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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados da preparacéo, caracterizagéao e aplicacao de
um substrato para SERS e utiliza como moléculas sonda a cisteina e o cristal violeta.
O material tem como base um filme do polissacarideo fangico denominado
botriosferana, coberto com uma fina camada de nanoparticulas metélicas (NPMs).
Nanoparticulas de prata e ouro (NPAg e NPAu) foram utilizadas para a cobertura do
polissacarideo e foram produzidas pela técnica de ablacdo a laser, uma técnica
limpa e rapida na producdo de nanoestruturas de metais. A forma de deposicéao
escolhida para formacdo do substrato foi a técnica de evaporagdo por solvente
(casting). O substrato composto pelo polissacarideo coberto com as nanoparticulas
metalicas teve sua superficie caracterizada, ap6s a montagem, por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), microscopia de forgca atdmica (AFM), espectrometria
no ultravioleta-visivel (UV-vis) e espectroscopia Raman. A caracterizacdo do coloide
resultou em diametros predominantes de 5 nm e 1,2 nm para as NPAg e NPAu,
respectivamente. A superficie do filme de polissacarideo apresentou rugosidade de
forma heterogénea ao longo do filme e diferentes espessuras, observadas pelas
imagens de AFM. Os filmes cobertos com as nanoparticulas de prata apresentaram
banda de absorcdo (UV-vis) em 415 nm, caracteristica de NPAg e homogeneidade
com aglomerados de NPs aleatoérios na superficie do polissacarideo, observado por
MEV. As duas moléculas analisadas se comportaram de formas distintas nos
substratos preparados, sendo que a intensificacdo SERS no substrato com NPAg se
mostrou promissora, pois alcancou a deteccdo dos dois analitos avaliados. O fator
de intensificacdo (EF) obtido para o cristal violeta, mais satisfatério, alcancou 10°
ordens de grandeza. Percebeu-se ainda a possibilidade de reutilizacdo do substrato,
visto que a retirada do analito ocorre apds lavagens sucessivas com agua, processo
qgue foi monitorado pela intensidade dos sinais Raman do cristal violeta que foi
diminuida a cada ciclo de lavagem.

Palavras-chave: SERS. Nanoparticulas de prata e ouro. Botriosferana.
Espectroscopia Raman. Ablagéo a laser.



BARBOSA, Ingrid Brito. Substrates made of botryosphaeran and metallic
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ABSTRACT

This work presents the results of the preparation, characterization and application of
a substrate for SERS and uses as probe molecules cysteine and violet crystal. The
material is based on a film of the fungal polysaccharide called botryosphaeran,
covered with a thin layer of metallic nanoparticles (NPMs). Silver and gold
nanoparticles (NPAg and NPAu) were used to cover the polysaccharide and were
produced by the laser ablation technique, a clean and fast technique in the
production of metal nanostructures. The deposition method chosen for substrate
formation was the technique of solvent evaporation (casting). The substrate,
composed by the polysaccharide covered with the metallic nanoparticles, had its
surface characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Atomic Force
Microscopy (AFM), Ultraviolet-visible Spectrometry (UV-vis) and Raman
Spectroscopy. The characterization of the colloid resulted in main diameters of 5 nm
and 1.2 nm for NPAg and NPAu respectively. The surface of the polysaccharide film
showed a heterogeneous roughness throughout the film and different thicknesses
observed by AFM images. Films covered with the silver nanoparticles had an
absorption band (UV-vis) at 415 nm characteristic of NPAg and homogeneity with
random agglomerates of NPs on the surface, observed by SEM. The two analyzed
molecules behaved differently in the substrates and the SERS enhancement in NPAg
substrate showed to be promising since it reached the detection of the two probes
analyzed. The enhancement factor (EF) obtained for violet crystal reached 10° orders
of magnitude. We suggest that the substrate can be reused, since the removal of the
analyte occurs after successive washes with water, a process that was monitored by
the intensity of the raman signals of the violet crystal that was decreased after each
washing cycle.

Key words: SERS. Gold and Silver Nanoparticles. Botryosphaeran. Raman
Spectroscopy. Laser ablation.
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1. INTRODUCAO

Novos métodos de deteccdo tém se tornado importantes alvos de
estudo académico nos ultimos anos. Dentre as metas de pesquisa nesta éarea,
procura-se sanar as dificuldades e limitacdes atreladas a identificacdo de substancias
organicas de importancia biolégica e médica. Das limitacdes encontradas nos
métodos atuais (cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
eletrocromatografia capilar, fotoluminescéncia), podemos destacar o alto custo dos
equipamentos utilizados, o tempo elevado para obtencdo de resultados, e o preparo
de amostra, que pode ser extremamente laborioso e alterar a natureza do analito, o
que dificulta a obtencdo de resultados confiaveis e reprodutiveis (GARRELL, 1989;
ALVAREZ-PUEBLA & LIZ-MARZAN, 2012; YUAN et al, 2017).

O desenvolvimento de biossensores constituidos de materiais
nanoestruturados tem surgido a fim de aperfeicoar os atuais métodos de deteccdo
existentes (FANG & ZHANG, 2010; POTARA et al, 2015).

A nanotecnologia tem sido uma das grandes aliadas das areas
biomédicas e farmacéuticas no desenvolvimento desses biosensores para deteccao
de moléculas biologicas (biomarcadores) e farmacoldgicas, e pode possibilitar a
guantificacdo de pequenas quantidades de analito de qualquer natureza, como no
monitoramento da concentracdo de farmacos no plasma sanguineo (BONIFACIO et
al, 2014; YUAN et al, 2017; YADAV et al, 2017).

Atreladas a superficies nanoestruturadas, algumas técnicas
espectroscopicas tém sido alvo de diversas pesquisas na area da quimica analitica,
no sentido de se estabelecer novos métodos de quantificacdo. Podemos destacar
dentre as técnicas espectroscépicas vibracionais a Espectroscopia Raman, que
baseada no espalhamento inelastico da luz nos fornece informacdes sobre estrutura,
ligacbes e conectividade dos atomos no analito (GARRELL, 1989; COLTHUP et al,
1990; De FARIA & SANTOS, 1997; SALA, 2008).

Essa técnica permite a exploracéo do efeito SERS (do inglés, Surface-
Enhanced Raman Spectroscopy, ou Espectroscopia Raman Intensificada pela
Superficie), que promove a intensificacdo do sinal Raman de espécies quimicas

adsorvidas sobre uma superficie nanoestruturada (Figura 1). Ela tem sido um dos
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grandes alvos de estudos visando producdo de biosensores que possam detectar
baixas concentra¢des de analito (SANT'ANA et al, 2006; KRASNOSLOBODTSEV et
al, 2015; NGUYEN et al, 2017).

Figura 1 — Esquema representando a composicao e estrutura do substrato SERS
proposto neste trabalho, utilizando biopolimero coberto com nanoparticulas metélicas,

com o analito depositado na sua superficie.

Filme de Biopolimero
Placa de vidro

Filme de Nanoparticula
metalica (Au, Ag ou Cu)

\ X

Analito

Fonte: autoral.

Um fator que influencia a obtencdo de sinais SERS com alta
intensificacdo € a escolha de moléculas sonda adequadas. E desejavel que sejam
adsorvidas sobre a superficie da nanoparticula de forma mais eficiente e colaborem
com a estabilidade da superficie nanoestruturada, evitando a aglomeracdo das
nanoparticulas de metais ou mesmo funcionalizando esse material para uma
aplicacdo especifica (CHADHA et al, 2013).

O cristal violeta (CV), também conhecido como violeta de genciana
(Figura 2) € uma das moléculas sonda mais utilizadas na avaliacdo do desempenho
dos substratos SERS confeccionados com nanoparticulas de metais. Além disso, é
um farmaco antifingico bastante eficiente no tratamento de algumas doencas e no
combate e identificacdo de bactérias (LEE et al, 1988; LIU et al 2009; MENG, 2013;
SANAPATI et al, 2014; ZHANG et al, 2015).
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Figura 2 — Férmula estrutural do cristal violeta.
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

A molécula de cisteina (Figura 3) também tem potencial para
aplicacdo como sonda SERS devido a presenca de grupos funcionais sulfidrila (-SH)
e amina (NRs) que apresentam boa interacdo com nanoparticulas de prata e ouro
segundo o comportamento acido/base de Pearson. Esse fator é bastante importante
quando se trata da deteccao de moléculas em superficies SERS-ativas, pois contribui
para melhor adsor¢cdo dessa molécula na superficie. A cisteina € um aminoacido
presente na composicao de diversas proteinas e caracteriza-se como um modelo de

molécula bioldgica para testar a intensificagdo SERS do substrato.
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Figura 3 — Formula estrutural da molécula de cisteina.

OH SH

NH,

Fonte: autoral

Um dos grandes desafios para aplicacdo de SERS como técnica de
deteccdo estd na confeccdo de substratos simples e baratos, que resultem na
obtencéo de espectros reprodutiveis. Materiais provenientes de fontes naturais, como
0s biopolimeros, tém se destacado, por apresentar algumas propriedades desejaveis.
Entre elas destacam-se as caracteristicas estruturais para a formacéo de filmes finos,
biocompatibilidade e grupos funcionais que promovem boas interacdes com as
nanoparticulas de metais depositadas (MAHOUCHE-CHERGUI et al, 2013; AHMED
et al, 2016; YADAV, 2017). Essas caracteristicas contribuem para sua aplicacdo como
base de substratos SERS cobertos com nanoparticulas metélicas, possibilitando
maior eficiéncia na adsorcéo e deteccao do analito. Desta forma, este trabalho prop6s
a preparacdo de substratos SERS compostos de filmes de um polissacarideo,
cobertos com uma fina camada de nanoparticulas metalicas, bem como a sua
avaliacdo na deteccdo das moléculas-sonda acima citadas por espectroscopia

Raman.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL: INFRAVERMELHO X RAMAN

A espectroscopia vibracional € uma técnica que permite investigar
algumas propriedades e caracteristicas moleculares. Dados sobre a estrutura
molecular, ligacées quimicas e niveis de energia podem ser obtidos. A interacdo da
luz com a matéria € o0 que caracteriza as técnicas espectroscopicas. O momento em
que a luz interage com a molécula, promovendo vibracéo, € onde se originam 0s
espectros vibracionais no infravermelho e no espalhamento Raman (SALA, 2008).

As duas técnicas sdao bem semelhantes em termos de espectros
vibracionais. Porém, enquanto a absorcéo da luz caracteriza a obtencéo de espectros
no infravermelho, o principio do método que abrange a espectroscopia Raman é o
espalhamento ineldstico da luz que interage com a matéria. Tanto a absor¢do no
infravermelho como o espalhamento Raman sédo resultados das diferencas de energia
gue ocorrem entre os dois estados vibracionais da molécula (SALA, 2008).

Porém, para apresentarem modos vibracionais ativos no Raman ou
no infravermelho as moléculas devem dispor de algumas propriedades intrinsecas ou
mesmo adquiri-las por um determinado momento. No caso do infravermelho, o
momento de dipolo da molécula é determinante para que a molécula analisada
apresente sinal. O Raman necessita de uma mudanca na polarizabilidade da
molécula, sdo resultantes do campo eletromagnético a que a mesma foi submetida.
Nesse caso, a molécula deve variar sua polarizabilidade quando a luz é incidida sobre
ela, originando o fendmeno fisico conhecido como espalhamento inelastico da luz
(COLTHUP, 1990).

Sao dois os estagios que caracterizam o contexto da descoberta do
efeito Raman. O tedrico, relatado pelo fisico Adolf Gustav Stephan Smekal em 1923,
com estudos de espalhamento de Raios-X pela matéria que levaram a descoberta do
efeito Compton, sugerindo que o mesmo efeito poderia ser observado se houvesse a
utilizac&o da luz visivel. E o segundo, que foi experimentalmente testado na india por
Chandrasekhara Venkata Raman em 1928, a quem se deve o nome da técnica
(COLTHUP, 1990; De FARIA & SANTOS, 1997).
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Tanto o infravermelho como a Espectroscopia Raman sdo técnicas
bastante versateis, rapidas e ndo destrutivas. No entanto, a Espectroscopia de
espalhamento Raman seria, em contrapartida, uma técnica pouco sensivel em suas
condicbes normais quando comparada ao infravermelho. Mas, quando algumas
propriedades se tornam possiveis de serem exploradas, como na Espectroscopia
Raman Intensificada por Superficie (SERS), pode-se aumentar de forma consideravel
a sensibilidade da técnica, podendo-se detectar moléculas em concentracdes de 10
18g.L ! (De FARIA et al, 1999; LIU & WU, 2006; YUAN et al, 2017)

As analises realizadas por essa técnica ndo necessitam de um
preparo de amostra de qualquer natureza, assim como exclui a necessidade de um
tamanho determinado de amostra para ser analisado, facilitando ainda mais o seu uso
e diminuindo os custos e o tempo para andlise (COSTA, 2012).

Outro fator extremamente importante que qualifica a Espectroscopia
Raman frente a Espectroscopia no infravermelho, € a possibilidade de analises em
meio aquoso sem qualquer interferéncia. Pois a molécula de agua apresenta modos
vibracionais pouco ativos no Raman e mesmo tendo se apresentado por longos anos
com uma instrumentagao mais onerosa, o desenvolvimento dos lasers e detectores
diversos, empenhados no refinamento da técnica, tem colocado a Espectroscopia
Raman no mesmo patamar que a Espectroscopia no Infravermelho em termos de
custo, além de possibilitar a portabilidade e compactacdo do equipamento (SALA,
2008; COSTA, 2012).

2.2. EFEITO RAMAN

Na espectroscopia Raman, quando a radiacao incidente (lo) interage
com a matéria, sdo observados trés tipos de frequéncia que resultam em
espalhamentos da luz (Figura 4). O espalhamento elastico da luz, conhecido como
espalhamento Rayleigh, é caracterizado por apresentar frequéncia igual a frequéncia
da radiacéo incidente, que n&o traz nenhuma informagdo da amostra analisada, e
ainda, ha os espalhamento Raman Stokes (mais comum) e o Raman anti-Stokes. O
espalhamento Stokes corresponde ao espalhamento em uma frequéncia menor que
a frequéncia da radiacao incidente. E a anti-Stokes equivale ao espalhamento em uma

frequéncia maior que a frequéncia da luz incidente. Esses espalhamentos, originados
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na espectroscopia Raman, passam a ser fundamentais na obtencéo de espectros e
caracterizacdo de moléculas e constituem o que conhecemos como efeito Raman.
(CHAN, 2012).

Figura 4 — Tipos de espalhamentos decorrentes da relacdo luz incidente e
espalhada na técnica de espectroscopia Raman.
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Fonte: SALA, 1986.

¢ Onde h = constante de Plank, v = radiacdo espalhada e v, = radiacdo incidente.

No mecanismo em que ocorre o espalhamento Raman, quando a
radiacdo monocromatica incide na amostra, a matéria passa por um estado
intermediario, mais comumente conhecido como virtual. Apds a passagem da matéria
por esse estado intermediario 0 mesmo decai para um estado excitado com frequéncia
menor (Stokes) ou para o estado fundamental caracteristico da molécula analisada,
com frequéncia maior (anti-Stokes) (SALA, 2008).

Uma explicagdo quéantica para o acontecimento desses fenébmenos
sdo as transicdes de fénons que ocorrem no momento de relaxacdo da molécula,
guando ela sai do seu estado vibracional excitado e volta ao seu estado fundamental.
Nesse momento os fénons que caracterizam os modos normais da molécula podem
ser somados ou subtraidos aos fotons da radiacdo incidente que resultam em
espalhamentos com frequéncias menores (Stokes) ou frequéncias maiores (anti-
stokes) (Figura 4) (CHOU et al, 2005; FERNANDES, 2010; GAVELAN, 2011).

