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RESUMO 

 

As proteínas são macromoléculas que desempenham diversas funções vitais nos 

organismos, sendo constituídas por cadeias de aminoácidos. A partir do uso da espectroscopia 

de Espalhamento Raman Intensificado por Superfície (Surface Enhanced Raman Scattering -

SERS) foi possível investigar os mecanismos de interação entre o aminoácido L-Metionina 

(MET), o dipeptídeo L-Carnosina (CAR), a proteína Albumina de Soro Bovino (BSA) e os 

anticorpos anti-Albumina de Soro Bovino (anti-BSA) e anti-receptor de folato (anti-FOL) 

com a superfície nanoestruturada contendo nanopartículas de prata (AgNPs). Através da 

espectroscopia de absorção nas regiões UV-VIS-NIR foi monitorada a ressonância do 

plásmon de superfície localizado (Localized surface plasmon resonance - LSPR) das 

nanopartículas sintetizadas antes e depois da centrifugação/ressuspensão em meio aquoso, 

para que se tivesse uma estimativa inicial da distribuição de tamanhos, a qual foi precisada 

pelo Espalhamento dinâmico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS) que resultou em um 

valor médio por volta de 21 nm antes, e em 25 nm depois da centrifugação/ressuspensão. A 

carga superficial de – 43,1 mV antes e de 5,94 mV depois da centrifugação/ressuspensão foi 

medida, indicando a estabilidade coloidal. As superfícies nanoestruturadas de prata (AgNS), 

foram construídas sobre uma placa de vidro, e no caso das amostras de proteínas, a superfície 

metálica foi modificada com 2-Mercaptoetanol (ME). Nas superfícies com a presença do 

modificador de superfície gerador de ligações de hidrogênio, as proteínas foram adsorvidas 

preservando um único padrão espectral SERS. Na ausência do ME, as proteínas apresentaram 

diferentes geometrias de adsorção e, portanto, diferentes padrões espectrais SERS, indicando 

que o ME ancora as macromoléculas na superfície de prata. Através da atribuição vibracional 

foi proposto que a tirosina está envolvida na formação de ligações de hidrogênio com o ME, 

servindo de pontos de ancoramento para a adsorção das três proteínas. 

 

Palavras-chave: Proteínas. Espectroscopia SERS. Modificadores de superfície. Transição 

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 INTRODUÇÃO 

 

Nas seções abaixo serão apresentadas informações acerca dos aminoácidos, peptídeos 

e proteínas. Além disso, uma breve explicação sobre nanociência com foco nas nanopartículas 

metálicas plasmônicas, e ainda, sobre as técnicas utilizadas para a realização deste trabalho, 

como é o caso do espalhamento dinâmico de luz, potencial zeta, e das espectroscopias UV-

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

 

1.1 AMINOÁCIDOS, PEPTÍDEOS E PROTEÍNAS 

 

Os aminoácidos são unidades básicas na composição das estruturas de peptídeos e 

proteínas, sendo divididos em dois grupos: não essenciais (alanina, arginina, asparagina, ácido 

aspártico, cisteína, ácido glutâmico, glutamina, glicina, prolina, serina e tirosina) e essenciais 

(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) 

(ROGERO; TIRAPEGUI, 2008). São considerados essenciais aqueles que não podem ser 

sintetizados pelo organismo humano, apenas ingeridos através de alimentos (ROGERO; 

TIRAPEGUI, 2008). A Figura 1 apresenta a estrutura geral dos aminoácidos, contendo o 

grupo amina e ácido carboxílico característicos em suas estruturas e o grupo “R”, 

representando a cadeia lateral que irá variar de acordo com cada aminoácido. 

 

Figura 1 - Estrutura geral dos aminoácidos. 

 

                                           Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Quando dois ou mais aminoácidos são ligados entre si por ligações peptídicas formam-

se os chamados peptídeos. Os peptídeos podem ser classificados como dipeptídeos, 

constituídos por dois aminoácidos (NAVARRETE et al., 1995), oligopeptídeos que são 

cadeias constituídos por até 20 aminoácidos (NELSON; COX, 2014) e os polipeptídios que 

são cadeias compostas por mais de 20 aminoácidos (RABOLT et al., 1977). Essas 
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biomoléculas podem exercer diversas funções no organismo humano, atuando por exemplo, 

como hormônios, antibióticos naturais e até neurotransmissores (MACHADO et al., 2004).  

Um exemplo de um dipeptídeo é a L-Carnosina (Figura 2) que é composto pela junção 

dos aminoácidos β-Alanina e L-Histidina, podendo ser encontrado no tecido nervoso, na 

musculatura esquelética, estômago e outras regiões do corpo de vários mamíferos (DI 

PAOLA et al., 2011). 

 

Figura 2 - Estrutura da L-Carnosina. 

 

 

 

                                  

                                      Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

As proteínas possuem uma estrutura mais complexa que os peptídeos, sendo estas 

compostas pelo entrelaçamento das cadeias peptídicas (QUIROGA, 2014). Estas 

macromoléculas biológicas desempenham funções vitais nos organismos vivos, sendo 

constituídas por milhares de aminoácidos que podem possuir cadeias laterais diferentes 

(NELSON; COX, 2014). De acordo com a diferenciação dessas cadeias laterais de 

aminoácidos, é possível obter vários produtos de proteínas como por exemplo enzimas, 

hormônios, fibras musculares e anticorpos (NELSON; COX, 2014).  

Com base em sua organização estrutural, as proteínas podem ser classificadas de 

quatro formas:  

a) a estrutura primária se baseia na sequência linear dos aminoácidos ligados entre 

si através das ligações peptídicas (ROMÃO, 2012) (Figura 3a); 

b) a estrutura secundária é formada quando em alguns pontos da estrutura primária 

começam a se ligar por ligações de hidrogênio, causando o arranjo do esqueleto 

β-Alanina L-Histidina 
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da cadeia polipeptídica no espaço, resultando em conformações nomeadas como 

α-hélice, β-pregueada e dobras β (ROMÃO, 2012) (Figura 3b);

c) a estrutura terciária é formada a partir do arranjo tridimensional da cadeia 

polipeptídica, ocorrendo ligações entre os aminoácidos mais distantes presentes 

da própria cadeia resultando em um “dobramento” da cadeia secundária

(ROMÃO, 2012) (Figura 3c);

d) a estrutura quaternária é formada quando ocorre o entrelaçamento do arranjo 

tridimensional das cadeias polipeptídicas adjacentes (ROMÃO, 2012) (Figura 

3d).

Figura 3 - Representação das quatro estruturas das proteínas.

             Fonte: Adaptado de (ROMÃO, 2012).

As albuminas são uma classe de proteínas conhecidas por sua grande solubilidade no 

plasma dos mamíferos, como é o caso da Albumina de Soro Bovino (BSA – do inglês Bovine 

Serum Albumin) (MALASKANI et al., 2017). A BSA é uma proteína presente no sangue 

bovino, apresentando bastante similaridade estrutural com a albumina de soro humano (HSA

– do inglês Human Serum Albumin), sendo este o motivo de grande interesse em pesquisas 

que envolvam essa proteína (HIRAYAMA et al., 1990). A BSA possui peso molecular por 

volta de 66KDa e é constituída por uma cadeia polipeptídica, podendo sofrer mudanças 

conformacionais de acordo com a variação de temperatura (LIN et al., 1976) e do pH, sendo

carregada negativamente em pH 7 (CARTER; HO, 1994). Sobre a sua composição, a BSA 

apresenta teores majoritários dos aminoácidos de lisina e ácido glutâmico, por exemplo, além 

de aromáticos como a tirosina e também aminoácidos que possuem o enxofre em sua 

a) b) c) d)
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estrutura, como por exemplo, a cisteína (PRATA; SGARBIERI, 2008). Abaixo tem-se a 

tabela com a composição de todos os aminoácidos presentes na BSA (Tabela 1) (TAVARES, 

2020). 

 

Tabela 1 - Aminoácidos presentes na proteína BSA. 

Aminoácidos Distribuição Aminoácidos Distribuição 

Alanina 46 Leucina 61 

Arginina 23 Lisina 59 

Asparagina 14 Metionina 4 

Ácido 

Aspártico 

40 Fenilalanina 27 

Cisteína 35 Prolina 28 

Glutamina 20 Serina 28 

Ácido 

Glutâmico 

59 Treonina 34 

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 proteínas são os anticorpos, os quais podem ser 

encontrados em fluidos corporais, possuindo a capacidade de se ligar a antígenos (corpos 

estranhos) desempenhando a função de evitar as ações prejudiciais dos mesmos nos 

organismos (SELA-CULANG, 2013). Sobre a sua estrutura, os anticorpos são compostos por 

duas cadeias, denominadas como leves e pesadas, que são unidas por pontes de dissulfetos, e 

ainda, possuem uma região flexível de interação entre antígeno-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 região denominada “Fab” onde o 

anticorpo se ligará ao antígeno e outra região “Fc” por onde o anticorpo irá desempenhar 

algumas funções, 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 NANOCIÊNCIA – NANOPARTÍCULAS METÁLICAS PLASMÔNICAS 

 

A nanociência é o ramo que estuda os materiais em escala nanométrica que envolvem 

diversas áreas como a Engenharia, Química e Biologia (IBRAHIM; UMER; IAQOOB, 2020). 

Considerada por especialistas como a nova revolução industrial, o uso de nanomateriais está 

presente cada vez mais em áreas estratégicas, como nos campos energéticos, ambientais, 

industriais e medicinais (MARTINS et al., 2012). As nanoestruturas são materiais que 

possuem pelo menos uma de suas dimensões, entre 1 e 100 nm (GORESMAN; FELDMANN, 

2010). Em específico, as nanopartículas metálicas (MNPs) de metais nobres como ouro, prata 

e cobre vêm despertando bastante interesse entre os pesquisadores da área devido as suas 

propriedades ópticas, magnéticas e catalíticas, que diferem das suas estruturas convencionais 

macroscópicas (MATSUSHIMA et al., 2012) (WANG et al., 2009). 

