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RESUMO

SARTO, Gabrielle. Desenvolvimento de filmes nanoestruturados de TiO2
decorados com nanoparticulas de prata para a determinagado de antocianinas
em extratos de uva por técnica SERRS. 82 f. Trabalho de Defesa de Mestrado em
Quimica — Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023

Os corantes naturais, atualmente, sdo muito usados nas industrias,
e dentre eles, destacam-se as antocianinas encontradas em diferentes fontes
naturais. A casca da uva é uma fonte importante destes pigmentos naturais, que é
responsavel pela coloragao avermelhada dos cultivares. O fator que esta intimamente
relacionado com a cor é que, o pigmento coexiste, no equilibrio, em quatro espécies
diferentes: cation flavilio, base carbinol, chalcona, base quinoidal, dependendo do pH
do meio. Nesse sentido, com o intuito de desenvolver um sensor SERRS a partir da
utilizagcado dos nanotubos de diéxido de titénio (TiO2NTs), obtidos por anodizagao tripla
de placas de titdnio, em conjunto com uma solugdo coloidal de prata para a
determinacdo das antocianinas presentes nos extratos obtidos da casca de uva,
buscando obter uma intensificagdo nos modos vibracionais presentes em equilibrio
desse composto. Os resultados de caracterizagao dos filmes de TiO2NTs mostraram
a presencga da fase anatase, confirmando que o método usado foi eficaz para obtencao
da fase cristalina. Foram identificadas as espécies das antocianinas em equilibrio,
utilizando a espectroscopia UV-Vis, porém, apenas alterando o pH do meio néao foi
possivel identificar as estruturas individuais do pigmento. Nas analises dos espectros
Raman, foi possivel identificar o efeito SERRS apenas com a presenca das
nanoparticulas de prata, demostrando que essa intensificagdo dos modos vibracionais
das antocianinas, ocorreram tanto nos extratos de casca de uva diluido em solugdes
coloidais como sobre os filmes de TiO2NTs. Também foi verificado, com as
deconvolucdo dos espectros das diferentes diluigdes de extrato, que o sinal do cation
flavilio foi intensificado com a reducao da quantidade de extrato de uva e o aumento
da razdo nanoparticulas de Ag / quantidade de antocianinas. Comparado com a
metodologia padrdo (UV-Vis), o sensor SERRS mostrou-se mais sensivel. Dessa
forma, evidenciou-se elevado potencial dos filmes de TiO2NTs recobertos pelas
nanoparticulas de prata como um sensor SERRS capaz de avaliar o teor de

antocianinas em extratos de cascas de uva.

Palavras-chave: Antocianinas; TiO2NTs; SERRS.



ABSTRACT

SARTO, Gabrielle. Development of nanostructured films of TiO2 decorated with
silver nanoparticles for the determination of anthocyanins in grape extracts by
SERRS technique. 82 f. Trabalho de Defesa de Mestrado em Quimica — Centro de
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023

Natural dyes, currently, are widely used in industries, and among
them, anthocyanins found in different natural sources stand out. The grape skin is an
important source of these natural pigments, which is responsible for the reddish
coloration of the cultivars. The factor that is closely related to color is that the pigment
coexists, at equilibrium, in four different species: flavylium cation, carbinol base,
chalcone, quinoidal base, depending on the pH of the medium. In this sense, to
develop a SERRS sensor from the use of titanium dioxide nanotubes (TiO2NTs),
obtained by triple anodizing of titanium plates, together with a colloidal solution of silver
for the determination of anthocyanins present in the extracts obtained from the grape
skin, seeking to obtain an intensification in the vibrational modes present in equilibrium
of this compound. The characterization results of the TiO2NTs films showed the
presence of the anatase phase, confirming that the method used was effective to
obtain the crystalline phase. Anthocyanin species in equilibrium were identified using
UV-Vis spectroscopy, however, only by changing the pH of the medium it was not
possible to identify the individual structures of the pigment. In the analysis of the
Raman spectra, it was possible to identify the SERRS effect only with the presence of
silver nanoparticles, demonstrating that this intensification of the vibrational modes of
anthocyanins occurred both in the extracts of grape skin diluted in colloidal solutions
and on the TiO2NTs films. It was also verified, with the deconvolution of the spectra of
the different dilutions of extract, that the signal of the flavylium cation was intensified
with the reduction of the amount of grape extract and the increase of the ratio of silver
nanoparticles / quantify of anthocyanins. Compared to the standard methodology (UV-
Vis), the SERRS sensor was more sensitive. Thus, the high potential of TiO2NTs films
recovered by silver nanoparticles as a SERRS sensor capable of evaluating the

anthocyanin content in grape skin extracts was evidenced.

Keywords: Anthocyanins; TiO2NTs, SERRS.
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1 INTRODUGAO

Desde a antiguidade, ha uma extensa area de investigagcido voltada
para exploracado de corantes naturais, devido ao crescente interesse em substituir os
corantes sintéticos existentes que sao toxicos aos seres humanos. Dentre os corantes
naturais, destacam-se as antocianinas que, em conjunto com os carotenoides, sao 0s
corantes mais utilizados na industria alimenticia (Li et al., 2022). As antocianinas
apresentam atividade antioxidante, que desempenha um papel vital na prevencao de
danos neurais e doencgas cardiovasculares, além de auxiliar na reducao de diabetes
(KONCAZAK; ZHANG, 2004). Ademais, relata-se o efeito positivo das antocianinas
em tratamentos de cancer (LULE; XIA, 2005), na nutrigdo humana (STINTZING;
CARLE, 2004), e a sua intensa atividade biologica (KONG et al., 2003).

As antocianinas sao, essencialmente, encontradas em fontes
vegetais, como flores, folhas e frutas. Com relagao a essa a ultima classe, destaca-se
as uvas, que consiste em um dos maiores cultivares de fruta do mundo (ANDREEVA,
2020). Sua casca é uma fonte importante de pigmentos naturais e tem sua
composi¢cao investigada devido a grande presenga de compostos fendlicos de
interesse (MAZZA, 1995). Dentre os compostos presentes na casca de uva, destaca-
se as antocianinas que conferem a coloragdo avermelhada dos cultivares. Além das
caracteristicas benéficas ao ser humano ja citadas, em conjunto com outros polifendis
presentes, também permitem avaliar o estagio de amadurecimento das uvas para fins
quimiotaxondmicos (FLAMINI et al, 2013). Entretanto, decorrente da variedade e da
complexidade desses compostos, em conjunto com a falta de elucidacdo completa
dos fatores que influenciam a estabilidade dessas espécies, torna-se necessario o
desenvolvimento de técnicas capazes de determina-las nessas matrizes complexa.

Em geral, as técnicas utilizadas para determinagdo de antocianinas
envolvem processo de amostragem complexo, elevados custos e a necessidade do
pré-tratamento de amostras, extracdo e particdo utilizando solventes organicos,
resultando na geragéo de residuos. Em contrapartida, as técnicas espectroscopicas
vibracionais, como a Raman, ndo necessitam de preparos de amostra, sdo baratas,
rapidas, simples e permitem identificar diferentes tipos de grupos funcionais, inferir
sobre as ligagbes e as conformagdes dos compostos presentes (DRANCA; OROIAN,
2019). Essas caracteristicas tornam as espectroscopias vibracionais extremamente

uteis na identificacdo e quantificagdo de varios compostos (como as antocianinas)
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(KRYSA; SZYMANSKA-CHARGOT; ZDUNEK, 2022; CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009).

Um dos grandes inconvenientes para as analises por espectroscopia
de espalhamento Raman, sobretudo em amostras coloridas, consiste na emisséo por
fluorescéncia e esse efeito se sobrepde aos espectros Raman, impossibilitando as
analises por meio dessa técnica (WEI; CHEN, LIU, 2015).

Nesse sentido, com o intuito de intensificar os modos vibracionais
observados nos espectros Raman, duas metodologias sdo empregadas: a técnica
Raman Ressonante (RR) e o Espalhamento Raman Amplificado por Superficie
(SERS). Elas visam, basicamente, a intensificacdo dos modos vibracionais das
amostras por diferentes efeitos: o RR pela presenga do grupo croméforo presente na
estrutura do composto e o SERS devido ao efeito plasmbnico que gera a intensificagéo
do campo elétrico, na regido proxima a da superficie das nanoestruturas metalicas. E
conhecido que esse ultimo efeito consegue sobrepujar a fluorescéncia de fundo,
especialmente observada em corantes (LI et al., 2022). Essas duas técnicas podem
ser aplicadas em conjunto, sendo que o nome dessa jungdo € denominado como
SERRS (Espalhamento Raman Ressonante Amplificado por Superficie).

Levando em conta a dependéncia da absor¢cédo das espécies de
interesse com superficie, a maior tarefa para as medi¢cdes SERS ¢é o desenvolvimento
de substratos eficientes com morfologia de superficie uniforme, que permitam o
aprimoramento de sinal em cada ponto de medicdo, fornecendo sensibilidade
adequadas para medir espectros vibracionais de monocamadas de moléculas
adsorvidas. Nesse sentido, destacam-se as nanoestruturas de TiO2, que possuem
uma alta capacidade de adsorcdo e estabilidade quimica, disponibilidade e
biocompatibilidade, tornando-as substratos promissores para medicbes SERS em
diferentes aplicagdes. (FILIPPIN et al., 2020; LIU et al., 2018).

Posto isso, o intuito do trabalho é avaliar o potencial dos filmes
TiO2NTs (nanotubos de didxido de titdnio) em conjunto com as nanoparticulas de
prata, como sensor SERRS para a identificacido/detec¢do de antocianinas presentes

nos extratos obtidos da casca de uva.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CORANTES NATURAIS

A popularizagdo dos corantes naturais, impulsionou as pesquisas na
busca por um mundo mais sustentavel e ecologicamente correto, a fim de substituir
0s corantes existentes por outros que ndo possuam, em sua composi¢cao, substancias
téxicas e carcinogénicas. (STRINGHETA; FREITAS, 2021). Com o desenvolver das
civilizagdes, aprimorou-se a capacidade de extrair corantes a partir de plantas, flores,
frutos e minerais. A vantagem da utilizagdo dos corantes naturais é que eles podem
ser usados diretamente, sem a necessidade de métodos de extragdo complexos ou
pré-tratamentos (JACKMAN et al., 1987; SHAHID; ISLAM; MOHAMMAD, 2013).

Durante as ultimas décadas, os pesquisadores tém cada vez mais
prestado atencdo nos corantes naturais, devido a sua atividade antioxidante,
antimicrobiana e anticancerigena, exercendo efeitos protetores sobre o sistema
cardiovascular humano, além de serem biorrecursos renovais e sustentaveis, ndo
poluem o ambiente durante a sua produgao e uso, possuem alta biodegradabilidade,
baixa toxicidade e sdo potencialmente menos alergénicos em relagao aos sintéticos
(GOMES et al., 2022; FARIA et al., 2013)

Os corantes naturais podem ser divididos em quatro grupos, sendo
trés deles os principais grupos encontrados em vegetais e frutas: os compostos
heterociclicos com estrutura tetra-pirrélica, que compreendem as clorofilas presentes
em vegetais, temos também os compostos de estrutura isoprendide, representados
pelos carotenoides, encontrados em animais e principalmente em vegetais, e 0s
compostos heterociclicos contendo oxigénio como os flavondides, que séao
encontrados, majoritariamente, em vegetais. Além desses existem outros dois grupos
de corantes presentes unicamente em vegetais: as betalainas que sdo compostos
nitrogenados e os taninos, que agrupam diversos compostos de estruturas altamente
variaveis, conforme mostrado na Tabela 1 (BOBBIO, 1992; RIBEIRO; SERAVALLI,
2003).
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Tabela 1 — Classificagao de pigmentos obtidos de fontes vegetais e animais com base

em sua estrutura quimica.