As frequéncias atribuidas a radiagdo que permitem a observacéo do
efeito Raman séo altas, geralmente utilizam luz monocromatica (laser) na regido do

visivel, assim como podem fazer uso da radiacdo (laser) do infravermelho proximo
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(NIR) (De FARIA et al, 2002). Apenas elétrons reagem a essas frequéncias por meio
da polarizabilidade. A polarizabilidade da molécula, induzida pelo campo elétrico
incidente, € um fator fundamental para que ocorra o espalhamento inelastico da luz
gue caracteriza o efeito Raman (COSTA, 2012).

Para se estabelecer a ocorréncia desse efeito, a radiagdo incidente
deve promover um deslocamento da nuvem eletrénica da molécula analisada. Quanto
maior a molécula, mais elétrons ela tera, e maior sera o tamanho da nuvem eletrénica
ao seu redor. Com isso, espera-se que a polarizabilidade nessas moléculas seja maior
quando submetidas a um campo eletromagnético, e assim, mais pronunciado sera o
sinal obtido na espectroscopia Raman para as mesmas (COSTA, 2012).

A espectroscopia Raman € constituida de alguns efeitos que, com o
desenvolvimento da técnica em termos de instrumentacdo, contribuiram para
melhorar a sua sensibilidade. Dentre esses efeitos podemos destacar além do Raman
convencional, que acabamos de descrever, o efeito Raman Ressonante e a
Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS) (COSTA, 2012).

Esses dois efeitos, associados ao espalhamento Raman
convencional, proporcionaram um avanc¢o tdo grande na &rea de espectroscopia
Raman, que a técnica tem se tornado uma referéncia na detec¢cdo de moléculas
especificas com alta sensibilidade, principalmente com a utilizacdo do efeito SERS,
bastante explorado na quimica medicinal e farmacéutica. (De FARIA, et al 1999;
CHEN et al, 2012; NGUYEN et al, 2017).

2.3. ESPECTROSCOPIA RAMAN INTENSIFICADA POR SUPERFICIE (SERS)
COMO TECNICA DE DETECCAO

A espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (SERS) se
baseia na intensificacdo do sinal do Raman de uma molécula adsorvida numa
superficie metalica nanoestruturada. Tornou-se uma solucao para otimizar a detecgéo
de substancias que se apresentam em baixas concentragfes, uma vez que o Raman
convencional apresenta sinais fracos para esse tipo de investigagdo (GRASSESCHI
& TOMA, 2017; YUAN et al, 2017).

A SERS nos ultimos anos tem se tornado uma técnica de andlise

guimica bastante importante por dois motivos: a riqueza de detalhes dos espectros
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obtidos com informacb6es de impressdo digital na caracterizagdo de moléculas
especificas e a especificidade do single-molecule detection, onde é possivel obter a
intensificacdo do sinal de uma Unica molécula adsorvida na superficie
nanoestruturada com espectros detalhados sobre as suas propriedades (LE RU et al,
2007; YUAN et al, 2017).

O efeito SERS na espectroscopia Raman é uma particularidade
conhecida ha 43 anos. Em 1974 foi observado o primeiro efeito SERS por Fleischman,
guando o mesmo analisava a molécula de piridina adsorvida sobre eletrodo de prata
rugoso. Observado um aumento do sinal Raman da molécula de piridina, a técnica de
intensificac@o do sinal por superficie comecou a crescer em diversas areas, tornando-
se uma potencial ferramenta de analises em eletroquimica, ciéncias biolégicas e
ciéncias de materiais (FLEISCHMAN et al, 1974; GRASSESCHI & TOMA, 2017;
YUAN et al, 2017).

Dois mecanismos contribuem para o efeito SERS: o mecanismo
eletromagnético e o mecanismo quimico ou de transferéncia de carga. O primeiro
corresponde a formacdo do campo eletromagnético na superficie metalica
nanoestruturada quando exposta a radiacdo incidente, resultando na excitacdo do
plasmon de ressonancia das nanoparticulas metélicas (WILLETS & DUYNE, 2007). O
plasmon de ressonancia evidencia a movimentacao dos elétrons ao redor do nucleo
da nanoparticula, promovendo o fendbmeno de “mar de elétrons”, originando o que é

conhecido como superficie plasmoénica (Figura 5).

Figura 5 — Movimentagao do plasmon de ressonéncia com a luz incidente.

Campo Elétrico

Esfera metalica

Fonte: Adaptado de WILLETS & DUYNE, 2007.
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O plasmon excitado pela radia¢édo incidente induz o aumento do campo elétrico
ao redor do adsorvato, que libera essa energia em forma de espalhamento da luz,
promovendo o efeito SERS. Trata-se do mecanismo que apresenta maior contribuicao
para observacao desse fenémeno (McMAHON et al, 2013).

O mecanismo de transferéncia de carga (Figura 6) também contribui,
mesmo que minimamente, para ocorréncia do efeito SERS. Nele ocorre interagao
eletrbnica ou transferéncia de cargas entre a molécula adsorvida e a superficie
metalica, quando ha proximidade entre os niveis dos orbitais de fronteira do analito e
o nivel Fermi do metal. Essa proximidade origina um aumento consideravel nas
vibragdes moleculares do adsorvato assim como na ressonancia, nos casos em que
a energia da radiacdo incidente coincide com a energia da transferéncia. Essa
movimentacao gera um aumento do campo elétrico nessa regido, que contribui em
parte na explicacdo do efeito SERS (LE RU & ETCHEGOIN, 2008; HAO et al, 2015).

Figura 6 — Sistematizacdo do mecanismo de transferéncia de carga mostrando a
aproximacédo entre os orbitais de fronteira do adsorbato e os elétrons de Fermi da

superficie das NPM.
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e Onde (b) e (c) correspondem na Figura 6 a direcdo da transferéncia de carga de um
orbital molecular do adsorbato para um orbital atdbmico do metal e Ef corresponde a
energia de Fermi, indicando que apenas os elétrons da superficie da NP participam

desse mecanismo.

Os mecanismos que estdo por tras do efeito SERS sao cruciais para
gue possamos entender como o efeito SERS acontece e como esse efeito vai permitir
a deteccdo de moléculas. Mas, certas propriedades nos materiais utilizados como
substratos devem ser levadas em consideracao para que o efeito ocorra.

Um exemplo é a rugosidade da superficie do substrato, considerada
um parametro essencialmente importante. Superficies asperas e com ilhas de metais
sao promissoras para o realce do sinal no Raman, visto que o campo eletromagnético
€ mais pronunciado nessas regides e o espalhamento da luz responde com maiores
fatores de intensificacéo para as moléculas adsorvidas nessa superficie. A andlise de
piridina, por exemplo, que foi o primeiro composto que apresentou evidéncias de
SERS sobre eletrodo de prata, conseguiu uma intensificacdo de sinal em cerca de 10°
— 10% ordens de grandeza, atribuida ao melhoramento do campo existente na
superficie rugosa do eletrodo (FLEISCHMANN et al, 1974; De FARIA et al, 1999;
WANG et al, 2007).

Superficies rugosas aumentam a sensibilidade da técnica devido a
concentracdo do plasmon de ressonancia nas imperfei¢cdes existentes, o que gera um
campo elétrico maior para as moléculas adsorvidas no substrato. A rugosidade do
substrato é tdo importante para a observacao da intensificacdo do sinal, que trabalhos
empenhados em melhorar a superficie nanoestruturada em termos de aglomerados
de metais conseguiram obter um aumento de sinal no Raman de cerca de 10'* ordens
de grandeza (HE et al, 2014; GOMEZ-GOMEZ et al, 2016).

Um bom substrato SERS, para ser aplicado como um detector
eficiente, além de apresentar ilhotas de metais (Hot-spots), deve ainda apresentar
compatibilidade quimica e biolégica com o analito, estabilidade quimica e preparacao
reprodutivel e econémica (LUO et al, 2014; LIU et al, 2016).

Em virtude de conservar principalmente as caracteristicas de facil
preparacdo e economia na sintese, os coloides de metais tém se apresentado como
uma solucéo ideal para observagdo do efeito SERS. Vérias formas e tamanhos de
nanoparticulas podem ser obtidas (LUO et al, 2014; DUGANDZIC et al, 2016).
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A grande desvantagem presente na utilizagdo de coloides de metais
como material para deteccdo de moléculas em SERS é justamente o fato de nao
apresentarem reprodutibilidade nos respectivos métodos de obtencdo. A deposicéo
de finas camadas de nanoparticulas em superficies garantem uma maior estabilidade
do material e pode proporcionar uma maior precisdo nas analises realizadas (LUO et
al, 2014; DUGANDZIC et al, 2016).

E importante lembrar que superficies rugosas e sequéncias de
aglomerados metélicos nanoestruturados sao interessantes para promocao do efeito
SERS e intensificacdo do sinal do Raman, pois a contribuicdo do mecanismo
eletromagnético nessas é&reas € bastante evidente. Substratos metélicos que
apresentam essas caracteristicas sdo promissores para a utilizacdo em diversas
areas de deteccdao analitica e bioquimica (LI et al, 2017).

Outro fato importante sobre SERS, € que este efeito ndo se limita
apenas a regido do visivel. Por ser uma técnica nova e pouco explorada, ha pouco
menos de 20 anos foi evidenciada na literatura a observacao do efeito SERS com
excitacdo na regidao do infravermelho préximo em 1064 nm, com um equipamento
Raman com Transformada de Fourier (FT-Raman). Esse equipamento, recentemente
desenvolvido, permite facilmente a realizacdo de analises de amostras bioldgicas, por
eliminar a interferéncia ocasionada pela fluorescéncia. Este é um limitante nas
analises envolvendo as técnicas espectroscopicas por Raman (SANT’ ANA et al,
2006; CIALLA et al, 2012).

2.4. SERS E AS NANOPARTICULAS DE METAIS

As nanoparticulas de metais tém grande importancia na obtencao do
efeito SERS, pois sdo elas que permitem a observacdo desse efeito no Raman,
contribuindo na formacgéao do Plasmon de ressonancia que é resultado da excitacéo
dos elétrons presentes em sua superficie, colaborando com o0 mecanismo
eletromagnético por tras do efeito (SALA, 2008; LUO et al, 2014; LI et al, 2017).

A formagéo do plasmon de ressonéncia tem como consequéncia o
aumento do campo elétrico na superficie da nanoparticula, que depende
principalmente da sua forma e tamanho. Esses parametros influenciam

substancialmente na intensificacdo do sinal do analito quando adsorvido na superficie
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de um substrato nanoestruturado (Figura 7) (MAHER, 2012; LUO et al, 2014; BAI et
al, 2017).

Figura 7 — Influéncia do campo elétrico das diferentes formas de nanoparticulas na
deteccdo SERS da molécula de piridina. (i) nanoprisma triangular; (ii) nanodimero de
esferas; (iii) nanoelipsoide; (iv) parte inferior do nanoprisma triangular.
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Fonte: adaptado de COSTA, 2012.

As formas que as nanoparticulas incorporam no momento de sua
confeccdo abrangem elipsoides, esferas, triangulos, bastonetes, quadrados,
nanoestrelas, nanoflores, entre outras. Elas possuem em algumas regiées de sua
superficie pontos onde o campo eletromagnético gerado pela radiacdo é mais forte,
gue contribuem para o aprimoramento do efeito SERS (representados pelas regides
em vermelho na Figura 7) (MAHER, 2012).

Os hot-spots sao lugares especificos na superficie das nanoparticulas
que apresentam um campo eletromagnético amplificado e tornam-se essencialmente
importantes em substratos ativos para SERS, o aumento do campo elétrico induzido
na molécula adsorvida na superficie dos substratos nesses pontos garantem maior
espalhamento da luz e intensificacdo do sinal no Raman (BAI et al, 2017).

Normalmente nanoparticulas esféricas isoladas ndo apresentam um
efeito SERS pronunciado. Nesses casos o Plasmon de ressonancia esta distribuido
de forma homogénea em toda a superficie, sendo o sinal SERS, quando acontece,
pouco intensificado (MAHER, 2012; YUAN et al, 2017). Entretanto, seus dimeros
(Figura 7ii) tendem a apresentar campos maiores que intensificam o sinal do analito,
mostrando a importancia de aglomerados na formagdo dos hot-spots (HAO &
SCHATZ, 2004).
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As melhores formas isoladas para nanoestruturas apresentarem hot-
spots, em que se pode de forma clara observar esse efeito sdo em elipsoides,
bastonetes e formas triangulares. Isso porque os elétrons polarizados em virtude da
radiacdo incidente, tendem a se aglomerar nas extremidades e pontas existentes nos
formatos geométricos em que estao dispostos (SUN et al, 2003; MURPHY et al, 2010).

Dos metais utilizados em nanoparticulas para a obtencdo do efeito
SERS 0 ouro e a prata sdo os mais comuns. A quantidade de elétrons livres na
superficie desses metais permite uma oscilagdo homogénea dos mesmos no espaco,
gue promove com maior efetividade o efeito de plasmon de ressonancia, resultando
em um melhor sinal nas analises realizadas na espectroscopia Raman (CHEN et al,
2008; ZHOU et al, 2012; ZHANG et al, 2017).

As nanoparticulas provenientes desses metais conseguem
acompanhar o relevo da superficie formada, garantindo maior estabilidade estrutural
para a propagacado do espalhamento da luz (CHEN et al, 2008; ZHOU et al, 2012;
ZHANG et al, 2017). Outro fator importante € a biocompatibilidade dessas
nanoparticulas. A maior aplicacdo de SERS nos ultimos anos tem sido justamente em
areas medicinais, farmacéuticas e forense, para analises ultrassensiveis (ZHANG et
al, 2017).

As nanoparticulas de ouro (NPAu), no contexto de SERS atual, tém
sido bastante estudadas. Uma das caracteristicas vantajosas das NPAu para
aplicacdo em SERS é a versatilidade sintética, que permite a modulacdo de
nanoparticulas em diferentes tamanhos, formas e propriedades de superficie, além de
serem inertes, o que viabiliza a sua aplicacdo para fins bioldgicos (NGUYEN & LEE,
2017).

No entanto, mesmo com propensdo a oxidacao mais rapida que as
NPAu, as nanoparticulas de prata (NPAg) apresentam fatores de plasmon de
ressonancia muito mais evidentes. Isto torna os sinais em SERS obtidos em
substratos com NPAg muito mais resolvidos e intensos, sendo preferida a aplicagcéo
dessas nanoparticulas em substratos SERS, além de diminuirem o custo do substrato
(FAN et al, 2013; SENAPATI et al, 2014; HARRAZ et al, 2015; WEI et al, 2018).
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2.5. ABLACAO A LASER: UMA TECNICA LIMPA NA PRODUCAO DE COLOIDES
DE NANOPARTICULAS METALICAS

Como ja mencionado anteriormente, a grande dificuldade dos
pesquisadores que estudam a deteccdo de moléculas por SERS sdo os métodos
utilizados para obtencdo de um substrato eficiente. Eles devem garantir de forma
consideravel o aprimoramento do sinal do analito em concentracfes baixas (FAN et
al, 2013). Devem apresentar, além disso, reprodutibilidade dos espectros SERS
obtidos e baixo custo, para serem aplicados em &reas biomédicas na deteccédo de
moléculas biologicas e no monitoramento de farmacos, drogas de abuso, corantes e
outras substancias de interesse (VINOD & GOPCHANDRANDRAN, 2015; BYRAM et
al, 2017).

Diante disso, varios métodos sao utilizados para sintese dessas NPs
e obtencéo de suas solugbes coloidais para confeccédo de substratos SERS. Dentre
as vias sintéticas estabelecidas estao a reducéo por citrato e a reducao eletroquimica.
Com a evolucédo da tecnologia, abriu-se espaco para a litografia, que proporciona a
obtencéo de substratos com formas e texturas variadas (VINOD & GOPCHANDRAN,
2014; OLEA-MEJIA et al, 2015; BYRAM et al, 2017).

