificacdo de diferentes
conformacdes de proteinas sdo: amida | (vibracdo de estiramento de C=0), amida Il
e amida Ill (ambos associados ao estiramento C-N e deformag¢do N-H do grupo
peptideo). As bandas esperadas para a amida | e a amida Ill correspondem aos
intervalos 1640-1680 e 1230-1310 cm™, respectivamente. a interpretacdo das
bandas Raman da amida é frequentemente baseada em mudancas na forma do
pico, e ndo nas atribuicbes individuais da banda. Sendo assim, as frequéncias
Raman e as formas das bandas das proteinas amida | e amida Ill nos respectivos
intervalos dependem bastante sensivelmente da estrutura secundéaria da proteina.
Consequentemente, as bandas Raman da amida sao frequentemente exploradas
como indicadores da estrutura secundaria da proteina (MIURA; THOMAS 1995;
RYGULA, et al., 2013).

Tais indicadores, fazem parte de um grande namero de proteinas de
estruturas secundarias e tridimensionais que sugerem as seguintes generalizagdes:

(i) dominios a-hélice nas proteinas contribuem com as bandas de amida | e amida Ill
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nos intervalos 1645-1655 e 1260-1310 cm™, respectivamente; (ii) para estruturas de
B-folhas, os intervalos correspondentes sdo aproximadamente 1665-1680 e 1230-
1245 cm; e (iii) para dominios irregulares ou desordenados, as respectivas bandas
de amida | e amida Il s&o antecipadas nos intervalos 1655-1665 e 1245-1270 cm"
YMIURA; THOMAS 1995; RYGULA, et al., 2013).

Além da caracterizacdo das bandas referentes as amidas, existem
caracteristicas adicionais nos espectros de Raman que permitem a descricdo do
ambiente de inUmeras cadeias de aminoacidos. Isso inclui os modos de cadeia
lateral de aminoacidos (por exemplo, dubleto de triptofano 1360/1340cm, dubleto
de tirosina 860/833 cm™) ou residuos contendo enxofre nos diferentes estados
fisicos (C-S se esticando com H na posicdo trans do atomo S: 640-680cm™ e C-S
esticando com C na posigéo trans do atomo S; 740-760 cm™, S-S estendendo-se:
508-512 cm? (GGG), 523- 528 cm™? (TGT), 540-545 cm™ (TGT)) (RYGULA, et al.,
2013). Sendo assim, a espectroscopia Raman tem-se mostrado potencialmente Util
no fornecimento de informacgdes e identificacdo de proteinas, bem como para andlise
de sua estrutura secundaria que sdo importantes para diversas areas do
conhecimento como na quimica, na engenharia, na biologia e medicina (RYGULA, et
al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da temperatura na organizagao estrutural de casulos
cru e processado, visando contribuir para o melhor entendimento das propriedades
desse material. Pretende-se com isso, avancar tanto na caracterizacdo vibracional
como no conhecimento das estruturas secundarias das fibras de seda dos casulos
como um meio de avaliar rapidamente a conformacdo molecular das fibras de seda,

0 que pode ser util no controle das propriedades desses materiais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avancar no conhecimento estrutural e vibracional dos casulos crus e
processados por espectroscopia Raman confocal.

Investigar o efeito da temperatura na organizacdo estrutural de
casulos crus e processados, utilizando as técnicas de DSC, TGA, espectroscopia

Raman confocal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os casulos do bicho-da-seda (B. mori) utilizados neste estudo foram
fornecidos pela Empresa de Fiacdo de Seda Bratac, com sede em Londrina, Parana,

Brasil.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Secagem em Estufa dos Casulos Cru e Processado

Depois de classificados, os casulos foram submetidos a dois
diferentes programas de secagem em estufa (FANEN, Modelo 3015 SE), a 80 e 125
°C por 60 minutos. Ap6s o resfriamento a temperatura ambiente, as amostras
obtidas foram nomeadas como casulos crus tratados e casulos processados
tratados.

4.2.2 Classificacéo

As amostras de casulo foram inicialmente classificadas como
casulos crus, antes de qualquer tratamento térmico, e casulos processados, apés
tratamento térmico em fornos secadores. Os casulos crus e processados foram
subsequentemente cortados em pedacos de 0,5 x 0,5 cm usando uma tesoura de

aco inoxidavel.

4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE CASULO CRU E PROCESSADO

4.3.1 Analise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas (TG) foram feitas em um equipamento

Shimadzu modelo TGA-50. Para tal, fragmentos dos casulos crus e processados
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com massas de 7,061 mg e 5,043 mg, respectivamente foram utilizadas. As
amostras foram colocadas em uma porta amostra de platina sob atmosfera de N2
com um fluxo de 20 mL min* e razdo do aquecimento de 20°C mint em uma faixa
de 25 e 400°C. As curvas TG foram obtidas em um equipamento da Shimadzu
modelo TGA-50.

4.3.2 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

A calorimetria de varredura diferencial foi usada nos fragmentos de
casulo (massa total de 1.800 mg de casulo cru e 1.600 mg de casulo processado).
As amostras foram colocadas em suportes herméticos de aluminio. As curvas DSC
foram obtidas em um calorimetro de varredura diferencial Shimadzu DSC-60. O calor
foi aplicado a uma taxa de 10 °C mint, em uma faixa de temperatura de 25 a 300 °C.
Uma taxa de fluxo de gas de 50 mL min foi usada em uma atmosfera de nitrogénio.

4.3.3 Espectroscopia Raman

Para analises Raman, os casulos de seda foram colocados em
laminas de microscoépio de vidro com o auxilio de uma pinca metdlica. Os espectros
Raman e as micrografias épticas das superficies internas dos casulos foram obtidos
usando um Sistema de Microscépio Confman Raman WITec® Alpha300 + Confocal e
lente x50 ZEISS com comprimentos de onda de 532 e 785 nm. A poténcia do laser
focada na amostra foi mantida em 7,5 e 10 mW, respectivamente, medidos
inicialmente por um equipamento medidor de energia posicionado apds a lente
objetiva. Os espectros foram coletados acumulando-se por 3 segundos ap6s 10
varreduras.

Todas as deconvolugdes espectrais foram feitas no programa Origin
(8.0, 2007). Um numero de componentes e a geracao de um ajuste razoavel foram
assumidos no processo, onde cada componente demonstra a dependéncia do
tratamento feito na amostra por meio da mudanca na intensidade relativa observada.
Uma funcdo Gaussiana foi usada e o controle sobre os parametros (posicdes e
largura de banda) nédo foi realizado, e pequenas diferencas de posicdo e largura de
banda foram toleradas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma das etapas do processo de industrializacdo do filamento de
seda é a secagem dos casulos antes da transformacéo das crisdlidas em mariposas,
preservando a qualidade do filamento. A temperatura de secagem varia entre 110°C
a 120° C, terminando a 40 a 50°C. A queda progressiva da temperatura acontece a
medida que se vai completando a secagem, ou seja, as se¢des de secagem variam
em escalas de temperaturas e diminuem gradativamente a medida que se
atravessam as secdes (SAYEG; BARUQUE-RAMOS, 2014). Dessa forma, um
estudo vibracional desses materiais antes e apds aquecimento € necessaria.

Na Figura 12 foram apresentadas as imagens obtidas no
microscopio confocal da superficie dos casulos da lagarta Bombyx mori (B. Mori),
com a incidéncia e apds a incidéncia de radiacdo laser. Como pode ser observado
na Figura 12(a), os fios da seda foram organizados em camadas e apresentam
regides em que ocorrem entrelacamentos das fibras formando algumas estruturas
irregulares (regido circundada), que unem os fios. Provavelmente, essas estruturas
foram devidas a formacgéo da sericina, como caracterizado por Hang et al. (2012) e
Jin e Kaplan (2003). Na Figura 12(b) é apresentado a imagem com a incidéncia de
radiacdo laser, em 532 nm. Foi verificado nessa regido, o efeito de fluorescéncia
dessas estruturas irregulares. Apos a retirada da incidéncia do laser, como pode ser
verificado na Figura 12(c), houve a queima do material nessa regido (regido
circundada). Por outro lado, foi verificado que a incidéncia de radiacdo do laser em
outra regido da fibra, com a mesma poténcia de laser, ndo houve a queima do

material (regido apontada por seta).

Figura 12 - Imagens ampliadas da superficie do casulo (a), da mesma com a
incidéncia (b) e apds a incidéncia de radiagdo laser 532 nm (c). As imagens foram

obtidas utilizando um microscopio confocal, com objetiva de 50 vezes.

Fonte: o proprio autor
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Desta forma, foram obtidos os espectros Raman desses materiais na
regido da fibra, distante das regides irregulares, utilizando a radiacdo 532 nm.
Buscou-se com esse procedimento o estudo das componentes com estruturas mais
ordenadas no material, uma vez que, a espectroscopia Raman, como mencionado
anteriormente, pode fornecer informacfes a respeito dos grupamentos amida e da
conformacao molecular da fibroina de seda, dependendo da posicéo e intensidade
das bandas especificas (BUNACIU; ABOUL-ENEIN; HOANG, 2015; TUMA, 2005).

A Figura 13 apresenta os espectros Raman da regido entre 600-
1800 cm das amostras de casulo cru (a) e casulo processado (b) do bicho-da-seda

B.mori, obtidos na radiacdo excitante de 532 nm.

Figura 13 - Espectros Raman do === casulo cru (a) e === casulo processado (b)
obtidos na regido de 600-1800 cm™ na radiacdo excitante 532 nm.
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Fonte: o proprio autor

Os espectros Raman das amostras de casulo cru e processado
apresentaram grande semelhanca, com pequenos deslocamentos das bandas
identificadas. As principais bandas caracteristicas dos modos vibracionais da fibroina
de seda (fibras de seda), foram observadas em 1093, 1238, 1414, 1460, 1676 cm™' e
o ombro em 1274 cm?, que sdo semelhantes as apresentadas em trabalhos
publicados por Monti et al., (1998), Rousseau et al., (2004), Zhang et al., (2015) e
Zheng et al., (1989).
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Nota-se que duas regifes destacadas na Figura 13 em 1230-1300
cm? e 1600-1700 cm™* do espectro Raman apresentaram bandas mais largas e
intensas. Essas regides sdo de grande interesse neste trabalho por serem
relacionadas as regides das amidas | e Ill de proteinas e, podem ser associadas as
conformacgdes moleculares a-hélice, B-volta, enovelamento aleatério e B-folha.

A banda da amida | possui frequéncia caracteristica na faixa de 1600
a 1700 cm e esta relacionada predominantemente a contribuicdo do estiramento
C=0 (80%), e menos significativamente ao estiramento C-N (10%) e deformacéo
angular N-H (10%). Ja& a regido do espectro referente a 1230-1300 cm™? é
caracteristica da amida lll e esta associada as contribuicbes de estiramento C-N
(40%), a deformac&o angular N-H (30%) e CHsCH (20%) (AREAS; KAWANO, 1991).
Esta dltima regido espectral (da amida Ill), apresenta tendéncias complexas, pois
existem diferentes contribuicbes de modos vibracionais da amida e de cadeias
laterais de aminoacidos que se misturam em diferentes partes dessa faixa espectral
(MONTI et al., 1998, 2003).

As bandas observadas em 1093, 1238 e 1676 cm™ foram atribuidas
a vibracdo de estiramento C—-C, da amida Ill e amida I, respectivamente. Estes
resultados coincidem com os obtidos por (MONTI et al., 1998, 2001; ROUSSEAU et
al., 2004; ZHANG et al., 2015; ZHENG et al., 1989), e fornecem uma clara indicacéo
conformacional da estrutura secundaria na forma de B-folha também conhecida
como seda Il. No entanto, podem ser encontrados trabalhos como os publicados por
Edwards e Farwell (1995) e Shao et al. (2005) que sugerem que a banda em 1093
cm® seja caracteristica da conformacéo enovelamento aleatério do estiramento C-C
e estiramento C-N respectivamente, porém nesse trabalho, assim como relatado por
Magoshi e Magoshi (1975), Monti el al. (1998) e Zheng et al. (1989), esta banda foi
atribuida a conformagdo de B-folha. J& o ombro observado em 1274 cm™ foi
atribuido como sendo da amida Ill que é caracteristica da conformagao a-hélice
também conhecida como seda | (MONTI et al.,, 2001; PEREIRA; SILVA; DE ZEA
BERMUDEZ, 2015).

As bandas em 1414 e 1460 cm™? foram atribuidas como sendo
caracteristica da sericina referente a vibragéo de deformagéo 60OH da serina (MONTI
et al., 2007) e atribuida ao dobramento 8asCHs da poli(Ala) e dobramento 8CH2 no
plano da poli(Ala-Gly), respectivamente (PREGHENELLA; PEZZOTTI; MIGLIARESI,
2007; ROUSSEAU et al., 2004; SHAO et al., 2005).



45

Para um melhor detalhamento e utilizacdo da técnica Raman como
ferramenta para essa caracterizacdo, na Figura 14, foram apresentados o0s
espectros Raman deconvoluidos da regido entre 1510-1750 cm™ (amida 1) e 1190-
1380 cm™ (amida Ill) baseado em mudancas na forma da banda, e ndo nas suas

atribuicdes individuais.

Figura 14 - Espectros Raman deconvoluidos do casulo cru das bandas em 1675 cm-
1 (a) e 1238 cm? (b) e das bandas do casulo processado em 1676 cm™ (c) e 1239

cm?® (d) obtidos na radiacéo excitante de 532 nm.
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Fonte: o préprio autor

Na Figura 14(a) e 14(c), sdo apresentados 0S espectros
deconvoluidos da regido entre 1510-1750 cm* (amida |) do espectro Raman obtido
na radiacdo excitante de 532 nm das amostras de casulo cru e casulo processado.
Foram observadas bandas em aproximadamente 1559, 1626 e 1676 cm™. Esta

Gltima banda (1676 cm™) foi atribuida a conformacao B-folha. No que se refere a
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Figura 14(b) e 14(d) da regido entre 1510-1750 cm™ dos espectros Raman
deconvoluidos da amida Ill do casulo cru e casulo processado, as bandas
verificadas em aproximadamente em 1238 cm™ e 1274 cm foram relacionadas com
a conformacgéao B-folha (seda Il) e a-hélice (seda I) respectivamente e a banda em
1329 cm? atribuida deformagdo dCHs (COLOMBAN et al.,, 2012; EDWARDS;
FARWELL, 1995; MONTI et al., 2001; PREGHENELLA; PEZZOTTI; MIGLIARESI,
2007; ROUSSEAU et al., 2004). E interessante notar que, tanto para o casulo cru
quanto para o casulo processado os espectros mostram valores de numero de onda
semelhantes para as bandas referentes a regido da amida | e Ill, demonstrando que
0 aquecimento brando feito no casulo cru durante a secagem industrial ndo altera
significativamente os componentes das estruturas secundarias.

