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RESUMO

O presente trabalho consiste no uso de substratos SERS (espalhamento Raman intensificado
por superficie) flexiveis a base de celulose e dos polimeros hidrofobicos PTFE
(politetrafluoretileno) e PDMS (polidimetisiloxano) para deteccao de agrotoxicos. Os
substratos flexiveis sdo promissores pois podem ser produzidos de acordo com a demanda,
em diferentes tamanhos e formatos e permitem a deteccdo na superficie das amostras. No
presente trabalho, inicialmente foram desenvolvidos substratos com nanoparticulas de prata
(AgNP) reduzidas por citrato de sodio imobilizadas sobre suportes de papel de filtro
quantitativo e qualitativo, com diferentes tamanhos de poros, tratados com KCl e sobre os
suportes hidrofobicos para deteccdo do corante catidnico violeta genciana (VG) e do corante
anionico IR-820. Os substratos foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e por reflectancia difusa no UV-VIS. Os substratos hidrofobicos, devido a
capacidade de concentrar as AgNP, apresentaram os menores valores de desvio padrao
relativo (DPR) da intensidade SERS utilizando o corante VG, seguido dos substratos a base
de celulose. Por outro lado, o substrato de PTFE apresentou DPR superior a 25% na detec¢ao
do IR-820. Os agrotoxicos imidacloprido e tiametoxam, das classes dos neonicotinoides,
foram estudados nesse trabalho. Foram realizados calculos tedricos utilizando a DFT para
as moléculas de agrotoxicos livres e ligadas a cluster de 10 d&tomos de prata. Os principais
modos vibracionais foram atribuidos para auxiliar na detec¢do das substincias nos
experimentos SERS. Para o estudo SERS dos agrotoxicos neonicotinoides foram utilizados
substratos de papel de filtro tratado com KCIl e com NaOH/quitosana e PTFE com AgNP
obtidas com reducao por NaBH4 e a metodologia D-SERS. Foram utilizadas amostras dos

agrotoxicos em agua deionizada e em agua potavel.

A concentracao minima para detec¢do do imidacloprido por SERS obtida foi abaixo do valor
maximo permitido pela legislacdo para agua potavel. Por fim, foi utilizada a dgua potavel
dopada para a detecg@o por SERS dos agrotdxicos isolados e de mistura dos agrotdxicos com
concentragio variando entre 1,010 mol L' e 1,010 mol L' com apoio do modelo de
classificagdo SIMCA (modelagem flexivel e independente por analogia de classe), obtendo

97% de eficiéncia

Palavras-chave: neonicotinoides; quimiometria; SERS; nanoparticulas de prata; suporte

flexivel.



ABSTRACT

The present work consists of the use of flexible SERS (surface-enhanced Raman scattering)
substrates based on cellulose and the hydrophobic polymers PTFE (polytetrafluoroethylene)
and PDMS (polydimethylsiloxane) for de identification of pesticides. Flexible substrates are
promising as they can be produced according to demand, in different sizes and shapes and
allow detection on the surface of samples. In the present work, substrates were initially
developed with silver nanoparticles (AgNP) reduced by sodium citrate immobilized on
quantitative and qualitative filter paper supports, with different pore sizes, treated with KCl
and on hydrophobic supports to identify the cationic dye gentian violet (GV) and the anionic
dye IR-820. The substrates were characterized by scanning electron microscopy (SEM) and
diffuse reflectance in UV-VIS. Hydrophobic substrates, due to their ability to concentrate
AgNP, showed the lowest relative standard deviation (RSD) values of SERS intensity using
GV dye, followed by cellulose-based substrates. In the other hand, the PTFE substrate
showed RSD greater than 25% in identifying IR-820. The pesticides imidacloprid and
thiamethoxam, from the neonicotinoid classes, were studied in this work. Theorical
calculations were carried out using DFT for free pesticide molecules and those linked to a
cluster of 10 silver atoms. The main vibrational modes were assigned to aid in the
identification of substances in the SERS experiments. For the SERS study of neonicotinoid
pesticides, filter paper substrates treated with KCl and NaOH/chitosan and PTFE with AgNP
obtained with reduction by NaBH4 and the D-SERS methodology were used. Samples of
pesticides used in deionized water and drinking water. The minimum concentration for
identification of imidacloprid by SERS obtained was below the maximum value allowed by
legislation for drinking water. Finally, doped drinking water was used for the identification
by SERS of isolated pesticides and mixture of pesticides with concentration varying between
1,010 mol L! and 1,0x10”7 mol L™! through of the SIMCA classification model (flexible

and independent modeling by class analogy), achieving 97% efficiency.

Keywords: neonicotinoids; chemometrics; SERS; silver nanoparticles; flexible support.
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1 INTRODUCAO

Desde a segunda Guerra Mundial (1939-1945) houve uma urgéncia em aumentar a
producio de alimentos, controlar pragas e doengas na agricultura (POPP; PETO; NAGY,
2013). Anos mais tarde ocorreu no mundo a chamada ‘revolucdo verde’, principalmente
entre as décadas de 1960 e 1970. Nesse periodo, houve um grande estimulo em produzir
novas tecnologias agricolas e alto investimento para melhoramento genético das principais
safras, fatores que ajudaram a impulsionar o desenvolvimento de agrotdxicos. No Brasil, na
época da revolucao verde houve um grande incentivo do governo para que os agricultores
adotassem o novo modelo de agricultura, como a criagdo de um sistema nacional de crédito

rural em 1965, que auxiliava na compra de agrotoxicos, entre outras politicas publicas.

Atualmente, o Brasil € o primeiro pais que mais consome agrotdxicos. Junto com o
uso excessivo de agrotoxicos e com os riscos decorrentes a saude humana e ao meio
ambiente, ha necessidade de técnicas analiticas que possam identificar os agrotoxicos em
diferentes matrizes. As técnicas analiticas mais comuns utilizadas para detectar agrotéxicos
em diferentes matrizes sdo: cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
cromatografia gasosa (GC) e HPLC acoplado ao espectrometro de massas e CG acoplado ao
espectrometro de massas. Porém, esses métodos necessitam de pré-tratamento das amostras,
requerem um grande tempo de andlise para cada amostra (ou seja, apresentam baixa
frequéncia analitica) e alto gasto de solventes (XU et al., 2023). Com isso, a técnica de
espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS) tem ganhado destaque na
literatura recente em andlise alimentar e do meio ambiente devido ao potencial de diminuir
gasto de solventes e por ser uma técnica de rapida andlise. Entre os desenvolvimentos
recentes, tem ficado mais claro que a técnica SERS se torna ainda mais poderosa quando

aliada a ferramentas quimiométricas, como serd apresentado mais adiante nessa Introdugao.

Nas proximas segoes dessa Introdugdo serao apresentados alguns aspectos relevantes
sobre as caracteristicas e prevaléncia do uso de agrotoxicos, especialmente da subclasse de
agrotoxicos estudado nesse trabalho, os neonicotinoides; aspectos basicos e aplicagdes das
técnicas de espalhamento Raman e SERS; métodos quimiométricos e suas aplicagdes na

expansao da aplicabilidade da técnica SERS.
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1.1 AGROTOXICOS

Agrotoxicos sdo substancias utilizadas para prevenir, destruir ou controlar espécies
prejudiciais a producdo agricola, incluindo insetos, fungos ou qualquer espécie indesejada
(XU et al., 2017). Os agrotdxicos podem ser classificados a partir de diferentes abordagens:

a) de acordo com a praga que combatem, como inseticidas (insetos), fungicidas

(fungos), herbicidas (ervas daninhas);

b) de acordo com o nivel de toxicidade: atualmente, a classificagdo da Anvisa
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil, segue o sistema de classificag¢ao
unificado globalmente (Globally Harmonized System of Classitication and Labelling of
Chemicals-GHS) (BRAGA et al., 2020), que classifica os agrotoxicos em categorias de
1 (extremamente toxico),2 ,3, 4, a 5 (improvavel de causar dano agudo), além de ndo

classificado (DA SILVA et al., 2020);

c) classificacdo referente a origem, como organico (natural ou sintético),
inorganicos e biopesticidas. Dentro o grupo sintético, temos os agrotoxicos classificados
por sua composi¢ao quimica, como organofosforados, organoclorados e neonicotinoides,

entre outras classes.

H4 uma variedade de termos para se referir aos agrotoéxicos como: defensivos
agricolas, pesticidas, praguicidas, agroquimico, produto fitossanitario e biocida. O termo
agrotoxicos foi adotado no Brasil, por meio da Lei dos Agrotoxicos, publicada em 1989

(SILVA et al., 2005) (BRASIL, 1989) (BRASIL, 2023).

Os agrotoxicos sao utilizados desde os tempos antigos, ja que os agricultores
cultivam ha séculos vegetacdo “venenosa” e nutritiva no mesmo local devido ao efeito de
protecao das plantas toxicas para eliminar insetos (ABUBAKAR et al., 2019). No século XVI
eram muito utilizados merctrio, arsénio e nicotina, que foram utilizadas até o inicio da era

dos agrotoxicos sintéticos, na década de 1940 (TUDI et al., 2021).

Um evento importante na histéria do uso dos agrotoxicos foi a descoberta do DDT
(diclorodifenil-tricloroetano) por Paul Muller em 1939. O DDT foi amplamente utilizado
na agricultura devido a seu baixo custo e alta eficiéncia. Além disso, foi utilizado contra os
vetores da malaria e durante a Segunda Guerra Mundial para a prevengdo de tifo
(D’AMATO; TORRES; MALM, 2002). Em 1962, depois da bidéloga marinha, ecologista e
escritora norte-americana Rachel Carson publicar o livro “Primavera Silenciosa”

(CARSON, 2010) mostrando os efeitos nocivos do DDT, vérios paises proibiram seu uso e
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passaram a buscar agrotoxicos que apresentassem menor risco (ABUBAKAR et al., 2019)
(JARMAN; BALLSCHMITER, 2012). Por outro lado, nessa mesma época, entre 1960 e
1970, estava em andamento a revolugdo verde, gerando maior incentivo ao uso de

agrotoxicos e consequentemente aumentando a sua utilizagdo na agricultura.

No Brasil, a partir do II Plano Nacional de Desenvolvimento (PND) (BRASIL, 1974)
em 1975, ocorreu a disseminacao do uso de agrotoxicos na agricultura. A partir do PND
houve também a criacdo do sistema nacional de crédito rural, que facilitou a compra de
agrotoxicos por parte dos agricultores. Atualmente, o Brasil ¢ o primeiro pais que mais
consome agrotoxicos, de acordo com os dados recentes de 2022. A Figura 1(a) mostra os
dados mais recentes da distribuicdo percentual do uso de agrotéxicos no mundo por
continente no ano de 2021, e pode-se notar que as Américas sdo os continentes que mais
consomem pesticidas. Em termos de paises, a Figura 1(b) mostra o consumo em toneladas
anuais de agrotoxicos em aplicagdes para uso agricola, e nota-se que o Brasil ¢ o pais que
mais consome agrotoxicos, seguido dos Estados Unidos da América e da China continental
dentro do periodo relatado (FAO, 2022). Em contrapartida o Brasil foi um dos maiores
produtores de soja em 2021, assim como café¢ verde, laranja, cana de aglcar, entre outros

alimentos e produtos, o que ampara o grande consumo de agrotoxicos.
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Figura 1- (a) Uso agricola dos agrotoxicos por continente, (b) Uso agricola de agrotdxicos
por pais por tonelada de agrotoxicos.
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Fonte: Adaptado de (FAO,2022).

No Brasil, os agrotdxicos ativos mais vendidos no ano de 2022, segundo o boletim
anual do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais) sobre a
produgdo, importagdo, extracdo e venda de agrotdxicos (IBAMA, 2022) sdo glifosato, 2,4-
D e atrazina. E interessante ressaltar que o uso da atrazina é proibido pela Unido Europeia.
Em termos de classe, a classe mais vendida em 2022 foi herbicida, seguido dos fungicidas
e dos inseticidas (IBAMA, 2022). Ainda segundo os dados publicados pelo IBAMA, em
2022 foram vendidas aproximadamente 800 mil toneladas de agrotdxicos no nosso pais.
As regides do Brasil que mais adquiriram os agrotoxicos foram as regides Centro-Oeste,
seguido da regido Sudeste, Sul, Nordeste e Norte. Segundo a Anvisa, atualmente hd 548
monografias autorizadas (ingredientes ativos permitidos) para o uso agricola e ndo agricola

(ANVISA, 2024).
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1.1.2 Neonicotinoides

Os neonicotinoides s3o um grupo de inseticidas sintéticos quimicamente semelhantes
anicotina, que incluem o imidacloprido, tiametoxam, tiacloprido, nitempiram, acetamiprido,
clotianidina e dinotefurano (WANG et al., 2022). Os neonicotinoides sao considerados
substitutos de varios inseticidas, como os organofosforados e carbamatos, e foram
introduzidos na agricultura devido a menor toxicidade, maior poténcia contra os insetos e
maior alvo de insetos. Essa classe de agrotoxicos ¢ utilizada em uma grande variedade de
culturas agricolas, como vegetais, frutas citricas, arroz, algodao, milho, batata, soja, fumo
entre outros. O mecanismo de atuagdo dos neonicotinoides em insetos consiste na interagao
com os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) do sistema nervoso central,
resultando em paralisia e morte do inseto (THOMPSON et al., 2020). Em seres humanos, as
pesquisas sobre os efeitos a satde ainda nao sao conclusivas, embora recentemente sugiram
estudos que indicam efeitos prejudiciais para o sistema nervoso e para o cérebro
(KLINGELHOFER et al., 2022). Para as abelhas, esses agrotoxicos apresentam uma alta
toxicidade. Estudos recentes indicam que os neonicotinoides afetam a capacidade da abelha
retornar para a colmeia, alteram sua reprodu¢do e causam sintomas como movimentos
descoordenados e convulsdes (BUSZEWSKI et al., 2019) (ZHANG et al., 2023). Em 2013 a
EFSA (Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar) declarou que os neonicotinoides

constituem um risco inaceitavelmente elevado para abelhas (KLINGELHOFER et al., 2022).

Recentemente também foi avaliado os efeitos do imidacloprido e clotianidina em
animais selvagens vertebrados, como mamiferos, aves, peixes, anfibios e répteis. Os estudos
realizados indicam efeitos que incluiram genotoxicidade, -citotoxicidade, fungdo
imunoldgica prejudicada e redugdo do crescimento (GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU,
2015). Um outro estudo investigou a contamina¢do com neonicotinoides em 198 espécies de
abelhas de todos os continentes, exceto Antartida e algumas ilhas isoladas. Os resultados
obtidos mostraram que 75 % das amostras continham um neonicotinoide, 45% possuiam
dois ou mais e 10% possuiam dois a trés neonicotinoides (MITCHELL et al., 2017). As abelhas
contribuem com aproximadamente 80% da polinizacdo por insetos e sua redugdo poderia
gerar um grande impacto ambiental (MOREIRA et al., 2017).

Os dois agrotoxicos estudados no presente trabalho foram imidacloprido e
tiametoxam. O imidacloprido foi o primeiro neonicotinoide comercializado em 1991,

apresenta a formula molecular CoH;oCINsO,, massa molecular de 256,1 g mol™! e faz parte



28

da primeira geracdo de neonicotinoides. O tiametoxam faz parte da segunda geragdo de
neonicotinoides, introduzido em 1998, apresenta formula molecular CsHioCINsO3; e massa

molar de 291,78 g mol™! (WANG et al., 2022).

Na Figura 2 esta representado a estrutura quimica plana dos dois agrotoxicos. Ambos
possuem em sua estrutura uma ligagdo N-grupo nitro e sdo denominadas como
neonicotinoides do tipo nitroguanidina (BUSZEWSKI et al., 2019). Uma caracteristica dos
neonicotinoides comerciais ¢ a presencga de pelo menos um nitrogénio sp>, que é parte de um
anel heterociclico ou de uma parte aciclica. Essa caracteristica ¢ apresentada tanto pelo

imidacloprido quanto pelo tiametoxam.

Figura 2- Estrutura quimica (a) imidacloprido (b) tiametoxam.
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Fonte: (EWERE; REICHELT-BRUSHETT; BENKENDOREFF, 2021).

Os neonicotinoides foram rapidamente popularizados, sdo registrados em 120 paises
e representam 25% dos inseticidas usados no mundo (THOMPSON et al., 2020). Na
agricultura podem ser aplicados por varios métodos que incluem aplicacao foliar por
equipamento para pulverizagdo aérea, terrestre, irrigacdo do solo, inje¢do em arvores e
sementes. A persisténcia dos neonicotinoides no solo, 4gua e na biota apresenta um potencial
problema de saude ambiental, porque os neonicotinoides tém um tempo de meia vida longo
no solo, apresentam alta solubilidade em agua e baixa sor¢do no solo; esses fatores
contribuem para a persisténcia e transpores desses inseticidas no ambiente (THOMPSON et
al., 2020).

Estudo recente conduzido pelo Servico Geoldgico dos Estados Unidos (USGS)
mostrou que pelo menos um neonicotinoide foi detectado em 53% das aguas superficiais
coletadas em todo pais, sendo o imidacloprido o mais frequentemente detectado, seguido de
clotianidina e tiametoxam (ZHANG et al., 2018).

Segundo a revisdo da norma de potabilidade da agua para consumo humano no Brasil

de 2020, dado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2020), o limite permitido para o
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tiametoxam ¢ 72,0 pg L' (2,5%x107 mol L"). No Brasil, ndo ha defini¢do para os limites de
imidacloprido em agua potavel; por isso, nessa tese serdo utilizados os limites obtidos da
agéncia Health Canada, que apresenta diretrizes de qualidade da agua potavel. Os valores
permitidos pela Health Canada para o imidacloprido ¢ de 500 pg L (1,9x10°mol L) e
para o tiametoxam ¢ de 5 pgL'(1,67x107 mol L") (SULTANA et al., 2018).

1.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

O efeito de espalhamento Raman foi observado experimentalmente pela primeira vez
por Chandrasehara Venkata Raman e Kariamanickam Srinivasa Krishnan em 1928. O efeito
Raman ¢ baseado no espalhamento ineldstico da radiagdo monocromadtica incidente na
molécula (SALA, 2008). A radiacao pode ser espalhada de modo elastico ou inelastico, ou
seja, o foton espalhado possui energia igual ou diferente em relagao ao foton incidente. Um

esquema com as diferentes possibilidades de espalhamento estd apresentado na Figura 3.

Na situagdo em que o espalhamento ¢ elastico, esse espalhamento € conhecido como
espalhamento Rayleigh, representado na Figura 3(a). No espalhamento Rayleigh, quando a
luz com energia hvy entra em contato com a molécula, resulta em perturbacao dos estados
moleculares, atingindo um estado virtual, representado pela linha pontilhada horizontal; ao
retornar para o mesmo estado que o inicial, espalha a luz com mesma energia hvo. A maior
parte dos fotons ¢ espalhada elasticamente. No espalhamento Stokes, Figura 3(b), a molécula
entra em contato com um foton de energia hvo, sofre uma perturbagao de todos os seus niveis
de energia, e retorna para um estado vibracional excitado, espalhando um f6ton com energia
menor que do foton incidente (hvo — Av). No espalhamento anti-Stokes, a molécula
incialmente estd em um estado vibracional excitado, interage com o foton, sofre uma
perturbagdo e passa para o estado virtual e retorna para o estado fundamental, de menor
energia espalhando um foton de energia maior que a incidente (hvo+Av) (SALA, 2008). Para
condigdes ambiente, a populacao dos estados vibracionais obedece a Lei de distribuigdo de
Boltzmann, de modo que os estados vibracionais excitados possuem menor populacdo do
que o estado fundamental. Assim, a intensidade do espalhamento Raman anti-Stokes ¢
menor do que para o espalhamento Stokes. Em espectrometros Raman, a configuracao

padrao de operacdo esta direcionada a obtengdo de espectros Raman Stokes.
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Figura 3- Representagdo esquematica dos espalhamentos elasticos e inelastico (a)
Rayleigh (b) Stokes (c¢) Anti-Stokes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Na espectroscopia Raman, a atividade est4 ligada a variagdo do momento de dipolo
induzido na molécula pela radiacdo excitante. Quando a radiacdo incidente interage com a

. . . . i I3
molécula, promove a ocorréncia de momento de dipolo induzido, P, na molécula, conforme

expresso na Equacao 1, onde a ¢ o tensor de polarizabilidade da molécula e E o campo
elétrico da radiagdo incidente.
P =aE
Equagdo 1
A polarizabilidade pode ser entendida como a facilidade da molécula deformar a
nuvem eletronica na presenga do campo elétrico (SALA, 2008). Algumas vibragdes da
molécula provocam mudangas na polarizabilidade molecular. Para que um modo vibracional
seja ativo no Raman, ¢ necessario que a polarizabilidade se altere com a vibragao molecular.
O espalhamento ineldstico fornece informacdes das transi¢des vibracionais
permitidas de uma molécula. Os modos de vibragdo da molécula sdo vistos no espectro
Raman como bandas em frequéncias especificas. Os modos vibracionais sdo uma
aproximacao, que descreve as diferentes vibragdes moleculares pela combinagdo de
coordenadas internas de vibra¢do, que caracterizam os deslocamentos das ligagdes ou dngulo
das ligagdes através de aproximagdes do oscilador harmonico.
A intensidade Raman ¢ dada pela Equagdo 2, que mostra a dependéncia com o
quadrado dos elementos do tensor de polarizabilidade e a quarta poténcia da frequéncia da

radiagdo incidente para o espalhamento Raman.
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Onde Ip ¢ a intensidade incidente, C ¢ uma constante que depende do sistema de

) Iyv* z |(aij)mn|2
Lj

Equacao 2

unidade utilizado, v € a frequéncia da radiacdo espalhada, a;; € o tensor de polarizabilidade

nas componentes i € j.

