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RESUMO

As proteinas sdo macromoléculas que desempenham diversas fungdes vitais nos
organismos, sendo constituidas por cadeias de aminoacidos. A partir do uso da espectroscopia
de Espalhamento Raman Intensificado por Superficie (Surface Enhanced Raman Scattering -
SERS) foi possivel investigar os mecanismos de interagdao entre o aminoacido L-Metionina
(MET), o dipeptideo L-Carnosina (CAR), a proteina Albumina de Soro Bovino (BSA) e os
anticorpos anti-Albumina de Soro Bovino (anti-BSA) e anti-receptor de folato (anti-FOL)
com a superficie nanoestruturada contendo nanoparticulas de prata (AgNPs). Através da
espectroscopia de absor¢do nas regidoes UV-VIS-NIR foi monitorada a ressonancia do
plasmon de superficie localizado (Localized surface plasmon resonance - LSPR) das
nanoparticulas sintetizadas antes e depois da centrifugag¢do/ressuspensdo em meio aquoso,
para que se tivesse uma estimativa inicial da distribuicdo de tamanhos, a qual foi precisada
pelo Espalhamento dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS) que resultou em um
valor médio por volta de 21 nm antes, e em 25 nm depois da centrifugacao/ressuspensao. A
carga superficial de — 43,1 mV antes e de 5,94 mV depois da centrifugagdo/ressuspensao foi
medida, indicando a estabilidade coloidal. As superficies nanoestruturadas de prata (AgNS),
foram construidas sobre uma placa de vidro, e no caso das amostras de proteinas, a superficie
metalica foi modificada com 2-Mercaptoetanol (ME). Nas superficies com a presenca do
modificador de superficie gerador de ligacdes de hidrogénio, as proteinas foram adsorvidas
preservando um unico padrao espectral SERS. Na auséncia do ME, as proteinas apresentaram
diferentes geometrias de adsorcdo e, portanto, diferentes padrdes espectrais SERS, indicando
que o ME ancora as macromoléculas na superficie de prata. Através da atribuicao vibracional
foi proposto que a tirosina esta envolvida na formacao de ligagdes de hidrogénio com o ME,

servindo de pontos de ancoramento para a adsor¢do das trés proteinas.

Palavras-chave: Proteinas. Espectroscopia SERS. Modificadores de superficie. Transi¢cao

LSPR.



ABSTRACT

Proteins are macromolecules that perform several vital functions in organisms, being
made up of chains of amino acids. Using Surface Enhanced Raman Scattering (SERS)
spectroscopy, it was possible to investigate mechanisms of interaction between the amino acid
L-Methionine (MET), the dipeptide L-Carnosine (CAR), the protein of Bovine Serum
Albumin (BSA) and Anti-Bovine Serum Albumin antibody (Anti-BSA) and Anti-folate
receptor antibody (Anti-FOL) antibodies with the surface of nanostructured containing silver
nanoparticles (AgNPs). Through UV-VIS-NIR spectroscopy, the localized surface plasmon
resonance (LSPR) of the synthesized nanoparticles was monitored before and after
centrifugation/resuspension in aqueous medium, in order to have an initial estimate of the size
distribution, which was obtained by Dynamic Light Scattering (DLS), which resulted in an
average value around 21 nm before and at 25 nm after centrifugation/resuspension. The
surface charge of -43,1 mV before and 5,94 mV after centrifugation/resuspension was
measured, indicating colloidal stability. The nanostructured silver surfaces (AgNS) were built
on a glass plate, and in the case of protein samples, the metallic surface was modified with 2-
Mercaptoethanol (ME). In the surfaces with the presence of this surface modifier generator of
hydrogen bonds, the proteins were adsorbed preserving a unique spectral pattern SERS. In the
absence of ME, the proteins showed different adsorption therefore, different SERS spectral
patterns indicating that ME anchors macromolecules on the silver surface. Through
vibrational assignment it was proposed tyrosine is involved in the formation of hydrogen

bonds with ME, working as anchorage points for the adsorption of three proteins.

Keywords: Proteins. SERS spectroscopy. Surface Modifiers. LSPR transition.
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1 INTRODUCAO

Nas secdes abaixo serdo apresentadas informacdes acerca dos aminoacidos, peptideos
e proteinas. Além disso, uma breve explicagdo sobre nanociéncia com foco nas nanoparticulas
metalicas plasmonicas, e ainda, sobre as técnicas utilizadas para a realizagao deste trabalho,
como ¢ o caso do espalhamento dinamico de luz, potencial zeta, e das espectroscopias UV-

VIS-NIR e Raman, além do efeito associado a essa ultima, que ¢ o efeito SERS.

1.1 AMINOACIDOS, PEPTIDEOS E PROTEINAS

Os aminoacidos sdo unidades basicas na composi¢do das estruturas de peptideos e
proteinas, sendo divididos em dois grupos: ndo essenciais (alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, prolina, serina e tirosina) e essenciais
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina)
(ROGERO; TIRAPEGUI, 2008). Sao considerados essenciais aqueles que ndo podem ser
sintetizados pelo organismo humano, apenas ingeridos através de alimentos (ROGERO;
TIRAPEGUI, 2008). A Figura 1 apresenta a estrutura geral dos aminoacidos, contendo o
grupo amina e 4cido carboxilico caracteristicos em suas estruturas e o grupo “R”,

representando a cadeia lateral que ird variar de acordo com cada aminoacido.

Figura 1 - Estrutura geral dos aminoacidos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Quando dois ou mais aminoacidos sao ligados entre si por ligacdes peptidicas formam-
se os chamados peptideos. Os peptideos podem ser classificados como dipeptideos,
constituidos por dois aminoacidos (NAVARRETE et al, 1995), oligopeptideos que sdo
cadeias constituidos por até 20 aminoacidos (NELSON; COX, 2014) e os polipeptidios que

sao cadeias compostas por mais de 20 aminoacidos (RABOLT et al, 1977). Essas
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biomoléculas podem exercer diversas fun¢des no organismo humano, atuando por exemplo,
como hormonios, antibidticos naturais e até neurotransmissores (MACHADO et al., 2004).
Um exemplo de um dipeptideo ¢ a L-Carnosina (Figura 2) que ¢ composto pela jungao
dos aminoécidos B-Alanina e L-Histidina, podendo ser encontrado no tecido nervoso, na
musculatura esquelética, estdbmago e outras regides do corpo de varios mamiferos (DI

PAOLA et al., 2011).

Figura 2 - Estrutura da L-Carnosina.

N=\
~NH

HQN/\)J\ OH

B-Alanina L-Histidina

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As proteinas possuem uma estrutura mais complexa que os peptideos, sendo estas
compostas pelo entrelacamento das cadeias peptidicas (QUIROGA, 2014). Estas
macromoléculas bioldgicas desempenham fungdes vitais nos organismos vivos, sendo
constituidas por milhares de aminoacidos que podem possuir cadeias laterais diferentes
(NELSON; COX, 2014). De acordo com a diferenciagdo dessas cadeias laterais de
aminoacidos, ¢ possivel obter varios produtos de proteinas como por exemplo enzimas,
hormonios, fibras musculares e anticorpos (NELSON; COX, 2014).

Com base em sua organizacdo estrutural, as proteinas podem ser classificadas de
quatro formas:

a) a estrutura primadria se baseia na sequéncia linear dos aminoacidos ligados entre
si através das ligacdes peptidicas (ROMAO, 2012) (Figura 3a);
b) a estrutura secundaria é formada quando em alguns pontos da estrutura primaria

comegam a se ligar por ligacdes de hidrogénio, causando o arranjo do esqueleto
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da cadeia polipeptidica no espaco, resultando em conformag¢des nomeadas como
a-hélice, B-pregueada e dobras p (ROMAO, 2012) (Figura 3b);

c) a estrutura terciaria ¢ formada a partir do arranjo tridimensional da cadeia
polipeptidica, ocorrendo ligagdes entre os aminodcidos mais distantes presentes
da propria cadeia resultando em um “dobramento” da cadeia secundaria
(ROMAO, 2012) (Figura 3c);

d) a estrutura quaternaria ¢ formada quando ocorre o entrelagamento do arranjo

tridimensional das cadeias polipeptidicas adjacentes (ROMAO, 2012) (Figura

3d).
Figura 3 - Representacdo das quatro estruturas das proteinas.
a) m b) c)
- 4
Q ‘)
1" -e_;;_.“l 1
¥ T \ % 4
- | NS
AN
Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
Primaria Secundaria Terciaria Quartenaria

Fonte: Adaptado de (ROMAO, 2012).

As albuminas sdo uma classe de proteinas conhecidas por sua grande solubilidade no
plasma dos mamiferos, como ¢ o caso da Albumina de Soro Bovino (BSA — do inglés Bovine
Serum Albumin) (MALASKANI ef al., 2017). A BSA ¢ uma proteina presente no sangue
bovino, apresentando bastante similaridade estrutural com a albumina de soro humano (HSA
— do inglés Human Serum Albumin), sendo este o motivo de grande interesse em pesquisas
que envolvam essa proteina (HIRAYAMA et al., 1990). A BSA possui peso molecular por
volta de 66KDa ¢ ¢ constituida por uma cadeia polipeptidica, podendo sofrer mudangas
conformacionais de acordo com a variacdo de temperatura (LIN et al., 1976) e do pH, sendo
carregada negativamente em pH 7 (CARTER; HO, 1994). Sobre a sua composi¢ao, a BSA
apresenta teores majoritarios dos aminoacidos de lisina e 4cido glutamico, por exemplo, além

de aromaticos como a tirosina e também aminodcidos que possuem o enxofre em sua
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estrutura, como por exemplo, a cisteina (PRATA; SGARBIERI, 2008). Abaixo tem-se a
tabela com a composicdo de todos os aminoacidos presentes na BSA (Tabela 1) (TAVARES,
2020).

Tabela 1 - Aminoacidos presentes na proteina BSA.

Aminoacidos Distribui¢ao Aminoacidos Distribuicao
Alanina 46 Leucina 61
Arginina 23 Lisina 59
Asparagina 14 Metionina 4
Acido 40 Fenilalanina 27
Aspartico
Cisteina 35 Prolina 28
Glutamina 20 Serina 28
Acido 59 Treonina 34
Glutamico
Glicina 16 Triptofano 2
Histidina 17 Tirosina 20
Isoleucina 14 Valina 36
Leucina 61 TOTAL 583

Fonte: Adaptado de (TAVARES, 2020).

Outra importante classe de proteinas s3o os anticorpos, os quais podem ser
encontrados em fluidos corporais, possuindo a capacidade de se ligar a antigenos (corpos
estranhos) desempenhando a fung¢do de evitar as agdes prejudiciais dos mesmos nos
organismos (SELA-CULANG, 2013). Sobre a sua estrutura, os anticorpos sao compostos por
duas cadeias, denominadas como leves e pesadas, que sdo unidas por pontes de dissulfetos, e
ainda, possuem uma regido flexivel de interacdo entre antigeno-anticorpo (MURRAY et al.,
2017). A Figura 4 apresenta a estrutura geral dos anticorpos na qual pode-se observar duas
cadeias pesadas “H” e duas cadeias leves “L” e ainda a regido denominada “Fab” onde o
anticorpo se ligard ao antigeno e outra regido “Fc” por onde o anticorpo ird desempenhar

algumas fun¢des, como por exemplo, se ligar ao receptor celular (ROITT; DELVES, 2013).
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Figura 4 - Estrutura geral dos anticorpos.

Fonte: Adaptado de (ROITT; DELVES, 2013).

