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“Let me sketch a conversation | have had on various occasions—in one form or another—at
dinner parties and on airplanes. The person next to me says, “What do you do?” I answer “I’'m
a chemist.” S/he responds: “Chemistry was the one course in high school I flunked. What is it
that chemists do, anyway?”’ | have tried two types of answers. One is: “Well, we make drugs.
Like statins. Very useful. They are inhibitors of a protein called HMGA-CoA reductase, and
they help to control cholesterol biosynthesis and limit cardiovascular disease.” (This answer
usually ends the conversation) the second is:

“We change the way you live and die.” The second works better.”

(Whitesides, G. M. Reinventing Chemistry Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 3196-3209)



RESUMO
Neste trabalho investigou-se a adsor¢do do triptofano (Trp), seus derivados e do 2-
mercaptoetanol (MET) na superficie de nanoparticulas metalica de prata ou ouro. Utilizou-se
como ferramentas para o estudo, as técnicas espectroscopicas de absor¢do no ultravioleta e
visivel (UV-VIS), espalhamento Raman normal e intensificado pela superficie (surface-
enhanced Raman scattering — SERS) e célculos tedricos baseados na teoria do funcional da
densidade (density functional theory — DFT). A banda da ressonancia do plasmon de superficie
localizado (localized surface plasmon resonance — LSPR) foi monitorada nos espectros UV-
VIS para a investigagdo das propriedades eletrnicas das nanoparticulas metélicas, envolvidas
nas interacbes com o0s adsorbatos e nas distribuicdes de tamanhos.
Foram sintetizados nanoprismas de prata estabilizados por citrato de sodio em diferentes
condicdes de temperatura, envolvendo multiplas etapas de crescimento e usando cobre como
dopante indutor de geometria. A inclusdo de pequena quantidade de cobre, em relacdo a prata,
levou a maior formacdo de nanoprismas triangulares que o método original. Estas superficies
foram utilizadas nos estudos da adsorcdo do MET. Os nanoprismas, dopados ou nao,
mostraram-se inadequados para uso como substrato SERS de outros adsorbatos que ndo fossem
mercaptanas. Sintetizou-se também nanoesferas de prata ou ouro para o estudo da adsorc¢ao do
Trp e seus derivados em diferentes ambientes quimicos.
Os nanoprismas foram utilizados para estudos LSPR na presenca do MET em diferentes
concentracdes, além da obtencdo do espectro SERS da molécula. Observou-se que a
concentracdo possui papel determinante na auto-organizacdo de uma monocamada molecular,
fazendo com que a conformacédo predominante se altere na superficie metélica. Os calculos por
DFT permitiram a simulacdo da adsorcdo do MET em superficie (111) de prata e obtengdo de
resultados relacionados as estruturas e estabilidades dos conférmeros. Teoria e experimento
mostraram-se em acordo dentro das condigOes estudadas e permitindo inferir que a ligagéo de
hidrogénio possui um papel chave nas propriedades da monocamada.
Estudou-se a adsor¢édo dos isdmeros L-Trp e D-Trp e dos peptideos Ala-Trp, Trp-Gly, pGlu-
Lys-Trp-Ala-Pro e Trp-His-Trp-Leu-GIn-Leu através das espectroscopias SERS e UV-VIS. Em
prata, 0s espectros mostraram que 0s aminoacidos e os dipeptideos adsorvem preferencialmente
através dos grupos carboxilato e amina. Em ouro, a analise espectral permitiu identificar a
adsorcéo das moléculas de Trp via nitrogénio do anel inddlico. Os espectros foram obtidos em
concentragdo de 10 mol L™ nos diferentes metais, contudo a adigdo de HCI permitiu a
obtencdo de espectros em 10° mol L. As diferencas entre os espectros em ouro permitiram

concluir que o Trp interage mais intensamente com a superficie na presenca de HCI. A partir



de todos os resultados obtidos, pode-se sugerir que as nanoparticulas de ouro mostram-se Gteis
para o estudo de estruturas mais complexas por diferencia o triptofano adsorvido a superficie

de outros presentes na estrutura de interesse.

Palavras-Chave: Prata. Ouro. Nanoprisma. L-Trp. Triptofano. 2-Mercaptoetanol. SERS. DFT.



ABSTRACT
The adsorption of tryptophan (Trp), his derivatives and 2-mercaptoethanol (MET) on metallic
nanoparticle surface had been studied on this thesis. For such investigations it was employed
the following tools: ultraviolet and visible absorption spectroscopy (UV-VIS), Raman
scattering spectroscopy, surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) and density functional
theory. The localized surface plasmon resonance (LSPR) band was monitored on UV-VIS
spectra to study the electronic properties of metallic nanoparticles involved in the interactions
with the adsorbates and the size distributions.
Silver nanoplates were synthesized in different conditions of temperature, multiple growing
steps and using copper as a stabilizing doping. A small addition of copper, compared to silver,
increased the triangular nanoprism vyield of the original synthesis. These nanoparticles were
used for adsorption study of MET. It was synthesized gold and silver nanospheres for studying
Trp adsorption and other peptides on different chemical surroundings.
The nanoprisms were utilized for LSPR study in the presence of MET at different
concentrations, in addition to SERS spectra of this molecule. It has been observed the molecule
concentration has a key role for self-assembled monolayer formation, which changes the most
common conformer on the metallic surface. DFT calculation allowed us to simulate MET
adsorption on silver surface (111) obtaining results related to the structures and stabilities of
the conformers. Theory and experiment showed in agreement in the conditions studied and
conclude the hydrogen bond is a key player in the monolayer properties.
It was studied the adsorption of the isomers, L-Trp and D-Trp, and the peptides, Ala-Trp, Trp-
Gly, pGlu-Lys-Trp-Ala-Pro and Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu, through SERS spectroscopy. In
silver, the spectra showed amino acids and dipeptides tend to adsorb by the acid and amine
group. In gold, an enhancement and shifting of the bands allowed us to identify the adsorption
by the indole ring, specifically by the nitrogen atom. The spectra were obtained at concentration
of 10°mol.L* on different metals, however in presence of HCI the molecular concentration was
10°mol.Lt. When HCI was added, the spectra showed a slightly different pattern, which

suggest us that, in this condition, Trp interacts stronger to the surface.

Keywords: Silver. Gold. Nanoparticles. Nanoprism. L-Trp. Tryptophan. Peptides. 2-
Mercaptoethanol. SERS. DFT.
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1. INTRODUCAO

Durante o ultimo século, diversos avancos foram realizados em biologia e medicina
a partir do estudo de microrganismos e biomoléculas como proteinas e DNA (Oh et al., 2015).
Tal interesse vém da consciéncia de que a investigagéo de tais estruturas pode levar ao combate
e diagndstico de diversas doengas. Um exemplo importante, dentre os diversos existentes, é 0
cancer. Calcula-se que esta doenca cause prejuizos de cerca de 1 trilhdo de ddlares ao mundo
todo, levando-se em consideracdo as perdas por morte prematura e invalidez, excluindo-se 0s
gastos médicos com o tratamento. Atualmente, a cada ano 12,7 milhdes de pessoas sao
diagnosticadas com cancer e 7,6 milhGes morrem vitimas da doenca. Persistindo a tendéncia
dos ultimos anos, havera 26 milhdes de novos casos e 17 milhdes de mortes por ano em 2030
(Stewart e Wild, 2014). Portanto, torna-se interessante a busca por métodos de diagndstico
capazes de detectar a doenga precocemente, em alguns casos pode estar relacionado com
moléculas em regime de baixas concentra¢@es. Outro aspecto importante se da pela substitui¢do
de diversos métodos tradicionais que se mostram desvantajosos em relacdo a sensibilidade,
seletividade, tempo de andlise ou custo. Nesta busca, ha diversos exemplos do uso de
nanomateriais para a deteccao de biomoléculas (Alivisatos, 1996; Gupta e Gupta, 2005; Phillips
e Cheng, 2007; Saha et al., 2012; Lee, 2014).