As nanopartículas de prata (AgNPs) destacam-se entre as MNPs por possuírem uma 

grande aplicabilidade, principalmente na indústria, como por exemplo no setor alimentício, 

produtos de limpeza, cosméticos entre outros (DURÁN et al., 2019). Outra característica 

importante das AgNPs consiste na sua atuação como agente bactericida, sendo esta 

característica específica desse metal, a qual foi bastante aplicada para o tratamento de 

queimaduras e doenças causadas por bactérias antes do surgimento dos antibióticos (BRASIL 

et al., 2018). Além disso, devido as suas propriedades plasmônicas, as AgNPs tem sido 

utilizada como sensores para a detecção de diversas moléculas. (ZHANG et al., 2009). 
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Na literatura são reportadas diversas metodologias de síntese de AgNPs, sendo a mais 

conhecida e reproduzida aquela proposta por Creighton (1979) que utiliza o boroidreto como 

agente redutor. Outra síntese que deve ser destacada é a proposta por Tsuji et al., (2012) por 

possuir alguns aspectos interessantes: as AgNPs possuem uma superfície bloqueada, 

provavelmente por hidroxilas, devido a ação oxidante do peróxido de hidrogênio. Além disso, 

é possível observar uma variação da coloração das suspensões coloidais com base na ordem 

da adição dos reagentes, indicando assim a agregação das AgNPs, e consequentemente, a 

relação da coloração da solução com o tamanho das nanopartículas. Essa síntese utiliza o 

citrato de sódio como agente estabilizante, o peróxido de hidrogênio como agente oxidante e o 

boroidreto de sódio como agente redutor. O uso do peróxido de hidrogênio junto com o 

boroidreto de sódio, faz com que ocorra um processo de redução/oxidação que irá 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 síntese semelhante realizada pelo aluno do grupo LabNano, Bruno Guilherme da Fonseca. 

 

Figura 5 - Imagem de microscopia eletrônica de transmissão das AgNPs  

com morfologia de nanoplanos. 

 

                                                     Fonte: LabNano (2014). 

 

As AgNPs possuem propriedades ópticas na região do visível como a ressonância de 

plasmon de superfície localizado (LSPR do inglês Localized Surface Plasmon Ressonance). 

Esse fenômeno consiste na oscilação coletiva dos elétrons da banda de condução causada pela 

interação com uma luz incidente promovendo um dipolo induzido oscilante levando a uma 

intensificação do campo elétrico (KELLY et al., 2013). Na Figura 6 é mostrado a 

exemplificação da excitação LSPR de uma nanoestrutura de formato esférico (WILLETS; 
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VAN DUYNE, 2007). No entanto, deve-se ficar claro que essa figura não corresponde com a 

realidade no sentido das dimensões das nanopartículas quando comparada com o 

comprimento de onda da radiação incidente. Isso se dá pois as nanopartículas são muito 

menores do que o comprimento de onda da radiação incidente, com isso, o campo elétrico 

induzido será homogêneo em toda superfície da nanopartícula. 

 

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

esféricas. 

 

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

 

As AgNPs, bem como as nanopartículas de ouro e de cobre, possuem a frequência do 

LSPR na região do visível e infravermelho próximo (PEIXOTO et al., 2019). É importante 

salientar que essa banda de absorção LSPR pode ser “deslocada e ajustada” a partir da 

variação de alguns fatores, como por exemplo, a morfologia e o tamanho da nanoestrutura 

(FENG et al., 2020). 

 

1.3   TÉCNICAS ANALÍTICAS 

 

Na seção seguinte serão discutidas as técnicas analíticas utilizadas para a realização 

deste trabalho, sendo elas o espalhamento dinâmico de luz, potencial zeta, e das 

espectroscopias UV-VIS-NIR e Raman, como também do efeito associado a essa última, que 

é o efeito SERS. 

 

1.3.1 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) e Potencial Zeta 

 

 O espalhamento dinâmico de luz (DLS) é uma técnica aplicada tanto em pesquisas na 

academia quanto na indústria, utilizada para mensurar o tamanho das partículas. Essa técnica 
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se baseia na flutuação das intensidades da luz espalhada pelas partículas presentes nas 

suspensões, e no caso de amostras diluídas que não interagem entre si em movimento 

aleatório (Movimento Browniano), torna-se possível obter o raio hidrodinâmico (RH) 

(BHATTACHARJEE, 2016). O RH representa o tamanho da partícula no formato esférico 

junto a camadas de solvente e contra-íons, sendo esse termo pertencente a equação Stokes-

Einstein (Equação 1). Outros termos dessa equação são: KB que é a constante de Boltzmann, 

T é a temperatura, n é a viscosidade do solvente e DT que é o coeficiente de difusão 

translacional da partícula (BHATTACHARJEE, 2016). 

 

DT = KBT / 6 nRH 

 (Equação 1) 

 

O potencial zeta é o potencial elétrico da superfície de uma partícula na presença de 

um campo elétrico (BHATTACHARJEE, 2016). De acordo com o valor do potencial zeta, se 

torna possível inferir acerca do grau de repulsão existente entre as partículas carregadas no 

meio (MAYORAL et al., 2014). Em geral, o potencial zeta diz respeito à estabilidade das 

partículas. 

 

1.3.2 Espectroscopia de absorção no UV-VIS-NIR 

 

 A espectroscopia de absorção no UV-VI-SNIR é uma técnica rápida e eficiente que se 

baseia na interação da luz com as moléculas que constituem a amostra em questão e sua 

absorção devidas a transições eletrônicas, resultando em um espectro com comprimento de 

onda variável (BETEMPS et al., 2011). Sua fundamentação se dá a partir da lei de Lambert-

Beer, que é a expressão matemática para as medidas de absorção de luz nas regiões 

ultravioleta, visível e infravermelho de amostras nos três estados físicos (ROCHA; 

TEIXEIRA, 2004). A equação abaixo (Equação 2) representa as medidas de absorção em um 

dado comprimento de onda, onde os termos são: A é a absorvância, I0 a intensidade da 

radiação monocromática incidente na amostra, I a intensidade da radiação que emerge da 

amostra, Ԑ é a absortividade molar, b a distância percorrida da luz na amostra e c é a 

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

 

A = log (I0/I) = Ԑbc 

(Equação 2) 
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1.3.3 Espectroscopia Raman e Efeito SERS (Espalhamento Raman Intensificado por 

Superfície) 

 

A espectroscopia Raman é uma técnica consolidada capaz de investigar as estruturas 

das moléculas através da interação da radiação eletromagnética, proveniente de uma luz 

monocromática, sob um dado material que irá espalhar essa radiação inelasticamente (SINGH 

et al., 2015). 

Esse fenômeno se baseia no produto da polarizabilidade (α) com o campo elétrico (E) 

da radiação que incide na molécula, que irá resultar na variação do momento de dipolo 

induzido (P) (SALA, 2008): 

 

P = E. α    

(Equação 3) 

 

 Em relação a polarizabilidade, que pode ser entendida como a deformação da nuvem 

eletrônica na presença de um campo elétrico incidente, essa grandeza pode ser desenvolvida 

em uma série de Taylor em função da coordenada interna q (SALA, 2008): 

 

α = α + ( )0 q + ... 

  (Equação 4) 

 

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

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

 

q = q0 cos (2πVvt)  

(Equação 5) 

 

E = E0cos (2πV0t)  

(Equação 6) 
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 Onde o termo Vv representa a frequência vibracional e o V0 a radiação incidente, e 

substituindo na Equação 3 teremos o valor de momento de dipolo induzido (7) e, após aplicar 

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

 

P = α0E0 cos (2πV0t) + ( ) q0 E0 cos (2πV0t) cos (2πVvt)  

(Equação 7) 

 

P = α0E0 cos (2πV0t) + ( ) q0 E0 {cos [(2π (V0 +Vv) t] + cos [(2π (V0 - Vv) t]}  

(Equação 8) 

 

Se desmembrarmos a equação 8, tem-se que a equação 8.1 é a frequência da radiação 

incidente referente ao espalhamento Rayleigh (espalhamento elástico) e a equação 8.2 é 

referente ao espalhamento Raman Stokes (V0 - Vv) e ao espalhamento Raman Anti-Stokes (V0 

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

( ) ≠ 0, o efeito Raman irá ocorrer (SALA, 2008): 

 

α0E0 cos (2πV0t)  

(Equação 8.1) 

 

E0 {cos [(2π (V0 +Vv) t] + cos [(2π (V0 - Vv) t]}  

(Equação 8.2) 

 

A Figura 7 ilustra o esquema de espalhamento de luz, onde o espalhamento Stokes 

(Figura 7a) ocorre quando a frequência de luz incidente é maior que a frequência de luz 

espalhada, o espalhamento Rayleigh (Figura 7b) ocorre quando a frequência incidente de luz é 

igual a frequência de luz espalhada e o espalhamento Anti-Stokes (Figura 7c) ocorre quando a 

frequência de luz incidente é menor que a frequência de luz espalhada pela amostra. 
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Figura 7 - Ilustração do espalhamento Stokes/Rayleigh/Anti-Stokes. 

 

                                     Fonte: Adaptado de (FARIA et al.,1997). 

 

O uso dessa técnica para análise de proteínas é bastante reportado na literatura. É 

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

determinar os modos vibracionais característicos, tanto em peptídeos quanto em proteínas, no 

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

de fornecer informações a respeito das proteínas, existem dois modos vibracionais 

importantes e característicos de proteínas, que são referentes as bandas de amida I e amida III. 

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

respectivos números de onda e com suas contribuições aproximadas referente a cada ligação 

química. 

 

Tabela 2 - Modos vibracionais das Amidas. 