1.2 NANOCIENCIA — NANOPARTICULAS METALICAS PLASMONICAS

A nanociéncia € o ramo que estuda os materiais em escala nanométrica que envolvem
diversas areas como a Engenharia, Quimica e Biologia (IBRAHIM; UMER; IAQOOB, 2020).
Considerada por especialistas como a nova revolucao industrial, o uso de nanomateriais esta
presente cada vez mais em areas estratégicas, como nos campos energéticos, ambientais,
industriais e medicinais (MARTINS et al, 2012). As nanoestruturas sdo materiais que
possuem pelo menos uma de suas dimensoes, entre 1 ¢ 100 nm (GORESMAN; FELDMANN,
2010). Em especifico, as nanoparticulas metalicas (MNPs) de metais nobres como ouro, prata
e cobre vém despertando bastante interesse entre os pesquisadores da area devido as suas
propriedades Opticas, magnéticas e cataliticas, que diferem das suas estruturas convencionais
macroscopicas (MATSUSHIMA et al., 2012) (WANG et al., 2009).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) destacam-se entre as MNPs por possuirem uma
grande aplicabilidade, principalmente na industria, como por exemplo no setor alimenticio,
produtos de limpeza, cosméticos entre outros (DURAN et al., 2019). Outra caracteristica
importante das AgNPs consiste na sua atuacdo como agente bactericida, sendo esta
caracteristica especifica desse metal, a qual foi bastante aplicada para o tratamento de
queimaduras e doengas causadas por bactérias antes do surgimento dos antibioticos (BRASIL
et al., 2018). Além disso, devido as suas propriedades plasmonicas, as AgNPs tem sido

utilizada como sensores para a deteccao de diversas moléculas. (ZHANG et al., 2009).



22

Na literatura sdo reportadas diversas metodologias de sintese de AgNPs, sendo a mais
conhecida e reproduzida aquela proposta por Creighton (1979) que utiliza o boroidreto como
agente redutor. Outra sintese que deve ser destacada ¢ a proposta por Tsuji et al., (2012) por
possuir alguns aspectos interessantes: as AgNPs possuem uma superficie bloqueada,
provavelmente por hidroxilas, devido a agdo oxidante do peroxido de hidrogénio. Além disso,
¢ possivel observar uma variacdo da coloragdo das suspensdes coloidais com base na ordem
da adicdo dos reagentes, indicando assim a agregacdo das AgNPs, e consequentemente, a
relacdo da coloracdo da solugdo com o tamanho das nanoparticulas. Essa sintese utiliza o
citrato de sdédio como agente estabilizante, o peroxido de hidrogénio como agente oxidante e o
boroidreto de sddio como agente redutor. O uso do perdxido de hidrogénio junto com o
boroidreto de sédio, faz com que ocorra um processo de redugdo/oxidacao que ird ocasionar
no crescimento das AgNPs. Essas AgNPs possuem uma morfologia de nanoplanos (Figura 5)
como pode ser observado na imagem abaixo, sendo esta medida realizada no Immetro, obtida

de sintese semelhante realizada pelo aluno do grupo LabNano, Bruno Guilherme da Fonseca.

Figura 5 - Imagem de microscopia eletronica de transmissao das AgNPs

com morfologia de nanoplanos.

HVY mag o det WD HFW - 500 nm
5,00 kV 300 000 x TLD 4.0 mm 995 nm Magellan

Fonte: LabNano (2014).

As AgNPs possuem propriedades Opticas na regido do visivel como a ressonancia de
plasmon de superficie localizado (LSPR do inglés Localized Surface Plasmon Ressonance).
Esse fendomeno consiste na oscilagdo coletiva dos elétrons da banda de condugao causada pela
interacdo com uma luz incidente promovendo um dipolo induzido oscilante levando a uma
intensificacdo do campo elétrico (KELLY et al, 2013). Na Figura 6 ¢ mostrado a

exemplificagdo da excitagdo LSPR de uma nanoestrutura de formato esférico (WILLETS;
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VAN DUYNE, 2007). No entanto, deve-se ficar claro que essa figura ndo corresponde com a
realidade no sentido das dimensdes das nanoparticulas quando comparada com o
comprimento de onda da radiacdo incidente. Isso se da pois as nanoparticulas sdao muito
menores do que o comprimento de onda da radiacdo incidente, com isso, o campo elétrico

induzido sera homogéneo em toda superficie da nanoparticula.

Figura 6 - Exemplo da oscilagdo coletiva dos elétrons, no caso, em nanoestruturas

esféricas.

Electric field

Matal sphere = _ =

Fonte: Adaptado de (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

As AgNPs, bem como as nanoparticulas de ouro e de cobre, possuem a frequéncia do
LSPR na regido do visivel e infravermelho préoximo (PEIXOTO et al., 2019). E importante
salientar que essa banda de absorcdo LSPR pode ser “deslocada e ajustada™ a partir da
variagdo de alguns fatores, como por exemplo, a morfologia e o tamanho da nanoestrutura

(FENG et al., 2020).
1.3 TECNICAS ANALITICAS

Na se¢do seguinte serdo discutidas as técnicas analiticas utilizadas para a realizagao
deste trabalho, sendo elas o espalhamento dindmico de luz, potencial zeta, e das
espectroscopias UV-VIS-NIR e Raman, como também do efeito associado a essa Ultima, que
¢ o efeito SERS.

1.3.1 Espalhamento Dinimico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

O espalhamento dinamico de luz (DLS) ¢ uma técnica aplicada tanto em pesquisas na

academia quanto na industria, utilizada para mensurar o tamanho das particulas. Essa técnica
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se baseia na flutuacdo das intensidades da luz espalhada pelas particulas presentes nas
suspensdes, € no caso de amostras diluidas que ndo interagem entre si em movimento
aleatorio (Movimento Browniano), torna-se possivel obter o raio hidrodinamico (Rp)
(BHATTACHARIEE, 2016). O Ry representa o tamanho da particula no formato esférico
junto a camadas de solvente e contra-ions, sendo esse termo pertencente a equacdo Stokes-
Einstein (Equagao 1). Outros termos dessa equagao sao: Kg que ¢ a constante de Boltzmann,
T ¢ a temperatura, n ¢ a viscosidade do solvente e DT que ¢ o coeficiente de difusdo

translacional da particula (BHATTACHARIJEE, 2016).

DT = KgT / 6mnRu
(Equacao 1)

O potencial zeta ¢ o potencial elétrico da superficie de uma particula na presenca de
um campo elétrico (BHATTACHARIJEE, 2016). De acordo com o valor do potencial zeta, se
torna possivel inferir acerca do grau de repulsdo existente entre as particulas carregadas no
meio (MAYORAL et al.,, 2014). Em geral, o potencial zeta diz respeito a estabilidade das

particulas.

1.3.2 Espectroscopia de absor¢iao no UV-VIS-NIR

A espectroscopia de absor¢ao no UV-VI-SNIR ¢ uma técnica rapida e eficiente que se
baseia na interacao da luz com as moléculas que constituem a amostra em questdo e sua
absorcdo devidas a transi¢des eletronicas, resultando em um espectro com comprimento de
onda varidvel (BETEMPS et al,, 2011). Sua fundamentacdo se da a partir da lei de Lambert-
Beer, que ¢ a expressao matematica para as medidas de absorcdo de luz nas regides
ultravioleta, visivel e infravermelho de amostras nos trés estados fisicos (ROCHA;
TEIXEIRA, 2004). A equagdo abaixo (Equac¢do 2) representa as medidas de absor¢do em um
dado comprimento de onda, onde os termos sdo: A ¢ a absorvancia, o a intensidade da
radiacdo monocromatica incidente na amostra, I a intensidade da radiacdo que emerge da
amostra, £ ¢ a absortividade molar, b a distancia percorrida da luz na amostra e c ¢ a

concentracao da espécie absorvente (ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

A =log (Io/T) = €bc
(Equacao 2)
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1.3.3 Espectroscopia Raman e Efeito SERS (Espalhamento Raman Intensificado por

Superficie)

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica consolidada capaz de investigar as estruturas
das moléculas através da interagdo da radiagdo eletromagnética, proveniente de uma luz
monocromatica, sob um dado material que ird espalhar essa radia¢do inelasticamente (SINGH
etal.,2015).

Esse fendmeno se baseia no produto da polarizabilidade (o) com o campo elétrico (E)
da radiacdo que incide na molécula, que ira resultar na variagdo do momento de dipolo

induzido (P) (SALA, 2008):

P=E.a
(Equacao 3)

Em relagdo a polarizabilidade, que pode ser entendida como a deformagao da nuvem
eletronica na presenga de um campo elétrico incidente, essa grandeza pode ser desenvolvida

em uma série de Taylor em func¢do da coordenada interna q (SALA, 2008):

da
a=(x+(d—q)oq+...

(Equacao 4)

Ao desconsiderar os termos mais altos, pois a coordenada q havera uma pequena

variacao, considera-se os valores de q € o campo E como (SALA, 2008):

q = qo cos (2mVyt)
(Equacao 5)

E = Eocos (2nVot)
(Equacao 6)
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Onde o termo Vy representa a frequéncia vibracional e o Vo a radiacdo incidente, e
substituindo na Equacdo 3 teremos o valor de momento de dipolo induzido (7) e, apds aplicar

uma identidade trigonométrica nessa equacao tem-se (8) (SALA, 2008):

P = aoEo cos (2nVot) + (Z—Z) qo Eo cos (2nVot) cos (2mVit)

(Equacgao 7)

P = aoEo cos (2nVot) + %(Z—Z) qo Eo {cos [(2m (Vo +Vy) t] + cos [(2m (Vo - Vy) t]}

(Equacao 8)

Se desmembrarmos a equagdo 8, tem-se que a equagdo 8.1 ¢ a frequéncia da radiagdo
incidente referente ao espalhamento Rayleigh (espalhamento elastico) e a equagdo 8.2 ¢
referente ao espalhamento Raman Stokes (Vo - Vy) € ao espalhamento Raman Anti-Stokes (Vo

+ V,). Com isso, infere-se que somente quando houver variacdo da polarizabilidade, ou seja,

(3—;) # 0, o efeito Raman ird ocorrer (SALA, 2008):

aoEo cos (2mVot)
(Equacao 8.1)

Eo {cos [(2m (Vo +Vy) t] + cos [(2m (Vo - V) t]}
(Equacao 8.2)

A Figura 7 ilustra o esquema de espalhamento de luz, onde o espalhamento Stokes
(Figura 7a) ocorre quando a frequéncia de luz incidente ¢ maior que a frequéncia de luz
espalhada, o espalhamento Rayleigh (Figura 7b) ocorre quando a frequéncia incidente de luz ¢
igual a frequéncia de luz espalhada e o espalhamento Anti-Stokes (Figura 7c) ocorre quando a

frequéncia de luz incidente € menor que a frequéncia de luz espalhada pela amostra.



Figura 7 - Ilustra¢do do espalhamento Stokes/Rayleigh/Anti-Stokes.
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Fonte: Adaptado de (FARIA et al.,1997).
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O uso dessa técnica para analise de proteinas ¢ bastante reportado na literatura. E

empregado como modelo o uso da molécula N-metilacetamida como referéncia para se

determinar os modos vibracionais caracteristicos, tanto em peptideos quanto em proteinas, no

que diz respeito a sua estrutura secundaria (ANDRUSHCHENKO et al., 2009). Como forma

de fornecer informacdes a respeito das proteinas, existem dois modos vibracionais

importantes e caracteristicos de proteinas, que sdo referentes as bandas de amida I e amida III.