Com o objetivo de verificar se ocorrem alteracdes nos espectros
com a mudanca da radiacdo excitante e, considerando o arranjo estrutural complexo
das cadeias polipeptidicas e dos residuos de aminoacidos das cadeias laterais, além
da radiacdo 532 nm foi utilizada a radiacdo excitante 785 nm para obtencdo dos
espectros Raman. Dessa forma, na Figura 15 foram apresentados os espectros

Raman do casulo cru e processado, obtidos nas radiacfes excitantes 532 e 785 nm.

Figura 15 - Espectros Raman no intervalo de 600-1800 cm™ do == casulo cru (a) e
- casulo processado (b) do bicho-da-seda Bombyx mori, obtidos na radiacao
excitante e === 532 NM (i) € === 785 nm (ii).
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Fonte: o proprio autor

Comparando os espectros acima, nota-se que utilizando a radiacéo
excitante 785 nm as bandas em 1670/1675, 1233/1239 e 1088 cm! tornam-se mais
estreitas e intensas em relagdo ao espectro Raman inicial obtido em 532 nm (Fig.
13). Observa-se também o surgimento das bandas em 719, 886, 931 e 1037 cm™,
caracteristicas das cadeias polipeptidicas presentes na estrutura primaria do casulo
(da fibroina de seda) (COLOMBAN et al., 2008; HANADA; FARWELL, 1995; MONTI
et al., 2001; PREGHENELLA; PEZZOTTI; MIGLIARESI, 2007; TADDEI et al., 2013).
Além desses novos fenbmenos observados, € possivel afirmar aumentos nas
intensidades das bandas em 648, 764, 835, 860, 981, 1008, 1167 e 1619/1627 cm™_.
Essas bandas foram atribuidas as vibracdes da cadeia lateral dos aminoacidos da
fibroina de seda (MONTI et al., 2001; PREGHENELLA; PEZZOTTI; MIGLIARESI,
2007; ROUSSEAU et al., 2004) e parecem ser mais sensiveis na radiacdo excitante
de 785 nm.

Como apresentado por Asakura et al. (2002), a constituicdo das
sequéncias amorfas de residuos de tirosina presentes no casulo de seda podem ser
na maioria devido a contornos distorcidos de B-voltas e B-folhas, induzindo
aleatoriedade no esqueleto da fibroina. Desta forma, os resultados de deconvolugéo
das bandas amida I, podem fornecer informacdes, se os casulos sdo ou néo

idénticos a nivel molecular.
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Com base nos resultados acima e de acordo com os estudos de
Lefévre et al. (2007) que mostrou que através da decomposi¢cao das bandas amida |
e lll, cuja regibes sdo consideradas complexas, por apresentarem diferentes
contribuicbes de modos vibracionais que se misturam em diferentes partes dessa
faixa espectral, foi identificado a presenca das bandas em 1655, 1666, 1678/1693
cm? as quais foram relacionadas as estruturas a-hélices, B-folhas and B-voltas,
respectivamente. Dessa forma, na Figura 16 foi realizado um estudo da
decomposicdo das bandas da Amida | e 11l do casulo cru e processado.

Na Figura 16, sédo apresentados os espectros Raman deconvoluidos
das regides entre 1600-1730 cm (amida I) e 1200-1300 cm (amida IIl) do espectro
Raman obtido na radiacéo excitante de 785 nm de de casulo cru e processado.

Figura 16 - Espectros Raman deconvoluidos do casulo cru das bandas 1670 cm
(a), 1233 cm™ (b) e do casulo processado das bandas em 1670 cm™ (c), 1236 cm™

(d) obtidos na radiacdo excitante de 785 nm.
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Para a regido da amida | (Fig. 16(a) e 16(c)), além das bandas ja
identificadas nos espectros Raman deconvoluidos em 532 nm do casulo cru e
processado, duas outras bandas foram observadas, em 1652 e 1681/1686 cm™,
para ambas as amostras de casulo cru e casulo processado. A banda observada em
1652 cm™ foi atribuida a conformacéo a-Hélice (SHAO et al., 2005). Por outro lado,
nos espectros deconvoluidos da banda da amida Ill em 1233/1236 cm™ (Fig. 16(b) e
16(d)) do casulo cru e processado obtidos em 785 nm, foram observadas as bandas
em 1261/1264 cm™* e as bandas em 1214 e 1224 cm™. A banda em 1224 cm foi
atribuida como sendo caracteristica dos aminoacidos de cadeias laterais, tirosina e
fenilalanina (MONTI et al., 2001; PREGHENELLA; PEZZOTTI; MIGLIARESI, 2007).

Sendo assim ao compararmos 0s espectros deconvoluidos obtidos
em 785 nm (Fig. 16) com os espectros obtidos em 532 nm (Fig. 14), nota-se que
utilizando a radiacdo excitante de 785 nm, um maior nimero de bandas é
observado, principalmente em relacéo a regido espectral correspondente a amida I,
cuja regidao apresenta diferentes contribuicbes de modos vibracionais que se
misturam em diferentes partes dessa faixa espectral. Desse modo, pelos resultados
obtidos, as deconvolucdes das regides da amida | e Il dos espectros Raman em 532
e 785 nm, demonstrou-se uma ferramenta Util para avaliar a presenca das
frequéncias relacionadas as estruturas secundarias da fibroina de seda, ou seja, as
conformagdes moleculares B-folha (seda Il) e a-hélice, B-volta e enovelamento
aleatdrio (seda l).

Considerando a possibilidade que um aquecimento brando do casulo
de seda, pode vir a promover algumas desordens estruturais na organizacao
molecular das fibras que constitui o material, foi realizado inicialmente o estudo dos
eventos térmicos que podem ocorrer por consequéncia das modificacdes desse
material com a temperatura.

Na Figura 17(a) e 17(b) foram apresentadas as analises
termogravimétricas (TG) dos casulos cru e processado, respectivamente. As
amostras foram medidas em funcdo de um gradiente de temperatura de 30 a 400 °C.
Os termogramas das duas amostras mostraram mostrou uma tendéncia similar aos
obtidos por Malay, et al. 2016 e Wang et al. 2017, com perda inicial de peso dos
casulos dentro de um intervalo de aproximadamente 50-100 °C correspondente a
perda de agua adsorvida. Para a observacao dos picos de degradacéo dos casulos,

foram analisadas as derivadas das curvas termogravimétricas, como mostra a Figura
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15(a) e 15(b) destacadas em vermelho. E possivel observar que ambas as amostras

apresentaram comportamento semelhante, com pico em torno de 345 °C (Dr), o qual
foi atribuido a degradacao térmica dos casulos (MALAY, ET AL., 2016).

Figura 17 — Analises termogravimétricas TG (=-==) e derivadas das curvas

termogravimétricas DTG (====), do casulo cru (a) e casulo processado (b).
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Fonte: o proprio autor

Na Figura 18 foram apresentadas as curvas de calorimetria

exploratdria diferencial (DSC) dos casulos cru e processado.

Figura 18 - Curvas de DSC do == casulo cru (a) e do == casulo processado (b).
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Foi verificado que entre as temperaturas de 30 e 150 °C ocorreu, em
ambas as curvas, um processo endotérmico que caracteriza a vaporizacdo da agua.
Entretanto, foi observada uma curva alargada, que demonstra provavelmente uma
forte interacdo entre as moléculas de 4gua com as moléculas constituintes no
material da seda. Apds 326 °C ocorreu um processo exotérmico, para ambos,
relacionado a degradacdo dos casulos. Estes resultados mostram que o
comportamento observado das curvas de DSC dos casulos cru e processado séo
semelhantes ao observado em trabalhos publicados por Malay, et al. (2016) e Wang
et al. (2017) sobre fibras de seda dos casulos da B. mori.

Na Figura 19 foram apresentados os espectros Raman da superficie
internas dos casulos cru e processado, como recebidos (sem aguecimento) e 0s

tratados em estufa a 80 e 125 °C por um periodo de 60 minutos.

Figura 19 - Espectros Raman da superficie do casulo cru (a) e casulo processado
(b) na regido de 600-1800 cm™?, == sem aquecimento (i); =—— processado em
estufa a 80 °C (ii) e 125 ©°C (iii), por um periodo de 60 minutos, obtidos na

radiacdo excitante de 532 nm.
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Os espectros Raman do casulo cru (Figura 19(a)) mostram que com
0 aumento da temperatura de secagem nao houve alteracdes espectrais em ambas
as temperaturas em relagdo ao casulo sem aquecimento. No entanto, nos espectros
do casulo processado (Figura 19(b)) pode ser verificado que com o aumento da
temperatura de secagem ocorre uma diminuicdo na intensidade da banda em 1412
cm?, relacionada a deformagdo OH da serina da sericina (MONTI et al., 2007), e um
aumento de intensidade da banda em 1464 cm atribuida ao dobramento CHz da
poli(Alanina) e dobramento CH2 no plano da poli(Alanina-Glicina) (PREGHENELLA,
PEZZOTTI; MIGLIARESI, 2007; ROUSSEAU et al., 2004; SHAO, et al., 2005).

Além disso, foi possivel observar um leve alargamento da banda da
amida Ill em 1239 cm, que pode indicar que esteja ocorrendo uma desordem
estrutural com o aumento da temperatura. Pois, conforme relatado por Monti et al.,
(1998) a temperatura e a taxa de secagem desempenham um papel importante na
desestabilizacdo da conformacdo molecular na estrutura secundaria da seda, ou
seja, a temperatura pode ser considerada um parametro chave na desordem dessa
estrutura presente inicialmente na fibroina de seda. Desse modo, as bandas em
1238 e 1093 cm* foram relacionados a conformacao B-folha e a banda em 1270 cm-
1 foi também relacionada a presencga da conformagao molecular a-hélices (MONTI et
al., 2007).

Pelo acompanhamento das imagens obtidas pelo microscopio
confocal, foi observado que com a secagem apés 80 °C, foi verificado a formacéo de
agregados de sericina sobre a superficie dos filamentos de fibroina conforme
indicado com setas na Figura 20. Esse efeito foi menos percebido nas amostras de
casulo cru, possivelmente pela maior quantidade de sericina ainda presente no

material.

Figura 20 - Formacao de agregados de sericina sobre a superficie da fibra de seda.

Fonte: o préprio autor
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Com a finalidade de acompanhar o efeito da desordem estrutural
com o0 aumento da temperatura nos diferentes casulos, como observados na Figura
21, foram realizadas as deconvolug¢des dos espectros Raman no intervalo de 1175-
1390 cm?,

Figura 21 - Espectros Raman deconvoluidos obtidos na radiacdo excitante 532 nm
no intervalo de 1175-1390 cm, do casulo cru: sem aquecimento (a), seco em estufa

a 80 °C (c), seco em estufa a 125 °C (e); do casulo processado (b) sem

aguecimento, seco em estufa a 80 °C (d), seco em estufa a 125 °C (f).
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Pode ser verificado nos espectros deconvoluidos que as
intensidades das bandas em 1274 cm™ sofreram um aumento em relacdo a
intensidade das em 1238 cm, avaliada através da relacdo l123s)/l1274), conforme a
Tabela 2. No casulo cru, as razdes entre as intensidades diminuiram de 2.4 para 1.7
e no casulo processado, de 2.9 a 1.5, entre os materiais sem aquecimento e tratados
termicamente em estufa. Essa razdo demonstrou que ocorreu uma diminuicdo da
conformagao B-folha em relagdo a a-hélice, promovendo assim uma desordem
estrutural com o aumento da temperatura. Da mesma forma, foram avaliadas a
razdo entre as intensidades das bandas l@ogs)/laz70), que apresentou um

comportamento semelhante ao resultado observado anteriormente.

Tabela 2 - Relacdo das intensidades das bandas lq23s)/la274) € loes)/la27o) dos

casulos cru e casulos processado obtidos na radiacao excitante 532 nm.

Casulo cru Sem aguecimento 80 °C 125°C

l(1238)/l(1274) 2.4 2.2 1.7

l(1003)/l(1270) 1.2 1.0 0.9
Casulo processado

l(1238)/1(1274) 2.9 1.9 1.5

l(1003)/l(1270) 1.2 1.0 1.1

Fonte: o proprio autor
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Na Figura 22 foram apresentados 0s espectros Raman
deconvoluidos obtidos das amostras anteriormente descritas, no intervalo de 1629-
1721 cm™. Desses espectros foram realizados as avaliagdes das razdes entre as
intensidades lwus7o)/laes4), l@e7o)/laeso) € las7o)/laseo)y dos espectros tratados por

deconvolucéo.

Figura 22 - Espectros Raman deconvoluidos obtidos na radia¢éo excitante 785 nm
no intervalo de 1629-1720 cm, do casulo cru: sem aquecimento (a), seco em estufa
a 80 °C (c), seco em estufa a 125 °C (e); do casulo processado sem aquecimento

(b), seco em estufa a 80 °C (d), seco em estufa a 125 °C (f).
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Fonte: o proprio autor
Pode ser verificado nos espectros deconvoluidos que as
intensidades das bandas em aproximadamente 1654, 1684 e 1694 cm-* sofreram um

aumento em relacéo a intensidade das em 1670 cm™, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Relagéo das intensidades das bandas la670)/11654), l(1670)/1(1684) € l(1670)/I(1694)

dos casulos cru e casulo processado obtidos na radiacao excitante 785 nm.