A espectroscopia Raman ¢ uma ferramenta poderosa na caracterizagdo de moléculas,
elucidacdo da estrutura quimica e de ligagdes dos compostos, além de permitir obter
impressoes digitais espectroscopicas das moléculas. No entanto, em amostras diluidas ou
para investigacoes de monocamada, os sinais sao bastante fracos devido a baixa sec¢do de
choque do espalhamento Raman (da ordem de 102° cm? por molécula) (FARIA;

TEMPERINI; SALA, 1999).

1.3 SERS

O fendmeno de espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS) foi
observado pela primeira vez em 1973 na piridina adsorvida em um eletrodo de prata que foi
tornado rugoso através de ciclos de oxirredugao quando Fleischaman e colaboradores
tentaram aumentar o nimero de moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo. Naquele
experimento, 0s autores obtiveram um espectro da piridina com alta relagdo sinal/ruido, mas
atribuiram o aumento da intensidade Raman ao aumento da area superficial causada pelos
ciclos de oxirredugdo (FLEISCHMANN; HENDRA; MCQUILLAN, 1974). Foi apenas dois
anos mais tarde com dois trabalhos independentes de Jeanmaire e Van Duyne
(JEANMAIRE; DUYNE, 1977) e Creighton e Albrecht (ALBRECHT; CREIGHTON,
1977) que o efeito ficou caracterizado como um efeito de intensificagdo. Os autores desses
dois artigos mostraram que o aumento da relacao sinal/ruido dos espectros Raman da piridina
nos eletrodos de prata ndo poderia ser apenas pelo aumento da area superficial pois a
intensificagdo era da ordem de 10°-10°, bem mais do que o esperado pelo aumento da
rugosidade. O conceito de efeito Optico intensificado por superficies metalicas foi

posteriormente estabelecido inicialmente por Moskovits (MOSKOVITS, 1978).

O efeito SERS ¢ um fendmeno associado a intensificacdo em varias ordens de

magnitude do sinal Raman de analitos proximos a nanoestruturas metalicas (DING et al.,
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2017; FAN; ANDRADE; BROLO, 2011). Atualmente, sdo aceitos dois modelos para explicar

a intensificacdo do efeito SERS, chamados de modelo eletromagnético e modelo quimico.

O mecanismo quimico est4 relacionado com a interagdo da molécula com a nanoestrutura
plasmonica através da formagdo de um complexo de superficie. O diagrama do mecanismo
quimico estd representado na Figura 4. A formagdo do complexo de superficie altera a
energia dos estados da molécula, resultando em transferéncia de carga (OTTO, 2005)

(ZHAN et al., 2018).

A formagao do complexo de superficie pode ser definida como o acoplamento entre
as bandas eletronicas do metal aos orbitais moleculares da molécula adsorvida. Esse
processo altera a populacdo do estado eletronico da molécula e a sua polarizabilidade, ou
seja, atua no termo dentro do somatério da Equacao 3, gerando um aumento do sinal Raman.
Por outro lado, as NP metalicas com dezenas de nandmetros de tamanho possuem niveis de
energia continuo denominados bandas de Valencia (BV) que sao preenchidos até o nivel de
Fermi; acima do nivel de Fermi os niveis eletronicos estao desocupados e sao denominados
bandas de condugdo (BC). O nivel de Fermi das nanoparticulas se encontra entre os orbitais
moleculares ocupados da molécula (HOMO) e os orbitais desocupados da molécula
(LUMO), assim o elétron pode ser transferido do orbital molecular HOMO para a BC do
metal ou os elétrons do metal podem ser transferidos da BC para o orbital molecular LUMO

(CONG et al., 2020).
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Figura 4- Diagrama de interacdo da molécula com o metal.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A intensificag@o prevista pelo modelo quimico ¢ da ordem de 10 a 100 vezes, valor
muito menor do que a maxima intensificagdo que pode ser obtida pelo efeito SERS e,
portanto, ¢ essencial que mais efeitos sejam considerados. No entanto, devido a descri¢do de
interacdes especificas, 0 modelo quimico permite propor uma explicacao para as diferencas
observadas nos espectros SERS experimentais em relacdo ao espectro Raman da molécula
livre, como deslocamentos de algumas bandas para maiores ou menores nimeros de onda,
alteracdes das intensidades relativas e surgimentos de novas bandas. A intensificagdo SERS
dada pelo mecanismo quimico ¢ altamente dependente da natureza quimica da molécula

adsorvida na superficie metalica.

O mecanismo eletromagnético estd relacionado com um fendomeno denominado
ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR) e a intensificagdo do campo
eletromagnético proximo a superficie das nanoparticulas plasmoénicas quando excitadas por
uma radiacdo com a frequéncia adequada (MOSKOVITS, 2005). O efeito eletromagnético
pode ser dividido em duas etapas, como mostrado na Figura 5. A primeira considera a

intensificagdo do campo eletromagnético local proximo a superficie do metal,
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principalmente nas regides interparticulas; nessa etapa, G1 ¢ o fator de intensificacdo do
campo elétrico. A segunda etapa estd relacionada a intensificacdo do féoton Raman gerado
pela molécula devido a presenca de nanoparticulas, ou seja, a intensificacao da radiagao

espalhada; G2 ¢ o fator de intensificagdao da segunda etapa (LI et al., 2017).

Figura 5- Esquema ilustrativo do mecanismo eletromagnético no efeito SERS.

Normal Raman

:I W IOScilal;Eo do dipolo

Luz incidente w, frequénciaincidente
wp frequéncia de espalhamento Raman

SERS
Primeiraetapa: Gy = |Egyc(@g)/Eg(wo)|? Segundaetapa: Gy = |Ejoc(wg)/Eg(wg)|*

Espalhamento Raman
g 3 intensificado pelas NP
T ag g A, 2
Oﬁx.o._-l\\\“ 3 Aot AN

Fonte: Adaptado de (LI et al., 2017)

Para os modos vibracionais de baixa frequéncia das moléculas adsorvidas, a
frequéncias incidente e espalhada sdo geralmente comparaveis e, portanto, os fatores de
intensificagdo G1 e G2 sdo similares; dessa forma, a intensificagdo SERS prevista pelo
mecanismo eletromagnético e proporcional a quarta poténcia do campo eletromagnético
local.

A Equacao 3 expressa a intensificagdo SERS como resultado dos dois mecanismos
de intensificagdo. Os dois primeiros termos do lado direito da equacao referem-se ao
mecanismo eletromagnético, que atua sobre os campos elétricos, ¢ o termo dentro do
somatorio refere-se a0 mecanismo quimico, que atua sobre a polarizabilidade.

I(SERS) o |Eo(vo) P BRI (o = 5)* ) ay
ij
Equacao 3

onde E, e E5 sdo os campos elétricos incidente e espalhado, respectivamente vo, vy

sao as frequéncias das radiagdes incidente, do modo vibracional e espalhada,

respectivamente, € @;; a polarizabilidade molecular nas componentes i € ;.

A intensificagdio SERS ¢ tipicamente entre 10° e 10° vezes (FAN; ANDRADE;

BROLO, 2011), mas existem intensificagdes maiores, como no regime de SERS de uma
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tinica molécula (single-molecule), sendo possivel intensificagdes da ordem de 107 e 10°
vezes em situagdes otimizadas. A intensificagdo SERS ¢ dada pela média das intensificagdes
geradas pelos ot spots, que sdo os pontos de maior intensificagao do campo eletromagnético
local, gerados pela interagdao dos plasmon de superficie de duas ou mais nanoparticulas
metalicas muito proximas. Dessa forma, se uma molécula se encontra nessas regides tera
grandes intensificagdes do sinal Raman, muito maiores do que moléculas que estejam

proximas a nanoparticula, mas fora da regiao do hot spot (DING et al., 2016).

Os metais de cunhagem sdo os mais utilizados na construcdo de substratos SERS devido a
funcdo dielétrica desses metais (CONG et al., 2020). Na Equagdo 4 ¢ mostrada a expressao
para o fator de qualidade, Q, que relaciona as duas partes da constante dielétrica, a parte real,
€’, e a parte imaginaria, €¢’. A parte real estd relacionada ao espalhamento e¢ a parte
imagindria a absor¢ao de luz. A func¢do dielétrica do metal reflete a interacdo entre seus
elétrons e a luz. A habilidade do metal suportar o plasmon de superficie depende da sua
fungdo dielétrica. (RYCENGA er al., 2011) E interessante que a parte real apresente valores

altos e negativos enquanto a parte imaginaria tenha valores baixos e positivos.

(@)
Y \dw

T 2(e" (@)

Q

Equacao 4

A Figura 6 apresenta um grafico do fator de qualidade (Q) em fun¢ao do comprimento
de onda para alguns metais. Para que um metal seja ideal para a espectroscopia SERS ¢
importante que o fator de qualidade (Equagao 4) seja maior que 2 no intervalo de frequéncia
de interesse e desejavel que seja maior que 10. Observamos que a Ag apresenta um alto
fator de qualidade na regido entre 300 e 1200 nm, enquanto o ouro apresenta um alto fator
de qualidade entre 500 ¢ 1200 nm e o cobre apresenta um alto fator de qualidade na regido
entre 600 e 1200 nm. Dessa forma, a Ag apresenta grande vantagem em relagdo ao Au e Cu,
pois pode suportar plasmon de superficie na regiao do visivel e do infravermelho-proximo,

enquanto os ultimos apresentam alta eficiéncia apenas para comprimentos de onda acima de

600 nm.
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Figura 6- Fator de Qualidade (Q) do LSPR para alguns metais numa interface metal/ar.
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Fonte: Adaptado de (RYCENGA et al., 2011).
1.3.1 Nanoparticulas

Para que o efeito SERS ocorra de maneira eficiente, os metais plasmdnicos devem se
apresentar nanoestruturados. Entre as nanoestruturas possiveis, para o presente trabalho vao
ser discutidas as nanoparticulas dos metais de cunhagem, que foram o tipo de nanoestrutura
plasmonica utilizado ao longo de todo o trabalho. As nanoparticulas de metais plasmonicos
sdo comumente utilizadas na espectroscopia SERS, mas também apresentam grande
destaque na literatura em razao da vasta aplicacdo em diferentes campos da ciéncia. Essas
aplicagdes advém de propriedades que surgem na escala nanométrica, devido ao aumento da
area superficial e as propriedades Opticas caracteristicas destes metais nessa dimensao

(SAHA et al., 2012).

As nanoparticulas metalicas sao utilizadas hé séculos, sem conhecimento da escala,
como nos vitrais coloridos das igrejas medievais que apresentavam nanoparticulas de ouro
para alguns tons de vermelho e na taga de Licurgo, do século IV d.C., que apresenta uma
coloracdo verde quando a luz ¢ refletida pelo vidro que a compde e vermelha quando a luz ¢

transmitida através desse vidro. Para a taga de Licurgo foi determinado que a birrefringéncia
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era devida a presenca de nanoparticulas de ouro e prata (FERREIRA; RANGEL, 2009). Foi
apenas no século XX, no entanto, com o avanco da nanociéncia que se determinou por

microscopia eletronica de transmissao que essas nanoparticulas no vidro da taga € que davam

essa caracteristica (BARBER; FREESTONE, 1990).

A primeira sintese de nanoparticulas reportada na literatura ¢ de 1857, por Faraday,
que sintetizou um coloide de ouro a partir da reducao dos ions tetraclorodurico (III) com
fosforo, mas sem determinar o tamanho das nanoparticulas formadas (FARADAY, 1857).
A determinagdo do tamanho de nanoparticulas de ouro (AuNP) foi estudada 100 anos depois

por Turkevich, através de um microscopio eletronico de transmissao

Nanoparticulas de prata (AgNP) também foram sintetizadas no século XIX mas, por
muitos anos, a obten¢do dessas nanoparticulas visava apenas maximizar a atividade
bactericida bem conhecida da prata. Em termos de espectroscopias intensificadas, o primeiro
trabalho foi realizado por Creighton e Albretch (CREIGHTON; BLATCHFORD;
ALBRECHT, 1979), que utilizaram AgNP coloidal obtida por reducdo por borohidreto de
sodio para obter o espectro SERS da piridina. Em 1982 foram sintetizas AgNP pela redugdo
de um sal de prata com citrato de sodio por Lee e Meisel (LEE; MEISEL, 1982), método
que ainda tem sido bastante utilizado atualmente, devido a simplicidade no preparo. Além
dos métodos de preparagao citados acima, que levam a nanoparticulas com um controle de
tamanho e formas limitados, o interesse em aplica¢des levou ao desenvolvimento de muitos
métodos de preparacdo de nanoparticulas desses dois metais (XIA et al., 2017). No presente
trabalho, foram utilizadas nanoparticulas obtidas com metodologias como as propostas por

Creighton ou Lee e Meisel devido a simplicidade e facilidade de obtencao.

As nanoparticulas metéalicas plasmonicas apresentam propriedades Opticas
caracteristicas devido a presenga de elétrons livres na superficie. Quando uma nanoparticula
metalica muito menor que o comprimento de onda é excitada pela onda eletromagnética
incidente com frequéncia angular ® e amplitude E, o campo elétrico oscilante faz com que
os elétrons de conducdo da superficie das nanoparticulas oscilem coletivamente dando
origem a um dipolo induzido (CHUNG et al., 2011). Essa excitagao coletiva ¢ denominada
plasmon de superficie localizado (LSP). A magnitude do dipolo esta expressa na Equagao 5

e € proporcional a permissividade do meio circundante (em), & polarizabilidade da esfera

metalica (a) e a intensidade do campo elétrico incidente (E(w)) (CHEN et al., 2014).
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A polarizabilidade pode ser expressa pela Equacao 6.

; €(W) — &y
e(w) + 2¢g,,

a = 4mega
Equagdo 6

A ressonancia ocorre quando o comprimento de onda de oscilagdo dos elétrons
coincide com a radiagdo eletromagnética, que resulta no termo denominador da Equacao 4
que descreve o tensor de polarizabilidade, quando tende a zero e(®)+ 2em — 0, resulta em
0—00, OU seja, em uma polarizabilidade maxima. A frequéncia da oscilagao corresponde a
ressonancia de plasmon de superficie localizado, LSPR. Para que esse termo seja
minimizado, o componente real da func¢do dielétrica do metal deve ser negativo e com

modulo igual ao negativo do dobro da constante dielétrica do meio; essa condicao esta

associada a defini¢ao do fator de qualidade na Equacao 4.

Na Figura 7 esta representada esquematicamente a LSPR, que se caracteriza pela
geragao de um dipolo elétrico devido a mudanga no modo de oscilagao da nuvem eletronica

da nanoparticula com a incidéncia de um campo eletromagnético.

Figura 7- Esquema representativo da LSPR em uma esfera.

J LR

Esfera metalica Campo elétrico induzido

Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2014).
A LSPR ¢ observada em nanoestruturas de diversos materiais. Para os metais Ag, Au
e Cu a frequéncia de oscilagdo ¢ observada como uma banda de extingdo (absorcdo +
espalhamento) na regido do visivel ao infravermelho proximo (PETRYAYEVA; KRULL,
2011). Para nanoparticulas esféricas ¢ observado apenas uma banda no espectro de extingao.
Devido a LSPR, nas proximidades da nanoestrutura do metal ha intensificacdo do

campo elétrico devido a superposicao do campo elétrico induzido sobre o campo elétrico
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incidente. Na Figura 8§ temos simulacdes da distribuicdo do campo elétrico em
nanoparticulas de ouro de acordo com uma escala de cores que varia as cores do vermelho
até o azul, sendo a coloragao avermelhada indicativa de um intenso campo elétrico. Na
Figura 8(a), podemos observar que nas vizinhangas de algumas partes da nanoparticula ha
um forte aumento do campo elétrico. Essa intensificagdo do campo elétrico ao redor de uma
nanoparticula isolada ¢ conhecida como /ot spot de primeira geracdo. Pode-se notar que,
para uma esfera a intensificacdo prevista ¢ moderada. A segunda geracdo de Kot spots ¢
gerada a partir de nanoestruturas interagentes, com nanogap interparticulas controlaveis,
como os dimeros de nanoparticulas, que tém a simulagdo da distribui¢do do campo elétrico
mostrada na Figura 8(b), ou como as nanoparticulas agregadas, ilustradas na Figura 8(c).
Esses tipos de hot spots apresentam grande intensificacdo SERS, sendo duas a quatro ordens

de grandeza mais eficientes que as nanoestruturas individuais (DING et al., 2016, 2017).

Figura 8- (a) Intensificacdo do campo elétrico para uma nanoparticula esférica de ouro
(b) dimero de nanoesferas com distancia de 2 nm (c) nanoparticulas agregadas e multiplos
hot spots.
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Fonte: Adaptado de (DING et al., 2016)
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1.3.2 Substratos SERS ativos

O termo substratos SERS ativos indica materiais que t€ém em sua constitui¢ao
nanoestruturas plasmonicas em determinados arranjos ou de maneira aleatoria e que podem
ser utilizados para a obtencdo de espectros SERS de substincias de interesse. As
nanoparticulas em suspensao coloidal tém sido o tipo de substrato SERS mais utilizado por
muitos anos. Devido a esse grande interesse, a literatura apresenta métodos de sintese de
diversos formatos e tamanhos (REGUERA et al., 2017). Por outro lado, as nanoparticulas de
metais plasmdnicos apresentam algumas limitagdes, como facil agregagao na presenca do
analito (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011), que ¢ adicionado a suspensao para realizar as
medidas SERS e devido a alta reatividade entre as nanoparticulas; a agregacao descontrolada
ocasiona em perda do sinal SERS e na diminui¢ao drastica da reprodutibilidade experimental

(DE OLIVEIRA et al., 2016).

Uma alternativa para manter a estabilidade das nanoparticulas plasmoénicas ¢
promover a adesdo delas em suportes como silicio, vidro, aluminio. Com esse procedimento,
uma vez que as NP estdo imobilizadas, as nanoestruturas se tornam mais estaveis € a
agregacao diminui na presencga do analito. Esse tipo de substratos ¢ amplamente utilizado
para a deteccdo de diferentes analitos com uma boa reprodutibilidade e alta sensibilidade,
porém sao rigidos, frageis e ndo permitem a obtencdo dos espectros SERS de analitos em
superficies ndo planares. Por causa dessa limitagcdo, ha muitos estudos na literatura que
reportam a construcao de substratos SERS utilizando suportes flexiveis, que incluem papel
(XIE et al., 2020), polimeros (ALY AMI; QUINN; TACOPINO, 2019), fitas adesivas, (CHEN
et al., 2016) lixas (SHINKI; SARKAR, 2022), ou hastes flexiveis com algodao (KONG et al.,
2020). A flexibilidade dos suportes permite que o substrato SERS resultante tenha contato
completo com o analito mesmo em superficies irregulares. Dessa forma, torna-se possivel a
amostragem em superficies irregulares por métodos como “wipe”, “paste”, and “peel” e

medida SERS diretamente no mesmo substrato.

Os substratos SERS flexiveis podem ser preparados em diferentes tamanhos e
formatos conforme a demanda e por diferentes metodologias para a deposicdo das
nanoparticulas e dos analitos, como in situ, onde as nanoparticulas sdo sintetizadas
diretamente no suporte, dip coating, onde as nanoparticulas e o analito sdo depositados no
suporte por imersdo, drop casting, que caracteriza a adi¢do das nanoparticulas e do analito

por gotejamento, técnica utilizada nesse trabalho, injekt printing, a deposi¢ao ¢ feita por
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impressao, entre outros métodos (ZHANG et al., 2021). Substratos flexiveis combinados com
espectrometros Raman portateis sdo candidatos promissores para aplicacdes em detecao de

amostras reais e em tempo real.

O papel de filtro ¢ um tipo de suporte flexivel a base de celulose que tem sido
intensamente estudado como suporte SERS devido a sua elevada porosidade, que permite a
facil deposicdo de nanoparticulas metdlicas. Além disso, o papel de filtro tem alta
concentracdo de celulose, preco acessivel e a possibilidade de funcionalizacao da celulose
com diferentes grupos quimicos (GE et al., 2017). Adicionalmente, a celulose apresenta
bandas SERS muito fracas, que resulta em baixa interferéncia durante os experimentos com
os analitos de interesse (OGUNDARE; VAN ZYL, 2019).

A celulose ¢ composta por unidade de B-D glucopiranose (CsHi20¢) conectadas
através de ligacao B-1,4-glicosidica. A celulose ¢ rica em grupos hidroxila, que formam as
ligagdes de hidrogénio entre as moléculas e dentro das cadeias (HU; PU; SUN, 2021). A

estrutura primaria da celulose esta apresentada na Figura 9(a).

Figura 9- Representagdo esquematica da estrutura primdria da (a) celulose (b) quitosana.
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Fonte: (ASSIS; DA SILVA, 2003)
O primeiro trabalho reportado na literatura utilizando celulose como suporte

modificado por AgNP para obter um substrato SERS foi descrito por Tran em 1984 (TRAN,
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1984). Com esse substrato foram obtidos espectros SERS dos corantes cristal violeta, verde
de malaquita e fucsina bésica. No mesmo ano, Vo-Dinh e colaboradores (VO-DINH et al.,
1984) utilizaram papel de filtro como suporte, modificado por AgNP, para obter um substrato
SERS para detectar tracos de compostos organicos (dcido benzoico, pireno, acridina,
carbazol e 1-aminopirina). Substratos a base de celulose sdo reportados na literatura recente
em diversas aplicacdes para estudos SERS como: bioandlise, drogas ilegais, seguranca

alimentar, deteccao de corantes, agrotoxicos, entre outros (OGUNDARE; VAN ZYL, 2019).