Grupos Quimicos Pigmentos Exemplos Coloragao
Oximioglobina Vermelha
Compostos Heme Mioglobina Purpura/ Vermelha
Tetrapirrois Metamioglobina Marrom

. Clorofila a Verde- azulada
Clorofilas _
Clorofila b Verde
) . Caroteno Amarelo-alaranjado
Tetraterpenoides Carotenoides . _
Licopeno Laranja-avermelhado
Compostos . Antocianinas  Laranja/ Vermelho/ Azul
o Flavonoides/ ..
O- Heterociclicos/ . Flavonois Brancos-amarelado
Fendlicos .
quinonas Taninos Vermelha/Marrom
Compostos Betanina Purpura/ Vermelho
o Betalainas .
N-Heterociclicos Betaxantinas Amarelo

Fonte: Adaptada (RIBEIRO; SERAVALLI, 2003)

O conhecimento acerca dos corantes naturais utilizados ao longo do
desenvolvimento da humanidade serve de base para novas pesquisas e, assim, gera
novas perspectivas para as suas aplicagdes em diversas areas, por exemplo, nas
industrias de alimentos, devido ao consumo alimentar de corantes sintéticos, que
geram diversos problemas de saude (CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002).
Como também para suas aplicagdes na industria téxtil, considerada a maior poluidora
mundial, assim, como as industrias farmacéuticas e de cosméticos (SHAHID; ISLAM;
MOHAMMAD, 2013).
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2.1.1 Antocianina

As antocianinas pertencem a familia dos flavondides, que séao
compostos fenodlicos caracterizados pelo nucleo basico flavilio (cation 2-
fenilbenzopirilio) que consistem em estrutura policiclica de quinze carbonos (Figura
1), a qual possui duas ou trés porgdes, sendo que, uma aglicona (antocianidina), um
grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de acidos organicos (MARCO;
POPPI; SCARMINIO, 2008; JACKMAN; YADA; SPEERS, 1987; LOPES et al., 2007).

Com base na posi¢céo dos grupos hidroxila e metoxila no anel fenilico
(B), os pigmentos de antocianina sao classificados em cinco grupos principais:
cianinas, petuninas, peoninas, malvinas e delfininas (Tabela 2). A coloragao desses
compostos esta diretamente relacionada ao numero de grupos hidroxila livres de
grupos metdxi. Um exemplo é a malvidina, a principal antocianina das uvas tintas, que

possui 0 maior grau de metilagao e, portanto, a cor mais vermelha (FARIA et al., 2013).

Figura 1 - Estrutura principal antocianinas-3-O-glucosideo (R3)

R4
. -OH
. 5
HO 0 e
- F-E{2
C
7 OR,

OH
Fonte: Adaptada (JACKMAN et al., 1986)

Tabela 2 - Principais estruturas das antocianinas e suas respectivas fontes vegetais.

Antocianinas R1 R2 Fontes
Cianinas OH H Uva, vinho cereja, jambolé&o,
morango, amora, maca

Petuninas OH OCHs Uva, vinho, feijao, mirtilo, laranja

Peoninas OCHs H Uva, vinho, cereja, jaboticaba,
batata roxa

Malvinas OCHs OCHs Uva, vinho

Delfininas OH OH  Berinjela, feijao, uva, roma, repolho

roxo

Fonte: Adaptada (MALACRIDA; MOTTA, 2006)
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As propriedades fisico-quimicas das antocianinas, particularmente
sua cor, caracteristicas estruturais e estabilidade, sdo unicas. Sendo que, por serem
moléculas altamente reativas, portanto, sdo sensiveis a reagbes de degradagéo.
Assim, sua estrutura cromofora pode dar origem a cores diferentes, dependendo de
varios fatores quimicos e fisicos, como temperatura, pH, luz, solvente e presenga de
outras enzimas que geralmente podem ser descritas como copigmentos (FARIA et al.,
2013; BOBBIO, 1992; RIBEIRO; SERAVALLI, 2003; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2011).

Um fator que esta intimamente relacionado com a cor, é que as
antocianinas coexistirem em equilibrio em diferentes espécies: cation flavilio, base
carbinol, chalcona, base quinoidal. Em solugdo aquosa, as antocianinas ocorrem entre
essas diferentes estruturas, dependendo do pH (LOPES et al. 2007; TANG et al.,
2019; CABRITA; FOSSEN; ANDERSEN, 2000).

Em pH 1, a espécie predominante &€ o cation flavilio (AH*), que
apresenta uma coloragao avermelhada. Com o aumento do pH, ocorre uma série de
reacdes quimicas reversiveis, relacionada com a hidratagcao do cation flavilio dando
origem ao Pseudobase Carbinol (B). Essas estruturas sao incolores e, ao sofrerem
uma reagao de tautomerizagdo, abrem o anel aromatico, formando as Chalcona (C)
que possuem a coloragao amarelo palido. Finalmente, uma transferéncia de préton
pode transformar o cation flavilio vermelho em uma Base Quinoidal azul (A°), como é
mostrado na Figura 2. De modo geral, o cation flavilio € a forma predominante em pH
1-2 e a base quinoidal e a chalcona é o principal componente em pH acima de 4
(FARIA et al., 20015; LAPIDOT et al., 1999; BROUILLARD; IACOBUCCI; SWEENY,
1982).
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Figura 2 - Equilibrio quimico da antocianina que ocorrem devido a

variagao do pH do meio.

Cation Flavilio (AH")
HO

Pseudobase Carbinol (B) HO
Fonte: Adaptada (FARIA et al., 2013)

Dentre as diversas fontes de antocianinas, nesse trabalho foi
estudada a uva, que € uma das maiores cultivares do mundo. Esses compostos estao
presentes na casca da uva, responsavel pela coloragcao avermelhada dos cultivares.
(MAZZA, 1995). E um fato bem estabelecido que as antocianinas acumulam
naturalmente na casca das bagas de uva através de uma variedade de estimulos
ambientais, como sinais de desenvolvimento e estresses ambientais (FLAMINI et al,
2013). Assim, o periodo importante que ocorre um aumento da concentragdo de
antocianinas e outros compostos fendlicos, € no inicio da maturacédo (SHAHAB et al,,
2020; MANFRA et al., 2011). Além de contribuir para a cor de flores e frutas, as
antocianinas atuam como filtro das radiacbes ultravioletas nas folhas. Em certas
espécies de plantas estdo associadas com a resisténcia aos patdgenos e atuam
melhorando e regulando a fotossintese (ANDREEVA, 2020; KATO; TONHI;
CLEMENTE, 2012).

Dessa maneira, a propor¢ao antocianina na casca das frutas é muito
importante, pois, além de ter um impacto significativo na cor, influenciam também na
forma com que se acumulam durante o processo de amadurecimento da uva, atrelado

intimamente as caracteristicas genéticas da propria fruta. Portanto, identificar o perfil
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das mesmas tem sido usado como parametro quimitaxonédmico para classificagao de
variedades de uva. (CARRENO et al., 1997; CABRITA; FOSSEN; ANDREEVA, 2020;
MALACRIDA; MOTTA, 2006)

2.2 |IDENTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS

O crescente interesse na identificagdo de antocianinas diretamente
em matriz biolégica levou ao desenvolvimento de técnicas diferentes daquelas
empregadas inicialmente. Na literatura destaca-se como método padrédo (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008), a espectrofotometria de absorgdo UV-Vis, que se torna
muito Gtil para a caracterizacdo de antocianinas (RIBEREAU-GAYON, 1970; VIVAS;
VIVAS DE GAULEJAC; NONIER, 2003). Isso ocorre, devido a sua estrutura
ressonante, que a tornam capazes de absorver radiacdo desde o espectro ultravioleta
(UV) até o espectro visivel (vis). (MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008; TANGA et al.,
2019, ARRUDA et al., 2019).

Dentre as técnicas tradicionais usadas para identificagdo do
composto, podemos destacar, as técnicas cromatograficas como HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) acoplada a detector de fotodiodos (KRYSA;
SZYMANSKA-CHARGOT; ZDUNEK, 2022; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
DUGO, et al., 2004), HPLC acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e eletron-
spray (ESI) (VISHNU et al., 2023), ou FABMS (espectrometria de massas de
bombardeamento com atomos rapidos) (TATSUZAWA, 2023). Porém essas técnicas
citadas, necessitam de métodos de extragéo, a fim de isolar as antocianinas, na qual
envolvem solventes como agua, alcool, éter, cloroférmio (KRYSA; SZYMANSKA-
CHARGOT; ZDUNEK, 2022; FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013).

Em geral, as técnicas comumente utilizadas para determinagao de
antocianinas envolvem processo de amostragem complexo, sendo necessario o pré-
tratamento de amostras, extracdo e particdo utilizando solventes organicos,
resultando na geragao de residuos (DRANCA; OROIAN, 2019; DUGO et al., 2004).
Em contrapartida, as técnicas espectroscopicas vibracionais, ndo necessitam de
preparos de amostra, sdo baratas, rapidas, simples e permitem identificar diferentes
tipos de grupos funcionais, inferir sobre as ligacdes e as conformagdes dos compostos
presentes. Essas caracteristicas acabam sendo extremamente uteis na identificacao

e quantificacdo de varios compostos (como as antocianinas), se mostrando eficaz
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para a analise, como uma técnica nao invasiva. (KRYSA; SZYMANSKA-CHARGOT;
ZDUNEK, 2022; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Mesmo que alguns trabalhos reportem a caracterizagdo de corantes
utilizando espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), essa
técnica nao é viavel para identificagdo de antocianinas in situ, devido aos efeitos de
interferéncia da matriz que podem ocorrer, devido o emprego de, por exemplo,
solvente em amostras aquosas que interferem nos espectros, diferentemente da
espectroscopia Raman (SILVA et al., 2021). No trabalho de Alecu e colaboradores
(2020), utiliza-se ambas as técnicas para obtencédo dos dados espectrais, aplicada a
analise multivariada para investigar as diferengas nas composi¢des quimica de quatro
extratos de casca de uva vermelha, para identificar possiveis correlagcdes entre o tipo
de vinhedo (convencional e ecoldgico), variedades de uva e caracteristicas dos
extratos hidroalcoolicos.

No entanto, mesmo apresentando vantagens, a espectroscopia
Raman possui algumas limitagdes, para a caracterizagdo de corantes naturais,
relacionadas a forte fluorescéncia molecular, que muitas vezes sobrepde o
espalhamento Raman, inerentemente fraco, mesmo quando lasers emissores
vermelhos ou de infravermelho proximo sao usados para excitagao (DAS; AGRAWAL,
2011; POZZI; LEONA, 2016). Por conta disso, algumas estratégias tém sido
empregadas para contornar esses problemas. Dentre elas, podemos destacar o
emprego da técnica SERS (espalhamento raman amplificado por superficie), ou ainda
a técnica SERRS (espalhamento raman ressonante amplificado por superficie), que é
a unido da técnica Raman Ressonante (RR), com a técnica SERS.

O trabalho de Pinzaru e Magdas (2018) apresentou uma das primeiras
aplicagdes da técnica SERS para estudos de reconhecimento de componentes
moleculares especificos do vinho, utilizando as nanoparticulas de prata. Outra
aplicacao da técnica SERS consistiu na analise quimica de alguns alimentos ricos em
antocianinas, realizada por QU et al. (2020) onde, empregando espelhos de prata
como substrato, conseguiu obter a andlise dos vinhos tintos, encontrando modos
caracteristicos de diversos compostos, dentre eles taninos, resveratrol. Nesse
trabalho, os autores ainda relatam que conseguiram, a partir do perfil espectral,

separar trés tipos de vinhos tintos.
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2.2.1 Espectroscopia Raman

O fenbmeno da dispersao inelastica da luz, foi descoberto em 1928,
pelo fisico indiano Chandrashekhara Venkata Raman. A espectroscopia Raman utiliza
o espalhamento de luz, a fim de obter respostas das vibragdes moleculares,
fornecendo informacdes sobre a estrutura, simetria, estrutura eletrénica e ligagao da
molécula, como consequéncia permite a analise quantitativa e qualitativa dos
compostos individuais (LONG, 2008; LI et al., 2022).

Dependendo da interagao radiagéo eletromagnética com o meio, ela
pode ser refletida, propagada ou transmitida pelo material. A fracdo de luz sofre
diferentes propagacdes do comprimento de onda dependendo da estrutura quimica
das moléculas responsaveis para dispersio. Isso explica a mudanca no comprimento
de onda de radiagao espalhada por moléculas, ter diferentes frequéncias daquele do
feixe incidente (SANTOS et al., 2019; RIBEIRO; SANTOS, 1992).