Casulo cru Sem agquecimento 80 °C 125 °C
l(1670)/I(1654) 3.9 1.1 0.6
l(1670)/I(1684) 3.3 2.1 0.4
l(1670)/1(1694) 16.9 2.9 0.8
Casulo processado
l(1670)/I(1654) 1.3 1.9 0.8
l(1670)/1(1684) 3.2 3.4 1.3
l(1670)/(1694) 3.2 4.5 2.3

Fonte: o proprio autor

No casulo cru, as razdes entre as intensidades le70)/l(1654)
diminuiram de 3.9 para 0.6 e no casulo processado, de 1.3 a 0.8, entre os materiais
sem aquecimento e tratados termicamente em estufa. Essa razao demonstrou que
ocorreu uma diminuicdo da conformacdo [-folha em relagdo a a-hélice,
comprovando a promocao da desordem estrutural com o aumento da temperatura,
como anteriormente constatado utilizando os resultados dos espectros obtidos com a
radiacdo 532 nm. Além disso, € possivel observar que as razbes entre as
intensidades do casulo cru, le70)/l1680) € la670)/l(1690), diminuiram de 3.3 para 0.4 e de
16.9 para 0.8, respectivamente e no casulo processado, de 3.2 a 1.3 e de 3.2 a 2.3,
respectivamente, entre 0s materiais sem aquecimento e tratados termicamente em

estufa. Através desse resultado pode ser demonstrado que ocorreu uma diminuicdo
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da conformacéo B-folha em relagdo a B-turns, possivelmente pela transicdo entre
essas estruturas com o aumento da temperatura.

Como verificado para ambas as radiagdes (532 e 785 nm), as razdes
entre as intensidades diminuem com o aumento da temperatura. Sendo assim,
sugere-se conforme relatado por Jaramillo-Quiceno et al. (2017) que o tratamento
térmico das fibras de seda em temperaturas brandas produz uma perda de
alinhamento molecular concentrado nas regides amorfas, afetando também, as
estruturas cristalinas de folha B que sédo convertidas gradualmente em estruturas

aleatorias.
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6 CONCLUSAO

Os espectros de Raman na regido das frequéncias atribuidas as
amidas | e lll das cadeias polipeptidicas da fibroina da seda mostram uma
correlacdo entre as propor¢cdes de intensidade das bandas deconvoluidas nos
espectros a 532 e 785 nm.

Pode ser comprovado que houve uma diminuicdo da conformacéo B-
folha em relacdo a a-hélice e a diminuicdo da conformacao B-folha em relacéo a -
volta, devido a transicao entre essas estruturas com o aumento da temperatura.

Desta forma, esse estudo para os casulos cru e processado,
mostrou que a faixa de temperatura estudada, obtida pelo DSC, desempenha um
papel determinante no impacto das estruturas secundarias das fibras de seda dos
casulos. As razdes entre intensidades das bandas geradas por espectroscopia
Raman, fornece um meio rapida na avaliacdo das conformacfes moleculares nas
fibras de seda, o que pode ser util para fins de controle das propriedades desses

materiais.
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7 CAPITULO I - ESTUDO SERS DE FRAGMENTOS DE CASULO
NANOESTRUTURADOS COM PARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO O
CRISTAL VIOLETA COMO MOLECULA SONDAINTRODUGAO

Desde a descoberta do Efeito Raman, o fendmeno tem sido
amplamente explorado como uma fonte poderosa para fornecer informacdes
estruturais e composicionais sobre o material desejado. O efeito recebeu o nome de
seu descobridor, o fisico indiano Chandrasekara Venkataraman em 1928. A
chamada espectroscopia Raman € uma técnica baseada no espalhamento inelastico
da luz associado a modos moleculares de vibracdo. Para esse efeito, a amostra é
irradiada com um feixe de luz monocromatica e a mudanca espectral da radiacdo
dispersa é analisado para inferir a natureza do material (ALVES, 2019).

Existem inUmeras vantagens que a espectroscopia Raman
proporciona para o estudo das vibracdes moleculares, a necessidade de pouco ou
nenhum preparo das amostras e que permitem a identificacdo de substancias
organicas e inorganicas e a possibilidade de se trabalhar em meio aquoso (SANTOS
et al.,, 2010). No entanto, a deteccdo de moléculas adsorvidas em superficies
metalicas por espectroscopia Raman comum €é um problema muito desafiador
devido a sua secéo de choque ser extremamente baixa, normalmente na ordem de
1028 a 103° cm? molécula™ sr! (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011). Esse obstaculo
dificulta a aplicacdo em larga escala da espectroscopia Raman como uma técnica
analitica de rotina. Por esse motivo, fica clara a necessidade de encontrar métodos
eficientes para melhorar a eficiéncia de deteccéo da espectroscopia Raman (ALVES,
2019).

Em vista das vantagens expostas acima, bem como da limitacdo
inerente a técnica, é clara a necessidade de se buscar outros meios de
intensificagdo do espectro Raman (RODRIGUES, 2013). Esses esfor¢cos levaram
nas Ultimas décadas, ao surgimento de varias abordagens para melhorar a resposta
Raman de substancias. Uma estratégia comum envolve a interacdo de espécies
moleculares com nanoparticulas metélicas ou superficies metalicas rugosas. Para
gue o aprimoramento do sinal ocorra, as moléculas devem ser diretamente
adsorvidas na superficie do metal ou separadas por apenas um espaco de alguns
nandmetros. Por excitacdo da luz, da fonte de laser Raman, os elétrons de

conducdo da superficie do metal oscilam de maneira concertada, um fenémeno
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conhecido como ressonancia plasménica. Isso cria uma forte amplificacdo de luz
perto da superficie do metal, 0 que aumenta ainda mais o espalhamento Raman das
moléculas localizadas nas proximidades. Uma contribuicdo da natureza quimica
também desempenha um papel no aprimoramento do sinal Raman, mas em uma
extensdo muito menor quando comparada ao efeito eletromagnético. Esse principio
da coleta de dados Raman deu origem a técnica conhecida hoje como
espectroscopia Raman intensificada por superficie (Surface-Enhanced Raman
Scattering — SERS) (ALVES, 2019).

Uma vez que a ressonancia de plasmon de superficie localizada
(LSPR) e a intensificacdo de campo provocada dependem da geometria das
nanoparticulas, bem como a interacao entre as mesmas dada pelo distanciamento
entre particulas (SANTOS et al., 2010), muitas pesquisas tém sido realizadas na
busca pelo desenvolvimento de diferentes procedimentos para a obtencdo de
nanoparticulas metalicas com geometrias bem definidas para fabricacdo de
substratos SERS (SUR, 2017). Os substratos SERS mais comuns usados sao 0s
coloides metalicos de Au, Ag e Cu obtidos pela reducdo quimica e as superficies dos
eletrodos metdlicos rugosas por um ou mais ciclos eletroquimicos de reducédo e
oxidacdo. Nesse contexto, é importante destacar que para um substrato SERS ser
considerado ideal, o material deve ser econdmico, facilmente acessivel,
quimicamente inerte e biocompativel (SUR, 2017). Para tanto, as suspensdes
coloidais sao particularmente atraentes, pois podem ser preparadas em um processo
“one-pot”. Nesse tipo de processo ocorrem reacdes que mesmo tendo diversas
etapas, todas se passam dentro do mesmo meio reacional, sem a necessidade de
realizar separacfes de produtos a cada etapa e nem de purificacdo. A abordagem é
muito interessante e sdo baratas, mas néo é de facil execucao, pois nem todos os
tipos de reagbOes permitem essa abordagem, considerando que existe uma grande
possibilidade de ocorrer reacdes indesejadas e uma gama grande de subprodutos
(SMITH; RODGER, 1999).

Recentemente avancos tém sido feitos na obtencdo de coloides
recém preparados, monodispersos, reproduziveis e estaveis por varios meses. Em
particular, o coloide preparado pela reducao de citrato da prata pode ser produzido
na forma quase monodispersa e com uma vida util de até um ano ou mais, no
entanto, o tamanho das particulas desses coloides varia (SMITH; RODGER, 1999).

No entanto, as principais limitagdes associadas ao efeito SERS sdo a agregacédo das
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nanoparticulas que tornam a reprodutibilidade mais desafiadora, uma vez que, a
suspensao de nanoparticulas de prata deve ser misturada com a solucédo de analito
para SERS, um requisito de amostragem que pode ser limitativo para algumas
aplicacbes, como no exame de adsorvidos em superficies ativas que nao sejam
SERS (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011). Além disso, tanto as nanoparticulas como
as moléculas prova estdo em constante movimento, e o sinal serd observado
quando uma ou mais nanoparticulas de prata contendo o adsorbato cruzarem a
regido onde o laser esta incidindo (OLIVEIRA, 2015). Por esse motivo, € essencial
fornecer substratos novos para o estudo SERS. Apesar dos desafios de
reprodutibilidade e de amostragem em potencial, as solucbes coloidais séo
amplamente utilizadas como substrato de SERS devido ao seu alto desempenho,
boa estabilidade e facilidade de fabricagdo (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011).

Outro desafio nos estudos SERS, € conseguir que os sitios SERS-
ativos figuem confinados a uma regido, o que acontece, por exemplo, com moléculas
adsorvidas em filmes de prata depositados a vacuo ou em eletrodos de prata
ativados por ciclos de oxidacdo reducdo. No entanto, em ambos 0s casos, O
adsorbato permanece na superficie (e na solucdo no caso de eletrodos) podendo
mudar sua localizacdo. Assim, um dos desafios da técnica consiste em obter
substratos com atividade SERS em que, tanto os sitios SERS-ativos, como 0s
adsorbatos, permanegcam imodveis (OLIVEIRA, 2015).

Neste trabalho pretendeu-se explorar a utilizacdo de substratos
SERS utilizando como substrato a superficie interna de fragmentos de casulos do
bicho-da-seda Bombyx mori, nanoestruturados com particulas de prata sintetizadas
via método utilizado por Lee e Meisel (1982). Com estes substratos espera-se a
promocéao eficiente do efeito SERS na deteccdo de espécies moleculares em baixa

concentracédo quando comparados com o efeito SERS de solugdes coloidais.
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8 REVISAO BIBLIOGRAFICA

8.1 EFEITO RAMAN RESSONANTE (RR)

Apesar de ter sido utilizada com sucesso em diversas aplicacdes, o
grande entrave da espectroscopia Raman € a baixa probabilidade de que um f6ton
seja espalhado inelasticamente, isto €, considerando que tipicamente a intensidade
da radiacdo espalhada é da ordem de 102 a 10° vezes a radiacdo incidente, e 0
espalhamento Raman corresponde a =10° vezes essa radiagdo (VIANNA, 2017).
Além disso, o que torna o fenbmeno consideravelmente fraco é a baixa secdo de
choque para o espalhamento Raman, cerca de 103 cm? Sr! molécula®. Desse
modo, impde-se que 0s estudos sejam conduzidos com solucfes concentradas (na
ordem de 1% em massa ou maiores) ou em estado sélido, o que nem sempre é
possivel e/ou desejavel (LE RU; ETCHEGOIN, 2009; RODRIGUES, 2013). Na
Tabela 4 é apresentada uma comparacdo entre as secc¢Oes eficazes comumente

observadas em varios processos incluindo o espalhamento Raman.

Tabela 4 — Comparacéo da secdo de choque observada em varios processos de

interacdo da radiacéo eletromagnética com matéria.

Processo Secdo de c?oque (P,
cm?)
Espalhamento Raman 10%°
Espalhamento Rayleigh 1026
Espalhamento Raman ressonante 1024
Absorc¢ao no infravermelho 10
Emisséo de fluorescéncia 1019
Absorc¢édo no ultravioleta-visivel 1018
Espalhamento Raman intensificado por superficie 1016

Fonte: Villa (2018)

Além da baixa secdo choque, a fluorescéncia da matriz da amostra
pode limitar o uso da espectroscopia Raman, pois pode originar bandas intensas e
largas e dificultar a observacéo das bandas Raman. Este tipo de interferéncia torna-
se critica quando a frequéncia da radiagéo incidente é muito energética (e.g. na
regido proxima do ultravioleta) e quando a matriz da amostra € rica em compostos

fluorescentes. Por este motivo, o desenvolvimento de métodos bioanaliticos



69

empregando espectroscopia Raman pode tornar-se uma tarefa complexa (VILLA,
2018). Nesse sentido, a aplicacdo convencional da técnica € limitada devido a baixa
intensidade do espalhamento Raman, e/ou observacdo de fluorescéncia nos
espectros para determinados analitos. Além disso, a técnica ndo apresenta
sensibilidade suficiente para a investigacdo de compostos em baixa concentracao,
dificultando, por exemplo, sua aplicacdo para monitoramento ambiental (PEREIRA,
2016). Estes problemas tém sido contornados com o desenvolvimento de
metodologias que permitam a intensificagdo do espalhamento Raman, possibilitando
sua aplicacdo como método analitico, sendo duas delas exemplificadas aqui: o efeito
Raman ressonante (RR) e o efeito Raman intensificado por superficies (Surface-
Enhanced Raman Scattering — SERS) (BUMBRAH; SHARMA, 2016; MITSUTAKE;
POPPI; BREITKREITZ, 2019).

O efeito RR visa melhorar a deteccdo e seletividade do
espalhamento Raman. Como mencionado anteriormente, o sinal Raman é
inerentemente fraco, mas pode ser aprimorado em varias ordens de magnitude
quando o comprimento de onda do laser estiver préximo da banda de absorcdo
eletrbnica que envolve o fendmeno da ressonancia. Neste efeito, a intensidade do
espalhamento Raman aumenta significativamente quando a energia do foton
incidente se aproxima ou coincide com uma banda de transicéo eletrénica permitida
da espécie em estudo fazendo com que haja um aumento substancial na
intensidade das bandas das vibracbes dos grupos responsaveis pela transicao
eletrbnica (grupos croméforos) (EFREMOV; ARIESE; GOOIJER, 2008; MITSUTAKE;
POPPI; BREITKREITZ, 2019).