1.1. NANOPARTICULAS PLASMONICAS

Nanociéncia ou Nanotecnologia, € uma area que tem atraido muito interesse nos
ultimos anos por suas potencialidades para o desenvolvimento de novas tecnologias nas mais
diversas situacdes. Apesar do grande crescimento de investimento em pesquisas nesta area, as
nanoparticulas sao utilizadas ha muito tempo. Ha diversos exemplos de nanoestruturas ao longo
da histéria da humanidade (Heiligtag e Niederberger, 2013). Vem do império romano um
exemplo de uso decorativo de nanoestruturas de ouro, o calice de Lycurgus (Hunt, 1976). As
nanoparticulas presentes na composi¢do da estrutura vitrea promovem uma mudanca de cor de
verde para vermelho. A partir de condigdes normais de iluminagédo o célice apresenta cor verde,
qguando a fonte de iluminacéo é colocada em seu interior, observa-se a coloragdo vermelha. Do
ponto de vista académico, um dos primeiros e relevantes trabalhos com nanoparticulas foi feito

por Faraday em 1857, no qual ele reduziu o sal de ouro (I11) utilizando fésforo (Faraday, 1857).

As nanoparticulas metalicas apresentam diversas caracteristicas interessantes, entre

elas, propriedades plasmonicas, cataliticas, condutividade elétrica e térmica e éticas (Jiang, Liu
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e Sun, 2005; Gobin et al., 2007; Nallathamby, Lee e Xu, 2008; Thompson et al., 2008; Schoen
et al., 2010; Kang et al., 2011). Tais propriedades advém do pequeno tamanho e grande area
superficial comparada ao pequeno volume, permitindo que o metal nanoestruturado apresente
propriedades completamente diferentes daquelas apresentadas pelo metal em sua forma
estendida. Para a otimizacdo do efeito desejado, deve-se controlar a forma, composicéo e
tamanho das nanoparticulas, por isso torna-se muito importante estudar e desenvolver novas

sinteses.

A maioria dos métodos para obtencao de nanoparticulas envolve a reducéo quimica
em liquidos. Em virtude do objetivo final do trabalho, serdo enfatizados métodos que envolvam
suspensdes coloidais em meio aquoso. Em 1951, Turkevich et al. publicaram um trabalho de
sintese de nanoparticulas de ouro, no qual utilizou-se o &cido citrico para reducdo do acido
clorodurico a temperatura de 100 °C. Nesta sintese, o citrato participa tanto como agente
redutor, quanto como estabilizante. Posteriormente, Frens aprimorou o método alterando as
proporcOes de ouro e citrato para controlar o tamanho das particulas. (Frens, 1973) O trabalho
de Frens é uma referéncia para a sintese de nanoparticulas de ouro esféricas com tamanhos entre
10-20 nm. Enquanto isso, a prata apresenta sinteses utilizando o boroidreto de sédio como
redutor, em outros casos o sal de prata € reduzido pelo citrato de sédio, sintese similar a de ouro
(Creighton et al., 1979; Lee e Meisel, 1982). Em todas as sinteses citadas ha formacdo de

nanoparticulas esféricas.

As nanoparticulas de prata e ouro tornam-se especialmente interessantes em funcao
do plasmon de superficie, que permitem, por exemplo, a intensificacdo do espalhamento
Raman. Os metais de cunhagem possuem diversas caracteristicas tipicas a eles por
apresentarem elétrons livres que se movem em um fundo fixo de ions positivos, 0 que garante
neutralidade do sistema (Le Ru e Etchegoin, 2009). Diante desta concep¢do, poderia ser
definido como plasma, ou para ser mais preciso na descri¢do, como plasma de estado sélido.
As propriedades Gticas destes metais sdo obtidas a partir da interacdo entre seus elétrons livres
e a luz. A incidéncia de uma radiacdo com energia adequada pode levar a excitacdo coletiva
dos elétrons, a esta excitacdo € denominada de plasmon. De forma mais rigorosa, Pines assim
define Plasmons (Pines, 1956):

“A plasmon is therefore a quantum quasi-particle representing the elementar
excitations, or modes, of the charge density oscillations in a plasma.” (Um plasmon € portanto
uma quasi-particula quantica representando excitagdes elementares, ou modos, da oscilagéo de

carga em um plasma.)
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Uma comparacdo Util e valida para o entendimento deste conceito, ocorre entre o
que o foton representa para a luz e plasmon para a oscilacdo coletiva dos elétrons. O féton é
uma particula quantica representando os modos de liberdade da oscilacio do campo
eletromagnético (Le Ru e Etchegoin, 2009). Outra comparacéo valida vem do estudo de estado
solido, onde h& associacao entre modos vibracionais e fonons. No caso das nanoparticulas, a
ressonancia da frequéncia de luz incidente com a frequéncia de oscilacdo dos elétrons recebe o
nome de ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR- Localized Surface Plasmon
Resonance). Da mesma forma que a luz pode ser estudada a partir de uma descrigéo classica, o

mesmo pode ser realizado para o entendimento dos plasmons.

Em 1908, Gustav Mie resolveu as equacdes de Maxwell para uma particula esférica
submetida a um campo eletromagnético. Sua motivacao veio da curiosidade de tentar entender
0 motivo da coloracdo de uma amostra de agua contendo pequenas particulas de ouro. Tal
trabalho é hoje chamado de Teoria de Mie, que descreve o espectro de extin¢do (termo que
representa a soma das contribuicdes da absorcdo e do espalhamento) para particulas esféricas.
Ha de se destacar que a funcdo dielétrica do metal, o tamanho, a forma da nanoparticula e o
solvente (indice de refracdo do meio) sdo aspectos que irdo determinar a posi¢do da frequéncia
de oscilacdo no espectro eletromagnético, ou ainda, 0 maximo da banda LSPR (Le Ru e
Etchegoin, 2009).

O problema de uma pequena esfera metalica interagindo com um campo
eletromagnético pode ser resolvido ao se considerar que a esfera tenha um tamanho menor que
o comprimento de onda incidente. A partir destas aproximaces, a equacdo 1 descreve o campo
elétrico (E) como proporcional ao campo incidente (Eo), sendo €,, a constante dielétrica do

meio.

3ey

B CEE .