Porém, o grande inconveniente das rotas de sintese mencionadas
engloba as multiplas etapas envolvidas no processo até se obter a nanoparticula, o
tempo gasto e 0s equipamentos utilizados demandam um custo alto na producéo dos
substratos para SERS, inviabilizando economicamente a sua aplicabilidade
(NEDDERSEN et al, 1993; BYRAM et al, 2017).

Na tentativa de minimizar esses inconvenientes, a ablacéo a laser tem
sido uma alternativa interessante. Tem contribuido com sinteses mais limpas,
possibilita a utilizacdo de agua como solvente, ndo apresenta formacdo de
subprodutos prejudiciais nas aplicacdes em SERS, que interferem na atribuicdo das
bandas nos espectros, além de ser uma técnica simples, rapida e proporcionar a
obtencdo de nanoparticulas metélicas estaveis (NEDDERSEN et al, 1993; VINOD &
GOPCHANDRAN, 2014; OLEA-MEJIA et al, 2015; BYRAM et al, 2017).

A técnica foi desenvolvida por Nedderson, Cotton e Chumanov, que
mostram em seu artigo publicado em 1993 a instrumentagdo, vantagens e

mecanismos que ocorrem no fendbmeno de ablacdo a laser. A Figura 8 apresenta de
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forma bem simplificada as partes do aparato e suas aplicacbes na obtencdo das
nanoparticulas (NEDDERSEN et al, 1993).

Figura 8 — Instrumentacao utilizada para o processo de ablacéo a laser. (A) Recipiente
da amostra; (B) Lamina metélica (Au, Cu, Ag, etc.); (C) Solvente (Agua ou orgéanico);
(D) garra suporte para a lamina metalica (E) lentes; (F) Raio Laser.

Fonte: NEDDERSEN et al, 1993.

O mecanismo proposto na obtencéo das nanoparticulas de metais por
técnica de ablacdo a laser consiste na incidéncia de um raio laser em uma lamina
metdlica (para os casos onde se deseja a obtencdo de nanoparticulas de metais)
imersa em um solvente. A alta energia do laser promove a formacao de um plasma
gue entra em contato com o solvente e da origem as nanoparticulas metalicas por
fendmenos de nucleacgéao e crescimento, dispersando-se no solvente. Obtém-se dessa
forma, as solucgdes coloidais do material escolhido (NEDDERSEN et al, 1993; VINOD
& GOPCHANDRAN, 2014; VINOD & GOPCHANDRAN, 2015).
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E importante deixar claro que a ablacdo a laser ndo esta limitada
apenas a producdo de nanoparticulas de metais, outros sélidos podem se beneficiar
dessa técnica para produzir nanoparticulas, como ceramicos e oxidos. Uma das
maiores aplicacdes dessa técnica esta na confeccao de nanoestruturas do tipo nucleo-
camada. Esta se beneficia do controle que a técnica proporciona para a confeccao
das estruturas em termos de tamanho, forma e espessuras, unindo e otimizando as
propriedades de dois ou mais materiais (VINOD & GOPCHANDRAN, 2015; OLEA -
MEJIA et al, 2015; BAO et al, 2017).

Um exemplo sdo as nanoestruturas de Au-SnO2, que apresentaram
alta intensificacdo do sinal SERS na deteccdo de moléculas de H2S e fosforo organico
em temperatura ambiente. Nanoparticulas mistas (NPAu-NPAg) também foram
confeccionadas com a utilizacdo dessa técnica para deteccdo de cristal violeta e foi
obtido uma intensificacdo do sinal em uma magnitude de 10° (VINOD &
GOPCHANDRAN, 2015; VINOD & GOPCHANDRAN, 2015; BAO et al, 2017).

A rodamina 6G também foi utilizada como molécula sonda na
verificacdo de substratos de NPAu preparadas por ablacdo a laser, obtendo-se uma
intensificacdo do sinal SERS de 10° ordens de grandeza (BYRAM et al, 2017).

Como pode-se notar, a técnica de ablacdo a laser apresenta as
vantagens de sintese, modelaveis e verdes. Além da alta pureza e estabilidade das
solucBes coloidais é possivel se obter espectros mais limpos, visto que o material
obtido esta livre de contaminantes, dispersantes ou surfactantes, o que viabiliza o uso
dessa via de sintese na preparacdo de substratos SERS com grande potencial nas
aplicacfes biomédicas, como dispositivos biossensores (VINOD & GOPCHANDRAN,
2015; BYRAM et al, 2017).

2.6. SUBSTRATOS SERS E OS BIOPOLIMEROS

A escolha de um substrato SERS ideal é o grande desafio nas
pesquisas voltadas a esse fendmeno. O desenvolvimento desses substratos deve
pontuar algumas caracteristicas essenciais para que ocorra o espalhamento Raman
intensificado por superficie, como o tamanho das nanoparticulas, a sua forma e a

agregacao na superficie (ZHU et al., 2018).
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As solugdes coloidais e os materiais tratados eletroquimicamente sao
0s substratos SERS mais utilizados pois apresentam uma intensificacdo do sinal que
varia de 10%-10’ ordens de grandeza, porém sdo limitados pela falta de
reprodutibilidade dos espectros. Isto se torna um limitante na utilizacdo desses
materiais em escala industrial, principalmente para aplicacdbes médicas e
farmacéuticas (HERING et al, 2008).

Como ja4 mencionado, as pesquisas tém buscado estudar as
propriedades de alguns materiais naturais para aplicacdo em SERS. A quitosana, um
polissacarideo que apresenta em sua estrutura uma diversidade de grupos amino e
hidroxila, tem se destacado como suporte na preparacdo de substratos SERS
cobertos com nanoparticulas metalicas. Algumas caracteristicas fisico-quimicas
atribuidas a esse biopolimero séo interessantes, como a alta regularidade da sua
estrutura, porosidade e rugosidade. Esse biopolimero é facilmente encontrado no
exoesqueleto das carapacas de crustaceos (WEI et al, 2010; ZHU et al, 2013).

Alguns trabalhos utilizando quitosana como filme fino para producéo
de biossensores estdo presentes na literatura, utilizando nanoparticulas de prata e
ouro (WEl etal, 2010; LEIVA et al, 2015; XIANG et al, 2015). No entanto, ela apresenta
baixa solubilidade em &gua, o que limita a utilizacao desse biopolimero, visto que além
de buscar uma diversidade de materiais com potencial para um substrato ideal, deve-
se principalmente prezar por suas propriedades verdes e por métodos de sintese
menos dispendiosos.

Os polissacarideos do tipo B-glucana sdo biopolimeros que
apresentam algumas propriedades desejaveis para aplicacdo como suporte para
estabilizacdo das nanoparticulas metalicas na preparacao de substratos para SERS.
Entre elas, podemos destacar a biocompatibilidade para a deteccdo de moléculas
biolégicas, biodegradabilidade, solubilidade em &gua e baixo custo. Um exemplo
desse material € a botriosferana, produzida pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria
rhodina. Esse material tem grande potencial para atividade anti-inflamatoria,
antitumoral e imunomoduladora. Em virtude da sua rede polimérica entrelacada pode
ser aplicado na confeccéo de biomateriais (FRANCA, 2007; SILVA et al, 2008; ZHU
et al, 2016).
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Essa B-(1-3;1->6)-glucana dispde em sua formula estrutural (Figura
9) varios grupamentos hidroxila apropriados para interacdo com as nanoparticulas de
metais depositadas sobre sua superficie (SILVA et al, 2008; MALINI et al, 2015).

Figura 9 — Formula estrutural da Botriosferana.
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Fonte: autoral.

A rede polimérica € uma caracteristica estrutural dos biopolimeros
que permite a montagem de filmes de botriosferana, utilizando as técnicas de
evaporacao por solvente (casting). Essa caracteristica permite que o polimero seja
imerso em agua sem sofrer completa dissolu¢cdo, comportando-se como um hidrogel
fisico (sem a presenca de reticulante). Percebe-se assim o0 seu potencial para
formacdao de soluc¢des que apresentam uma certa viscosidade ideal para formar filmes,
além da contribuicdo da sua estrutura linear que torna seus filmes resistentes, flexiveis
e transparentes (THARANATHAN et al, 2003; YANG et al, 2010; BUWALDA et al,
2014).

Com a secagem controlada, a agua é retirada e as nanoparticulas
metalicas conseguem se acomodar no filme, ficando retidas na pelicula de
botriosferana, o que evidencia o grande potencial de polissacarideos no
desenvolvimento de substratos SERS e adsorcdo do analito para caracterizagcéo e

deteccéao.
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2.7. MOLECULAS SONDA UTILIZADAS EM SERS

Para realizar medicdes satisfatorias em SERS um fator que € crucial,
sendo 0 mais importante depois do efeito plasmon do metal, esta no tipo de analito
utilizado para testar o aprimoramento SERS do substrato (composto pelo biopolimero
coberto com nanopatrticulas de metal). Esses sdo conhecidos como moléculas sonda
e apresentam algumas caracteristicas 6timas que promovem interacdes ideais com a
superficie do substrato e acabam favorecendo o efeito SERS (LE RU & ETCHEGOIN,
2009; JEMIESON et al, 2017).

Dois fatores devem ser observados na escolha de uma molécula
sonda SERS. O primeiro deles é a capacidade da molécula do analito em responder
ao Raman normal, ou seja, quanto essa molécula é capaz de espalhar a luz incidente
e 0 quanto o sinal dessa molécula pode ser intensificado por esse espalhamento (LE
RU & ETCHEGOIN, 2009).

Deve-se considerar que uma molécula que é capaz de apresentar um
sinal em cerca de 10° vezes no Raman normal com relacédo a sua linha de base, tera
uma intensificacdo SERS de 108 vezes maior na superficie de um substrato
nanoestruturado. Um exemplo tipico de moléculas comumente utilizadas como sonda
sdo os corantes, que apresentam um fator caracteristico como espalhamento Raman
ressonante (RRS), que contribui para que apresentem um sinal mais intenso que o
Raman normal, sendo possivel sua identificacdo em determinadas concentracdes,
mesmo sem a presencga de NPM, por isso sao preferencialmente utilizados como
sondas (LE RU & ETCHEGOIN, 2009; GRACIE et al, 2016; ZHU et al, 2018).

A interacdo sonda/metal é o segundo fator a ser considerado e se
caracteriza como o mais importante deles. Nem toda molécula pode promover o efeito
SERS se nao apresentar uma interacdo eficiente com a superficie do substrato,
mesmo que apresente um sinal consideravel no Raman (GRACIE et al, 2016).

Considerando-se que as nanoparticulas de ouro e prata sdo as mais
utilizadas para confeccionar substratos SERS, é interessante utilizar como sondas
moléculas que apresentem grupos capazes de se ligar ou associar fortemente as
nanoparticulas. Entre os grupos que apresentam fortes interacfes estdo tiol,

isotiocianato e triazol, apresentados na Figura 10. Esses grupos exibem afinidade com
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as nanoparticulas de ouro e prata e a forma com a qual adsorvem garante uma boa

intensificacado de SERS para avaliagédo do substrato (FAN et al, 2013).

Figura 10 — Grupos utilizados como moléculas sonda ativas em SERS.
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Fonte: autoral

InteracOes eletrostaticas também sdo consideradas na utilizacdo de
um composto SERS - ativo. Corantes como o cristal violeta apresentam carga e
podem ser adsorvidos quando o substrato apresenta carga oposta a sonda utilizada
(LIANG et al, 1995; ZHANG et al, 2015; JEMIESON et al, 2017).

O preparo da superficie do substrato também pode ser considerado.
Para andlises bioldgicas, por exemplo, a funcionalizacdo da superficie € bastante
utilizada. Porém, outras etapas sdo nhecessarias, 0 que aumenta o custo da
preparacdo do material (GRAHAM et al, 1997; HARPER et al, 2013; WANG et al,
2013).

Escolher uma molécula sonda nem sempre € algo facil, porém deve-
se adaptar de forma satisfatdria ao objetivo do experimento. No caso dos corantes,
por exemplo, uma das suas aplica¢gdes mais comuns como moléculas sonda é como
marcadores de analitos alvo, devido a sua intensidade SERS. Nos estudos bioldgicos,
esse tipo de aplicacdo para os corantes € muito comum, podendo levar a identificacédo
de proteinas, anticorpos, DNA e farmacos (JEMIESON et al, 2017).

Logo, uma molécula que é ativa no Raman pode utilizar uma
superficie metalica e suas propriedades Raman ressonantes para a obtencao do efeito
SERS.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Preparar filmes finos de biopolimeros cobertos com nanoparticulas
metélicas, visando a obtencdo de substratos para aplicacdo na Espectroscopia

Raman Intensificada pela Superficie (SERS).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Depositar filmes do polissacarideo botriosferana em placas de vidro;

. Depositar nanoparticulas metélicas de Au e Ag sintetizadas por ablacdo a laser
sobre o filme do polissacarideo botriosferana;

. Caracterizar os materiais devidamente preparados por UV-vis, DLS,
Espectroscopia Raman, Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia de
Forca Atdmica, Difracdo de Raios — X;

. Avaliar a aplicagéo do filme de botriosferana coberto com NPAu e NPAg como
substratos em SERS e seu potencial na identificacdo de moléculas de cisteina
e cristal violeta.
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4. METODOLOGIAS

4.1. MATERIAIS E METODOS

4.1.1. LIMPEZA DAS PLACAS DE VIDRO

As placas de vidro utilizadas como base para a deposicdo do
substrato SERS foram previamentea lavadas com detergente e agua corrente e em
seguida foram secas em estufa. Solucao piranha, em banho de gelo, foi utilizada para
desengordurar as placas e manté-las completamente limpas. Para o preparo dessa
solucdo em banho de gelo, foram adicionados 40 mL de acido sulfurico P.A. e 13,3
mL de peréxido de hidrogénio P.A. Apés a estabilizacdo da solucdo piranha as placas
de vidro ja lavadas com detergente e secas, foram mergulhadas na mesma, ficando
em repouso por 1h, e em seguida foram lavadas com agua destilada e secas em
estufa.

Obs.: A solucdo piranha é uma solucdo extremamente oxidante e

deve impreterivelmente ser preparada em banho de gelo.

4.1.2. ATIVACAO DAS PLACAS DE VIDRO

Apos a limpeza das placas de vidro, deu-se inicio a etapa de ativacéo
dos grupos silanol presentes na superficie da placa, para que a deposicdo do
substrato organico obtivesse maior adesao possivel a superficie. Uma solucéo basica
foi preparada com 50 mL de agua destilada, 10 mL de hidréxido de aménio e 10 mL
de peroxido de hidrogénio, que foi adicionado lentamente. A solucdo foi entédo
aquecida a 75 °C. As placas de vidro limpas e secas foram imersas nessa solucao,
ficando em repouso por 30 minutos, sendo em seguida lavadas com agua ultrapura e

secas em estufa.

4.1.3. PREPARACAO DA SOLUCAO DE BOTRIOSFERANA

A botriosferana utilizada nesse trabalho foi gentilmente cedida e

preparada pela professora Dra. Aneli de Melo Barbosa no laboratério de Bioguimica e
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Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina, de acordo com as metodologias
pré-estabelecidas e otimizadas pela mesma e seus colaboradores (BARBOSA et al,
2003). A solucdo da botriosferana, utilizada como base do filme biopolimérico
confeccionado nesse trabalho, foi preparada com a adicdo de 10 mg de botriosferana
em 10 mL de 4gua destilada, essa solucdo foi mantida sob agitacao por 24h até total
solubilizacdo. Para conservagao, toda a solucdo foi transferida para microtubos
devidamente esterilizados. A botriosferana assim preparada é referida neste trabalho

COMmo in natura.
4.1.4. SOLUC}AO COLOIDAL DE NANOPARTICULAS METALICAS

As solucdes coloidais de nanoparticulas metalicas (SNP) foram
sintetizadas por via fisica, pelo método de ablacéo a laser e o sistema utilizado para
obter as suspensdes de NP é mostrado na Figura 11, composto pelo laser para expelir
as nanoparticulas da superficie metdlica para o solvente, espelho para direcionar o
laser para a amostra, lente para mudar a polarizacdo do feixe e amostra (placa

metalica).