(AREAS; KAWANO, 1991). Na Tabela 2 tem-se os modos vibracionais das amidas com seus

respectivos numeros de onda e com suas contribuigdes aproximadas referente a cada ligacao

quimica.
Tabela 2 - Modos vibracionais das Amidas.
Modo da Amida Numero de onda Contribuigdes aproximadas individuais
(cm™) aproximadas das liga¢des quimicas (%)
AMIDA 1 1700 -1600  COv (76), CNv (11), CCN 6(8), NH ib
)
AMIDA 11 1570 - 1540  NH b (45), CN v (30), CO ib (10), CC v
(8), NCv (7)
AMIDA 111 1250 NH ib (50), CC v (20), CN v (18), CO ib
(12)
AMIDA IV 640-620 CO ib (45), CC v (35), CNC & (20)

Legenda: v (Estiramento), 6 (Deformagao), ib (Flexado do plano).

Fonte: Adaptado de (TATULIAN, 2013).
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Com isso, a partir dessa técnica, ¢ possivel obter informagdes da amostra analisada,
sendo estd uma técnica com baixo tempo de analise e de facil preparo de amostra (SALA,
2008). No entanto, a espectroscopia Raman possui algumas limitagdes como a baixa secgao
de choque, que contribui diretamente para as baixas intensidades dos sinais obtidos
(SANT’ANA et al., 20006).

Uma forma de contornar esse problema consiste na interacdo das moléculas em analise
com NPs metélicas com propriedades LSPR, levando a uma grande intensificacdo do sinal
Raman, fazendo com que as moléculas adsorvidas nestas superficies possam ser detectadas
em baixas concentragdes, sendo este o fendmeno conhecido como Espalhamento Raman
Intensificado por superficie (SERS do inglés Surface-enhanced Raman scattering) (FARIA et
al., 1999) (COSTA et al.,, 2011). Sobre a intensificacdo do sinal Raman, ¢ possivel afirmar
que este varia entre 10 e 10'° vezes (AROCA, 2006). Além da intensificacdo nas superficies,
¢ possivel que a molécula adsorvida esteja entre duas nanoparticulas metalicas “hot spots”,
fazendo assim com que a intensifica¢io do sinal Raman seja na ordem de 10'' (SANT’ANA
et al., 2006).

Esse efeito pode ser explicado a partir de dois modelos, o modelo eletromagnético e o
modelo quimico.

O modelo Eletromagnético se baseia na intensificacdo do campo elétrico local da
superficie das nanoestruturas metalicas (Figura 6), o qual ird consequentemente, intensificar o
sinal Raman das moléculas que estejam adsorvidas ou que estejam muito préximas das
superficies rugosas do metal, fazendo com que o espectro SERS e o espectro Raman das
moléculas sejam os mesmos (SANT’ANA et al., 2006) (MCNAY ez al., 2011). E importante
ressaltar que essa teoria vem sofrendo grandes avangos, com a motivacao de se criarem cada
vez mais substratos SERS de alto desempenho, para as mais diversas aplicacoes (DING et al.,
2017). Ja o modelo quimico se baseia na ligagdo metal-molécula, ou seja, ocorre a adsor¢ao
da molécula de interesse na superficie do metal, formando assim o chamado “complexo de
superficie”, resultando no espectro SERS da molécula, podendo haver pequenos
deslocamentos das bandas quando comparado com o espectro Raman da mesma (SANT’ANA
et al., 2006) (MCNAY et al., 2011). Normalmente o espectro SERS envolve a mistura desses
dois efeitos.

Essa intensificagdo do campo elétrico pode ser explicitada pela formula abaixo
(KNEIPP et al., 1999), onde Isersvs) ¢ a intensidade do sinal SERS, Iv1) € a intensidade da

radiagdo excitante, Avr) € o campo elétrico da radiacdo incidente, Avs) € o campo elétrico da
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radiacdo espalhada, N é o nimero de moléculas envolvidas e R é a seccdo de choque

Raman da molécula adsorvida:

Isersevs) = N. Iive). [Avn. |Aws)?. oRads

(Equacao 9)

Para compreender melhor o que ocorre na superficie metalica quando aplicado um
campo elétrico, € necessario aplicar um modelo simples, como o Modelo de Drude, que apds
aplica-lo no caso dos plasmons tem-se a funcao dielétrica do metal, que ird possuir uma parte
“Real” e outra “Imaginaria”, sendo a primeira referente ao espalhamento de luz, enquanto a
segunda diz respeito a absor¢ao da luz (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Diversas pesquisas
sobre a incorporagdo de nanoparticulas em substratos vem despertando bastante interesse por
grupos de pesquisas para serem utilizados na deteccao de moléculas através da espectroscopia
SERS (WANG et al., 2006). Para que um substrato SERS apresente um bom desempenho, a
parte “Imaginaria” da fungdo dielétrica deve ser minima, enquanto a parte “Real” deve ser
negativa e, além disso, essas duas partes podem ser relacionadas entre si, através do conceito
do fator de qualidade (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).

O fator de qualidade indica em qual regido espectral cada metal possa ser aplicado de
melhor forma com o objetivo de se obter espectros SERS, como demonstrado na Figura 8 (LE
RU; ETCHEGOIN, 2009). Na figura abaixo pode-se observar uma regido “sombreada” no
grafico indicando quais metais s3o adequados para aquisicdo dos espectros SERS, sendo esta

regido referente a valores de fator de qualidade maiores ou igual a dois.
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Figura 8 - Fator de qualidade para diferentes metais na regido espectral do visivel e

infravermelho préximo.
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Fonte: Adaptado de (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).

Sobre o uso e aplicacao dessas nanoparticulas metélicas, de acordo com a literatura, ¢
possivel observar varios trabalhos que abordam a incorporacdo das mesmas em substratos
para a construcdo de superficies nanoestruturadas, que podem ser aplicadas, tanto para o
desenvolvimento de pesquisas quanto no setor industrial (WANG et al, 2006). Sobre a
construcao dessas superficies contendo nanoparticulas, é importante destacar a vantagem que
estes podem ser armazenados sem que sua estrutura morfologica sofra mudangas (SCHNEID
et al., 2015), no entanto, um grande desafio € torna-los estaveis e também reprodutiveis
(HUH, 2010).

No caso da interagcdo de biomoléculas com as superficies metalicas, deve-se levar em
considera¢do as possiveis mudangas conformacionais dessas moléculas (KENEGNE-MOMO
et al., 2012). De acordo com a literatura, muitos trabalhos indicam que ¢ possivel obter
espectros SERS de proteinas. Muitos desses trabalhos envolvem a proteina BSA, seja para o
desenvolvimento de um estudo sobre a interacdo de nanoparticulas de ouro com a BSA (CAO
et al., 2012), na constru¢cdo de um sensor SERS para deteccdo de biomoléculas em solucdes
liquidas de aminodcidos (lisozima e fenilalanina) e proteinas (BSA) em concentragdes baixas
(FAZIO et al, 2016) e também para a construcdo de filmes nanoestruturados sobre
superficies ndo porosas como substrato contendo AuNPs modificadas por varios tipos de
mercaptanas para adsor¢do de BSA, verificando a reprodutibilidade espectral devida as
interacdes AuNP-mercaptana-BSA (NOMAN; SANT’ANA, 2018).

Sobre esse ultimo trabalho, o uso das mercaptanas levou a um tipo predominante de

geometria de adsor¢do da proteina sobre a superficie nanoestruturada de ouro, e em
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consequéncia disso, acarretou numa grande reprodutibilidade espectral, fato importante que
influenciou para a realizagdo deste trabalho.

Desta forma, neste trabalho foram construidas superficies nanoestruturadas contendo
nanoparticulas de prata, utilizando ou ndo a mercaptana 2-Mercaptoetanol (ME), a fim de se
adsorver proteinas com o objetivo de se investigar a forma de como essas biomoléculas sdo

adsorvidas em superficies metalicas.
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2 OBJETIVOS

Estudar a interacdo das moléculas do aminoacido L-Metionina, do dipeptideo L-
Carnosina e também das proteinas BSA e os anticorpos anti-Albumina de Soro Bovino
(Anti-BSA) e anti-receptor de folato (Anti-FOL), adsorvidas em superficies
nanoestruturadas de AgNPs com presenca e auséncia do modificador de superficie ME, por

espectroscopia SERS.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos do trabalho, estao:

a) sintetizar as AgNPs e realizar a sua caracterizagdo espectroscopica por absor¢ao
no UV-VIS-NIR;

b) determinar a distribui¢do de tamanhos das AgNPs pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) e de carga superficial por potencial zeta;

¢) construir as superficies nanoestruturadas de AgNPs sobre ldminas de vidro;

d) obter os espectros Raman das moléculas cristal violeta (CV), da L-Metionina
(MET), da L-Carnosina (CAR), da BSA e do anticorpo Anti-FOL;

e) caracterizar por espectroscopia SERS a adsor¢ao do CV, da MET, da CAR, do
ME, da BSA e dos anticorpos Anti-BSA e Anti-FOL em superficies
nanoestruturadas de AgNPs;

f) caracterizar por espectroscopia SERS a adsor¢cdo da BSA e dos anticorpos Anti-
BSA e Anti-FOL em superficies nanoestruturadas construidas a partir das

AgNPs, modificados por ME.
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3 METODOLOGIA

Abaixo sera apresentada a metodologia aplicada para a realizagdo deste trabalho,
sendo dividida nas seguintes etapas: Instrumentacdo, Mapeamentos SERS e condigdes das
medidas, Reagentes e Solventes, Sintese das AgNPs e Constru¢do das superficies

nanoestruturadas.

3.1 INSTRUMENTACAO

Nessa secdo serdo apresentadas a instrumentagdo utilizada para a realizagdo deste
trabalho, como ¢ o caso do Espectrometro de absor¢cdo UV-VIS-NIR, Espectrometro Raman,

DLS e Potencial Zeta.

3.1.1 Espectrometro de absor¢ao UV-VIS-NIR

A solucdo coloidal de AgNPs foi analisada utilizando um espectrofotometro Ocean
optics fiber USB 2000 + XRI-ES, NIR 256-2.1 na faixa de 200 a 2800 nm, utilizando cubetas

de quartzo de caminho 6tico 5 mm.

3.1.2 DLS e Potencial Zeta

A solucdo coloidal foi analisada pelo equipamento de espalhamento de luz dindmico
(DLS) Marlvern, Nano ZS90 (Red badge) e model number (ZEN3690) particle size and zeta
potencial - 90° optics. O DLS determina o raio hidrodinamico (Ru) das particulas através do
espalhamento de luz a partir do movimento Browniano das particulas presentes na solugao.
Assim, ¢ possivel obter informagdes acerca da distribuicdo dos tamanhos das particulas
analisadas.

No mesmo equipamento ¢ possivel determinar a carga da superficie das
nanoparticulas, por meio do potencial Zeta, que ird indicar a carga elétrica que recobre a

nanoparticula dando a informacao sobre a estabilidade da solucao coloidal.
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3.1.3 Espectrometro Raman

O espectro Raman da molécula de BSA no estado s6lido foi obtido no espectrometro
FT-Raman Bruker-RFS-100, equipado com um detector de germanio refrigerado por
nitrogénio liquido, acoplado a um microscopio Olympus com uma lente objetiva de
magnificagdo de longo alcance de 40 vezes com linha de excitacdo do laser Nd-YAG com
comprimento de onda de 1064 nm.

Os espectros Raman das moléculas, MET ¢ CAR no estado sélido e da solucdo de
Anti-FOL seca sobre placa de vidro, além dos espectros SERS (MET, CAR, ME, BSA, Anti-
BSA e Anti-FOL) foram obtidos no espectrometro Raman Bruker-Senterra dispersivo
equipado com um detector CCD refrigerado termoeletricamente, acoplado a um microscépio
Olympus com uma lente objetiva de magnificacdo de curto alcance de 100 vezes, com linha
do laser de excitagdo com comprimento de onda de 632,8 nm. Apenas para o CV foram
obtidos os espectros Raman e SERS com as radiacdes excitantes de comprimento de onda

632,8 ¢ 785 nm.