A funcdo dielétrica do metal é descrita como a soma de uma parte real e outra
imaginéria, sendo que, para um metal ser bom substrato SERS, a parte real da funcao dielétrica
deve ser negativa, enquanto a imaginaria deve apresentar o menor valor possivel (Le Ru e
Etchegoin, 2009). Se a parte real for igual ou proxima de —2¢, levard a uma grande
intensificacdo local do campo elétrico e assim atingir a condicdo de ressonancia entre o plasmon
e o laser incidente. Neste modelo que leve em consideracdo a comparacdo entre as partes reais

e imaginaria, elaborou-se um fator de qualidade SERS relacionado ao metal e 0 comprimento
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de onda da radiagdo excitante. O valor deste fator de qualidade para diferentes metais na regiéo
espectral entre 200 e 1200 nm ¢é apresentado na Figura 1. A regido sombreada (hachurada)
indica regido com fator de qualidade igual ou maior que dois, tal condi¢do indica que o metal
seja adequado para obtencdo do espectro SERS. Pode-se ainda observar que diversos metais
apresentam a possibilidade de obtengéo de espectro na regido analisada. Entre 200 e 400 nm
destaca-se 0 aluminio, o litio poderia ser utilizado até 900 nm, a prata a partir de 300 nm, 0 ouro
de 500 nm em diante e o cobre a partir de 600 nm. Desta forma, torna-se claro entender o porqué
do uso de prata, ouro e cobre para construcdo de substrato SERS na regido espectral de luz

visivel.

Figura 1 — Fator de qualidade de diferentes metais.
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Legenda: Valores calculados para o fator de qualidade de diferentes metais na regido espectral entre
200 e 1200 nm.
Fonte: (Le Ru e Etchegoin, 2009)

1.1.1. Nanoprismas

Entre os diversos tipos de nanoparticulas de prata, 0 nanoprisma apresenta
propriedades plasmonicas que podem ser adaptadas em toda a regido do visivel e infravermelho
proximo, além de apresentar aplicagdes promissoras para catélises, sensores e biomedicina (Sun
e Xia, 2003; Zhang et al., 2009; Zeng et al., 2010; Gao et al., 2012). O primeiro trabalho de
sintese de nanoprismas de prata foi publicado por Jin et al. em 2001, no qual eles reduziram a

prata através de um metodo fotoquimico. Em 2005, Métraux e Mirkin propuseram um novo
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método de sintese, a partir da mistura de nitrato de prata, boroidreto de sodio,
polivinilpirrolidona (PVP), citrato de sodio, e perdxido de hidrogénio a temperatura ambiente.

Em 2003, Kelly et al. simularam nanoparticulas de prata de diferentes tamanhos e
formatos através da aproximacéo de dipolo discreto. Neste trabalho, eles simulam a excitacdo
de uma Unica esfera de prata com radiacdo em 369 nm e observam a intensificacdo do campo
elétrico nas proximidades da particula em 50 vezes. Enquanto isso, um nanoprisma triangular
com 100 nm, € excitado em 770 nm e intensifica 500 vezes o campo elétrico na ponta do
triangulo. Do ponto de vista da espectroscopia SERS, quanto maior a intensificacdo do campo
elétrico local, melhor o substrato. Pesa contra os prismas triangulares o fato da maior
intensificacdo do campo ocorrer em uma regido superficial muito menor quando comparada as

esferas.

Desde entdo, diversos métodos para a producdo de nanoprismas tem surgido na
literatura, os quais podem ser divididos entre métodos fotoquimicos e métodos térmicos
(também chamados de métodos por reducdo quimica). Kilin et al. (2008) realizaram célculos
de estrutura eletrdnica, os quais indicaram que o &cido citrico adsorvia na superficie (111) mais
intensamente do que na superficie (100). Outra informacdo importante foi evidenciar que o
grupo carboxilico era o responsavel pela preferéncia da superficie (111). Em 2012, Tsuji et al.
demonstraram que tdo importante quanto sua afinidade pela superficie (111), era sua capacidade
de proteger esta regido da acdo oxidante do H202. Eles demonstraram tal funcdo através da
oxidacdo de nanoparticulas de prata (esferas, bastdes, cubos e bipiramides) que levaram a
posterior formacdo de primas. Em 2014, Yu et al. reportaram em seu trabalho que este método
de reducdo quimica € essencialmente uma sintese fotoquimica modificada pelas propriedades
do H20.. Além disso, mostrou também que, tanto a luz, quanto o oxigénio dissolvido sédo
essenciais para a sintese, enquanto o H2O» torna o tempo para formagéo de nanoprismas muito

menor.

1.2. RAMAN

O fendmeno de espalhamento Raman foi observado pela primeira vez pelo indiano
Chandrasekhara Venkata Raman em 1928 (Raman e Krishnan, 1928). Este espalhamento é
gerado a partir de uma fonte que pode (ressonancia) ou nao levar a molécula para um estado
excitado. A partir disso, a maior parte das moléculas ira emitir um féton de mesma energia e

voltar ao estado eletronico e vibracional original, por outro lado, uma pequena parte das
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moléculas iré voltar para o nivel eletrénico fundamental, porém de energia vibracional mais
elevado e, por isso, emitird um foton com energia menor que a do féton incidente,
caracterizando assim o espalhamento inelastico Stokes. A diferenca de energia entre o féton
incidente e o féton espalhado é justamente a diferenca de energia entre 0s niveis vibracionais
da molécula. Dentre todos 0s processos que podem ocorrer na molécula, o espalhamento Raman
tem uma eficiéncia muito pequena, 10%° — 10 cm2.molécula™® (Kneipp et al., 1999). Ou sgja,
a ineficiéncia intrinseca do processo leva a limitagcdes, como, por exemplo, a necessidade de

altas concentracdes para a obtencdo do espectro de espécies em solucéo.

Apesar da espectroscopia de espalhamento Raman e a espectroscopia de absor¢ao
na regido do Infravermelho serem espectroscopias vibracionais, ambas envolvem fendmenos
diferentes, espalhamento inelastico de fotons e absorcdo de fétons com transicdes vibracionais
respectivamente, e por isso regras de selecdo diferentes. Na equagdo 2 tem-se a descri¢do
classica da intensidade do espalhamento Raman:

IR - NI()O-RdZ (2)

Sendo N o numero de moléculas em que ocorre o espalhamento Raman, lo a
intensidade da radiacdo incidente, o a secdo de choque Raman e dz o caminho Optico
(Mccreery, 2000). A forma como a expressao é enunciada permite afirmar que a intensidade

esta diretamente relacionada a secdo de choque. A oy, por sua vez, esta relacionada a &Z/SQ'

que é a variacdo da polarizabilidade associada ao deslocamento da coordenada Q em torno da
posicdo de equilibrio. Polarizabilidade pode ser enunciada como a facilidade de ocorrer a
reorganizacdo dos elétrons na molécula sob influéncia a de um campo elétrico externo (Le Ru
e Etchegoin, 2009). A partir destas novas informagdes, a intensidade Raman pode ser reescrita

para explicitar sua relagdo com o modo de vibracéo (Equacéo 3).

4
Ig = li(Uo + Uj) .U]Z'Q]Z 3)

Onde, p ¢ uma constante, v, € a frequéncia da radiacdo excitante, v; € a frequéncia
da radiacao espalhada, j € o nimero quantico vibracional do estado j e ¢; € 0 momento de

transicdo de um dipolo induzido.