Modo da Amida Número de onda 

(cm-1) 

Contribuições aproximadas individuais 

aproximadas das ligações químicas (%) 

AMIDA I 1700 – 1600 CO ν (76), CN ν (11), CCN δ (8), NH ib 

(5) 

AMIDA II 1570 – 1540 NH ib (45), CN ν (30), CO ib (10), CC ν 

(8), NC ν (7) 

AMIDA III 1250 NH ib (50), CC ν (20), CN ν (18), CO ib 

(12) 

AMIDA IV 640-620 CO ib (45), CC ν (35), CNC δ (20) 

Legenda: ν (Estiramento), δ (Deformação), ib (Flexão do plano). 

Fonte: Adaptado de (TATULIAN, 2013). 
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 Com isso, a partir dessa técnica, é possível obter informações da amostra analisada, 

sendo está uma técnica com baixo tempo de análise e de fácil preparo de amostra (SALA, 

2008).  No entanto, a espectroscopia Raman possui algumas limitações como à baixa secção 

de choque, que contribui diretamente para as baixas intensidades dos sinais obtidos 

(SANT’ANA et al., 2006). 

Uma forma de contornar esse problema consiste na interação das moléculas em análise 

com NPs metálicas com propriedades LSPR, levando a uma grande intensificação do sinal 

Raman, fazendo com que as moléculas adsorvidas nestas superfícies possam ser detectadas 

em baixas concentrações, sendo este o fenômeno conhecido como Espalhamento Raman 

Intensificado por superfície (SERS do inglês Surface-enhanced Raman scattering) (FARIA et 

al., 1999) (COSTA et al., 2011). Sobre a intensificação do sinal Raman, é possível afirmar 

que este varia entre 106 e 1010 vezes (AROCA, 2006). Além da intensificação nas superfícies, 

é possível que a molécula adsorvida esteja entre duas nanopartículas metálicas “hot spots”, 

fazendo assim com que a intensificação do sinal Raman seja na ordem de 1011 (SANT’ANA 

et al., 2006). 

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

modelo químico.  

O modelo Eletromagnético se baseia na intensificação do campo elétrico local da 

superfície das nanoestruturas metálicas (Figura 6), o qual irá consequentemente, intensificar o 

sinal Raman das moléculas que estejam adsorvidas ou que estejam muito próximas das 

superfícies rugosas do metal, fazendo com que o espectro SERS e o espectro Raman das 

moléculas sejam os mesmos (SANT’ANA et al., 2006) (MCNAY et al., 2011). É importante 

ressaltar que essa teoria vem sofrendo grandes avanços, com a motivação de se criarem cada 

vez mais substratos SERS de alto desempenho, para as mais diversas aplicações (DING et al., 

2017). Já o modelo químico se baseia na ligação metal-molécula, ou seja, ocorre a adsorção 

da molécula de interesse na superfície do metal, formando assim o chamado “complexo de 

superfície”, 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 intensificação do campo elétrico pode ser explicitada pela fórmula abaixo 

(KNEIPP et al., 1999), onde ISERS(VS) é a intensidade do sinal SERS, I(VL) é a intensidade da 

radiação excitante, A(VL) é o campo elétrico da radiação incidente, A(VS) é o campo elétrico da 
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radiação espalhada, N é o número de moléculas envolvidas e σR
ads é a secção de choque 

Raman da molécula adsorvida: 

 

ISERS(VS) = N. I(VL).  |A(VL)|2.  |A(VS)|2. σR
ads  

(Equação 9) 

 

Para compreender melhor o que ocorre na superfície metálica quando aplicado um 

campo elétrico, é necessário aplicar um modelo simples, como o Modelo de Drude, que após 

aplicá-lo no caso dos plásmons tem-se a função dielétrica do metal, que irá possuir uma parte 

“Real” e outra “Imaginária”, sendo a primeira referente ao espalhamento de luz, enquanto a 

segunda diz respeito a absorção da luz (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Diversas pesquisas 

sobre a incorporação de nanopartículas em substratos vem despertando bastante interesse por 

grupos de pesquisas para serem utilizados na detecção de moléculas através da espectroscopia 

SERS (WANG et al., 2006). Para que um substrato SERS apresente um bom desempenho, a 

parte “Imaginária” da função dielétrica deve ser mínima, 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 região 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 região “sombreada” no 

gráfico indicando quais metais são adequados para aquisição dos espectros SERS, sendo esta 

região 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 região espectral do visível e 

infravermelho próximo. 

 

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

 

Sobre o uso e aplicação dessas nanopartículas metálicas, de acordo com a literatura, é 

possível observar vários trabalhos que abordam a incorporação das mesmas em substratos 

para a construção de superfícies nanoestruturadas, que podem ser aplicadas, tanto para o 

desenvolvimento de pesquisas quanto no setor industrial (WANG et al., 2006). Sobre a 

construção dessas superfícies contendo nanopartículas, é importante destacar a vantagem que 

estes podem ser armazenados sem que sua estrutura morfológica sofra mudanças (SCHNEID 

et al., 2015), no entanto, um grande desafio é torná-los estáveis e também reprodutíveis 

(HUH, 2010). 

No caso da interação de biomoléculas com as superfícies metálicas, deve-se levar em 

consideração as possíveis mudanças conformacionais dessas moléculas (KENEGNE-MOMO 

et al., 2012). De acordo com a literatura, muitos trabalhos indicam que é possível obter 

espectros SERS de proteínas. Muitos desses trabalhos envolvem a proteína BSA, seja para o 

desenvolvimento de um estudo sobre a interação de nanopartículas de ouro com a BSA (CAO 

et al., 2012),  na construção de um sensor SERS para detecção de biomoléculas em soluções 

líquidas de aminoácidos (lisozima e fenilalanina) e proteínas (BSA) em concentrações baixas 

(FAZIO et al., 2016) e também  para a construção de filmes nanoestruturados sobre 

superfícies não porosas como substrato contendo AuNPs modificadas por vários tipos de 

mercaptanas para adsorção de BSA, verificando a reprodutibilidade espectral devida às 

interações AuNP-mercaptana-BSA (NOMAN; SANT’ANA, 2018).  

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

geometria de adsorção da proteína sobre a superfície nanoestruturada de ouro, e em 
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consequência disso, acarretou numa grande reprodutibilidade espectral, fato importante que 

influenciou para a realização deste trabalho. 

Desta forma, neste trabalho foram construídas superfícies nanoestruturadas contendo 

nanopartículas de prata, utilizando ou não a mercaptana 2-Mercaptoetanol (ME), a fim de se 

adsorver proteínas com o objetivo de se investigar a forma de como essas biomoléculas são 

adsorvidas em superfícies metálicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

Estudar a interação das moléculas do aminoácido L-Metionina, do dipeptídeo L-

Carnosina e também das proteínas BSA e os anticorpos anti-Albumina de Soro Bovino 

(Anti-BSA) e anti-receptor de folato (Anti-FOL), adsorvidas em superfícies 

nanoestruturadas de AgNPs com presença e ausência do modificador de superfície ME, por 

espectroscopia SERS. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Dentre os objetivos específicos do trabalho, estão: 

 

a) sintetizar as AgNPs e realizar a sua caracterização espectroscópica por absorção 

no UV-VIS-NIR; 

b) determinar a distribuição de tamanhos das AgNPs pela técnica de espalhamento 

dinâmico de luz (DLS) e de carga superficial por potencial zeta; 

c) construir as superfícies nanoestruturadas de AgNPs sobre lâminas 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 adsorção do CV, da MET, da CAR, do 

ME, da BSA e dos anticorpos Anti-BSA e Anti-FOL em superfícies 

nanoestruturadas de AgNPs; 

f) caracterizar por espectroscopia SERS a adsorção da BSA e dos anticorpos Anti-

BSA e Anti-FOL em superfícies nanoestruturadas construídas a partir das 

AgNPs, modificados por ME. 
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3 METODOLOGIA 

 

Abaixo será apresentada a metodologia aplicada para a realização deste trabalho, 

sendo dividida nas seguintes etapas: Instrumentação, Mapeamentos SERS e condições das 

medidas, Reagentes e Solventes, Síntese das AgNPs e Construção das superfícies 

nanoestruturadas. 

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO 

 

Nessa seção serão apresentadas a instrumentação utilizada para a realização deste 

trabalho, como é o caso do Espectrômetro de absorção UV-VIS-NIR, Espectrômetro Raman, 

DLS e Potencial Zeta. 

 

3.1.1 Espectrômetro de absorção UV-VIS-NIR 

 

A solução coloidal de AgNPs foi analisada utilizando um espectrofotômetro Ocean 

optics fiber USB 2000 + XRI-ES, NIR 256-2.1 na faixa de 200 a 2800 nm, utilizando cubetas 

de quartzo de caminho ótico 5 mm. 

 

3.1.2 DLS e Potencial Zeta  

 

 A solução coloidal foi analisada pelo equipamento de espalhamento de luz dinâmico 

(DLS) Marlvern, Nano ZS90 (Red badge) e model number (ZEN3690) particle size and zeta 

potencial - 90° optics. O DLS determina o raio hidrodinâmico (RH) das partículas através do 

espalhamento de luz a partir do movimento Browniano das partículas presentes na solução. 

Assim, é possível obter informações acerca da distribuição dos tamanhos das partículas 

analisadas. 

 No mesmo equipamento é possível determinar a carga da superfície das 

nanopartículas, por meio do potencial Zeta, que irá indicar a carga elétrica que recobre a 

nanopartícula dando a informação sobre a estabilidade da solução coloidal. 
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3.1.3 Espectrômetro Raman  

 

O espectro Raman da molécula de BSA no estado sólido foi obtido no espectrômetro 

FT-Raman Bruker-RFS-100, equipado com um detector de germânio refrigerado por 

nitrogênio líquido, acoplado a um microscópio Olympus com uma lente objetiva de 

magnificação de longo alcance de 40 vezes com linha de excitação do laser Nd-YAG com 

comprimento de onda de 1064 nm. 