Apesar de um longo historico como suporte para substratos SERS, a celulose
apresenta uma baixa afinidade pela Ag, resultando em concentracdo insuficiente de /ot spots
para obter um alto desempenho SERS. Adicionalmente, o efeito de capilaridade nas fibras
que compdem a celulose pode resultar em substratos com distribui¢do de Ag muito
heterogéneas. Devido a essas caracteristicas, tém sido estudadas modificagdes nas

superficies dos suportes a base de celulose (ZHANG et al., 2021).

As modificagdes reportadas na literatura para favorecer a interagdo de AgNP
apresentam diversas abordagens diferentes. Uma dessas abordagens envolve o tratamento da
celulose com ions cloreto (HASI et al., 2015), que foi um dos tratamentos utilizado nesse
trabalho. A utiliza¢dao do tratamento com cloreto foi motivada pela ligagao favoravel de Cl°
com as AgNP, reduzindo o efeito da repulsao eletrostatica e aumentando a taxa de agregacao
das nanoparticulas; dessa forma, ha maior geragdo de /ot spots, favorecendo o aumento da
intensificagdo SERS (DAS; UPPAL; GUPTA, 2006) (MORAM et al., 2018). O outro
tratamento utilizado nesse trabalho consistiu em modificar a estrutura da celulose com
NaOH, seguido por quitosana. Nesse processo, a adigdo de NaOH a celulose resultou na
reagdo das hidroxilas presentes na celulose com a base, formando alcoxido de sodio e
tornando a superficie da celulose mais negativa. A seguir foi adicionada quitosana, um
polissacarideo natural catidnico que apresenta estrutura quimica semelhante a celulose, sua
estrutura primadria esta representada na Figura 9(b). A quitosana ¢ soluvel em solugdo aquosa
apenas em meio acido, que permite a protonacao dos grupos amino, tornando a quitosana
um polication; no presente trabalho, foi utilizado &cido acético para dissolver a quitosana
(DE OLIVEIRA et al., 2016). Essa solugao foi adicionada ao papel de filtro ja tratado com
NaOH. Nessa etapa, a quitosana, que apresenta boa afinidade pela superficie negativa das
AgNP, interage eletrostaticamente com as AgNP e com a superficie negativa da celulose.

Além disso, a quitosana também pode atuar como agente estabilizante das AgNP.
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Outros dois materiais estudados nesse trabalho como suportes para os substratos
SERS foram os filmes poliméricos de polidimetisioloxano (PDMS) e politetrafluoroetileno
(PTFE). O PTFE apresenta propriedades interessantes como altas hidrofobicidade,
estabilidade quimica e resisténcia mecanica (GU et al., 2022). Esse polimero tem sido
utilizado como suporte SERS devido a facilidade em alcangar boa reprodutibilidade, alta
intensificagdo Raman e devido a sua capacidade em concentrar as nanoparticulas e o analito
(LU et al., 2012). Entre as aplicagoes, ja foi demonstrado que o uso de PTFE como suporte
para substratos SERS pode permitir a detec¢ao em regimes de uma tnica molécula (LU et
al., 2012). Uma comparagao de desempenho SERS foi realizada entre substratos que tinham
PTFE ou vidro como suportes. O vidro, por ser hidrofilico, tende a difundir as solugdes de
NP e do analito por uma area maior do que o PTFE, ao invés de concentrar em uma regiao
pequena. As AgNP depositadas sobre vidro ficam distribuidas por essa area grande da
superficie, com baixa cobertura, dificultando a formacao de agregados e os /ot spots. Por
outro lado, o PTFE, por ser hidrofébico permite concentrar as suspensdes de AgNP e
solucdes de analitos em uma regido menor do que o vidro, gerando um maior nimero de
agregados de AgNP, com consequente maior nimero de Aot spots do que obtido nos suportes
de vidro. Essas propriedades fazem com que a intensificagdo SERS seja superior a

intensificagdo obtida no vidro (LU et al., 2012).

O PDMS também tem sido bastante utilizado como suporte na construgdo de
substratos SERS devido a estabilidade, uniformidade, fécil preparagdo e transparéncia
optica. (FORTUNI et al., 2017). Estudos recentes mostraram a eficiéncia do PDMS como
suporte na construcao de substratos SERS para detectar o corante cristal violeta e o
agrotoxico tiram em peixes € na casca de laranjas. Na abordagem reportada, o substrato
baseado em AgNP e PDMS foi aderido a superficie de interesse e foi realizada a detecgao
dos espectros SERS por retroiluminacao direta. O estudo apresentado também demonstrou
a possibilidade de deteccdo por SERS utilizando microextragdo, fornecendo método

alternativo de detec¢ao em amostras reais (ALY AMI; QUINN; IACOPINO, 2019).

1.3.3 D-SERS

D-SERS (SERS dinamico) ¢ um método desenvolvido para coletar dados espectrais
SERS durante o processo de transi¢ao do analito do estado imido para o estado seco. Durante

o processo de transi¢do resultante da evaporacdo do solvente, as nanoparticulas se
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reorganizam, diminuindo a distdncia média entre elas, o que permite formar um grande
numero de kot spots (SUN et al., 2022) O aumento do numero de kot spots ¢ essencial para
um alto desempenho dos substratos SERS e desperta o interesse hd algum tempo, pois
ocasiona o aumento da intensificagdo do campo eletromagnético, intensificando em grande
proporg¢do o sinal SERS de moléculas adsorvidas na superficie metalica (ZHU et al., 2014).
Nesse trabalho, foi utilizado uma adaptacdo da metodologia D-SERS. A Figura 10
apresenta um esquema ilustrativo do processo de evaporacao do solvente contendo o analito.
Na Figura 10(a) temos sobre um suporte hidrofébico as AgNP depositadas e uma gota
contendo o analito. Inicia-se o processo de evaporagao do solvente; apds evaporagdo parcial,
no chamado estado de transformacdo entre os estados wet e dry, as nanoparticulas e os
analitos se reorganizam. Nesse estado ha um aumento significativo da intensidade SERS
devido ao aumento da concentragdo tanto de 4ot spots quanto do analito. No estado dry,
quando o solvente vaporizou completamente, os /ot spots criados podem ficar em uma
orientagdo desfavoravel ao efeito SERS, ou se apresentar em uma posicao desfavoravel e,
com isso, diminuir a intensificacdo SERS (ZHU et al., 2014). As medidas sdo realizadas

durante o estado de transformagao.

Figura 10- Esquema ilustrativo do procedimento de evaporacao durante o processo D-
SERS (a) Estado wet (b) estado de transformacao (c) Estado dry.

a N » « b C
w v » A
|3 A
W » v
-
D-SERS
o *kl}j-** 20,0+0, 107«
emsm—————— EVaporagio e Evaporacio
Estado wet Estado de transformagdo Estado dry

*analito ® nanoparticula

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Essa metodologia ¢ bastante promissora para a deteccdo de tracos de analitos por
SERS, pois induz a uma pré-concentracao das moléculas de analito durante o processo de
evaporagdo. Outra vantagem interessante ¢ a protecao pelo solvente da molécula do analito
da degradagdo térmica que pode ser causada pelo laser durantes as medidas SERS (YANG et
al., 2011). Na literatura, a metodologia D-SERS tem sido bastante utilizada para detectar
agrotoxicos em baixas concentracgdes utilizando substrato de papel de filtro (ZHU ez al., 2014)

e suportes de silicio (MA et al.,2015) (WENG et al., 2018). Nesse trabalho, a metodologia D-
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SERS foi utilizada para parte dos estudos dos agrotoxicos imidacloprido e tiametoxam em

agua deionizada e para o estudo em agua potavel.

1.4  METODOS QUIMIOMETRICOS UTILIZADOS

Quimiometria pode ser definida como “a disciplina quimica que utiliza métodos
matematicos, estatisticos e outros métodos que empregam légica formal para projetar ou
selecionar procedimentos de medi¢do e experimentos ideais, e para fornecer o0 maximo de
informagdes quimicas relevantes através da andlise de dados quimicos” (KOWALSKI,
1975). A primeira referéncia ao termo “quimiometria” na literatura ¢ da década de 1970
(ROHMAN; WINDARSIH, 2020). A quimiometria pode ser dividida em: planejamento e

otimizacdo de experimentos, reconhecimentos de padrdes e calibragao multivariada.

As técnicas de reconhecimento de padrdes sao utilizadas para identificar semelhancas
e diferencas entre as amostras ¢ podem ser divididas em métodos ndo supervisionados e
supervisionados. Os métodos ndo supervisionados ndo necessitam de conhecimento prévio,
ou seja, ndo necessitam de conjunto de amostras previamente definido. Nessa categoria, um
dos métodos mais empregados ¢ a analise de componentes principais (PCA). Por outro lado,
os métodos supervisionados necessitam de conhecimento inicial sobre uma classe ou mais
de amostras, sendo os dados divididos em conjunto treinamento (ou calibragdo) e teste (ou
validagdo). Entre os métodos de classificacdo supervisionados, o SIMCA (Modelagem
Independente por Analogia de Classe) ¢ bastante empregado na constru¢do de modelos de

classificacao.

1.4.1 Analise de componentes principais (PCA)

A PCA ¢ um método de analise exploratoria utilizado pare reconhecer padrdes dentro
de um conjunto de dados e tem o objetivo de reduzir a dimensionalidade de uma matriz de
dados, através da decomposi¢do matricial, extraindo o maximo de informagdo (variancia).
A partir da combinacdo linear das variaveis originais s3o determinadas novas varidveis
chamadas de componentes principais (CPs), que armazenam o maximo de informac¢ao dos
dados em um nimero significativamente pequeno de CPs A primeira componente principal,
que apresenta a maior quantidade de informagdo, ¢ definida na direcdo de maior variancia

dos dados originais; a segunda componente principal ¢ definida no sentido ortogonal a
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primeira com maior varidncia, € as componentes subsequentes sdo ortogonais as duas
anteriores. As componentes principais sdo calculadas em ordem decrescente de significancia
e sdo perpendiculares entre sim, portanto elas contém informagdes diferentes e
complementares (FERREIRA, 2015). A Figura 11 exemplifica a descrigdo das componentes

principais.

Figura 11- Representacdo geométrica de duas componentes principais em um espago
com trés variaveis

Fonte: Adaptado de (TEOFILO, 2013)

Na PCA, do ponto de vista matematico, a matriz original de dados (X) com n linhas
(amostras) ¢ m colunas (variaveis) ¢ decomposta em um produto de duas matrizes,
denominada escores (T) com n linhas e a colunas (numero de componentes principais) e
pesos (P) com a linhas e m colunas, mais a matriz (E) de residuos contendo o que nao foi
modelado pela PCA, como mostrado na Equacao 7 (BRO; SMILDE, 2014) e esquematizado
na Figura 12. A matriz dos escores expressa as relacdes entre as amostras, enquanto a matriz

dos pesos expressa as relagdes entre as variaveis
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X=T.PT+E
Equacao 7

Sendo P" a transposta de P.

Figura 12- Analise de componentes principais aplicadas a uma matriz X, gerando uma
matriz de escores, uma matriz de peso € uma matriz de residuos.

m a m m

PT

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A PCA ¢ um dos métodos mais importantes na quimiometria sendo a base de muitos
métodos de classificacdo e calibragdo multivariada. Em condigdes ideais, a PCA pode
permitir classificar amostras por agrupamentos nos graficos de componentes principais.

A etapa de pré-processamento dos dados ¢ fundamental na analise multivariada o
principal objetivo ¢ eliminar informacdes irrelevantes e extrair informagdes precisas dos
dados e realcar as sutis diferencas entre diferentes amostras. Em dados espectrais, como
espectros Raman, o principal objetivo do pré-tratamento ¢ eliminar ruidos, fundo de
fluorescéncia, ruido do detector, flutuagdes de poténcia do laser, entre outros. (XU et al.,
2020b) (DOS SANTOS et al., 2023). Existe uma variedade de pré-processamentos que
podem ser utilizados: normalizacdo de espectros, centralizacdo dos dados na média,
aplicacdo de corre¢dao multiplicativa de espalhamento (MSC), padronizagao normal de sinal
(SNV), derivagdo, suavizagdo com o algoritmo de Savitzky-Golay. O MSC e o SNV sdo
utilizados para amenizar problemas relacionados a dispersdo da luz. A suavizagdo ¢ utilizada
para eliminar os ruidos e a0 mesmo tempo reter as informagdes. A derivagao ¢ utilizada para
corrigir a linha base nos espectros devido a fluorescéncia das amostras ou a radiagdo de
corpo negro emitida pela amostra. Para a constru¢ao dos modelos quimiométricos utilizando
dados de espectroscopia ¢ recomendado centrar os dados na média, por tltimo. Para obter
um melhor efeito, os pré-tratamentos precisam ser executados em uma ordem légica (XU et

al.,2020).
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1.4.2 Modelagem flexivel e independente por analogia de classe (SIMCA)

SIMCA ¢ um método de modelagem de classe, foi introduzido em 1976 por Wold,
(WOLD, 1976) foi o primeiro método de classificagdo introduzido na Quimiometria. O
SIMCA ¢ baseado na andlise de componentes principais, que sdo as direcdoes de maxima
variancia. O SIMCA pode ser utilizado como método de modelagem de classe tnica ou

método de modelagem de varias classes.

Cada classe ¢ modelada independentemente com o niimero de CPs selecionados por
validacdo cruzada (LOPEZ et al., 2014). O modelo faz a atribui¢io de uma amostra se ela

pertence ou nao pertence a classe modelada.

Com esse tipo de modelagem, se for necessario pode ser adicionada uma nova classe
ao modelo sem a necessidade de refazer todo o processo de modelagem (FERREIRA, 2015).
Para a classificagdo, o modelo avalia os escores e os residuos de cada amostra dentro da PCA

para a classe modelada, sob um determinado limite de confianga.

Os critérios para atribuicdo das amostras sdo baseados nas estatisticas Q (residuos
espectrais) e T2 de Hotelling (refere-se a influéncia de cada amostra no modelo), que sdo
importantes na deteccao de amostras andmalas (DOS SANTOS et al., 2023). As amostras sao
atribuidas as respectivas classes de acordo com a distancia entre uma amostra ao centro da
classe modelada, onde d; ¢ a distdncia da amostra i a classe modelada e pode ser expressa
pela Equagio 8.T%s o e Qosv sdo os valores limites calculados para 95% de confianga

(ALVES et al., 2020).

T2 2 2
= () (@)
T95% Q95%

Equagdo 8
As amostras pertencentes a classe modelada que forem corretamente classificadas
sao chamadas de verdadeiro positivo (VP), enquanto as amostras que foram verdadeiramente
classificadas como ndo pertencente a classe modelada, sdo chamadas de verdadeiros
negativos (VN). Ja as amostras que ndo pertence a classe e foram classificadas como
pertencentes sdo chamadas de falso positivo (FP) e as amostras que pertencem a classe e
foram classificadas como ndo pertencentes sdo chamadas de falso negativo (FN) (ALVES et

al., 2020) A taxa de falsos positivos, TFP, ¢ definida pela Equacao 9.
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FP

TEP = 25T VN

Equacao 9

De forma similar ¢ definida a taxa de falso negativo, TFN, como na Equag¢ao 10

TEN = L
FN+VP
Equacao 10
As figuras de mérito utilizadas para avaliar os modelos de classificacao sao as taxas
de sensibilidade, especificidade/seletividade e acuracia/eficiéncia (ALVES et al., 2020). A
sensibilidade mostra a habilidade do modelo classificar corretamente as amostras positivas

e pode ser calculada como na Equagdo 11.

Sensibilidade = L
VP +FN
Equagdo 11
A especificidade representa a capacidade do modelo em classificar corretamente as
amostras negativas e pode ser calculada como descrito na Equagao 12.

Especificidade = A
VN + FP
Equagdo 12
A acurécia ou eficiéncia, ¢ uma figura de mérito global do modelo, e ¢ calculada
através do nimero de amostras classificadas corretamente independentemente da classe pelo

numero total de amostras, como na Equagao 13.

VP +VN
VP+VN+FP+FN

Eficiéncia =

Equacao 13
Os métodos de modelagem de classe podem ser aplicados a problemas em que existe
apenas uma classe de interesse e sdo utilizados para estudar a classificacdo das amostras com
a classe que esta sendo modelada. Nesse trabalho o método de modelagem de classe foi
utilizado com amostras de agua potavel, contendo os agrotoxicos estudados, imidacloprido,
tiametoxam e mistura dos agrotoxicos, com o proposito de classificar as amostras que

contém esses agrotoxicos das amostras de dgua potavel que ndo tem a presenca desses dois

agrotoxicos.
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1.5 REVISAO DA LITERATURA PARA O ESTUDO SERS DE AGROTOXICOS

O primeiro trabalho de deteccdo de agrotdxicos utilizando SERS foi reportado na
literatura em 1987 por Alak e Vo-Dinh (ALAK; VO-DINH, 1987). Nesse trabalho foram
utilizadas AgNP para detectar oito agrotoxicos da classe organofosforados. Desde entdo, ha
um aumento do numero de trabalhos publicados utilizando SERS na deteccdo de
agrotoxicos, como mostrado na Figura 13, que ilustra uma busca na base de dados de artigos
cientificos Web of Science com os termos “pesticides and SERS” no periodo entre 2004 ¢
2024. Na Figura 13 ¢ possivel notar o aumento do niimero de publicagdes no decorrer do
periodo 20 anos.

Figura 13-Numero de publicagdes relacionadas a detec¢ao de agrotoxicos através da
técnica SERS. Termo de busca na base Web of Science: “Pesticides and SERS”, no
intervalor entre 2004 e 2024. Data de acesso 11/04/2024.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
Apesar da evolucao na detecg¢ao de agrotoxicos em diferentes matrizes, grande parte
dos trabalhos publicados reportam a detec¢do em amostras enriquecidas no laboratorio; mas
os estudos tém avangado para permitir a detec¢do em amostras reais. As nanoparticulas de

Ag e Au s3o comumente utilizadas na constru¢do dos substratos SERS devido ao alto
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desempenho SERS tipico dessas nanoestruturas, alta estabilidade quimica e a boa interagao
com as moléculas de agrotdxicos. As nanoparticulas de facil preparagao foram utilizadas em
diversos trabalhos para detec¢ao de agrotoxico em suspensao coloidal ou depositadas sobre
substratos rigidos ou flexiveis (LIU et al., 2022; PANG; YANG; HE, 2016). Como um exemplo,
nanoparticulas esféricas de prata reduzidas por cloridrato de hidroxilamina foram utilizadas
para detectar trés agrotdxicos, acetamiprido, clorpirifés e carbendazim na superficie de
magas em diferentes concentragdes da mistura dos agrotoxicos. (ZHAI et al., 2017).

Agrotoxicos da classe dos neonicotinoides também foram estudados utilizando
diferentes suportes. AgNS (naoestrelas de prata) preparadas sobre substrato s6lido e rigido
foram utilizadas na deteccao de imidacloprido em baixas concentragdoes. (ABU BAKAR;
SHAPTER, 2023). Assim como AuNP preparadas pela redugdo de sal de ouro com citrato
de sodio foram utilizadas para detectar imidacloprido na matriz de agua de abastecimento
publico em Madison, EUA e em 4gua do lago de Medotain em Madison, EUA, apoiadas por
analise multivariada (PCA); nesse trabalho, o substrato utilizado foi suspensao coloidal das
AuNP (CAIL;, CHO; WEI, 2023).

AgNP em forma de nanoflores foram utilizadas para detectar imidacloprido em cha
verde. Essa sintese requer mais etapas no procedimento, sendo assim ndo ¢ metodologia
simples e rapida como AgNP esféricas. As AgNP foram depositadas sobre a superficie do
silicio para realizar a detec¢do do agrotoxico utilizando linha laser em 785 nm e com apoio
dos modelos quimiométricos foi realizado a quantificagdo do agrotdxico em diferentes
concentragdes. O modelo GA-PLS apresentou os melhores resultados (CHEN et al., 2019).

Um sensor foi relatado na literatura em 2019 baseado em AuNP compactadas e
modeladas a partir de um filme de silica mesoporoso (MSF) para detectar os agrotoxicos
2,4-D, pimetrozina, além do neonicotinoide tiametoxam. A sintese das nanoparticulas
AuNP@MSF apresenta diversas etapas e requer grande tempo de preparo. Nesse trabalho
foram utilizadas matrizes reais, como agua de abastecimento publico, maga ¢ leite para
detecgdo apenas do 2,4-D em baixas concentragdes, enquanto os outros dois agrotoxicos
foram detectados também em baixas concentragdes em agua deionizada (XU et al., 2020a).

Alguns métodos de extracdo que podem ser interessantes quando a deteccdo direta
ndo ¢ possivel ou quando deseja extrair o analito e realizar a detec¢do sdao relatados na
literatura. Um método bastante utilizado ¢ o QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto

e seguro). Esse método foi utilizado para detectar multiplos agrotdxicos, incluido o
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tiametoxam em amostras de arroz. As AuNP foram utilizadas como substratos SERS, além

disso foi utilizado um equipamento Raman portatil (LOGAN et al., 2022).