Quanto menor a diferenca entre a frequéncia do laser e a transicao
eletronica, mais forte é o sinal. No entanto, ha um risco maior de fluorescéncia, e
apenas as vibracdes acopladas aos grupos croméforos séo intensificadas. Além
disso, na andlise de amostras reais, a fluorescéncia de fundo de outros
componentes ou da matriz também pode ser um grande problema. O diagrama de
energia de Jablonski na Figura 23 mostra 0 processo de ressonancia Raman e
também ilustra porque se espera que a fluorescéncia cause interferéncia
(EFREMOV; ARIESE; GOOIJER, 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2090536X15000477?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2090536X15000477?via%3Dihub#!
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Figura 23 - Diagrama de energia de Jablonski llustrando o processo de ressonancia

Raman mostrando porque se espera que a fluorescéncia cause interferéncia.
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Fonte: Adaptado de Efremov, Ariese e Gooijer (2008)

Uma maneira de prevenir/reduzir a fluorescéncia € usar um laser de
comprimentos de onda muito curtos (na faixa ultravioleta) (EFREMOV; ARIESE;
GOOIJER, 2008). Conforme mostrado por Asher (1993), a fluorescéncia da matriz e
do analito dificilmente desempenha um papel abaixo de 260 nm. Uma revisao dessa
técnica foi publicada em 2008 por Efremov, Ariese e Gooijer (2008), contendo uma
breve historia e as principais aplicacdes. A Figura 24(a) e 24(b) mostra o espectro de
absorcdo eletrbnica e os espectros Raman ressonante do Cristal Violeta (CV),
respectivamente. Nota-se claramente um aumento expressivo de alguns sinais
Raman do cristal violeta (Fig. 24(b)) quando a radiacao laser excitante se aproxima
do maximo de absorcdo em aproximadamente 488 nm (ANGELONI; SMULEVICH,;
MARZOCCHI, 1979).
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Figura 24 - Espectro de absorcéo eletrbnica de cristal violeta (a) e espectros Raman

de cristal violeta obtidos em diferentes radiacfes excitantes (b).
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Fonte: (a) Cheriaa et al. (2012) e (b) Meyer, Le Ru e Etchegoin (2010)

Apesar da intensificagdo do efeito RR sobre o efeito Raman ser de
cerca de 10° para 108 vezes (JOHN; GEORGE 2017), existe outro mecanismo ainda
mais eficiente que é baseado no efeito de espalhamento Raman intensificado por
superficie, ou seja, no efeito plasménico que ocorre quando as moléculas de
interesse sdo adsorvidas em uma superficie metalica (geralmente nanoparticulas),
resultando em altas intensidades de espalhamento, atingindo fatores de
intensificacdo na ordem de 10 a 10'° vezes em relacdo ao espalhamento Raman
comum. A intensificacdo do sinal € devida a dois efeitos: efeito quimico e efeito do
campo eletromagnético, sendo este Ultimo dominante (MITSUTAKE; POPPI;
BREITKREITZ, 2019).

8.2 EFEITO RAMAN INTENSIFICADO POR SUPERFICIES (SERS)

Em linhas gerais, o efeito de espalhamento Raman intensificado por
superficie (Surface-Enhanced Raman Scattering — SERS) consiste em uma
intensificacdo do espalhamento Raman de uma molécula em varias ordens de
grandeza (FARIA; TEMPERINI; SALA, 1999), quando uma espécie quimica esta
proxima ou adsorvida sobre uma superficie metalica nanoestruturada (SANT ANA;
CORIO; TEMPERINI, 2006) ou pelo menos nas suas proximidades permitindo um
aumento significativo da intensidade Raman (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Esse

efeito se deve, dentre outros fatores, da interacdo eletromagnética da radiacao
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incidente com a chamada ressonancia de plasmon do metal (LE RU; ETCHEGOIN,
2009), em que os elétrons livres oscilam coletivamente em resposta ao campo
elétrico da luz incidente (WILLETS; MAYER, 2019). Outra caracteristica do efeito
SERS € a capacidade de suprimir a emissdo de fluorescéncia. Experimentos
realizados com aminodacidos contidos no suor de impressdes digitais em substratos
de prata demonstram isso (SOUZA, 2018).

O primeiro relato do que seria posteriormente conhecido como efeito
SERS foi feito por Fleischmann, Hendra e McQuillan (1974), nos anos setenta, ao
observarem um espectro Raman extraordinariamente intenso estudando adsorcao
de piridina sobre um eletrodo ativado de Ag (RODRIGUES, 2013).

A intensificagdo observada por Fleischmann, Hendra e McQuillan
(1974), foi atribuida ao aumento da area superficial devido a alta rugosidade do
eletrodo de prata (maior rugosidade no eletrodo, permitiria a adsor¢cdo de um maior
namero de moléculas). Porém, a intensificacdo observada continuava sendo muito
maior que a esperada considerando-se 0 aumento na &rea superficial. Assim, a
explicagao inicial para a intensificacdo observada no espectro Raman se baseava no
aumento do nimero de moléculas adsorvidas no eletrodo ativo de Ag (VILLA, 2018).
Entretanto, o efeito SERS somente viria a ser reconhecido em 1977, quando o0s
trabalhos independentemente publicados por Jeanmaire e Duyne (1977) e Albrecht e
Creighton (1977), constataram que a intensificacdo do sinal Raman é originada pela
interacdo da radiacdo eletromagnética com a superficie metalica rugosa, o que
incrementa drasticamente a magnitude do campo elétrico nas proximidades da
superficie e ndo pelo aumento da area superficial do eletrodo de prata. (VILLA,
2018). Nesses estudos, determinou-se que a intensificagcdo observada era da ordem
de 108 vezes, enquanto o aumento na area superficial do eletrodo era de apenas 10
vezes (COSTA, 2012).

Enquanto isso, Albrecht e Creighton (1977) associaram o efeito a
formacdo de um complexo de transferéncia de carga entre o metal e a molécula
adsorvida. Considerando as ideias de Jeanmaire e Duyne (1977), Moskovits, (1978)
foi o primeiro a explicar em 1978 intensificacdo SERS em termos de acoplamento a
uma oscilacao ressonante dos elétrons de condugdo do metal. Ele argumentou que
pequenas saliéncias presentes em superficies de metal asperas poderiam ser
interpretadas como formando um coloide bidimensional de pequenas esferas de

metal, 0 que poderia suportar esse tipo de oscilagdo conhecida como plasmons de
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superficie (ALVES, 2019). Moskovits (1978) também previu que 0 mesmo
comportamento deve ser esperado para coloides de prata e cobre cobertos com
adsorbato e imersos em meio dielétrico. Creighton, Blatchford e Albrecht (1978),
confirmaram a validade da previsdo de Moskovits (1978), enquanto trabalhavam com
coloides de prata e ouro na década de setenta. Nesse sentido, as secdes que
seguem focam nos mecanismos de intensificacdo do espalhamento Raman e
principais consequéncias dos altos niveis de magnificacdo do fenémeno (VIANNA,
2017).

8.2.1 Mecanismo Quimico

O mecanismo quimico de amplificacdo do espalhamento Raman,
pode ser entendido como uma modificagdo na polarizabilidade da molécula
analisada, resultante da formacdo de um complexo entre essa molécula e a
superficie metalica, ou seja, admite-se que haja ligacdo quimica entre os dois
componentes. Com isso, essa contribuicdo ndo se da diretamente na intensificacao
do sinal Raman, mas sim na alteracdo da identidade e natureza da molécula
(PEREIRA, 2016). A formacédo do complexo entre a molécula e o metal modifica a
estrutura eletrbnica das espécies envolvidas. Considera-se, como uma aproximacao,
gue o nivel de Fermi do metal esteja localizado entre os niveis ocupados de maior
energia (HOMO), e os niveis ndo ocupados de menor energia (LUMO) da molécula,

como representado no diagrama da Figura 25.

Figura 25 — Esquema ilustrativo do mecanismo de transferéncia de carga.
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Quando a radiacdo incidente esta em ressonancia com a transicao
eletronica entre os niveis da molécula, ocorre o fendbmeno de Raman ressonante,
discutido anteriormente. Podem ocorrer ainda dois fendmenos de transferéncia de
carga: a transicao eletronica entre o estado fundamental da molécula e o nivel de
Fermi do metal, ou entdo entre o nivel de Fermi do metal e o estado excitado da
molécula. Caso a radiacao incidente seja ressonante com a energia necessaria para
gue esses processos de transferéncia de carga ocorram, isso pode levar ao aumento
substancial no tensor de polarizabilidade do complexo, intensificando o sinal SERS
(PEREIRA 2016).

AlteracGes na polarizabilidade molecular sdo consideradas o fator
crucial de magnificagdo do sinal, e ocorrem como consequéncia de mecanismos de
troca de carga. Devido aos diferentes mecanismos de troca de carga, 0 espectro
Raman resultante pode apresentar discrepancias em relacdo ao da molécula
isolada. Além de deslocamentos nas frequéncias, pode-se verificar diferenca nas
intensidades relativas ou o surgimento de novas bandas relacionadas a mudanca da
polarizabilidade do sistema devido a inducéo de ligacdes quimicas e mecanismos de
troca de carga entre os atomos do metal e as moléculas. Acredita-se que o
mecanismo quimico pode contribuir com um fator de ~100 vezes no aumento da

intensidade do sinal SERS, o que ainda € uma discusséo aberta (PEREIRA, 2016).

8.2.2 Mecanismo Eletromagnético

Parte significativa da intensificacdo observada nos experimentos
SERS é devida ao efeito eletromagnético. Podem ser considerados mecanismos de
intensificacdo eletromagnética os tipos de interacdo do sistema com campos
elétricos que causem intensificagdo do sinal Raman sem que precise haver
sobreposicao eletronica adsorbato-substrato. Em geral, sdo trés tipos de
mecanismos mais utilizados para elucidar a intensificagdo do mecanismo
eletromagnético: Efeito de dipolo-imagem (imagen field), que foi um dos primeiros
modelos gerados para a explicacdo da intensificagdo com base no efeito
eletromagnético observado em experimentos SERS (COSTA, 2012). Este efeito é
baseado no fato de que o dipolo elétrico intrinseco da molécula adsorvida levaria ao
surgimento de um dipolo induzido na superficie metalica. O Efeito de concentracdo

de campos em regibes de alta curvatura da superficie, ou “lightening-rod effect”,
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consiste na concentracdo do campo elétrico nas regibes de alta curvatura, ou
pontas, de uma particula esferoide. Por fim, o mecanismo de intensificacdo por
ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR), se d& pela interacdo da
radiacdo incidente com a ressonancia de plasmon de superficie da nanoparticula
metélica, o que leva a intensificacdo do campo elétrico local. E 0 mecanismo mais
aceito, pois possui a principal contribuicdo entre os efeitos eletromagnéticos
(COSTA, 2012; SANT’ANA; CORIO; TEMPERINI, 2006).

8.2.2.1 Ressonancia de plasmon de superficie

O espalhamento Raman intensificado pela superficie € a principal via
de intensificacdo do efeito SERS e decorre basicamente da inducdo de um
movimento coerente dos elétrons superficiais de um metal com a frequéncia da
radiacao incidente de determinada energia (RODRIGUES, 2013).

Quando a radiacao incide sobre as nanoparticulas metalicas muito
menores que o comprimento de onda desta radiacdo, o campo elétrico oscilante
interage com os elétrons livres de conducdo do metal, e perturba a nuvem de
elétrons, de modo que esta, € deslocada dos nucleos positivos da rede metélica
(PEREIRA, 2016). Devido a esse deslocamento de carga, um dipolo é formado e
uma forca coulombiana surge para restaurar a posicdo de equilibrio da nuvem de
elétrons. Consequentemente, o dipolo oscila coerentemente em relacdo a luz
incidente. A Figura 26 ilustra a oscilacdo da nuvem eletrbnica na particula pela
atuacdo do campo elétrico incidente. Essas oscilacdes eletrbnicas coletivas
produzem um momento de dipolo induzido, que promove a intensificacdo do campo
elétrico na vizinhanca da nanoparticula. Essas oscilagfes decorrentes do movimento
coerente dos elétrons na superficie do metal com a frequéncia da radiacéo incidente
de determinada energia sdo chamadas de plasmon de superficie (ALVES, 2019).

O termo plasmon foi introduzido na literatura cientifica em 1956 por
David Pines, em um artigo de reviséo e é definido como um quantum que representa
0s modos de excitacdo das oscilacbes da densidade de cargas em um plasma. O
plasma, por definicdo, se refere a movimentacdo dos elétrons livres em um metal,
em relacdo aos ions positivos fixos, podendo ser chamado, neste caso, de plasma
de elétrons livres, ou plasma do estado sélido (ALVES, 2019; PEREIRA, 2016).
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Figura 26 — Esquema da excitacdo de ressonancia de plasmon de superficie
localizada para uma nanoparticula, mostrando o dipolo criado pela excitacao coletiva

da nuvem eletrénica.
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A excitagdo do plasmon leva a um grande aumento do campo
elétrico nas vizinhancas da particula que experimentado eventualmente por
moléculas, leva a um aumento da magnitude dos processos de espalhamento. A
observacdo de ressonancias de plasmons em nanoestruturas é uma condicdo
necessaria para a observacdo do efeito SERS, e define a existéncia desse
fenbmeno. Esse efeito confere as nanoparticulas propriedades que sao dependentes
do material do qual elas sdo constituidas, seu tamanho, e geometria. Por ser um
fenbmeno de superficie, ou seja, que ocorre na interface entre o metal e o meio no
qual a nanoparticula esta inserida, ele depende ainda da constante dielétrica do
meio (PEREIRA, 2016).

O plasmom de superficie estd associado a rugosidade superficial
presente nos substratos SERS-ativos. Medidas de absor¢cé&o de luz pelo plasma de
nanoparticulas metalicas podem ser obtidas nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo. O aumento no tamanho das particulas resulta em um
deslocamento da banda do plasma de superficie do metal para a regido espectral de
maior comprimento de onda (COSTA, 2012; SANT'ANA; CORIO; TEMPERINI,
2006).
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Vale ressaltar que no caso do mecanismo eletromagnético, as
moléculas ndo precisam estar diretamente adsorvidas na superficie da
nanoparticula; entretanto, a intensidade do campo decai com a décima poténcia a
partir da superficie, fazendo com que o afastamento da molécula em relagédo a
nanoparticula reduza rapidamente a intensificacdo do SERS. Ja os pontos que
compreendem a sobreposicdo dos campos eletromagnéticos de duas ou mais
nanoparticulas sdo conhecidos por proporcionar os maiores fatores de amplificagéo
ao sinal SERS e sdo denominados hot spots. Acredita-se, portanto, que o
mecanismo eletromagnético do SERS pode contribuir com um fator de amplificacdo
do sinal de até 10'? vezes, geralmente associado aos hot spots em aglomerados de
particulas que possuam geometrias com regifes de maior curvatura. Entretanto,
deve-se mencionar que o valor do fator de intensificacdo atribuido ao mecanismo
eletromagnético varia na literatura entre 10* e 10'?, dependendo dos materiais e
geometrias das nanoestruturas, métodos de calculo do fator de intensificacdo e

técnicas experimentais utilizadas, o que ainda gera discrepancias (VIANNA,2017).