Os espectros Raman das moléculas, MET e CAR no estado sólido e da solução de 

Anti-FOL seca sobre placa de vidro, além dos espectros SERS (MET, CAR, ME, BSA, Anti-

BSA e Anti-FOL) foram obtidos no espectrômetro Raman Bruker-Senterra dispersivo 

equipado com um detector CCD refrigerado termoeletricamente, acoplado a um microscópio 

Olympus com uma lente objetiva de magnificação de curto alcance de 100 vezes, com linha 

do laser de excitação com comprimento de onda de 632,8 nm. Apenas para o CV foram 

obtidos os espectros Raman e SERS com as radiações excitantes de comprimento de onda 

632,8 e 785 nm.  

 

3.2 MAPEAMENTOS SERS, CONDIÇÕES DE MEDIDAS E A RELAÇÃO DA     

POTÊNCIA NOMINAL E POTÊNCIA REAL 

 

Para a realização das medidas, foram realizados mapeamentos como forma de estudar 

a maneira da adsorção dos analitos na superfície de prata, como também a reprodutibilidade 

espectral. Com isso, numa dada região da superfície nanoestruturada, foi selecionada uma 

matriz retangular de pontos com distância entre si de 5 micrômetros, onde cada ponto 

selecionado resultou em um espectro. Todos os espectros foram plotados utilizando o 

software Origin 8, inclusive os ajustes de correção de linha base e o uso da ferramenta 

smooth. Sobre a seleção dos espectros nos mapeamentos SERS para uma posterior tentativa 

de atribuição de bandas, estes foram selecionados a partir da comparação com resultados 

similares presentes na literatura, de acordo com os padrões espectrais referentes aos 

adsorbatos utilizados para a realização deste trabalho, além da reprodução do mesmo padrão 

espectral entre os vários pontos selecionados. 

Exceto o espectro Raman do sólido da BSA, os outros espectros Raman e SERS foram 

obtidos no equipamento espectrômetro Raman Bruker-Senterra dispersivo e apresentaram a 

potência nominal (que é aquela escolhida no software no momento da realização da medida) 

diferente da potência real (que é a potência que realmente é incidida na amostra). Isso foi 
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observado através de um medidor de potência, com isso, abaixo é possível observar na tabela 

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

4 as condições de medidas para os espectros Raman. 

 

Tabela 3 - Condições de medidas dos espectros/mapeamentos  

SERS das moléculas. 

Filmes Linha Laser 

(nm) 

Potência 

(Nominal/ 

Real) 

mW 

Tempo de 

Acumulação 

Abertura da 

Fenda 

Ag-CV 785  100/70 10 s 2 mm 

Ag-CV 632,8 10 /5  10 s 2 mm 

Ag-MET 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-CAR 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-BSA 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME-BSAX 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-AntiBSA 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME-AntiBSA 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-AntiFOL 632,8 2/1 15 s 50x1000 µm 

Ag-ME-AntiFOL 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME-BSAY 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME-BSAZ 632,8 2/1 15 s 2 mm 

Ag-ME-BSAX1 632,8 10/5 15 s 2 mm 

Ag-ME-BSAX2 632,8 20/10 15 s 2 mm 

Legenda: c (coadições), s (segundos), mm (milímetros), µm (micrometros), Ag-ME-BSAX (filme 

construído utilizando a síntese avermelhada), Ag-ME-BSAY (filme construído utilizando a síntese 

alaranjada), Ag-ME-BSAZ (filme construído utilizando a síntese arroxeada), Ag-ME-BSAX1 (filme 

construído utilizando a síntese avermelhada aplicando uma potência nominal de 10 mW) e Ag-ME-

BSAX2 (filme construído utilizando a síntese avermelhada aplicando uma potência nominal de 20 

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

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

Sólido seco  Linha Laser 

(nm) 

Potência 

(Nominal/ 

Real) 

mW 

Tempo de 

Acumulação 

Abertura da Fenda 

CV 632,8  2/1 15 s 2 mm 

MET 632,8 2/1  15 s 25x1000 µm 

CAR 632,8 20/10  15 s 2 mm 

BSA 1064 250 512 scans - 

Anti-FOL 632,8 5/2,5 15 s 50x1000 µm 

       Legenda: c (coadições), s (segundos), mm (milímetros), µm (micrometro). 

       Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

 

3.3 REAGENTES E SOLVENTES 

 

 Os reagentes utilizados foram: Nitrato de prata (Sigma-Aldrich), Citrato de sódio 

(Sigma-Aldrich), Boroidreto de sódio (Fluka), Peróxido de Hidrogênio 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: Álcool Etílico (Synth), Ácido Nítrico (Synth), Ácido 

Clorídrico (Sciavicco) e Água deionizada do deionizador Milipore Synergy-UV (ρ = 18,2 MΩ 

cm). 

 

3.4 SÍNTESE DAS AgNPs DISPERSAS EM MEIO AQUOSO 

 

 Para o preparo do coloide de Ag, baseado na síntese de Tsuji et al., (2012), foram 

adicionados 50 mL de uma solução de AgNO3 (0,1 mmol L-1) e 3 mL de uma solução 

aquosa de citrato de sódio (30 mmol L-1) em um erlenmeyer, que foi mantido sob agitação. 

Posteriormente foram adicionados 280 µL de boroidreto de sódio (100 mmol L-1) na solução 

do erlenmeyer e assim foi possível observar a coloração da solução variando de incolor para 

amarelada. 



37 
 

 Em seguida, essa solução foi levada para o banho ultratermostático de modo que a 

temperatura fosse constante em 27°C com variações menores que 0,2°C. Após 30 minutos, 

foram adicionados 120 µL H2O2 (30% m/v) de forma rápida e assim, sob agitação, foi 

possível observar a mudança da coloração de amarelo pálida para laranja até chegar no 

vermelho. Por fim, o erlenmeyer foi levado novamente ao banho ultratermostático, durante 1 

hora. 

 

3.5 CONSTRUÇÃO DAS SUPERFÍCIES NANOESTRUTURADAS DE PRATA 

 

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

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

 

3.5.1 Limpeza das lâminas de vidro 

 

 As lâminas de vidro foram imersas em uma solução de água régia (HCl/HNO3 3:1) por 

5 minutos, com a finalidade de retirar possíveis metais pesados presentes na lâmina. Após 

esse intervalo de tempo, as lâminas foram retiradas dessa solução e foram lavadas 

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

 

3.5.2 Preparo das suspensões de AgNPs 

 

 Por causa da superfície impedida por causa do excesso de cargas OH- das AgNPs, se 

fez necessário à sua ressuspensão em meio aquoso, com a objetivo de retirar o excesso dessas 

cargas, com isso, as AgNPs foram levadas à centrifugação por 10 minutos com valor de força 

g de 15339 m/s2. Posteriormente, foi descartado o sobrenadante. e o precipitado foi 

ressuspendido em água deionizada.  

 

3.5.3 Obtenção das superfícies nanoestruturadas de prata 

 

Nessa seção serão apresentadas a forma de como foram obtidas as superfícies 

nanoestruturadas de prata, de acordo com o método 1 e método 2. 
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3.5.3.1 Obtenção das superfícies nanoestruturadas de prata – Método 1 

 

Todos as superfícies nanoestruturadas foram construídas da mesma forma, ou seja, foi 

preparada uma solução aquosa do analito e dessa solução foram retirados 100 μL-1 para em 

seguida, misturá-la com 900 μL-1 de a solução do coloide ressuspendido obtida no item 3.5.2. 

Essa solução foi deixada em repouso por 1 hora sob a bancada.  

Sob as lâminas secas, foi gotejado a solução contendo o coloide ressuspendido com o 

analito, e posteriormente, essa lâmina foi seca à vácuo em uma temperatura de 30°C por 10 

minutos. Em seguida, a lâmina foi levada para análise no espectrômetro Raman. Foram 

preparadas as seguintes superfícies nanoestruturadas: 

 

Tabela 5 - Superfícies nanoestruturadas construídas. 

Filme Composição Concentração final do analito 

1 Ag-CV [CV] = 1,0 x 10-6 mol. L-1 

2 Ag-MET [MET] = 1,0 x 10-5 mol. L-1 

3 Ag-CAR [CAR] = 1,0 x 10-5 mol. L-1 

4 Ag-BSA [BSA] = 1,0 x 10-8 mol. L-1 

5 Ag- Anti-BSA [Anti-BSA] = 0,05 mg. mL-1 

6 Ag- Anti-FOL [Anti-FOL) = 1,0 x 10-9 mol. L-1 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

3.5.3.2 Obtenção das superfícies nanoestruturadas de prata – Método 2 

 

Primeiramente foi preparado uma solução do ME em meio etanoico, com 

concentração final de 1,0 x 10-6 mol L-1. Dessa solução, foi retirada uma alíquota de 100 μl a 

qual foi misturada com 900 μl de solução coloidal ressuspendida, obtida no item 3.5.2., sendo 

mantida em repouso por 15 minutos sob a bancada, resultando em uma concentração final de 

ME de 1,0 x 10-7 mol L-1. Todos as superfícies nanoestruturadas nessa seção foram 

construídos utilizando a essa concentração do ME. 

Posterior a isso, foram construídas as seguintes superfícies nanoestruturadas: 
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Tabela 6 - Superfícies nanoestruturadas construídas na presença do ME. 

Filme Composição Concentração final do analito  

1 Ag-ME [ME] = 1,0 x 10-7 mol. L-1 

2 Ag-ME-BSAX [BSA] = 1,0 x 10-8 mol. L-1 

3 Ag- ME- Anti-BSA [Anti-BSA] = 0,05 mg. mL-1 

4 Ag- ME- Anti-FOL [Anti-FOL) = 1,5 x 10-7 mol. L-1 

5 Ag-ME-BSAY [BSA] = 1,0 x 10-8 mol. L-1 

6 Ag-ME-BSAZ [BSA] = 1,0 x 10-8 mol. L-1 

Legenda: Ag-ME-BSAX (superfície nanoestruturada construída utilizando a síntese avermelhada), Ag-

ME-BSAY (superfície nanoestruturada construída utilizando a síntese alaranjada), Ag-ME-BSAZ 

(superfície nanoestruturada construída utilizando a síntese arroxeada). 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Todos as superfícies nanoestruturadas foram construídas da mesma forma, ou seja, foi 

preparada uma solução aquosa do analito e, dessa solução, foram retirados 100 μl para em 

seguida, misturá-la com 900 μl de uma solução contendo o coloide ressuspendido com ME. 