3.2 MAPEAMENTOS SERS, CONDICOES DE MEDIDAS E A RELACAO DA
POTENCIA NOMINAL E POTENCIA REAL

Para a realizagdo das medidas, foram realizados mapeamentos como forma de estudar
a maneira da adsorc¢ao dos analitos na superficie de prata, como também a reprodutibilidade
espectral. Com isso, numa dada regido da superficie nanoestruturada, foi selecionada uma
matriz retangular de pontos com distancia entre si de 5 micrometros, onde cada ponto
selecionado resultou em um espectro. Todos os espectros foram plotados utilizando o
software Origin 8, inclusive os ajustes de corre¢do de linha base e o uso da ferramenta
smooth. Sobre a selecdo dos espectros nos mapeamentos SERS para uma posterior tentativa
de atribuicdo de bandas, estes foram selecionados a partir da comparagdo com resultados
similares presentes na literatura, de acordo com os padrdes espectrais referentes aos
adsorbatos utilizados para a realiza¢ao deste trabalho, além da reprodug¢dao do mesmo padrao
espectral entre os varios pontos selecionados.

Exceto o espectro Raman do solido da BSA, os outros espectros Raman e SERS foram
obtidos no equipamento espectrometro Raman Bruker-Senterra dispersivo e apresentaram a
poténcia nominal (que ¢ aquela escolhida no software no momento da realizagdo da medida)

diferente da poténcia real (que ¢ a poténcia que realmente ¢ incidida na amostra). Isso foi
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observado através de um medidor de poténcia, com isso, abaixo € possivel observar na tabela

3 as condigdes de medidas realizadas dos espectros/mapeamentos SERS realizados e na tabela

4 as condi¢des de medidas para os espectros Raman.

Tabela 3 - Condigdes de medidas dos espectros/mapeamentos

SERS das moléculas.

Filmes Linha Laser  Poténcia Tempo de Abertura da
(nm) (Nominal/  Acumulagdo Fenda

Real)

mW
Ag-CV 785 100/70 10s 2 mm
Ag-CV 632,8 10/5 10s 2 mm
Ag-MET 632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-CAR 632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-ME 632,8 2/1 I5s 2 mm
Ag-BSA 632,8 2/1 I5s 2 mm
Ag-ME-BSAX 632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-AntiBSA 632,8 2/1 I5s 2 mm
Ag-ME-AntiBSA  632,8 2/1 I5s 2 mm
Ag-AntiFOL 632,8 2/1 15s 50x1000 um
Ag-ME-AntiFOL  632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-ME-BSAY 632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-ME-BSA? 632,8 2/1 15s 2 mm
Ag-ME-BSAX! 632,8 10/5 15s 2 mm
Ag-ME-BSAX? 632,8 20/10 15s 2 mm

Legenda: ¢ (coadigdes), s (segundos), mm (milimetros), pm (micrometros), Ag-ME-BSA* (filme

construido utilizando a sintese avermelhada), Ag-ME-BSAY (filme construido utilizando a sintese

alaranjada), Ag-ME-BSAZ (filme construido utilizando a sintese arroxeada), Ag-ME-BSA*! (filme

construido utilizando a sintese avermelhada aplicando uma poténcia nominal de 10 mW) e Ag-ME-

BSA*? (filme construido utilizando a sintese avermelhada aplicando uma poténcia nominal de 20

mW). Todos os espectros foram coletados utilizando-se objetiva de magnificacdo 100 vezes.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 4 - Condicdes de medidas dos espectros Raman das moléculas.

Solido seco  Linha Laser Poténcia Tempo de  Abertura da Fenda
(nm) (Nominal/ Acumulacao
Real)
mW
CV 632,8 2/1 15s 2 mm
MET 632,8 2/1 15s 25x1000 pm
CAR 632,8 20/10 15s 2 mm
BSA 1064 250 512 scans -
Anti-FOL  632,8 5/2,5 15s 50x1000 um

Legenda: ¢ (coadigdes), s (segundos), mm (milimetros), um (micrometro).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

3.3 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados foram: Nitrato de prata (Sigma-Aldrich), Citrato de sodio
(Sigma-Aldrich), Boroidreto de sodio (Fluka), Peroxido de Hidrogénio 30% v/v (Vetec), 2-
Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), Cristal Violeta (Vetec), Albumina de Soro Bovino (Sigma-
Aldrich), L-Metionina (Sigma-Aldrich), L-Carnosina (Sigma-Aldrich), anti-Albumina de
Soro Bovino (Sigma Aldrich) e anti-receptor de folato (Sigma Aldrich).

Os reagentes utilizados foram: Alcool Etilico (Synth), Acido Nitrico (Synth), Acido
Cloridrico (Sciavicco) e Agua deionizada do deionizador Milipore Synergy-UV (p = 18,2 MQ

cm).
3.4 SINTESE DAS AgNPs DISPERSAS EM MEIO AQUOSO

Para o preparo do coloide de Ag, baseado na sintese de Tsuji ef al., (2012), foram
adicionados 50 mL de uma solugdo de AgNO;3 (0,1 mmol L) e 3 mL de uma solugio
aquosa de citrato de sodio (30 mmol L) em um erlenmeyer, que foi mantido sob agitacdo.
Posteriormente foram adicionados 280 pL de boroidreto de sédio (100 mmol L) na solugio
do erlenmeyer e assim foi possivel observar a coloragdo da solug¢do variando de incolor para

amarelada.
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Em seguida, essa solu¢do foi levada para o banho ultratermostatico de modo que a
temperatura fosse constante em 27°C com variagcdes menores que 0,2°C. Apds 30 minutos,
foram adicionados 120 pL. H>O» (30% m/v) de forma rapida e assim, sob agitacdo, foi
possivel observar a mudanca da coloragdo de amarelo palida para laranja até chegar no
vermelho. Por fim, o erlenmeyer foi levado novamente ao banho ultratermostatico, durante 1

hora.

3.5 CONSTRUCAO DAS SUPERFICIES NANOESTRUTURADAS DE PRATA

Para que se pudesse obter as superficies contendo AgNPs, foi adaptado o

procedimento descrito na literatura por Noman e Sant’Ana (2018).

3.5.1 Limpeza das laminas de vidro

As laminas de vidro foram imersas em uma solu¢do de agua régia (HCI/HNOs 3:1) por
5 minutos, com a finalidade de retirar possiveis metais pesados presentes na lamina. Apos
esse intervalo de tempo, as laminas foram retiradas dessa solucdo e foram lavadas

excessivamente com agua deionizada. Por fim, estas foram secas na estufa.

3.5.2 Preparo das suspensoes de AgNPs

Por causa da superficie impedida por causa do excesso de cargas OH™ das AgNPs, se
fez necessario a sua ressuspensdo em meio aquoso, com a objetivo de retirar o excesso dessas
cargas, com isso, as AgNPs foram levadas a centrifugagao por 10 minutos com valor de forca
g de 15339 m/s>. Posteriormente, foi descartado o sobrenadante. e o precipitado foi

ressuspendido em 4gua deionizada.

3.5.3 Obtencao das superficies nanoestruturadas de prata

Nessa secdo serdo apresentadas a forma de como foram obtidas as superficies

nanoestruturadas de prata, de acordo com o método 1 e método 2.
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3.5.3.1 Obtengao das superficies nanoestruturadas de prata — Método 1

Todos as superficies nanoestruturadas foram construidas da mesma forma, ou seja, foi
preparada uma solu¢dio aquosa do analito e dessa solu¢do foram retirados 100 puL™!' para em
seguida, misturd-la com 900 pL! de a solugdo do coloide ressuspendido obtida no item 3.5.2.
Essa solugao foi deixada em repouso por 1 hora sob a bancada.

Sob as laminas secas, foi gotejado a solugdo contendo o coloide ressuspendido com o
analito, e posteriormente, essa lamina foi seca & vacuo em uma temperatura de 30°C por 10
minutos. Em seguida, a lamina foi levada para andlise no espectrometro Raman. Foram

preparadas as seguintes superficies nanoestruturadas:

Tabela 5 - Superficies nanoestruturadas construidas.

Filme Composic¢ao Concentragao final do analito
1 Ag-CV [CV]=1,0x 10%mol. L
2 Ag-MET [MET]=1,0x 10 mol. L"!
3 Ag-CAR [CAR] = 1,0 x 10° mol. L"!
4 Ag-BSA [BSA]=1,0 x 10®*mol. L'!
5 Ag- Anti-BSA [Anti-BSA] = 0,05 mg. mL"!
6 Ag- Anti-FOL [Anti-FOL) = 1,0 x 10" mol. L’!

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

3.5.3.2 Obtengdo das superficies nanoestruturadas de prata — Método 2

Primeiramente foi preparado uma solu¢gdo do ME em meio etanoico, com
concentracio final de 1,0 x 10 mol L'!. Dessa solugdo, foi retirada uma aliquota de 100 ul a
qual foi misturada com 900 pl de solugdo coloidal ressuspendida, obtida no item 3.5.2., sendo
mantida em repouso por 15 minutos sob a bancada, resultando em uma concentracao final de
ME de 1,0 x 107 mol L'. Todos as superficies nanoestruturadas nessa se¢do foram
construidos utilizando a essa concentragao do ME.

Posterior a isso, foram construidas as seguintes superficies nanoestruturadas:
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Tabela 6 - Superficies nanoestruturadas construidas na presenga do ME.

Filme Composicao Concentragao final do analito
1 Ag-ME [ME]=1,0x 107 mol. L"!
2 Ag-ME-BSA* [BSA]=1,0x 10®¥mol. L™
3 Ag- ME- Anti-BSA [Anti-BSA] = 0,05 mg. mL"!
4 Ag- ME- Anti-FOL [Anti-FOL) = 1,5 x 107 mol. L"!
5 Ag-ME-BSAY [BSA]=1,0 x 10®¥mol. L™
6 Ag-ME-BSA? [BSA]=1,0x 10®¥mol. L™

Legenda: Ag-ME-BSA* (superficie nanoestruturada construida utilizando a sintese avermelhada), Ag-
ME-BSAY (superficie nanoestruturada construida utilizando a sintese alaranjada), Ag-ME-BSA*
(superficie nanoestruturada construida utilizando a sintese arroxeada).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Todos as superficies nanoestruturadas foram construidas da mesma forma, ou seja, foi
preparada uma solucdo aquosa do analito e, dessa solucao, foram retirados 100 pl para em
seguida, mistura-la com 900 pl de uma solucdo contendo o coloide ressuspendido com ME.
Essa solugdo foi deixada em repouso por 1 hora sob a bancada.

Sob as laminas secas, foi gotejada a solugdo contendo o coloide ressuspendido com o
analito, e posteriormente, essa lamina foi seca & vacuo em uma temperatura de 30°C por 10

minutos. Em seguida, a lamina foi levada para analise no espectrometro Raman.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo discutidos os resultados obtidos acerca da sintese realizada, os
espectros Raman dos adsorbatos CV, MET, CAR, BSA, ANTI-BSA E ANTI-FOL como

também dos espectros SERS dos adsorbatos adsorvidos nas superficies nanoestruturadas.