A baixa secdo de chogue Raman faz com que sejam necessarias uma grande
quantidade de moléculas no volume analisado para obtencdo do espectro. Em virtude desta

situacdo o espalhamento Raman intensificado por superficie aparece como alternativa que
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permite o estudo de monocamadas moleculares adsorvidas em superficies nanoestruturadas dos

metais de cunhagem (Ag, Au e Cu) (De Faria, Temperini e Sala, 1999).
1.3. SERS

O espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS) foi descrito pela
primeira vez na literatura por Fleischman et al. (1974) durante o estudo de moléculas de piridina
adsorvidas em eletrodo de Prata. A intencdo inicial era aumentar o nimero de moléculas
adsorvidas através da preparacao da superficie do eletrodo de Ag. Ao fazerem esta preparacéo,
foi observado que os espectros obtidos apresentaram uma relagao sinal ruido significantemente
melhor. A principio, essa melhoria foi atribuida ao aumento da area superficial, porém trabalhos
posteriores mostraram que a intensificacdo era maior do que o seria esperado se houvesse
apenas um aumento do tamanho da area superficial (Creighton, Blatchford e Albrecht, 1979).
O tratamento dado ao eletrodo de prata levaria a intensificacio do espectro na ordem de 102
vezes, enquanto que a intensificacdo observada pelo experimento atingia valores da ordem de
10° vezes. Posteriormente a descoberta, foram publicados diversos trabalhos que procuraram
explicar os processos envolvidos na intensificacdo do espectro (Moskovits, 1982; De Faria,
Temperini e Sala, 1999; Hao e Schatz, 2004; Otto, 2005; Itoh et al., 2011; Mcnay et al., 2011).

Dentre os diversos modelos propostos, destacam-se 0 eletromagnético e o quimico.
No primeiro, a intensificacdo ocorre a partir da intensificacdo do campo eletromagnético
proximo a superficie do metal através da ressonancia com o plasmon de superficie. Este
fendmeno afeta tanto a radiacdo incidente, quanto a radiacdo espalhada (Douketis et al., 2000).
O campo elétrico pode ser intensificado em E*, E é o campo elétrico local, em determinadas
condigdes (Aroca, 2006). A equacdo 4 mostra a relagéo entre a intensidade do sinal SERS
(Isers(vs)) com o numero de moléculas espalhadoras (N), a intensidade da radiagdo excitante
(I(vp)), o campo elétrico da radiacdo excitante (E(vL)), o0 campo elétrico da radiacdo espalhada

(E(vs)) e a se¢do de choque Raman da molécula (oRags).

Isgrs(Us) = N.I(W)IEW)IPIE(s)|?0lys  (4)

Este mecanismo é fundamental para o SERS, pois a ressonancia do plasmon é
necessaria para observacdo do fendmeno, em outras palavras, na auséncia da ressonancia ou de
superficies metélicas com tal propriedade, o efeito ndo é observado (Aroca, 2006). Nesse
modelo a intensificagdo ocorreria mesmo que o analito ndo estivesse ligado quimicamente a
superficie, sendo necessario apenas que a molécula estivesse proxima a nanoparticula, além

disso, 0 espectro obtido deveria ser semelhante ao espectro Raman da molécula. Os “hot spots”
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estdo diretamente associados a este modelo, pois nestas regides estdo ocorrendo o acoplamento
de plasmons, ou ainda, a contribui¢do da intensificacdo do campo de duas particulas ou mais,

gerando fatores de intensificagio maiores (10'?) (Le Ru e Etchegoin, 2009).

O modelo quimico envolve modificagBes na polarizabilidade da molécula resultante
da interacdo da molécula espalhadora com a superficie. Neste caso, a interacdo quimica entre a
superficie e a molécula é essencial e os espectros podem apresentar um perfil completamente
diferente daquele obtido para o espectro Raman normal da molécula em solugdes aquosas.
Mudangas observadas na comparacao entre o espectro Raman normal e SERS podem estar
associadas com a geometria de adsorcao, provocando deslocamentos das bandas, mudancas nas
intensidades relativas e intensificacdo de bandas atribuidas ao grupo que interage com a

nanoparticula.

Os modelos de transferéncia de carga assumem que a adsor¢do de espécies
moleculares em superficies metélicas causa uma perturbacdo nos estados eletrénicos do
adsorbato, alargando a distribuicdo energética dos niveis eletronicos. Considerando a molécula
adsorvida a superficie, tem-se que a energia do nivel de Fermi encontra-se entre os estados
ocupado de maior energia (HOMO) e o primeiro excitado desocupado de menor energia
(LUMO). A transferéncia de carga ocorre entre o nivel de Fermi e 0o LUMO, onde ha a formacao
de uma retroligacao 7 através dos orbitais envolvidos. Excitando-se o sistema com a linha laser
em ressonancia com a banda de transferéncia de carga, tem-se a intensificacéo do efeito quimico
(Figura 2).
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Figura 2 — llustragéo dos orbitais moleculares e da banda de valéncia da nanoestrutura.
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Fonte: (Aroca, 2006)

Em 2009, Morton e Jensen publicaram um trabalho de simulagdo computacional
para estudar a efeito quimico no espectro da piridina e alguns derivados adsorvido em um
nanoparticula de prata de 20 a&tomos. A partir da analise dos resultados, eles puderam perceber
que a intensificacdo ndo aumenta com o aumento da carga transferida da molécula para a
superficie. Na verdade o aumento na intensificacdo tem relacdo direta com a diferenca
energética entre o nivel de Fermi do metal e 0 LUMO. Quanto maior a estabilizacgdo HOMO-
LUMO, ou ainda, quanto maior a possibilidade de formacdo de retroligacdo m, maior
intensificacdo pelo efeito quimico (Figura 3). Um modelo foi elaborado a partir dos resultados
obtidos, o qual foi verificado utilizando resultados experimentais de outras moléculas e enfim

pode-se perceber uma correlagéo significativa entre modelo e experimento.
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Figura 3 —Diagrama para representacdo dos orbitais.
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Legenda: Em vermelho a contribui¢do do orbital molecular para formagéo dos novos orbitais do
complexo e em azul a contribui¢do da nanoparticula.
Fonte: (Morton e Jensen, 2009)

Foram relatados até aqui dois mecanismos que sdo utilizados para explicar o efeito
SERS. O mecanismo eletromagnético e 0 mecanismo quimico até entdo eram tratados de forma
separadas, porém diversos fatores tém mostrado a necessidade de uma teoria mais completa que
possa explicar os diversos aspectos do efeito Raman. Em um trabalho de 2012, Lombardi e
Birke partem dos primeiros principios para a obtencdo de termos que envolvam os diferentes
mecanismos de intensificagdo. Foi obtido uma expressdo associando os termos relacionados ao
plasmon e a transferéncia de carga, sem adi¢cdo de qualquer termo apenas por experiéncia
pratica. As regras de selecdo geradas sdo similares as propostas anteriores e preveem

corretamente as intensidades relativas do espectro SERS de alguns casos em estudo.

1.4. MODIFICACAO DE SUPERFICIES METALICAS POR MERCAPTANAS

As monocamadas automontadas (SAM — self-assembled monolayers) podem ser
definidas como filmes formados por moléculas organicas que se organizam espontaneamente
sobre uma superficie (Benites et al., 2014). A modificacdo de superficies por SAM permite
diversas aplicaces como construgdo de sensores (ou biosensores) orgéanicos e inorganicos,
protecdo contra corrosdo e o controle de propriedades fisico-quimicas e microeletrénica
(Rubinstein et al., 1988; Chaki et al., 2001; Chaki e Vijayamohanan, 2002; Eckermann et al.,



25

2010; Newton et al., 2013). O inicio da proposta de modificacdo das superficies remonta a
década de 80 e até hoje diversos aspectos basicos permanecem obscuros, por outro lado, o
desenvolvimento de novos materiais levou esta ideia até as estruturas nanométricas (Nuzzo,
Zegarski e Dubois, 1987; Newton et al., 2013). Na década de 90, os estudos conduzidos
utilizavam, predominantemente, uma superficie estendida de ouro e um tiol (R-SH, onde R é
um grupo alquila) para modificacdo da superficie e construcdo das SAM, contudo, na ultima
década, o grafeno surgiu como outra superficie passivel de ser modificada pelas SAM
(Gronbeck, Curioni e Andreoni, 2000).