Apesar da literatura apresentar diversos trabalhos com a detecc¢do de agrotoxicos em
diferentes matrizes, ainda ¢ um grande desafio conseguir a obtencao dos espectros SERS das
moléculas, apesar da grande maioria dos agrotoxicos ter uma estrutura quimica com
afinidade com as nanoparticulas, a baixa se¢¢ao de choque e o pequeno tamanho da molécula
podem ser alguns fatores que dificultam a detec¢ao facil dos agrotoxicos. Como
consequéncia, muitas vezes as nanoparticulas precisam ser funcionalizadas para melhorar a
interagdo com o agrotdxico, ou € preciso utilizar nanoparticulas que gerem mais /ot spots
ou realizar métodos de agregagao. No presente trabalho foram desenvolvidos métodos com
0 objetivo de aumentar a concentragdo de nanoparticulas, induzir a agregacdo e para

aumentar a interagdo das nanoparticulas com os suportes utilizados.
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2 OBJETIVOS

Construir e avaliar sensores SERS flexiveis baseados em nanoparticulas de Ag

suportadas em papel, PDMS e PTFE para detecciao dos corantes IR-820, violeta genciana e

dos inseticidas imidacloprido e tiametoxam.

Os objetivos especificos sdo:

a)
b)

c)

d)

g)

h)

sintetizar e caracterizar AgNP;

modificar a superficie do papel de filtro com KCI para promover a agregagao
das AgNP e NaOH/quitosana para aumentar interagdo com as AgNP;
comparar os diferentes suportes de papel de papel de filtro quantitativo e
qualitativo, e os suportes hidrofobicos de PDMS e PTFE, para construgao de
substratos SERS flexiveis;

caracterizar os substratos por microscopia eletronica de varredura (MEV);
determinar o desempenho SERS dos substratos com os corantes IR-820 e
violeta genciana, como moléculas provas.

Realizar o estudo teorico através da DFT para as moléculas de agrotoxicos
livres e com um cluster de 10 atomos.

Determinar o desempenho dos substratos SERS para detectar os agrotoxicos
neonicotinoides imidacloprido e tiametoxam.

Testar o desempenho dos sensores SERS para deteccdo de imidacloprido e
tiametoxam em agua potavel e classificar as amostras através do método

quimiométrico SIMCA.
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3 METODOLOGIA

Nessa secao sera apresentado os materiais € equipamentos utilizados durante a tese,
a metodologia das diferentes sinteses de AgNP, o preparo dos diferentes substratos flexiveis,
os detalhes computacionais e das analises quimiométricas e o procedimento para as analises

em agua potavel.

3.1  MATERIAIS

Reagentes: citrato de sodio (Merck-99 %); nitrato de prata (AgNO3) (Sigma Aldrich-
99%), borohidreto de sodio (NaBH4) (Sigma Aldrich), hidroxilamina (Sigma-Aldrich),
imidacloprido (Fluka), tiametoxam (Fluka), cloreto de potéassio (KCI) (Sigma Aldrich),
violeta genciana (Synth), hidréxido de s6dio (NaOH) (marca), quitosana de baixo peso
molecular (Sigma-Aldrich), acido cloridrico (Synth), papel de filtro qualitativo grau 1
(tamanho do poro: 11 um), grau 3 (tamanho do poro 20-25 um) e grau 4 (tamanho do poro
390 um) (Whatman), papel de filtro quantitativo de filtragdo lenta (FUSION), membrana de
politetrafluoretileno (PTFE ) (Allcrom)

Todos os reagentes foram utilizados sem tratamentos adicionais.

As solugdes aquosas para o desenvolvimento dos substratos e testes de amostras
padrao foram preparadas usando agua deionizada de um sistema Millipore Sinergy-UV com
resistividade de 18,2 MQ cm. As solu¢des aquosas que utilizaram agua do sistema de
fornecimento urbano que foram adquiridas pela autora diretamente do sistema domiciliar e

armazenadas para preparagdo das solugdes.

3.2 EQUIPAMENTOS

As espectroscopias eletronicas no UV-VIS foram obtidas no espectrometro Ocean

Optics 2000+XR1+ES com fontes de excitagao entre 190 e 2200 nm.

As espectroscopias intensificadas por superficie foram realizadas utilizando um
espectrometro Raman dispersivo da marca Bruker, modelo SENTERRA com radiacao
excitante da linha laser em Ao = 633nm de um laser HeNe, utilizando objetiva com aumento
de 50x (NA=0,50) e poténcia variando entre 0,2 mW e 2 mW para os substratos e poténcia
de 10 mW para as suspensdes coloidais e 60 s de acumulacio , localizado no Departamento

de Quimica da UFJF, e um espectrometro da marca Horiba, modelo LabRam, com radicacao
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excitante com linha laser em Ao= 633nm de um laser HeNe utilizando objetiva com aumento
de 50x (NA=0,50), poténcia entre 0,08mW e 0,6 mW, tempo de acumulacao de 60 s para
0s espectros pontuais € 3 s para os pontos nos mapeamentos Raman localizado no

Departamento de Fisica da UFMG em Belo Horizonte, MG.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas em um
microscopio de varredura de feixe duplo, eletronico e i6nico, FEI Quanta 3D FEG, que faz

parte do centro de microscopia da UFMG em Belo Horizonte, MG.

3.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata (AgNP) esféricas foram sintetizadas seguindo trés
procedimentos reportados na literatura a fim de obter a suspensdo coloidal com menor

interferéncia no espectro dos agentes redutores utilizados.

3.3.1 Sintese de nanoparticulas de prata com o redutor citrato de sédio

A sintese seguiu o procedimento reportado por Lee e Meisel (LEE; MEISEL, 1982).
Em 18 mg de AgNO3 adicionaram-se 100 mL de dgua deionizada. Essa solucao foi levada a
ebulicdo, sob refluxo. A seguir adicionaram-se 2,0 mL de solucdo de citrato de sodio
(1 %m/V) e o aquecimento foi mantido por 1 h. A suspensdo resultante apresentou coloragdo
amarelo-esverdeada. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, foi armazenada a 4 °C
para utilizacao posterior.

Para a preparacao dos substratos SERS, a suspensao coloidal passou por duas etapas
de centrifugacdo a 6500 rpm por 30 min, utilizando 4gua deionizada para a redispersdo do

precipitado.

3.3.2 Sintese de nanoparticulas de prata com o redutor hidroxilamina

A sintese seguiu o procedimento reportado por Leopold e Lendl (LEOPOLD; LENDL,
2003). 10 mL de uma solugdo de AgNO; (1,0x1072 mol L") foram adicionados a 90 mL de
solugdo de hidroxilamina (1,67x10 mol L) contendo 3,33x10 mol L' de NaOH, sob
agitacdo constante. A sintese apresentou coloragdo amarelo-esverdeada. Apos o resfriamento

a temperatura ambiente, foi armazenada a 4 °C para utilizagdo posterior.
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A fim de retirar o excesso de reagentes e concentrar as nanoparticulas, foram feitas

duas etapas de centrifugacdo a 6000 rpm por 30 min.

3.3.3 Sintese de nanoparticulas de prata com o redutor borohidreto de s6dio

A sintese seguiu o procedimento reportado Emonds-Alt et al. (EMONDS-ALT et al.,
2019), adaptado da sintese reportada por Creighton em 1979 (CREIGHTON; BLATCHFORD;
ALBRECHT, 1979). Inicialmente adicionou-se o redutor NaBH4 (2,010 mol L') em um
baldo com banho de gelo sob agitagio vigorosa e adicionou-se AgNO; (2,5x10 mol L)
gota a gota e manteve-se a agitacdo por 30 min. A suspensao resultante apresentou coloragdo
marrom. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, foi armazenada a 4 °C para utilizagao

posterior.

Para utilizar a sintese nos suportes de papel e de PTFE, foi feita uma etapa de

centrifugacao a 6100 rpm por 30 min.

3.4 PREPARO DOS SUBSTRATOS

Os suportes flexiveis de papel de filtro e PTFE foram cortados aproximadamente
com uma area de lcm?. Os papeis de filtro passaram por dois tipos de pré-tratamento
diferente. Um pré-tratamento com KCI (0,30 mol L) e o outro com NaOH (1,0 mol L) e
quitosana (1,0 g L™!). As solugdes foram gotejadas no papel de filtro, que foram secos a
temperatura de 50°C. Apds o pré-tratamento foram adicionadas 10 pL de AgNP também por

gotejamento, por cinco vezes; a cada adi¢do o papel foi seco a temperatura de 50° C.

Para o suporte de PTFE observou-se que durante a evaporacdo o volume da gota
diminui junto com a area de contato, o que induziu uma mudanga visual na coloragdo das

nanoparticulas devido ao aumento da concentracao de AgNP.

Para a analise dos agrotoxicos em agua deionizada foi gotejada uma gota do
agrotoxico com concentragdes variadas (1,010 mol L a 1,0x10”7 mol L), esperou-se
evaporar alguns minutos a temperatura ambiente e foi feita a andlise SERS antes que a gota

secasse completamente.
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3.5 ANALISE EM AGUA POTAVEL

Foram selecionados dois pontos de coleta na cidade de Juiz de Fora-MG. Um ponto
de coleta na “cidade baixa” e um ponto de coleta na “cidade alta”. Essa denominagdo sera
explicada durante a discussao dos resultados obtidos. Foram coletadas amostras de agua em
dias diferentes nos dois pontos de coleta, diretamente de pontos de fornecimento da rede
publica municipal. As amostras de dgua foram centrifugadas por 10 min a 14 000 rpm,
retirou-se metade do sobrenadante; a seguir, o sobrenadante foi filtrado utilizando um filtro
com membrana PES de 0,22 um. Para os estudos SERS, foi fortificada a amostra com os
agrotoxicos, e seguiram-se as diluicoes.

O substrato baseado em PTFE como suporte foi escolhido para essas analises. Os
substratos foram preparados utilizando a sintese da se¢do 3.3.3 e com cinco deposigdes de
AgNP; a seguir a preparacao do substrato, foram depositadas no dia da anélise as amostras
de agua com agrotoxicos. As concentracdes finais de agrotoxicos utilizadas variaram entre

1x10*mol L' a 1x107 mol L.

3.6 PROCESSAMENTO DE DADOS

Os mapas de intensidade SERS e a os modelos PCA ¢ SIMCA foram realizados
utilizando o programa MATLAB, versao 7.10 (The MathWorks, Natick, MA, EUA) e o PLS
toolbolx, versao 5.2.2 (Eigenvector Research, Manson, WA, EUA). Os dados passaram por
uma etapa de pré-processamento que consistiu na corre¢do de linha base utilizando o
processamento WLS (minimos quadrados ponderados) com polindmio de 2 ordem, seguido

do processamento SNV (variagdo normal padrao).

Para a parte de aplica¢do dos substratos em dgua potavel, foi construido um modelo
exploratorio, PCA, e um modelo classificatorio, SIMCA. Os dados espectrais passaram por
diferentes tipos de pré-tratamento a fim de obter o melhor resultado para o modelo. Os pré-
processamentos testados foram WLS e a seguir SNV, WLS e a seguir MSC (corre¢ao de
espalhamento multiplicativa), SNV, 1* derivada e, por fim, os dados foram centrados na
média. O pré-processamento ideal foi avaliado através das figuras de mérito para o modelo

classificatorio.

Para o modelo SIMCA, as 51 amostras contendo agrotoxicos foram divididas em um

conjunto de treinamento e um conjunto teste pelo algoritmo de Kennard-Stone, que permite
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garantir a homogeneidade e representatividade das amostras. (KENNARD; STONE, 1969).
Para o conjunto treinamento foram selecionadas 34 amostras e para o conjunto teste 17
amostras, todas contendo agrotoxicos. Apds a modelagem, as amostras de dgua sem

agrotoxicos foram adicionadas no conjunto teste.

3.7 DETALHES COMPUTACIONAIS DOS CALCULOS DE ESTRUTURA
MOLECULAR

Os célculos de estrutura molecular e espectroscopia vibracional foram realizados
utilizando o software Gaussian 09 (M. J. FRISCH et al., 2009). As geometrias foram
otimizadas utilizando a DFT (Teoria do funcional da densidade) com o funcional PBE
(ADAMO; BARONE, 1999). Foi escolhido o conjunto de fung¢des base 6-31+G(2df)
(HEHRE; DITCHFIELD; POPLE, 1972)para todos os atomos, exceto para os atomos de
prata, para os quais foi utilizado o conjunto LANL2DZ (ECP) para descrever os elétrons de
valéncia e da camada interna. O solvente (agua) foi incluido nos célculos como um
continuum dielétrico por meio da abordagem IEFPCM (Integral Equation Formalism
Polarized Continuum Model) (MARENICH; CRAMER; TRUHLAR, 2009). O célculo de
frequéncia vibracional e atividade Raman foi realizado utilizando o mesmo nivel de teoria
das otimizagdes de estrutura eletronica. Os espectros de atividade Raman foram gerados
durante os calculos e, para calcular a intensidade Raman para uma temperatura e frequéncia
de excitacdo finitas, os valores do espectro de atividade Raman (S;) foram convertidos
através da Equagdo 14 (COLLIER; MAGDO; KLOTS, 1999).

1= O M4 om vt o
(-exp(d)) oo

Equagdo 14

Onde I ¢ a intensidade Raman, S; ¢ a atividade de espalhamento Raman calculado, v, a
frequéncia da linha laser, vi frequéncia vibracional e 7" a temperatura da amostra (assumida

como 300 K no presente estudo).

As atribui¢des dos modos vibracionais foram realizadas com o apoio do programa de

Analise de Distribui¢do de Energia Vibracional, VEDA4xx (JAMROZ, 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussoes serao divididos em cinco subsegdes: a primeira tratara dos
resultados de caracterizagdo das nanoparticulas sintetizadas nesse trabalho; a segunda
apresentara a caracterizagdo dos substratos construidos e o estudo do desempenho como
substratos SERS para corantes com diferentes cargas; a terceira parte apresentara os estudos
SERS das moléculas de agrotoxicos apoiados por célculos tedricos; a quarta parte envolvera
os estudos SERS das moléculas de agrotoxicos sobre os substratos flexiveis em agua
deionizada; a quinta vai discutir os estudos para analisar os agrotoxicos em diferentes em

amostras de agua potéavel através da técnica SERS com apoio de métodos quimiométricos.

4.1 SINTESE DE AgNP

As AgNP foram caracterizadas inicialmente por espectroscopia no UV-VIS. A
extingdo do plasmon de superficie localizado para a prata ocorre na regido do visivel,
resultando em uma banda caracteristica da LSPR no espectro no UV-VIS dessas
nanoparticulas. Os espectros das suspensdes coloidais obtidas utilizando diferentes redutores

estao apresentados na Figura 14.
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Figura 14-Espectro de extingdo das AgNP utilizados os redutores (a) citrato de sodio
(b) cloridato de hidroxilamina (c) borohidreto de so6dio (Creighton) (d) borohidreto de
sodio
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)

Observamos que tanto o maximo quanto o formato da linha da banda de exting¢ao
diferem para cada redutor utilizado. Na Figura 14 (a) as nanoparticulas foram sintetizadas
utilizando citrato de s6dio como agente redutor, e apresenta uma banda em 424 nm bastante
larga, mas com a extingdo praticamente nula na regido de 600 nm e uma banda simétrica em
comparagao com as demais; essa sintese resulta em AgNP esféricas com tamanho médio de
aproximadamente 40 nm (LEE; MEISEL, 1982).As nanoparticulas sintetizada utilizando o
cloridrato de hidroxilamanina, Figura 14b, apresentam uma banda em menor comprimento
de onda, 409 nm, e mais alargada para maiores comprimentos de onda do que foi observado
para as AgNP sintetizadas com citrato de sodio. J& as nanoparticulas sintetizadas pelo
método de Creighton, Figura 14c, apresentaram uma banda LSPR em 388 nm, o menor dos
quatro procedimentos, o que indicam que o método resulta em nanoparticulas com menor
tamanho; por outro lado, a banda LSPR ¢ bastante assimétrica e se estende para
comprimentos de onda maiores com apreciavel intensidade. Observamos a presenga de um
ombro em aproximadamente 460 nm, que pode estar relacionado com a formagao de
aglomerados de AgNP. Finalmente, as AgNP sintetizadas com NaBHs4 com maiores
concentragdes dos reagentes apresenta uma banda em 392 nm (Figura 14d), indicando que

esse método resulta em nanoparticulas maiores que as nanoparticulas realizadas pelo método
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de Creighton, também ¢ possivel observar um ombro em aproximadamente 500 nm,

indicando a presenca de aglomerados de AgNP

4.2 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS FLEXIVEIS E AVALIACAO DO
DESEMPENHO SERS PARA ESTUDO DE CORANTES

Nessa se¢do serdo apresentadas as caracterizagdes dos substratos SERS baseados em
AgNP e suportes flexiveis, papel, PTFE e PDMS, utilizados para os estudos com corantes
cationico e anionico. Os substratos foram caracterizados por reflectancia difusa no UV-VIS,
espectroscopia Raman e por MEV. Ap0s a caracterizagdo serd apresentada a avalia¢dao do
desempenho SERS dos substratos para o estudo do corante catidnico violeta genciana (VG)
e do corante anidnico IR-820. Além disso os substratos foram avaliados quanto a

estabilidade por trés meses.

4.2.1 Caracterizacao dos substratos

Os substratos utilizados para o estudo com os corantes foram construidos utilizando
as AgNP reduzidas com citrato de s6dio. Foram utilizados os suportes de papel de filtro

qualitativo (QIFP), quantitativo (QnFP) e os suportes hidrofobicos de PTFE e PDMS.

Os papeis de filtro passaram por tratamento com KCI antes da adicdo das AgNP.
Apos a modificacao foi observado em todos os substratos a mudanca amarelo esverdeado
mais intenso. Inicialmente, os substratos foram caracterizados por espectroscopia por
reflectancia difusa no UV-VIS (RD-UV-VIS). Na Figura 15 estdo presentes os espectros
RD-UV-VIS dos substratos com e sem tratamento com KCl, com 1, 3, e 5 deposi¢des de
AgNP dos suportes de QIFP e QnFP. Podemos observar que os espectros sem tratamento
(Figura 15 a,c,e,g) apresentam uma banda larga de reflectancia em 400 nm, caracteristica de
banda LSPR de nanoesfeiroides de prata, o que reforca a observagdo visual de que houve
deposicao de AgNP nos dois tipos de suportes de papel. Podemos observar nos espectros
RD-UV-VIS para os substratos tratados com KC1 um deslocamento entre 2-3 nm para menor
comprimento de onda, mas nao foi possivel observar nenhuma tendéncia clara para essa
variagdo entre os diferentes tipos de papel. Outra caracteristica observada na maioria dos

espectros foi a diminui¢do da porcentagem de reflectancia com o aumento do ntimero de
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deposicdes de AgNP, o que indica que houve aumento da quantidade de nanoparticulas

depositadas a medida que novos procedimentos de deposi¢do foram realizados.

Figura 15- Espectros de reflectancia difusa dos substratos de papel de filtro com 1, 3 ¢
5 deposi¢des de AgNP (a) QnFP; (b) QnFP com KCI; (c) QIFP1; (d) QIFP1 com KCI; (e)
QIFP3; (f) QIFP3 com KCI; (g) QIFP4; (h) QIFP4 com KCI.
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Para conhecimento da organizagdo das fibras dos suportes, e da distribui¢do das
nanoparticulas sobre os suportes, foram realizadas andlises por MEV. Na Figura 16 estio
presentes as micrografias do QnFP (Figura 16a), papel de filtro qualitativo de grau 3 (Figura
16b), membrana de PTFE (Figura 16c) e nas Figura 16(d-f) estdo presentes as micrografias
dos suportes com 5 deposicdes de AgNP nos papeis de filtro correspondentes. De acordo
com as micrografias da Figura 16(a) e Figura 16(b) os suporte QnFP e QIFP e apresentam
fibras de celulose com espessura variando em torno de 10 a 500 nm enquanto a membrana
de PTFE, micrografia apresentada na Figura 16(c), apresenta fibras mais finas € com menor
dispersdao na espessura, exceto na regido de entrelacamento das fibras, em que hd um
emaranhamento consideravel. As micrografias para Ag5-QnFP (papel de filtro quantitativo
com 5 deposigoes de AgNP) e Ag5-QIFP3 (papel de filtro qualitativo grau 3, com 5
deposicoes de AgNP) apresentam aglomerados de AgNP e uma distribuicdo heterogénea
sobre as fibras de celulose (Figura 16 (d) e Figura 16 (¢)), com regides com aglomeragao de
nanoparticulas e muitas areas sem nenhuma AgNP. Para o substrato de PTFE com AgNP
(Ag5-PTFE) notamos a formacdo de grandes aglomerados de AgNP sobres as fibras,
provavelmente devido a hidrofobicidade do suporte, que favorece esse processo durante a

secagem da suspensao de nanoparticulas.

Figura 16- Micrografia eletronica de varredura (a), QnFP; (b) QIFP3; (c) PTFE; (d)
Ag5-QnFP; (e) Ag5-QIFP3; (f) Ag5-PTFE.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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Na Figura 17 estd apresentada a micrografia MEV para o suporte de PDMS,
observamos na Figura 17 (a) a superficie homogénea do suporte sem a presenca de fibras
devido a técnica de fabricagdo; na Figura 17 (b) temos a micrografia da camada de PDMS.
Nao foi possivel obter a micrografia do PDMS com as AgNP pois nesse substrato as AgNP
ndo aderiram bem na superficie do PDMS, tal que durante o procedimento para realizar as

micrografias as AgNP foram removidas.

Figura 17- Micrografia (a) superficie do PDMS (b) camada do PDMS.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
4.2.2 Papel de filtro quantitativo

Os corantes VG e IR-820 foram utilizados na primeira etapa do trabalho como
moléculas-prova para estudar o desempenho SERS dos diferentes substratos preparados
nesse trabalho. Na Figura 18 esta representado a estrutura quimica plana dos dois corantes.