8.3 SUBSTRATO SERS-ATIVO

A escolha do substrato SERS é uma etapa fundamental no
desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos e quantitativos. Idealmente, um
substrato SERS deve proporcionar uma grande intensificagcdo do sinal Raman, de
forma reprodutivel, e, ao mesmo tempo, ser quimicamente estavel. Entretanto, na
pratica, alguma destas caracteristicas pode ser priorizada dependendo do tipo de
aplicacdo em que o substrato sera utilizado (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011; VILLA,
2018).

Os substratos amplamente utilizados para experimentos SERS
incluem superficies metalicas tratadas eletroquimicamente (através de ciclos de
oxidagdo e reducdo) e solugcdes coloidais. Essas abordagens por serem
consideradas simples, permitem uma boa intensificagdo do sinal Raman para uma
diversidade de amostras. Por outro lado, apresentam pouca reprodutibilidade e
pouca especificidade. Para superar essas limitagées, nos ultimos anos vém sendo
desenvolvidas tecnologias mais sofisticadas, que permitem a obtencdo de maiores
fatores de intensificacdo, maior reprodutibilidade em sua preparacdo e maior
especificidade (COSTA, 2012).



78

Estudos recentes em espectroscopia SERS concentram a atencéo
sobre o papel das nanoestruturas. Existe um nimero crescente de estudos sobre as
funcbes das nanoestruturas em SERS, mais especificamente fabricagcdo de
nanoparticulas de diferentes tamanhos, formas e arquiteturas. Portanto, para
desenvolver substratos SERS ativos é necessario considerar algumas propriedades
eletromagnéticas que determinam a ocorréncia do fenbmeno, ou seja: (a) tamanho
médio das particulas metalicas; (b) arranjo periddico das particulas metélicas sobre
a superficie; (c) forma e empacotamento das particulas metélicas; (d) propriedades
Opticas do metal utilizado (COSTA, 2012, VILLA, 2018).

Considerando que a frequéncia do plasmon de superficie é
altamente dependente da arquitetura do substrato SERS (SANT'ANA; CORIO;
TEMPERINI, 2006), a sintese de coloides com uma resposta optica favoravel tem
sido amplamente investigada. Assim, como mostrado na Figura 27(a),
nanoparticulas coloidais com diversas formas (esferas, cubos, estrelas, flores,
bastbes, triangulos, etc.) e tamanhos podem ser utilizadas como substratos SERS
(LIN et al., 2009). Desta maneira, a condicdo de ressonancia de plasmon de
superficie localizada pode ser compatibilizada com o uso de diversos tipos de lasers

Raman (excitados em 532, 633, 785 ou 1024 nm, por exemplo).

Figura 27 — Esquema de diferentes formas de nanoestruturas e concentracdo do

campo elétrico nas regides de alta curvatura.
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Fonte: Adaptado de: Costa (2012) e Villa (2018)

Neste ponto, € importante considerar também a possibilidade da
geracdo de regibes com intensificagdo de campo elétrico extremamente grande
(chamados “hot spots”), que podem contribuir drasticamente na intensificacdo do
sinal Raman (Figura 26(b)) (KLEINMAN et al., 2013). Por exemplo, nanoparticulas
de ouro esféricas com um plasmon de superficie localizado em 532 nm podem se

aglomerar formando pequenos ‘“clusters” e gerar um sinal muito intenso, mesmo
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utilizando um laser excitado em 785 nm, como resultado do acoplamento dos
plasmons de superficie individuais e, consequentemente, o deslocamento da
condi¢cdo de ressonéancia para comprimentos de onda maiores. Essa intensificagéo
pode ser alcancada através da adicdo de pequenas concentracdes de sal (por
exemplo, cloreto de sbédio para nanoparticulas com carga superficial
positiva/negativa) ou pela acdo do préprio analito, promovendo a formacdo de
clusters de nanoparticulas (VILLA, 2018).

Deve-se ter em mente que para a aplicacdo pratica de
nanoestruturas metalicas em analise quimica € imprescindivel que a sua fabricacao
ocorra de maneira controlada, uma vez que, a sensibilidade e reprodutibilidade na
espectroscopia SERS dependem da qualidade do substrato metélico (COSTA,
2012).

Apesar da sua praticidade, o uso de substratos SERS coloidais em
aplicacoes analiticas esta limitado pela baixa reprodutibilidade, devido a
possibilidade de coagulacao (por exemplo, formacéo incontrolada ou precipitacéo de
clusters de grande tamanho), e pela dificuldade para trabalhar em meio ndo aquoso.
Uma alternativa para contornar essas limitacdes €, por exemplo, a deposicdo das
nanoparticulas em substratos sélidos quimicamente modificados (ou com elevada
afinidade pelas nanoparticulas utilizadas). Isto €, a conversédo de substratos SERS
coloidais em substratos SERS sdlidos (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011; VILLA,
2018). Nesse sentido, o desenvolvimento de novos substratos com elevado
desempenho vem ganhando importancia na pesquisa, buscando expandir a
aplicacao da técnica em varios campos (COSTA, 2012).

Os coloides metélicos tém sido uma das classes de nanoestruturas
mais usadas em estudos SERS. Essas particulas se tornaram centrais na
espectroscopia de uma Unica molécula, tendo sido o palco das primeiras
observacbes de SERS. A presenca da solugdo tende a minimizar a queima da
amostra, e se pode usar poténcias altas e radiacdo mais energética. Além disso, o
uso de solucdes permite a obtencdo de um espectro meédio e bastante
representativo, devido ao movimento browniano que governa a solucao coloidal
(COSTA, 2012).

Diversas estratégias sdo utilizadas para a geracdo de substratos
SERS-ativos. A sintese de novos coloides vem se desenvolvendo muito nos ultimos

anos, em funcdo da demanda por um maior controle sobre as estruturas de
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nanoparticulas. Muitos estudos existem sobre como se alterar condicbes
experimentais — como temperatura, pH, concentracdes de reagentes, presenca de
surfactantes, natureza dos contra-ions, entre outras — de maneira a moldar o
tamanho e a forma das nanoparticulas geradas (COSTA, 2012; PEREIRA, 2016). O
controle da forma permite modificar as propriedades Opticas, cataliticas e eletrbnicas
das nanoparticulas (COSTA, 2012). Alguns exemplos interessantes de geometrias
de nanoparticulas de ouro e prata que podem ser obtidas em solucdo séo ilustrados
na Figura 28.

Figura 28 — Imagens de diferentes formas de nanoestruturas possiveis de serem

sintetizadas em solugéao.
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Fonte: Adaptado de Xia e Halas (2005) e Costa (2012)

A sintese de nanoparticulas pela reducdo de ions metélicos em
solucdo € um método versétil e de baixo custo se comparado a outros métodos de
producdo de nanoestruturas metdlicas (litografia de elétrons, subdivisdo mecéanica
de um material massico ou eletrodeposicdo controlada). Uma das vantagens da
producdo de nanoparticulas em fase liquida € o controle das propriedades e a
possibilidade de manipulacdo, como a deposicao controlada sobre uma superficie
para obtencdo de filmes, ou a formacdo de arranjos ordenados, por meios de
ligantes, nos quais efeitos coletivos originados na interagdo entre as nanoparticulas
podem ser explorados (COSTA, 2012).

A estabilidade das nanoparticulas depende intimamente da natureza
e magnitude da interacdo entre as particulas constituintes e 0 meio. Basicamente,
existem dois mecanismos de estabilizacdo de nanoparticulas coloidais: a

estabilizacao eletrostética, na qual as nanoparticulas se repelem devido a presenca
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de moléculas carregadas na superficie, e a estabilizacdo estérica, na qual a
presenca de moléculas de cadeias longas ou polimeros impede a aproximacao das
nanoparticulas. Ou seja, a estabilidade de nanoparticulas baseia-se nas mudancas
de energia quando duas particulas se aproximam através de um potencial efetivo
construido pelos potenciais de atracdo de van der Waals (curto alcance) e a
repulséo eletrostatica (longo alcance) em funcédo da distancia entre as particulas
(COSTA, 2012; ROUCOUX; SCHULZ; PATIN, 2002).

O controle da distribuicdo de tamanhos é também um fator
importante quando se deseja obter nanoparticulas com estreita distribuicdo de
tamanhos. Neste sentido, busca-se realizar a sintese sob vigorosa agitacdo para
minimizar gradientes de concentracdo. Assim, uma reducao rapida, com um agente
redutor forte, sob agitacdo vigorosa, pode, por exemplo, levar a uma nucleacdo
homogénea e, consequentemente, a producdo de nanoparticulas com uma
distribuicdo de tamanhos estreita. No entanto, a distribuicdo de tamanhos pode ser
reduzida consideravelmente através de meétodos pos-sintese, como por exemplo,
precipitagédo seletiva por meio de ciclos de centrifugagdo (COSTA, 2012).

Atualmente o controle da morfologia é um grande desafio na sintese
de nanoparticulas de metais de transicdo, sendo a cinética da reacdo um fator
critico. HA& um grande interesse no desenvolvimento de substratos com alta
eficiéncia para aplicacdo em SERS, buscando maior aplicabilidade da técnica em
diversas areas, e a sua consolidacdo como uma ferramenta analitica. Do ponto de
vista pratico, um bom substrato SERS € aquele que apresenta uma intensificacdo
uniforme e elevada do espalhamento Raman, com reprodutibilidade das medidas e
baixo custo de preparacédo (LEE; TIAN; SINGAMANENI, 2010; ZHENG et al., 2015).
Com relacéo a versatilidade de aplicacéo, diversos trabalhos tém relatado o uso de
nanoparticulas depositadas em papel, criando sistemas flexiveis com potencial de
aplicacdo comercial em analises de rotina para sistemas quimicos e bioldgicos.
Dentre as vantagens desse tipo de substrato, estd o baixo custo, a
biodegradabilidade, a possibilidade de producdo em larga escala, e a facilidade de
transporte em grandes quantidades (PEREIRA, 2016).

Em principio, o espectro SERS de qualguer molécula pode ser
obtido. Entretanto, o nivel de intensificagdo necessario para que o espectro SERS
seja observavel, bem como as condicbes experimentais, podem mudar

drasticamente de uma molécula para outra (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Em outras
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palavras, se uma molécula possui um sinal Raman, esse sinal pode ser intensificado
através do efeito SERS. Porém, promover a adsorcdao do analito na superficie do
substrato SERS pode tornar-se uma tarefa dificil dependendo das caracteristicas do
analito. Por exemplo, a glicose apresenta uma baixa afinidade por superficies
metalicas de ouro ou de prata, motivo pelo qual o seu espectro SERS é dificilmente
obtido, mesmo em concentracdes relativamente altas (VILLA, 2018).

Neste contexto, um analito pode ser considerado como ‘bom’ se o
seu espectro pode ser obtido com relativa facilidade e com um nivel de
intensificacdo elevado, mesmo em concentracdes relativamente baixas. Alguns
exemplos de analitos utilizados como molécula prova na avaliagdo da atividade
SERS, destacam-se, por exemplo, pireno, piridina, benzotriazol (BTAH), cianina
Cy3-H, rodamina 6G (R6G) e cristal violeta (CV) (SANTOS et al., 2010; PILOT et al.,
2019; SANTOS; GRASSESCHIB, 2020).

Particularmente, para os corantes, as diferencas entre seus niveis
eletrénicos sdo similares a radiacdo excitante utilizada (usualmente na regido do
espectro visivel), o que da origem ao espalhamento Raman ressonante intensificado
por superficie (SERRS — Surface-Enhanced Ressonance Raman Scattering). Por
este motivo, os corantes tém sido popularmente utilizados para demonstrar a
deteccdo ultrassensivel no regime de uma Unica molécula (CANAMARES et al.,
2008; DADOSH et al., 2009; ZRIMSEK; HENRY; VAN DUYNE, 2013). Neste ponto é
importante mencionar que as estratégias experimentais devem adequar-se nao
apenas ao tipo de analito, mas também a complexidade da matriz da amostra
(VILLA, 2018).,
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8.4 FATOR DE INTENSIFICACAO SERS

Para avaliar o desempenho das nanoestruturas metalicas como
substratos SERS tém-se estudado modelos para quantificar o aumento da relagcéo
sinal ruido provocado pela superficie metalica. Para tanto, visa-se um modelo
matematico que se ajuste ao sistema de interesse, o qual deve descrever de
maneira simples, sem muitas variaveis, além de ser viavel de ser calculado tanto
experimentalmente quanto por simulacdo computacional. Porém, devido a
complexidade do efeito SERS ndo h4 um modelo singular que se aplique aos
variados tipos de sistemas. A secdo de choque SERS depende dos modos
vibracionais do analito e, os fatores de intensificacdo podem ser originados da
interacdo quimica ou eletromagnética, de acordo com a preponderancia destes
efeitos sobre a molécula sonda (LE RU et al., 2007).

Além disto, existem muitos outros parametros que interferem no
desempenho SERS, tais como: caracteristicas do laser (comprimento de onda,
polarizacdo, angulo de incidéncia); propriedades do detector (angulo de colecao
sélido, deteccdo polarizada ou ndo); propriedades do substrato SERS envolvido
(material, geometria, orientacdo, tamanho, forma, ressonancia do plasmon de
superficie localizado); propriedades intrinsecas do analito, como os tensores dos
modos vibracionais Raman e a se¢ado de choque Raman; propriedades de adsorcéo,
em particular a eficiéncia e orientacdo da adsorcdo, distancia da superficie,
variagcdes na polarizabilidade molecular oriunda da interagdo metal-analito; dentre
outros (NEVES, 2014 e LE RU et al., 2007).

Devido a esta gama de parametros envolvidos no efeito SERS, ndo
foi possivel a padronizacdo de um uUnico modelo que atendesse a todas estas
demandas. Assim, alguns estudos propuseram diferentes metodologias que se
aplicam a vérias situacbes, de maneira aproximada, entretanto, satisfatoria para
diferentes fins. Estas foram subdividas na literatura recente em trés classificacfes
principais: fator de intensificacdo para uma uUnica molécula (SMEF); fator de
intensificacdo para o substrato SERS (SSEF) e fator de intensificacdo analitico (FIA)
(NEVES, 2014).