O espalhamento inelastico pode ser classificado de duas formas
dependendo da relacido entre a frequéncia da radiagao espalhada e a frequéncia da
radiacao incidente. Um deslocamento Stoke ocorre quando uma molécula do analito
absorve energia, o que faz que a radiagao emitida tenha energia menor que a radiagao
incidente, sendo retirada do campo de radiagao e transformada no meio espalhador.
Por outro lado, um deslocamento anti-Stokes surge quando a molécula do analito
perde energia e a radiagdo emitida tem energia maior que a radiagdo incidente, sendo
retirada do meio espalhador e transformada em energia do campo de radiagdo. A
perda ou ganho de energia da radiacao incidente é igual a diferenca de energia entre
os dois niveis de energia vibracional. (RODRIGUES; GALZERANI, 2012;
NASCIMENTO-DIAS; RODRIGUES; OLIVEIRA, 2020)
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Figura 3 - Mecanismos de espalhamento da radiagdo eletromagnética
onde mostra a diferenca entre o espalhamento Rayleigh, o espalhamento Stokes e o

espalhamento Anti-Stokes
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Fonte: Adaptado (JOHN; GEORGE, 2017)

Os espectros Raman sao de simples aquisicdo, e ndo necessitam de
um preparo de amostras complexo. As aquisicdes dos espectros sdo obtidas em
funcao das diferencas entre o numero de onda do sinal espalhado e o sinal incidente,
expresso pelo nimero de onda (cm™'), denominado como deslocamento Raman.
Dessa maneira, dependendo das moléculas e das diferentes estruturas existentes nas
amostras, apresentam modos vibracionais unicos que originam diferentes espectros
com caracteristicas vibracionais deste composto, permitindo a identificagdo do
mesmo, até em misturas complexas. (RODRIGUES; GALZERANI, 2017; DAS;
AGRAWAL, 2011; JOHN; GEORGE, 2017)

Os espectros Raman de compostos biolégicos sédo complexos e, de
dificil interpretagao. No entanto, apresenta significativa vantagem, visto que bandas
de absorcdo devido a presenga de agua nao representam um problema para a analise.
Embora a fluorescéncia possa ser considerada o principal obstaculo para algumas
amostras examinadas pela técnica Raman, as interagdes fotoquimicas devem

também ser consideradas (LI et al., 2022).
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Em um espectro Raman ao bandas relacionas ao espalhamento
Rayleigh, correspondem com a frequéncia da fonte de excitagdo, localizadas nos
centros do espectro. A maneira que, os valores positivos de deslocamento, se obtém
as bandas do espalhamento Stokes, e nos valores negativos os espalhamentos anti-
Stokes. Ha também uma diferenga relaciona com a intensidade do espalhamento,
dessa forma de Stokes € muito mais favorecida do que anti-Stokes e, portanto, a
mudanca mais intensa (DAS; AGRAWAL, 2011).

Figura 4 — Exemplo de um espectro Raman onde estdo mostradas as

bandas atribuidas para ambos os espalhamentos.
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Fonte: Adaptado (RODRIGUES; GALZERANI, 2017)

A espectroscopia Raman permite ainda que se explorem dois efeitos
especiais, como o efeito Raman Ressonante (RR), e o efeito de intensificagdo de
espalhamento Raman causado por superficie (SERS, espalhamento raman
amplificado por superficie) (FARIA; AFONSO; EDWARDS, 2002; WEI; CHEN; LIU,
2015).
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2.2.2 Raman Ressonante (RR)

A espectroscopia de Ressondncia Raman (RR) é uma técnica
poderosa e versatil para o estudo de estruturas vibracionais e eletrénicas de sistemas
moleculares cromoéforos. A relacdo das transicdes eletronicas e vibracionais, e os
modos vibracionais que se mostram intensificados estao localizados no cromaéforo, ou
seja, no grupo de atomos que dao origem a transigao eletronica (CZERNUSZEWICZ;
ZACZEK, 2011).

O efeito RR é definido teoricamente, considerando a intensidade da
uma banda Raman, que é a razao da transi¢ao entre o estado inicial e o estado final,
considerando a quarta poténcia da radiagao espalhada e do quadrado do médulo do
componente da polarizabilidade dessa transigéo |(ops)mn|?, adotando p, c como x, y, z,

conforme demostrado na equacgao abaixo (SALA, 2008):

1 f‘Pnuo‘PedT.flPeprmdr f‘[’nypll—’edr.f Y, us¥Yyrdt
(ap5) =-— + Eq(1)
mn k¢ Vem — Vo Vem + Vo

Onde o somatorio representa todos os estados excitados da molécula
e as integrais representam os momentos de transicdo entre as fungdes de onda
indicadas. Na condigdo de RR, o v, tem valor proximos a v, € 0 denominador do
primeiro termo fica com valor pequeno (tendendo ao «), e o do segundo fica com o
valor grande (tornando pequeno e podendo ser desprezado). No denominador do

primeiro termo ¢é introduzido um fator de amortecimento, I', (que impede que ele se

anule na condigao de ressonancia), assim como o fator (i = v—1):

(). =Ly | PnttoWedt. | Woptp¥mdr
P9mn " hc Vem — Vo + il

> Eq (2)

A intensificacao ndao depende apenas do denominador, mas também
do numerador, causando uma intensificacdo seletiva, pois a segunda integral
representa a probabilidade da transi¢cao do estado inicial para um estado intermediario
e, como o somatorio é sobre todos estados excitados, havera estados em que a
integral tem valor pequeno e estados em que o momento de transigao adquire valor
elevado (SALA, 2008).
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Portanto, usa-se o efeito RR, para melhorar a detecgao e seletividade,
espalhamento Raman, aumentando substancialmente seu sinal. Dessa maneira, para
substéncia intensamente coloridas, como os corantes, cuja banda de adsorgéo esteja
na mesma regido de energia da radiag&o excitante intensidade do pico Raman, temos
um aumento muito grande na intensidade de bandas Raman referentes a vibragdes
dos grupos responsaveis pela transicdo eletronica (grupo cromaoforo). Assim,
estudado a intensidade da banda Raman em fung¢do da energia do laser de excitagéo,
pode-se obter informacdes sobre a estrutura eletronica (FARIA; AFONSO;
EDWARDS, 2002; DRESSELHAUS; JORIO; PIMENTA, 2006).

2.2.3 Espalhamento Raman Intensificado por Superficie (SERS)

Essa area tem sido uma das que mais se destacou nas pesquisas em
espectroscopia Raman nos ultimos anos. Historicamente, as aplicagcdes analiticas das
técnicas Raman eram limitadas por sua relativa baixa sensibilidade, se comparada,
por exemplo, a técnica de fluorescéncia. Sendo assim, o aperfeicoamento das
técnicas SERS possibilitou a detec¢ao do espectro vibracional de uma unica molécula,
de forma rapida, sensivel e ndo destrutiva, possuindo um baixo custo (comparado com
as outras técnicas) e sensibilidade superior (SCHLUCKER, 2014).

O espectro SERS reflete as mudangas no espectro Raman da
molécula devido a adsorgdo e uma interacdo com o substrato metalico. Portanto, para
entender o SERS, precisamos considerar ndo apenas a interacdo entre luz e
moléculas/matéria, mas também entre luz e nanoestruturas metalicas (SANT ANA;
CORIO; TEMPERINI, 2006; PERSSON; ZHAO. ZHANG, 2006; JANA; GANGULY;
PAL, 2016).

Isso ocorre por conta de dois tipos diferentes de contribuicdes, que
explicam esse mecanismo. O primeiro € o modelo eletromagnético, responsavel pela
ressonancia plasmoénica de superficie gerado pela intensificacdo do campo
eletromagnético, o segundo seria o0 modelo quimico causado pela transferéncia de
carga que ocorre na superficie adsorvida. O aprimoramento eletromagnético surge da
interagdo entre a molécula e a superficie, gerando um forte campo magnético local
induzido pela radiacdo do lazer, no qual forma um dipolo induzido amplificando a
polarizacdo da molécula. Ja o aprimoramento quimico pode ser detectado na

monocamada das moléculas adsorvidas, podendo se manifestar de diferentes



28

maneiras, uma gerada devido a interacdo quimica entre a molécula e as
nanoestruturas presentes, e outra mecanismos de transferéncia de carga da molécula
adsorvida, na qual envolve transferéncia fotoinduzida de um elétron do nivel Fermi do
metal para um orbita molecular desocupado (JOHN; GEORGE, 2017; PERSSON;
ZHAO. ZHANG, 2006; SUR, 2016).

O efeito de SERS tem sido explorado principalmente nas areas
quimicas. Portanto, considerando as informagdes fornecidas no espectro vibracional,
a técnica se destaca na detecgéo de vestigios, monitoramento ambiental, seguranca
ambiental, e na detecg¢ao bioquimica. Isso por conta da alta sensibilidade as técnicas
que permite a obtengéo de espectros de moléculas na concentragdo de 10-"°mol L.
(BIRKE; LOMBARDI; SANCHEZ, 1982). Ganhos ainda maiores podem ser obtidos
nos espectros SERS quando a espécie interagindo com a superficie possui transigao
eletrbnica com energia em ressonancia com a radiagcao excitante utilizada. Neste
caso, além do efeito SERS, ocorre a intensificagao por RR e a este efeito denomina-
se SERRS (espalhamento raman ressonante amplificado por superficie) (SANT ANA;
CORIO; TEMPERINI, 2006).

2.2.4 Substrato SERS-Ativo

Em comparacao com a espectroscopia Raman “tradicional”, a técnica
SERS requer a presenca de nanoestruturas metalicas como um componente integral.
A utilidade pratica de um substrato é definida por uma série de caracteristicas: tipo
mais adequado em cada caso especifico, grupos funcionais e polimeros viaveis para
associagdo com o metal visando melhorias nas propriedades, estabilidade,
reprodutibilidade e propriedades 6pticas (JANA; GANGULY; PAL, 2016).

Os substratos SERS podem ser divididos, basicamente, em trés
categorias: nanoparticulas metdlicas em suspensdo, nanoparticulas metalicas
imobilizadas em substratos sdlidos e nanoestruturas metalicas fabricadas diretamente
em substratos sélidos (SUR, 2016).

As nanoparticulas metalicas em suspensao sao os mais simples de
todos os substratos ativos SERS usados até agora, onde o efeito SERS pode ser
estudado na presencga de concentragao definida de analitos (molécula sonda). Os
metais selecionados para serem usados como substrato SERS podem ser

determinados pela frequéncia de ressonancia do plasmon. Prata (Ag), ouro (Au) e
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cobre (Cu) sdo normalmente utilizados para a realizagdo de experimentos SERS
porque suas frequéncias de ressonancia plasménica estao na regidao do comprimento
de onda do espectro eletromagnético, proporcionando aprimoramento maximo de
sinal. Porém, desde o primeiro relato de um substrato solido consistindo as
nanoparticulas, o processo se tornou popular e é encontrado em diferentes trabalhos
(PIZARU; MAGDAS, 2018; WU et al. 2008).

2.3 Dioxipo be TITANIO (T102)

O dioxido de titanio (TiO2) € material semicondutor de banda larga,
muito versatil, extremamente insoluvel, ndo volatil. Esse material acaba se tornando
muito interessante, devido a sua capacidade de crescer estruturas porosas de oxido.
E muito utilizado por possuir baixa toxicidade e baixo custo, além de ter uma boa
estabilidade (GUPTA; TRIPATHI, 2010; BOWEN; STEVENS; ALLSOPP, 2007).

Essa estrutura foi relatada e identificada por Keller e colaboradores,
em 1953. Conforme estudado, o TiO2 podem ser encontradas em trés formas
cristalograficas distintas, sendo a brookita, a anatase e a rutilo. Embora sua
composicao seja a mesma, cada uma das fases apresentam um arranjo de atomos
diferentes, formando diferentes estruturas cristalinas (Figura 5) (BAl et al., 2014).

Tanto a fase anatase quanto a rutilo possuem uma estrutura cristalina
tetragonal. A estrutura € composta pela distorgdo do octaedro do Ti-O, onde o temos
o Ti como nucleo, circundado por 6 atomos de oxigénio por célula unitaria. Mesmo
possuindo a mesma estrutura, as fases se diferenciam, na distorcdo do octaedro,
enquanto na estrutura do rutilo, os octaedros compartilham os lados, na anatase, eles
compartilham os cantos. Ja a estrutura cristalina da Brookita, em comparagcéo com as
demais € a unica que possui uma estrutura cristalina ortorrémbica, onde célula unitaria
€ composta por 8 unidades de formula de TiO2 e é formada por octaedros de TiOs de
borda compartilhada (ALBU, et al., 2010; GUPTA; TRIPATHI, 2010).
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Figura 5- Dioxido de titanio representado em seus trés distintos

polimorfos, Anatase, Rutilo e Brookita.