Essa solução foi deixada em repouso por 1 hora sob a bancada. 

Sob as lâminas secas, foi gotejada a solução contendo o coloide ressuspendido com o 

analito, e posteriormente, essa lâmina foi seca à vácuo em uma temperatura de 30°C por 10 

minutos. Em seguida, a lâmina foi levada para análise no espectrômetro Raman. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

A seguir serão discutidos os resultados obtidos acerca da síntese realizada, os 

espectros Raman dos adsorbatos CV, MET, CAR, BSA, ANTI-BSA E ANTI-FOL como 

também dos espectros SERS dos adsorbatos adsorvidos nas superfícies nanoestruturadas. 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA SÍNTESE DE AgNPs 

 

Na síntese de Tsuji et.al (2012), ao alterar a forma de se adicionar os seus reagentes, 

se torna possível obter diferentes tamanhos de AgNPs e, em consequência disso, diferentes 

colorações dessa síntese. Foram preparadas três sínteses que resultaram colorações diferentes: 

alaranjada, avermelhada e arroxeada. A diferença entre elas foram, na síntese avermelhada, 

depois de deixar estabilizá-la no banho ultratermostático por 30 minutos, o erlenmeyer foi 

retirado do banho para que fosse adicionado de maneira rápida o peróxido de hidrogênio, e 

assim fosse agitado manualmente até que a coloração da síntese passasse de amarelo pálido, 

laranja e chegasse na coloração avermelhada. Após isso, o erlenmeyer foi colocado 

novamente no banho, onde foi mantido por 1 hora. A segunda síntese, de coloração 

alaranjada, também foi realizada da mesma forma, porém ao adicionar o peróxido de 

hidrogênio de forma rápida, o erlenmeyer foi agitado manualmente até que a coloração fosse 

alaranjada fosse alcançada, e assim, foi colocado em cima da bancada, não retornando ao 

banho termostático. A terceira síntese de cor arroxeada também seguiu o mesmo 

procedimento, mas após a adição do peróxido rápida, foi agitado até a coloração arroxeada e, 

por fim, o erlenmeyer foi colocado em cima da bancada, não retornando ao banho 

termostático. Abaixo, é possível observar os espectros UV-VIS-NIR e suas respectivas 

colorações resultantes, avermelhada (Figura 9A), alaranjada (Figura 9B) e arroxeada (Figura 

9C). Como já haviam sido realizados alguns testes prévios com a síntese de coloração 

avermelhada, para a realização deste trabalho essa síntese foi escolhida (Figura 9A). 
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Figura 9 - Espectro UV-VIS-NIR da suspensão coloidal avermelhada (A), alaranjada 

(B) e arroxeada (C). 

 

   Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Ao comparar os três espectros, nota-se que, o espectro referente a síntese das AgNPs 

avermelhadas (Figura 9A) possui um tamanho predominante de partículas menores, quando 

comparados com as outras sínteses. A banda com máximo em ca. 400 nm, refere-se a 

nanopartículas com tamanho por volta de 20 nm, e ao observar essa mesma banda nos outros 

espectros, ela tende a diminuir. Já a banda em 470 nm tende a se deslocar para maiores 

comprimentos de onda, indicando assim uma distribuição de tamanhos maiores de 

nanopartículas presentes nas sínteses. Esse processo contínuo de redução seguida por 

oxidação permite que essas partículas maiores sejam reconstruídas, resultando nos nanoplates. 

Este foi um resultado diferente do que reportado por Tsuji et al., (2012), no entanto, já era 

esperado essa diferença pois a forma de como adicionar alguns reagentes não foi a mesma. 

Em consequência disso, a distribuição de tamanhos também não foi a mesma reportada no 

artigo. De acordo com a síntese reportada, ao adicionar o boroidreto de sódio e o peróxido de 

hidrogênio, de forma lenta sob agitação, o resultado seria uma coloração do coloide azulada. 

No caso dessa síntese, o boroidreto de sódio foi adicionado de forma lenta e o peróxido de 

hidrogênio foi adicionado de forma rápida e, em seguida, o erlenmeyer foi agitado até o 

momento em que a coloração se mostrou com coloração avermelhada.  

Ao analisar esse espectro (Figura 10A), é possível inferir que a suspensão coloidal 

possui duas distribuições de tamanho, bem próximas, de nanopartículas referentes as duas 

bandas citadas. Para a adsorção dos analitos, foi realizada a centrifugação / ressuspensão em 

meio aquoso, pelo fato da superfície das AgNPs ser impedida por causa do excesso de cargas 

OH-, como pode ser demonstrada na reação abaixo (Reação 1), que provavelmente é a razão 

que impediu a adsorção dos analitos de interesse. Após a centrifugação, e em seguida 
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ressuspensão em meio aquoso, foi medido o espectro UV-VIS-NIR da suspensão coloidal 

(Figura 10B).  

 

2 Ag0 + H2O2  2 Ag+ + 2 OH-  

(Reação 1) 

 

Ao analisar esse espectro (Figura 10B), foi possível observar as duas bandas já 

observadas no espectro anterior (Figura 10A), porém notou-se uma diferença no valor da 

extinção dessas bandas. No primeiro espectro, a banda mais próxima da região UV era mais 

intensa, o que significa que antes da centrifugação/ressuspensão a maioria das AgNPs 

presentes na suspensão faziam parte de uma distribuição de menor tamanho, quando 

comparados a outra banda indicada. Após a centrifugação/ressuspensão, as intensidades 

dessas bandas diminuíram, a ponto da banda mais próxima da região do IV se tornou mais 

intensa, o que de fato já era esperado, pois depois da centrifugação, as nanopartículas de 

tamanhos maiores foram para o fundo do ependorff e em seguida com a ressuspensão, em 

meio aquoso, as menores foram para o sobrenadante. Como esse sobrenadante é descartado, 

era esperado que as AgNPs com tamanhos maiores prevalecessem, e isso é constatado no 

espectro após a centrifugação. Ao comparar os dois espectros UV-VIS-NIR, se torna melhor a 

visualização dessa diferença (Figura 10C). 
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Figura 10 - Espectros UV-VIS-NIR das suspensões AgNPs antes da centrifugação (A), 

após a centrifugação e ressuspensão (B) e os mesmos espectros plotados junto (C). 
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                     Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

A análise do DLS avaliou o tamanho das nanopartículas na solução aquosa, antes e 

depois da centrifugação/ ressuspensão em meio aquoso. Logo após a realização da síntese, foi 

medido o DLS da mesma, indicado num gráfico de tamanho por intensidade (Figura 11A), 

logo, a partir desse resultado, foi possível constatar a presença de populações de 

nanopartículas muito próximas. Outro gráfico interessante, a respeito dessa mesma medida foi 

obtido, que é o caso de tamanho por volume (Figura 11B) que resultou num tamanho médio 

de 21,37 nm. Foi também analisada a medida do DLS após a centrifugação da síntese e sua 

ressuspensão em meio aquoso, demonstrado nos gráficos de tamanho por intensidade (Figura 

12A) e tamanho por volume (Figura 12B), no qual resultou num tamanho médio de 24,64 nm 

Esse resultado é interessante pois pode-se notar que a partir da ressuspensão do precipitado, 

que continha as nanopartículas de tamanhos maiores, e o descarte do sobrenadante que 

continha as nanopartículas de tamanho menores, que não respondem à centrifugação, notou-se 

que a curva após a ressuspensão ficou mais intensa e a distribuição de tamanhos se tornou 

mais homogênea, restando assim as AgNPs com maior distribuição de tamanho. Outro fato 
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importante foi que, após a ressuspensão, as AgNPs de maiores tamanhos com ca. 100 nm 

também não prevaleceram, isso pode ser explicado pois, utilizando um ependorff para a 

centrifugação, muitas dessas nanopartícula ficam presas na parede do próprio ependorff, o que 

pode ser observado visualmente. 

 

Figura 11 - Resultado da análise do DLS da suspensão aquosa de AgNPs tamanho por 

intensidade (A) e tamanho por volume (B). 

 

 

                           Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Figura 12 - Resultado da análise do DLS da suspensão aquosa de AgNPs após a 

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

 

 

                          Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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Os valores obtidos através da análise do potencial Zeta (Figura 13A) resultaram no 

valor de -43,1 mV, indicando assim que a superfície das AgNPs está carregada 

negativamente, muito provavelmente por causa dos reagentes utilizados para a realização da 

síntese. O boroidreto de sódio que foi o agente redutor gerou íons boratos na superfície das 

AgNPs, o peróxido de hidrogênio que foi o agente oxidante gerou íons OH- e, por fim, o 

citrato de sódio que atua como agente estabilizador gerou uma carga na superfície que é 

negativa. Após a centrifugação e ressuspensão em meio aquoso, foi medido o potencial zeta 

que resultou num valor de +5,94 mV (Figura 13B), isso pode ser explicado pois após a 

ressuspensão, as cargas negativas que estabilizavam as AgNPs que impediam a aproximação 

dos analitos na superfície, o que motivou a centrifugação do coloide e, em seguida, sua 

ressuspensão em meio aquoso,(OH- ,íons borato e íons citrato) são retiradas resultando numa 

carga positiva na superfície das nanopartículas, e pelo valor resultante conclui-se que essas 

AgNPs não são mais estáveis, de forma que foi decidido que todo procedimento experimental 

para a obtenção dos espectros SERS foi realizado no mesmo dia da centrifugação. 