4.1 CARACTERIZACAO DA SINTESE DE AgNPs

Na sintese de Tsuji et.al (2012), ao alterar a forma de se adicionar os seus reagentes,
se torna possivel obter diferentes tamanhos de AgNPs e, em consequéncia disso, diferentes
coloragdes dessa sintese. Foram preparadas trés sinteses que resultaram coloragdes diferentes:
alaranjada, avermelhada e arroxeada. A diferenga entre elas foram, na sintese avermelhada,
depois de deixar estabiliza-la no banho ultratermostatico por 30 minutos, o erlenmeyer foi
retirado do banho para que fosse adicionado de maneira rapida o perdxido de hidrogénio, e
assim fosse agitado manualmente até que a coloragdo da sintese passasse de amarelo palido,
laranja e chegasse na coloracdo avermelhada. Apos isso, o erlenmeyer foi colocado
novamente no banho, onde foi mantido por 1 hora. A segunda sintese, de coloragdo
alaranjada, também foi realizada da mesma forma, porém ao adicionar o peroxido de
hidrogénio de forma rapida, o erlenmeyer foi agitado manualmente até que a coloragdo fosse
alaranjada fosse alcancada, e assim, foi colocado em cima da bancada, ndo retornando ao
banho termostatico. A terceira sintese de cor arroxeada também seguiu o mesmo
procedimento, mas ap6s a adicdo do peroxido répida, foi agitado até a coloracdo arroxeada e,
por fim, o erlenmeyer foi colocado em cima da bancada, ndo retornando ao banho
termostatico. Abaixo, € possivel observar os espectros UV-VIS-NIR e suas respectivas
coloracdes resultantes, avermelhada (Figura 9A), alaranjada (Figura 9B) e arroxeada (Figura
9C). Como ja haviam sido realizados alguns testes prévios com a sintese de coloracdo

avermelhada, para a realizagdo deste trabalho essa sintese foi escolhida (Figura 9A).
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Figura 9 - Espectro UV-VIS-NIR da suspensdo coloidal avermelhada (A), alaranjada

(B) e arroxeada (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao comparar os trés espectros, nota-se que, o espectro referente a sintese das AgNPs
avermelhadas (Figura 9A) possui um tamanho predominante de particulas menores, quando
comparados com as outras sinteses. A banda com maximo em ca. 400 nm, refere-se a
nanoparticulas com tamanho por volta de 20 nm, e ao observar essa mesma banda nos outros
espectros, ela tende a diminuir. J4 a banda em 470 nm tende a se deslocar para maiores
comprimentos de onda, indicando assim uma distribuicdo de tamanhos maiores de
nanoparticulas presentes nas sinteses. Esse processo continuo de reducdo seguida por
oxidagdo permite que essas particulas maiores sejam reconstruidas, resultando nos nanoplates.
Este foi um resultado diferente do que reportado por Tsuji et al., (2012), no entanto, ja era
esperado essa diferenga pois a forma de como adicionar alguns reagentes ndo foi a mesma.
Em consequéncia disso, a distribuicao de tamanhos também nao foi a mesma reportada no
artigo. De acordo com a sintese reportada, ao adicionar o boroidreto de sodio e o peroxido de
hidrogénio, de forma lenta sob agitacdo, o resultado seria uma colora¢do do coloide azulada.
No caso dessa sintese, o boroidreto de sddio foi adicionado de forma lenta e o perdxido de
hidrogénio foi adicionado de forma rapida e, em seguida, o erlenmeyer foi agitado até o
momento em que a coloragao se mostrou com coloracao avermelhada.

Ao analisar esse espectro (Figura 10A), ¢ possivel inferir que a suspensdo coloidal
possui duas distribui¢des de tamanho, bem proximas, de nanoparticulas referentes as duas
bandas citadas. Para a adsor¢do dos analitos, foi realizada a centrifugagdo / ressuspensao em
meio aquoso, pelo fato da superficie das AgNPs ser impedida por causa do excesso de cargas
OH’, como pode ser demonstrada na reacao abaixo (Reagdo 1), que provavelmente ¢ a razao

que impediu a adsorcdo dos analitos de interesse. Apds a centrifugacdo, e em seguida
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ressuspensao em meio aquoso, foi medido o espectro UV-VIS-NIR da suspensdo coloidal

(Figura 10B).

2 Ago +HyO2 - 2 AgJr +2 OH"
(Reagdo 1)

Ao analisar esse espectro (Figura 10B), foi possivel observar as duas bandas ja
observadas no espectro anterior (Figura 10A), porém notou-se uma diferenca no valor da
extin¢do dessas bandas. No primeiro espectro, a banda mais proxima da regido UV era mais
intensa, o que significa que antes da centrifugagdo/ressuspensdo a maioria das AgNPs
presentes na suspensdo faziam parte de uma distribui¢do de menor tamanho, quando
comparados a outra banda indicada. Apds a centrifugacdo/ressuspensdo, as intensidades
dessas bandas diminuiram, a ponto da banda mais proxima da regido do IV se tornou mais
intensa, o que de fato j& era esperado, pois depois da centrifugacdo, as nanoparticulas de
tamanhos maiores foram para o fundo do ependorff e em seguida com a ressuspensao, em
meio aquoso, as menores foram para o sobrenadante. Como esse sobrenadante ¢ descartado,
era esperado que as AgNPs com tamanhos maiores prevalecessem, e isso ¢ constatado no
espectro apos a centrifugacdo. Ao comparar os dois espectros UV-VIS-NIR, se torna melhor a

visualizacao dessa diferenca (Figura 10C).
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Figura 10 - Espectros UV-VIS-NIR das suspensdes AgNPs antes da centrifugagdo (A),

apos a centrifugacdo e ressuspensdo (B) e os mesmos espectros plotados junto (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A andlise do DLS avaliou o tamanho das nanoparticulas na solu¢do aquosa, antes e
depois da centrifugacdo/ ressuspensao em meio aquoso. Logo apds a realizacao da sintese, foi
medido o DLS da mesma, indicado num gréafico de tamanho por intensidade (Figura 11A),
logo, a partir desse resultado, foi possivel constatar a presenga de populagdes de
nanoparticulas muito proximas. Outro grafico interessante, a respeito dessa mesma medida foi
obtido, que ¢ o caso de tamanho por volume (Figura 11B) que resultou num tamanho médio
de 21,37 nm. Foi também analisada a medida do DLS apds a centrifugacdo da sintese e sua
ressuspensdo em meio aquoso, demonstrado nos graficos de tamanho por intensidade (Figura
12A) e tamanho por volume (Figura 12B), no qual resultou num tamanho médio de 24,64 nm
Esse resultado ¢ interessante pois pode-se notar que a partir da ressuspensdo do precipitado,
que continha as nanoparticulas de tamanhos maiores, ¢ o descarte do sobrenadante que
continha as nanoparticulas de tamanho menores, que nao respondem a centrifugagdo, notou-se
que a curva apds a ressuspensao ficou mais intensa e a distribuicdo de tamanhos se tornou

mais homogénea, restando assim as AgNPs com maior distribui¢do de tamanho. Outro fato
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importante foi que, apos a ressuspensdo, as AgNPs de maiores tamanhos com ca. 100 nm
também ndo prevaleceram, isso pode ser explicado pois, utilizando um ependorff para a
centrifugacao, muitas dessas nanoparticula ficam presas na parede do proprio ependorff, o que

pode ser observado visualmente.

Figura 11 - Resultado da analise do DLS da suspensdo aquosa de AgNPs tamanho por

intensidade (A) e tamanho por volume (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 12 - Resultado da analise do DLS da suspensdo aquosa de AgNPs apods a

ressuspensao em meio aquoso tamanho por intensidade (A) e tamanho por volume (B).

DO e e .
T L
L
o
T Y S S S S
= 10 :
z
5
0
0.1 1000
ol B
o
2
o
Coqpdo e R
o
E
3
g ...............................
100 1000

Size (d.nm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Os valores obtidos através da andlise do potencial Zeta (Figura 13A) resultaram no
valor de -43,1 mV, indicando assim que a superficie das AgNPs estd carregada
negativamente, muito provavelmente por causa dos reagentes utilizados para a realizagdo da
sintese. O boroidreto de s6dio que foi o agente redutor gerou ions boratos na superficie das
AgNPs, o peroxido de hidrogénio que foi o agente oxidante gerou ions OH™ e, por fim, o
citrato de sodio que atua como agente estabilizador gerou uma carga na superficie que ¢
negativa. Apds a centrifugacdo e ressuspensdo em meio aquoso, foi medido o potencial zeta
que resultou num valor de +5,94 mV (Figura 13B), isso pode ser explicado pois apos a
ressuspensao, as cargas negativas que estabilizavam as AgNPs que impediam a aproximagao
dos analitos na superficie, o que motivou a centrifugagdo do coloide e, em seguida, sua
ressuspensao em meio aquoso,(OH™ ,ions borato e ions citrato) sdo retiradas resultando numa
carga positiva na superficie das nanoparticulas, e pelo valor resultante conclui-se que essas
AgNPs nao sdo mais estaveis, de forma que foi decidido que todo procedimento experimental

para a obtencao dos espectros SERS foi realizado no mesmo dia da centrifugacao.

Figura 13 - Andlise do potencial Zeta da suspensdo aquosa de AgNPs antes da
centrifugacdo (A) e apds a centrifugagdo/ressuspensdo em meio aquoso (B).
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE SERS DAS SUPERFICIES NANOESTRUTURADAS
DE Ag (AGNS)

Nessa se¢do serdo apresentados os resultados obtidos acerca da atividade SERS das

superficies nanoestruturadas de prata construidas.
4.2.1 Caracterizacio Raman e SERS utilizando o CV como molécula de prova

ApoOs a sintese das AgNPs, iniciou-se o processo para obtengdo das superficies
nanoestruturadas descritos no item 3.5.3. As superficies nanoestruturadas foram obtidas apds
gotejamentos em laminas de vidros previamente limpas, e secas a vacuo em uma temperatura
de 30°C por 10 minutos. Com a finalidade de avaliar a atividade SERS do substrato

(superficies nanoestruturadas), foi utilizado o CV (Figura 14) como analito.

Figura 14 - Estrutura do CV.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Primeiramente, foi realizado o espectro Raman do solido do CV utilizando a radiagao
excitante de linha laser de comprimento 632,8 nm (Figura 15A). Ao realizar a busca a
literatura, ndo foi encontrado o espectro Raman do CV solido utilizando esta linha laser, por
causa dessa molécula possuir transi¢do eletronica em ressonancia com a linha laser 632,8 nm.

O espectro obtido possui uma grande banda de fluorescéncia, por causa da ressonancia
do analito com a linha laser utilizada, com isso, o efeito SERS ¢ acrescido ao efeito RR
(Raman ressonante), resultando o efeito espalhamento raman ressonante intensificado por

superficie (SERRS do inglés - Surface-Enhanced Resonance Raman Scattering).
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Por causa da banda de fluorescéncia, foi realizado o ajuste da linha base desse espectro
(Figura 15B), e em seguida por causa do espectro estar com bastante ruido foi aplicado a
opgao smooth do software utilizado para plotar os espectros com o intuito de diminuir o ruido

do espectro (Figura 15C).