Anatase Brookite

Fonte: Adaptada (WANG; LIN, 2009)

Enquanto a brookita € a menos comum das trés estruturas, ela pode
ser encontrada principalmente como um mineral natural. A fase rutilo e anatase, por
outro lado, aparecem com mais frequéncia em materiais sintetizados em laboratorio
(WANG,; LIN, 2009; BAI et al., 2014).

Apesar de terem estruturas cristalinas semelhante, apresentam
diferentes propriedades fisicas. A fase rutilo € a estrutura termodinamicamente
estavel, pois possui a menor configuragéo de energia livre em condi¢des padréo. Ja a
fase anatase e brookita sdo fase metaestaveis, obtidas em temperaturas préximas a
500 °C que se transformam exotermicamente e irreversivelmente para a fase rutilo,
formada a partir de temperaturas superiores (SALEIRO; CARDOSO; TOLEDO;
HOLANDA, 2010, KOWALSKI; KIM; SCHMUKI, 2013).

Essas diferencas nas estruturas cristalinas acarretam ainda diferentes
estruturas eletrdnicas, o que leva a atividades em reacao fotocatalitica distinta, assim
a fase anatase é a forma alotropica na qual apresenta melhor atividade catalitica do
TiO2 (YU et al., 2014; YUAN; SU, 2004).

2.3.1 Nanotubos de Dioxido de Titanio (TiO2NTs)

O TiO2 podem ser sintetizados em diferentes formas: nanoparticulas,
nanofios, os nanotubos, etc. (YU et al., 2014). A descoberta dos nanotubos de diéxido
de titénio (TiO2NTs) foram recentes. Em 1999, ocorreu o primeiro relato mostrando a
viabilidade de crescer matrizes altamente ordenadas por meio de uma anodizagao

eletroquimica do titanio (ALBU et al., 2010). E a partir disso, tem atraido atengao para
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diferentes aplicagdes, como por exemplo, em dispositivos fotovoltaicos, e para
fotocatalise (ROY; BERGER; SCHMUKI, 2011) Comparadas com as demais
estruturas, os nanotubos séo superiores, devido a estrutura apresentar uma auto-
organizagado, boa estabilidade quimica e uma grande area superficial (HUANG,;
ZHANG,; LA, 2013). Isso ocasionam, um melhor desempenho e melhor eficiéncia nos
processos quimicos e fotoeletroquimicos, por conta da natureza da orientagao vertical
e a maior area superficial dos nanotubos (WANG; LIN, 2009; KOWALSKI; KIM;
SCHMUKI, 2004).

A estrutura nanotubular fornece uma melhora nas propriedades
eletrénicas do semicondutor, ajudando a separar os pares fotogerados e aumenta a
area da superficie reativa, diminuindo a distancia que os portadores de carga devem
percorrer até o local reativo (MARQUES et al., 2019; ABUDULLANH; KAMARUDIN,
2017).

2.3.2 Sinteses dos Nanotubos

Ao longo dos anos foram desenvolvidas diferentes sinteses de
formacdo dessas nanoestruturas. Na literatura varios procedimentos podem ser
encontrados, dentre eles, os mais usados sao os meéetodos de sol-gel, 0 método
hidrotérmico e o método por anodizagcao (ALBU et al., 2010; ROY; BERGER;
SCHMUKI, 2011).

O método sol-gel € baseado em reagdes de polimerizagéo inorganica
que inclui quatro etapas, como a hidrolise, a policondensagdo, secagem e a
decomposicao térmica. O processo comega a partir de precursor que é misturado a
um solvente para formar uma solugdo coloidal suspensa, que forma um gel apos
agitacdo continua. Uma vez alcangcada a suspensdo desejada, as membranas
poliméricas sao imersas na solucdo. As particulas suspensas preenchem o0s poros
e/ou canais dos moldes para adquirir suas formas (SEIXAS, et al., 2018).

Ja no processo hidrotérmico, uma nanoestrutura € sintetizada a partir
de sais metalicos soluveis em agua. Nesta metodologia, uma massa desejada do sal
metalico é dissolvida na agua e aquecida de 100 a 300 °C (sob presséo). Sua
morfologia €& controlada pelo material precursor, dependendo, também, de sua
concentracéo, temperatura e tempo de processo (ROY; BERGER; SCHMUKI,2011).
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O processo de anodizagao consiste na formagdo de uma camada de
oxido na superficie do titanio através da passagem de uma diferenga de potencial,
contido em uma solugao aquosa. A reacao ocorre em uma célula de dois eletrodos,
na qual temos como anodo o Titanio metalico (Ti). O processo fornece um alto grau
de controle das propriedades fisico-quimicas dos nanotubos, conforme sao ajustados
os parametros do processo, como pH, quimica do eletrélito, voltagem aplicada (GONG
et al., 2001; WANG; LIN, 2009).

Cada processo possui sua propria vantagem e desvantagem, porém
a anodizagao eletroquimica é facil de executar e tem a liberdade de controlar os
parametros do processo para atingir um conjunto desejado de propriedades (YUAN;
SU, 2004; REGONINI et al., 2013).

2.3.2.1 Sintese de Anodizacao Eletroquimica

A formacéo dos filmes de TiO2NTs, se inicia a partir da oxidagao
metdlica da superficie, liberando ions Ti** e elétrons (Eq. 3.) (JAROENWORALUCK
et al., 2007). Dessa forma, uma camada de oxido € depositada na superficie do metal
por conta da interagdo quimica inicial dos ions Ti** liberados e os ions O2 e “OH

gerados pelas moléculas de agua, contidas no eletrélito (Eq. 4 e 5):

2Ti — 2Ti* + 8¢ (Eq. 3.)
2Ti*+ 40H—Ti (OH)q (Eq. 4.)
2Ti*+ 202 5TiOz (Eq. 5.)

Posteriormente, acontece a reacdo de condensacgao do Oxido hidratado:

Ti (OH)4 —»TiO2 + 2H20 (Eq. 6.)

Além disso, ha a geracao de hidrogénio que ocorrem no catodo:

8H* + 8e™— 4H> (Eq. 7.)

Equacéo global do processo de formagao do 6xido € a seguinte (Eq. 8):
Ti + 2H20 —TiO2 + 2H2 (Eq. 8.)
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O ataque dos ions F-a camada de oxido e do 6xido hidratado, os quais
se movimentam na camada anddica pela aplicagdo do campo elétrico, reagindo com
os ions Ti#*. A dissolugédo localizada do oxido cria pequenas cavidades (Eq. 9 e 10),
formando centros, que formam poros distribuidos uniformemente sob toda a
superficie. As espécies idnicas migram do eletrélito para interface do metal/6xido. (LIU
et al., 2012). Os ions Ti** migram do metal para interface oxido/eletrélito e se

dissolvem no eletrdlito (Eq.11):

TiO2+ BF+4H* — [TiFe]2 + H20 (Eq. 9.)
Ti (OH)4 + 6F — [TiFe]2 + 40H- (Eq. 10.)
Ti4* + 6F— [TiFe]? (Eq. 11.)

Dente as rotas sintéticas para a obtencao dos TiO2NTs, a anodizagao
eletroquimica na folha de titanio (Ti) se destaca, por ser um processo, reprodutivo e
simples. Outra vantagem desse processo, esta relacionada ao fato que alguns
parametros podem ser controlados durante a anodizagao eletroquimica, conforme
alteramos (temperatura, velocidade de rampa de potencial, potencial aplicado,
espécies de eletrdlitos, pH do eletrdlito, viscosidade, agua ou eletrdlito organico). Isso
pode gerar diferentes estruturas de dioxido titdnio, como um éxido compacto plano,
uma estrutura desordenada, uma camada porosa altamente auto-organizada, ou
finalmente uma camada de nanotubos altamente auto-organizada. (HUANG; ZHANG;
LAI, 2013; JAROENWORALUCK et al., 2007)

A capacidade de aumentar matrizes de nanotubos diretamente em
substratos de titdnio, ndo apenas mostra a flexibilidade do processo de anodizagao
eletroquimica, mas também demostra a extensdo de suas aplicagdes promissoras
(RHO et al., 2017; MARQUES et al., 2019).

Os nanotubos TiO2 obtidos diretamente apdés a anodizacdo sao
amorfos e nao fotoativos; portanto, € necessario transformar o nanotubos de TiO2
amorfo em forma cristalina para uma ampla gama de aplicagdes. O tratamento térmico
(i.e., calcinagdo) em alta temperatura tem sido considerado como uma rota eficaz para
induzir a formacgéo cristalina, convertendo-os no anatase ou fase rutilo, sem
comprometer a morfologia tubular obtida na anodizagdo (WANG; LIN, 2009, GONG et
al., 2001).
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Mesmo com sua morfologia tubular, os materiais gerados pelo
processo de anodizagao possuem fundos fechados e sdo anexados ao substrato de
titdnio, dessa maneira podem restringir as aplicagbes do nanotubos, por n&do serem
opticamente transparentes sob iluminagao (LIU et al., 2012). A partir disso, nesse
trabalho, buscou-se a proposta de desenvolver TiO2NTs separados do substrato de
titanio. A vantagens desses nanotubos independentes sado devidos a sua
microestrutura otimizada, transferéncia direta de elétrons, e por permitirem ser fixados
diretamente a outros substratos. Com isso, foi utilizando uma proposta para o
destacamento dos nanotubos das folhas de Ti adaptada do trabalho de Luan e Chang

(2022), afim de aplicar em diferentes aplicagoes.

2.4 TiO2NTs cOMO SUBSTRATO DE SERS-ATIVO

A atividade SERS de um substrato ativo depende da morfologia da
superficie, a qual confere sensibilidade suficiente para medir os espectros vibracionais
das moléculas adsorvidas, seja de uma monocamada ou até menos (LIU et al., 2018;
ROGUSKA et al., 2009).

Com isso, a maior tarefa para as medicbes SERS ¢é o
desenvolvimento de substratos que possuam superficie uniformes e fornegcam
aprimoramento de sinal em cada ponto de medi¢cdo. Com o intuito de reduzir os limites
de deteccao alcancados pela técnica SERS, busca-se materiais alternativos que
sejam SERS-ativos (LIU et al., 2018; HU et al., 2016). Nesse sentido, se destacam-se
as nanoestruturas de TiO2, que possuem uma alta capacidade de adsorcao e
estabilidade quimica, disponibilidade e biocompatibilidade, propriedades que os
tornam os substratos mais promissores para medicoes SERS em diferentes
aplicagbes. Assim, em combinagdo com revestimentos de nanoparticulas séo de
grande interesse, uma vez que permitem fornecer um fator de aprimoramento
bastante alto, enquanto seu custo € muito mais barato em comparagao com todos os
substratos (LING et al., 2016).

Neste sentido, as nanoestruturas de TiO2NTs, podem proporcionar o
aprimoramento do sinal SERS dependem da ressonancia no acoplamento de luz e de
multiplos efeitos de disperséo de luz. Na dispersao da luz, os nanotubos fazem com
que os fotons tenham um caminho éptico mais longo e tenham mais tempo para

interagir com as nanoparticulas, consequentemente melhorando o mecanismo de
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transferéncia de carga, por conta do aumento das concentragbes dos pares de
elétrons/buraco (LIU et al., 2018; ROBUSKA et al., 2009).

No trabalho de Jing e colaboradores (2021), foi investigado as
matrizes de TiO2NTs decorados com nanoparticulas de prata como substrato SERS,
para identificacdo de produtos de degradacgao de antibidticos em leite. Os resultados
foram eficazes, uma vez que se apresentaram rapidez, boa reprodutibilidade, além de
demostrarem uma relagao linear (R? = 0,992) em relagdo a intensidade SERS e a
concentracédo do antibiético.

Assim como foi estudado no trabalho de Jafari e colaboradores
(2022), foi desenvolvido um substrato SERS-ativo reutilizavel composto de
TiO2NTs/Ag para deteccéo de vitamina B12. Os resultados mostraram ser um método
de determinacédo altamente apropriado, mostrando uma sensibilidade de detecgao tao
baixo quanto 2,48 x 108 M, alta reprodutibilidade, mesmo em diferentes pontos na
superficie da sonda, com um desvio padrao relativo de 9,69%. A confiabilidade da
utilizacao do substrato SERS-ativo foi confirmada pela deteccéo de vitamina B12 em
amostras farmacéuticas reais.