Os modelos SMEF e SSEF se atém as propriedades intrinsecas dos
substratos SERS-ativos e, por isso, nem sempre séo utilizaveis, ja que, muitas vezes

0S experimentos ndo nos asseguram determinadas informacfes. Assim, o FIA é um
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dos modelos mais utilizados, e propde uma ideia intuitiva do aumento de
intensidade; esse modelo considera uma relacdo entre as intensidades das bandas
SERS, Isers, € bandas Raman, Iraman, € as concentragdes do analito utilizado nesses
casos, Csers, € Craman, COMO apresentado na Equacédo 1 (LE RU et al.,, 2007,
NEVES, 2014; WEI; HUANG, 2018. Vale ressaltar para que os resultados sejam
comparaveis, é fundamental que os resultados sejam obtidos sob as mesmas
condi¢Oes espectrais (NEVES, 2014).

Icpms /'

_ 'L5ERS =

FIA = (I—anunr ) Equa(;ao 1
Raman

O modelo acima proposto é de fato um resultado intuitivo a respeito
do aumento da relacdo sinal ruido do espectro que, apesar de permitir a
guantificacdo da melhoria do sinal na presenca das nanoestruturas, pode-se
subestimar os resultados de fator de intensificacdo. Isto ocorre porque o calculo
apenas considera a concentracdo final da solucdo e ndo que todas as moléculas
presentes em solucdo contribuem igualmente para a intensificacdo. Desse modo,
serdo as moléculas mais proximas a superficie que contribuirdo mais para o
aumento do sinal, consequentemente, a concentracdo do adsorbato envolvida
efetivamente no SERS é menor do que a concentracéo final da solucao e os fatores
de intensificacdo podem ser ainda maiores do que os obtidos por este modelo.
Assim, para baixas concentracdes, este erro € menor, pois a probabilidade de as
moléculas estarem préximas a superficie e formarem uma monocamada € maior (LE
RU et al., 2007; NEVES, 2014).



85

9 OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver substratos SERS-ativo de facil preparo, facil manuseio
utilizando como substrato a superficie interna de fragmentos de casulo do bicho-da-
seda Bombyx mori, nanoestruturados com particulas de prata. Pretende-se assim
avancar tanto no desenvolvimento e aprimoramento da técnica de amplificacdo por
superficie com base nos espectros das amostras descritas pela técnica Raman

como na deteccdo de espécies moleculares em concentracéo nivel traco.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar nanoestruturas de prata (AgNPs) a partir do método
utilizado por Lee e Meisel (1982) para ser aplicado como substrato amplificador.
Nesta estratégia destaca-se a nanoestrutuacdo da superficie interna de fragmentos
de casulos do bicho-da-seda com nanoestruturas de prata;

Avaliar o efeito de intensificacdo do coloide de prata através da
técnica Raman (SERS) utilizando o modelo FIA;

Caracterizar as nanoestruturas de prata quanto a distribuicdo de
tamanho das particulas e espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel;

Produzir o recobrimento do substrato amplificador com as moléculas
de interesse, através da adsorcdo das moléculas diretamente sobre o substrato;

Caracterizar o substrato amplificador via microscopia O6ptica e
eletrbnica de varredura (MEV) e raios X dispersivos em energia;

Estudar o comportamento (como a intensidade SERS varia em
funcdo da concentragao) de CV adsorvidos nos substratos CV/AgNPs e AgNPs/CV;,

Ajustar as curvas obtidas a partir das medidas SERS e SERRS

utilizando os graficos da variacao das intensidades em funcéo da concentragao.
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10 MATERIAIS E METODOS

10.1 MATERIAIS E REAGENTES

Foram utilizados nitrato de prata (AgNOs — Vetec); citrato de sodio
tribasico - (NasCsHs07.2H20 — Synth); cristal violeta (C2sH30CIN3 - Synth). Além
disso, foram utilizados agua ultrapura Milli-Q; casulos crus e casulos processados do

bicho-da-seda da espécie Bombyx mori fornecidos da empresa brasileira BRATAC.

10.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

10.2.1 Procedimento de Limpeza das Vidrarias

Antes do uso, todas as vidrarias foram limpas de forma cuidadosa com
solugdo acido nitrico (HNOs-H20) na proporgdo 1:1 (v/v) em seguida seguido de

enxagues com agua destilada e posteriormente com agua ultrapura Milli-Q®.

10.2.2 Sintese do Coloide de Prata

O coloide de prata foi preparado com base no procedimento descrito
por Lee e Meisel (1982).

Em um baldo volumétrico de 500 mL foi preparado uma solucéo de
AgNOs, adicionando ao baldo 90 mg de AgNOs e completando até o volume final
com agua ultrapura Milli-Q®. Em seguida, em um erlenmeyer de 500 mL, envolto em
papel aluminio, toda solucdo de nitrato de prata foi transferida e aquecida a uma
temperatura préoxima de 96-98°C. Apds o aquecimento, foi adicionada gota-a-gota,
sob vigorosa agitacéo, 10 mL de uma solucdo a 1% de citrato de sédio. A mistura foi
deixada nestas condicdes por 1 hora e, apdés retirado 0 aquecimento, foi mantida por
1 hora sob agitacao continua para resfriamento da solucdo. O volume foi completado
para 500 mL com &gua Ultrapura Milli-Q® fornecendo uma solucédo de coloracédo

cinza amarelado de aspecto leitoso, que foi acondicionada em um refrigerador.
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10.2.3 Preparo de Solucdes para Estudo Raman Ressonante e Estudo SERS

Foram preparadas diferentes concentracbes padroes de cristal
violeta (CV) em éagua ultrapura Milli-Q®, partindo de uma solucéo de estoque de
concentracdo 5,0.10"° mol L** conforme indicado na Tabela 5.

Para o estudo Raman ressonante das solucfes de cristal violeta, as
solucdes padrbes foram diluidas em tubos de vidro, adicionando 0,50 mL de solucéo
de cristal violeta e 0,20 mL de Agua ultrapura Milli-Q®, cuja concentracédo final de
estudo obtida estéo descritas na Tabela abaixo.

Para o estudo SERS das solucfes de cristal Violeta em coloide de
prata, foram adicionados em tubos de vidro adequados para espectroscopia Raman,
0,50 mL de solucéao de CV e 0,20 mL de coloide de prata, cuja concentracao final de
cristal violeta foi determinada em 3,57x10, 1,43x10¢, 3,57x107, 1,43x107, 3,57x10°
8 1,43x10%8, 3,57x10° e 1,43x10° mol L.

Tabela 5 — Concentracdes de estudo das solugcdes de cristal violeta e de solucdes
de cristal violeta em coloide de prata para estudo Raman e estudo SERS.

Molé Solucédo Concentracdo | Concentracdo de | Concentracdo de
olécula ~ ~
investigada estoqu_e solugéo piadrao CV para est_udo CV para estuc_jo
(mol L) (mol L) RR (mol L) SERS (mol L)
5,00x10¢ 3,57x10¢ 3,57x10
2,00x10% 1,43x10© 1,43x106
5,00x107 3,57x10°7 3,57x107
Cristal 5 0.10° 2,00x107 1,43x1077 1,43x1077
Violeta e 5,00x108 3,57x10® 3,57x10®
2,00x10® 1,43x10°8 1,43x108
5,00x10° 3,57x10° 3,57x10°
2,00x10° 1,43x10°° 1,43x10°°

Fonte: o préprio autor

10.2.4 Preparo dos Substratos SERS-ativos

10.2.4.1 Limpeza e fabricagéo dos substratos

Para o preparo dos substratos, inicialmente as amostras de casulos
foram cortadas com auxilio de um estilete e realizado a remocdo de possiveis

contaminantes presentes sobre a superficie interna dos casulos. Depois de limpos,
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removendo com pinca as impurezas, foram obtidos fragmentos utilizando um puncao

de corte de didmetro de 10 mm.

10.2.4.2 Preparo dos substratos para o estudo SERS

Para o estudo SERS foram produzidos substratos em duas
condicBes de analise utilizando a superficie interna do fragmento de casulo.

Na primeira condicao, foi realizada a adsorcéo prévia das solucdes
da molécula sonda (cristal violeta), adicionando-se sobre a superficie interna de
cada fragmento um volume de 400 pL de solucdo de cristal violeta nas
concentragcbes: 3,57x10°, 1,43x10°, 3,57x107, 1,43x107, 3,57x108, 1,43x10%,
3,57x10° e 1,43x10° mol L1. Em seguida os fragmentos foram submetidos a
secagem em estufa a 40 °C por 24 h. Esta etapa foi repetida até atingir a adicdo de
um volume total de 1600 pL de solugdo de CV. Apés adsorcdo das moléculas de
cristal violeta foi realizado a nanoestruturacao das fibras de seda com nanoparticulas
de prata através da adicdo de um volume de 400 pL de coloide de prata seguido de
secagem em estufa a 40 °C por 24 h. Da mesma forma, como feito na etapa anterior,
este procedimento foi repetido até atingir a adicdo de um volume total de 1600 uL de
coloide de prata. Os substratos obtidos foram designados CV/AgNPs.

A segunda condic¢édo, foi feita nas mesmas condi¢cdes que a primeira,
porém, a nanoestruturacdo das fibras de seda com a adicédo do coloide de prata foi
realizada antes da adicdo do CV. Os substratos obtidos foram designados
AgNPs/CV.

10.2.5 Caracterizagao das Solugbes de Cristal Violeta (CV), do Coloide de Prata e

dos Substratos SERS

10.2.5.1 Espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis

A caracterizacdo do coloide de prata como preparado e da solugéo
de cristal violeta 3,57x10¢ mol L foi feita por espectroscopia de absor¢éo no UV-vis

utilizando espectrofotdmetro Shimadzu, modelo UV-2600.
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10.2.5.2 Distribuicdo de tamanho de particulas

Para as analises de distribuicdo de tamanho de particulas do coloide
de prata foi utilizado equipamento Zeta-APS que mede com precisdo a atenuacao
acustica (dB / cm) versus a frequéncia do som (1 a 100 MHz) das dispersfes
coloidais. Essas medidas sdo comumente referidas como espectroscopia de
atenuacao acustica. A distribuicdo do tamanho de particula é calculada a partir dos
dados de atenuacdo acustica usando software desenvolvido e patenteado pela
Lucent Technologies.

10.2.5.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para as analises de MEV, foi utilizado um fragmento de casulo da
parte interna sem adicdo de coloide de prata e outro com adicdo de 1600 pL de
coloide de prata sobres as fibras da parte interna do casulo.

As imagens foram geradas em um microscopio eletrbnico modelo
FEI Quanta 200, tensao entre 25-30 kV, distancia do feixe até a amostra 7,50-10,20
nm, escala de imagem de 10,00-20,00 pm em ampliagcbes de 6000 vezes. Este
equipamento encontra-se disponivel no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Microanalise de Multiusuarios da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao da

Universidade Estadual de Londrina.

10.2.5.4 Espectroscopia Raman

Para medicbes Raman, os casulos de seda foram montados em
laminas de microscopio de vidro com o auxilio de uma pinca metalica. Os espectros
Raman foram obtidos usando um Espectrometro Raman portatil Advantage® da
DeltaNu, excitado em 532 nm com resolucdo de 8 cm™. Foi utilizado o software
NuSpec da DeltaNU, usando recurso de linha de base, para remover a fluorescéncia
de fundo. Os parametros para aquisicdo dos espectros foram: acumulando-se por 10
e 1 segundos apés 20 varreduras e poténcia de laser 8,60 mW.

Todas as deconvolugdes espectrais foram feitas no programa Origin
(8.0, 2007). Um numero de componentes e a geracdo de um ajuste razoavel foram

assumidos no processo, onde cada componente demonstra a dependéncia do
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tratamento realizado na amostra através da mudanca na intensidade relativa
observada. Uma funcdo Gaussiana foi usada e o controle sobre os parametros

(posicdes e largura de banda) nao foi realizado, e pequenas diferencas de posicao e
largura de banda foram toleradas.
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11 RESULTADOS E DISCUSSOES

A busca por substratos SERS-ativos mais eficientes tem sido alvo de
intensos estudos, devido ao baixissimo limite de deteccdo alcancado pelo efeito
Raman, assim tem-se buscado como uma opc¢ao promissora, a utilizacdo de
matrizes poliméricas e a sintese de nanoestruturas em que seja possivel controlar o
seu tamanho e que sejam estaveis. Neste sentido, a seda tem chamado a atencéo
devido a presenca de grupos funcionais amina (-NH2) ou tiol (-SH) das cisteinas (em
menor proporgdo) que podem interagir eletrostaticamente possibilitando a formacao
de “armadilha moleculares” que poderdo auxiliar na adsor¢cado das nanoestruturas de
prata sobre a superficie permitindo uma melhor interacdo entre molécula de CV e o
substrato (ANGELONI; SMULEVICH; MARZOCCHI, 1979).

Para investigar a atividade SERS dos substratos utilizados neste
trabalho optou-se pelo uso de CV como molécula sonda. Devido a natureza dos
materiais utilizados no desenvolvimento dos substratos SERS-ativos eficientes,
como por exemplo as nanoestruturas de prata e cristal violeta, € de grande
importancia a caracterizacdo destes materiais na investigacdo do efeito SERS
produzido pela interacdo entre materiais.

Para a caracterizacdo do cristal violeta (CV), na Figura 29 séo
apresentados o0 espectro eletrébnico de absor¢cdo no UV-Vis e o espectro Raman

obtido na radiagéo excitante 532 nm.

Figura 29 - Espectro eletrénico de absorcdo no UV-Vis (a) e espectro Raman obtido

na radiacdo excitante 532 nm (b), de uma solucdo aquosa de CV 3,57x10°® mol L.
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A Figura 29(a) mostra o espectro eletrénico de absorcdo no UV-Vis
do CV em solucdo aquosa, onde observa-se uma banda larga e intensa centrada em
590 nm, caracteristica das transigbes Tm-m* do grupo anel aromatico
(GHANADZADEH; ZEINI; KASHEF, 2007; SILVA et al., 2017). Além disso, nota-se
que o comprimento de onda em 532 nm, que serd utilizado para excitacdo dos
espectros Raman e determinacdo deste composto em diferentes condicdes,
encontra-se dentro da banda de absorcao do corante. Desta forma, deve-se ocorrer
o efeito Raman ressonante, sendo adequado para a analise de solugbes em baixas
concentracfes, devido a intensificacdo do sinal Raman (EFREMOV; ARIESE;
GOOIJER, 2008; MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019).