Figura 18- Estrutura quimica (a) VG (b) IR-820

(a) H3C\N,CH3 (b) -~ 0 NaO\S/,O

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
Na Figura 19(a) est4 presente o Raman do sélido do corante violeta genciana e na

Figura 19(b) o Raman do solido do corante IR-820. Conhecer os espectros dos solidos ¢
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fundamental para a posterior aplicacdo SERS dos substratos com os corantes. Podemos
observar as principais bandas dos corantes destacadas. A banda em 915 cm™ do VG ¢ a
bandas que iremos monitorar durante o estudo dos substratos, apesar ndo apresentar maior
intensidade no espectro do s6lido, a banda em 915 cm™! est4 presente em uma regido que nio
ha bandas do agente redutor, portanto nao havera sobreposicdo de bandas interferindo na
analise do corante nos substratos estudados, além disso essa banda estd presente em
concentragdes menores, inclusive tendo sido reportado a detec¢ao do corante em regimes de

uma tnica molécula utilizando a banda marcadora em 915 cm™ (CANAMARES et al., 2008).

Enquanto para o IR-820, a banda escolhida foi a banda em 1624 cm™ para evitar
sobreposi¢cdo das bandas do proprio corante. Como a regido em que a banda se encontra ser
regido em que podem ser observadas bandas associadas a presenca carbono amorfo, foram
utilizados durante os experimentos o menor tempo de acumulacdo possivel e a menor

poténcia disponivel no equipamento para evitar tais dificuldades.

Figura 19- Espectro Raman dos corantes no estado solido (a) violeta genciana (b) IR-
820
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Figura 20 (a) mostra o espectro Raman do suporte QnFP, apresentando duas bandas

Raman intensas em 1095 e 1120 cm™, que podem ser atribuidas a0 modo de estiramento
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COC da ligagdo glicosidica das fibras de celulose (FECHNER et al., 2010) . Figura 20 (b-d)
mostra os espectros SERS do VG depositado a partir de uma solugio 1,0x10” mol L™ no
substrato de Ag-QnFP com uma, trés e cinco deposi¢des de AgNP, respectivamente.
Somente bandas da celulose sao observadas na Figura 20 (b) e Figura 20 (c), o que foi devido
a pequena quantidade de nanoparticulas presentes no substrato, que consequentemente gera
poucos kot spots e ndo intensifica suficiente o sinal Raman do analito para ser observado nos
espectros obtidos. Na Figura 20(d) ha mudangas espectrais relevantes e sao observadas
bandas SERS, mas principalmente bandas associadas ao citrato de sodio, utilizado como
agente redutor da prata e como camada protetora das AgNP, marcadas com “c” no espectro.
A banda em 1008 cm™ ¢é atribuida ao modo de estiramento CO do citrato, a banda em
1239 cm! ¢ atribuida a deformacio angular COO do citrato e a banda em 1393 cm™ é
atribuida ao modo de estiramento COO do citrato (ZHANG et al., 2013) Apenas a banda fraca
em 915 cm™! pode ser atribuida a vibracdo de respiragio de um dos aneis aromaticos do VG
(LIU et al., 2010). As bandas referentes ao corante e ao citrato apareceram apos 5 deposicdes
de AgNP, o que indica que o aumento da quantidade de AgNP aumentou o niimero de hot
spots o suficiente para a observacao de efeito SERS; contudo, o grande excesso de citrato na
superficie das nanoparticulas dificulta a interagdo do corante catidnico com a superficie

negativa das nanoparticulas.
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Figura 20- (a) Espectro Raman do QnFP (b) Espectro SERS do VG no Ag-QnFP com 1
deposicao de AgNP (c) Espectro SERS do VG no Ag-QnFP com 3 deposicdes de AgNP
(d) Espectro SERS do VG no Ag-QnFP com 5 deposi¢cdes de AgNP. As bandas marcadas
com ‘¢’ sdo caracteristicas do citrato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
4.2.3 Papel de filtro qualitativo

A Figura 21 apresenta os espectros SERS do corante VG nos substratos Ag-QIFP1
(a), Ag-QIFP3 (b) e Ag-QIFP4 com 5 deposi¢des de AgNP e sem nenhum tipo de pré-
tratamento.

O espectro SERS do corante no substrato construido com papel de filtro qualitativo

de grau 1, Figura 21(a) mostra apenas bandas atribuidas ao citrato, ja que coincidem com o
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que foi discutido na secdo 4.2.2, e ndo foi possivel detectar visualmente nenhuma banda
SERS caracteristica do corante VG. Na Figura 21 (b) com o suporte de papel de filtro
qualitativo de grau 3 € possivel notar a presenga de apenas uma banda caracteristica do
corante VG em 916 cm™! e na Figura 21(c) observamos algumas bandas caracteristicas do
VG e algumas bandas caracteristicas do citrato. Além da banda em 916 cm™! observam-se as
bandas em 1177 cm™, atribuida a deformacao angular CH no plano do anel, em 1386 cm’!,
atribuida ao estiramento N-fenil, e 1581 e 1619 cm™!, atribuidas ao estiramento da ligacdo

CC dos anéis aromaticos (LIU et al., 2010).

Figura 21- Espectro SERS do VG com 5 deposi¢des de AgNP (a) Ag5-QIFP1 (b) Ag5-
QIFP3 (c) Ag5-QIFP4. As bandas marcadas com ‘c’ sdo caracteristicas do citrato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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4.2.4 Papeis de filtro tratados com KCl

Os papeis de filtro qualitativo e quantitativo passaram por uma etapa de tratamento
com KCI antes de cinco deposi¢cdes de AgNP. Na Figura 22 estdo presentes os espectros do
corante VG nos substratos Ag5-QIFP e Ag5-QnFP tratados com KCI. Na Figura 22 (a) esta
presente o espectro SERS do VG no substrato Ag5-QnFP, pode-se notar ha presenca das
bandas caracteristicas do VG, que ja foram discutidas na se¢do 4.2. 2 e ndo ha presenga de
bandas caracteristicas do citrato; 0 mesmo pode ser observado no espectro SERS do VG da
Figura 22(c) para o substrato de Ag5-QIFP3. Para os substratos de Ag5-QIFP1 e Ag5-QIFP4
(Figura 22(b) e (d)) observamos algumas bandas caracteristicas do corante ¢ bandas
caracteristicas do citrato; as bandas do citrato dominam o espectro SERS para o substrato
Ag5-QIFP1, especialmente. Pode-se inferir do aumento da intensidade SERS do corante VG
que o pré-tratamento do papel de filtro com KCl permite que a molécula de corante se
aproxime da superficie da nanoparticula pela remogao de parte da camada protetora de
citrato pelo anion cloreto resultando em maior intensidade das bandas do corante e
diminuindo a presenca das bandas de citrato de sodio nos espectros SERS. Além disso, o
tratamento com cloreto de sodio pode resultar em agregacao parcial das nanoparticulas, o
que levaria a uma maior intensidade do campo eletromagnético local no substrato em
comparagdo com o substrato sem agregacdo, que apresenta uma predominancia de

nanoparticulas individuais (LEOPOLD et al., 2018) (MORAM et al., 2018).
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Figura 22- Espectro SERS VG em papel de filtro tratado com KCI com 5 deposigdes de
AgNP (a)Ag5-QnFP (b) Ag5-QIFP1 (c) Ag5-QIFP3 (c) Ag5-QIFP4. As bandas marcadas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
Os substratos que Ag5-QnFP e Ag5-QIFP3 apresentaram o melhor desempenho
SERS para o VG e, por isso, foram avaliados quanto a distribui¢@o espacial de intensidade
SERS através de um mapeamento utilizando a banda em 915 cm™ do VG com 400 pontos
(Ag5-QnFP) e 300 pontos (Ag5-QIFP3), que estdo apresentados na Figura 23(a) e na Figura

23 (b), respectivamente. Os conjuntos de espectros passaram por duas etapas de pré-
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processamento, com correcao de linha base e SNV, que estdo descritas em detalhes no item
3.6. Os mapas SERS para os dois substratos na Figura 23 mostram eventos com intensidade
semelhantes, j4 que podem ser observadas pequena variacdo nas cores que indicam a
intensidade SERS. O substrato Ag5-QnFP apresentou um valor de desvio padrao relativo
(DPR) de 9,76 % (Figura 23c), enquanto o substrato Ag5-QIFP3 apresentou DPR de 11,45%.
A porcentagem de DPR relatada na literatura para bons substratos SERS varia entre 15-20
% (PANNEERSELVAM et al., 2017) e, portanto, esse resultado mostra que ambos os
substratos possuem boa homogeneidade espacial no que se refere ao desempenho SERS,

embora o Ag5-QnFP tenha apresentado melhor uniformidade.

Figura 23- Mapa de intensidade da banda em 915 cm™ do corante VG (a) substrato
Ag5-QnFP (b) Ag5-QIFP3 (c) variagdo de intensidade (Ag5-QnFP) (d) variagdo de
intensidade (Ag5-QIFP3).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Na Figura 24 est4 apresentado o espectro do corante anidnico IR-820 no suporte de

QIFP3, tratado com KCl e com 5 deposicoes de AgNP. As bandas marcadas ‘c’ sdo

1

referentes ao citrato. Podemos observar uma banda destacada em 949 cm™ que ¢
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caracteristica do corante e pode ser atribuida a deformacdo angular CH, mas somente esta
banda pode ser associada ao IR-820. Nota-se que o tratamento com KCI foi satisfatorio para

0 corante cationico, porém nao foi eficaz para o corante anidnico.

Figura 24- Espectro SERS do corante IR-820 no suporte de QIFP3 tratado com KCl e com
5 deposicoes de AgNP
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Foram obtidos espectros em diferentes concentragdes utilizando o substrato Ag5-
QIF3 com o corante VG para verificar o limite de detec¢dao visual. Nesse tese estamos
utilizando o limite de deteccdo visual, ou seja até com qual concentracgdo € possivel detectar
bandas caracteristicas do analito. Na Figura 25 estd presente o espectro do corante na
concentragdo de 1,0x10°® mol L!'; abaixo dessa concentragdo ndo foi possivel detectar
bandas do corante, apenas bandas de citrato, sendo assim essa concentracao foi considerada

o limite de deteccao visual para o VG utilizando o substrato Ag5-QIFP3.
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Figura 25- Espectro SERS do VG 1,0x10 mol L™ no substrato Ag5-QIFP3 pré-tratado
com KCl.
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Outro estudo realizado para o substrato Ag5-QIFP3 foi o céalculo do fator de
intensificacdo. Como as nanoparticulas estao imobilizadas no substrato, optou-se por realizar

um calculo de fator de intensificagdo baseado na area que as nanoparticulas ocupam no

substrato e o corante. Foi utilizado a Equacdo 15 para realizar o célculo.

I
SERS /NSERS

EF

- IRaman/N

Raman
Equagdo 15

Isers E Iraman foram medidos pela 4rea da banda com o maximo em 915 cm™ no
espectro SERS do corante VG e no espectro Raman do sélido, respectivamente. O Nraman
(nimero de moléculas espalhadoras no espectro Raman) foi calculado considerando a
densidade do corante, metade do volume confocal com abertura de 25x1000 um? para o
espectrometro Raman utilizado (Bruker, modelo SENTERRA) que foi medido com o valor
de 26,1 um® (MARQUES; ANDRADE, 2024) e o niimero de Avogadro e a massa molecular
do corante.

Para o céalculo de Nsgrs, assumiu-se que o substrato SERS teria 5 monocamadas de

nanoparticulas esféricas com o mesmo tamanho (80 nm) que foram medidas pela micrografia
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eletronica de varredura, perfeitamente compactadas, o que resulta em 74,05% do volume
ocupado pelas nanoesferas. O volume total para o experimento SERS foi estimado como a
area confocal vezes a altura de 5 monocamadas de AgNP resultando em 328 AgNP nesse
volume. O niimero de moléculas de corante foi calculado considerando uma monocamada
de moléculas cobrindo cada AgNP. Para obter o nimero de moléculas por AgNP, a area
esférica foi dividida pela 4rea de uma molécula de corante (estimada a partir da estrutura
otimizada do corante em um célculo eletronico de estrutura); esse numero foi multiplicado
pelo nimero de nanoparticulas. A partir das estimativas de Nraman € Nsgrs € das intensidades
experimentais de Raman € SERS (Iraman € Isers, respectivamente), utilizando a Equagao 15.

O valor de EF obtido foi de 8,2x10° vezes para o VG sobre Ag5-QIFP3.

4.2.5 Suportes hidrofébicos

Os suportes hidrofébicos e poliméricos de PTFE e PDMS foram utilizados para a
construgdo de substratos. Na Figura 26 (a) estd presente o espectro Raman da membrana de
PTFE e as Figura 26(b)-(d) mostra os espectros SERS com uma, trés e cinco deposigdes de
AgNP, respectivamente. As bandas SERS caracteristicas do VG sdo observadas nos trés
substratos, sem a presenca das bandas do citrato. A banda em 1300 cm™ que est4 presente
nos espectros SERS pode ser associada ao suporte PTFE. E notado que a intensidade SERS

aumenta com o aumento do nimero de deposigoes de AgNP.

Para avaliar a homogeneidade do substrato foi feito um mapa de intensidade SERS
com a banda em 915 cm’!, foram feitos 625 pontos, no substrato com 5 deposi¢des de AgNP,
apresentado na Figura 26(e).No mapeamento, podemos notar que ha pouca variagao da
coloracdo associada a intensidade SERS, além disso foi calculado o DPR nas intensidades
SERS da banda em 915 cm’!, gerando um valor de 5,79 % (Figura 26¢), sendo um valor
baixo de DPR, de acordo com a literatura, o que indica que o substrato apresenta boa

homogeneidade relativa a distribuicdo de desempenho SERS.
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Figura 26- (a) espectro Raman PTFE, (b) espectro SERS do VG no suporte de PTFE
com 1 deposi¢ao de AgNP, (c¢) espectro SERS do VG no PTFE com 3 deposigdes de
AgNP, (d) espectro SERS do VG no PTFE com 5 deposi¢des de AgNP, (e) mapa de

intensidade da banda em 915 cm™ no Ag5-PTFE, (f) variagdo da intensidade da banda em
915 cm’!
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O substrato com cinco deposi¢des de AgNP foi utilizado para verificar o limite de
deteccdo visual do VG. A Figura 27 mostra o limite de detec¢ao do VG, podendo-se notar
que foi possivel detectar as bandas caracteristicas do corante até a concentragdo de 1,0x10
7mol L', Para concentra¢gdes menores, como mostra a Figura 27¢ nota-se apenas a presenga
de bandas referentes ao citrato de sodio. Também foi realizado o mesmo calculo de fator de
intensificagdo feito para o substrato Ag5-QIFP3, considerando a mesma aproximagao para o
numero de nanoparticulas e para a adsor¢ao do corante VG, e o valor obtido para o fator de

intensificagio foi de 1,31x10° vezes para o substrato Ag5-PTFE.

600
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Figura 27-Espectro SERS do VG com diferentes concentragdes no substrato Ag5-PTFE
(@) 1,0 x10°° mol L' (b) 1,0 X107 mol L' (¢) 1,0 x 108 mol L.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A Figura 28(a) apresenta o espectro SERS de 1,010 mol L de IR-820 no substrato
Ag5-PTFE. As bandas destacadas em 1626 cm™ ' e 1523 cm™ sdo atribuidas ao estiramento
CC do corante. A banda em 949 cm’!, também observada no espectro SERS, pode ser
atribuida a deformacao angular CCC. Para verificar a homogeneidade do desempenho SERS
do substrato com o corante anidnico, foi feito um mapeamento com 625 pontos utilizando a
banda em 1626 cm’!, apresentado na Figura 28b. Pode ser observado pela escala de cores
que a maioria dos espectros ndo apresentam alta intensidade dessa banda, porém a escala de
cores mostra que muitos pontos apresentam colora¢ao semelhante; assim, foi realizado o
calculo do DPR e o valor obtido foi de 14,67 %. Esse valor ¢ maior do que o obtido com o
mesmo substrato para a molécula de corante catidnico, o que pode ser explicado
considerando a carga negativa na superficie das nanoparticulas, que faz com que a intera¢ao

mais forte seja pelo corante de carga positiva.
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Figura 28- (a) Espectro SERS do IR-820 no substrato Ag5-PTFE (b) Mapa de
intensidade da banda em 1626 cm™ do IR-820 (c) variagdo da intensidade da banda em
1626 cm’!
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Outro suporte hidrofébico estudado foi o filme de PDMS. Na Figura 29(a) esta
presente o espectro Raman do polimero PDMS sobre o papel de filtro, no qual podemos
observar as bandas caracteristicas do PDMS, como descritas na literatura. A Figura 29 (b)
apresenta o espectro do corante cationico VG no substrato preparado a base de PDMS sobre
papel, onde podem ser notadas as bandas caracteristicas do corante, destacadas no espectro;
além disso, ndo foram observadas bandas caracteristicas do citrato nem do PDMS. A Figura
29(c) apresenta um mapeamento SERS de 400 pontos do corante sobre o substrato de PDMS;
no mapeamento podemos observar que ha bastante pontos com coloragao semelhantes, o que
se reflete no calculo das variacdes de intensidade da banda em 915 cm™!, como mostra a
Figura 29 (d). Além disso, o valor de DPR obtido para o SERS do VG nesse substrato para
a banda escolhida, foi de 5,03 %, novamente resultando em um substrato com o desempenho

SERS bastante homogéneo em relagdo ao que tem sido discutido na literatura.

600
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Figura 29- (a) Espectro Raman do PDMS sobre papel de filtro (b) Espectro SERS do VG
no PDMS com 5 deposi¢des de AgNP, (c) Mapa de intensidade SERS da banda em 915
cm™! do VG sobre o PDMS com cinco deposi¢des de AgNP (d) variacdo da intensidade da
banda em 915cm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
Para resumir os substratos preparados nesse trabalho, a Tabela 1 apresenta uma breve

comparagdo com os respectivos valores de DRP obtidos. Nota-se que os menores valores de

DPR obtidos sdo para os substratos hidrofobicos.
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Tabela 1- Valores de DPR para os mapeamentos SERS dos corantes VG ou IR-820,
como indicado na tabela, para os substratos flexiveis

Substrato Corante DPR (%)
Ag5-QnFP VG 9,76
Ag5-QIFP3 VG 11,45
Ag5-PTFE VG 5,79
IR-820 14,67
Ag5-PDMS VG 5,03

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2.6 Mistura dos corantes IR-820 e Violeta Genciana

Foi realizado uma mistura equimolar dos corantes VG e IR-820 ambos na
concentragio de 1,0x10° mol L', que foi aplicada nos substratos Ag5-QIFP3 tratado com
KCle Ag5-PTFE. Na Figura 30 (a) esta apresentado o espectro SERS da mistura no substrato
de Ag5-PTFE e na Figura 30(b) no substrato Ag5-QIFP3 tratado com KCI. Conforme pode
ser observado na Figura 30, ambos os espectros apresentam uma alta relagdo sinal/ruido
(S/N); por outro lado, todas as bandas observadas nos espectros estdo associadas apenas ao
VG sem qualquer banda SERS detectavel do corante anionico IR-820. Esse resultado
confirma que os substratos estudados possuem maior afinidade com corantes catidnicos

devido a carga do corante e a carga na superficie das nanoparticulas utilizadas.
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Figura 30- (a) Espectro SERS da mistura de VG e IR-820 no substrato Ag5-PTFE (b)
Espectro SERS da mistura de VG e IR-820 no substrato Ag5-QIFP3 tratado com KCIl.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2.7 Teste de estabilidade do suporte de PTFE

Foi realizado um teste de estabilidade do substrato baseado no suporte de PTFE
utilizando AgNP preparadas pela redu¢do com borohidreto de sédio na construgdo pelo
método reportado na se¢do 3.3.3. Foram preparados substratos Ag5-PTFE em triplicata com
intervalo de 15 dias durante trés meses, e os espectros SERS do VG nesses substratos foram
obtidos no mesmo dia, nas mesmas condi¢cdes espectrais para todas as amostras. A Figura
31(a) mostra os espectros SERS do corante VG (1,010 mol L) obtidos para uma réplica
dos substratos construidos. Podemos observar que o substrato produzido com o maior
intervalo de tempo antes dos experimentos apresenta sinal do corante menor que o substrato
produzido um dia antes das medidas SERS. Por outro lado, ¢ interessante notar que os
espectros SERS do VG apresentam intensidade similar para os substratos preparados entre
1 e 2 meses, com algumas flutuag¢des de intensidade; por outro lado os espectros diminuiram

consideravelmente de intensidade para as medidas de 2,5 e 3 meses. A Figura 31(b) mostra
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o grafico de barras com o desvio padrdo relativo calculados para cada conjunto de substratos
avaliados. Podemos notar que os substratos armazenados por maior tempo (3 meses e 2,5
meses) apresentaram um maior desvio padrao, enquanto a média das intensidades para os

substratos com 1 més, 15 dias e 1 dia foram proximas.

Figura 31- (a) Espectros SERS do VG (1,0x10” mol L") no substrato Ag5-PFTE
(NaBH4) com diferentes tempos de armazenamento 1 dia a 3 meses (b) Média da
intensidade da banda em 915cm™ do VG com desvio padrio relativo com diferentes
tempos de armazenamento.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)
Por fim, podemos concluir que os substratos apresentam uma boa estabilidade e
podem ser produzidos com um tempo consideravel antes dos experimentos SERS e
armazenados, desde que em ambiente seco e com temperatura proxima a ambiente € pouca

luz, podendo ser utilizados para posteriores analise.