 

Figura 13 - Análise do potencial Zeta da suspensão aquosa de AgNPs antes da 

centrifugação (A) e após a centrifugação/ressuspensão em meio aquoso (B). 

 

                       Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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4.2  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE SERS DAS SUPERFÍCIES NANOESTRUTURADAS 

DE Ag (AGNS) 

 

Nessa seção serão apresentados os resultados obtidos acerca da atividade SERS das 

superfícies nanoestruturadas de prata construídas. 

 

4.2.1 Caracterização Raman e SERS utilizando o CV como molécula de prova 

 

Após a síntese das AgNPs, iniciou-se o processo para obtenção das superfícies 

nanoestruturadas descritos no item 3.5.3. As superfícies nanoestruturadas foram obtidas após 

gotejamentos em lâminas de vidros previamente limpas, e secas a vácuo em uma temperatura 

de 30°C por 10 minutos. Com a finalidade de avaliar a atividade SERS do substrato 

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

. 

Figura 14 - Estrutura do CV. 

 

                                                Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Primeiramente, foi realizado o espectro Raman do sólido do CV utilizando a radiação 

excitante de linha laser de comprimento 632,8 nm (Figura 15A). Ao realizar a busca à 

literatura, não foi encontrado o espectro Raman do CV sólido utilizando esta linha laser, por 

causa dessa molécula possuir transição eletrônica em ressonância com a linha laser 632,8 nm. 

O espectro obtido possui uma grande banda de fluorescência, por causa da ressonância 

do analito com a linha laser utilizada, com isso, o efeito SERS é acrescido ao efeito RR 

(Raman ressonante), resultando o efeito espalhamento raman ressonante intensificado por 

superfície (SERRS do inglês - Surface-Enhanced Resonance Raman Scattering). 
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Por causa da banda de fluorescência, foi realizado o ajuste da linha base desse espectro 

(Figura 15B), e em seguida por causa do espectro estar com bastante ruído foi aplicado a 

opção smooth do software utilizado para plotar os espectros com o intuito de diminuir o ruído 

do espectro (Figura 15C). 

 

Figura 15 - Espectro Raman do CV (A), após a correção 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 

condições de medidas a radiação incidente com comprimento de onda de 632,8 nm, e radiação 

incidente com comprimento de onda de 785 nm, (Figura 16). A diferença espectral entre os 

dois espectros se dá pelo fato da ocorrência de ressonância entre a molécula e a linha laser 

632,8 nm. 
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Figura 16 - Espectro SERRS e SERS do CV adsorvido na superfície do AgNS 

utilizando linha laser com radiação de comprimento de onda 632,8 nm (A) 

 e com radiação de comprimento de onda 785 nm (B), respectivamente. 
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                                         Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Por fim, o espectro Raman do CV no estado sólido (Figura 17A) e após 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 possível observar que algumas bandas dos espectros SERS sofreram 

deslocamentos quando comparados com as bandas do sólido e, além do mais, notou-se a 

variação das intensidades relativas das bandas nos dois espectros, comprovando assim a 

ocorrência 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 sólido utilizando a radiação incidente de 

comprimento de onda de 632,8 nm (A), espectro Raman do CV após ajustes (B), espectro 

SERRS do CV utilizando radiação incidente do laser com comprimento de onda de 632,8 nm 

(C) e espectro SERS do CV utilizando radiação 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 é possível observar a 

adsorção do CV em um substrato SERS contendo nanopartículas de prata foi o realizado por 

MAO et al., (2012). Ao comparar os espectros, estes possuem bandas iguais, mais 

precisamente as bandas 1175 cm-1 referente das vibrações C-H do plano, 1390 cm-1 referente 

ao estiramento N-fenil e os modos em 1591 e 1620 cm-1 referentes ao estiramento C-C do 

anel. Ao comparar os espectros SERS obtidos, nota-se que as bandas que sofreram as maiores 

intensificações relativas foram as bandas em 1591 e 1620 cm-1, indicando assim a região mais 

provável de adsorção do CV sobre a superfície nanoestruturada. 
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4.2.2 Caracterização Raman e SERS da molécula MET  

 

Após a construção das AgNS, o qual adsorveu o CV, foi decidido compreender 

primeiramente a interação entre estruturas mais simples que as proteínas, logo, foi construído 

a AgNS para adsorção do aminoácido L-Metionina. Esse aminoácido é interessante pois, além 

de possuir os átomos característicos em todos aminoácidos como o oxigênio e nitrogênios, 

possui também o átomo de enxofre (LIMA JR et al., 2013). O valor do pKa desse aminoácido 

é 2,28 (DRUG BANK, 2021), e como o pH do coloide é por volta de 6, pode-se afirmar que a 

estrutura da MET (Figura 18A) no meio coloidal será sua estrutura zwitteriônica (Figura 

18B). 

 

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

 

                            Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

O espectro Raman do sólido MET (Figura 19) foi obtido. Como forma de estudar, a 

maneira da adsorção da metionina na superfície de prata foi realizada para a medida nesse 

filme um mapeamento de 36 pontos (Figura 20). Desses 36 espectros, foram selecionados 8 

espectros os quais apresentaram um padrão espectral considerado referente a metionina 

(Figura 21).  
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Figura 19 - Espectro Raman da MET em estado sólido. 
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                                            Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Figura 20 - Mapeamento SERS de 36 pontos da MET adsorvida na AgNS. 
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                                            Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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Figura 21 - Seleção de 8 espectros do mapeamento SERS de 36 pontos da MET 

adsorvida na AgNS. 
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                                               Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Antes de executar-se a soma dos espectros eles foram normalizados para que as 

intensidades do fundo não interferissem no espectro médio. Após realizar a soma dos 

espectros (Figura 22A), em seguida, foi realizado a correção da linha base desse espectro e 

uso da ferramenta smooth para diminuição do ruído (Figura 22B) para depois compará-lo com 

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

 

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

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 possível atribuir as bandas 

do espectro Raman em 675, 1049 e 1442 cm-1 sendo referentes aos modos vibracionais do 

estiramento carbono – enxofre, estiramento carbono – nitrogênio e ao estiramento COO-, 

respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS 

em 670, 1047 e 1460 cm-1, respectivamente. 

Com isso, conclui-se que a metionina foi adsorvida na superfície da superfície 

nanoestruturada de prata, tanto pelo nitrogênio quanto pelo grupo carboxilato presente em sua 

estrutura. 

 

4.2.3 Caracterização Raman e SERS da molécula CAR 

 

Depois de construir o filme nanoestruturado de prata, e adsorver um aminoácido, foi 

construído uma outra superfície nanoestruturada nas mesmas condições para adsorção de um 

outro analito composto por dois aminoácidos, ou seja, um dipeptídeo, que no caso foi a L-

Carnosina (Figura 24). Foi obtido o espectro Raman do sólido 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 atribuição de bandas (Figura 28).  
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Figura 24 - Estrutura da L-Carnosina. 

 

                                            Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Figura 25 - Espectro Raman da L-Carnosina em estado sólido. 
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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 - Seleção de um espectro do mapeamento SERS de 36 pontos da CAR 

adsorvida na AgNS. 
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                                      Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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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 atribuição das bandas ter sido realizada a partir da escolha de 

um único espectro dentre os 36 presentes no mapeamento, as bandas SERS obtidas foram 

semelhantes às registradas por THOMAS et al. (2010), em superfície de prata, e 

CARVALHO (2012), sobre superfície de ouro e usando a radiação 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-1 são atribuídas aos modos vibracionais 

N-H do anel imidazólico e o estiramento do C-N do anel, C-H do anel imidazólico e 

deformação N-H, estiramento C-N respiração do anel, estiramento C-N anel imidazólico 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-1. 

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 superfície de prata, mas no ponto em que ocorreu a 

adsorção preferencialmente, essa se deu pelo anel histidínico. 
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4.2.4 Mapeamentos SERS das proteínas  

 

A partir dessa seção, foram realizados mapeamentos na ausência e presença do ME 

para entender sua influência no mecanismo de adsorção das proteínas. 

 

4.2.4.1 Espectro SERS obtido do ME 

 

A estrutura do ME segue abaixo (Figura 29). Foi construída uma superfície 

nanoestruturada de prata somente para adsorção do ME (Figura 30), onde o espectro obtido 

antes (A) e após a correção da linha base (B) e em seguida do uso da ferramenta smooth (C), 

pode ser observado abaixo.   

 

Figura 29 - Estrutura do ME. 

 

                                                 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 após o uso da ferramenta smooth (C). 
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                     Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

De acordo com Kudelski (2003), foi possível observar o aparecimento das mesmas 

bandas no espectro SERS obtido, constatando assim a ocorrência do efeito SERS, mais 

precisamente as bandas indicadas no espectro são todas referentes ao estiramento carbono – 

enxofre. 

 

4.2.4.2 Padrões espectrais presentes em todos os mapeamentos realizados  

 

É importante ressaltar que, ao começar a realizar as medidas das amostras de BSA, 

Anti-BSA e Anti-FOL alguns padrões espectrais se repetiram em todas as medidas de 

mapeamento SERS. Os padrões espectrais que se fizeram presentes em todos os mapeamentos 

foram nomeados como padrão espectral (A) e padrão 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 padrão espectral da Figura 31A, é possível dizer que as nanopartículas de 

prata não entraram em ressonância com a linha laser utilizada (632,8 nm), com isso não houve 

a formação de espectro algum, além do mais, todos os filmes construídos possuem uma 

natureza heterogênea, ou seja, eles não são distribuídos igualmente sobre a lâmina de vidro. Já 

o padrão espectral da Figura 31B indica a presença de duas bandas largas na região de 1200 e 

1600 cm-1 que indicam a ação conjunta das nanoestruturas de prata que possuem uma 

propriedade catalítica, aliada com a ação do laser, mesmo quando aplicada baixa potência, e a 

natureza orgânica da amostra, que levam à decomposição da mesma, uma vez que essas 

bandas são atribuídas 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 

potências do laser maiores que 2 mW.  