Figura 11 — Sistema utilizado para o processo de ablacdo a laser na confecgéo das

nanoparticulas metalicas.
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Fonte: De OLIVEIRA, 2013.
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As suspensfOes coloidais de NPAg e NPAu utilizadas e testadas
nesse trabalho foram gentilmente cedidas pelo laboratério de fisica da UTFPR em
Curitiba, coordenado pelo Prof. Dr. Arandi G. Bezerra Junior em colaboracdo com o
Prof. Dr. Wido Schreiner da UFPR, que juntos sdo colaboradores nesse trabalho. Para
obter as nanoparticulas foi utilizado um laser Nd:YAG (Quantronix, modelo 117) cujo
comprimento de onda foi igual a 1064 nm, com pulsos de 200 ns e energia pulsada
de 3 mJ. A lente tinha de distancia focal d= 50 mm e o diametro do feixe tinha 30 um.
Placas de prata ou de ouro foram utilizadas como alvos, de onde foram expelidas,
com a ajuda da radiacdo, as nanoparticulas que compuseram os coloides utilizados

nesse trabalho, utilizando agua como solvente.

4.1.5. DESPROTEINIZACAO DA BOTRIOSFERANA

A desproteinizacao utilizou o fundamento de extracéo liquido-liquido,
onde ocorre a particdo da substancia de interesse em duas fases liquidas por
diferenca de polaridade. Nessa extracao foi adicionado em funil de decantacdo 60 mL
de solucdo aquosa de botriosferana, 144 mL de cloroférmio e 36 mL de butanol. A
mistura do funil foi lentamente agitada por 5 minutos, e deixada em repouso para
ocorrer a separacao de fases da mistura no funil por 15 minutos. A extracdo foi
realizada por 3 vezes para 60 mL da solucdo de botriosferana. A solucdo aguosa
obtida da extracdo foi transferida para uma proveta, onde foram adicionados a esta
solucéo 180 mL de etanol para precipitar a botriosferana deproteinizada. Em seguida
o material precipitado foi separado do sobrenadante por decantacdo e submetido a

didlise em agua destilada, evaporacao sob vacuo e liofilizacéo.

4.1.6 PREPARACAO DOS FILMES BIOPOLIMERICOS

A técnica de deposicdo por evaporacdao do solvente (casting) foi
utilizada nesse trabalho para depositar a solugdo polimérica de botriosferana nas
placas de vidro tratadas e ativadas. Antes da deposicdo uma area de 0,25 cm? foi
delimitada para que a deposi¢cdo da solucdo do polimero se concentrasse nessa
regido, ndo correndo o risco de escoar, prejudicando a homogeneidade do filme na

placa de vidro. Essa delimitagéo foi feita utilizando fita de resina PTFE. A solucao
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biopolimérica in natura (a desproteinizacao foi utilizada apenas para caracterizacao
do filme de polissacarideo formado na placa de vidro, a proteina residual ndo interfere
nas analises SERS realizadas nesse trabalho pois a cobertura com NP elimina o efeito
da flourescéncia) foi aplicada na area com a ajuda de um conta-gotas, e duas
camadas de filme foram adicionadas e secas a temperatura de 75 °C,

sucessivamente, resultando no material apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Filme de botriosferana (ao centro) em suporte de vidro.

Fonte: autoral

4.1.7. DEPOSICAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO E DO ANALITO CISTEINA
SOBRE O FILME DE BOTRIOSFERNA

Nesta etapa, 0,5 mL de coloide de nanoparticulas de ouro foi
depositado pelo método de casting sobre o filme de botriosferana formado de forma
aleatéria na superficie do vidro (o filme de botriosferana utilizado ndo passou por
desproteinizacdo). Os materiais confeccionados nessa etapa inicial do experimento
nao foram delimitados quanto a area que o filme ocuparia.

Em seguida os soluc¢des depositadas sobre o filme foram secas em
estufa a 75°C, cerca de 6 camadas de nanoparticulas foram adicionadas uma sobre
a outra até se observar uma cobertura fina do filme de botriosferana. Sobre este
substrato, 250 pyL de solugéo de cisteina (10%)foram depositados, pelo mesmo
método de deposicao das nanoparticulas, e levados a secagem em estufa a 75°C até
se observar a evaporacdo completa da agua e a estabilizacdo do material sobre o

filme formado.
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4.1.8. PREPARO DO FILME DE NPAu SOBRE O VIDRO COM CISTEINA 1% E 10%

Nessa etapa dois filmes de NPAu foram preparados com 0,5 mL de
solucao coloidal de NPAu depositada sobre o vidro e em seguida 250 pL de solugao
de cisteina (1 % e 10%) foi adicionado em cada superficie do filme formado. O material
foi submetido a secagem em estufa a 75 °C até completa evaporacgéo do solvente.

4.1.9. PREPARO DA SOLUCAO DE CISTEINA 10% EM COLOIDE DE OURO

Nessa etapa foi preparada uma solu¢do de 650 uL contendo o coloide
de NPAu e 100 uL de solugao de cisteina 10% que foi posteriormente submetida as

analises por espectroscopia Raman na radiacdo de 785 nm.

4.1.10. DEPOSICAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA E DO ANALITO SOBRE
O FILME DE BOTRIOSFERANA

Nesta etapa, solucdes de 100 uL de cisteina e 650 UL do cristal violeta
foram preparadas com diferentes concentracdes em coldide de prata. A técnica de
deposicdo por evaporacdo do solvente (casting) foi utilizada para aplicar estas
misturas na superficie do filme de botriosferana.

Foram realizadas cerca de sete aplicacdes para cada lamina, camada
por camada, até que toda a mistura de coloide contendo o analito estivesse retida no
filme do biopolimero.

Para as analises com cisteina foram preparadas solucées em coloide
de prata nas concentracées de 1,0 mol.LY; 125,0; 15,0; e 1,0 mmol.Lt, que em
seguida foram depositadas sobre o biopolimero diretamente.

Para as analises realizadas com o cristal violeta, foram preparadas
solucdes em coloide de prata nas concentragdes de 1,0 mmol.L, 500,0; 100,0; 50,0;
10,0; 5,0; 1,0 umol.L*, 500,0; 100,0; 50,0; 10,0 nmol.L* e aplicadas diretamente sobre
o filme de botriosferana.

Todas as amostras depositadas sobre o filme foram secas
sucessivamente apos cada aplicacdo, a 65 °C. As amostras com cristal violeta estdo

apresentadas na Figura 13.
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Figura 13 — Filmes de Botriosferana cobertos com NPAg e cristal violeta (retangulos

escuros ao centro das placas).

Fonte: autoral

41.11. PREPARO DE AMOSTRAS DO ANALITO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES EM COLOIDE DE PRATA PARA ANALISE NO RAMAN

Para efeito de comparacdo das analises realizadas nos substratos,
analises da molécula de cisteina e do cristal violeta foram realizadas em solugéo
coloidal de NPAg. Para isso, foram preparadas solucdes desses analitos em coloide
de prata em diferentes concentragdes, em um volume de 650 pL.

Para a cisteina foram realizadas andalises em coloide de NPAg nas
concentragdes: 1,0 mol.LY; 125,0; 15,0 e 1,0 mmol.L2.

Para as andlises feitas para o cristal violeta, foram preparadas
solucdes nas concentragdes: 1,0 mmol.Lt, 500,0 umol.L%, 100,0, 50,0, 10,0, 5,0, 1,0
pumol.Lt, 500,0 nmol.L?, 100,0, 50,0, 10,0 nmol.L't. As amostras contendo cristal

violeta foram analisadas também em coloide de NPAg.
4.1.12. TESTE DE LIXIVIACAO DO ANALITO A PARTIR DO SUBSTRATO
Nesse teste, o substrato, contendo o analito cristal violeta, foi lavado

em 3 etapas e analisado por Espectroscopia Raman (item 4.2.3) ao final de cada uma
delas. Essas etapas consistiram em 20 ciclos de lavagem cada uma, utilizando agua
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destilada como solvente lixiviador. Cada ciclo teve um intervalo de 10 s, até completar
0s 20 ciclos determinados para cada etapa.

4.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS MATERIAIS OBTIDOS

4.2.1. ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-Vis) DAS
SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS METALICAS

Os espectros UV-Vis foram realizados na UTFPR/Curitiba-PR, obtidos
em equipamento da marca Ocean Optics composto por um detector USB2000+XR e
uma fonte de luz modelo USB ISS UV/Vis. Esse equipamento abrange o0s
comprimentos de onda de 200 nm — 1025 nm e as analises das amostras de coloide
foram realizadas mediante 65 varreduras nessa regiao, com um tempo de aquisicéo

dos espectros inferior a 1,7 ms e resolugao de 2 nm.

4.2.2. ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-Vis) DO FILME DE
BOTRIOSFERANA COBERTO COM NANOPARTICULAS DE PRATA

Os espectros UV-Vis foram realizados no Laboratorio de
Espectroscopia da UEL (ESPEC - UEL) em Espectrofotbmetro Ultravioleta-Visivel
Shimadzu, modelo UV-2600, com tela de cristal liquido, controlado por PC e interface
USB. Esse equipamento abrange os comprimentos de onda de 190 — 1100 nm e as
analises das amostras foram realizadas mediante uma varredura na regido de 200 —

900 nm com tempo de aquisicdo dos espectros de 20 s e 32 varreduras.

4.2.3. ESPALHAMENTO DINAMICO DA LUZ (DLS) DA SOLUCAO DAS
NANOPARTICULAS

O modelo do equipamento DLS, utilizado para obter informagdes
sobre o tamanho das particulas sintetizadas, foi o Microtrac Nanotrac Ultra. O
equipamento apresenta um laser continuo de diodo e um comprimento de onda de
780 nm com uma poténcia de 3mW. As analises de DLS foram realizadas na

UTFPR/Curitiba-PR. Nessa andlise o laser incide na amostra através de uma fibra
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Optica que apresenta uma janela de safira no final, a qual reflete a radiacdo para o
detector e nos da informacdes sobre tamanho e dispersdo das nanoparticulas no

coloide, de acordo com a sua velocidade na solucdo (DE OLIVEIRA, 2013).

4.2.4. ESPECTROSCOPIA RAMAN DOS ANALITOS NO SUBSTRATO

As analises dos analitos nos substratos, do filme de botriosferana e
das solugdes coloidais com os analitos por espectroscopia Raman foram realizadas
no Laboratério de Espectroscopia da Universidade Estadual de Londrina (ESPEC-
UEL), e contou com um espectrédmetro Jobin Yvon NT64000 cuja radiacdo excitante
foi de 532 nm. Utilizou-se um microscépio Olympus para focalizar a radiacdo incidente
sobre as amostras e um Microscopio Confocal Raman WITEC alfa 300+ com
sensibilidade para 532 e 785 nm de comprimentos de onda de excitagcdo e
configuracdo de alta vazdo. Os experimentos foram realizados mediante 10

varreduras nos tempos de aquisi¢cao de 1s e 3s.

4.2.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura das laminas contendo os
substratos foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica e de Microanalise da
UEL (LMEM - UEL) e contou com um Microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta
200. As amostras passaram por uma metalizacdo de ouro antes de efetuar-se a
analise e alcancaram uma resolucéo de 3000, 5000 e 10000 magnitudes.

4.2.6. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

As imagens de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) foram realizadas
no Laboratério de Espectroscopia da UEL (ESPEC). O modelo do equipamento
utilizado é denomidado Nanosurf easyScan Il FlexAFM, as analises procederam no
modo de ndo contato, com uma resolugcéo de 256 pontos por linha (1,5 s/linha) e o
tempo de analise para cada regido foi de 15 min.
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4.2.7. DIFRACAO DE RAIO-X (DRX)

As medidas de difracdo de raios X (DRX) foram realizadas no
Laboratério de Analises por Raios-X (LARX) da Central de Multimeios da UEL em um
difratdmetro da marca PANanalytical modelo X"Pert PRO MPD utilizando a geometria
Bragg-Brentano, com radiagdo Cu ka (1,5450 A) monocromatizada com cristal de
grafite, faixa angular (20) de 3 a 130°, passo angular de 0,05° e passo de tempo de 5
segundos. A tensdo e a corrente de operacdo do tubo de raios X foram
respectivamente de 40 kV e 30 mA.

Os calculos de distancia entre os planos atdbmicos e o angulo de
distancia considerado pelo equipamento foram calculados a partir da equacéo da Lei
de Bragg (1) (CULLITY, 2001).

nA = 2.d. sen(B) (1)

Onde, n = namero cristalino inteiro, A = comprimento de onda da
radiacéo incidente, d = distancia entre os planos atbmicos, 6 = angulo de incidéncia

da radiacdo em relacao ao plano.
4.3. CALCULO DO FATOR DE INTENSIFICACAO (EF)

Os fatores de intensificacao foram calculados segundo HARRAZ et al,
2015 (2), que levou em consideracdo a medida da area da intensidade SERS e Raman
normal (Isers € lbuk) da banda em 1622 cm nos espectros do cristal violeta e da banda

em 521 cm! para os espectros Raman da cisteina.

I N
EF — SERS X Bulk (2)
IBuik Nsurf

Os parametros para o célculo do fator de intensificagcdo (EF)
correspondem a: Isers como sendo a area da intensidade da banda do espectro SERS

da molécula analisada, Nsurf Se trata da quantidade de moléculas que contribuem para
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a obtencédo do sinal no substrato SERS, Inuk € a area da intensidade da banda no
Raman normal e Npouk corresponde a quantidade de moléculas que contribuem para a
intensidade dessa banda.

Os valores das areas de intensidade das bandas em 1622 cm e 521
cm? foram calculados com o auxilio do programa OringinPro 8.5 a partir da
deconvolucao dessas bandas nos espectros. O numero de moléculas (Nsers € Nbulk)
foi calculado de acordo com a metodologia proposta por LIU et al, 2009 e incluiu no
seu calculo a concentracdo do analito, a quantidade de massa por area de substrato,
a ordem de gradeza da poténcia do laser (10% w) e o diametro do laser que interage
com a amostra que corresponde a 50 ym.

Para as amostras em solucéo foi considerado o diametro do vial para
portar as amostras correspondente a 40 mm e a sua profundidade igual a 8mm. Os
calculos adaptados para encontrar os valores de Nouk € Nsers (3) e (4) foram baseados
em LIU et al, 2009.

Nbuk = C XV X | x n°® Avog 3)

Onde o C = concentracdo da amostra, V = volume que interage com
laser, | = poténcia do laser na amostra, n°® Avog. = 6,022 x 10%,

Nsers = n/cmz X Alaser X | X N° Avog 4

Onde, n/cm? = nimero de mol/area de substrato; Aiaser = area da
amostra que interage com laser; | = poténcia do laser na amostra; n°® Avog. = 6,022 x
10%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A botriosferana, um tipo de B-glucana, foi empregada neste trabalho
como suporte para deposicdo das nanoparticulas metalicas (NPM) na confeccéo de
substratos SERS, a fim de evitar a desestruturacdo e lixiviagdo da superficie
nanoestruturada com a deposi¢cao do analito.

A sua estrutura (Figura 9, pagina 37) € composta por varios grupos
hidroxila capazes de aderir a superficie do vidro ativada por interacdes eletrostaticas
e permite, desta forma, a deposi¢éo e interacdo das NPM de forma homogénea para
o recebimento do analito alvo (GOULET et al, 2005; RAJ & SUDARSANAKUMAR,
2017).

Na Figura 14 esta apresentado o espectro Raman do primeiro filme
de botriosferana confeccionado sobre as placas de vidro tratadas, obtido no

comprimento de onda (A) de 532 nm e tempo de aquisicéo (t) igual a 1s.