A formacdo de SAM de mercaptanas em nanoparticula de ouro permite a particula
adquirir boa estabilidade, evitando a agregacdo, obtencdo de espectros SERS e controlar o
carater de hidrofobicidade ou de hidrofilicidade. Além disso, a modificacdo da superficie das
nanoparticulas pode ser usada para imobilizacdo de diferentes moléculas em superficies
metalicas, como por exemplo a adsorgao de B-caroteno em superficies de prata modificadas por
2-mercaptoetanol (Wehling, Hill e Klockow, 1994; Kuznetsov et al., 1996; Lee, Lee e
Greenbaum, 1997; Tarabara, Nabiev e Feofanov, 1998; Smejkal et al., 1999). A relacdo entre
SAM e biomoléculas sdo inimeras, dentre elas destaca-se a utilizacdo para deteccdo de
pesticidas, deteccdo de sequéncias do DNA com mutagdes génicas ligadas ao cancer em niveis

da ordem nanomolar (Raoof et al., 2011).

Em virtude do grande potencial desta proposta, muitos trabalhos utilizando
mercaptanas em ouro foram realizados para investigar questdes basicas relacionadas a adsor¢do

como:
1 — Quimissorc¢éo ou fisissorgéo.
2 — Adsorcao dissociativa e cisdo da ligagdo S-H.
3 — Sitio de adsorcéo e orientacéo.
4 — Influéncia do comprimento da cadeia.

Apesar de todo o esforgo da comunidade cientifica, ha muito conflito na literatura
envolvendo esses 4 pontos. Pode parecer 6bvia a cisdo da ligagdo S-H para haver a ligagdo com
a superficie metalica, contudo ha trabalhos que relatam a adsor¢do da mercaptana com a ligagéo
S-H intacta (Newton et al., 2013). Outro ponto de conflito esta relacionado ao sitio de adsorcéo,
entre os anos 2000 e 2005 diversos trabalhos de simulagdo computacional concluiram a

adsorcdo via sitio buraco ou ponte em superficies (111) de Au (Gronbeck, Curioni e Andreoni,
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2000; Hayashi, Morikawa e Nozoye, 2001; Yourdshahyan, Zhang e Rappe, 2001; Morikawa et
al., 2002). No entanto, trabalhos mais recentes relatam o sitio em ponte como mais estavel,
além disso, algumas evidéncias experimentais apontam para a adsor¢ao molecular via um Unico
atomo da superficie (Kondoh et al., 2003; Maksymovych et al., 2005; Delrio et al., 2011). Para
entender melhor as diferencas entre 0s possiveis sitios de adsor¢do de uma superficie 111,

visualizar a Figura 4.
Figura 4—Superficie (111) de ouro e 0s possiveis sitios de adsorgéo.

Bridge fcc
hollow AL

-

w4 hep

("‘; \ hollow
“\On top

Fonte: (Fertitta, Voloshina e Paulus, 2014)

A maioria dos trabalhos teodricos envolve a adsorcdo do metanotiol (CH3SH) em

superficie (111) de ouro, pois a DFT ndo descreve bem as interacdes de van der Waals.

Em um trabalho de 2013, Barnard modelou um nanocristal de ouro e investigou a
adsorcdo de mercaptanas em diferentes sitios. A nanoestrutura criada por ela apresentava

superficies (100) e (111) e esta ilustrada na Figura 5.
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Figura 5—Mapa tridimensional da energia de adsorcéo do SCHs.
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Legenda: Nanoparticula de ouro de 3,8 nm.
Fonte: (Barnard, 2013)

A figura 5 resume a conclusdo do trabalho, que encontrou sitios mais favoraveis
nas faces (111), posicOes adjacentes as arestas formadas com as faces (100), seguido pelos
atomos que se encontram nos vértices. Sendo que neste trabalho foram considerados os sitios

em ponte, exceto pelos vértices da nano estrutura (Barnard, 2013).

Em 2003, Kudelski publicou um artigo estudando diferentes mercaptanas, HS-
(CH2)2-X (X = NH2, OH, COOH, CHs e SOsNa), em eletrodo de ouro, prata e cobre através do
efeito SERS (Kudelski, 2003b). Naquele estudo comparativo péde-se observar a mudanca nas
intensidades relativas de bandas associadas aos conférmeros das moléculas adsorvidas, sendo
que, em ouro apresentou intensificagdo menor, por isso menor sensibilidade a mudancas na
conformacdo molecular. A comparagéo entre os substratos metalicos levou a conclusdo que a
prata apresentou maior concentracdo da espécie trans, isto poderia significar seria um suporte
melhor que ouro e cobre, pois o0 grupo terminal estd mais acessivel para interacdo com outras
moléculas. Apesar da estrutura quimica simples, as moléculas se mostraram bastante sensiveis
a densidade de moléculas adsorvidas, ao substrato e ao ambiente quimico. Em um outro
trabalho, Kudelski discute especificamente a adsor¢do do 2-mercaptoetanol em eletrodo de
prata, cobre e ouro (Kudelski, 2003a). Ele faz a atribuicdo dos espectros e diversas
consideracOes a fim de explicar as diferencas observadas entre o espectro Raman do MET

liquido e do SERS. Ele verificou que a mudanca de concentra¢do do MET leva a uma mudanca
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na intensidade relativa entre as bandas das espécies gauche e trans. Tal variacao foi atribuida a
conformac¢ao gauche ocupar “mais espago” da superficie que a molécula na conformagao trans.
Em 2012, Pathem et al. publicaram um artigo discutindo a adsor¢do de uma mercaptana sensivel
a radiacdo ultravioleta, fazendo-a mudar a conformacédo. Tal estudo empregou tanto SERS,
como simula¢do computacional que permitiram monitorar a cinética de fotoisomerizacdo das

moléculas.

Diante das informacdes apresentadas pelos diferentes trabalhos, pode-se perceber o
potencial da proposta de modificacdo de superficies metalicas por mercaptanas, bem como
notar a necessidade de se contribuir com conhecimentos mais basicos para entender a adsor¢éo

e a formacdo de monocamadas em nanoparticulas.

1.5. SERS DO TRP E DE PEPTIDEOS

Os aminodcidos sdo as unidades basicas para construcdo de proteinas e enzimas,
por isso, torna-se fundamental o conhecimento das intera¢6es individuais dos aminoacidos com
nanoparticulas, a fim de ajudar a entender o efeito SERS em estruturas bioldgicas mais
complicadas. Diversos estudos SERS foram conduzidos na literatura sobre o triptofano (L-Trp),
fenilalanina, tirosina, alanina, lisina entre outros (Suh e Moskovits, 1986; Kim, Kim e Suh,
1987; Stewart e Fredericks, 1999; Podstawka, Ozaki e Proniewicz, 2004; 2005; Aliaga et al.,
2009). O L-Trp € uma das principais moléculas que contém o indol presentes na natureza, tal
abundancia faz com que seja precursor de muitos compostos com importancia para os sistemas
bioldgicos como serotonina, niacina e auxina (Fernstrom, 1983; Schaechter e Wurtman, 1990;
Radwanski e Last, 1995; Gollnick et al., 2005).