A Figura 29(b) apresenta o espectro Raman ressonante de CV em
solugcédo aquosa obtido na radiacéo excitante de 532 nm, na qual pode ser observado
o efeito de ressonancia sobre a intensidade de espalhamento Raman. Como
observado, a condicdo de excitacdo do espectro Raman préximo da transicao
eletrdnica permitida da molécula, causa o efeito Raman ressonante (RR), o que
favorece uma boa relagédo sinal/ruido a partir da intensificacdo do espalhamento
Raman (SANT'ANA; CORIO; TEMPERINI, 2006). As principais atribuicdes
caracteristicas do CV podem ser observadas em 811 cm™' (deformacéo fora do
plano C-H do anel), 916 cm™" (vibracdo esquelética do anel com orientacéo radial),
1180 cm™" (deformagéo no plano do anel C-H), 1302 cm™ (estiramento C-C do anel),
1372 cm* (estiramento N-fenil) e 1540, 1591, 1623 cm (estiramento C-C do anel)
(PERSAUD; GROSSMAN, 1993; WEI; HUANG, 2018).

Para obter os espectros SERS do CV, as solucdes de CV devem ser
dispersas em coloide de prata ou em substratos SERS-ativos contendo
nanoestruturas de prata adsorvidas. Desta forma, inicialmente foi caracterizado o
coloide de prata como preparado por distribuicdo do tamanho de nanoparticulas e
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel conforme apresentados na Figura 30.

Na Figura 30(a) € apresentada a curva de distribuicdo do tamanho
de particulas das nanoestruturas de prata formadas durante a sintese do coloide de
prata, onde € possivel observar uma distribuicdo média de particulas de prata de
aproximadamente 110 nm. Este resultado encontra-se muito proximo aos valores
relatados por Pillai e Kamat (2004) e Wan et al. (2013) que mostram que através do
meétodo Lee e Meisel (1982) é possivel produzir uma ampla variedade de tamanho

de particulas de prata com forma bem definidas de tamanho, entre 50-100 nm e 60 a
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200 nm, respectivamente.

Figura 30 — Gréfico de Distribuicdo do tamanho de particulas do coloide de prata (a)
e espectro eletronico de absor¢do no UV-Vis do coloide de prata (b).
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A Figura 30(b) mostra o espectro eletronico de absorgédo no UV-Vis
do coloide de prata como preparado, onde é possivel observar a presenca de uma
banda larga com o maximo de absorcdo em torno de 453 nm correspondente a
absorcdo do plasmon. De acordo com, Link e El-Sayed (2000), Pacheco (2017) e
Pereira (2009) o alargamento da banda pode estar associados ao tamanho das
nanoestruturas formadas, pois a medida que o tamanho das nanoestruturas de Ag
aumenta, a polarizacdo da nuvem eletrbnica pelo campo elétrico deixa de ser
homogénea, causando a excitacado de outros modos multipolares.

Outro fator que pode contribuir para o alargamento da banda é a
formacdo de estruturas complexas, uma vez que, os modos LSPR resultam da
mistura (hibridagédo) de plasmons de modos individuais, em que a combinacao
desses modos, em diferentes frequéncias, produz modos com frequéncia inferior e
modos de maior frequéncia que as iniciais (LANGER, 2015; PACHECO, 2017). Isso
nos leva a acreditar na formacdo de nanoparticulas anisotropicas com distribuicéo
de diametro relativamente ampla (PACHECO, 2017).

Estes resultados indicam a importancia de se caracterizar as
nanoparticulas para a deteccdo molecular eficaz pelo efeito SERS (Surface-
enhanced Raman Scattering), pois assim como descrito por Mao et al.,, 2012 e

Santana et al, 2006, a morfologia das solu¢des coloidais de nanoparticulas de prata
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e 0 maximo de absorcdo no espectro UV-VIS de solucbes coloidais estdo
intrinsicamente relacionadas ao tamanho médio das particulas e a largura da banda
de absorcao relacionada a disperséo das particulas.

Considerando que o comprimento de onda de excitacdo estd dentro
da regido do comprimento de onda de absorcédo do CV, um efeito Raman ressonante
pode ser explorado junto com o efeito SERS. Desse modo, um estudo pode ser
conduzido a fim de detectar, por exemplo, CV em nivel de traco proximo as
superficies plasménicas formadas (FATEIXA; NOGUEIRA; TRINDADE, 2018).

A Figura 31 apresenta uma comparacdo dos espectros Raman
ressonante (RR) e SERS das solucdes aquosas de CV em diferentes concentracdes
obtidos na radiagéo excitante 532 nm e tempo de integragéo de 10 s. E importante
ressaltar que os espectros para cada concentracao correspondem a uma média de

20 espectros registrados para cada situacao.

Figura 31 - Espectros Raman Ressonante das solu¢cdes aquosas de CV (a) e
espectros SERS das solu¢gdes de CV em coloide de prata (b), obtidos na radiacéo

excitante 532 nm e tempo de integracdo de 10 s.
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A Figura 31(a) apresenta os espectros RR obtidos utilizando um
tempo de integracdo de 10 s. Analisandos os espectros RR, é possivel verificar a
presenca de bandas caracteristicas do CV em concentracdes entre 3,57x10°-
3,57x107 mol L. Por outro lado, na presenca de coloide de prata (Fig. 31(b)) é
possivel observar uma faixa de concentracdo dez vezes maior (3,57x106-3,57x108
mol L1).

Além disso, na presenca de coloide de prata é observado um forte
efeito de intensificacdo do sinal Raman (efeito SERS), pequenas mudancas séo
observadas nos espectros SERS, como largura, posicédo (pequenos deslocamentos)
e intensidades relativas das bandas quando comparadas ao espectro RR do CV. De
acordo com, SANTANA et al., (2006); HARRAZ et al., (2015) e ZHU et al., (2018),
esse efeito de intensificagdo do sinal Raman do CV ocorre provavelmente devido a
interacdo da molécula de CV com as nanoparticulas de prata, onde os atomos de
nitrogénio do CV podem interagir com a superficie da nanoparticula de prata de
forma direta, e recebe a contribuicdo do mecanismo de transferéncia de carga na
intensificacdo do sinal. Esse fato pode ser confirmado através do surgimento da
banda em 941 cm (deformacdo C-H do anel) e da intensificacdo das bandas em
724, 811, 916, 1180, 1372 e 1623 cm™. Além disso foi observado que através da
intensificacdo do sinal Raman a menor concentragcdo no espectro SERS, foi dez

vezes maior (3,57x10® mol Lt) guando comparados aos espectros RR (3,57x107).
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Para melhor avaliar o efeito SERS e o desempenho das
nanoestruturas de prata como substrato SERS, o modelo matemaético utilizado foi o
fator de intensificagédo analitico (FIA), conforme descrito na Equacéo 1 (LE RU et al.,
2007). Como o modelo de célculo do FIA considera apenas a concentracao final da
solucdo (Craman © Csers) € propde que todas as particulas presentes em solugéo
contribuam igualmente com a intensificacao, logo, serdo as moléculas mais préximas
a superficie que mais contribuirdo com o aumento do sinal (NEVES, 2014). Dessa
forma, para o calculo do FIA foi considerado a intensidade de pico da banda em
1623 cm™ dos espectros RR (Iraman) € SERS (Isers) das solugdes de CV como sonda
molecular em coloide de prata, pois conforme descrito por Fateixa et al. (2018), esta
banda tem sido frequentemente usada em estudos SERS para calcular o fator de
intensificagdo por apresentar a maior intensidade de pico em toda a faixa do

espectro.

IsERs
FIA = (ﬁ) Equacéo (1)
! Cpaman

A Tabela 6 apresenta os FIA calculados de acordo com a Equacéo 1
utilizando como referéncia a banda em 1623 cm dos espectros Raman ressonante

e SERS das diferentes solucdes de CV.

Tabela 6 - Fator de intensificacéo utilizando como referéncia a banda em 1623 cm™?

dos espectros Raman e SERS das solugdes de CV (t=10 s).

Craman € Csers (mol L) IRaman Isers FIA
3,57x106 1013 12496 12,34
1,43x10 647 11365 17,57
3,57x107 357 3632 10,17
1,43x107 311 5879 18,90
3,57x108 259 1093 4,22
3,57x10° 242 147 0,61
1,43x107° 127 245 1,93

Fonte: o préprio autor

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram diferencas
significativas entre os valores dos FIA calculados para concentragdes entre 3,57x10°

6-3,57x107 molL?! e concentragdes inferiores a 1,43x10"" molL*. Acredita-se que a
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diminuicdo da atividade SERS para as concentracdes inferiores a 1,43x10°7 molL?
pode estar relacionada possivelmente a movimentacdo do pequeno numero de
moléculas de CV existentes e/ou a desor¢ao de moléculas de CV ao longo do tempo
de exposicdo ao laser, uma vez que, é observado uma atividade SERS
relativamente baixa ou quase nula, ou seja, ndo é verifica bandas referentes ao CV.
Para um maior detalhamento e compreensdo dos resultados dos
FIA, procurou-se investigar, a variacdo das intensidades RR e SERS do CV em
funcdo da concentragdo. Desse modo, na Figura 32 é apresentado o gréfico da
variacdo das intensidades Raman ressonante e SERS da banda de referéncia em

1623 cm™ em funcéo da concentragdo de CV.

Figura 32 — Gréfico da variacdo das intensidades da banda em 1623 cm- em funcéo
da concentracdo de CV dos espectros Raman ressonante (a) e SERS (b) obtidos na

radiacdo excitante de 532 nm e tempo de integracdo de 10 s.
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Fonte: o proprio autor

Analisando ambos os graficos, pode-se observar que 0s modelos
propostos assumem comportamento diferentes. Para o grafico referente aos
espectros Raman ressonante (Fig. 32(a)) observa-se um comportamento que se
aproxima de um modelo polinomial com um coeficiente de relacdo de R%r=0,98018,
em contra partida, o grafico referente as intensidades dos espectros SERS (Fig.
32(b)) apresentou um comportamento que se aproxima de um modelo exponencial
com um coeficiente de relacdo de R?sers=0,92288.

Além disso, € possivel observar duas regifes distintas para as duas
curvas acima. A primeira corresponde a faixa de concentracdes entre 3,57x106-
1,43x107 mol L'* e a segunda corresponde a faixa de concentragdo entre 1,43x10°’
e 1,43 x10° mol L1, onde se observa pouca variacdo da atividade SERS em funcéo
da concentracdo. Como em concentragcdes muitas baixas o nimero de moléculas
por area é relativamente baixo, a observacdo do espectro e identificacdo do CV é
praticamente nula. Isso explica o fato de observamos pouca variagdo da
intensificacdo em funcdo da concentracdo o0 que implica em uma regido impropria
para realizacdo de medidas quantitativas. Entretanto, pode ser utilizada para
analises qualitativas de tragos de substancias.

Considerando que ambos os graficos apresentaram um coeficiente
de correlagéo insatisfatério, pois Segundo Skoog et al., (2006), um modelo para ser

considerado satisfatério deve apresentar R? proximo de 1, o tempo de integracéo de
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analise foi alterado de 10 s para 1 s, a fim de se obter melhores resultados quanto
ao fator de intensificacdo e coeficiente de correlacdo tanto para os espectros RR
quanto para os espectros SERS das solugbes de CV. Os resultados obtidos estao

apresentados na Figura 33.
Na Figura 33 sdo apresentados os espectros Raman Ressonante

das solucbes aquosas de CV e os espectros SERS em diferentes concentracdes de
CV em coloide de prata, ambos obtidos na radiacdo excitante 532 nm e tempo de

integracao de 1 s.

Figura 33 - Espectros Raman Ressonante das solucdes aquosas de CV (a) e
espectros SERS das solugdes de CV em coloide de prata (b), obtidos na radiacéo

excitante 532 nm e tempo de integragéo de 1 s.
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Fonte: o proprio autor

A Figura 33(a) apresenta os espectros RR obtidos utilizando um
tempo de integracdo de 1 s. Como pode ser observado, com a diminuicdo do tempo
de integracdo de 10 s para 1 s houve um maior nimero de eventos nulos, ou seja,
de espectros dos quais se observam somente ruido, com alguns espectros de alta
intensidade.

Na Figura 33(b) é apresentado os espectros SERS obtidos utilizando
um tempo de integracdo de 1 s. Nestes espectros é possivel verificar que apesar da
grande semelhanca com os espectros SERS obtidos utilizando um tempo de
integracdo de 10 s (Fig. 31(b)), sdo observadas algumas variacdes nas intensidades
relativas e no perfil de algumas bandas. Também foram calculados os valores FIA
para esses espectros e avaliado o efeito da variagcdo da intensidade de pico da

banda em 1623 cm utilizando um tempo de integracéo de 1 s.
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Na Tabela 7 sdo mostrados os FIA dos espectros RR e SERS

utilizando um tempo de integracéo de 1 s.

Tabela 7 - Fator de intensificacdo utilizando como referéncia a banda em 1623 cm

dos espectros Raman e SERS das solucdes de CV (t=1 s).

Craman € Csers IRaman IsErs FIA
3,57x10° 110 1801 16,37
1,43x106 50 1499 29,98
3,57x107 27 725 26,85
1,43x10°7 15 455 30,33
3,57x108 21 96 4,57
3,57x10° 11 21 1,91
1,43x10° 10 14 1,40

Fonte: o proprio autor

Como pode ser observado os FIA apresentados na Tabela 7 seguem
0 mesmo comportamento aos observados na Tabela 6 utilizando um tempo de
integracdo de 10 s. No entanto, nota-se que os FIA obtidos na faixa entre 3,57x10-
1,43x107 molL?, quando comparados aos obtidos na Tabela 7 assumem valores
relativamente maiores com a diminui¢do do tempo de integracgao.

A Figura 34 ilustra os gréficos da variacdo das intensidades da
banda em 1623 cm™ em fungdo da concentracdo do CV dos espectros RR e SERS

obtidos utilizando um tempo de integracédo de 1 s.