Figura 14 — Espectro Raman do filme de botriosferana in natura sobre lamina de vidro
(A=5832nm/t=1s).
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E possivel observar a manifestacdo do fendmeno de fluorescéncia no
espectro proveniente da emisséo do filme de botriosferana, devido a alta intensidade
apresentada da Unica banda alargada. Este fato impossibilitou a obtencao das bandas
Raman caracteristicas do biopolimero e sua efetiva caracterizacdo nessa radiacao
excitante.

Foi considerada a possibilidade de que possa ocorrer uma pequena
contaminacao do substrato por proteinas do meio de cultivo da fermentacéo, presente
em uma certa porcentagem na solucéo do biopolimero que foi utilizada para confeccao
dos filmes (BARBOSA et al, 2003). Essa € uma potencial causa da alta fluorescéncia
evidenciada no espectro da Figura 14, que proteinas possam agir como impurezas
presentes nas amostras, que mesmo em baixas concentracdes possam ser
responsaveis por essa limitacdo na analise do filme (De FARIA et al, 2002).

Na intencdo de caracterizar o filme de botriosferana depositado na
superficie da placa de vidro, para confirmar a presenca do biopolimero antes da
deposicdo das NPM o método de desproteinizacao foi aplicado na solucéo bruta. O
espectro Raman da Figura 15 foi obtido a partir de um filme de botriosferana

desproteinizada.

Figura 15 — Espectro Raman do filme de botriosferana desproteinizada sobre lamina
devidro(A=785nm/t=15s).
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As condi¢Oes de obtenc&o desse espectro se deram exclusivamente
na irradiagdo com laser em 785 nm. Nao foi possivel a obtencdo do espectro da
botriosferana utilizando laser com comprimento de onda no 532 nm, pois mesmo com
o melhoramento na resolucdo do espectro, resultado da desproteinizacdo, a
fluorescéncia ainda dificultava as analises no Raman normal para essa molécula
nessa condic¢édo, visto que em menores comprimentos de onda a energia de excitacao
€ maior, o que favorece a interferéncia da fluorescéncia na amostra (De FARIA et al,
2002).

As bandas obtidas no filme da Figura 15 estdo de acordo com as
bandas encontradas no espectro Raman do biopolimero sélido (antes da solubilizacao
para formacao do filme) apresentado na Figura 16. As regides indicadas no espectro

referem-se as principais bandas para caracterizacdo da botriosferana.

Figura 16 — Espectro Raman da botriosferana sélida desproteinizada (A = 785 nm / t
=15s).

6000

—
M~
o
o

5500

5000

Intensidade (u.a.)

4500 T

I I
800 1000 1200
Numero de Onda (cm™)

Fonte: autoral



54

A atribuicdo das bandas relacionadas ao biopolimero sélido e em filme
€ mostrada na Tabela 1. De acordo com a estrutura da molécula de botriosferana
(Figura 9, pagina 37) pode-se relacionar os numeros de onda provenientes do
espectro para caracterizacéo do filme obtido na placa de vidro.

A banda em 826 cm' no espectro do filme de botriosferana
corresponde ao estiramento da ligagdo C-OH (SYNYTSYA et al, 2003) referente aos
atomos de carbono dos anéis e as hidroxilas existentes na estrutura.

A banda em 855 cm™ corresponde a estrutura ciclica dos monémeros
e caracteriza o estiramento das ligagdes C-C no anel, pois admite-se na regiao de 700
a 950 cm™ a presenca de bandas anoméricas, assim como estiramento da ligacéo C-
C (MROZEK & WEAVER, 2002). Em 902 cm™ pode-se observar a deformacéo no
plano da ligacdo C-H, referente ao hidrogénio na posicao axial ligado ao carbono
anomérico de cada mondmero do biopolimero, devido a presenca da ligacdo
glicosidica na posigao B (MANGOLIM et al, 2017). Essas informacgdes, retiradas do
espectro obtido, confirmam a estrutura da botriosferana como sendo um tipo de (-

glucana, como mencionado inicialmente.

Tabela 1 — Atribuicdo das bandas do espectro Raman da Botriosferana.

Bandas (cm™) Bandas (cm™) Filme de LigacGes
Botriosferana soélida botriosferana

822 826 C-OH (U) anel
855 855 C-C (Us) anel
902 902 C-H (9)
998 998 C-C-H (vas), C-C-O ()
1071 1067 C-C, C-O (v)
1099 1100 C-O-C (vs)
1119 1115 C-O-C (Vas)
1211 1209 C-C-H
1272 1269 CH2-OH (cadeia lateral)
1377 1382 CH2-OH ()
1466 1466 CH2 (v

Em 1067 cm? aparecem os modos de vibracdo referentes ao
estiramento simétrico das ligacées C-C e C-O do anel, que encontram-se no intervalo
entre 950-1200 cm™ caracteristico de polissacarideos (WIERCIGROCH et al, 2017).
Da mesma forma, as bandas em 1100 e 1115 cm! sdo caracteristicas do estiramento

simétrico e assimétrico, respectivamente, do conjunto C-O-C da ligacao glicosidica
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(SYNYTSYA et al, 2003 e COLTHUP et al, 1990). Em 1209 cm™* e 1269 cm™ séo
observadas as vibragfes das ligagbes C-C-H e CH20H, respectivamente. A vibracéo
referente ao grupamento CH20H trata-se dos alcoois primarios do polissacarideo e
acontece no plano da molécula (MANGOLIM et al, 2017).

As vibracdes que resultaram em nimeros de onda de 1382 cm™ e
1466 cm correspondem a deformacéo no plano de CH20H e a tor¢édo angular de
CHz, respectivamente (MANGOLIM et al, 2017). Esses resultados, correspondentes
as bandas aparentes no espectro Raman do filme de botriosferana, concordam com
as bandas existentes no espectro Raman do biopolimero sélido e apresentam poucas
modifica¢cdes em termos do deslocamento de bandas.

Esses resultados indicam que € possivel manter a estrutura do
biopolimero inalterada mesmo em forma de filme e ainda possibilita a exploracéo de
suas propriedades quimicas e fisicas como suporte para receber as nanoparticulas
de metais sobre sua superficie. Esta afirmacdo é corroborada pelas imagens
provenientes das analises de microscopia de forca atbmica (AFM) realizadas com o
filme de botriosferana, que apresentam na Figura 17 a topologia da superficie do filme

do polissacarideo em termos de rugosidade nanométrica.

Figura 17 — Imagens da AFM do filme de botriosferana in natura.

Fonte: autoral
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E possivel observar a irregularidade da superficie do material que
apresenta uma rugosidade heterogénea em diferentes regides do filme, inclusive em
relacdo a espessura, que varia de 15 a 37 nm. Isto pode influenciar de forma positiva
ou negativa na resposta dos espectros SERS obtidos das moléculas sondas
analisadas.

Uma intensificacdo substancial pode ser observada quando o analito
for adsorvido nas regibes mais rugosas, visto que as nanoparticulas que foram
depositadas na superficie da botriosferana acompanham o relevo do seu filme e o
plasmon de ressonéncia € mais concentrado nessas areas, ou pode resultar em sinais
Raman pouco intensos, ou nenhum sinal, quando os mesmos analitos forem
adsorvidos em regifes pouco rugosas, diminuindo a sensibilidade de deteccédo do
substrato confeccionado. Os valores médios de rugosidade das imagens obtidas sé&o
apresentados na Tabela 2 e os valores que variam de 1,4 a 2,7 nm permitem
caracterizar o filme de botriosferana como um material de baixa rugosidade devido

aos baixos valores encontrados para a area analisada.

Tabela 2 — Dados obtidos das analises de AFM em diferentes regides do filme de

botriosferana.
Espessura Rugosidade Tam,ar)ho Area media
Amostras (nm) RMS (nm) médio gréos (nm?2)
graos (nm)
A 15 1,448 (+ 0,4533) 7,825 61,27
B 23 1,792 (x 0,3125) 7,838 61,52
C 37 2,723 (+ 1,407) 7,865 62,03

Essa irregularidade observada do filme de botriosferana obtido ja era
esperada, visto que a técnica de deposi¢ao casting ndo garante uma homogeneidade
na formacdao do filme, porém néo € prejudicial para manifestacéo do efeito SERS, visto
que o material apresenta boas propriedades adsorventes que podem levar a formacéo
de clusters de nanoparticulas na superficie do polissacarideo e pré-concentracdo do
analito nas proximidades destes clusters, onde o campo eletromagnético é mais
intenso.

As nanoparticulas de prata (NPAg) e ouro (NPAuU) sintetizadas por
ablacdo a laser, e posteriormente depositadas e estabilizadas sobre o filme de

botriosferana, foram previamente analisadas pela técnica de espalhamento dinamico
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da luz (DLS). Os resultados dessas analises sdo apresentados nas Figuras 18 (NPAQ)
e 19 (NPAu).

O espalhamento dinamico da luz é uma técnica utilizada para definir
as dimensdes de nanoparticulas em suspensédo. O método consiste na medida dessas
dimensfes levando em consideragdo o movimento Browniano das particulas e a
intensidade da luz espalhada por elas. O movimento Browniano é inversamente
proporcional ao tamanho da particula e o tempo em que o sinal comeca a cair durante

a analise de uma amostra € usado para estimar o seu tamanho (De OLIVEIRA, 2013).

Figura 18 — Distribuicdo dos diametros das NPAg analisadas por DLS.
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Figura 19 — Distribuicdo dos diametros das NPAu analisadas por DLS.
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Nas suspensfes de prata e ouro coloidal € possivel observar pelos
gréaficos de distribuicdo dos diametros, obtido pela técnica do DLS obtido (Figura 18 e
19, respectivamente) que as nanoparticulas apresentam uma contribuicdo de maior
frequéncia para o diametro analisado de 5 e 1,2 nm, respectivamente, visto que estes
s&o os picos de maior frequéncia existentes nos gréaficos. E possivel registrar ainda a
presenca de polidispersividade das nanoparticulas pois, mesmo em menor
concentracédo, diferentes tamanhos de nanoparticulas presentes na solucéo coloidal
obtida a partir da sintese de ablacdo a laser sdo observaveis nos graficos DLS.
(SIKDER et al, 2016).

Os maiores didametros das NPs dos dois coloides (NPAg e NPAU),
mesmo nado atribuindo especificidade a sintese de maneira efetiva, contribuem para a
aplicacao dessas nanoparticulas na montagem de substratos SERS, visto que, quanto
maior a particula melhor a sua contribuicdo no espalhamento da luz incidente, o que
aumenta o campo eletromagnético sentido pelo analito de interesse e pode levar a
formacao de hot-spots valiosos na superficie do biopolimero.

Outra caracteristica interessante dessas nanoparticulas refere-se a
sua forma. Essa informacéo é dada pela banda de absorcédo obtida na analise de
espectrometria de UV-vis mostrada na Figura 20, que confirma a efetividade da
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sintese das NPAg devido a presenca da banda de absorcdo em 400 nm, referente ao

seu plasmon de superficie.

Figura 20 — Espectro de absorcdo UV-vis do coloide de NPAg.
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A banda de absor¢do do espectro que se concentra em 400 nm é
caracteristica de NPAg de formato esférico. Ela confirma a presenca de prata coloidal
na suspensdo obtida, mostrando a eficiéncia da ablacdo a laser na sintese de
nanoparticulas puras de prata, pois ndo existem desvios da banda de absorcdo ou o
aparecimento de novas bandas em regides diferentes (SANGHI & VERMA, 2009;
BHUI et al, 2009; CHEN & LU, 2010).

O espectro de absor¢édo UV-vis da solucao coloidal de nanoparticulas

de ouro apresentou banda em 523 nm (Figura 21).
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Figura 21 — Espectro de absor¢céo UV-vis da solucédo de NPAu.
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A banda em 523 nm é caracteristica de nanoparticulas de ouro
esféricas, mostrando a eficiéncia do método de sintese na obtencdo de NPAu puras
(CHEN et al, 2008; WANG et al, 2014; MIZUTANI et al, 2015; ROHIT et al, 2016;
TANG et al, 2018).

Os primeiros espectros Raman obtidos pelo uso dos substratos
permitiram avaliar o potencial das nanoparticulas de ouro imobilizadas no filme do
polissacarideo botriosferana em superficie de vidro (BNPAu). Este constituiu o
primeiro substrato confeccionado neste trabalho e disp6s do aminoacido cisteina
como molécula sonda, devido a presenca dos grupos sulfidrila (-SH) e amina (-NH2)
em sua estrutura. Segundo a teoria de acidos duros e macios de Pearson, estes
grupos funcionais apresentam boa interacdo com o ouro.

As analises dessas amostras no Raman nao resultaram em nenhum
espectro caracteristico da cisteina depositada, tampouco do biopolimero que foi
utilizado na montagem do substrato. O espectro Raman mostrado na Figura 22

apresenta apenas bandas caracteristicas do vidro, suporte do substrato.
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Figura 22 — Espectro Raman do filme de botriosferana coberto com NPAu e cisteina
(BNPAuU) (A=785nm/t=1S5s).

1000 —

800 —

1097

600

400

Intensidade (u.a.)
561

200

T T T
200 400 600

T y T T T 1
800 1000 1200 1400

Numero de Onda (cm™)

Fonte: autoral

As bandas correspondentes em 561 cm?' e 1097 cm? sé&o
caracteristicas da deformacéo no plano da ligacdo O-Si-O e estiramento da ligacao
Si-O, respectivamente (NAKAMOTO, 1997). Assim, ha evidéncias de que as
deposicOes realizadas para a formacéo do filme proposto néo foram efetivas em cobrir
toda a placa de silica e favoreceram a formacdo de um filme ndo-homogéneo.

A fim de evitar a aparicdo dessas bandas caracteristicas do vidro,
mais camadas da solucdo do biopolimero foram aplicadas, assim como do coloide de
NPAu. Mesmo com a aplicacado de mais camadas, a molécula sonda néo foi detectada
no substrato proposto e néo foi possivel obter espectros SERS da cisteina utilizando
as nanoparticulas de ouro nessas condigdes.

Para melhor investigar os fatores responsaveis pela inadequacéao do
substrato composto pelo biopolimero coberto com NPAu, novos substratos compostos
apenas de NPAu foram confeccionados. Foi utilizada a mesma técnica de deposicéo
(casting) aplicando a cisteina misturada a soluc&o coloidal de NPAu sobre a superficie
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do vidro. Os espectros Raman obtidos sdo observados na Figura 23 e sé&o
comparados com o espectro da cisteina sélida na Figura 24.

Figura 23 — Espectros Raman da cisteina em diferentes concentracdes na presenca
de solucgao coloidal de NPAu (cis NPAu) e sobre um filme de NPAu depositado sobre
o vidro (cis 10% e cis 1%) (A=785nm/t=15s).
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Figura 24 — Espectro Raman da cisteina sélida. (A=785nm/t=15s)
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E possivel observar nos resultados obtidos (Figura 23) que o0s
espectros sobrepostos apresentam intensidade menor para as bandas de cisteina
guando comparado ao espectro da cisteina solida (Figura 24) e que ndo houve
intensificacdo das bandas aparente. A possivel evidéncia de um fenébmeno SERS
nessas analises esta fundamentada no deslocamento das bandas, evidenciadas nos
espectros obtidos.

Ha sobreposicbes nas bandas das duas amostras referentes a
solucédo de cisteina 10% (m/v) misturada na solucdo coloidal de NPAu (linha de
coloracdo vermelha) e a solucéo de cisteina 1% (m/v) aplicada na placa de vidro com
o filme de NPAu (linha de coloracéo azul). Mesmo que as bandas apresentem um
certo deslocamento e intensidades variadas, as atribuicdes na Tabela 3 correspondem

as mesmas vibracoes de ligagao.



Tabela 3 — Atribui¢cdes das bandas do espectro Raman e SERS da cisteina nas

diferentes amostras analisadas.