Figura 15 - Espectro Raman do CV (A), apos a corregao da linha base (B) e posterior

ajuste smooth no espectro (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em seguida, foi realizado o espectro SERS do CV adsorvido na AgNS, tendo como
condi¢des de medidas a radiacdo incidente com comprimento de onda de 632,8 nm, e radiacao
incidente com comprimento de onda de 785 nm, (Figura 16). A diferenca espectral entre os

dois espectros se da pelo fato da ocorréncia de ressonancia entre a molécula e a linha laser
632,8 nm.
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Figura 16 - Espectro SERRS e SERS do CV adsorvido na superficie do AgNS
utilizando linha laser com radiagcdo de comprimento de onda 632,8 nm (A)

e com radia¢do de comprimento de onda 785 nm (B), respectivamente.

c
(]
IS
]
o
()
©
(]
o
2
Q
2 B
T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de Onda / cm™

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por fim, o espectro Raman do CV no estado sélido (Figura 17A) e ap6s ajustes de
linha base e uso da ferramenta smooth (Figura 17B) foi comparado com os espectros SERS do
CV utilizando a linha laser de 632,8 nm (Figura 17C) e 785 nm (Figura 17D). Ao comparar os
espectros foi possivel observar que algumas bandas dos espectros SERS sofreram
deslocamentos quando comparados com as bandas do solido e, além do mais, notou-se a
variacdo das intensidades relativas das bandas nos dois espectros, comprovando assim a

ocorréncia do efeito SERRS no caso do espectro C e o efeito SERS no espectro D.
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Figura 17 - Espectro Raman do CV no estado sélido utilizando a radiag@o incidente de
comprimento de onda de 632,8 nm (A), espectro Raman do CV ap6s ajustes (B), espectro
SERRS do CV utilizando radiagdo incidente do laser com comprimento de onda de 632,8 nm
(C) e espectro SERS do CV utilizando radiacdo incidente do laser com comprimento de onda

de 785 nm (D).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Um exemplo interessante reportado da literatura em que ¢ possivel observar a
adsor¢ao do CV em um substrato SERS contendo nanoparticulas de prata foi o realizado por
MAO et al, (2012). Ao comparar os espectros, estes possuem bandas iguais, mais
precisamente as bandas 1175 cm™! referente das vibragdes C-H do plano, 1390 cm™ referente
ao estiramento N-fenil e os modos em 1591 e 1620 cm™! referentes ao estiramento C-C do
anel. Ao comparar os espectros SERS obtidos, nota-se que as bandas que sofreram as maiores
intensificagdes relativas foram as bandas em 1591 e 1620 cm™, indicando assim a regido mais

provavel de adsor¢dao do CV sobre a superficie nanoestruturada.
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4.2.2 Caracterizacio Raman e SERS da molécula MET

Apos a construcdo das AgNS, o qual adsorveu o CV, foi decidido compreender
primeiramente a interacdo entre estruturas mais simples que as proteinas, logo, foi construido
a AgNS para adsor¢@o do aminoacido L-Metionina. Esse aminodcido ¢ interessante pois, além
de possuir os atomos caracteristicos em todos aminoacidos como o oxigénio e nitrogénios,
possui também o atomo de enxofre (LIMA JR et al., 2013). O valor do pKa desse aminoacido
¢ 2,28 (DRUG BANK, 2021), e como o pH do coloide ¢ por volta de 6, pode-se afirmar que a
estrutura da MET (Figura 18A) no meio coloidal serd sua estrutura zwitterionica (Figura

18B).

Figura 18 - Estrutura neutra da MET (A) e sua estrutura zwitterionica (B).

B
A o 0
.S _
H3C/S\Al)LOH H3C \/\H%O
NH- NH3

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O espectro Raman do solido MET (Figura 19) foi obtido. Como forma de estudar, a
maneira da adsorcdo da metionina na superficie de prata foi realizada para a medida nesse
filme um mapeamento de 36 pontos (Figura 20). Desses 36 espectros, foram selecionados 8
espectros 0s quais apresentaram um padrdo espectral considerado referente a metionina

(Figura 21).



Figura 20 - Mapeamento SERS de 36 pontos da MET adsorvida na AgNS.
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Figura 21 - Selecdo de 8 espectros do mapeamento SERS de 36 pontos da MET
adsorvida na AgNS.
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Antes de executar-se a soma dos espectros eles foram normalizados para que as
intensidades do fundo ndo interferissem no espectro médio. Apos realizar a soma dos
espectros (Figura 22A), em seguida, foi realizado a correcdo da linha base desse espectro e
uso da ferramenta smooth para diminui¢ao do ruido (Figura 22B) para depois compara-lo com

o espectro Raman (Figura 23) para que se possa realizar a tentativa de atribui¢ao de banda.

Figura 22 - Espectro SERS média da MET (A) e o espectro SERS média da MET apos

os ajustes (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 23 - Espectro SERS da MET adsorvida na AgNS (A) e espectro Raman da

MET (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Segundo o trabalho de GRAFF & BUKOWSKA (2011) foi possivel atribuir as bandas
do espectro Raman em 675, 1049 e 1442 cm™ sendo referentes aos modos vibracionais do
estiramento carbono — enxofre, estiramento carbono — nitrogénio ¢ ao estiramento COQO-,
respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS
em 670, 1047 e 1460 cm™!, respectivamente.

Com isso, conclui-se que a metionina foi adsorvida na superficie da superficie
nanoestruturada de prata, tanto pelo nitrogénio quanto pelo grupo carboxilato presente em sua

estrutura.

4.2.3 Caracterizacio Raman e SERS da molécula CAR

Depois de construir o filme nanoestruturado de prata, e adsorver um aminoacido, foi
construido uma outra superficie nanoestruturada nas mesmas condi¢des para adsor¢ao de um
outro analito composto por dois aminodcidos, ou seja, um dipeptideo, que no caso foi a L-
Carnosina (Figura 24). Foi obtido o espectro Raman do sélido da L-Carnosina (Figura 25), e
em seguida foi realizado um mapeamento SERS de 36 pontos (Figura 26), onde foi
selecionado um espectro (Figura 27) para que fosse comparado com o espectro Raman, para

assim, pudesse ser realizada a tentativa de atribui¢ao de bandas (Figura 28).



Figura 24 - Estrutura da L-Carnosina.
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Figura 25 - Espectro Raman da L-Carnosina em estado sélido.
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Figura 26 - Mapeamento SERS de 36 pontos da CAR adsorvida na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 27 - Sele¢ao de um espectro do mapeamento SERS de 36 pontos da CAR
adsorvida na AgNS.
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Figura 28 - Espectro SERS da CAR adsorvida na AgNS (A) e espectro Raman da
CAR (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apesar da tentativa de atribui¢ao das bandas ter sido realizada a partir da escolha de
um Unico espectro dentre os 36 presentes no mapeamento, as bandas SERS obtidas foram
semelhantes as registradas por THOMAS et al. (2010), em superficie de prata, e
CARVALHO (2012), sobre superficie de ouro e usando a radiagdo excitante de comprimento
de onda 1064 nm. De acordo com o trabalho de THOMAS et al, (2010) as bandas no
espectro Raman 1163, 1225, 1292, 1467 e 1572 cm™! sdo atribuidas aos modos vibracionais
N-H do anel imidazolico e o estiramento do C-N do anel, C-H do anel imidazolico e
deformacdo N-H, estiramento C-N respiracdo do anel, estiramento C-N anel imidazolico e
estiramento C-C do anel imidazolico, respectivamente, tiveram aumento na intensidade
relativa como observado no espectro SERS em 1169, 1215, 1298, 1468 e 1582 cm™'.

Ao observar o mapeamento realizado, os espectros obtidos foram muito diferentes
entre si o que implica em uma baixa reprodutibilidade espectral., conclui-se que a L-
Carnosina tem baixa afinidade com a superficie de prata, mas no ponto em que ocorreu a

adsorcao preferencialmente, essa se deu pelo anel histidinico.
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4.2.4 Mapeamentos SERS das proteinas

A partir dessa secdo, foram realizados mapeamentos na auséncia e presenca do ME

para entender sua influéncia no mecanismo de adsor¢ao das proteinas.
4.2.4.1 Espectro SERS obtido do ME
A estrutura do ME segue abaixo (Figura 29). Foi construida uma superficie
nanoestruturada de prata somente para adsorcdo do ME (Figura 30), onde o espectro obtido
antes (A) e apos a corre¢ao da linha base (B) e em seguida do uso da ferramenta smooth (C),

pode ser observado abaixo.

Figura 29 - Estrutura do ME.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 30 - Espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (A), espectro SERS do ME

com linha base corrigida (B) e ap6s o uso da ferramenta smooth (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

De acordo com Kudelski (2003), foi possivel observar o aparecimento das mesmas
bandas no espectro SERS obtido, constatando assim a ocorréncia do efeito SERS, mais
precisamente as bandas indicadas no espectro sdo todas referentes ao estiramento carbono —

enxofre.

4.2.4.2 Padroes espectrais presentes em todos os mapeamentos realizados

E importante ressaltar que, ao comecar a realizar as medidas das amostras de BSA,
Anti-BSA e Anti-FOL alguns padrdes espectrais se repetiram em todas as medidas de
mapeamento SERS. Os padroes espectrais que se fizeram presentes em todos os mapeamentos

foram nomeados como padrdo espectral (A) e padrao espectral (B) (Figura 31).
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Figura 31 - Espectros SERS com grande reprodutibilidade (A) e (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

No caso do padrao espectral da Figura 31A, ¢ possivel dizer que as nanoparticulas de
prata ndo entraram em ressonancia com a linha laser utilizada (632,8 nm), com isso ndo houve
a formagdo de espectro algum, além do mais, todos os filmes construidos possuem uma
natureza heterogénea, ou seja, eles nao sao distribuidos igualmente sobre a l1amina de vidro. Ja
o padrao espectral da Figura 31B indica a presenca de duas bandas largas na regiao de 1200 e
1600 cm! que indicam a ag¢do conjunta das nanoestruturas de prata que possuem uma
propriedade catalitica, aliada com a ac¢do do laser, mesmo quando aplicada baixa poténcia, e a
natureza organica da amostra, que levam a decomposicdo da mesma, uma vez que essas
bandas sao atribuidas ao carbono amorfo e a hidrocarbonetos (SANT’ANA et al., 2004). Esse
perfil espectral foi observado em maioria, nos mapeamentos os quais foram aplicadas as

poténcias do laser maiores que 2 mW.

4.2.5 Caracterizacdo Raman e SERS da proteina BSA

Nessa secao serdo apresentados e discutidos os resultados referentes aos espectros

Raman e SERS da proteina BSA.
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4.2.5.1 Espectro Raman da molécula BSA

A Figura 32 representa a estrutura da molécula BSA.

Figura 32 - Estrutura da proteina BSA (4F5S) em 3D.

Fonte: Protein Data Bank (2013).

O espectro Raman da molécula de BSA no estado sélido foi obtido a partir do uso da

radiagdo incidente com comprimento de onda de 1064 nm (Figura 33).

Figura 33 - Espectro Raman do solido da BSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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1

E importante destacar no espectro as bandas em 1280 cm™ e 1658 cm’', que sdo

referentes aos modos vibracionais relacionados a amida III e amida I respectivamente,
segundo Lin ef al., (1976) e Han et al., (2008).

4.2.5.2 Espectros SERS da molécula BSA adsorvida na AgNS na auséncia do ME

Nos resultados abaixo, temos as figuras referentes ao mapeamento SERS AgNS

obtidos pelo método 1 (Figura 34).

Figura 34 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da BSA adsorvida na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir do mapeamento, notou-se a presen¢a dos padrdes citados no item 4.2.4.2., e
além disso, foi possivel observar conjuntos de espectros diferentes entre si, sendo um
conjunto possivel de ser agrupado (Figura 35). Essa diferenca dos padrdes espectrais
presentes no mapeamento indica diferentes condi¢Oes de ressonancia das nanoestruturas

locais, que geraram diferentes padrdes de emissao.
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Figura 35 - Selecdo de 9 espectros que representam o padrdo espectral em maioria

presente no mapeamento SERS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em seguida, foi realizada a soma dos espectros (Figura 36), sendo o espectro

resultante a média das geometrias de adsor¢des da BSA adsorvida na AgNS.