Figura 34 — Gréfico da variacdo das intensidades da banda em 1623 cm- em funcéo

da concentracdo de CV dos espectros Raman ressonante (a) e SERS (b).
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De acordo com os resultados obtidos, a dependéncia da intensidade
SERS em fungdo da concentragao utilizando um tempo de integragédo de 1 s (Fig.
34) apresentou um comportamento similar aos resultados obtidos utilizando um
tempo de integracdo de 10 s (Fig. 32). Apesar da grande semelhanca, ambos os
modelos apresentados acima exibiram resultados com coeficiente de relacdo
melhores (R?::x=0,99192 e R?srs=0,98334), que podem estar associados ao menor
tempo de incidéncia da radiacdo na amostra e estado de agregacdo em que se
encontram as nanoestruturas de prata presentes no coloide de prata.

Avaliando o0s resultados apresentados e considerando a
possibilidade da utilizacdo de nanoestruturas de prata adsorvidas na superficie das
fibras do casulo de seda como substrato para o efeito de intensificacdo Raman por
superficie (SERS), foi realizado um estudo utilizando fragmentos de casulo de seda
nanoestruturados com prata, provenientes do coloide de prata visando alcangar um
modelo em que R? seja 0 mais préximo possivel de 1, além da deteccédo de CV em
niveis de tragco. Dessa forma, fragmentos de casulo de seda nanoestruturados com
prata (substrato SERS-ativo) foram caracterizados utilizando a microscopia

eletrbnica de varredura e os resultados foram apresentados na Figura 35.
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As Figuras 35(a) e 35(b) ilustram a morfologia da superficie interna
do fragmento de casulo de seda sem adicdo de coloide de prata e com a adicéo de

1600 pL de coloide de prata, respectivamente.

Figura 35 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da morfologia da

superficie interna do fragmento do casulo do bicho-da-seda B. mori, sem adicéo de
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Como observado na Figura 35(a) as fibras de seda apresentam uma
superficie uniforme e lisa, com presenca de alguns residuos sobre a superficie. Por
outro lado, na Figura 35(b) é possivel verificar a nanoestruturacao da superficie das
fiboras de seda pela adicdo de 1600 pL de coloide de prata pela presenca de
aglomerados e também de camadas formadas pela adsor¢cédo das nanoestruturas de
prata sobre a superficie das fibras de seda que podem favorecer a formacéo de “hot
spots”, nos quais, efeitos coletivos originados na interacdo entre as nanoparticulas e
analito podem ser explorados (KLEINMAN et al., 2013; VIANNA, 2017).
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Para evidenciar a presenca de nanoestruturas de prata adsorvidas
na superficie das fibras de seda, na Figura 36 € apresentado um espectro de raios X

dispersivos em energia.

Figura 36 — Espectro de raios X dispersivos em energia da superficie da fibra de

seda nanoestruturada com nanoparticula de prata.
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Fonte: o proprio autor

Como pode ser observado, na figura 36 o0 espectro de raios X
dispersivos mostra os picos referentes a presenca de prata, o que indica que houve
a adsorcao das nanoestruturas de prata sobre a superficie das fibras de seda do
fragmento de casulo. A nanoestruturacdo da superficie das fibras de seda é
fundamental para o desenvolvimento do substrato, pois criara as condi¢cdes
favoraveis para a observacdo do efeito de ressonancia de plasmon de superficie
localizada por meio da formacdo de “hot spots”, o que levara a um aumento da
magnitude dos processos de espalhamento envolvidos (SANTOS; GRASSESCHI,
2020).

Com base na caracterizacdo realizada, os substratos SERS foram
desenvolvidos em duas condi¢cdes de analise: a primeira com a adicdo prévia das
nanoestruturas de Ag adsorvidas sobre o fragmento de casulo de seda seguido da
adsorcdo de CV (denominado AgNPs/CV) e a segunda com a adsorcao prévia de
CV seguido da incorporacdo das nanoparticulas de prata nesse conjunto

(denominado CV/AgNPSs).
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A Figura 37 ilustra os espectros SERRS dos substratos CV/AgNPs e
AgNPs/CV obtidos na radiacdo excitante 532 nm e tempo de integracéo de 1 s. Os
espectros RR do CV sobre as fibras de seda nao foram apresentados na Figura 37
devido a alta fluorescéncia gerada durante a aquisicdo dos espectros nas
concentracbes de estudo, o que também inviabilizou o calculo do fator de
intensificacdo dos substratos SERS e consequentemente as devidas comparacoes.
Além disso, cabe ressaltar que diferentemente das Figuras 31(b) e 33(b), na Figura
37 (a-b) a aquisicdo dos espectros SERRS na concentracdo de 3,57x10° mol L?)
nao foi possivel de ser realizada devido a saturacédo do sinal Raman e, por isso, hao

foram apresentados.

Figura 37 — Espectros SERRS dos substratos CV/AgNPs (a) e espectros SERS das
AgNPs/CV (b), obtidos na radiacdo excitante 532 nm e tempo de integracédo de 1 s.
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Na Figura 37(a) é apresentado o espectro SERRS do CV adsorvido
sobre o substrato formado pela nanoestruturacéo de Ag sobre o fragmento de casulo
de seda, denominado CV/AgNPs e, para efeito de comparacéo, o espectro SERRS
com a adsorcao prévia de CV seguido da incorporacdo das nanoparticulas de prata
nesse conjunto denominado CV/AgNPs (Fig. 38(b)). Como pode ser observado, 0s
resultados apresentados mostram que independentemente de como ¢é
confeccionado o0 substrato, os espectros SERRS obtidos ndo apresentaram
diferencas espectrais significativas. No entanto, foi observado um aumento
significativo de intensidade principalmente da banda em 1588 cm™ e das bandas em
destaque, quando comparados com os espectros SERS do CV em coloide de prata
obtidos em um tempo de integracdo de 1 s (Figura 33(b)).

Essa diferenca de intensidade pode estar relacionada com a forma
com que as nanoestruturas de Ag se apresentam adsorvidas sobre a superficie das
fiboras de seda o que restringe seu movimento e possibilita que a quantidade de
sitios SERS-ativos (formacéo de “hot spots”) irradiados pela radiacéo laser excitante
seja muito maior que a quantidade de sitios irradiados em coloide de prata, devido
possivelmente a contribuicdo dos mecanismos eletromagnético (LSPR) e de
transferéncia de carga (DING et al., 2016; LE RU; ETCHEGOIN, 2009; SANT'ANA,;
CORIO; TEMPERINI, 2006; SANTOS et al.,, 2010). Poder-se-ia argumentar ainda

gue a maior intensidade SERS observada neste caso se deve a uma maior
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concentracdo de dimeros de CV (OLIVEIRA, 2015).

Na Figura 39(a) e 39(b) sdo apresentados o gréfico do efeito da
variagdo da concentracdo de CV em funcéo da intensidade do pico da banda em
1623 cm? para os substratos CV/AgNPs e AgNPs/CV, respectivamente.

Figura 38 — Grafico da variacdo das intensidades da banda em 1623 cm-t em funcéo
da concentragcdo de CV dos substratos SERS: CV/AgNPs (a) e AgNPs/CV (b),

utilizando tempo de integracéo de 1 s.
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Como Observado na Figura 38 (a e b), ambos os substratos SERS
(CV/AgNPs e AgNPs/CV), apresentaram um modelo que se assemelha ao linear e
um coeficiente de relacdo préoximo de 1, com R2cviagnes=0,99357 e
R2agnps/cv=0,99834, respectivamente.

Estes resultados mostram que diferente do estudo SERS realizado
em coloide de Ag, o estudo utlizando fragmentos de casulo de seda
nanoestruturados com Ag como substrato SERS ativo, torna possivel descrever de
maneira simplificada a sensibilidade de uma curva utilizando um modelo linear.
Segundo Skoog et al.,, (2006), a utilizacdo desse modelo, além de permitir o
emprego de um namero menor de padrées e um procedimento de regressao linear,
que geralmente apresenta maior simplicidade matematica, também torna mais facil a
deteccdo de uma resposta andmala do que a utilizagdo de um modelo nao-linear
como os graficos apresentados nas Figuras 31 e 33 o qual, por outro lado, exige o
emprego de ampla faixa de padrbes para se estabelecer a funcdo de calibracado, o
que demandaria um grande numero no preparo de padr6es e uma maior

complexidade matemética.
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12 CONCLUSAO

De acordo com os resultados experimentais apresentados neste
trabalho, as seguintes conclusdes podem ser destacadas: o procedimento utilizado
neste trabalho para a producéo de nanoestruturas de prata mostrou ser um processo
de facil operacao, relativamente rapido.

A caracterizacdo das nanoestruturas de prata, por distribuicdo do
tamanho de particulas do coloide de prata, mostrou que as nanoestruturas de Ag
obtidas apresentam didametro médio de 110 nm.

O espectro no UV-vis do coloide de prata apresenta uma banda
larga com o maximo de absorcdo em torno de 453 nm correspondente a absorcao
do plasmon, indicando a formac¢&do de nanoparticulas anisotropicas com distribuicéo
de diametro relativamente ampla.

Com relacdo nanoestruturacao das fibras de seda do fragmento de
casulo (substratos CV/AgNPs e AgNPs/CV), ambos apresentaram a formacédo de
agregados, 0os quais sao importantes para investigagcbes SERS, pois 0os maiores
fatores de intensificacdo Raman sdo observados para moléculas adsorvidas nas
regioes de fronteira entre nanoparticulas agregadas, os denominados “hot spots”.

Os substratos mostraram-se eficientes, uma vez que 0s espectros
SERRS obtidos de CV adsorvido no substrato CV/AgNPs e AgNPs/CV foram mais
intensos que os espectros SERS obtidos de CV em coloide de Ag, mostrando-se um
6timo substrato SERS-ativo.

Por fim, pode-se destacar que os substratos desenvolvidos, a partir
de fragmentos de casulo de seda nanoestruturados com prata, mostraram-se
promissores para analises de investigacao qualitativas e até quantitativas de CV em
nivel traco, uma vez que mostrou-se uma tendéncia de correlacdo linear entre
intensidade das bandas da molécula sonda e concentracdo das mesmas, por
Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie, 0 que nos leva a acreditar que o

mesmo tem potencial para ser aplicado em diversas areas da quimica.
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IMPACT OF TEMPERATURE ON THE STABILITY OF SILKWORM COCOON FIBERS
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In this study raw and processed silkworm (Bombyx mori) cocoons were investigated using confocal Raman spectroscopy in
conjunction with differential scanning calorimetry (DSC) in order to examine the effect of temperature on the molecular conformation
of silk fiber structures. Using DSC, a broad endothermic curve was observed at moderate temperatures, shedding light on the
vaporization of both raw and processed cocoons, a phenomenon that could also indicate a strong interaction between silk fibroin
and water molecules. Over the temperature range set for this study, Raman spectra of raw and processed cocoons were compared
at different excitation radiations after drying both kinds of cocoon in an oven at 80 and 125 °C for 60 minutes. By correlating the
intensity ratios of the deconvoluted Raman bands using the broad bands characteristic of amide I and 111, it was possible to evaluate
the conformational changes in both materials. At excitation radiation of 532 nm, the deconvoluted Raman spectra for the amide 111
band indicated that, for both samples, there was a reduction in B-sheet conformation compared to t-helix conformation, and this
structural disruption was driven by increased temperature. At radiation of 785 nm, the bands attributed to amino acid residues in the
side chains increased in intensity, and by deconvoluting the amide | band, increased temperature was found to induce a transition

from fi-sheets to B-turns in both materials.

Keywords: silk fibroin; Raman spectroscopy; Bombyx mori; silkworm cocoons; molecular conformation.

INTRODUCTION

The larvae of Bombyx mori (B. mori) are responsible for a
significant portion of the global production of silk.' a material used
mainly in the textile industry.? The silkworm cocoon comprises
two proteins: 70-80% silk fibroin (SF) and 30-20% sericin, with
residual contaminating fractions of 1-2%, including waxes and ash,
pigments, sugars and other impurities.** Sericin is a hydrophilic
protein’® unifying and enwrapping the SF filaments to form the
cocoon structure.™® SF is a hydrophobic bipolymer,® comprising
two highly organized regions: the crystalline part providing
mechanical strength and the amorphous part conferring elasticity
and flexibility.™®

The primary structure of the silk fibers is made up of a sequence of
amino acids that form the polypeptide chain, determining the shapes
that these chains assume.” The intermolecular structures are formed
by hydrogen bonds in a sheet-like array.'” The conformation of the
polypeptide chains are further elucidated in the work of Lefévre,
et al.," who used polarized Raman microspectroscopy to show
the molecular organization of the silk produced by B. mori, with a
combination of different quantities of B-sheets and flexible structures
(B-turns and o-helical structures).

A study of the structural stability of these materials is warranted
since the silk filament industrialization process is multi-stage, and
some stages involve subjecting the cocoon to moderately high
temperatures. One of these stages is cocoon drying prior to the
transformation of the pupae into moths, conserving filament quality.
Drying begins at a temperature of 125 to 130 °C, interrupting the life
cycle of the living pupae inside the raw cocoon. Drying sessions vary
in terms of temperature, which is gradually lowered as the process
continues. The drying time is between 6 and 7 hours and the final
temperature is around 40 °C. After drying, the cocoons are stored
for at least two weeks to allow the sericin to completely stabilize. In
the processing stage, the cocoons are pressure-cooked in hot water

#e-mail: hensan @uel.br

to soften the sericin gum, facilitating the unwinding operation and
improving the shine and texture of the fabric.”

This study investigates the effect of temperature on the structural
organization of raw and processed cocoons, with the aim of better
understanding the properties of this material. Thermal analysis
and Raman spectroscopy resources were used to characterize the
arrangement of the segments in the polypeptide-generating matrices
forming the cocoon. The results show that temperature plays a crucial
role in determining the nature of SF secondary structures.

EXPERIMENTAL
Materials

The cocoons of the silkworm (B. meri) used in this study were
supplied by Empresa Bratac de Fiagio de Seda, based in Londrina,
Parana State, Brazil.
Cocoon classification

The cocoon samples were initially classified as raw cocoons, prior
to any heat treatment, and processed cocoons, after heat treatment
in drying ovens. Raw and processed cocoons were subsequently cut
into 0.5 x (.5 cm pieces using stainless steel scissors.
Cocoon oven drying

Once the cocoons had been classified, they were subjected to two
different drying programs in an oven (FANEN, Modelo 3015 SE), at
80 and 125 °C for 60 minutes. After cooling to ambient temperature,
the samples obtained were designated ‘treated raw cocoons’ and
‘treated processed cocoons.

Differential scanning calorimetry (DSC)

Differential scanning calorimetry was used on cocoon fragments
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