Cisteina sélida Cis NPAu Cis 1% Ligacdes
(cm™) (cm) (cm™)
464 - - CCN (d)
494 - - NHs* ()
534 - - COO (rock)
620 - - C-C (v)
690 733 709 C-S (v)
746 - - CHz2 (rock)
786 844 834 COO (w)
879 962 944 C-C (v)
- 1095 1041 NHs*
(rock)/CCN(v)
1145 - - C-H ()
1211 - 1239 CHz (T)
1749 - - S-H (v)

e Onde, Cis NPAu = cisteina em solucdo de NPAu, Cis 1% = solugdo de cisteina 1%

depositada no filme de NPAu.

A linha verde da Figura 23, correspondente a solucao de cisteina 10%
(m/v) que foi aplicada no filme de NPAu, ndo apresentou bandas caracteristicas da
cisteina. Possivelmente devido a saturacdo do detector pela quantidade de sélido
depositada no substrato analisado, impossibilitando a obtencdo de espectro e
deteccdo da molécula de cisteina.

Porém, infere-se que a causa da baixa intensificagdo apresentada nos
espectros da Figura 23 (Cis 1% e Cis NPAu) para a molécula de cisteina seja
proveniente da desestabilizacdo do sistema nanoestruturado, talvez pela ocorréncia
do fendbmeno de aglomeracédo das NPAu. Este evento provoca uma intensificacéo
seletiva dos modos vibracionais do ligante, o que explica a modificacdo do espectro
com o aparecimento de apenas algumas bandas caracteristicas da molécula de
cisteina (MOORES & GOETTMAN, 2006).
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Essa aglomeracao foi identificada durante a preparacao do substrato,
onde observou-se uma mudanca na coloracdo da solugcdo da NPAu do rosa para o
azul quando o analito era adicionado, o que, segundo a literatura, evidencia a
ocorréncia desse fendbmeno (QUITEN, 2001; GHOSH et al, 2004; MOORES &
GOETTMAN, 2006; TOOMA et al, 2007).

O ambiente quimico é eletronicamente modificado neste fenémeno,
pois a interacdo com a cisteina pode provocar mudanca no potencial dielétrico do
meio, 0 que consequentemente é um dos fatores, além da composicao, forma,
tamanho e carga, que tém influéncia direta sobre o plasmon de ressonancia,
responsavel pela manifestacéo do efeito SERS desse sistema. O material responde a
essa alteracdo deslocando sua banda de absorcédo para o azul (evidenciado pela
coloracdo apresentada depois do contato com o analito, de forma qualitativa), e o
mesmo € diminuido a medida que a proximidade entre as nanoparticulas é
aumentada, resultando em espectros SERS com baixa intensidade e falta de
reprodutibilidade. (QUITEN, 2001; GHOSH et al, 2004; MOORES & GOETTMAN,
2006; TOOMA et al, 2007).

As bandas que caracterizam a cisteina nos espectros obtidos (Figura
23) estdo presentes em 733 cm™ e 709 cm* referentes ao modo vibracional de
estiramento da ligacdo C-S, para a cisteina 1% depositada sobre o filme de NPAu e
para a cisteina em solucdo de NPAu, respectivamente. Essas bandas evidentes
corroboram com a literatura, que apresenta bandas para a ligacdo C-S da cisteina
com NPAu em regibes que variam de 630 cm? a 720 cm™ e caracterizam um
mecanismo de adsor¢cado da molécula pelo grupo sufidrila. Existe uma afinidade de
Pearson entre o atomo de enxofre e a nanoparticula de ouro, e um deslocamento é
evidenciado em comparacdo com a banda em 690 cm™ no espectro da cisteina sélida
(HUHEEY et al, 1993; MIESSLER et al, 2014; PODSTAWKA et al, 2005 e DOURADO
et al, 2016).

A intensificacdo das bandas em 844 cm™* e 834 cm™? nos dois
espectros sobrepostos, referentes ao estiramento do grupo COO-, também é
pronunciada nessas condicbes e evidencia que a forma como a cisteina esta
adsorvida na superficie nanoestruturada leva a uma possivel proximidade desse

grupo com a superficie da nanoparticula de ouro (PODSTAWKA et al, 2005).
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Em virtude da desestabilizacdo das NPAu citada anteriormente, fator
que possivelmente comprometeu a reprodutibilidade de espectros SERS de cisteina
utilizando substratos de NPAu, e diante da dificuldade de se obter NPAu com
diametros maiores, que possivelmente colaborariam com a formacao de plasmons
mais estveis, voltou-se a atencdo para substratos SERS compostos pela
botriosferana coberta com NPAg, cujas nanoparticulas puderam ser sintetizadas com
didmetro médio maior.

Essa caracteristica poderia contribuir para formacéo de plasmons de
ressonancia mais estaveis, podendo levar a menor interferéncia nas intensificacées
dos espectros obtidos com a adi¢cdo do analito, levando a obtencdo de espectros
reprodutiveis. Inicialmente, para testar a capacidade do coloide de prata na deteccao
de cisteina, foram obtidos espectros Raman das solu¢cées contendo as misturas de
diferentes concentra¢gdes do aminoécido (cisteina) com col6ide de NPAg (SNPAQ)
(Figura 25).

Figura 25 — Espectros SERS da cisteina em solucéo coloidal de nanoparticulas de

prata. No insert, espectro Raman da cisteina sélida (A=532nm/t=1s).
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e Onde, SCis 1M = solucdo de cisteina 1,0 mol.L*; SNPAg Cis 1M = soluc¢éo de cisteina
1 mol.L™* ¢/ NPAg; SNPAg Cis 125,0 mM= solucéo de cisteina 125,0 mmol.L* ¢/ NPAg;
SNPAg Cis 15,0 mM= solucéo de cisteina 15,0 mmol.L* ¢/ NPAg; SNPAg Cis 1mM=
solugédo de cisteina 1 mmol.L* ¢/ NPAg.

A interacdo da cisteina em solucdo com as NPAg resultou na
intensificacao do seu sinal Raman (Figura 25), que pode ser comparado com o sinal
obtido para a molécula de cisteina no estado sdlido (insert na Figura 25).

A banda mais intensa dos espectros é a de 671 cm™, caracteristica
do estiramento simétrico da ligacdo C-S, que indica interacdo do grupo sulfidrila da
cisteina com a superficie da nanoparticula de prata. Ndo ha evidéncias de ligacédo
covalente, pois nenhuma banda presente no espectro caracteriza vibracdes de ligacao
Ag-S em solucédo (STEWART & FREDERICKS, 1999; NYDIA et al, 2014; OCWIEJA
et al, 2017; CHIDAMBARAM et al, 2017).

Outras bandas encontram-se em 890 cm, caracteristica do
estiramento da ligacdo C-C, e em 1055 cm, onde a vibracdo do tipo rocking da
ligacdo C-N é evidenciada. Em 1295 cm os modos de vibracéo do tipo wagging (w)
referentes ao CH2 se manifestam, assim como vibracgédo do tipo rocking em 1344 cm*
da ligagdo C-H, estiramento simétrico do grupo COO- em 1397 cm e deformacéo no
plano simétrico do grupo NHz* em 1517 cm™ (JIN & FANG, 2007; NASCIMENTO et
al, 2014; NYDIA et al, 2014; OCWIEJA et al, 2017; CHIDAMBARAM et al, 2017).

As atribuicbes das bandas estdo em conformidade com a literatura,
em trabalhos que avaliam a capacidade das NPAg de atuarem como substratos SERS
para deteccdo de moléculas biolégicas. Para essa aplicacdo, as NPAg sintetizadas
por ablacdo a laser mostraram-se satisfatorias em termos qualitativos, por permitirem,
além da deteccéo da cisteina na solucéo, a caracterizacdo dos grupos existentes na
molécula a partir das bandas obtidas no espectro Raman.

Os resultados obtidos indicam a possibilidade de quantificacdo da
cisteina utilizando a técnica de espalhamento Raman Intensificado pela Superficie
(SERS). As medidas das amostras em diferentes concentragfes resultaram na
diminuicdo da intensidade das bandas do espectro de cisteina de forma proporcional
as concentragbes descrescentes analisadas. Confere-se assim a essas NPAg o
potencial de compor um substrato com a botriosferana, a fim de melhorar ainda mais

0s sinais dos espectros Raman da cisteina.
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Trés fatores consistentes operariam neste novo cenario: a intensidade
do plasmon de ressonancia do metal, a maior interagdo entre substrato e NPAg e a
pré-concentracao do analito sobre a superficie solida.

Com os estudos preliminares realizados e a obtencédo dos espectros
de cisteina no coloide de prata de forma estavel, reprodutivel e eficiente, substratos
tendo como base a botriosferana coberta com NPAg foram confeccionados. As
analises de espectrometria no UV-vis (Figura 26) apresentaram evidéncias da
presenca das nanoparticulas de prata na superficie do biopolimero, com banda em
415 nm, caracteristica de nanoparticula de prata esférica de acordo com os resultados
obtidos para solugao coloidal da NPAg (Figura 20).

Figura 26 — Espectro de absor¢do no UV-vis do filme de botriosferana coberto com

NPAg sobreposto com o espectro UV-vis da solugéo coloidal de NPAg.
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O espectro UV-vis do filme de botriosferana com NPAg apresentou
um leve deslocamento com diminuicdo da absorvancia, visto que o espectro da
solucéo coloidal de NPAg apresentou banda em 400 nm, sendo esta mais fina e com

absorvancia mais pronunciada.
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O deslocamento da banda das nanopatrticulas de prata sobre o filme
de botriosferana esta de acordo com os efeitos que interferem na observacdo do
plasmon de ressonancia, que é consequéncia da presenca de outros componentes
misturados as nanoparticulas, a qual ocasiona mudanca do ambiente quimico na
superficie da nanoestrutura. Nesse caso, chama-se a atencao para a presenca do
filme de botriosferana que recebeu a camada de NPAg na sua superficie. Esse
resultado comprova a eficiéncia do revestimento do filme do polissacarideo com a
camada de NPAg de forma homogénea (QUITEN, 2001; GHOSH et al, 2004;
MOORES & GOETTMAN, 2006).

Os difratogramas de raios-X para o filme de botriosferana coberto com NPAg
podem ser visualizados na Figura 27, que confirmam a presenca de prata na

superficie.

Figura 27 — Difratogramas de DRX dos filmes de botriosferana e BNPAg sobre

superficie de vidro.
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¢ Onde o Bag = Filme Botriosferana com NPAg sobre placa de vidro; Bpura = Filme de
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botriosferana sobre placa de vidro; Bot = pico referente a botriosferana; Ag = pico
referente a NPAg; AgsPO. = pico referente ao fosfato de prata.

Picos no difratograma em 208 = 38,1° e 26 = 32,2° sdo caracteristicos
das NPAg metalica e fosfato de prata (AgsPOas), respectivamente, com estrutura
cristalina, evidenciado pela intensidade e largura dos picos. O fosfato identificado
nesse resultado é proveniente do meio de cultivo da botriosferana, que utiliza em sua
composicao dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) e, quando na presenca de prata,
possivelmente reagiu, dando origem ao sal (BARBOSA et al, 2003; GIESE et al, 2008;
BAYION et al, 2016; MAMATHA et al 2017; GHIUTA et al, 2018; SALAMANA et al.
2018; PRIMAK et al, 2018).

Mesmo apéds a didlise do polissacarideo, seguida de liofilizacao, esse
fosfato residual ndo consegue ser retirado em sua totalidade, possivelmente isso se
deve a conformacéo em tripla-hélice da botriosferana que retém alguns ions PO4% em
sua parte interna e dificulta sua total eliminacéo, visto que a botriosferana se enovela
apos sua secagem (BARBOSA et al, 2003; GIESE et al, 2008).

Em 206 = 5,6° o pico estreito € possivelmente caracteristico da
botriosferana, visto que ele se mantém nos dois difratogramas sobrepostos, atribuindo
uma certa cristalinidade de longo alcance para a estrutura do polissacarideo, com uma
distancia calculada de d = 16 A (Equacéo 1). Compostos inorganicos sempre
apresentam picos com difracbes muito maiores e levam a pequenas distancias
interplanares de sua estrutura cristalina, o que corrobora ainda mais para que 0 pico
identificado em 5,6 © seja carateristico da estrutura cristalina do polissacarideo. A
banda larga e de alta intensidade presente no difratograma, variando 26 de 10 ° a 40°,
€ caracteristica do vidro e corresponde a regido pertencente ao halo amorfo da
amostra, visto que a mesma utiliza o vidro como suporte do filme.

As andlises da cisteina sobre a superficie do substrato (BNPAQ)
tiveram como resultado o espectro SERS apresentado na Figura 28.

De forma mais criteriosa, a area de ocupacao do substrato na placa
de vidro em que foi depositada a cisteina equivale a 0,25 cm? e o total de massa nessa
superficie corresponde a 12 mg de cisteina. Dividindo pela area destinada a deposi¢céo
do material, resulta em 48 mg/cm?, e equivalente a 2,5x10” moléculas de cisteina que

contribuem para a intensificacdo do sinal SERS obtido por cm? de substrato.
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Figura 28 — Espectro SERS da cisteina (48 mg/cm?) depositada no substrato de
botriosferana coberto com NPAg (Cis 48), comparado com o branco (BNPAg) (A =532
nm/t=105s)
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E possivel observar a modificagdo do espectro da cisteina pré-
concentrada no substrato de BNPAg. As bandas mais evidentes sdo em 521 cm™,
caracteristica de vibracao do tipo rocking do grupo COO-, em 689 cm do estiramento
da ligacdo C-S, vibragGes do tipo wagging em 784 cm* do grupo COO-, vibracédo do
tipo rocking e deformacéo do grupo NHz* em 994 cm e 1356 cm?, respectivamente,
e estiramento da ligacdo C-C em 884 cm™ (STEWART & FREDERICKS, 1999; SILVA
et al, 2014; NASCIMENTO et al, 2014; NYDIA et al, 2014; OCWIEJA et al, 2017;
CHIDAMBARAM et al, 2017).

Nessas condi¢cdes foi possivel a caracterizacdo e deteccdo da
molécula de cisteina, demonstrando a eficiéncia do substrato proposto. Ha evidéncia
do efeito SERS pela modificagcdo do espectro e principalmente pela intensificagéo de
algumas bandas caracteristicas dos grupos COO'. Isto sugere que a molécula seja

adsorvida na superficie por esse grupo levando em consideracao a intensificacao das
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bandas caracteristicas desse grupamento no espectro mostrado na Figura 28, o que
difere do mecanismo de adsorcao evidenciado com o filme de NPAu que apresentou
instabilidade com a presenca do analito.

A intensificacdo SERS para a cisteina nesse substrato foi baixa,
levando em consideracao que seu fator de intensificacao (EF) calculado pela Equacao
2 (pagina 50) resultou no valor igual a 48. Na literatura, um valor de intensificacdo
satisfatorio minimo equivale a 102 ordens de grandeza (SKOOG et al, 2007; FAN et
al, 2011). A integral da intensidade da banda (Isers € lbuk) €m 521 cm™ correspondente
a ligacdo COO- foi utilizada nesse calculo por ter apresentado uma aumento
consideravel da intensidade se comparado ao espectro de cisteina solido (m = 48 mg)
sem a presenca do substrato.

A quantidade de moléculas que contribuem para o sinal (Nsers € Nbuik)
foi encontrada a partir da quantidade de massa utilizada para gerar os espectros por
area de substrato para o Nsers e considerando a massa total no Npuk a fim de manter
iguais os padrbes de comparacao e sua interacdo com o didametro do laser incidente
na amostra.