Na regido do UV, diversas proteinas apresentam bandas de absorcéo e emissao que
séo, geralmente, atribuidas ao L-Trp, tirosina e fenilalanina. O L-Trp apresenta absor¢do em
280 nm e fluorescéncia em 350 nm, por conta destas caracteristicas, diversos trabalhos
empregando a técnica Raman, com excitacdo na regido do UV, tém sido realizados desde a
década de 80 (Rizzo et al., 1985; Rizzo et al., 1986; Sipior et al., 1987; Sipior e Sulkes, 1988).
A partir destes diversos estudos, foi possivel estabelecer relagbes diretas entre bandas do
espectro Raman com conformac&o (1550 cmY), carater de hidrofobicidade (1360/1340 cm™) e
ligacdo de hidrogénio (878 e 1490 cm™) (Takeuchi, 2003). Em 2010, um estudo tedrico e

experimental sobre o triptofano em meio aquoso foi publicado por Hernandez et al. Ao contrario
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de outros trabalhos, que simulavam o espectro da molécula em estado gasoso, a investigagdo

na presencga de moléculas de 4gua para melhor aproximagéo com o espectro experimental.

Os primeiros trabalhos estudando a adsor¢do do L-Trp em prata por SERS foram
realizados no fim da década de 80 por Kim et al., contudo, menos de dez bandas foram
analisadas e estudadas (Kim, Kim e Suh, 1987; Lee, Suh e Kim, 1988). Eles mostraram
significante intensificacdo das bandas atribuidas ao estiramento simétrico do COO™ e
estiramento C-COO, concluindo que a adsor¢do da molécula ocorre tanto pelo grupo
carboxilato quanto pela amina. O estudo SERS da glicina e da alanina em coloides de prata foi
realizado por Suh e Moskovits (1986). Apds algumas mudangas de pH, os resultados obtidos
indicaram que os aminoacidos possuem o NH> e o carboxilato adsorvendo a superficie de prata.
Herne et al. (1991) estudaram dipeptideos e também atribuem a adsorcdo a superficie de prata
ao NH> ao invés do NHs3". Chuang e Chen (2009). apresentaram um trabalho mais completo
para atribuicdo do espectro SERS do L-Trp em prata, contudo, eles obtiveram concluses

semelhantes aos trabalhos anteriores quanto ao sitio de adsorcdo da molécula.

Os primeiros trabalhos com nanoparticulas foram realizados em prata, em ouro o0s
estudos sdo mais recentes, por exemplo, o trabalho de Tu et al. (2010) que estuda o L-Trp e
outras moléculas que possuam o anel indol através do efeito SERS. Naquele estudo observa-se
0 deslocamento de diversas bandas associadas ao anel inddlico para menor energia, a
justificativa proposta envolve a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre a superficie e a
molécula. Em 2015, Hussain e Pang observaram a mudanca do perfil espectral do Trp em
nanoparticulas de ouro de acordo com o método de sintese utilizado como substrato. Naquele
trabalho foram sintetizados dois coloides, em um deles o sal de ouro foi reduzido por citrato,
enquanto o outro por boroidreto de sédio. Foi observado por eles, que o L-Trp adsorve em
coloide reduzido por citrato através da amina protonada, mantendo o anel perpendicular a
superficie. Ha de se destacar o mesmo comportamento observado no trabalho de Tu et al.
(2010), onde as bandas do anel se mostram mais deslocadas para menor energia quando
comparadas ao SERS em prata e ao Raman. Por outro lado, em nanoparticulas sintetizadas na
presenca de boroidreto, a adsor¢do do aminoacido ocorre principalmente via os elétrons © do
anel indol. Em outro trabalho, Lopez-Tobar et al. (2015) estudaram os sitios de adsor¢do da
Somatostatina (peptideo formado por 14 aminoacidos) em nanoparticulas metalicas através da
espectroscopia SERS. Em prata, eles concluem que a adsorcdo se da através de par ibnico entre
o cloreto, presente na superficie da nanoparticula de prata, e o grupo NHs" da lisina. Em ouro,

ha a intensificacdo de bandas associadas ao L-Trp e o surgimento de uma banda em 253 cm'?
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que pode ser atribuida a formacg&o de uma ligacdo Au-N. Aquele foi o primeiro trabalho a propor
a adsor¢do do L-Trp em ouro através da coordenacao pelo nitrogénio do indol.

Em virtude das potencialidades da associacdo entre nanoparticulas e biomoléculas
e da caréncia de informacdes basicas sobre estrutura e afinidade com superficies metalicas, este
trabalho tem por objetivo estudar aminoacidos e peptideos que contenham L-Trp para

estabelecer padrbes que possam ser utilizados em sistemas mais complexos.
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2. OBJETIVOS

O trabalho tem por objetivo o estudo das adsor¢des de triptofano e oligopeptideos
derivados de triptofano através de técnicas espectroscopicas SERS e LSPR, bem como
investigar a modificacdo de nanoparticulas de prata com 2-mercaptoetanol através de
experimentos SERS, LSPR e por célculos ab initio.

Os objetivos especificos sao:

Sintese e otimizacdo de nanoprismas triangulares de prata com tamanho controlado

para obtencdo de ressonancia na regiao espectral do vermelho-infravermelho préximo;

Preparagdo e otimizacdo de filmes finos de prata sobre substratos de vidro e de

silicio para utilizagdo como substrato SERS na regido do infravermelho proximo.

Estudo por espectroscopia SERS da interacdo entre o Trp e oligopeptideos
derivados de Trp em nanoparticulas de prata ou ouro para determinar sitio de adsorcdo bem

como a influéncia dos diferentes ambientes quimicos no espectro do Trp.

Estudo tedrico da interacdo entre a superficie 111 de prata e o 2-mercaptoetanol

para determinacao do sitio de adsorcdo e conformacéo preferencial.
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3. METODOLOGIA
3.1. EQUIPAMENTOS

Espectrometro SENTERRA Bruker com radiagdo excitante em 532, 632,8 e 785

nm.

Espectrometro FT-Raman Bruker RFS 100 equipado com laser Nd:YAG com
radiacdo excitante em 1064 nm.

Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UVPC 1800 na faixa de 190 a 1100 nm

Microscopio eletronico de varredura de alta resolu¢do (FEI), modelo Magellan
400L. (INMETRO/RJ)

3.2. REAGENTES:

Nitrato de prata (> 95%; Sigma-Aldrich), acido tetracloroaurico (>99%; Sigma-
Aldrich), sulfato de cobre (> 99%), Polivinilpirrolidona (PVP) (PM=40000; > 99,5%; Sigma-
Aldrich), citrato de sodio (> 99%), boroidreto de sddio (> 99%; Sigma-Aldrich), peréxido de
hidrogénio (> 30% Vetec), 2-mercaptoetanol (MET) (> 99%; Sigma-Aldrich), L-triptofano (L-
Trp) (= 98%; Sigma-Aldrich), alanina-triptofano (Ala-Trp) (> 99%; Sigma-Aldrich),
triptofano-glicina (Trp-Gly; Sigma-Aldrich), pirroglutamina-lisina-triptofano-alanina-prolina
(P5) (95%; Sigma-Aldrich), triptofano-histidina-triptofano-leucina-glutamina-leucina (P6)
(Sigma-Aldrich),  4-mercaptopiridina  ~ (MPy) (>  95%;  Sigma-Aldrich),  3-
(aminopropil)trimetoxisilano (APTMS) (> 97%; Sigma-Aldrich), acido cloridrico, &cido nitrico

e 4gua deionizada.