Ja no trabalho de Dou e colaboradores (2018), foi aplicado os
TiO2NTs decorados com nanoparticulas de prata como substrato SERS, que se
mostraram sensiveis para deteccao in situ de vestigios de trago Thiram (fungicida
usado para prevenir doengas fungicas na agricultura) em agua potavel. Os limites de
detecgao obtidos foram de 1 x 107° mol L~" em agua deionizada e 1 x 107" mol L™'em
agua corrente, respectivamente. Além disso, este substrato possui uma uniformidade
de sinal, boa reprodutibilidade, alta seletividade e boa estabilidade.

A partir de tudo o que foi exposto, o presente trabalho propde de
desenvolver um substrato de TiO2NTs autdnomos decorados com nanoparticulas de
prata, que seja, SERS-ativo para identificacdo das antocianinas. Uma vez que, as
nanoestruturas apresentam vantagens, porque geralmente fornecem mais pontos
quentes de excitagdo de feixes de luz, gerando uma maior amplificagdo do efeito
Raman, além de ser um substrato reutilizavel devido a atividade fotocatalitica dos
nanotubos. Além disso, o substrato é reciclavel, podendo ser limpo com a incidéncia
de luz, devido a capacidade fotocatalitica do TiO2 e ao efeito de ressonancia
plasmdnica de superficie (LIU et al., 2018; HU et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou desenvolver um substrato SERS-ativo
utilizando filmes de TiO2NTs associados a solugdes coloidais de nanoparticula de
prata. Dessa forma, sera avaliado o potencial do substrato como sensor SERRS para
a identificacado e quantificacdo das diferentes espécies de antocianinas presentes nos

extratos obtidos da casca de uva.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar filmes de TiO2NTs anodizados eletroquimicamente e
“‘descolados” do substrato de titanio metalico, a partir de uma metodologia
adaptada;

¢ Sintetizar nanoparticulas de prata, para utilizagdo como material amplificador
do sinal SERS;

¢ Investigar o efeito do pH nos extratos de uva, utilizando a técnica UV-Vis;

e Explorar a presenca das espécies de antocianina em equilibrio no extrato de
uva, utilizando a técnica SERS, avaliando o potencial dessas técnicas na
quantificacao dessas espécies;

e Desenvolver um substrato ativo-SERS utilizando o filme de TiO2NTs decorados
com nanoparticulas de prata, para identificacdo de antocianinas nos extratos

de uva.
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4 PARTE EXEPERIMENTAL

4.1 SINTESE DOS NANOTUBOS DE T102

Os nanotubos de dioxido de titanio, (i.e., TiO2NTs) foram produzidos
a partir de uma metodologia adaptada de Luan e Chang (2022), na qual a sintese dos
materiais foi obtida empregando uma célula de dois eletrodos: ruténio (Ru) e titanio
(Ti), como catodo e anodo, respectivamente.

A sintese eletroquimica do TiO2NTs foi realizada a partir de trés
etapas de anodizagéo (usando uma fonte de alimentagao a temperatura ambiente). A
primeira etapa de anodizacao foi realizada a uma voltagem de 30 V por 24 horas, em
solugao eletrolitica de 0,5%, em peso, de NH4F e 1,0%, em volume, de H20 em
etilenoglicol.

ApoOs a primeira anodizagao, os filmes de TiO2NTs foram colocados
em banho ultrassdnico para remover os arranjos irregulares formados e assim obter
uma folha de Ti com uma superficie céncava. Na segunda anodizacdo, foram
aplicados 30 V por 24 horas, semelhante a primeira anodizagdo. Feito isso, os
eletrodos foram calcinados no mufla a 450 °C por 1 horas para conversao da fase
amorfa na cristalina anatase. Depois de calcinados, os eletrodos foram submetidos a
uma terceira etapa de anodizagdo por 30 min sob as mesmas condigdes
experimentais adotadas para a primeira anodizacao, a fim de crescer uma camada de
nanotubos amorfa sob a camada cristalizada. O método empregado para auto
destacamento das membranas (filmes finos) de TiO2NTs foi o choque de tenséo,
reduzindo a adesao da camada de TiO2NTs, crescida no substrato de titanio, o que
facilita a remogao da membrana. Este efeito acontece devido a acidificagéo local, e a
evolugdo dos gases que promovem o aumento da tensdo interfacial.
Subsequentemente, as amostras foram enxaguadas com agua ultrapura (Milli-Q), e o

destacamento gradual dos filmes foi realizado ao longo da secagem das amostras.



38

4.2 CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE TI102

4.2.1 Difratograma de Raios X

Os difratogramas foram realizados no Difratbmetro de Raio X
PANanalytical modelo X'Pert PRO MPD, localizado no laboratério de Analises por
Técnicas de Raios X (LARX), da Universidade Estadual de Londrina. Foram
analisadas duas amostras de TiO2 e uma do filme sobre o substrato de Titanio e outra

a partir do filme destacado do substrato.

4.2.2 Espectroscopia de Reflectancia Difusa

A anadlise de Reflectancia Difusa do filme foi feita por espectrofotémetro
Shimadzu, modelo UV-2006. Estimou-se a energia entre bandas (gap) utilizando a
extrapolagdo da regido linear para (ahv)'? = 0, calculada a partir da fungdo de

Kubelka-Munk (equagao 12):

ahv = A (hv — Eg)"? (Eq. 12)

onde a € o coeficiente de extingdo, h é a constante de Planck (J s), v é a frequéncia
da luz incidente (s™), A é o constante de absorgdo, Eg é a energia de gap (eV)en éo

coeficiente de absorg¢ao, ao qual foi atribuido valor unitario.

4.3 SINTESE DA SOLUCAO COLOIDAL DE PRATA

A sintese da solugao coloidal de prata foi preparada de acordo com o
procedimento descrito em de Santana et al. (2006). Antes da sintese, toda a vidraria
foi lavada com acido nitrico (HNO3/H20) na proporgao 1:1 (v/v). Para o preparo, foram
pesados = 90 mg de nitrato de prata (AgNO3) e essa massa foi transferida para um
erlenmeyer de 1 L, envolto em papel aluminio, contendo 500 mL de agua tridestilada.
A solugéo foi aquecida até a ebuligdo. Apds atingir a ebuli¢do, foi adicionado, gota-a-
gota, sob vigorosa agitagao, 10 mL de uma solugao de citrato de sodio a 1%. Apods a
adicdo do citrato de sédio, a solugdo permaneceu ebulindo por 40 min. Logo apos
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esse periodo, ela foi retirada do aquecimento e a mesma mantida por 90 min com

agitacao continua com o intuito de resfria-la.
4.4 PREPARO DO EXTRATO DE UVA

O extrato de uva contento o analito de interesse foi obtido a partir da
casca da uva vermelha (GOES et al., 2023). Com esse propésito, as cascas foram
separadas manualmente das sementes. Em seguida, 50 g de casca da fruta foram
submetidas ao solvente extrator composto por 250 mL de solug¢ao hidroetanélica 50%
(v/v) acidificada com HCI 0,1% (v/v) até o pH 2. Essa mistura foi mantida por 1h em
agitacao constante a 200 rpm, em temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato
foi filtrado e armazenado na geladeira na temperatura de -1°C para nao ocorrer a

degradagao das espécies presentes.
4.5 ANALISE UV-VIS DO EXTRATO DE UVA NOS DIFERENTES PH

As anadlises UV-Vis foram feitas no espectrofotdbmetro Shimadzu,
modelo UV-2006, obtidas a partir das amostras concentradas do extrato de uva foram
diluidas em agua ultrapura (Milli-Q), na proporgéo 1:2 (v/v). A fim de obter os espectros
em diferentes valores de pH, e assim identificar o perfil do extrato, os mesmos foram

ajustados com NaOH 0,1 M, partido do pH inicial igual de 2 até o pH 10.
4.6 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os espectros Raman foram obtidos usando um espectrémetro portatil
DeltaNu Advantage532®, excitando a 532 nm com resolugédo de 8 cm™'. O software
DeltaNu NuSpec foi empregado com recursos de linha de base para remover a
fluorescéncia de fundo, localizado no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC), da
Universidade Estadual de Londrina. A espectroscopia Raman também foi usada para

a caracterizacao dos filmes de TiO2NTs.
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Figura 6- Espectrometro portatil utilizado nas medidas Raman

Fonte: A prépria autora (2023).

4.6.1 Preparo de solugdes para estudo RR e estudo SERS

4.6.1.1 Diluicdo do extrato de uva em solugao coloidal de prata

Com a finalidade de estudar o efeito das nanoparticulas de prata na
intensificagdo dos espectros Raman, em funcdo de diferentes concentracdes de
extrato de uva, foram preparadas diluicbes de 20, 15, 10, 5, 1 ,0,5 e 0,1% do extrato
em solugdes coloidais de prata. Essas amostras liquidas foram preparadas em frascos
de vidro de 1 mL de capacidade e os espectros foram obtidos imediatamente apds

esse preparo.

Figura 7- Dilui¢des de 20, 15, 10, 5, 1, 0,5 € 0,1% do extrato em solu¢des
coloidais de nanoparticulas de prata, utilizados nas medidas Raman.
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Com o intuito de obter uma relagao entre o percentual de diluicao do
extrato de casca de uva (em solugéo coloidal de nanoparticulas de prata) e os sinais
obtidos a partir da técnica SERRS, os espectros Raman foram deconvoluidos,
empregando o método das Gaussianas (CERVANTES et al.,, 2014). Todas as

deconvolugdes espectrais foram feitas a partir do programa Oringin (8.0, 2007).

4.6.2 Curva Analitica do extrato de casca de uva diluida em solugdo coloidal de

nanoparticulas de prata sobre filmes de TiO2NTs

A curva analitica foi construida a partir de diferentes solugdes
depositadas sobre o TiO2NTs, onde 50 pL de solugdo de extrato de casca de uva,
diluida em diferentes concentragées (1, 0,75, 0,5, 0,25 e 0,1%), em solugdes coloidais
de nanoparticulas de prata. Feito isso, as amostras foram secadas na estufa a 60 °C
por 10 min e mais 50 pL solugéo coloidal de Ag foram depositados sobre o substrato,
conforme demostrado na Figura 8a. Assim, foram obtidos os respectivos espectros
SERRS das amostras e, a partir deles, empregando o método das Gaussianas para a

deconvolugdes dos espectros (vide item 4.6.1.1), obteve-se a curva analitica.

Figura 8- TIO2NTs colocados sobre uma superficie de vidro depositados
50 L de solugédo de extrato de uva diluida a 1% em solugéo coloidal de prata (a)
preparo das amostras na superficie do TiO2NTs (b) imagem obtidas do espectrémetro
portatil Raman, mostrando o escurecimento da regido onde foi adicionado o extrato e

do coldide de prata sobre o TiO2NTs.

(a)
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Fonte: A propria autora (2023).

4.6.3 Curva Analitica do extrato de casca de uva diluidos por analise UV-Vis

A curva analitica foi construida a partir de diferentes proporgdes de
extrato de casca de uva (20, 15, 10, 5, 1, 0,75, 0,5, 0,25 e 0,1%) diluidas em agua
ultrapura (Milli-Q). Esses espectros foram obtidos imediatamente apds o preparo das

amostras.

4.6.4 Avaliacado da degradacao de antocianinas em funcao do tempo

A avaliagdo da degradagdo de antocianina foi realizada apos
condicionar 50 g de cascas de uva a temperatura ambiente ao abrigo de luz por 5
dias. Apds esse periodo, as cascas das frutas foram submetidas ao solvente extrator
composto por 250 mL de solugao hidroetandlica 50% (v/v), e assim analisadas a partir
de dois métodos diferentes (UV-Vis e SERRS) a fim de compara-los.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE TIO2

Com o intuito de caracterizar os filmes de nanotubos de diéxido de
titanio retirado da superficie do Titanio, foram realizadas analises de caracterizagao
empregando difratometria de raios X (DRX) (Figura 9), a espectroscopia de

Reflectancia Difusa (DRS) (Figura 10), e da espectroscopia Raman (Figura 11).