Como o valor calculado é aproximado, alguns fatores podem ter
influenciado na obtencéo de um fator de intensificacao téo baixo, como por exemplo,
a efetiva adsorcédo da molécula no substrato e sua distancia dos pontos na superficie
nanoestruturada em que a rugosidade é mais pronunciada, o que pode garantir uma
menor interacdo com o campo de intensificacdo na interface analito/substrato,
resultando num sinal pouco intensificado com relagéo ao Ioui.

Essa evidéncia foi citada anteriormente nos resultados obtidos para o
AFM (Figura 17), que mostra em suas imagens a irregularidade da superficie do filme
de botriosferana quanto a sua rugosidade, e como a camada de NPAg acompanha
seu relevo, esse parametro influencia diretamente na intensificagdo do sinal da
cisteina nesse substrato.

Em quantidades menores de cisteina nao foi possivel obter espectros
resolvidos e reprodutiveis sobre o substrato BNPAg, o que entra em conflito com a
proposta de sensibilidade do efeito SERS, de promover a intensificacdo das bandas
mesmo que concentra¢cdes menores sejam analisadas (Figura 29).

Essa instabilidade observada também pode estar relacionada a forma

como a molécula sonda interage com a NPAg. Segundo a discussao acima, o grupo
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COO esta mais proximo da superficie da NPAg devido a maior intensidade de suas
bandas no espectro. Como esse grupo néo estabelece uma interacao suficientemente
estavel com a prata (teoria de Pearson &acidos/bases) (HUHEEY et al, 1993;
MIESSLER et al, 2014), levando em consideracao que a intensificacdo do sinal SERS
é também dependente da interagdo substrato/analito, é possivel que o efeito SERS
seja comprometido pela falta de sensibilidade da sonda ao substrato. Soma-se a isso
a possivel adsorcdo dessa molécula nas regiées do substrato que apresentam pouca

ou nenhuma evidéncia de plasmon de superficie.

Figura 29 — Espectros Raman da cisteina no substrato de BNPAg com diferentes
guantidades de analito. (Cis48 = 48 mg/cm?; Cis24 = 24 mg/cm?; Cis12 = 12 mg/cm?;
Cis6 = 6 mg/cm?).
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Em virtude dos resultados SERS pouco pronunciados para a cisteina
no substrato com NPAg, decidiu-se utilizar o cristal violeta (CV) como molécula sonda.
Segundo a literatura, € uma molécula bastante interessante para avaliacdo do
potencial de substratos de nanoparticulas de prata. Uma das propriedades mais
atraentes dessa molécula é a capacidade de ser adsorvida de forma efetiva por esse

substrato, além da sua capacidade Raman Ressonante que colabora com a
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diminuicdo da fluorescéncia na obtencdo dos espectros (LIANG et al, 1995; de
SANTANA et al 2006; HARRAZ et al, 2015; ZHU et al, 2018). Os grupos funcionais

amina (NRs) presentes no analito possibilitam uma melhor interacdo molécula

sonda/substrato.
Esta substancia foi dissolvida em diferentes concentragdes em

solucédo de coldide de NPAg, e os respectivos espectros Raman das amostras foram
entdo obtidos utilizando o tempo de aquisi¢do de 3 s (Figura 30). A atribuicdo das suas
bandas € apresentada na Tabela 4. A faixa de concentracdes foi baseada em testes
preliminares, realizados a partir de inUmeras diluicbes até alcancar a concentracao

onde nao se obtiveram sinais evidentes (40 nmol. L1).

Figura 30 — Espectros SERS de amostras de diferentes concentracdes do cristal

violeta (CV) em solugdo de NPAg (A=532nm/t=3s).
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e Onde, BCV = branco da solucdo de CV a 3,0 mmol.L%; CV 1,0 mM= solucdo de CV
em NPAg a 1,0 mmol.L'}; CV 500,0 uM= solucdo de CV em NPAg a 500,0 umol.L?;
CV 100,0 uM= solugdo de CV em NPAg a 100,0 umol.L; CV 50,0 uM= solugao de CV
em NPAg a 50,0 ymol.L?; CV 10,0 yM= solucdo de CV em NPAg a 10,0 umol.L; CV
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5,0 uM= solugdo de CV em NPAg a 5,0 umol.L?; CV 1,0 uM= solugdo de CV em NPAg
a 1,0 ymol.L't; CV 500,0 nM= solugdo de CV em NPAg a 500,0 nmol.L?; CV 100,0
nM= solucdo de CV em NPAg a 100,0 nmol.L*; CV 50,0 nM= solucédo de CV em NPAg
a 50,0 nmol.L%; CV 10,0 nM= solugéo de CV em NPAg a 10,0 nmol.L™.

As bandas observadas nos espectros estdo de acordo com 0s sinais
SERS relatados na literartura para o cristal violeta (CANAMARES et al, 2008;
CHADHA et al, 2013; HARRAZ et al, 2015; ZHU et al, 2018; WEI & HUANG, 2018).

E possivel fazer uma comparacdo dos espectros obtidos nos
substratos com o espectro Raman normal da Figura 31, onde se observa a menor

intensidade de sinais obtida para a solucdo de cristal violeta na concentracédo de 3

mmol.L1.

Figura 31 — Espectro Raman da solucéo de cristal violeta (3 mmol.LY) (A=532/t =

359)
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Tabela 4 — Atribuicdo das bandas dos espectros Raman e SERS do cristal violeta.
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Bandas Raman normal (cm™?) | Bandas SERS (cm™?) Ligacoes

- 339 C-N-C / CHs (y)

- 423 C-N-C (3)
436 442 C-®-C ()
527 526 C-N ()

- 562 C-C-C (y) / C-N-C (3)
612 607 C-N-C () / C-C-C (5; vs)
724 723 C-N-C (vs)

766 - C-N (vs) / C-C-C (0)
809 801 ®-H (5)
916 914 C-C-C (3)

- 941 C-N (0)

1179 1172 C-®/ C-H (5)

1303 1299 C-C-Canel(bas; 8)/ C-H (d)
1372 1380 O-C-¢/C-N

1450 1447 CHs (Bas)

1539 1538 N-® (v) / CHs ()
1588 1590 C-® (v)

1621 1619 C-® (v)

A intensificacdo do sinal Raman do CV em contato com o coloide de

NPAg (Figura 30) se da pela juncédo dos dois mecanismos mencionados previamente.

O efeito plasmon de ressonancia da NPAg, devido a movimentacéo livre dos elétrons

na superficie da mesma (aprimoramento eletromagnético), é intensificado pela

interacdo dos atomos de nitrogénio com a superficie da nanoparticula de prata de

forma direta, e recebe a contribuicdo do mecanismo de transferéncia de carga na
intensificagéo do sinal (De SANTANA, 2006; HARRAZ et al, 2015; ZHU et al, 2018).

Esse fato pode ser confirmado pelo aparecimento da banda em 941

cm™ no espectro SERS do CV, que corresponde ao estiramento da ligagdo C-N e o

deslocamento e intensificacdo da banda em 1380 cm* do estiramento assimétrico da

ligagdo C-N, que corresponde no Raman normal a banda em 1372 cm™, e ainda o
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aparecimento da banda 423 cm™ de estiramento de flexdo da ligagdo C-N-C (Figura
30).

O substrato proposto é, ainda, passivel de ser utilizado para
quantificacdo do cristal violeta, visto que 0s espectros apontam uma intensificacéo
proporcional das bandas para as concentracfes analisadas. Assim, é possivel
caracterizar, identificar e possivelmente estimar quantitativamente a presenca de CV
em concentragcdes baixas, até um minimo de 50 nmol.L"* em solugéo de coloide de
prata.

Quando as solugbes de diferentes concentracbes de CV foram
depositadas nos substratos BNPAg (botriosferana coberta com NPAg), foram obtidos

0S espectros apresentados na Figura 32.

Figura 32 — Espectros SERS do CV em diferentes quantidades de massa sobre o
substrato BNPAg (A=532nm/t=15)
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Fonte: autoral

e Onde, BNPAgCV10 = substrato de botriosferana com NPAg e 10,0 ug/cm? de CV;
BNPAgCV10 = substrato de botriosferana com NPAg e 5,0 ug/cm? de CV;BNPAgCV10
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= substrato de botriosferana com NPAg e 1,0 ug/cm? de CV;BNPAgCV10 = substrato
de botriosferana com NPAg e 0,5 pg/cm? de CV;BNPAgCV10 = substrato de
botriosferana com NPAg e 0,1 ug/cm? de CV;BNPAgCV10 = substrato de botriosferana
com NPAg e 0,05 pug/cm? de CV;BNPAgCV10 = substrato de botriosferana com NPAg
e 0,01 yg/cm? de CV;BNPAgCV10 = substrato de botriosferana com NPAg e 0,005
pg/cm? de CV.

As amostras depositadas no substrato recobriram uma area de 0,25
cm?. A faixa de concentracdes das solucdes de CV analisadas no coldide de NPAg,
referentes a Figura 30, que foram depositadas no substrato BNPAg variou de 10
pumolLt a 5 nmolL?! Nessa faixa, uma proporcionalidade na relagdo
concentracao/intensidade foi observada no experimento anterior, que analisou CV no
coloide de prata, sendo que a ultima concentracdo analisada levou a deteccédo de
cristal violeta no BNPAg em quantidades muito menores, que ndo foram alcancadas
no experimento anterior.

Ap0s a secagem das amostras, as mesmas massas de CV existentes
nas amostras do experimento anterior (em SNPAg) encontravam-se igualmente
depositadas nos substratos (BNPAg). Para definir a quantidade de massa de CV por
area de susbtrato, a massa correspondente a concentra¢do da solucédo depositada foi
dividida pela area correspondente ao substrato.

Os valores das concentracdes convertidos em massa de CV presente
em cada substrato de BNPAg sdo apresentados na Tabela 5. As amostras séo
denominadas na Figura 32 pela quantidade de massa de cristal violeta contida em 1
cm? dos substratos de BNPAg.
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Tabela 5 — Massas de Cristal Violeta depositadas nos substratos BNPAGg.

Amostras Concentracao da Massa de CV Massa de CV por area
Solucéo depositada (pg) de BNPAg (ug/cm?)

BNPAg10 10 pmol.L2 2,652 10

BNPAg5 5 umol.L*? 1,326 5

BNPAg1 1 ymol.Lt 0,265

BNPAQ05 500 nmol.L? 0,133 0,5
BNPAgO01 100 nmol.L1 0,027 0,1
BNPAg005 50 nmol.L*! 0,013 0,05
BNPAg001 10 nmol.L? 0,003 0,01
BNPAg0005 5 nmol.L? 0,001 0,005

Legenda: volume da solugao depositada= 650 uL; MM = 408 g/mol; area de BNPAg = 0,25 cm?

Das amostras analisadas nos substratos de BNPAg foi possivel
detectar com clareza os sinais do cristal violeta até a concentracdo minima de 5
nmol.L-t, com massa total correspondente a 0,001 ug de CV. Nesta concentracédo, a
deteccdo nao foi possivel no experimento anterior, em solucdo do coldide de NPAg,
que teve um limite na deteccéo da concentracdo minima em 50 nmol.L™2.

A grande diferenca, que contribui para a maior sensibilidade do
substrato BNPAg, parece ser a forma de deposicado do analito sobre o substrato por
evaporacao do solvente (casting). Este procedimento pré-concentra o CV, permitindo
uma interacdo homogénea e mais efetiva das moléculas com a superficie da
nanoparticula, visto que estdo imobilizadas sobre o biopolimero que consegue
aprisionar o material em sua matriz, depois da secagem.

A intensidade dos sinais diminui de forma proporcional com a
decrescente quantidade de massa de CV no substrato a partir de 1 ug.cm2. Devido a
saturacao da superficie do substrato nas massas de 2,6 ug e 1,3 ug de CV, as
condi¢Oes utilizadas comecam a interferir de forma negativa na proporcionalidade da
intensificacdo. Nao se observa um decaimento proporcional da intensidade para essas
massas quando comparado com a variacao das massas de 0,265 ug a 0,001 ug, onde
0s espectros foram obtidos em tempo de aquisicdo de 1 s, condicdo que tornou

possivel a obtencdo de espectros de todas as concentracdes analisadas.
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Com esse resultado, pode-se dizer que existe um limite de massa que
permite tornar a técnica quantitativa, o que mesmo assim € um ponto positivo para o
substrato com o biopolimero, visto que concentracbes menores puderam ser
favoravelmente detectadas se comparadas ao limite de deteccao da solucéo coloidal.

Nos substratos de BNPAg, assim como na solugdo coloidal, é
observada a contribuicdo do mecanismo de troca de carga, devido a intensificacao e
deslocamento das bandas em 425 cm, 941 cm™ e 1384 cm™, correspondentes ao
estiramento de flexdo, estiramento assimétrico e estiramento simétrico da ligacao C-
N. Isto resulta da interacdo das moléculas do CV por meio dos pares de elétrons dos
atomos de nitrogénio que interagem com as nanoparticulas de prata (CANAMARES
et al, 2008; LIU et al, 2009; CHADHA et al, 2013; MENG et al, 2013; SENAPATI et al,
2014; HARRAZ et al, 2015).

Um estudo da melhor condi¢do para obtencao de espectros SERS de
CV sobre o substrato de BNPAg foi realizado no tempo de aquisi¢do igual a 3 s, onde
apenas quatro amostras de CV produziram espectros: BNPAgCVO01 ( 0,11 pg/cm?),
BNPAgCV005 (0,05 ug/cm?), BNPAgCV001 (0,011 pg/cm?), BNPAgCV0005 (0,005
hg/cm?). A intensificacdo dos sinais obtida nesta condicdo (Figura 33) pode ser
comparada com aquela obtida nos experimentos sob tempo de aquisicdo de 1 s
(Figura 34).
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Figura 33 — Espectros SERS do CV no BNPAg (A=532nm/t=35s)
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A Figura 33 mostra os espectros obtidos sob 3 s de aquisicéo, cujas
intensificagdes séo cerca de trés vezes a magnitude de intensificacdo alcancada no
espectro obtido para o CV na Figura 34, onde o tempo de aquisicao utilizado foi de 1
S, inclusive nos substratos que comportam a menor relacdo de massa/area, o que
torna a aquisicdo de 3 s melhor para a excitacdo do plasmon na superficie do
substrato. Na Figura 34 a condicdo usada para obtencdo dos espectros SERS com
tempo de aquisicdo de 1 s desfavoreceu a deteccdo de todos os substratos
analisados, devido a menor intensidade das bandas obtidas, principalmente nos

substratos em que a massa de CV é menor.
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Figura 34 — Espectro SERS do CV sobre BNPAg (A=532nm/t=15s)
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A concentracdo do analito nesses casos influencia bastante na melhor
condicao de aquisicéo de espectros. O tempo de aquisicdo maior para concentragdes
menores permite que a radiacdo espalhada sobre a amostra se distribua de forma
mais homogénea, captando melhor as vibracfes da molécula, visto que as mesmas
se encontram mais dispersas na superficie do substrato. Além disso, em
concentragbes menores, ocorre uma adsorcdo aleatdria da molécula sonda nessa
superficie.

Esses dados nos levam a importancia de se estabelecer um padrao
nas condi¢des de analise de determinadas concentracdes, a fim de conseguir gerar
dados espectrais que favorecam a maior intensificagcdo possivel do sinal para o
substrato proposto.

N&o foi possivel obter espectros das amostras com relacdo
massa/area maiores que 0,5 pg/cm? na condicéo de 3 s no BNPAg, devido a saturacéo
da radiacao espalhada.

Uma andlise das amostras de CV (entre 100 e 10 nmol.L't) em
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solugdo de NPAg foi realizada no tempo de aquisi¢édo de 3 s e os resultados foram
comparados com as amostras de mesma massa no substrato BNPAg com o cristal
violeta (BNPAg01, BNPAg005, BNPAg001) da Figura 33. Os espectros obtidos sao

apresentados na Figura 35.