 

4.2.5 Caracterização Raman e SERS da proteína BSA  

 

Nessa seção serão apresentados e discutidos os resultados referentes aos espectros 

Raman e SERS da proteína 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 proteína BSA (4F5S) em 3D. 

 

                                         Fonte: Protein Data Bank (2013). 

 

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

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

 

Figura 33 - Espectro Raman do sólido da BSA. 
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                                           Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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É importante destacar no espectro as bandas em 1280 cm-1 e 1658 cm-1, que são 

referentes aos modos vibracionais relacionados a amida III e amida I respectivamente, 

segundo Lin et al., (1976) e Han et al., (2008). 

 

4.2.5.2 Espectros SERS da molécula BSA adsorvida na AgNS na ausência 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 presença dos padrões citados no item 4.2.4.2., e 

além disso, foi possível observar conjuntos de espectros diferentes entre si, sendo um 

conjunto possível de ser agrupado (Figura 35). Essa diferença dos padrões espectrais 

presentes no mapeamento indica diferentes condições de ressonância das nanoestruturas 

locais, que geraram diferentes padrões de emissão. 
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Figura 35 - Seleção de 9 espectros que representam o padrão 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 adsorções da BSA adsorvida na AgNS.  

 

Figura 36 - Espectro SERS médio da BSA, obtido dos espectros selecionados do mapeamento 

SERS. 
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                                       Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

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

para que assim fosse realizado a tentativa de atribuição de banda. 
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4.2.5.3 Espectros SERS da molécula BSA adsorvida na AgNS na presença do ME 

 

Nos resultados apresentados abaixo, tem-se o espectro SERS da BSA adsorvida sobre 

a superfície nanoestruturada obtida pelo método 2 (presença do ME). Neste tópico foi 

investigado o tipo de geometria de adsorção que a mercaptana conferiu para a BSA ao 

interagir com superfície de prata. Foi obtido o mapeamento SERS de 100 espectros da BSA 

adsorvida na superfície nanoestruturada de prata na presença de ME (Figura 37). 

 

Figura 37 - Mapeamento SERS contendo 100 espectros da BSA na presença de ME 

adsorvidas na AgNS. 
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                                                     Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

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

além disso, foi possível observar padrões espectrais parecidos entre si, assim, foram 

selecionados 20 espectros que representam o todo presente no mapeamento (Figura 38). 
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Figura 38 - Seleção dos 20 espectros com padrão espectral semelhante presente no 

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

 

Observando os 20 espectros selecionados e, levando em consideração que, estes 

representam os espectros presentes no mapeamento, contatou-se que os espectros são 

reprodutíveis 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, após a correção da linha base (Figura 39B), esse espectro foi comparado com 

o espectro do sólido da BSA para que assim fosse feita uma tentativa de atribuição de banda 

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

após a correção da linha base (B). 
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                        Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Por fim, foi possível comparar os espectros com a presença e ausência do ME, com o 

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

 

Figura 40 - Espectros SERS da BSA adsorvida na AgNS na presença (A),  e na 

ausência do ME (B), espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (C) e espectro Raman do 

sólido 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 possível atribuir as 

bandas presentes nos espectros obtidos. Nota-se que entre os espectros (A) e (B), algumas 

bandas são as mesmas, sendo todas intensificadas nos espectros SERS quando comparadas 

com o espectro Raman do sólido (D). As bandas no espectro Raman em 824, 1272, 1393 e 

1451 cm-1 são atribuídas aos modos vibracionais do aminoácido tirosina, da amida III, do 

aminoácido tirosina e da deformação CH2 e CH3, respectivamente, tiveram aumento na 

intensidade relativa como observado no espectro SERS da Figura 40A em 820, 1270, 1374 e 

1458 cm-1 e da Figura 40B em  801, 1288, 1368 e 1458 cm-1. 

As bandas presentes nos espectros SERS da Figura 40A e 40C em 629, 715, 929 e 

1004 são, segundo o trabalho de Kudelski (2003) devido ao estiramento carbono – enxofre 

devido a presença do ME. 

A bandas no espectro Raman (Figura 40D) em 1123, 1207 e 1340 cm-1 são atribuídas 

aos modos vibracionais ao estiramento carbono – nitrogênio, presença dos aminoácidos 

tirosina ou fenilalanina e a presença do aminoácido triptofano, respectivamente, tiveram 

aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (A) em 1136, 1203 e 

1343 cm-1. 

A bandas no espectro Raman (D) 507, 642, 1163, 1585 e 1608 cm-1 são atribuídas aos 

modos vibracionais do estiramento enxofre – enxofre, estiramento carbono – enxofre 

indicando a presença dos aminoácidos cisteína ou metionina, presença do aminoácido tirosina, 

presença do aminoácido fenilalanina e a presença do aminoácido tirosina e triptofano, 

respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS 

(B) em 521, 657, 1171, 1585 e 1607 cm-1. 

Segundo os trabalhos de DHAMELINCOURT & RAMÍREZ (1991), TORTONDA et 

al., (1998) e MARCHEWKA et al., (2011), a banda no espectro Raman (Fig. 40D) em 440 

cm-1 pode ser atribuída ao modo vibracional da deformação angular do estiramento carbono – 

nitrogênio, provavelmente indicando a presença dos aminoácidos alanina ou ácido glutâmico, 

teve aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (Fig. 40B) em 440 

cm-1. 

Abaixo, segue a tabela 7 contendo as atribuições dos outros modos presentes nos 

espectros da Figura 40. 
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Tabela 7 - Número de onda em cm-1 dos espectros da figura 40 e atribuições baseadas na 

literatura. 

BSA 

(sólido) 

SERS 

ME 

SERS 

BSA-ME 

SERS 

BSA 

Atrib. 

Kudelski, 

2003 

Atrib. 

Han, 2008 

Atrib. 

Lin, 1976 

1608 - - 1607 - Tyr e Trp - 

1585 - - 1585 - Phe - 

1451 - 1458 1458 - δ CH2 δ CH2 

1393 - 1374 1368 - Tyr - 

1340 - 1343 - - Trp - 

1272 - 1270 1288 - Amida III Amida III 

1207 - 1203 - - Tyr ou Phe Tyr + Phe 

1163 - - 1171 - Tyr ν (C – N) 

1123 - 1136 - - - ν (C – N) 

- 1008 1004 - ν (C-S) - - 

891 - - 908  - Tyr 

- 929 929 - ν (C-S) - - 

824 - 820 801 - Tyr Tyr 

- 718 715 - ν (C-S) - - 

642 - - 657 - - ν (C- S) 

- 629 629 - ν (C-S) - - 

507 - - 521 - - ν (S – S) 

440 - - 440 - - ν (C- N) 

Legenda: Fenilalanina (Phe), Tyr (Tirosina), Trp (Triptofano), Cys (Cisteína), Met (Metionina), Cys 

(Cisteína), ν (Estiramento), δ (Deformação). 

Fonte: Elaborado pelo próprio autor (2022). 

 

4.2.5.4 Efeito da potência nas amostras  

 

 A influência da potência no momento da realização das medidas foi investigada. Foi 

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

mW (Figura 41). 

 

Figura 41 - Espectros SERS da BSA adsorvida na AgNS na presença do ME com 

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

. 

Foi observado que, ao aplicar a potência de 1 mW, tanto as bandas referentes a BSA 

quanto as bandas do ME foram observadas. Ao aplicar uma potência de 5 mW, as bandas da 

BSA foram suprimidas por uma grande banda entre 1250 e 1550 cm-1, sendo possível 

observar somente as bandas referentes ao ME. Ao aplicar uma potência de 10 mW, as bandas 

da BSA e do ME são suprimidas pela banda larga de 1250 e 1550 cm-1. Essa banda larga pode 

ser associada a banda do SERS do carbono amorfo (SANT’ANA et al., 2004), que é formado 

com o contato do CO2 da atmosfera com as nanopartículas, como também pode ser formada a 

partir do uso de uma potência “alta” que resulta na carbonização das amostras. Essa análise 

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 diferença dos 

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

das colorações das soluções coloidais (Figura 9). Isso pode ser observado nos espectros SERS 
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da BSA, a partir do uso de diferentes sínteses, e em consequência, com diferentes tamanhos 

de nanopartículas para a construção das superfícies nanoestruturadas com a presença de ME 

(Figura 42). 

Figura 42 - Espectro SERS da BSA adsorvida na AgNS na presença do ME a partir do 

uso da síntese avermelhada (A), a partir da síntese alaranjada (B) e a partir da síntese 

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

 

Com os resultados apresentados e, ao comparar as três soluções de AgNPs, pode-se 

inferir que houve a reprodutibilidade em relação às bandas observadas e suas intensidades 

relativas, ou seja, a partir de sínteses com tamanhos de nanopartículas diferentes, obteve-se 

espectros similares entre si ao adsorver o ME e a BSA sobre as superfícies nanoestruturadas. 

Conclui-se então que, qualquer uma das sínteses exibiria o mesmo resultado para realização 

deste trabalho, pois as propriedades químicas da superfície são as mesmas, independente das 

distribuições de tamanho das nanopartículas. 

 

4.2.6 Caracterização SERS do anticorpo Anti-BSA 

 

Os anticorpos são um tipo de proteína que desempenham funções importantes nos 

organismos humanos. Para a realização deste trabalho não foi possível obter o espectro 

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

presença do ME.  

 

 

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

 

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

obtidos pelo método 1, sendo a fonte de excitação 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 presença dos padrões 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 possível observar o padrão espectral com as bandas que possivelmente 

pertencem ao anticorpo (Figura 44). 
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Figura 44 - Seleção 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 estão diferentes entre si, pode-se inferir que a 

interação desse anticorpo com a AgNS não ocorre através de sítios preferenciais. 

 

4.2.6.2 Espectros SERS da molécula Anti-BSA adsorvida na AgNS na presença 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 presença do ME. 
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                                                         Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

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

além disso, observou-se nos espectros presente no mapeamento uma boa reprodutibilidade, ou 

seja, os espectros são muito parecidos entre si. Dessa forma, foram selecionados 5 espectros 

(Figura 46). 