5.1.1 Difratograma de Raio X (DRX)

Na Figura 9 foram apresentado o difratogramas de raios X, os
mesmos obtidos a fim de fornecer informacdes da sobre fase cristalina, encontrada
nas amostras de filmes de TiO2NTs apds o processo de calcinagao na mufla a 450 °C,
por 1 hora. Em conjunto, também foi verificado se o processo de destacamento dos

nanotubos, ndo alterou a cristalinidade do material.

Figura 9- Analise de Difracdo de raios X de amostras de filmes de

TiO2NTs retiradas da superficie do titanio (—) sobre a superficie do Titanio (—).
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Fonte: A propria autora (2023).
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Na Figura 9, observa-se que o difratograma apresentou picos de
difracdo de raios X localizados em 25,3, 37,9, 48,0, 54,9 e 62.8°. Esses valores foram
muito proximos aos valores encontrados para as reflexdes dos planos (101), (004),
(200), (105), e (204) da fase anatase do TiO2 (JCPDS numero 21-1272) (SOTO et al,
2020; ALMEIDA; ZANONI, 2014). Dessa maneira, considerou-se que o tratamento
térmico, 450 °C por 1 h, foi suficiente para converter o material da fase amorfa para a
fase cristalina anatase. E importante destacar que o filme destacado do titanio

metalico manteve as caracteristicas de cristalinidades.
5.1.2 Espectroscopia de Reflectancia Difusa (ERD)

Na Figura 10 foi determinado a energia bandgap da amostra de
TiO2NTs, foi obtido o espectro de reflecténcia difusa na regido UV-Vis. A partir disso
realizado os calculos utilizando o método de Kubelka-Munk (ZHAO et al., 2012), a qual
proporcionaram um melhor ajuste dos dados de absorbancia. Uma vez que a estimado
os valores de bandgap do material, sera mostrado a natureza da transigcao eletrénica

do material.

Figura 10 - Analise de Reflectancia Difusa na regiao UV-Vis da amostra
de TiO2NTs retiradas da superficie do titdnio metalico referente ao (a) grafico de
absorbancia em fungédo do comprimento de onda (b) grafico de ahv'? em fungéo da

energia calculada a partir da funcdo de Kubelka-Munk.
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Fonte: A propria autora (2023).

No espectro da Figura 10a, observam-se, uma forte absorgdo na
regido do UV, atribuida a transferéncia de carga entre as bandas de valéncia (orbital
2p do TiO2) e condugéo (orbital 3d tzg do Ti**) dos TiO2NTs (ALMEIDA; ZANONI, 2014;
SOBANA; MURUGANADHAM; SWAMINATHAN, 2006). Na Figura 10b, foi
demonstrado o calculo da energia entre bandas (gap), estimada a partir da
extrapolagdo da regido linear para (ahv)"? = 0, calculada a partir da fungdo de
Kubelka-Munk, mostrado na equacgéo (12) (ZHAO et al., 2012).

A partir do procedimento, foi possivel obter um valor de 3,20 eV de
bandgap para os filmes de TiO2NTs. Esse valor foi muito préximo daquele encontrado
por Almeida e Zanoni (2014), 3,21 eV, para a fase anatase de TiO2NTs (empregando
uma metodologia similar aquele utilizada no presente trabalho). Isso corrobora com
os dados obtidos para DRX, na Figura 9, no qual demonstram a presenca da fase
cristalina anatase nos filmes de TiO2NTs, mostrando que o tratamento realizado para
retirar o filme de TiO2NTs das placas de titanio nao influenciou em sua forma cristalina.
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5.1.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman, inicialmente, foi aplicada para compreender
melhor a constituicdo dos materiais. Com o intuito de caracterizar os filmes de
TiO2NTs depositados em ITO (6xido de estanho dopado com indio), denominados por
TiO2NTs/ITO, esses materiais também foram analisados empregando a
espectroscopia Raman (Figura 11), para identificar alguma possivel alteragdo na

composi¢ao da amostra.

Figura 11- Analise Raman das amostras de TiO2NTs sobre a superficie
do ITO (—) sobre a superficie do titdnio (—), ambos obtidos na regiao de 300 a 1000
cm™ (Amax = 532 nm).
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Fonte: A propria autora (2023).

A partir do espectro Raman, Figura 11, observa-se as trés bandas
caracteristicas dos estiramentos de Ti-O das amostras de TiO2NTs, referente a fase
anatase, centradas em 395 cm, 516 cm™, 638 cm™ atribuidas aos modos
vibracionais, B1g, (A1g+B1g) € Eg, respectivamente (RHO; SONG; LEE; JUN, 2017).
Dessa forma, o espectro Raman e de reflectancia difusa, corroboram com os dados
obtidos das analises de raios X, onde verifica-se a formacao da fase anatase para os
filmes de TiO2NTs.
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5.2 ANALISE DOS EXTRATOS DE CASCA DE UVA POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO Uv-
VIS

A maioria dos métodos espectrofotométricos empregados na
quantificacdo de corantes naturais baseiam-se nas transformacbes estruturais
sofridas pela estrutura quimica do pigmento de interesse em fungédo de mudancgas do
pH do meio. Na Figura 12, foram obtidos o espectros UV-Vis desse na diluigdo 1:2
(v/v), em agua, na regido entre 250 e 700 nm, variando o pH de 2 a 10, com o intuito
de explorar as caracteristicas do extrato de casca de uva vermelha. A obtencéo dos
espectros UV-Vis em funcdo do pH é uma ferramenta que auxilia nas analises das
antocianinas, devido a diferentes perfis espectrais referentes a mudanga do pH,
favorecendo a predominancia de diferentes estruturas em cada meio (BROUILLARD;
LACOBUCCI; SWEENY, 1982).

Figura 12 - Espectro eletronico de absorgdao no UV-Vis de uma solugao
aquosa obtido pela diluicdo do corante de uva em diferentes pH (a) coloragdo das

solugdes apods a alteragao do pH do meio (b).
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Na Figura 12 a, em todos os espectros, foram verificadas bandas
relacionadas a quatro espécies de antocianinas que se apresentam em equilibrio:
base quinoidal (A), cation flavilio (AH"), pseudobase carbinol (B) e chalcona (C), (vide
Figura 2). A estabilidade dessas espécies depende de uma série de fatores como
temperatura, concentragao, luz, solventes, presenca de enzimas, pH. Na Figura 12,
observa-se que esse Ultimo fator foi necessario para identificar alteragdes
significativas nas espécies presentes no extrato, gerando altera¢des sensiveis nos
espectros de absorgéo do extrato de uva (ZAFFINO et al. 2015).

Em todos os espectros foi verificada uma banda centrada em torno de
280 nm, referente a pseudobase carbinol (B) (LEVI et al., 2004). Por sua vez, com a
elevagao do pH, sobretudo entre 8 e 10, ha o surgimento da banda centrada em torno
de 360 nm, caracteristica da base chalcona (C), e a elevacgao da intensidade da banda
centrada em torno de 620 nm, caracteristica da base quinoidal (A") (LEVI et al., 2004;
MARCO et al.,2008). Além dessas, nos espectros obtidos no pH 2, destaca-se a banda
centrada em 527 nm. Essa, de acordo com Merlin et al. 1993, esta relacionada a
transicdo n—n* do cation flavilio, de coloracdo avermelhada (em solugéo
hidroalcoolica).

Mesmo os espectros de absor¢cdo UV-Vis sendo uma ferramenta util
para a determinacao das diferentes antocianinas, favorecido pela grande quantidade
destas substancias presentes no extrato da uva, a utilizagao desta técnica nao permite
afirmar a estrutura individual do pigmento que se almeja determinar no extrato obtido.
Dessa forma, foi utilizado, inicialmente, a espectroscopia Raman ressonante (RR)
para observar a estrutura do pigmento presente na amostra do extrato obtido em pH
2. Para isto, foi obtido o espectro excitando a amostra do extrato de uva com a
radiacao 532 nm, pelo fato da banda de absor¢cdo do cation flavilio, presente no
extrato, absorver em 527 nm. Assim, nessas condicdes de analise, espera-se
determinar os modos vibracionais dessa espécie pelo efeito RR (devido a

intensificagcdo do sinal Raman deste grupo croméforo).
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5.3 ANALISE RAMAN RESSONANTE DO EXTRATO PURO E DILUIDO EM AGUA

A fim de avaliar o efeito da diluigdo no extrato e quais mudangas
causariam nos espectros, foram obtidos os espectros RR do extrato puro e do extrato
diluido 50% em agua destilada (Figura 13). Esses foram obtidos pois foi considerada
a possibilidade em ocorrer a reabsorgao da radiagao excitante neste comprimento de

onda na amostra mais concentrada.

Figura 13 - Espectro Raman Ressonante do extrato puro (—) e do
extrato diluido 50% em agua (—), ambos obtidos na regido de 1150 a 1650 cm-! (Amax
=532 nm).
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Fonte: A propria autora (2023).

Os espectros da Figura 13 demonstram os principais modos
vibracionais para o extrato de uva na regido de 1200 a 1650 cm'. Foram observadas
as frequéncias em 1240 e 1347 cm™" atribuidas aos modos vcoH, Vce (entre anéis) + SCH, €
as em 1528, 1596, 1642 cm' caracteristicas do vcc (ZAFFINO et al., 2015) dos anéis
fenilico e benzopirilio. Todas essas frequéncias supracitadas sao caracteristicas da
estrutura da antocianina em pH < 4 (BURNS et al., 2013).

Foi observado que o espectro do corante diluido em 50% demonstrou
pequenos deslocamentos batocrédmicos (red shift) dos modos vibracionais

relacionados a vcc dos anéis aromaticos. Isso esta associado ao efeito do solvente
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(dgua) que, possivelmente, interage com os grupamentos hidroxilas da molécula e
reduz a repulsao eletrostatica entre as proprias moléculas de antocianinas. Esse efeito
foi mais sensivel para o modo centrado em 1530 cm-'. Dessa forma, este pode, além
do vcc, estar associado ao modo dcon (CASTANEDA-OVANDO et al. 2009; ITO et al.
2002, MERLIN; STATOUA; BROUILLARD, 1985).

5.4 ANALISE DO EXTRATO SOBRE O SUBSTRATO DE TIO2NTS

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade de um substrato como um
sensor para identificar as espécies de antocianinas presentes no extrato de uva, foi
verificado o efeito de adsorgdo do mesmo sobre o filme de TiO2NTs. Esses materiais
nanoestruturados foram utilizados devido a sua elevada area superficial, que podem
favorecer significativamente a adsor¢do das moléculas alvo devido a estrutura
catibnica do TiO2 no pH estudado (JAROENWORALUCK et al. 2007; YU et al. 2014).
A partir disso, foi obtido os espectros RR do extrato de uva sobre o TiO2NTs e do

extrato puro (Figura 14).

Figura 14 - Espectro Raman Ressonante do corante puro (—)
comparado com o espectro RR sob a superficie do nanotubos de TiO2 (—), ambos
obtidos na regido de 1200 a 1650 cm™! (Amax = 532 nm).
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Nos espectros da Figura 14, nao foi possivel observar deslocamentos
significativos dos modos vibracionais do extrato de uva. Dessa forma, infere-se que
apenas a deposigao do extrato sobre o material nanoestruturado ndo gera interagdes
significativas extrato/TiOx.

Almejando favorecer o estudo de caracterizagao do extrato sobre o
filme de TiO2NTs pela técnica Raman, foram obtidos os espectros associando ao
extrato adsorvido sobre o TiO2NTs uma solugdo de nanoparticulas de prata, com o

objetivo de também viabilizar o efeito de intensificagdo Raman por superficie (SERS).

Figura 15 - Espectros Raman do extrato sobre a superficie do filme de
TiO2NTs/ITO (—), sobre a superficie TiO2NTs/ITO com extrato e solugédo de
nanoparticulas de prata (—), obtidos na regido de 1150 a 1700 cm™' na radiacédo

excitante 532 nm.
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Fonte: A prépria autora (2023).