Figura 35 — Espectros SERS do CV em coloide de NPAg (A=532nm/t=35)
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e Onde, CV 100 nM = Solugdo de CV em NPAg 100 nmol.L*; CV 50 nM = Solugéo de CV
em NPAg 50 nmol.L'Y; CV 10 nM = Solugdo de CV em NPAg 10 nmol.L; BCV 3 mM =

Solucéo de CV (branco) 3 mmol.L™.

Por comparacdo a contribuicdo do substrato de BNPAg para o
aprimoramento do sinal do CV fica evidente, sob aquisicdo de 3 s. As bandas do CV
apresentam intensidades no substrato de BNPAg que chegam a alcancar mais de
12000 espalhamentos por area de substrato. A intensidade é muito menor quando o
CV é analisado no coloide de prata, perdendo até 10 vezes a sua magnitude.

Considerando que a mesma quantidade de moléculas esta envolvida

nos dois sistemas e que 0s espectros sdo obtidos no mesmo tempo de aquisicéo, a
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maior intensidade de sinais no substrato provavelmente se deve a concentracdo da
massa do CV em uma regiao do substrato capaz de adsorvé-lo de modo a apresentar
uma maior interacdo analito/substrato. A analise de CV no substrato de BNPAg é
favorecida com um espalhamento mais homogéneo, por apresentar uma superficie
onde a molécula pode ser imobilizada e a luz pode promover uma varredura mais
efetiva do material, ganhando-se em resolucéo e intensidade dos espectros.

Outra forma interessante de se comprovar a importancia da superficie
nanoestruturada na deteccéo e identificacdo do CV se da pela analise do espectro
obtido com uma massa de 0,027 ug de CV sobre o filme de botriosferana desprovido
de nanoparticulas de prata (BotCV 02) (Figura 36). Nesta, observa-se a comparacéo

com o espectro da amostra contendo a mesma massa de CV, no substrato de BNPAg.

Figura 36 — Espectros do CV em filme de botriosferana (BotCV 02) e no substrato
BNPAg (BNPAQCV 02). (mcv = 0,027 pg) (A\=532nm/t=3s)
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E possivel identificar a alta intensidade do espectro do CV quando
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sobre uma superficie metalica nanoestruturada. A contribuicho do campo
eletromagnético promovido pelas NPAg se revela fundamental para a identificacédo do
cristal violeta quando minusculas quantidades de massa sdo depositadas sobre o
substrato.

Adicionalmente em outro experimento, um branco do substrato de
BNPAg que n&o continha qualguer amostra do CV foi analisado por espectroscopia
Raman (Figura 37, linha de cor preta). Depois de analisado, ele foi colocado em estufa
a 65 °C por 5 horas, na presenca de outros substratos de BNPAg que continham o
analito CV e que estavam umidos. Quando novamente analisada, esta amostra do
branco surpreendentemente apresentou um espectro SERS com bandas
caracteristicas do CV, evidenciando a sensibilidade do substrato para tracos do analito
gue possa ter sublimado no momento da evaporacdo da agua na secagem das outras

[aminas de substrato.

Figura 37 — Espectros SERS do branco BNPAg antes (BNPAgQ) e apds incubacdo em

estufa com outros substratos contendo CV (CV adsorvido). (A=532nm/t=35)
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O espectro Raman deste substrato, agora contendo CV, pode ser
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comparado em relacdo a sua intensidade ao espectro de CV na Figura 38, onde a
quantidade de cristal violeta no BNPAg é conhecida e equivale a 0,01 ug/cm?. Dessa
analise pode-se fazer uma estimativa da concentracdo do CV por area do substrato
presente na amostra que foi submetida a incubacdo na estufa com as amostras
Umidas de CV. Uma massa um pouco maior que 0,01 yg/cm? pode ter sido adsorvida
na superficie do BNPAg durante as 5 h de experimento, levando em consideracao os
resultados das intensidades obtidas no espectro SERS dessa amostra para o cristal
violeta.

Essa comparagcdo pode ser realizada devido a proporcionalidade
encontrada nos resultados dos experimentos anteriores, que estabeleceram uma
relacdo direta entre a intensidade e a concentracdo de CV em cada substrato
analisado, que diminui a medida que a massa da amostra no substrato foi reduzida,

para as mesmas condi¢des de andlise.

Figura 38 — Espectro SERS do cristal violeta a 0,01 uyg/cm?2. (A=532nm/t=35s)
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Essa mesma amostra de BNPAg (branco), que foi submetida a

incubacdo na estufa com as amostras Umidas contendo CV, foi lavada para se
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investigar se haveria a possibilidade de retirar o analito da superficie, depois de
adsorvido, e avaliar a possibilidade de reutilizagéo do substrato. Os espectros obtidos

encontram-se na Figura 39.

Figura 39 — Espectros SERS de CV no substrato BNPAg lavado em 3 etapas de 20
lavagens a cada 10s (A=532nm/t=35s)
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e Onde, BNPAgQCV = substrato depois de submetido a incubagédo na estufa com as
amostras Umidas de CV; SLav 1 = BNPAgCV ap6s a primeira lavagem; SLav 2 =

BNPAQCV apo6s a segunda lavagem; SLav 3 = BNPAgQCV apds a terceira lavagem.

Essa andlise aponta a diminuicdo da intensidade dos sinais nos
espectros do CV a medida que mais etapas de lavagens foram realizadas, o que nos
leva a inferir que é possivel retirar praticamente todo o analito da superficie do
substrato aumentando-se o numero de ciclos de lavagens. Este fato caracteriza a
possibilidade de reutilizagdo do susbtrato, sugerindo que o material pode ter
viabilidade comercial em perspectivas futuras.

E possivel ainda estimar a quantidade de analito remanescente no
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substrato, comparando as intensidades do espectro das amostras apos a lavagem
(Figura 39) com a intensidade do espectro na Figura 40, que tem sua concentracao

definida por area de substrato como sendo 0,005 pug/cm?.

Figura 40 — Espectro SERS do cristal violeta a 0,005 pg/cm?. (A=532nm/t=3s)
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E possivel estimar a partir das intensidades do espectro da Figura 40,
que uma detecgdo de menos de 0,005 ug/cm? foi obtida apds os ciclos de lavagem
(Figura 39), levando a concluséo de que concentracées muito menores que 5 nmol.L
! sdo passiveis de deteccdo no substrato preparado a base do biopolimero
botriosferana revestido com NPAg. As intensidades alcancadas nesse substrato para
a quantidade de cristal violeta depositada apds a lavagem, foram reduzidas cerca de
16 vezes a intensidade inicial, a Gltima amostra analisada corresponde ao ultimo ciclo

de lavagem (SLav3) e é mostrada na Figura 41.
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Figura 41 — Espectro SERS do cristal violeta ap6s o 3° ciclo de lavagem (SLav 3).
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Outra evidéncia que é possivel retirar desses resultados é a forma
como o analito esta adsorvido na superficie do substrato. Sugere-se nesse caso uma
adsorcao fisica, visto que o analito é soluvel em agua e a lavagem delicada da
superficie com agua destilada resultou na reducdo da intensidade das bandas do
espectro SERS do CV a medida que ele passa por novos ciclos de lavagens.

Para investigar algumas propriedades essenciais da superficie do
substrato que contribuiram para a obtencdo desses resultados e a manifestacédo do
efeito SERS para as moléculas de cristal violeta e cisteina, a microscopia eletrénica
de varredura (MEV) foi essencial, e permitiu a caracterizacdo da morfologia na
superficie do substrato BNPAg. Nas figuras 42 e 43 pode-se observar as imagens

obtidas.



Figura 42 — Imagens da MEV do filme de botriosferana

11/9/2017 HV Sig VacMode | Mag | WD
9:21:04 AM 8.1 kV SE High vacuum|3000x/7.9 mm

Fonte: autoral

Figura 43 — Imagem da MEV do substrato BNPAg.

HV (Sig| VacMode Mag WD 20.0pum
3 AM 7.9 kV|SE [High vacuum 3000x 8.4 mm BAG

Fonte: autoral
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Na Figura 42 é possivel observar uma rugosidade sutil na superficie
do filme de botriosferana que corrobora com os resultados de superficie obtidos do
filme de botriosferana por AFM (Figura 17). Observa-se ainda uma homogeneidade
da cobertura da superficie da lamina de vidro com o material biopolimérico, o que
garante ao substrato proposto propriedades fisico-quimicas importantes para
promover um bom espalhamento da luz na aplicagdo em SERS. Na Figura 43 a
cobertura das nanoparticulas também apresenta homogeneidade e formacéo de
alguns aglomerados aleatérios de NPAg, caracteristicas que permitem a formacéo de
hot-spots e a intensificacdo do campo eletromagnético que contribui com o efeito
SERS.

Os fatores de intensificacdo (EF) para o substrato de BNPAg foram
calculados para todos os espectros obtidos de acordo com a Equacao 2 (pagina 50),
comparando a integral da intensidade (louk € Isers) da banda de referéncia em 1622
cm nos espectros obtidos das amostras em solugdo com os espectros obtidos de
suas respectivas massas no substrato SERS (botriosferana coberta com NPAg). Os

resultados sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Fator de Intensificacédo para o Cristal Violeta no substrato BNPAg.

Concentracéo | sers | Bulk Nsers NBulk EF
10 pmol.L? 420745 34600 3x1012 6,05x10%6 | 2,5x10°
5 pmol.L? 409569 22364 1,6x1012 3x1016 3,4x10°
1 ymol.L? 471346 6396 3,3x10%! 6x10%° 1,3x108
500 nmol.L? 480492 5286 1,4x10%1 3x10%° 1,9x108
100 nmol.L? 240168 2350 3x101° 6x10% 2,0x10°
50 nmol.L* 63111 940 1,4x10%° 3x10%4 1,4x108
10 nmol.L? 35016 982 3x10° 6x1013 7,1x10°
5 nmol.L? 21079 702 1,4x10° 3x10%3 6,4x10°
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Os valores obtidos para o Nsers € 0 NsuLk levaram em consideracao
o diametro do laser, a ordem de gradeza da poténcia do laser incidida nas amostras,
as concentracdes no caso das amostras em solucédo (sem presenca de NPAQg) e as
massas por area de substrato para o cristal violeta depositado no filme de
botriosferana com NPAg.

Os dados da Tabela 6 mostram os fatores de intensificagdo SERS
para o substrato proposto, estes ndo apresentam uma ordem de crescimento linear.
O que se pode inferir € que possivelmente a molécula analito CV nédo tenha sido
adsorvida com um direcionamento ideal na superficie da NPAg (moléculas adsorvidas
na posicdo vertical apresentam melhores aprimoramentos de sinal). Normalmente,
existe um aumento do EF a medida que a concentracdo do analito diminui, pois
verifica-se uma maior aproximacao dessas moléculas da superficie nanoestruturada
em uma unica camada, livre da blindagem de outras camadas de analito mais
afastadas dessa superficie, que acabam prejudicando os efeitos de intensificacdo
devido as maiores distancias da camada de NPAg.

Outro fator que infere-se resultar nessa heterogeneidade nos valores
obtidos € a topologia do substrato, que é irregular, apresentando espessuras e
rugosidade diferentes, como mostrado no AFM.

Os fatores de intensificacdo calculados para o substrato
compreendem uma ordem de grandeza de 10° a 10° vezes, comparados com o sinal
apresentado para o Raman normal das solucdes de cristal violeta nas diferentes
concentracdes em que foi obtido.

A partir desses valores calculados pode-se perceber que a
sensibilidade do substrato se mantém em uma ordem de grandeza quase constante
alcancando uma deteccdo de cristal violeta no substrato de até 12 pmol/cm?
(quantidade de analito que contribui efetivamente para o sinal). Os resultados obtidos
apresentaram uma ordem de grandeza em acordo com a literatura, onde o fator de
intensificacéo varia de 103 a 107 ordens de grandeza (SKOOG et al, 2007; FAN et al,
2011).

E importante deixar claro que os valores obtidos para o EF nesse
trabalho sdo aproximados e deve-se considerar que varios fatores podem estar
influenciando nesses valores, como a interagdo molécula/substrato, a polarizabilidade

das ligacOes e a forma das nanoparticulas. Deve-se lembrar ainda que os resultados



93

da MEV mostraram uma distribuicao aleatdria dos aglomerados, onde possivelmente
se concentram os hot-spots que intensificam esse efeito. Cumpre-se assim o objetivo
principal do trabalho: utilizar um substrato organico como suporte de nanoparticulas
metalicas que venha a servir como substrato SERS eficiente na deteccdo e

caracterizacdo de uma molécula orgéanica.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na andlise das substancias organicas deste
trabalho por espectroscopia Raman, nas solucdes coloidais de NPAg e NPAu e nos
substratos de BNPAu e BNPAg, foram satisfatérios, no sentido de detectar e
caracterizar as moléculas sonda analisadas (cisteina e cristal violeta).

As amostras analisadas com NPAg em solucédo e no substrato com o
biopolimero (BNPAQ) apresentaram resultados mais satisfatorios que os alcancados
com as NPAu, isso devido a desestabilizacdo das NPAu apds o contato com o analito
investigado (cisteina). Os resultados para as NPAg foram reprodutiveis para as duas
moléculas sonda analisadas, perdendo sensibilidade para concentrac6es menores da
molécula de cisteina, quando analisada na superficie do substrato BNPAg. Isto
possivelmente se deve a instabilidade da interacdo sonda/susbtrato.

Os espectros Raman obtidos sugerem a possibilidade de
guantificacdo da cisteina e do cristal violeta na solucéo coloidal de NPAg em baixas
concentracbes, devido a  proporcionalidade encontrada na relacéo
intensidade/concentracdo nas duas amostras.

Apenas o CV foi passivel de deteccao no substrato BNPAgQ até uma

concentracdo de 5 nmol.Lt, que corresponde a 0,001 ug de CV depositados na
superficie, muito menor que o limite alcancado em solucdo de NPAg (50 nmol.L™1).
O mesmo resultado ndo foi observado para a molécula de cisteina no substrato
BNPAg, que apresentou resposta para apenas uma amostra no BNPAg com massa
igual a 48 mg/cm? e com EF = 48, muito abaixo dos evidenciados na literatura,
destacando a baixa eficiéncia desse substrato na deteccéo desse analito.

Os resultados promissores para o cristal violeta foram possiveis
devido a melhor interacdo dessa molécula com as NP na superficie do substrato e a
capacidade do substrato de adsorver o analito de forma satisfatoria, devido as
propriedades citadas do biopolimero utilizado, da rugosidade presente na sua
superficie, evidenciada pela MEV e AFM, e da homogeneidade que as nanoparticulas
apresentaram na deposicdo sobre o biopolimero, permitindo melhor interacdo da
radiacdo com a superficie, além da contribuicdo da técnica de deposi¢ao na formacgao
de alguns hot-spots, mesmo que aleatorios.

Sugere-se que o0 substrato seja passivel de reutilizacdo, visto que
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pode-se retirar 0 analito utilizando apenas lavagem com agua, desde que o analito
seja sollvel em agua. Descreve-se uma preparacao limpa, que ndo utiliza solventes
organicos de qualquer natureza e uma satisfatéria obtencéo dos coloides de NPAg e
NPAu pela técnica de ablacéo a laser, como foi apresentado pelas analises de UV-vis
dos coldides sintetizados.

Os métodos utilizados para a confeccdo do substrato séo facilmente
manipulaveis. Utiliza-se um biopolimero como suporte, biodegradavel e de fonte
renovavel. Sugere-se que o substrato desenvolvido por este trabalho seja um material
promissor para a aplicagdo no monitoramento de farmacos e detecgdo de moléculas
bioldgicas, por possuir baixo custo e produzir um fator de intensificacdo SERS que
chega a 108 ordens de grandeza para analises de amostras contendo cristal violeta,
detectando uma quantidade de matéria correspondente a 12 pmol.Lt. Estes séo
resultados notavelmente satisfatérios e em acordo com os aprimoramentos SERS

encontrados na literatura para a molécula de cristal violeta (CV).
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