4.2.8 Conclusdes parciais

Diferentes substratos SERS flexiveis foram construidos com base na deposi¢ao de
AgNP por drop casting sobre celulose e sobre suportes de filmes poliméricos e foram
estudados para avaliar o desempenho com corantes cationicos e anidnicos. Foi utilizado
papel de filtro com quatro porosidades diferentes e dois suportes poliméricos hidrofobicos.
As AgNP reduzidas com citrato de so6dio apresentam sinal SERS consideravel do agente
redutor adsorvido na superficie da prata, o que indica que o citrato evita que os analitos com
baixa afinidade pela prata se aproximem, adsorvam e apresentem espectros SERS

observaveis. O pré-tratamento com KCIl e a utilizacdo de suportes hidrofébicos de PTFE e
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PDMS evitaram a interferéncia do agente redutor nos espectros ¢ melhoram o desempenho
SERS dos substratos s6lidos. Os substratos de papel de filtro sem pré-tratamento com KCI
foram ineficazes para a obtenc¢ao dos espectros SERS do VG. Os substratos de papel de filtro
mais eficazes foram o Ag-QnFP e Ag-QIFP3 tratados com KCIl e os dois suportes
hidrofébicos devido a auséncia das bandas de citrato e a baixos valores de DPR. O substrato
Ag5-PTFE apresentou bom desempenho SERS com o corante anidnico IR-820, no entanto,
o valor de DPR foi superior ao do corante catidnico, o que se acredita ser devido a baixa
afinidade do IR-820 com a superficie carregada negativamente das AgNP. O melhor
desempenho dos suportes hidrofobicos pode estar relacionado a capacidade de concentrar as
nanoparticulas na superficie durante o processo de secagem. Por fim, a mistura de corantes
mostrou que os substratos sao seletivos a detectar corantes cationicos numa mistura entre
corantes catidnico e anionico. O teste de estabilidade para o PTFE mostrou que os substratos
podem ser preparados com um intervalo de tempo de até dois meses e ainda podem ser

utilizados obtendo um alto desempenho SERS.

4.3 CALCULOS DE ESTRUTURA E ESPECTRO VIBRACIONAL DE AGROTOXICOS
E MODELOS DE COMPLEXOS COM ATOMOS DE Ag E COMPARACAO COM
ESPECTROS SERS

Nessa secao serdo apresentados os resultados dos calculos DFT realizados para os
agrotoxicos neonicotinoides estudados: imidacloprido e tiametoxam e os calculos dos
agrotoxicos junto com um cluster de 10 dtomos de prata (Agio). E interessante notar que as
estruturas quimicas dos dois agrotoxicos sdo bastante diferentes entre si, apesar dos dois
pertencerem a mesma classe de agrotoxicos, o que levou a discussdo dos resultados de forma
independente no presente estudo. Estes resultados vao servir para suportar a analise dos
resultados SERS nos substratos desenvolvidos no item 4.2. As coordenadas atomicas de

todas as estruturas reportadas nesse subitem estao apresentadas no anexo A.

4.3.1 Otimizac¢ao da estrutura das moléculas

A Figura 32(a) e (c) apresenta a estrutura otimizada do tiametoxam e do complexo
de tiametoxan com o cluster Agio (Agio-tiametoxan), considerando como solvente implicito

a adgua, com numerac¢ao dos atomos utilizada para a atribuicdo vibracional mais adiante.
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Nota-se na figura que houve uma pequena mudanca em alguns angulos e distancias de
ligacdo no calculo da estrutura do Agio-tiametoxan em comparagdo com a molécula livre;
além disso, € possivel perceber que a distancia de ligagdo no principal sitio de adsorcao,
marcada na Figura 32(c) foi a Ag(7)-O(25) = 2,49 A. Vale a pena ressaltar que a numeragio
dos atomos da molécula livre e da molécula com Agio estao diferentes, por isso 0s mesmos

atomos tiveram numeracao diferente na tabela de atribuigdes.

A Figura 32 (b) e (d) apresentam a estrutura otimizada do imidacloprido e do
complexo Agio-imidacloprido. Os dois principais sitios de adsor¢ao dessa molécula com os
dtomos de prata do Agjo estdo marcados na Figura 32(d), e sdo Ag(34)-O(16)=2,63 A e
Ag(28)-N(27) = 2,64 A.

Figura 32- Estruturas otimizadas (a) tiametoxam (b) imidaclopido (c) tiametoxam e cluster
Agio (d) imidacloprido com Agio

(a) (b)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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A partir das estruturas otimizadas dos compostos livres e dos respectivos complexos
com o cluster Agio, considerando dgua como solvente implicito, foram utilizados para
calcular os espectros vibracionais e os orbitais moleculares HOMO e LUMO nos mesmos

niveis de teoria.

4.3.2 Estudo dos espectros Raman e SERS com o apoio dos resultados computacionais

Os espectros SERS experimentais para os dois agrotoxicos foram realizados em uma

solugdo coloidal de AgNP obtidas por redu¢do com borohidreto de sodio (AgNP-NaBHj)
(se¢do 3.3.3) com concentragdo final de 1,0x10# mol L™'. A Figura 33 mostra os espectros

Raman teorico e experimental (estado solido) e os espectros SERS tedrico e experimental
para o tiametoxam. As propostas de atribui¢ao para as principais bandas Raman e SERS na
regido entre 1800 cm™ a 400 cm™!, obtidas a partir da literatura e de apoio do software de
calculo de distribuigdo de energia potencial vibracional Veda 4xx (JAMROZ, 2013) , estdo

apresentadas na Tabela 2.

O espectro Raman experimental apresenta bandas de alta intensidade em 1465, 963,
759 € 692 cm!!. A banda em 1415 foi atribuida ao estiramento da ligagdo (ON) do grupo
nitro e a deformagao angular do grupo CH> ligado ao anel oxadiazina. A banda em 963 cm”
! foi atribuida ao estiramento (NN) do atomo de nitrogénio do grupo nitro e do 4tomo de
nitrogénio ligado ao anel oxadiazina. A banda em 759 cm™! foi atribuida a deformagéo fora
do plano (ONON), ao estiramento (SC) do anel tiazol e a deformagdo angular (CCN) do
nitrogénio do anel oxadiazina e do carbono do anel tiazol. Podemos observar no espectro
pequenos deslocamentos do espectro Raman calculado para o experimental, o que pode ser
associado parcialmente a anarmonicidade, que nao foi considerada nos calculos DFT e a
limitagdes do modelo, que considera a molécula em solu¢do aquosa, enquanto os espectros

Raman foram obtidos para o tiametoxam no estado solido.

No espectro SERS em solug@o aquosa observamos bandas de alta intensidade em 1369,
1302, 1071 € 998 cm™!. A banda em 1369 cm! foi atribuida ao estiramento (ON) do grupo
nitro e a deformagio angular do grupo CH> do anel oxadiazina. A banda em 1302 cm™ foi
atribuida ao estiramento ON do grupo nitro, a deformacgao angular HCC e a torsao HCCS do
grupo tiazol. A banda em 1071 cm™! foi atribuida ao estiramento NN do 4tomo de nitrogénio
do grupo nitro e do atomo de nitrogénio ligado ao anel oxadiazina e a torsao do grupo HCOC

do anel oxadiazina. A banda em 998 cm™ foi atribuida ao estiramento NN do nitrogénio
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ligado ao anel oxadiazina. Esses modos vibracionais possuem grandes componentes
perpendiculares a superficie de Ag e, pelas regras de sele¢dao de superficie (MOSKOVITS;
DILELLA; MAYNARD, 1988), modos perpendiculares apresentam intensificacao
preferencial em relacdo ao Raman. Com isso em mente, podemos notar que os modos
vibracionais envolvem o grupo nitro indicando que a interagdo do tiametoxam com a
superficie de Ag ¢ dada preferencialmente através do oxigénio do grupo nitro, como proposto
nesse trabalho.

Figura 33- (a) Espectro Raman tiametoxam calculado (b) Espectro Raman tiametoxam
na fase solida (¢) Espectro Raman do tiametoxam com Agl0 calculado (d) Espectro SERS
do tiametoxam adsorvido nas AgNP (coloide).

1419

765
1516

(b)

Intensidade

1382

1371 1302
1517
1571 (c)

y T y T y T y T y T y T y
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
NGmero de onda (cm™1)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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(Raman)

1561

1516

1487

1455

1419

1213

1002

958
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Tabela 2- Atribuigdio das bandas Raman e SERS (em cm™) do tiametoxam.

Vexp.

(Raman)

1534

1517

1593

1457

1415

992

963

759

Atribuicao**

V(N7Cs) (49%)

V(C21C20) (59%),
V(C20C17) (11%),
O(H22C21Ha4)
(14%)
v(NsC3) (23%),
Vv(N13C3) (20%)

8(H27C1Ha)
(63%),
V(O15N14)
(39%),
Vv(O16N14)
(28%),
d(H11CoHio)
(10%)

T(H12CoN7C1)
(16%), v(N7Co)
(16%),
O(N7C3Ng)
V(N14N13)
(13%),
©(H5C206C1)
(11%),
V(N14N13)
(20%), v (NsC17)
(15%),

(015N 13016N14)
(23%)

Vocale. ¥

(SERS)

1572

1483

1431

1398

1211

1031

965

949

765

Vexp.

(SERS)

1571

1517

1368

1160

1071

1024

998

769

Atribuicio **

v(N17C13)
(49%),
V(N23Ci3) (16%)

V(N13C13)
(22%),
V(N23C13)
(16%),
T(H25C27C308S35)
(11%)

0 (H37C11H14)
(58%)
O(H21C19H20)
(31%),
V(O26N24)
(18%),
v(O25N24)
(15%),
O0(H20C10H22)
(12%)
T(H22C19N17C11)
(17%),
v(N17C11) (14%)

v (N24N23)
(12%),
T(H15C12016C11)
(10%),
V(N24N23)
(22%),
V(N18C27)
(12%),
T(H20C27C30S35)
(15%),
v(N17C11)
(14%),
d(H29C27C30)
(11%)

Vv(S35C30) (26%),
O(N18C27C30)
(20%)
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V(S25C20) (16%),
0 (C20C17Ng)
(12%),
Y
(O26Ag7N23N24)
] ] 745 766 (27%),
(025N24N23)
(17%)
o(N13N7N3C3) O (N18C12016)
667 ; (14%), v(S25C20) 666 678 (11%),
(11%),
o(N13N7N21Ca0) vY(N23N17N15C13)
(17%), (28%),
oBt i 5(06C2Ns) 634 633 8(N23N24026)
(17%) (14%)
3(015N14016) O(N23N24025)
i (14%), (20%),
398 3(O16N14N13) 603 603 0(N18C12016)
(11%) (14%)
3(C106C2) 6(C13C12C27N1s)
(12%), (16%),
1(06C2N3C3) ©(C12N18C13N17)
i (11%), (13%),
e 42 BT 5(C1NiCi)
(12%),
Od(N18C12016)
(10%)
v (Cl26C23) O(N17C13Nig)
(23%), (18%),
423 - 3(CoN70) 482 448 O(N23N24025)
(14%) (16%) V(N23C13)
(12%)

v: stretching; d: bending; t: torsion; y: out-of-plane bending. * Espectro ‘SERS’
considerado como o espectro Raman do complexo Agio-tiametoxan. ** Atribui¢ao obtida a
partir do calculo de distribui¢io de energia potencial pelo software Veda 4xx (JAMROZ,
2013).

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A atribui¢ao das bandas do espectro SERS do tiametoxam na Tabela 2 com base nas
estruturas otimizadas indica a intensificacdo de bandas associadas aos grupos N23-N24O»,
N23-Ci3 e N24O». Essa atribuigdo indica que a previsao de maior proximidade do grupo nitro
do tiametoxam com a superficie metalica ¢ bastante razoavel, de acordo com regras de
selecdao de superficie. Nesse sentido, o célculo da estrutura e do espectro SERS permitem

fazer uma proposi¢do de adsorcdo do tiametoxam em superficie associado a geometria
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otimizada para a substancia na Figura 32, que envolve a interagdo mais forte do grupo nitro

com a superficie de Ag.

A Figura 34 mostra os espectros calculados para o imidacloprido e para o complexo
imidacloprido com cluster Agio, além dos espectros experimentais do imidacloprido na fase
solida e o espectro SERS do imidacloprido adsorvido nas AgNP (NaBH4). A tentativa de
atribuicao dos modos vibracionais estd apresenta na Tabela 3. A bandas em 1548, 1460,
1076, 976, 805 cm’! foram observadas no espectro Raman tedrico. A banda em 1548 cm’!
pode ser atribuida ao estiramento das ligagdes N23Cis, N24Cis4 € a deformagdo angular
Hi9N23C16. A banda em 1460 cm ! pode ser atribuida ao modo de deformacdo angular do
H17Ci5His e Ha1C16Hz0, 2 banda em 1076 cm ! pode ser atribuida ao modo estiramento das
ligagdes N19Ca, CsC4, ClsCq e a deformagio angular HsCsCa. A banda em 976 cm™ pode ser
atribuida ao estiramento das ligagdes O26Nas, N2sNas, N22Cis € a banda em 805 cm™ pode
ser atribuida ao estiramento da ligacdo C;1C> e a deformagdo angular N;9C4Cs. Podemos
observar que os espectros experimental e teorico apresentam diferencas na posi¢do de
algumas bandas, como foi discutido para os espectros do tiametoxam. Os mesmos modos
vibracionais foram destacados no Raman do imidacloprido com Agio, com deslocamentos
consideraveis para maior nimero de onda. As bandas em 1096, 999 ¢ 815 cm™ h4 uma
coordenada interna a mais na distribuicdo de energia potencial desses modos, como

apresentado na Tabela 3.

As bandas em 1457, 1110, 1033 ¢ 908 cm™ foram destacadas no espectro SERS
experimental. A banda em 1457 cm™! pode ser atribuida a0 modo de deformagao angular do
H»1Ci6H20 € H17C15His, a banda em 1110 cm™ pode ser atribuida a deformacdo angular
Hi2C11C; e ao estiramento da ligagdo N22Cis, a banda em 1033 cm! pode ser atribuida aos
modos de deformagao angular HsCsCs, estiramento da ligacao CloCs e estiramento da ligacao
N1oC4 do anel que possui o grupo piridina, a banda em 908 cm™ pode ser atribuida aos
estiramentos das ligagdes N2sN24 e O26N2s. A Tabela 3 apresenta mais detalhes da atribui¢ao

das principais bandas tedrica e experimental.
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Figura 34- (a) Espectro Raman calculado do imidacloprido (b) Espectro Raman do
imidacloprido no estado sélido (c¢) Espectro Raman calculado do imidacloprido com o
cluster Agio (d) Espectro SERS do imidacloprido adsorvido no coloide de AgNP (NaBH4)

1548 1076

805
1460 976

1483

Intensidade

731 (b

1457 (c)

1800 1 6100 14100 1 2100 1 OIOO 8(I)0 6(I)O 400
Ntmero de onda (cm™1)
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O calculo tedrico e os espectros experimentais auxiliam a entender a adsorc¢ao da
molécula com as nanoparticulas: geralmente moléculas que apresentam grupo piridina em
sua estrutura t€m preferéncia em se ligar ao metal através do N da piridina, porém existe
mais que um sitio de adsor¢do na molécula, como mostrado na estrutura otimizada do

imidacloprido com o cluster de prata.



v cal.
(Raman)

1548

1460

1347

1289

1113

1076

976

805
735
696

615

508

461
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Tabela 3- Atribuicdo dos modos vibracionais (em cm™) do imidacloprido

v exp.
(Raman)

1565

1483

1370

1096

999

816
752
693

632

495

475

Atribuicao **

v(N24Ci4) (32%),
v(N23C14) (23%),
O(H19N23Ci6) (11%)
O0(H17Ci5H1g) (42%),
d(H21C16H20) (38%)

T(H21C16N23C14)
(24%),
T(H20C16N23H14)
(13%),
T(H17C15N22C11)
(10%),
V(N24C14) (11%)

T(Hi3C11C2C3) (15%),

v(N22Ci5) (11%)

d(H12C11C2) (14%),
V(N22C15) (12%)

V(N10C4) (27%),
Vv(CsC4) (19%),
d(HsCsC4) (14%),
V(CloCy) (10%)
V(N25N24) (31%),
v(O26N25) (11%),
V(N22C15) (10%)

O0(N10C4Cs) (23%),
v(C11C2) (13%)
0(027N25026) (31%),
0(026N25N24) (14%)
Y(N24N23N22Ci4)
(72%)
d(C1CsCy) (30%),
O(C4N10C3) (19%),
(C2CiCs) (17%),
V(CsCs) (11%)

Y(C11Ci1C3C) (13%),
Y(CloN19Cs5C4) (21%),

V(N24Ci4) (20%),
V(N25N24) (15%),

v cal.
(SERS)

1548

1459

1345

1292

1110

1078

976

805

731

684

617

510

461

v exp. ¥
(SERS)

1568

1457

1360

1110

1033

908

677

647

Atribuicao **

V(N23C14) (33%),
V(N24C14) (32%),
O(H19N23C16) (11%)
O0(H21Ci6H20) (42%),
O0(H17C15Hig) (38%)

T(H21C16N23C14)
(23%),
T(H17C1sN22Cii)
(14%),
T(H20C16N23H14)
(12%),

V(N24C14) (11%)
V(N22C15) (13%),
T(H13C11C2C3) (13%),
T(H17C15N22C11)
(10%)

3 (H12C11C2) (17%),
v (N22Ci5) (14%)

V(N10Cs) (26%),
V(CloCs) (12%),
d(HsCsCa) (10%)

V(N2s5N24) (28%),
Vv(O26N2s5) (11%)

v (CnC) (13%)

3(026N25N24) (28%),
V(N22Ci4) (10%)
Y(N24N23N2Ci4)
(59%)

0 C4N10C3) (30%),
3(C1Cs5Cq) (22%),

0 C2C3Nio) (19%)

Y(CloN10C5C4) (20%),
vy CuiCiG5C2) (16%),

0(027N25N24) (23%),
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0(027N25026) (11%)), V(N24C14) (19%),
O(C14N22C11) (12%) V(N2s5N24) (12%),
O(C14N22Cr1) (10%)

v: stretching; 6: bending; t: torsion; y: out-of-plane bending. * Espectro ‘SERS’ considerado
como o espectro Raman do complexo Agio-tiametoxan. ** Atribuicdo obtida a partir do
calculo de distribui¢do de energia potencial pelo software Veda 4xx (JAMROZ, 2013).
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Na Figura 35 esta presente os espectros Raman calculado para os dois agrotoxicos
com o cluster Agio e o espectro SERS experimental dos dois agrotoxicos, nota-se que a
maioria das bandas dos agrotdxicos estdo presentes em posi¢des diferentes, podendo
diferenciar as bandas caracteristicas de cada molécula. Algumas bandas aparecem na mesma
regido, portanto em uma mistura de pesticida podemos ter um deslocamento e uma juncao
de duas bandas das duas moléculas, com as bandas em 836 cm™ e bandas proximas como a
banda em 1250 cm™ do imidacloprido e a banda em 1258 cm™ do tiametoxam. Esses
espectros sdo interessantes pois em uma mistura de agrotoxicos que sera avaliado
posteriormente podemos detectar a presenca dos dois agrotoxicos.

Figura 35- (a) Espectro Raman do imidacloprido com o cluster Agio e do tiametoxam com
o cluster Agio(b) Espectro SERS experimental do imidacloprido e tiametoxam (Xx2).

(a) e ——— (b)
——imidacloprido Ag,, 5000 counts
tiametoxam-Ag,,

——imidacloprido
——tiametoxam ‘ 1000 counts

Intensidade
Intensidade

T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm'1) Numero de onda (cm‘1)

Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).

4.3.3 Avaliacao do HOMO e LUMO dos complexos dos agrotoxicos com Agio

A Figura 36 apresenta os orbitais moleculares de fronteira, orbital molecular ocupado
de maior energia (HOMO) e o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO),

resultantes da otimiza¢do DFT da estrutura do tiametoxan com o cluster com 10 atomos de
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Ag, enquanto a Figura 37 apresenta os orbitais moleculares de fronteira resultantes da

otimizagdo do imidacloprido com o cluster Ag10.

O HOMO apresenta densidade de carga principalmente no cluster de Agio para os
dois compostos; por outro lado, o LUMO apresenta uma densidade de carga que esta
distribuida por toda a estrutura do adsorbato. Esse comportamento indica que a transi¢do
HOMO-LUMO para essas duas substancias envolve a transferéncia de carga entre os &tomos
de Ag e as moléculas adsorvidas. A partir dessa transi¢dao pode ser feita uma analogia com a
transferéncia de elétrons do nivel de Fermi do metal para o orbital LUMO das moléculas de
agrotoxicos adsorvidas, o que caracteriza uma transferéncia de carga metal-molécula

envolvida nesses dois adsorbatos.

Figura 36- Orbitais moleculares para a otimiza¢do do complexo tiametoxam-Agio.