Na Figura 15 foi observado um espectro pouco intenso quando o
extrato foi depositado sobre TiO2 NTs/ITO. Entretanto, ao se adicionar a solugdo de
nanoparticulas de Ag sobre o substrato nanoestruturado contendo o extrato de uva,
constatou-se um aumento significativo das bandas raman relacionados as frequéncias
centradas em 1200, 1240, 1344, 1530, 1597, 1640 cm™'. Comparando as Figuras 13

e 14, destaca-se, ainda, que a primeira banda citada, atribuida ao modo éoH, s6 foi
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possivel observar apés a adicao das nanoparticulas de Ag (ZAFFINO et al., 2015).
Dessa forma, os resultados da Figura 15 demonstram a viabilidade de
utilizacdo do substrato nanoestruturado de TiO2 recoberto com nanoparticulas de
prata para a caracterizacdo do extrato de uva vermelha pelo efeito SERRS, que
combinou o efeito de intensificagdo Raman ressonante (RR) com o efeito Raman

intensificado pela superficie (SERS).

5.5 ANALISE DO EFEITO DO EXTRATO DILUIDOS EM COLOIDE DE PRATA

Com o objetivo de verificar o efeito da interacdo do extrato com as
nanoparticulas de Ag, foram realizadas diferentes diluigdes dos extratos em solugdes
de nanoparticulas de Ag e foram obtidos os espectros SERRS dessas diluigbes, como

apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Espectros SERRS das diferentes diluigdes (0,1 a 20%) do

extrato de uva em solugdes de nanoparticulas de Ag.
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Na Figura 16, observou-se que, em todas as diluicbes do extrato, é
possivel verificar a intensificagdo dos sinais devido ao efeito SERRS dos coloides de
prata (no comprimento de onda de excitagdo empregado, Amax = 532 nm). Entretanto,
além desse efeito, denota-se que em funcdo da diluigdo, ha uma significativa
modificagdo nos espectros: aqueles obtidos nas diluicdes de 1 a 20% apresentam-se
similares; os espectros obtidos em 0,5 e 0,1% sé&o distintos.

Em funcdo da diluicdo, as bandas centradas em 1241, 1346,
1533,1598 cm™' tiveram sua intensidade reduzida, enquanto as bandas em 1404,
1501, 1563, 1642 cm™ aumentaram suas intensidades. Esse efeito provavelmente
esta associado a dois fatores: com a diluigdo, ha uma alteragédo na intensidade do(s)
modo(s) relacionado(s) ao cation flavilio e de outras espécies de antocianina em
equilibrio. De acordo com Castafieda-Ovando et al. 2009, em pH = 2, além do cation
flavilio, ha o aparecimento da base quinoidal (A") (vide Figura 2). Dessa forma, espera-
se que modos vibracionais dessas duas espécies estejam presentes nos espectros
SERRS. Além disso, outro fator que pode influenciar nas alteragdes dos espectros,
seria a alteragao nos sitios de interagao antocianina/nanoparticula.

Com o intuito de verificar a presengca de modos vibracionais das
espécies de antocianina em equilibrio no extrato de uva, em funcéo da diluicdo do
mesmo, em solugdes de nanoparticula de Ag, obteve-se as deconvolugdes dos
espectros na regido entre 1475 e 1700 cm™' empregando o método das Gaussianas
(CERVANTES et al., 2014). Na Figura 17, sdo apresentadas as deconvolucdes
obtidas nas diluicbes a 20% e a 0,1% (as deconvolugdes a 5, 10, e 15% estéo

disponiveis no Apéndice (A); a deconvolugao a 1% encontra-se na Figura 17).
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Figura 17 - Espectros deconvoluidos na regido de 1475 a 1700 cm-' para
os extratos de uva diluidos em (a) 0,1% e (b) 20% em solu¢gdes de nanoparticulas de
Ag. (c) Razao das intensidades (1) das bandas referente a base quinoidal (1633 - 1637

cm-) e do cation flavilio (1647 - 1653 cm™) versus % de diluigdo do extrato de uva.

(a)

500

~ 1647

™
™
©
T

400

300

200

Intesidade / u. a.

100

T T T T T T 1
1500 1550 1600 1650 1700

Deslocamento Raman / cm™

(b) .

500
400 ~
300

200

Intensidade / u.a.

100

Deslocamento Raman / cm™



95

I1635“1645

5 10 15 20
% diluicdo do extrato de uva

o

Fonte: A propria autora (2023).

Na Figura 17, a partir das deconvolugdes, foi possivel identificar que
as contribui¢cdes centradas em 1500, 1559, 1615 cm-', atribuidas aos modos vcc + ScoH,
taninos condensados (em proantocianas) deformacao do anel benzopirilio (A e B) e
vce reduziram sua intensidade ao se variar o percentual de extrato de uva de 0,1
(Figura 17a) para 20% (Figura 17b) (QU et al, 2020; ZAFFINO et al. 2015;
MENDONZA-WILSON; GLOSSMAN-MITNIK, 2004). Além disso, foram verificadas
trés contribuigbes centradas em 1598, 1633-1637 e 1647-1653 cm™', atribuidas a
modos vcc. De acordo com Zaffino, Russo e Bruni (2015), as bandas em 1598 e 1647-
1653 cm™' estdo relacionadas ao cétion flavilio e as bandas entre 1633-1637 cm"’
refere-se a base quinoidal. A contribuicdo centrada em 1647-1653 cm™' apresentou-
se extremamente sensivel a quantidade de extrato de uva presente na solugao de
nanoparticulas de Ag. A atribuicdo da banda em 1647-1652 cm™' ao cation flavilio foi
realizada considerando as intensidades relativas observadas para as bandas
1598/1647-1653 cm™' por Zaffino, Russo e Bruni (2015) em pH = 4 e pH= 7. Na
primeira condi¢ao, onde ha predominancia do cation flavilio, a banda em 1647-1653
cm! encontra-se mais intensa, enquanto na segunda condigdo, onde ha escassez de

cation flavilio, a banda em 1598 cm™' apresenta-se mais intensa.
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Porisso, com o intuito de avaliar a relagdo entre a quantidade de base
quinoidal/cation flavilio e o extrato de uva, construiu-se o grafico da razdo entre a
intensidade da banda relacionada a base quinoidal (1633-1637 cm') e aquela
referente ao cation flavilio (1647-1653 cm™') versus o percentual de diluigdo do extrato
de uva (Figura 17c).

A partir da Figura 17c, percebe-se que a banda referente ao cation
flavilio, em aproximadamente 1647-1653 cm™', € menos intensa com a diluigdo de 20%
(em relacdo a diluicdo de 0,1%). Assim, infere-se que o sinal do cation flavilio foi
intensificado com a reducdo da quantidade de extrato de uva e o aumento de
nanoparticulas de Ag / quantidade de antocianinas. Esse resultado pode ser explicado
pelo fato de que uma elevagao, nas condi¢gdes apresentadas, uma elevacado de
nanoparticulas/molécula alvo favorece o efeito SERRS. Como a quantidade de extrato
de uva apresentou relagio linear (R? = 0,997) entre a razédo das intensidades das
bandas centradas em nos intervalos de 1633 - 1637 cm™ e 1647 - 1653 cm™ e o
percentual de sua diluicdo, constata-se que seria possivel aplicar as solucdes de
nanoparticulas de Ag, sintetizadas nesse trabalho, para a confeccdo de um sensor

capaz de detectar antocianinas (em especial o cation flavilio).

5.6 ANALISE DAS INTERACOES DO EXTRATO DE CASCA DE UVA E AS SOLUGCOES DE
NANOPARTICULAS DE AG SOBRE O SUBSTRATO DE TIO2NTs

Por fim, com o intuito de verificar a diferenca entre as interacdes do
extrato de uva e as solugdes de nanoparticulas de Ag, obteve-se os espectros SERRS
dos extratos de uva diluidos em 1% de solug¢des de nanoparticulas de Ag depositados
ou nao sobre os filmes de TiO2NTs (Figura 18). Os espectros da Figura 18 também
foram deconvoluidos adotando o0 mesmo procedimento empregado nos espectros da

Figura 17.
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Figura 18 - Espectros SERRS do (a) extrato diluido a 1% em solugao de
nanoparticulas de Ag (—); extrato diluido a 1% em solugé&o de nanoparticulas de Ag
sobre a superficie do TiO2NTs (—) obtidos na regido de 1200 a 1700 cm™' na radiagdo
excitante 532 nm. Os espectros deconvoluidos na regido de 1560 a 1680 cm™' para o
extrato de uva diluido a 1% em solugéo de nanoparticula de Ag obtidos em (b) liquido

e (c) sobre o substrato de TiO2NTs.
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Fonte: A propria autora (2023).

Os espectros Raman da Figura 18a demonstraram diferengas
significativas entre os espectros obtidos dos extratos na solugéo de nanoparticula de
prata (liquido), linha vermelha, e os espectros obtidos apds a deposicao destes sobre
os TiO2NTs, linha preta, sobretudo na regiéo entre 1560 e 1680 cm-. Isso indica que,
ainda que os espectros da Figura 14 nado tenham demonstrado significativas
interacdes entre os filmes TiO2NTs e os extratos de uva, ao se depositar os extratos
de uva sobre os TiO2NTs recoberto com a solugao de nanoparticulas de Ag, aumenta-
se as interagbes entre o extrato de uva e o substrato (filmes de TiO2NTs). Ao se
comparar os espectros da Figura 18b e 18c, referentes ao extrato de uva diluido em
1% de solugao de nanoparticulas de Ag (liquido) e o extratos de uva diluidos em 1%
de solugao de nanoparticulas de Ag depositados sobre a superficie dos nanotubos de
TiO2, respectivamente, ha um deslocamento nas contribuigdes centradas em 1599 e
1614 cm™' para 1591 e 1607 cm™!, devido possivelmente, a uma adsorcéo preferencial
nesses grupos (C=C). Como a banda em 1599-1591 cm' refere-se ao cation flavilio,
pode-se inferir que 0 mesmo, nas condi¢cdes apresentadas, encontra-se adsorvido ao
substrato. Além disso, a banda em 1633-1635 cm™, referente a base quinoidal,
demonstrou maior intensidade em relacdo a banda em 1648-1653 cm', referente ao

cation flavilio.
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Dessa forma, percebe-se que, diferentemente do que foi verificado
para a solugao de nanoparticula de Ag (Figura 18b), o sinal referente a base quinoidal
(A"), nos espectros obtidos sobre o filme de TiO2NTs (Figura 18c), foi mais intenso que
o cation flavilio (AH*) (mesmo em baixos percentuais de diluicdo do extrato, ou seja,
1%). Esse fato pode ser corroborado pelo deslocamento do modo centrado em 1344
cm', relacionado ao estiramento C=C entre anéis (que é sensivel a variagdo do pH,
ou seja, das espécies AH" e A").

Uma possivel explicagdo para essa intensificagdo no sinal da base
quinoidal (A’), em detrimento ao cation flavilio (AH*), esta relacionado ao fato do pH
no ponto de carga zero (pHpcz) da fase anatase na superficie do filme de TiO2NTs ser
de aproximadamente 6,1 (ZENG, 2012). Como o pH da solugédo encontra-se menor
que o pHpcz, a superficie dos nanotubos encontra-se carregada positivamente (na
forma TiOHz"). Dessa forma, ha uma repulsao eletrostatica entre o AH™ e o0 TiO2NTs.
Esse efeito repulsivo ndo ocorreria entre os nanotubos e a A, o que justificaria a

adsorcao preferencial dessa ultima espécie.

5.7 CURVA ANALITICA DO EXTRATO DE CASCA DE UVA COM AS SOLUCOES DE

NANOPARTICULAS DE AG SOBRE O SUBSTRATO DE TIO2NTs

Para viabilizar uma possivel utilizagao do sensor desenvolvido a partir
do substrato de TiO2NTs em conjunto com as nanoparticulas de Ag, foi obtida uma
curva analitica para identificar se ha linearidade na faixa de trabalho de interesse, em
funcdo da intensidade das bandas da base quinoidal e do cation flavilio. Com isso,

foram feitas diluicbes de 1% a 0,1%, sobre os filmes de TiO2NTs.
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Figura 19 - Espectros deconvoluidos na regido de 1560 a 1680 cm-' para
os extratos de uva diluidos em (a) 1% e (b) 0,1% em solugdes de nanoparticulas de
Ag. (c) Razao das intensidades (l) das bandas referente a base quinoidal (1635 cm')

e do cation flavilio (1653 cm™') versus % de diluigdo do extrato de uva.
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Fonte: A propria autora (2023).