Figura 36 - Espectro SERS médio da BSA, obtido dos espectros selecionados do mapeamento
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Posteriormente, o espectro médio foi comparado com o espectro do sélido da BSA

para que assim fosse realizado a tentativa de atribuicao de banda.



63

4.2.5.3 Espectros SERS da molécula BSA adsorvida na AgNS na presenca do ME

Nos resultados apresentados abaixo, tem-se o espectro SERS da BSA adsorvida sobre
a superficie nanoestruturada obtida pelo método 2 (presenga do ME). Neste topico foi
investigado o tipo de geometria de adsor¢cdo que a mercaptana conferiu para a BSA ao
interagir com superficie de prata. Foi obtido o mapeamento SERS de 100 espectros da BSA

adsorvida na superficie nanoestruturada de prata na presenca de ME (Figura 37).

Figura 37 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da BSA na presenga de ME
adsorvidas na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
A partir do mapeamento, notou-se a presenca dos padrdes citados no item 4.2.4.2., e

além disso, foi possivel observar padrdes espectrais parecidos entre si, assim, foram

selecionados 20 espectros que representam o todo presente no mapeamento (Figura 38).
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Figura 38 - Sele¢ao dos 20 espectros com padrao espectral semelhante presente no

mapeamento SERS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Observando os 20 espectros selecionados e, levando em consideragdo que, estes
representam o0s espectros presentes no mapeamento, contatou-se que 0s espectros sao
reprodutiveis entre si, concluindo que o ME ancora a BSA da mesma forma em todos os
espectros obtidos.

Os espectros selecionados por serem bastante representativos do todo, foram somados,
(Figura 39A) e, apds a correcdo da linha base (Figura 39B), esse espectro foi comparado com
o espectro do solido da BSA para que assim fosse feita uma tentativa de atribui¢do de banda

(Figura 40).
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Figura 39 - Espectro soma daqueles selecionados no mapeamento SERS antes (A) e

apos a corre¢do da linha base (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por fim, foi possivel comparar os espectros com a presenca e auséncia do ME, com o

espectro SERS do ME e o espectro Raman do solido da BSA.

Figura 40 - Espectros SERS da BSA adsorvida na AgNS na presenca (A), e na
auséncia do ME (B), espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (C) e espectro Raman do
solido de BSA (D).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Baseado nos trabalhos de Lin et al., (1976) e Han et al., (2008), foi possivel atribuir as
bandas presentes nos espectros obtidos. Nota-se que entre os espectros (A) e (B), algumas
bandas sdo as mesmas, sendo todas intensificadas nos espectros SERS quando comparadas
com o espectro Raman do so6lido (D). As bandas no espectro Raman em 824, 1272, 1393 e
1451 cm’! sdo atribuidas aos modos vibracionais do aminoacido tirosina, da amida III, do
aminoacido tirosina ¢ da deformagao CH» e CHs, respectivamente, tiveram aumento na
intensidade relativa como observado no espectro SERS da Figura 40A em 820, 1270, 1374 ¢
1458 cm™! e da Figura 40B em 801, 1288, 1368 ¢ 1458 cm™.

As bandas presentes nos espectros SERS da Figura 40A e 40C em 629, 715, 929 ¢
1004 sdo, segundo o trabalho de Kudelski (2003) devido ao estiramento carbono — enxofre
devido a presenca do ME.

A bandas no espectro Raman (Figura 40D) em 1123, 1207 e 1340 cm™! sdo atribuidas
aos modos vibracionais ao estiramento carbono — nitrogénio, presenca dos aminoacidos
tirosina ou fenilalanina e a presenca do aminodacido triptofano, respectivamente, tiveram
aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (A) em 1136, 1203 e
1343 cm™.

A bandas no espectro Raman (D) 507, 642, 1163, 1585 ¢ 1608 cm™! sdo atribuidas aos
modos vibracionais do estiramento enxofre — enxofre, estiramento carbono — enxofre
indicando a presenca dos aminoacidos cisteina ou metionina, presenga do aminoacido tirosina,
presenca do aminoacido fenilalanina e a presenga do aminoacido tirosina e triptofano,
respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS
(B) em 521, 657, 1171, 1585 ¢ 1607 cm".

Segundo os trabalhos de DHAMELINCOURT & RAMIREZ (1991), TORTONDA et
al., (1998) e MARCHEWKA et al., (2011), a banda no espectro Raman (Fig. 40D) em 440
cm’! pode ser atribuida ao modo vibracional da deformagio angular do estiramento carbono —
nitrogénio, provavelmente indicando a presenc¢a dos aminoacidos alanina ou acido glutdmico,
teve aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (Fig. 40B) em 440
cm™l,

Abaixo, segue a tabela 7 contendo as atribui¢cdes dos outros modos presentes nos

espectros da Figura 40.
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Tabela 7 - Ntimero de onda em cm! dos espectros da figura 40 e atribuicdes baseadas na

literatura.
BSA SERS SERS SERS Atrib. Atrib. Atrib.
(so6lido) ME BSA-ME BSA Kudelski, Han, 2008 Lin, 1976
2003

1608 - - 1607 - Tyr e Trp -
1585 - - 1585 - Phe -
1451 - 1458 1458 - 0 CHz 6 CH
1393 - 1374 1368 - Tyr -
1340 - 1343 - - Trp -
1272 - 1270 1288 - Amida Il Amida III
1207 - 1203 - - Tyr ou Phe  Tyr + Phe
1163 - - 1171 - Tyr v(C—-N)
1123 - 1136 - - - v(C—-N)

- 1008 1004 - v (C-S) - -
891 - - 908 - Tyr

- 929 929 - v (C-S) - -
824 - 820 801 - Tyr Tyr

- 718 715 - v (C-S) - -
642 - - 657 - - v(C-9)

- 629 629 - v (C-S) - -
507 - - 521 - - v(S-YS)
440 - - 440 - - v (C-N)

Legenda: Fenilalanina (Phe), Tyr (Tirosina), Trp (Triptofano), Cys (Cisteina), Met (Metionina), Cys
(Cisteina), v (Estiramento), 6 (Deformagao).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2022).

4.2.5.4 Efeito da poténcia nas amostras

A influéncia da poténcia no momento da realizagdo das medidas foi investigada. Foi

comparado os espectros SERS do tipo “Ag-ME-BSA” obtidos a partir do uso da poténcia
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nominais de 20 mW, 10 mW e 2 mW e, respectivamente, poténcia real de 10 mW, 5 mW e 1

mW (Figura 41).

Figura 41 - Espectros SERS da BSA adsorvida na AgNS na presen¢a do ME com

diferentes valores de poténcias aplicadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Foi observado que, ao aplicar a poténcia de 1 mW, tanto as bandas referentes a BSA
quanto as bandas do ME foram observadas. Ao aplicar uma poténcia de 5 mW, as bandas da

!, sendo possivel

BSA foram suprimidas por uma grande banda entre 1250 e 1550 cm’
observar somente as bandas referentes ao ME. Ao aplicar uma poténcia de 10 mW, as bandas
da BSA e do ME sio suprimidas pela banda larga de 1250 e 1550 cm™'. Essa banda larga pode
ser associada a banda do SERS do carbono amorfo (SANT’ANA et al., 2004), que ¢ formado
com o contato do CO; da atmosfera com as nanoparticulas, como também pode ser formada a

partir do uso de uma poténcia “alta” que resulta na carbonizacdo das amostras. Essa andlise

foi importante pois influenciou todos os resultados deste trabalho.
4.2.5.5 Reprodutibilidade de sinal
Outro fator investigado foi acerca da reprodutibilidade de sinal quanto a diferenga dos

tamanhos das AgNPs. Isso ¢ evidenciado a partir dos espectros UV-VIS-NIR e da diferenca

das coloragdes das solugdes coloidais (Figura 9). Isso pode ser observado nos espectros SERS
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da BSA, a partir do uso de diferentes sinteses, e em consequéncia, com diferentes tamanhos
de nanoparticulas para a construcdo das superficies nanoestruturadas com a presenga de ME
(Figura 42).
Figura 42 - Espectro SERS da BSA adsorvida na AgNS na presenca do ME a partir do
uso da sintese avermelhada (A), a partir da sintese alaranjada (B) e a partir da sintese

arroxeada (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com os resultados apresentados e, ao comparar as trés solucdes de AgNPs, pode-se
inferir que houve a reprodutibilidade em relagdo as bandas observadas e suas intensidades
relativas, ou seja, a partir de sinteses com tamanhos de nanoparticulas diferentes, obteve-se
espectros similares entre si ao adsorver o ME e a BSA sobre as superficies nanoestruturadas.
Conclui-se entdo que, qualquer uma das sinteses exibiria 0 mesmo resultado para realizacao
deste trabalho, pois as propriedades quimicas da superficie sdo as mesmas, independente das

distribui¢des de tamanho das nanoparticulas.
4.2.6 Caracterizag¢ido SERS do anticorpo Anti-BSA
Os anticorpos sdo um tipo de proteina que desempenham fung¢des importantes nos

organismos humanos. Para a realizacdo deste trabalho ndo foi possivel obter o espectro

Raman da solugao de Anti-BSA pelo fato da quantidade do analito ndo ter sido suficiente. No
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entanto, foram obtidos os espectros SERS da Anti-BSA, tanto na auséncia, quanto na

presenga do ME.

4.2.6.1 Espectros SERS da molécula Anti-BSA adsorvida na AgNS na auséncia do ME

Nos resultados abaixo, temos as figuras referentes ao mapeamento SERS da AgNS

obtidos pelo método 1, sendo a fonte de excitagdo do laser com comprimento de onda em

632,8 nm (Figura 43).

Figura 43 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da Anti-BSA adsorvida na
AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir do mapeamento, notou-se a presen¢a dos padrdes citados no item 4.2.4.2., e
além disso, observou-se nos espectros presente no mapeamento uma baixa reprodutibilidade,
ou seja, os espectros foram muito diferentes entre si. Dessa forma, foram selecionados 5
espectros os quais foi possivel observar o padrao espectral com as bandas que possivelmente

pertencem ao anticorpo (Figura 44).
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Figura 44 - Selegdo de 5 espectros presentes no mapeamento SERS contendo 100

espectros da Anti-BSA adsorvida na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Como os espectros selecionados estdo diferentes entre si, pode-se inferir que a

interacao desse anticorpo com a AgNS ndo ocorre através de sitios preferenciais.

4.2.6.2 Espectros SERS da molécula Anti-BSA adsorvida na AgNS na presen¢a do ME

Nos resultados abaixo, tem-se as figuras referentes ao mapeamento SERS na AgNS

obtidos pelo método 2 (Figura 45).
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Figura 45 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da Anti-BSA adsorvida na

AgNS na presenca do ME.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir do mapeamento, notou-se a presenga dos padroes citados no item 4.2.4.2., ¢
além disso, observou-se nos espectros presente no mapeamento uma boa reprodutibilidade, ou
seja, os espectros sdo muito parecidos entre si. Dessa forma, foram selecionados 5 espectros

(Figura 46).

Figura 46 - Sele¢ao de 5 espectros presentes no mapeamento SERS contendo 100

espectros da Anti-BSA adsorvida na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Como os espectros estdo parecidos entre si, optou-se de realizar um somatério dos
mesmos, com o intuito de se obter um espectro soma e assim diminuir os ruidos espectrais,
para que no final fosse obtido um espectro capaz de ser comparado com o espectro SERS do
ME. Apds somar esses 5 espectros (Figura 47A), se fez necessario corrigir a linha base para

que fosse possivel visualizar melhor as bandas caracteristicas da Anti-BSA (Figura 47B).