3.3. LIMPEZA DAS VIDRARIAS

Primeiramente, todas as vidrarias foram limpas com agua régia (mistura de HCl e
HNOs3, na proporgéo 3:1), a seguir elas foram lavadas com agua deionizada diversas vezes, a
fim de remover o0 excesso de agua régia. Por ultimo, as vidrarias volumétricas foram deixadas
para secar a temperatura ambiente, enquanto que as demais foram expostas ao aquecimento.

Este processo foi realizado para todas as sinteses e sempre no dia anterior ao experimento.
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3.4. SINTESE DE NANOPRISMAS DE PRATA 1, 2 e 3 (AgNP1, 2 E 3)

As sinteses foram baseadas no trabalho de Tsuji et al. (2012). O coloide AgNP1 foi
preparado pela mistura de solugdes aquosas de AgNOs (0,1 mM, 50 mL), citrato de sodio (30
mM, 3 mL), H202 (30% m/v, 120 uL) e NaBH4 (100 mM, 280 pL). Inicialmente, foram
adicionados ao erlenmeyer a solucdo de nitrato de prata, citrato e peréxido de s6dio. Um
agitador e uma barra magnética foram utilizados para garantir a homogeneidade do sistema. Por
ultimo, a solucdo de boroidreto (100 mM, 280 pL) foi adicionada ao erlenmeyer e entdo a reacéo
foi iniciada. Inicialmente, observou-se que o coloide era amarelo, com o avanco da reacéo,
passou para um amarelo palido e enfim ocorreu uma evolucao gradativa da coloragdo, passando
pelo laranja, vermelho e terminando em azul. A reacdo permaneceu sob agitacdo até 30 minutos
depois da adicdo do NaBHas. As concentragdes finais dos reagentes AgNOs, citrato de sodio,
H20. e NaBH4 foram respectivamente 0,094; 1,70; 2 e 0,528 mM.

O coloide AgNP2 foi sintetizado de forma semelhante ao AgNP1, porém
adicionando-se 3 mL de uma solu¢cdo 30mM de PVP, antes da adi¢céo de boroidreto de sodio a

mistura.

O coloide AgNP3 foi preparado de maneira semelhante ao AgNP1. A Unica

mudanga consiste na realizagdo da sintese sob banho de gelo (~4°C).

Tanto no coloide AgNP2 quanto no coloide AgNP3, inicialmente ha o surgimento
de uma coloracdo amarela que modifica-se com o avango da reacdo e por fim atinge um tom de

vermelho.
3.5. SINTESE DE AgNP’s SOB TEMPERATURA CONTROLADA (AgNP 4,5,6¢e7)

Os coloides AgNP 4, 5, 6 e 7 possuem um procedimento sintético semelhante ao
AgNP1. Todas as quatro sinteses podem ser divididas em duas etapas, na primeira sdo formadas
as nanoparticulas esféricas de prata, enquanto na Ultima ocorre a reacdo com o peroxido e

formagéo dos prismas.

A primeira etapa consiste na mistura de solugdes aquosas de AgNO3z (50mL, 0,1
mM) e citrato de sodio (3 mL, 30 mM). O NaBHa4 (280 pL, 100 mM) foi adicionado sob agitagdo

magnética, formando um coloide precursor aos prismas, o qual possui cor amarela.

Na segunda etapa, retirou-se o erlenmeyer da agitacéo e foi transferido para um
banho ultratermostatico, o qual ja se encontrava com a temperatura ajustada em 5, 10, 27 e 40

°C para os respectivos coloides 4, 5, 6 e 7. O coloide foi deixado no banho por 30 minutos para



34

a promocao do equilibrio térmico. Depois deste periodo, uma solucdo aquosa de H2O2 (120 uL,
30% m/v) foi adicionada. Somente ap6s outros 30 minutos, os erlenmeyers foram removidos
do banho e os coloides armazenados em recipientes de vidro com tampa em ambiente
refrigerado. Ao fim da reacdo, verificou-se que as suspensdes coloidais apresentaram diferentes

cores entre si.

3.6. CRESCIMENTO CONTROLADO DOS NANOPRISMAS (AgNP8)

Esta sintese foi realizada em trés etapas. As duas primeiras sdo equivalentes a
AgNP6 (Descricdo no item anterior), ou seja sintetizou-se um novo coloide a temperatura de
27°C. A suspensdo foi deixada por 24 horas em ambiente refrigerado para eliminar o H20>

residual, e entdo foi realizada a etapa a seguir.

Misturou-se 50 mL do coloide equivalente ao AGQNP6 com 25 mL de uma suspensao
coloidal contendo pequenas esferas de prata (coloide amarelo sintetizado na primeira etapa do
procedimento anterior). Transferiu-se o erlenmeyer para o banho ultra termostatico, deixando-
0 por 30 minutos a 27°C para promover o equilibrio térmico. Por ultimo, foi adicionado o H20>
(120 pL, 30% m/v). Deixou-se a sintese ocorrer por 30 minutos, entdo removeu-se do banho e

armazenou-se em um frasco de vidro sob ambiente refrigerado.

3.7. SINTESE DO COLOIDE AgNPC (NANOESFERAS)

Esta sintese foi baseada no trabalho de Creighton et al. (1979). Preparou-se uma
solugéo aquosa de NaBH4 (30 mL, 2 mM) e adicionou-se, gota a gota, uma solucdo aquosa de
AgNOs (10 mL, 1 mM) sob agitacdo magnética. Apos a adigdo, a suspensdo coloidal foi deixada
sob agitacdo por mais 30 minutos, a fim de garantir o término da reacdo. Posteriormente, as
nanoparticulas foram transferidas para um recipiente de vidro com tampa e armazenadas na

geladeira.

3.8. SINTESE DE NANOPRISMAS DE PRATA DOPADOS COM COBRE. (AgCuNP)

As solugdes aquosas de AgNOs (0,1 mM, 50 mL), citrato de sodio (30 mM, 3 mL),
H202 (30% m/v, 120 puL) e CuSO4.5H20 (0,63mM, 200 pL) foram adicionadas a um erlenmeyer

e homogeneizadas com o auxilio de um agitador. Por Gltimo, 0 NaBH4 (100 mM, 280 uL) foi
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adicionado a solugéo e entdo a reacdo foi iniciada. O coloide adquiriu cor azul ao fim de 30
minutos apos a insercdo do boroidreto no meio reacional. A sintese foi realizada sob agitacéo

magnética e ao fim foi transferida para um frasco com tampa. (Tsuji et al., 2013)

3.9. SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO (AuNP)

Preparou-se 0 volume de 62,5 mL da solucdo de HAuCIls (5.10“*M), o qual foi
transferido para um erlenmeyer. O erlenmeyer foi levado a um banho, o qual foi aquecido até
gue o termbmetro indicasse 80 °C e foi mantido nesta temperatura durante toda a reacdo. A
partir do momento que a temperatura foi estabilizada, adicionou-se 7 mL da solucéo de citrato
de sodio (1% m/v). A mistura reacional permaneceu sob aquecimento por 1 hora apds observada
a mudanca da coloracdo de incolor para vermelho, a qual é caracteristica da formacgdo de

nanoparticulas esféricas de ouro. (Frens, 1973)

3.10. CONSTRUCAO DOS FILMES FINOS DE PRATA

Os filmes finos foram elaborados seguindo os procedimentos de Brito-Silva (2011).
Como substrato de vidro foram utilizadas laminulas de vidro cortadas. Apos a limpeza realizada
com agua régia, estes substratos foram imersos em uma solucéo formada por APTMS e tolueno
30% em volume. Apo6s 12 horas, as laminas foram lavadas com etanol 99,99% e colocadas para
secar em uma estufa a 100 °C por 30 minutos. Por Gltimo, a l[dmina permaneceu imersa no
coloide AgNP1 por 24 horas. Antes de armazenar, as laminas foram lavadas com agua

deionizada.