Os espectros Raman deconvoluidos na Figura 19a e na Figura 19b
demostram, respectivamente, as bandas referentes ao cation flavilio e a base
quinoidal para as diluicdes de 1% e 0,1% (as deconvolugdes a 0,75, 0,5, e 0,25%
estdo disponiveis no Apéndice B). Com o aumento da diluicdo, semelhante ao
resultado observado na Figura 17a, ha um predominio do modo vibracional
relacionado ao cation flavilio (que se torna mais intenso que a base quinoidal).
Portanto, ainda que ocorra uma adsorcao preferencial de A~ em diluicbes até 1%, o
aumento das nanoparticulas de prata, em detrimento da quantidade de corante,
provoca a intensificagao do efeito SERRS, denotados nos espectros a 0,1%.

A partir da relacao entre a intensidade da banda relacionada a base
quinoidal (A") e o cation flavilio (AH*) e o percentual de diluicdo do corante obtido a
partir do extrato de casca uva foi possivel construir uma curva analitica. Com a
obtencao de um modelo de regressao linear foi construida a equacéao da reta e o valor
do coeficiente de determinagéo (R?= 0,999), mostrando que os dados se ajustam de
forma satisfatéria ao modelo linear. Importante destacar que o limite do sensor é o
percentual de 0,1% antocianinas. Para percentuais inferiores, a incerteza na medida
impossibilita a quantificagdo, a medida que os espectros ficam bastante ruidosos. De
modo que para valores superiores a 1%, as medidas apresentam sobrepostas devido

a fluorescéncia de fundo.
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5.8 COMPARAGAO COM O METODO PADRAO (ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS) PARA A
QUANTIFICAGAO DE ANTOCIANINA EM EXTRATO DE CASCA DE UVA

A fim de validar a eficiéncia do sensor SERRS frente a técnica padréo
empregada para a quantificagdo de extratos obtidos de casca de uva (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008), foi utilizada a espectrofotometria UV-Vis para construir
uma curva analitica para as diluicdes de 20 e 0,1% (em agua), relacionando as

absorbancias obtidas e a concentragao do corante.

Figura 20 — (a) Espectro eletrébnico de absor¢do no UV-Vis de uma
solugado aquosa obtido pela diluicdo do corante de uva em agua e (b) curva analitica
obtida das dilui¢gdes do extrato de uva (20, 15, 10, 5, 1%) a partir da absorgdo maxima
de 523 nm.
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Fonte: A propria autora (2023).

Os espectros de absorbancia do extrato de casca de uva (Figura 20a)
demonstraram maxima de absorgédo em 523 nm, referente a banda a transicéo n—n*
do cation flavilio (Merlin et al. 1994). A partir disso, foi possivel obter a construgéo da
curva e um modelo de regressao linear (Figura 20b). Com isso, foi obtido a equacéao
da reta e o valor do coeficiente de determinagdo (R?= 0,997), sendo possivel avaliar
que os dados se ajustam de forma satisfatéria ao modelo linear, obtida pela relagao
entre o percentual de diluicdo do extrato de uva e a area de cada banda de
absorbancia. Porém, foi desconsiderado os percentuais das menores diluigdes (0,1%
a 0,75%) para a construgdo da curva analitica, pois nao foi possivel determinar com
precisdo os resultados obtidos, de forma que os maximos de absor¢cao se mostraram
pouco intensas nessas dilui¢des.

Dessa forma, foi possivel inferir que a espectrofotometria UV-Vis se
mostra uma técnica eficiente para a determinagao de antocianinas em extratos de uva
em amostras concentradas (1 a 20%), ao passo que nos sensores de TiO2NTs
decorados com as nanoparticulas de Ag, foram possiveis a determinagdo em
amostras mais diluidas (de 1 a 0,1%). Além disso, a técnica SERRS permite nao
apenas a quantificagdo, mas, a determinagdo e identificacdo das espécies de

antocianinas presentes nas amostras.
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5.9 AVALIACAO DA DEGRADAGAO DE ANTOCIANINA NO EXTRATO DA CASCA DE UVA APOS 5
DIAS

Para estabelecer uma relagao direita entre variagao da concentracao
do extrato de uva com o tempo e viabilizar o uso do sensor, foram feitas analises apés
5 dias da exposi¢cao das amostras ao ambiente nao refrigerado e ao abrigo de luz. E
a partir disso foram feitas as analises de UV-Vis e SERS, e avaliado se os dois
meétodos conseguem identificar/quantificar o percentual de diluicdo do extrato passado
os 5 dias.

A partir da curva analitica obtida por SERRS da relacdo de
intensidade da banda da base quinoidal/ cation flavilio em funcdo do percentual de
diluicdo (item 5.7), foi obtido um grafico para comparar o percentual de degradacéo
do extrato de uva apos os 5 dias, utilizando a diluicdo de 1% para a analise (Figura
21).

Figura 21 - Percentual de degradacao do teor de antocianinas apos
o periodo de 5 dias, a partir da diluicado de 1% do extrato em solugdo coloidal de prata

sobre o filme de TiO2NTs, obtidos empregando a técnica SERRS.
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Os resultados apresentados na Figura 21, mostram que houve
degradagao apds os 5 dias e dessa forma foi possivel quantificar o percentual de
diluicdo, que se encontra dentro da curva analitica. Tendo que, inicialmente as
amostras de 1% tinham uma relagdo de intensidade de 1,48, e apds os 5 dias, a
amostra de 1% diminui para 0,15%, tendo uma relacdo de intensidade de 0,27
(deconvolucdo apresentada no APENDICE C). Isso indica que o percentual de
degradagao do teor de antocianina apds o periodo de 5 dias da exposi¢cdo a ambiente
nao refrigerado e ao abrigo de luz foi de um percentual igual a 86,23%.

A fim de uma comparagao dos métodos empregados, foram feitas as
mesmas analises, utilizando o UV-Vis. Com a curva analitica obtida (item 5.8), foi
possivel a determinacao percentual de degradacao do extrato de uva apés os 5 dias,

utilizando a diluicdo de 10% (Figura 22).

Figura 22 — Percentual de degradagao do teor de antocianinas apos
o periodo de 5 dias, a partir da diluigdo de 10% do extrato em agua, empregando a

técnica de espectrofotometria UV-Vis.
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O grafico obtido na Figura 22, evidencia que apos o periodo de 5 dias
expostas a ambiente ndo refrigerado e ao abrigo de luz ocorreu a degradagao das
antocianinas. Visto que, apds o periodo, a amostra que era de 10%, com uma
absorbancia de 0,17, diminuiu para 1,4% com uma absorbancia de 0,015, obtendo
uma degradacao de 85,78% comparado com o valor inicial.

Diante do exposto, podemos concluir que ambos os métodos
apresentaram percentuais de degradagdo semelhantes, comprovando a exatiddo
da técnica SERRS. Ao fato que, a técnica SERRS utilizando o sensor de TiO2NTs em
conjunto com as nanoparticulas de prata como substrato, apresentou maior

sensibilidade para a quantificacao/ identificagdo de antocianinas no extrato de uva.
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6 CONCLUSAO

As analises de caracterizacao dos TiO2NTs demonstraram a presenga
da fase anatase do diéxido de titanio, confirmando que o método de preparagao e o
tratamento térmico, de 450 °C por 1 h, foram eficazes para obtencéo da fase cristalina
de interesse. Também foi possivel identificar, que o método de destacamento dos
TiO2NTs do substrato de titanio, ndo afetaram a fase cristalina do material. A partir
das analises Raman, conseguimos mostrar que diferentes substratos ndo alteram os
modos vibracionais do titanio, apenas diminuem a intensidade do sinal, apés a fixacao
do TiO2NTs no substrato de ITO.

As propriedades do extrato de uva foram investigadas a fim de
observar caracteristicas espectrais que ocorrem devido a mudanca de pH, por
espectroscopia de absorcdo UV-Vis. Nas bandas de absor¢dao obtidos a pH 2,
destaca-se a banda centrada em 527 nm relacionada a transigcdo n—n* do cation
flavilio. Essa banda diminuiu a intensidade com o aumento do pH. Conforme era
previsto, também foi verificado em pH alcalinos (8 a 10), o aumento da base quinoidal
e da chalcona.

Os espectros Raman obtidos dos extratos de uva sobre os filmes de
TiO2NTs apenas demostraram uma intensificagdo dos modos vibracionais das
antocianinas com a presenca das nanoparticulas de prata. Apesar dos nanotubos nao
demostrarem efeito de amplificagdo do sinal sem a presenca das nanoparticulas
metalicas, as nanoestruturas recobertas com solugdes coloidais de prata
influenciaram na estabilizacdo das espécies de antocianinas presentes. Na auséncia
dos nanotubos ha uma predominancia do cation flavilio e, na sua presenga, ha um
aumento da quantidade de base quinoidal.

Além disso, os resultados demonstraram que, em todas as diluigdes
do extrato nas solucdes coloidais de prata, ha intensificacdo dos sinais devido ao
efeito SERRS. Também foi verificado, a partir da deconvolugdo dos espectros das
diferentes diluicdes empregando o método dos Gaussianas, que o sinal do cation
flavilio foi intensificado com a reducédo da quantidade de extrato de uva e o0 aumento
de nanoparticulas de Ag / quantidade de antocianinas. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato de que, nas condicdes apresentadas, o aumento de
nanoparticulas/molécula alvo favorece o efeito SERRS. Outro fator determinante esta

relacionado com o ponto de carga zero, como o pH da solugao encontra-se menor que
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0 pHpcz, @ superficie dos nanotubos encontra-se carregada positivamente (na forma
TiOH2*), gerando uma repulsado eletrostatica entre o AH* e o TiO2NTs. Esse efeito
repulsivo n&o ocorreria entre os nanotubos e a A", dessa forma justifica a adsor¢ao
preferencial dessa espécie.

Ademais, também foi observado que ha uma relagao linear entre a
intensidade da banda do cation flavilio (1647-1653 cm™") / base quinoidal (1633 - 1637
cm™') e o percentual de diluigdo do extrato de uva. Com isso foi obtido um modelo de
regressao linear, com um coeficiente de determinagéo (R?= 0,999), mostrando que os
dados se ajustam de forma satisfatéria ao modelo linear. Os resultados mostraram
que o limite do sensor € o percentual de 0,1% de diluigdo do extrato, para valores mais
baixos que isso, a medida que os espectros ficam bastante ruidosos. De modo que
para valores superiores a 1%, as medidas apresentam sobrepostas devido a
fluorescéncia de fundo.

Cabe destacar, ainda, que a técnica SERRS foi comparada a uma
metodologia padréo, a técnica UV-Vis. Nessa ultima, foi possivel identificar, com
exatidao, apenas as concentracdes mais elevadas do extrato, o que mostrou que o
sensor SERRS de TiO2NTs recobertos de nanoparticulas de prata se apresentou mais
sensivel que a técnica classica. Aléem disso, a partir da avaliagédo da degradacao da
amostra de 5 dias, condicionada em ambiente nao refrigerado e ao abrigo de luz, as
técnicas UV-Vis e SERRS apresentaram percentuais de degradagdo semelhantes
(aproximadamente 86%), comprovando a exatidao da técnica SERRS.

Mesmo ndo conseguindo avaliar concentragdes superiores a 1%,
considerando concentragcdes semelhantes, o sensor se mostrou mais sensiveis a base
quinoidal do que a dispersao apenas no liquido. Isso permitiria, em trabalhos futuros,
avaliar a influéncia do pH.

A partir dos resultados apresentados, denotou-se o potencial de
aplicacao dos filmes de TiO2NTs recobertos pelas nanoparticulas de prata como um
sensor SERRS capaz de avaliar o teor de antocianinas em cascas de uva e
identificar/determinar as variacbes das quantidades dessas espécies presentes em

funcao da diluicdo do extrato a partir de uma metodologia simples, barata e rapida.
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APENDICE A

Espectros deconvoluidos na regido de 1475 a 1700 cm-! para os extratos de uva

diluidos em (a) 5% e (b) 10 % (c) 15% em solugdes de nanoparticulas de Ag.
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APENDICE B

Espectros deconvoluidos na regido de 1475 a 1700 cm™' para os extratos de uva

diluidos em (a) 0,75% e (b) 0,5 % (c) 0,25% em solu¢des de nanoparticulas de Ag

sobre a superficie do TiO2NTs.
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APENDICE C

Espectros deconvoluidos na regido de 1560 a 1680 cm™' para os extratos de uva
diluidos apos degradacdo de 5 dias em solugdes de nanoparticulas de Ag sobre a
superficie do TiO2NTs.
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