Figura 47 - Espectro soma dos 5 espectros (A) e espectro soma dos 5 espectros apds

correcdo da linha base (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com isso, pode-se comparar os dois espectros obtidos (Figura 48): espectro soma com
linha base corrigida (A) e o espectro SERS do ME (B), para assim, realizar a tentativa de

atribuicao de bandas.
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Figura 48 - Espectro SERS da Anti-BSA adsorvida na AgNS na presenga do ME (A) e
espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

De acordo com os trabalhos de AREAS & KAWANO (1991), GNIADECKA et al.,
(1998) e ZHANG et al., (2008) foi realizada a tentativa de atribuicdo de bandas.

A banda no espectro SERS em 1272 cm™! pode ser atribuida a0 modo de amida III. A
banda no espectro SERS em 1458 cm™ pode ser atribuida ao estiramento CHa, referente a
presenca do aminodcido triptofano. A banda no espectro SERS em 1572 cm™ pode ser
atribuida ao estiramento C = O indicando a presen¢a dos aminoacidos acido aspartico e acido
glutamico.

As bandas presentes nos dois espectros em 629, 715, 929 e 1004 sdo, segundo o
trabalho de Kudelski (2003) devido ao estiramento carbono — enxofre devido a presenga do
ME.

Segundo os trabalhos de DHAMELINCOURT & RAMIREZ (1991), TORTONDA et
al., (1998) e MARCHEWKA et al., (2011), a banda no espectro SERS (A) em 478 cm™! pode
ser atribuida ao modo vibracional da deformacdo angular do estiramento carbono —

nitrogénio, provavelmente indicando a presenga dos aminodcidos alanina ou acido glutamico.
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4.2.7 Caracteriza¢do Raman e SERS do anticorpo Anti-FOL

Neste trabalho, também foi utilizado o anticorpo Anti-FOL. Foram obtidos os
espectros Raman da solu¢do de Anti-FOL além dos espectros SERS da Anti-FOL, tanto na

auséncia, quanto na presenga do ME.

4.2.7.1 Espectro Raman da molécula Anti-FOL

O espectro Raman do Anti-FOL seco sobre placa de vidro esta apresentado abaixo
(Figura 49). Devido ao fundo de fluorescéncia, que impede a visualizacao do padrao espectral
caracteristico do anticorpo, foi realizada o ajuste de linha base desse espectro (Figura 50A).
Além disso, como o espectro apresentou um grande ruido, foi utilizado a opgdo smooth para a

diminuigado deste (Figura 50B).

Figura 49 - Espectro Raman da solucdo de Anti-FOL gotejada sobre lamina de vidro.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 50 - Espectro Raman da Anti-FOL ap6s a corre¢do da linha base (A) e o

espectro Raman da solu¢ao de Anti-FOL apds ajuste smooth (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.2.77.2 Espectros SERS da molécula Anti-FOL adsorvida na AgNS na auséncia do ME

Nos resultados abaixo, temos as figuras referentes ao mapeamento SERS do Anti-FOL

sobre a superficie nanoestruturada de prata obtidos pelo método 1 (Figura 51).

Figura 51- Mapeamento SERS contendo 100 espectros do Anti-FOL adsorvido na
AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir do mapeamento, notou-se a presenca dos padrdes citados no item 4.2.4.2., e
além disso, observou-se nos espectros presente no mapeamento uma baixa reprodutibilidade,

ou seja, os espectros além de diferentes entre si e, apresentaram bandas muito largas e pouco
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definidas. Dessa forma, foram selecionados 7 espectros os quais foi possivel observar uma

similaridade espectral entre si (Figura 52).

Figura 52 - Selegdo de 7 espectros presentes no mapeamento SERS contendo 100

espectros da Anti-FOL adsorvida na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Como os espectros estdo bastante diferentes entre si, optou-se de realizar um
somatério desses espectros, com o intuito de se obter uma “média” das geometrias de
adsor¢des, para que no final fosse obtido um espectro capaz de ser comparado com outros
espectros (Figura 53). Apos somar esses 7 espectros (A), se fez necessario corrigir a linha

base para que fosse possivel visualizar melhor as bandas caracteristicas da Anti-FOL (B).
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Figura 53 - Espectro média dos 7 espectros (A) e espectro média dos 7 espectros apos

correcao da linha base (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

4.2.7.3 Espectros SERS da molécula Anti-FOL adsorvida na AgNS na presen¢a do ME

Nos resultados abaixo, tem-se as figuras referentes ao mapeamento SERS da

superficie nanoestruturada de prata obtidos pelo método 2 (Figura 54).

Figura 54 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da Anti-FOL adsorvido na

AgNS na presenca do ME.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A partir do mapeamento, notou-se a presenga dos padroes citados no item 4.2.4.2., e

além disso, observa-se nos espectros presente no mapeamento uma boa reprodutibilidade, ou
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seja, os espectros sdo muito parecidos entre si. Dessa forma, foram selecionados 5 espectros

0s quais apareceram o maior numero de bandas (Figura 55).

Figura 55 - Selegdo de 5 espectros presentes no mapeamento SERS contendo 100

espectros da Anti-FOL adsorvido na AgNS.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Como os espectros estdo muito parecidos entre si, optou-se de realizar um somatério
desses espectros (Figura 56), com o intuito de se obter um espectro soma e assim diminuir o
ruido espectral, para que no final obtivesse um espectro capaz de ser comparado com outros

espectros.
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Figura 56 - Espectro soma dos 5 espectros selecionados do mapeamento realizado.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com isso, pode-se comparar os trés espectros obtidos (Figura 57): espectro soma (A),
o espectro SERS do ME (B), espectro média com linha base corrigida (C), e o espectro
Raman com linha base corrigida (D), para assim, realizar uma tentativa de atribuicdo de

bandas.

Figura 57 - Espectro SERS do Anti-FOL na presenga do ME adsorvido na AgNS (A),
espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (B), espectro SERS do Anti-FOL adsorvido na
AgNS na auséncia do ME (C) e o espectro Raman do Anti-Fol (D).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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De acordo com os trabalhos de AREAS & KAWANO (1991), GNIADECKA et al.,
(1998) e ZHANG et al., (2008) foi realizada a tentativa de atribuicao de bandas.

As bandas no espectro Raman 555, 1390, 1464 e 1565 cm™ (D) sdo atribuidas aos
modos vibracionais do estiramento enxofre — enxofre, a presenca do aminodcido tirosina,
estiramento CH; referente a presenca do aminoacido triptofano e ao estiramento do anel dos
aminoacidos tirosina e triptofano, respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa
como observado no espectro SERS (A) em 553, 1374, 1498 ¢ 1570 cm™! e no espectro SERS
(C) em 546, 1380, 1455 € 1580 cm™.

As bandas no espectro Raman 1282 e 1351 cm (D) s3o atribuidas aos modos
vibracionais de amida III e presenga do aminodcido triptofano, respectivamente, tiveram
aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (C) em 1285 e 1348 cm™.

As bandas presentes nos espectros (A) e (B) em 629, 715, 929 e 1004 sdo, segundo o
trabalho de Kudelski (2003) atribuidas ao estiramento carbono — enxofre devido a presenca do

ME.

4.2.8 Observacgoes acerca dos espectros SERS das proteinas

Ao comparar os espectros SERS na presenca do ME das proteinas, foi possivel
observar uma banda presente em todos eles por volta de 1373 cm™!. Segundo a atribuicdo de
acordo com os trabalhos da literatura, essa banda seria referente a presen¢a dos aminoacidos
triptofano ou tirosina. Segundo os trabalhos d¢ HERNANDEZ et al., (2010), ZHANG et al..,
(2008) e FONSECA (2016), caso o aminoacido fosse o triptofano, essa banda seria referente
ao estiramento do nitrogénio — carbono do anel de 5 membros, e também, o estiramento
carbono — carbono do anel de 6 membros dos anéis do aminoécido triptofano (Figura 58A).
No entanto, ainda segundo os mesmos trabalhos, o triptofano possui esses dois anéis que lhe
proporcionam um carater hidrofobico onde, em meio aquoso, estes se direcionam para o
interior da proteina, fazendo com que se torne menos provavel a interagdo desse aminoacido
com a superficie de prata. Com isso, pode-se dizer que seja mais provavel que o aminoacido
seja a tirosina (Figura 58B) pois a regido do anel ndo ¢ tao hidrofdbica quanto a regido do
triptofano fazendo com que os anéis possam interagir com a superficie de prata através da
ligagdo de hidrogénio envolvendo as hidroxilas da tirosina e o ME e, além disso, a tirosina
esta em maior quantidade que o triptofano na BSA (ver Tabela 1). A comparagdo entre os

espectros ¢ evidenciada abaixo (Figura 59).
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Figura 58 - Estrutura dos aminoacidos triptofano (A) e tirosina (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 59 - Espectro SERS do Anti-FOL adsorvido na AgNS na presenca do ME (A),
espectro SERS da Anti-BSA adsorvida na AgNS na presenca do ME (B)
espectro SERS da BSA adsorvida na AgNS na presenga do ME (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Outra importante observagao foi que de acordo com o trabalho de GRABBE & BUCK
(1989), as bandas observadas nos espectros SERS dessas proteinas, apresentadas na tabela 8,
podem ser associadas aos estiramentos S — S referentes as pontes de dissulfeto da cistina
(Figura 60), indicando assim a presenca de cisteinas nas amostras de proteinas. Essa
afirmacao ¢é constatada também de acordo com o trabalho de AREAS & KAWANO (1991)
indicando a presenca da ligacdo C-S do aminoécido cisteina a partir dos seguimentos

CCSSCC em pontes de dissulfeto.
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Figura 60 - Estrutura do aminoacido Cistina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 8 - Bandas presentes nos espectros SERS (Anti-BSA, Anti-FOL e BSA).

Espectro BSA Anti-BSA Anti-FOL
SERS 507 cm’! 500 cm™! (Banda Larga) 544 cm’!
SERS com (ME) - - 552 cm’!

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por fim, os resultados indicaram boa reprodutibilidade do padrao espectral nos
espectros SERS das proteinas investigadas, observada nos mapeamentos com a presenca do
ME, indicando assim a eficiéncia da mercaptana para a interacdo da macromolécula com a
superficie metalica. Nos mapeamentos com a auséncia da mercaptana, notou-se um conjunto
maior de espectros distintos entre isso, indicando uma variabilidade de interagdes entre a
superficie metalica e as proteinas. Abaixo (Figura 61) tem-se a tentativa de representagao das

superficies nanoestruturadas construidas com e sem o modificador de superficie ME:



Figura 61 - Tentativa de representacdo das superficies nanoestruturadas construidas na

auséncia (A) e na presenca (B) do ME.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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5 CONCLUSAO

A partir da realizacdo deste trabalho foi possivel compreender melhor a maneira das
interagdes das proteinas com as superficies nanoestruturadas, desde as moléculas mais
simples como de aminoacidos até as mais complexas como as proteinas.

Este trabalho teve como resultados importantes:

a) a variabilidade das condi¢des sintéticas que resultaram numa variedade de
tamanhos de AgNPs ndo interferiram na maneira a qual as proteinas interagiram
com as superficies nanoestruturadas, pois uma vez que os reagentes sdo 0S
mesmos, a quimica de superficie ¢ a mesma;

b) a construcdo das AgNS se mostrou simples, sem que houvesse um pré-tratamento
com uma metodologia arrojada e complexa;

c) as superficies nanoestruturadas de prata se mostraram heterogéneas, ou seja, as
nanoparticulas ndo foram dispersas na superficie do vidro de maneira igualmente
distribuida;

d) as AgNS apresentaram uma boa atividade SERS para as moléculas do CV, MET,

CAR, ME, BSA, Anti-BSA e Anti-FOL.
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