HOMO (OM #170) LUMO (MO #171)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 37- Orbitais moleculares para a otimiza¢do do complexo imidacloprido-Agio

LUMO (MO #162)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.3.4 Conclusoes Parciais

Nessa secao foram otimizadas as moléculas dos agrotoxicos livres € com o cluster de
10 4tomos de Ag. Foi possivel observar que os sitios de adsor¢do do imidacloprido com o
cluster sdo principalmente através do atomo de nitrogénio do anel piridinico e pelo oxigénio
do grupo nitro, enquanto a molécula de tiametoxam teve o principal sitio de adsor¢do pelo
atomo de nitrogénio. A partir das estruturas otimizadas foi estudado a transferéncia de cargas
entre os orbitais HOMO e LUMO, observamos que os orbitais HOMO apresentam toda a
densidade de carga no cluster e os orbitais LUMO apresentam a densidade na molécula,
mostrando a transferéncia de carga entre o metal e a molécula adsorvida. Os principais
modos vibracionais das moléculas livres e do complexo com Agl0 foram atribuidos com

auxilio do programa VEDA4xx.
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44 SERS DOS NEONICOTINOIDES NOS SUBSTRATOS FLEXIVEIS -
DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA EM AGUA DEIONIZADA

Nessa secao serao apresentados os resultados SERS dos neonicotinoides em agua
deionizada utilizando os substratos baseados em suportes de PTFE e QIFP3, com dois tipos
de pré-tratamento: KCl e NaOH e quitosana. Para a construgdo dos substratos, foram
utilizadas AgNP obtidas com o uso dos redutores: citrato de soédio, cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH-HCI) e borohidreto de sddio. Todos os substratos dessa se¢ao foram

preparados com cinco deposicoes de AgNP.

4.4.1 Substratos utilizando as AgNP reduzidas com citrato de sodio (AgNP-cit)

As AgNP-cit foram utilizadas na construgdo dos substratos SERS sobre suporte de
papel de filtro qualitativo grau 3 que passaram por pré-tratamento com KCI. Os espectros
SERS dos agrotoxicos imidacloprido e tiametoxam na concentragio de 1,010 mol L™
utilizando esses substratos estao presentes na Figura 38. Nesta figura, observa-se que os dois
espectros sao bastante semelhantes, mas ndo ha presenga de bandas caracteristicas dos
agrotoxicos estudados em nenhum dos dois espectros. Verificou-se que as bandas presentes
nos dois espectros sdo relativas ao citrato de sddio. Portanto, chegou-se a conclusao de que,
para analise dos agrotoxicos, o pré-tratamento do suporte de papel com KCI ndo permitiu a
observagcdo do espectro SERS caracteristicos das moléculas nem a uma concentragao
relativamente elevado; esse fato ¢ atribuido a prevencao da ligagao das moléculas do analito

com as AgNP, similar ao que foi discutido na secc¢do 4.2 para o corante catidénico VG.
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Figura 38- Substrato Ag-QIFP3 tratado com KCI (a) Espectro SERS do imidacloprido
adsorvido nas AgNP (citrato de sodio) 1,0 x 10> mol L! (b) Espectro SERS do tiametoxam
adsorvido nas AgNP (citrato de s6dio) 1,0 x 10> mol L™!
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Numero de onda (cm™)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Os espectros SERS dos agrotoxicos ndo apresentou nenhuma banda caracteristica, e
foi dominado pelas bandas de citrato. Esse fato ¢ diferente do que foi observado para os
corantes, como discutido na se¢ao 4.2. Essa variagao de desempenho dos substratos pode ter
sido causada por uma combinacdo de trés caracteristicas dos agrotoxicos: i) Como a
molécula dos agrotoxicos € consideravelmente menor que os corantes utilizados na primeira
parte do trabalho, a aproximacdo com a superficie das nanoparticulas pode ter sido mais
dificultada pelos ions de citrato, o que se reflete na intensidade SERS; i1) ainda consequéncia
da numero de 4tomos e pelos grupos quimicos presentes, a sec¢do de choque Raman
intrinseca dos agrotoxicos €, certamente, muito menor que para os corantes, de modo que a
intensidade SERS também ¢ desfavorecida; iii) finalmente, os agrotoxicos, diferente dos
corantes estudados, ndo apresentam nenhum fendmeno de pré-ressondncia ou ressonancia
que poderia gerar um forte aumento da intensidade Raman. Pode-se considerar que a
combinagdo desses fatores nao permitiu o aparecimento das bandas caracteristicas dos

agrotoxicos nos espectros SERS. Por isso, foram buscados os procedimentos de sinteses
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descritas na metodologia que utilizaram cloridrato de hidroxilamina ou borohidreto de s6dio

como agentes redutores dos ions Ag".

4.4.2 Substratos utilizando as AgNP reduzidas com hidroxilamina

Os substratos construidos com as AgNP utilizando cloridrato de hidroxilamina como
agente redutor tiveram dois tipos distintos de pré-tratamento do papel de filtro, o tratamento
com KCI e o tratamento com NaOH e quitosana. O tratamento com KCI foi discutido na
secdo 4.2. O tratamento com NaOH torna a superficie da celulose negativa, pois causa a
desprotonacao parcial dos grupos OH acidos na estrutura do polissacarideo, € a quitosana,
que ¢ um biopolimero com estrutura semelhante a da celulose que pode ser solubilizado em
meio aquoso acido através da protonacao de grupos amino na sua estrutura. Essa protonagao
faz com que a quitosana tenha boa afinidade pela superficie da celulose tratada com ions
hidroxido; além disso, a quitosana apresenta grande afinidade por AgNP e, como as
nanoparticulas nao tém grande afinidade pela celulose, a interagao pode ser mediada pela
quitosana. Como base nessa discussao, foi escolhida a quitosana para estudar o melhor tipo

de pré-tratamento do papel.

Na Figura 39 (a) esta presente o espectro SERS do imidacloprido no substrato de
AgNP obtidas por reducdo com hidroxilamina sobre papel de filtro qualitativo grau 3 tratado
com NaOH e quitosana. No espectro SERS podemos observar as bandas caracteristicas do
imidacloprido em 1460, 1033 e 907 cm™!, além de outras bandas de menor intensidade, que
jé& foram discutidas na se¢do 4.3.2 e na Figura 39 (b) o espectro Raman do suporte com o
tratamento ¢ as AgNP depositadas. Nota-se que o substrato apresenta algumas bandas
referentes ao cloridrato de hidroxilamina, mas essas apresentam posigdes bastante diferentes
das bandas observadas no espectro SERS do imidacloprido. Dessa forma, o tratamento com
NaOH e quitosana ¢ as AgNP obtidas com redugao por hidroxilamina permitiram a detecg¢ao

das bandas caracteristicas do imidacloprido.
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Figura 39- (a) Espectro SERS do imidacloprido (1,0 X107 mol L") adsorvido nas AgNP no
suporte de Papel de filtro qualitativo de grau 3 tratado com NaOH e quitosana (b) Espectro
Raman do papel de filtro tratado com NaOH e quitosana e com adigdo de AgNP
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O suporte QIPF3 também passou por pré-tratamento com KCI e foi utilizado na
obtengdo dos espectros SERS do imidacloprido. Nota-se na Figura 40 as bandas
caracteristicas do imidacloprido, como as bandas em 1467, 1032 ¢ 907 cm™'. Algumas dessas
bandas apresentam um pequeno deslocamento entre os espectros SERS obtidos, o que pode

ser devido ao tipo de tratamento no papel.
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Figura 40- Espectro SERS do imidacloprido (1,010 mol L") adsorvido nas AgNP no
suporte de papel de filtro qualitativo de grau 3 tratado com KCl
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Como pode ser observado nos resultados SERS para esse substrato, os dois pré-
tratamentos do QIFP3 utilizados permitiram a detec¢ao das bandas SERS do imidacloprido,
porém nao foram eficazes na detecgdo do tiametoxam (resultados ndo apresentados).
Portanto, apesar dos substratos preparados nessa parte do trabalho terem apresentado um alto
desempenho SERS para o estudo do imidacloprido, diante da dificuldade na obten¢ao dos

espectros do tiametoxam, optou-se por testar mais uma metodologia de sintese de AgNP

utilizando agora o borohidreto de sddio como agente redutor dos ions Ag".

4.4.3 Substratos utilizando a AgNP reduzidas com borohidreto de sédio. (AgNP-
NaBH4)

Para as AgNP-NaBH4 foram utilizados os suportes de QIFP3 com o pré-tratamento
com NaOH e quitosana e o pré-tratamento com KCI. E interessante notar que também foi

utilizado o suporte de PTFE nessa secdo. As sinteses de AgNP utilizando borohidreto de



99

sodio como redutor foram realizadas com dois procedimentos distintos; as variagdes
envolveram a concentragdo de agente redutor e de nitrato de prata, que resultaram em

nanoparticulas esféricas com tamanho diferentes.

4.4.3.1- Sintese de AgNP (NaBH4) com tamanhos pequenos

Nessa secdao serao apresentados os resultados utilizando as AgNP reduzidas por
borohidreto de sédio como reportado por Creighton, que resultam em AgNP com tamanho
médio de 15 nm (CREIGHTON; BLATCHFORD; ALBRECHT, 1979). Na Figura 41 esta
presente os espectros SERS do imidacloprido variando a concentragdo de 1,0 X107 mol L"!
a 1,0 x10”° mol L no substrato de PTFE. Nota-se que para as concentragdes maiores &
possivel detectar as principais bandas caracteristicas do imidacloprido, em 1452, 1107, 1033
e 907 cm’!, porém, para menores concentragdes poucas bandas podem ser identificadas no

1

espectro que possam ser associadas ao agrotéxico. A banda em 795 cm™ ¢ referente ao

suporte de PTFE.
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Figura 41- Espectro SERS do imidacloprido no substrato de PTFE (a) 1,0 x10~ mol L™!
(b) 1,0 x10* mol L' (¢) 1,0 X107 mol L!
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)
Foram analisados os suportes de QIFP3 com os tratamentos NaOH e quitosana e KCI.
Na Figura 42 esta presente os espectros SERS do imidacloprido (1,0x10 mol L™!) com os
substratos com diferentes tipos de pré-tratamento. Podemos observar algumas bandas
caracteristicas do agrotoxico em 1458,1033 ¢ 907 cm™ nos dois substratos estudados, porém
0s espectros apresentam uma baixa relagdo sinal/ruido e dessa forma muitas bandas que sao

caracteristicas e apresentam menor intensidade nao foram observadas.
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Figura 42- Espectro SERS do imidacloprido (1,0x107* mol L") no suporte QIFP3 com
tratamentos distintos (a) NaOH e quitosana (b) KC1
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O agrotoxico tiametoxam também foi estudado nos substratos, porém nado foi
possivel obter um espectro com bandas caracteristicas do pesticida (resultado nao
apresentado). Por isso, foi realizada uma nova abordagem para obtencao das AgNP e para a

obtencao dos espectros SERS, que serd apresentada na se¢ao 4.3.3.2.

4.4.3.2 Sintese de AgNP (NaBH,) com tamanhos maiores

Nessa secdo serdo apresentados os espectros dos agrotoxicos e das misturas

realizadas utilizando a sintese de AgNP reduzida com borohidreto de sédio, reportada por
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(EMONDS-ALT et al.,2019), que apresenta concentracdes diferentes dos reagentes em relagao
a sintese reportada por Creighton resultando em nanoparticulas esféricas de tamanho maior
do que a daquele trabalho, com uma média reportada de 25 nm (EMONDS-ALT et al., 2019).
Além da preparagao de AgNP maiores, nessa parte do trabalho foi utilizada uma abordagem
chamada de D-SERS para a obtencao dos espectros (QIAN et al., 2013). Essa abordagem para
a obtencdo dos espectros SERS em substratos baseados em suportes sélidos consiste na
obten¢do dos espectros Raman em uma condigdo em que a solugdo contendo o analito,
depositada por gotejamento, ainda ndo secou completamente, como foi discutido na
Introducdo dessa tese, se¢dao 1.2.3. 10 uL do analito foi depositado por drop-casting nos
substratos e, logo em seguida, foi realizada a obtengao de varios espectros SERS através do
modo live spectrum do espectrometro utilizado, foi observado que a intensidade, assim como
a relacao sinal/ruido aumentava conforme a evaporagao da gota até atingir um estado 6timo
no qual foram coletados os espectros do modo de coleg¢do regular; caso maiores tempos
fossem considerados, ocorria a diminuig¢ao da intensidade SERS e da relac¢ao sinal/ruido.
Essa abordagem visa garantir que os efeitos térmicos da exposi¢do ao laser sejam
minimizados, e pode resultar em um aumento das intensidades SERS devido ao aumento
tanto da concentragdo de analito devido a evaporagao parcial do solvente quanto do nimero
de hot spots. Foi estudado novamente o substrato de QIFP3 tratado com NaOH e quitosana,
KCl e o substrato de PTFE.

Na Figura 43 esté4 presente o espectro do imidacloprido no substrato QIFP3 tratado
com NaOH e quitosana, podemos observar as bandas caracteristicas do agrotdxico em 1589,
1459, 1033, 908 cm™ que apresentam alta intensidade e bandas de menores intensidades
caracteristicas também do imidacloprido; além disso, observarmos que o espectro apresenta

uma alta relacdo sinal/ruido.
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Figura 43- Espectro SERS do imidacloprido (1,0 X107 mol L!) no suporte QIFP3 tratado
com NaOH e quitosana e com cinco deposicoes de AgNP.
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O tiametoxam também foi estudado por SERS no suporte QIFP3 tratado com NaOH

e quitosana. Nesse substrato foi possivel obter o espectro SERS com bandas caracteristicas

do agrotoxico discutidas na se¢do 4.3.2, porém, com um deslocamento maior em relagao ao

espectro da substancia solida; isto foi observado, por exemplo, para as bandas 1482 e

1242 cm’!, além da banda de menor intensidade em 998 cm™!. Foi necessério agregar as

nanoparticulas para obter o espectro do tiametoxam e, por isso, foi adicionado uma gota de

HC1 (0,01 mol L) no substrato apos a adi¢do do analito.
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Figura 44- Espectro SERS do tiametoxam (1,0 x10”° mol L") no QIFP3 com NaOH e
quitosana e com cinco deposigoes de AgNP.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Foi estudado o efeito do pré-tratamento com KCl do substrato Ag5-QIFP3 no
desempenho SERS para o imidacloprido. Na Figura 45 estdo apresentados os espectros
SERS do imidacloprido em diferentes concentragdes sobre o Ag5-QIFP3 apos o tratamento
com KCIl, e podemos observar que para o imidacloprido foi possivel detectar as bandas
caracteristicas do agrotoxico até a concentracio de 1,0x10* mol L. Abaixo dessa
concentragdo, o espectro apresentou uma baixa relacdo sinal/ruido e bandas caracteristicas
apenas do agente redutor; sendo assim, nao foi possivel detectar as bandas caracteristicas do

agrotdxico para concentracdes abaixo de 1,0x10™* mol L.
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Figura 45- Espectro SERS do imidacloprido em diferentes concentragdes no substrato de
Ag5-QIFP3 tratado com KCl (a) 1,0 x10~ mol L™ (b) 1,0 x10™* mol L.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Na Figura 46 esta presente os espectros SERS para o tiametoxam utilizando o
substrato Ag5-QIFP3 que foi tratado com KCl e adigdo de uma gota de solugdo 0,01 mol L-
'"de HCI no substrato apds a adi¢do do analito. De modo semelhante ao que foi observado
para o imidacloprido, foi possivel detectar as bandas caracteristicas do agrotoxico em 1583,
1466, 1244,1072, 1043, 998, 757 cm’!. E interessante notar que foram feitas as analises
SERS até a concentragio de 1,0 x10™* mol L!. Nesse substrato foi possivel detectar um maior

numero de bandas caracteristicas do agrotéxico em relagdo ao substrato tratado com NaOH

e quitosana.
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Figura 46- Espectro SERS do tiametoxam em diferentes concentragdes no substrato de
Ag5-QIFP3 tratado com KCl (a) 1,0 10~ mol L™ (b) 1,0 x10™* mol L.
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A seguir, foi utilizado o substrato de PTFE com a deposi¢do das nanoparticulas
preparadas com NaBH4 para obter tamanhos maiores para a andlise SERS dos agrotoxicos.
Na Figura 47 estdo presentes os espectros SERS do imidacloprido em diferentes
concentragdes. Podemos destacar as bandas caracteristicas em 1528, 1454, 1289, 1109,
1033, 908, 824 cm™!. Nesse substrato foi possivel identificar bandas SERS caracteristicas do

agrotoxico até a concentracdo de 1,0x10° mol L.
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Figura 47- Espectro SERS do imidacloprido no substrato Ag5-PTFE com diferentes
concentragdes (a) 1,0 X107 mol L (b) 1,0 x10* mol L' (¢) 1,0 X107 mol L™ (d) 1,0x10®
mol L.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Na Figura 48 estd presente os espectros SERS do tiametoxam em diferentes
concentragdes, as principais bandas estdo destacadas nos espectros, como as bandas em
1584, 1469, 1244, 1042, 998, 758, 637 cm™!. Nota-se que o0s espectros apresentam uma alta
relacdo sinal/ruido. Foi possivel detectar as bandas do agrotoxico até a concentragdo de

1,0x10°° mol L.
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Figura 48- Espectro SERS do tiametoxam no substrato Ag5-PTFE nas diferentes
concentragdes: (a) 1,0 x10 mol L'; (b) 1,0 x10*mol L; (¢) 1,0 x10”° mol L!; (d) 1,0x10-
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
Com os resultados apresentados acima para os dois agrotoxicos de interesses nesse

trabalho, imidacloprido e tiametoxam, ¢ razoavel afirmar que o substrato Ag5-PTFE obtido
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utilizado AgNP reduzidas com NaBH; de tamanho maior em combinacdo com a
metodologia D-SERS para obter os espectros foi bastante eficaz na obtencao dos espectros
SERS dos agrotoxicos até baixas concentragdes. Segundo os limites permitidos em agua
portavel, dados no item 1.1.2 dessa tese, o limite de detec¢ao por SERS obtido para o
imidacloprido estdo abaixo do limite permitido pela legislagdo da agéncia Health Canada,
enquanto os limites obtidos para o tiametoxam estdo acima dos limites permitidos pela

agéncia Health Canada e no Brasil, pelo Ministério da Satde.

Para avangar com a analise do desempenho SERS do substrato Ag-PTFE, foi
realizado um ensaio SERS com misturas dos agrotoxicos estudados na propor¢ao molar de
1:1 (imidacloprido:tiametoxam), 1:3 (imidacloprido:tiametoxam) e
3:1 (imidacloprido:tiametoxam) tanto em AgNP em suspensao coloidal como no substrato
Ag-PTFE. Na Figura 49 estd presente os espectros SERS das misturas de agrotéxicos no
coloide de AgNP e na Figura 50 est4 presente os espectros SERS das misturas de agrotoxicos
no substrato de Ag5-PTFE. Podemos observar na Figura 49 bandas destacadas referente ao

I ¢ bandas destacadas

imidacloprido (marcadas com ¢) em 1537, 1109, 1033 ¢ 907 cm”
referentes ao tiametoxam (marcadas com *) em 1570, 1468, 1000, 766 cm™. E interessante
notar que ha um pequeno deslocamento dessas bandas em relagdo a cada agrotoxico puro,
que tiveram seus espectros SERS discutidos na se¢ao 4.3.2. Na Figura 35 foi mostrado que
algumas bandas SERS dos agrotdxicos estao bem proximas e algumas sobrepostas, por isso
ao realizar a mistura experimental podemos ter a jun¢do dessas bandas e os pequenos
deslocamentos observados. Em todas as propor¢des analisadas apresentadas na Figura 49 foi
possivel distinguir algumas bandas caracteristicas de cada pesticida e observaram-se

variacoes de intensidades relativas das bandas de cada pesticida de acordo com a proporgao

molar utilizada.
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Figura 49- Espectros SERS de solu¢des com mistura de agrotoxicos no coloide de AgNP
em suspensio, na concentragio total de 1,0x10“ mol L (a) 1:1
(imidacloprido:tiametoxam) (b) (1:3) (imidacloprido: tiametoxam) (¢) (3:1)
(imidacloprido:tiametoxam). « imidacloprido * tiametoxam
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)

A Figura 50 apresenta os espectros SERS das misturas dos agrotdxicos nas mesmas
proporgdes utilizadas para o coloide de Ag, mas depositadas no substrato Ag5-PTFE. Podem
ser identificadas bandas caracteristicas do imidacloprido (¢) em 1528, 1457, 1033 ¢ 907 cm’
I e do tiametoxam (*) em 1582, 1180, 447 cm’'. Na propor¢do equimolar é possivel
identificar um maior numero de bandas caracteristicas dos dois agrotdxicos, e nas outras
misturas ha maior presenga das bandas do imidacloprido, mesmo quando este esta em menor

propor¢ao na mistura. E interessante ressaltar que com esse estudo SERS ndo ¢ possivel
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quantificar cada pesticida presente na mistura ou mesmo a propor¢do entre eles, mas ¢

possivel afirmar que os dois agrotdxicos estdo presentes.

Figura 50- Mistura de agrotoxicos no substrato de PTFE na concentragio de 1,0x10™* mol
L' (a) 1:1 (imidacloprido:tiametoxam) (b) (1:3) (imidacloprido: tiametoxam) (c) (3:1)
(imidacloprido:tiametoxam).
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4.4.2 Conclusdes parciais

Nessa secao foram estudados dois tipos de suporte (Papel de filtro qualitativo de grau
3, QIFP3 e PTFE) para a constru¢do de substratos SERS flexiveis. Para o suporte QIFP3
foram estudados dois tipos de pré-tratamento: NaOH e quitosana/KCl. Foram utilizados
quatro tipos de nanoparticulas esféricas, obtidas pelo uso de diferentes condigdes
experimentais e agentes redutores dos ions Ag’. Os substratos construidos com AgNP
reduzidas com citrato de sodio sobre os dois tipos de suporte ndo foram eficazes na analise
SERS dos agrotoxicos, resultando em espectros com apenas bandas caracteristica do ion
citrato. Os substratos obtidos com AgNP reduzidas com cloridrato de hidroxilamina
apresentaram um alto desempenho SERS com o imidacloprido em altas concentragdes,
porém em baixas concentra¢des e com o tiametoxam, o desempenho nao foi satisfatorio. Os
substratos obtidos com AgNP reduzidas com borohidreto de sodio foram eficazes na
obtencdo dos espectros do imidacloprido até a concentracdo de 1,0x107° mol L', mas nio
apresentaram bom desempenho para o tiametoxam. Por fim, a utilizacdo de AgNP reduzidas
com borohidreto de s6dio em concentragdes maiores, que resultam em AgNP maiores,
resultou em substratos com alto desempenho SERS para os dois agrotoxicos estudados em
ambos os suportes; entre eles, o substrato de PTFE apresentou maior desempenho, e foi
possivel chegar a limites de detecgdo de 1,0x10°mol L! para os dois agrotoxicos estudados.
Além disso, € relevante destacar que s6 foi possivel obter os espectros SERS com alta relacao
sinal/ruido utilizando a metodologia D-SERS. Esse substrato também foi utilizado para o
estudo de diferentes misturas dos agrotoxicos, resultando na possibilidade de detectar mais

de um pesticida simultaneamente por SERS.