 

Figura 46 - Seleção 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 estão parecidos entre si, optou-se de realizar um somatório dos 

mesmos, com o intuito de se obter um espectro soma e assim diminuir os ruídos espectrais, 

para que no final fosse obtido um espectro capaz de ser comparado com o espectro SERS do 

ME. Após somar esses 5 espectros (Figura 47A), se fez necessário corrigir a linha base para 

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

 

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

correção 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 

atribuição de bandas. 
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Figura 48 - Espectro SERS da Anti-BSA adsorvida na AgNS na presença 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 ARÊAS & KAWANO (1991), GNIADECKA et al., 

(1998) e ZHANG et al., (2008) foi realizada a tentativa de atribuição de bandas. 

A banda no espectro SERS em 1272 cm-1 pode ser atribuída ao modo de amida III. A 

banda no espectro SERS em 1458 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento CH2, referente a 

presença do aminoácido triptofano. A banda no espectro SERS em 1572 cm-1 pode ser 

atribuída ao estiramento C = O indicando a presença dos aminoácidos ácido aspártico e ácido 

glutâmico. 

As bandas presentes nos dois espectros em 629, 715, 929 e 1004 são, segundo o 

trabalho de Kudelski (2003) devido ao estiramento carbono – enxofre devido a presença do 

ME. 

Segundo os trabalhos de DHAMELINCOURT & RAMÍREZ (1991), TORTONDA et 

al., (1998) e MARCHEWKA et al., (2011), a banda no espectro SERS (A) em 478 cm-1 pode 

ser atribuída ao modo vibracional da deformação angular do estiramento carbono – 

nitrogênio, provavelmente indicando a presença dos aminoácidos alanina ou  ácido glutâmico.  
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4.2.7 Caracterização Raman e SERS do anticorpo Anti-FOL  

 

Neste trabalho, também foi utilizado o anticorpo Anti-FOL. Foram obtidos os 

espectros Raman da solução de Anti-FOL além dos espectros SERS da Anti-FOL, tanto na 

ausência, quanto na presença do ME.  

 

4.2.7.1 Espectro Raman da molécula Anti-FOL 

 

 O espectro Raman do Anti-FOL seco sobre placa de vidro está apresentado abaixo 

(Figura 49). Devido ao fundo de fluorescência, que impede a visualização do padrão espectral 

característico do anticorpo, foi realizada o ajuste de linha base desse espectro (Figura 50A). 

Além disso, como o espectro apresentou um grande ruído, foi utilizado a opção smooth para a 

diminuição deste (Figura 50B). 

 

Figura 49 - Espectro Raman da solução de Anti-FOL gotejada sobre lâmina de vidro. 
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                                                          Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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Figura 50 - Espectro Raman da Anti-FOL após a correção da linha base (A) e o 

espectro Raman da solução de Anti-FOL após ajuste smooth (B). 
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                             Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

4.2.7.2 Espectros SERS da molécula Anti-FOL adsorvida na AgNS na ausência do ME 

 

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

sobre a superfície 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 presença dos padrões 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 possível observar uma 

similaridade espectral entre si (Figura 52). 

 

Figura 52 - Seleção 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 estão bastante diferentes entre si, optou-se de realizar um 

somatório desses espectros, com o intuito de se obter uma “média” das geometrias de 

adsorções, para que no final fosse obtido um espectro capaz de ser comparado com outros 

espectros (Figura 53). Após somar esses 7 espectros (A), se fez necessário corrigir a linha 

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

correção 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 presença do ME 

 

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

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

 

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

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

 

 A partir do mapeamento, notou-se a presença dos padrões 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 são muito parecidos entre si. Dessa forma, foram selecionados 5 espectros 

os quais apareceram o maior número de bandas (Figura 55). 

 

Figura 55 - Seleção 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 estão muito parecidos entre si, optou-se de realizar um somatório 

desses espectros (Figura 56), com o intuito de se obter um espectro soma e assim diminuir o 

ruído 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 três 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 atribuição de 

bandas. 

 

Figura 57 - Espectro SERS do Anti-FOL na presença do ME adsorvido na AgNS (A), 

espectro SERS do ME adsorvido na AgNS (B), espectro SERS do Anti-FOL adsorvido na 

AgNS na ausência 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 ARÊAS & KAWANO (1991), GNIADECKA et al., 

(1998) e ZHANG et al., (2008) foi realizada a tentativa de atribuição de bandas. 

As bandas no espectro Raman 555, 1390, 1464 e 1565 cm-1 (D) são atribuídas aos 

modos vibracionais do estiramento enxofre – enxofre, a presença do aminoácido tirosina, 

estiramento CH2 referente a presença do aminoácido triptofano e ao estiramento do anel dos 

aminoácidos tirosina e triptofano, respectivamente, tiveram aumento na intensidade relativa 

como observado no espectro SERS (A) em 553, 1374, 1498 e 1570 cm-1 e no espectro SERS 

(C) em 546, 1380, 1455 e 1580 cm-1. 

 As bandas no espectro Raman 1282 e 1351 cm-1 (D) são atribuídas aos modos 

vibracionais de amida III e presença do aminoácido triptofano, respectivamente, tiveram 

aumento na intensidade relativa como observado no espectro SERS (C) em 1285 e 1348 cm-1. 

 As bandas presentes nos espectros (A) e (B) em 629, 715, 929 e 1004 são, segundo o 

trabalho de Kudelski (2003) atribuídas ao estiramento carbono – enxofre devido a presença do 

ME.  

 

4.2.8 Observações acerca dos espectros SERS das proteínas  

 

Ao comparar os espectros SERS na presença do ME das proteínas, foi possível 

observar uma banda presente em todos eles por volta de 1373 cm-1. Segundo a atribuição de 

acordo com os trabalhos da literatura, essa banda seria referente a presença dos aminoácidos 

triptofano ou tirosina. Segundo os trabalhos de HERNÁNDEZ et al., (2010), ZHANG et al.., 

(2008) e  FONSECA (2016), caso o aminoácido fosse o triptofano, essa banda seria referente 

ao estiramento do nitrogênio – carbono do anel de 5 membros, e também, o estiramento 

carbono – carbono do anel de 6 membros dos anéis do aminoácido triptofano (Figura 58A). 

No entanto, ainda segundo os mesmos trabalhos, o triptofano possui esses dois anéis que lhe 

proporcionam um caráter hidrofóbico onde, em meio aquoso, estes se direcionam para o 

interior da proteína, fazendo com que se torne menos provável a interação desse aminoácido 

com a superfície de prata. Com isso, pode-se dizer que seja mais provável que o aminoácido 

seja a tirosina (Figura 58B) pois a região do anel não é tão hidrofóbica quanto a região do 

triptofano fazendo com que os anéis possam interagir com a superfície de prata através da 

ligação de hidrogênio envolvendo as hidroxilas da tirosina e o ME e, além disso, a tirosina 

está em maior quantidade que o triptofano na BSA (ver Tabela 1). A comparação entre os 

espectros é evidenciada abaixo (Figura 59).  
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Figura 58 - Estrutura dos aminoácidos triptofano (A) e tirosina (B). 

 

                                           Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Figura 59 - Espectro SERS do Anti-FOL adsorvido na AgNS na presença do ME (A), 

espectro SERS da Anti-BSA adsorvida na AgNS na presença do ME (B)  

espectro SERS da BSA adsorvida na AgNS na presença do ME (C). 
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                                       Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Outra importante observação foi que de acordo com o trabalho de GRABBE & BUCK 

(1989), as bandas observadas nos espectros SERS dessas proteínas, apresentadas na tabela 8, 

podem ser associadas aos estiramentos S – S referentes as pontes de dissulfeto da cistina 

(Figura 60), indicando assim a presença de cisteínas nas amostras de proteínas. Essa 

afirmação é constatada também de acordo com o trabalho de AREAS & KAWANO (1991) 

indicando a presença da ligação C-S do aminoácido cisteína a partir dos seguimentos 

CCSSCC em pontes de dissulfeto. 
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Figura 60 - Estrutura do aminoácido Cistina. 

 

               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-1 500 cm-1 (Banda Larga) 544 cm-1 

SERS com (ME) - - 552 cm-1 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 

 

Por fim, os resultados indicaram boa reprodutibilidade do padrão espectral nos 

espectros SERS das proteínas investigadas, observada nos mapeamentos com a presença do 

ME, indicando assim a eficiência da mercaptana para a interação da macromolécula com a 

superfície metálica. Nos mapeamentos com a ausência da mercaptana, notou-se um conjunto 

maior de espectros distintos entre isso, indicando uma variabilidade de interações entre a 

superfície metálica e as proteínas. Abaixo (Figura 61) tem-se a tentativa de representação das 

superfícies nanoestruturadas construídas com e sem o modificador de superfície ME: 
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Figura 61 - Tentativa de representação das superfícies nanoestruturadas construídas na 

ausência (A) e na presença (B) do ME. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2022). 
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5 CONCLUSÃO 

 

A partir da realização deste trabalho foi possível compreender melhor a maneira das 

interações das proteínas com as superfícies nanoestruturadas, desde as moléculas mais 

simples como de aminoácidos até as mais complexas como as proteínas. 

Este trabalho teve como resultados importantes:  

a) a variabilidade das condições sintéticas que resultaram numa variedade de 

tamanhos de AgNPs não interferiram na maneira a qual as proteínas interagiram 

com as superfícies nanoestruturadas, pois uma vez que os reagentes são os 

mesmos, a química de superfície é a mesma; 

b) a construção das AgNS se mostrou simples, sem que houvesse um pré-tratamento 

com uma metodologia arrojada e complexa; 

c) as superfícies nanoestruturadas de prata se mostraram heterogêneas, ou seja, as 

nanopartículas não foram dispersas na superfície do vidro de maneira igualmente 

distribuída; 

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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