4.5 APLICACAO DOS SUBSTRATOS SERS FLEXIVEIS

Nessa secdo serdo apresentados os resultados do modelo de classificagdo
multivariado construido empregando os substratos SERS otimizados para detectar a
presenca do imidacloprido e tiametoxam em amostras de agua de abastecimento. Foram
escolhidos dois pontos de coleta na cidade de Juiz de Fora, um ponto na chamada Cidade
Alta de Juiz de fora e um ponto na chamada Cidade Baixa de Juiz de Fora. Essa é uma
nomenclatura para designar um conjunto de bairros da cidade que tém como caracteristicas

para classificagdo a diferenca de altitude, mas que também sao servidos por reservatorios de
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agua potavel diferentes. Na Figura 51 esté representado um resumo sobre os mananciais e a
distribuicdo da dgua nas diferentes regides da cidade de Juiz de Fora. Pode ser observado na
figura que o abastecimento da agua ¢ feito através de quatro principais mananciais (Sao
Pedro, Chapéu d’Uvas, Ribeirdao do Espirito Santo e Doutor Joao Penido) e que cada um ¢
responsavel por uma porcentagem do abastecimento para as regides da Cidade Alta e da
Cidade Baixa. Por causa dessa distribuicdo dos mananciais, foram escolhidos os dois pontos
de coleta. As amostras foram coletadas nos meses de setembro e dezembro para analisar a

variabilidade sazonal da 4gua potavel.

Figura 51- Sistema de abastecimento de agua da cidade de Juiz de Fora, MG.
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Os agrotoxicos em agua potavel foram avaliados utilizando o substrato de AgNP

reduzidas com borohidreto de sodio sobre PTFE, Ag5-PTFE, com cinco deposi¢des. Foram
estudados o imidacloprido, tiametoxam e a mistura equimolar com as concentragdes
variando entre 1,0x10* mol L™ a 1,0x107 mol L. As solugdes dos agrotoxicos foram
preparadas com a agua potavel obtidas nos dois pontos de coleta discutidos acima.

A Figura 52 mostra espectros SERS representativos para as analises de imidacloprido

e tiametoxam depositados a partir de solugdes em agua potavel no substrato Ag5-PTFE. Na
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Figura 52 (a) estd presente também o espectro SERS da 4gua potavel, sem adi¢do de
agrotoxico, no qual foram observadas algumas bandas de baixa intensidade, que podem estar
relacionadas com os produtos de oxidagdao do ion borohidreto, que se mantém adsorvidos
nas AgNP. Na Figura 52 (b) esté presente o espectro SERS do imidacloprido em agua potavel
sobre o substrato Ag5-PTFE, no qual podem ser observadas as bandas em 1456, 1109, 1033
e 900 cm™ que ja foram discutidas nas se¢des anteriores e que sdo caracteristicas do
agrotoxico. A Figura 52 (c) esta presente o espectro SERS do tiametoxam em agua potavel
no substrato Ag-PTFE e nota-se que também foi possivel identificar as bandas caracteristicas
do agrotoxico. A Figura 52(d) mostra o espectro SERS da mistura equimolar dos agrotéxicos
em agua potavel sobre o substrato Ag-PTFE, no qual podem ser notadas bandas
caracteristicas do imidacloprido e do tiametoxam, assim como tinha sido possivel observar
para a mistura em agua deionizada. Portanto, a metodologia utilizada foi eficaz na detecc¢ao

dos agrotoxicos na matriz de agua de potavel.
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Figura 52- (a) Espectros SERS da 4gua potavel sem agrotoxicos sobre os substratos Ag5-
PTFE; (b) Espectro SERS do imidacloprido (1,0x10* mol L); (c) Espectro SERS do
tiametoxam (1,0x10™ mol L™!); (d) espectro SERS da mistura equimolar do imidacloprido
e tiametoxam, ambos na concentragio 1,0x10™* mol L.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)

A partir desse resultado inicial promissor da obtencdo dos espectros SERS dos
agrotoxicos dissolvidos em uma matriz mais complexa do que a dgua deionizada, foram
feitas as analises com diferentes concentragdes de agrotoxicos e da mistura, em diferentes
amostras de agua potéavel, que foram coletadas em dias diferentes. O objetivo desta parte do

trabalho foi o desenvolvimento de um modelo de classificagdo multivariado empregado o



116

método SIMCA para detectar de forma automatizada a presenca dos agrotdxicos em

amostras de agua potavel.

Inicialmente, foi realizada a andlise exploratoria dos dados por PCA, a fim de
visualizar o perfil dos dados e os agrupamentos. Na Figura 53 esta apresentado o grafico dos
escores obtido para o modelo PCA com duas componentes principais que explicam 68,32 %
da variancia total dos dados. Foram retiradas duas amostras andmalas, que apresentaram alto
valor de Q residual e alto valor de T2. No gréafico apresentado na figura, de PC1 vs. PC2, é
possivel observar uma tendéncia de agrupamento das amostras. No lado negativo da PC2
estd distribuida a maioria das amostras contendo imidacloprido e tiametoxam enquanto no
lado positivo da PC2 estdo distribuidas algumas amostras da mistura de agrotoxicos e a
maioria das amostras contendo somente agua potavel. Nota-se, portanto, que ha uma
separacdo entre a classe de amostras que possuem agrotoxicos e as amostras que nao
possuem agrotdxicos e, dessa forma, os resultados obtidos pela PCA indicam que o modelo

SIMCA apresentara um desempenho de classificacao satisfatorio.

Figura 53- Andlises das componentes principais para 2 PCs com os dados SERS dos
agrotoxicos em agua potavel e da dgua potavel. Imidacloprido ('V), tiametoxam (™),

mistura (m) e branco (*).
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024)
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Figura 54- (a) Pesos em PC1 para o modelo PCA construido (b) Pesos em PC2 para o
modelo de PCA construido.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O gréfico de pesos vs. numero de onda (Figura 54) traz informagdes a respeito das
variaveis (bandas) que foram importantes e influenciam na tendéncia de agrupamento das
amostras. Observa-se na Figura 53 que algumas bandas sdo significativas para o
comportamento das amostras, que sdo as bandas nas regides caracteristicas dos agrotdxicos
e da mistura de agrotdxicos, que foram discutidas na Figura 52 e observamos algumas bandas

que sdo referentes ao substrato e as amostras de agua potavel.
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Uma etapa importante na constru¢cdo do modelo SIMCA foi o pré-processamento de
dados. Foram testados diferentes tipos de pré-processamento na constru¢do do modelo
SIMCA e a avaliagdo foi feita a partir das figuras de mérito sensibilidade, especificidade e
eficiéncia, que foram calculadas e estao apresentadas Tabela 4. Como podemos observar na
tabela, os melhores modelos foram construidos a partir dos pré-processamentos:
WLS+SNV+ MC e WLS +MSC+MC. A partir desses modelos, foi possivel obter 97% de
eficiéncia para os conjuntos testes dos dois modelos. Foi selecionado o pré-processamento

WLS+SNV+MC para a construgao do modelo para analise das amostras.

Tabela 4-Figuras de mérito para os pré-processamentos utilizados para o conjunto
treinamento e teste.

Treinamento Teste
Pré- PCs | Sensibilidade | Sensibilidade | Especificidade | Eficiéncia
processamento®
WLS + SNV+ 3 1,00 0,94 1,00 0,97
MC
WLS+MSC + 3 0,94 0,94 1,00 0,97
MC
1* derivada+ 3 0,82 1,0 1,00 0,97
MC

* As siglas na tabela significam: WLS = minimos quadrados ponderados, SNV = variacao
normal padrdao, MSC = correcao de espalhamento multiplicativa e MC = centrar na média.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foram selecionadas 51 amostras contendo os dois tipos de agrotoxicos e a mistura e
12 amostras de agua sem agrotdxicos. O conjunto de amostras com agrotoxicos foi dividido
em teste e treinamento. As amostras de dgua sem agrotoxicos foram concatenadas ao
conjunto teste. A Figura 55 mostra a classificagdo de amostras de imidacloprido, tiametoxam
e da mistura equimolar dos dois analitos com concentragdes variando entre 1,0x10 mol L

e 1,0x107 mol L' em matriz de 4gua potavel e amostras de 4gua potavel.
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Figura 55- Modelo SIMCA para os espectros SERS dos agrotoxicos em agua potavel,
sendo (V) as amostras que contém agrotoxicos € (¢) as amostras que ndo contém
agrotoxicos.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2024).

Na Figura 55 pode ser observado que para o conjunto treinamento todas as amostras
contendo agrotoxicos foram classificadas corretamente, enquanto no conjunto teste que
contém amostras de 4gua com e sem agrotdxicos, uma amostra pertencente a classe alvo foi
classificada erroneamente (falso negativo) e nenhuma amostra nao pertencentes a classe alvo
foi classificada erroneamente (falso positivo), mostrando assim que o modelo possui
especificidade suficiente; o bom desempenho desses parametros forneceu um modelo com

97 % de eficiéncia.

4.5.1 Conclusoes parciais

O substrato hidrofébico de PTFE  desenvolvido nesse trabalho junto com a
metodologia D-SERS, aliados a0 modelo de modelagem de classe SIMCA possibilitou a
classificagdo de amostras de agua potavel contendo os dois agrotoxicos estudados nesse
trabalho em diferentes concentracdes e amostras de agua potavel sem agrotoxicos obtendo
eficiéncia de 97 %. Dessa forma, a técnica SERS aliada a métodos quimiométricos se torna

uma ferramenta poderosa para aplicagdo em amostras reais.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram estudados trés tipos de suportes para a construg¢ao de substratos
SERS: papel de filtro, PTFE e PDMS. Nos suportes de papel de filtro foram estudados dois
tipos de pré-tratamento: KCL e NaOH/quitosana. Primeiro, foi realizado o estudo dos
substratos com AgNP-citrato, com o pré-tratamento com KCl e avaliando corantes cationico
(VG) e anidnico (IR-820). Os substratos foram caracterizados por MEV e reflectancia difusa
e o desempenho SERS foi avaliado. Os substratos hidrofobicos apresentaram o menor valor
de desvio padrao relativo, seguido dos substratos de papel de filtro. Esses substratos
construidos com AgNP-citrato ndo puderam ser utilizados para o estudo dos agrotoxicos
devido as fortes bandas do agente redutor nos espectros SERS. Por isso, foram estudadas as
nanoparticulas obtidas através da redugdo do AgNO3 com outros dois redutores: NaBH4 e
NH>OH.HCI. Os substratos obtidos utilizando as duas nanoparticulas depositadas sobre os
suportes flexiveis foram eficazes na obtencao dos espectros SERS do imidacloprido, mas
ineficaz na obten¢do dos espectros do tiametoxam. A metodologia D-SERS foi utilizada
como uma alternativa no estudo dos agrotoxicos, utilizando AgNP reduzidas por NaBH4 em
uma metodologia que fornece nanoparticulas de tamanho maiores do que o método de
Creighton. Esse sistema se mostrou bastante eficaz na obtengdao dos espectros dos dois
agrotoxicos, obtendo resultados SERS para a detec¢do do imidacloprido abaixo da
concentragdo maxima permitida em agua potavel. Por fim, essa metodologia foi utilizada
para estudar os agrotdxicos em agua potavel utilizando o método de modelagem de classe,

SIMCA e obtendo 97% de eficiéncia.

5.1 PERSPECTIVAS

O substrato com AgNP reduzidas por NaBH4 sobre PTFE foram eficazes na detecgao
dos agrotoxicos até baixas concentragdes ¢ na deteccdo de diferentes propor¢des dos
agrotoxicos, utilizando a metodologia D-SERS. Além disso, esse substrato junto com a
metodologia D-SERS foi aplicado a amostras de agrotoxicos em agua potavel aliados ao
modelo SIMCA; esse conjunto de abordagens mostrou eficiente e apresenta uma boa
perspectiva para aplicagdo em amostras reais. No entanto, ainda € preciso tornar o modelo
mais robusto inserido mais amostras, assim fica como perspectiva do trabalho, aumentar o

modelo de classificagao.
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ANEXO A- Coordenadas atomica das estruturas otimizadas

Tabela 5- Coordenadas atdmica da estrutura Agio

132

X Y Z
Agi -0.0047870 2.4377520 1.0738890
Ag 0.9573810 1.1075090 -1.2470710
Ags3 -1.4168800 -0.0173370 1.4104270
Ags 1.7997750 1.5453010 -0.9849360
Ags 0.0044560 -2.4383860 1.0730790
Ags 1.4155640 0.0166760 1.4099040
Ag7 -1.7989710 1.5454370 -0.9847530
Ags -0.9564820 -1.1068230 -1.2468670
Agy 3.6368310 0.4699810 -0.2510970
Agio -3.6368890 -0.4695080 -0.2525760

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 6- Coordenadas atomicas da estrutura imidacloprido.

X Y Z
Ci 2.1671340 2.1671340 0.9767400
C2 1.0635210 0.4361970 0.9626050
Cs 1.2440850 -0.8248720 0.3721860
Cs4 3.4212240 -0.3834070 -0.1473500
Cs 3.3797880 0.8983300 0.4131420
Hs 2.0853260 2.2969700 1.4330150
H> 0.4166690 -1.5452260 0.3407840
Hs 4.2588530 1.5468870 0.4080130
Cly 4.9253400 -0.9407330 -0.8714810
Nio 2.4028560 -1.2362800 -0.1773860
Cu -0.2797530 0.8342300 1.5526070
Hi2 -0.7085390 0.0036910 2.1349590
Hus -0.1508980 1.6975470 2.2285620
Cus -2.1805270 0.3572170 -0.0027780
Cis -1.1152630 2.3967690 -0.3017330
Cie -2.3965920 2.3558510 -1.1591620
Hi7 -0.2013350 2.3095030 -0.9209370
His -1.0410490 3.3048660 0.3171940
Hio -3.6323220 0.5357740 -1.4293780
H2o -2.2179530 2.6521250 -2.2034000
H2: 3.1957220 2.9904250 -0.7334810
N2z -1.2687070 1.2052790 0.5455760
Na23 -2.7701320 0.9403290 -1.0686150
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N24
Nas
026
027

-2.3321890
-3.3219820
-4.1205750
-3.3962300

-0.8671290
-1.6617760
-1.2937600
-2.7946820

0.5448100
0.0620450
-0.8427900
0.5799510

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 7- Coordenadas atdomica da estrutura do complexo: Agio-imidacloprido.

X Y Z
Ci 5.3125260 2.4089890 -1.0887660
C2 4.7620160 1.2070560 -1.5660010
Cs 3.3702220 1.1600600 1.7351890
Cs4 3.1005870 3.3068030 -0.9860420
Cs 4.4755850 3.4899200 -0.7930600
Hse 6.3950440 2.5088820 -0.9518280
H> 2.8823230 0.2516200 -2.1094860
Hs 4.8700350 4.4403580 -0.4265210
Cly 2.0040780 4.6234010 -0.6115480
Ni1o 2.5458250 2.1866780 -1.4437980
Cu 5.6100990 -0.0207740 -1.8552640
Hi2 5.2024100 -0.5752370 -2.7145650
Hus 6.6452330 0.2749480 -2.0964520
Cus 4.7398910 -1.9034500 -0.4591010
Cis 6.4295740 -0.6375330 0.4974320
Cie 6.1635520 -1.8792790 1.3729690
Hi17 6.0282960 0.2833220 0.9647250
His 7.4970440 -0.4901900 0.2711280
Hio 4.4508240 -3.2550140 1.0547980
H2o 6.0154170 -1.6248050 2.4332640
H2: 6.9750210 -2.6253760 1.2879330
N22 5.6779560 -0.9509200 -0.7278090
Na23 4.9288970 -2.3998580 0.7805800
N24 3.8098050 -2.1705650 -1.3999690
Nas 2.9158180 -3.1544620 -1.1482610
Oz 2.9432570 -3.8733770 -0.1144030
O27 2.0090890 -3.2838130 -2.0109550
Agas 0.1480750 -1.4544190 -1.6539290
Aga -1.7328190 0.5940630 -2.2017990
Ag3o -0.0326350 -1.3110910 1.1466900
Agsi -2.4583190 1.2794220 0.3993920
Ag3 -2.5406540 -0.7761090 2.3599770
Ags3 -2.4162230 -1.5256820 -0.3564970
Ag34 0.3663220 1.1386330 -0.3845140
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Ag3s -0.4392700 1.2622030 2.3159000
Agse -4.4089720 0.1308550 -1.4300230
Ag3y7 2.1616820 0.2813670 1.8673380

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Tabela 8- Coordenadas atdmica da estrutura do tiametoxam

X Y Z
Ci 3.5172210 -2.0515730 -0.0828370
C 1.2245170 -1.9749280 -0.2313480
Cs 2.3303900 0.1209830 0.0806170
H4 3.7593230 -2.4869280 -1.0757400
Hs 0.3095480 -2.4866750 0.0963900
Os¢ 2.3266690 -2.5803680 0.4392360
N7 3.4342090 -0.5850910 -0.2407240
Ns 1.1481120 -0.5654040 0.1397090
Co 4.6977810 0.0673430 -0.5762860
Hio 5.2335500 -0.5710240 -1.2991780
Hu 4.5002380 1.0473450 -1.0292060
Hi2 5.3246580 0.1970720 0.3241210
Ni3 2.5163110 1.4230210 0.4128700
Ni4 1.5960590 2.3331970 -0.0071580
O1s 1.6434440 3.4481320 0.5581110
O1s 0.8016180 2.0871390 -0.9455970
Cur 0.0576430 -0.1569550 1.0297010
His 0.0272020 -0.8532920 1.8918200
Hio 0.2889630 0.8365580 1.4453790
C2o -1.2738710 -0.1512600 0.3218020
Cau -1.5573850 -0.1255390 -1.0251720
H2: -0.8014770 -0.0962410 -1.8123400
Cas -3.6308020 -0.1537470 -0.3008290
Na24 -2.8916960 -0.1271830 -1.3764340
Sas -2.7685010 -0.1878090 1.2134680
Clzs -5.3531000 -0.1562740 -0.3218090
Hz7 4.3211590 -2.2909120 0.6362170
Has 1.3477710 2.0692540 -1.3279410

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 9- Coordenadas atdmica da estrutura do complexo: Agio-imidacloprido

X Y Z
Agi -0.5736680 0.4367730 1.5514060
Ag> 0.2334500 0.6951210 -1.1490310
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Ags3
Agy
Ags
Age
Agr
Ags
Ago
Agio
Cn
Cn2
Cu
His
His
O16
N1z
Nis
Cu
H2o
H2i1
H2
N23
N24
(075
026
Cx
Hbs
H2o
Cso
Csn
Hs2
Css3
N34
S3s
Clse
H37
His

1.6420770

2.9611670

4.0855480

2.0292030

-0.5391500
2.0561000

1.4648580

1.3710110

-8.3728760
-6.9173260
-5.9439400
-8.7895140
-6.7861340
-8.0968390
-7.1562550
-5.7676140
-7.3915010
-8.1418300
-6.4565290
-7.7743550
-5.0220590
-3.7582700
-2.8802630
-3.4802620
-4.8071070
5.3666420

-4.1609080
-3.9777920
-3.7657080
-4.2018350
-2.5193990
-2.9425590
-3.0803350
-1.4645430
-9.1057890
-7.0118380

-1.3316430
1.0752880
-0.4530860
1.4180350
-1.8688390
-1.5489490
3.3450160
-3.8577510
-0.7817770
0.9592290
-1.2196740
-0.4642260
1.8814420
0.3142390
-1.5786510
0.0828830
-2.8653890
-2.7187940
-3.2337500
-3.6045560
-2.2084290
-1.9489640
-2.7409740
-1.0321290
0.4556470
0.6677940
-0.4101930
1.6529980
2.2347050
1.8766330
3.6093090
3.3431040
2.5346390
4.9103190
-1.4151010
1.1938250

1.5996260
-1.6638990
0.4700400
1.0378750
-0.2108830
-1.2431350
-0.9127200
0.3953720
-0.5960590
-0.2339990
-0.3959360
-1.5754580
0.3480000
0.2323250
-0.8570990
-0.0186730
-1.5088040
-2.3041440
-1.9493920
-0.7829050
-0.2331090
-0.6345090
-0.1852700
-1.4358990
1.0249000
1.9580310
1.2424990
0.6378900
-0.5922260
-1.5271490
0.5865940
-0.6192000
1.8416430
0.9710790
-0.0657310
-1.3123060

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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ANEXO B- Artigos e capitulos de livros publicados

Durante o periodo do doutorado, esses trabalhos foram publicados, nido tendo

necessariamente relagdo com o presente trabalho de doutorado:
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OLIVEIRA, GABRIELA P.; SANT’ANA, A. C.; TOLEDO, P.H.M. Surface-Enhanced
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