3.11. ESPECTROS UV-VIS DAS SUSPENSOES COLOIDAIS E FILMES FINOS.

Este experimento foi realizado para todos as AgNPs a fim de se saber onde se
encontrava a ressonancia da banda LSPR e avaliar a dispersdo de tamanhos. Os espectros foram
obtidos em um Espectrémetro UV-VIS da Shimadzu mod.: UV-1800 com o auxilio de uma
cubeta de quartzo com caminho oOptico de 5 mm, na qual foi adicionada uma aliquota de 2mL
das AgNPs.
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No caso dos filmes finos, colocou-se uma lamina de vidro em uma cubeta de
quartzo e obteve-se o espectro da lamina sem modificagdo. O espectro da lamina modificada

foi obtido da mesma forma.

3.12. ESPECTROS UV-VIS DE AgNP8 EM PRESENCA DE MET.

Os espectros foram obtidos misturando-se uma aliquota de 1 mL do coloide com 1
mL da solugdo de MET. As solugdes originais de MET possuiam concentragdes de 2.10™ mol.L-
12.10% mol.L e 2.107" mol.L™* para obter a concentrac&o final de 1.10* mol.L%, 1.10°° mol.L-
1 ¢ 1.107 mol.L, respectivamente. O espectro nomeado apenas por AgNP8 foi obtido

misturando-se 1 mL de coloide a 1mL de &gua deionizada.

3.13. ESTUDO CINETICO DE ADSORCAO DE DIFERENTES ESPECIES QUIMICAS
NA SUPERFICIE DAS AgNPs.

O procedimento, a seguir, foi adotado para estudo da cinética de adsor¢do do KCI
e do D-Trp em nanoprismas de prata. Primeiro, misturou-se uma aliquota de 1 mL do coloide
com 1 mL da solucdo do composto de interesse, e entdo os espectros foram obtidos em

intervalos de tempos regulares.

3.14. MICROSCOPIA DAS NANOPARTICULAS (AgNP1, AgNPC, AgCuNP)

Em todos os casos, as medidas de microscopia foram realizadas em parceria com o
Inmetro. Para obtencdo destas imagens foi utilizado um microscépio eletrénico de varredura
FEG-SEM de alta resolugé@o da marca FEI. O procedimento de preparacdo da amostra consiste
em centrifugar o coloide; remover o sobrenadante; adicdo de agua até completar o volume
original; ressuspensédo das nanoparticulas com auxilio de um banho ultrassénico. Este ciclo de
centrifugacgdo e redispersdo foi realizado 3 vezes. Apds este processo, foi realizada a diluicéo
do coloide, até que a cor do mesmo se tornasse pouco intensa, quase incolor. Com uma
micropipeta, coletou-se 100 uL do coloide diluido. Descartou-Se a primeira gota e a segunda
foi colocada sob um substrato de silicio, o qual foi levado a estufa a vacuo para remocdo do

excesso de agua.
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3.15. ESPECTROS SERS DE DIFERENTES ADSORBATOS EM SUSPENSOES
COLOIDAIS E EM FILMES FINOS.

Todos os experimentos SERS foram realizados baseando-se no trabalho de Darby
e Le Ru (2014). Isto é, resumidamente, todos os adsorbatos foram adicionados em igual
proporcdo ao volume de coloide. Misturou-se 200 pL do coloide ¢ 200 pL da solugdo do
adsorbato em um microtubo e entdo o espectro foi obtido. Todas as concentracdes indicadas

nos resultados se referem as concentracdes finais.

A obtencdo de espectros SERS na presenca dos nanoprismas de prata sé foi possivel
apos a remocdo do excesso dos estabilizantes como descrito a seguir. Primeiramente, foi
realizado a centrifugacdo do coloide a 8000 rpm durante 30 minutos, removeu-se 0
sobrenadante e ressuspendeu-se o coloide para 0 mesmo volume original, auxiliado por um
banho ultrassénico. Este processo foi repetido mais duas vezes, e s entdo misturado ao
adsorbato em estudo. Utilizou-se o FT-Raman (linha laser 1064 nm e poténcia de 100 mw) para

obtencdo de espectros SERS com 0s nanoprismas.

O coloide AgNPC permitiu a utilizacdo da linha laser 532 nm como 633 nm do
SENTERRA para obtencdo de espectros SERS. Por outro lado, 0s espectros na presenca de
nanoparticulas de ouro foram obtidos somente com a linha de excitagdo em 633 nm do
SENTERRA. As poténcias variaram conforme a situa¢do, mas se encontram entre 2 e 5 mw.

Para os filmes finos, foi realizada a imersao do filme fino de prata em uma solucgéo
de 4-MPy 10 M por 30 minutos. A seguir, lavou-se o filme fino com agua deionizada, que foi
levado para secagem em uma estufa a vacuo. Neste caso foi utilizada a radiacdo de 785 nm.

3.16. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Nesta dissertacdo utilizou-se o pacote Quantum Espresso, que é caracterizado por
ser um software livre, possuindo diversas ferramentas Gteis, dentre as quais destacam-se o
calculo de energia total, densidade de carga, estrutura eletrdnica de solidos e moléculas com
condigdes de contorno periddicas (Giannozzi et al., 2009). No estudo da adsor¢do do 2-
mercaptoetanol foi utilizado o funcional PW91 para descri¢ao do efeito de troca e correlagéo.

O estudo da adsorgao do 2-mercaptoetanol envolveu a construcdo de uma superficie
(111) com 3 camadas atbmicas a fim de simular o efeito do bulk. Uma supercélula 3x3 foi

gerada para garantir que as interagdes entre moléculas vizinhas sejam despreziveis. A partir de
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testes de convergéncia de energia, verificou-se a necessidade de utilizar uma energia cinética
de 80 Ry e amostragem de 6x6x1 tanto em ouro quanto em prata.

As Figuras representando a adsor¢do da molécula nas diferentes superficies

metalicas foram obtidas através da utilizacdo do pacote grafico XCRYSDEN (Kokalj e Causa,
2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo discutidas as sinteses das AgNPs sob diferentes parametros,
formacéo do filme fino, adsorcdo do MET e a obtencdo dos espectros SERS de moléculas de

prova, assim como do Trp e oligopeptideos.
4.1. CARACTERIZACAO DOS AgNPs

Na Figura 6 séo apresentados os espectros UV-VIS de 3 coloides diferentes,
AgNP1, AgNP2 (AgNP1+PVP) e AgNP3 (AgNP1 realizada em banho de gelo). Os dois
primeiros foram preparados em temperatura ambiente. A presenca do PVP na sintese se da a
fim de obter menor dispersédo de tamanhos e formacao preferencial de AgNPs triangulares.
Porém, do ponto de vista de SERS, este reagente pode trazer problemas posteriormente, pois
pode provocar algum tipo de impedimento estérico para a obtencdo dos espectros dos

oligopeptideos de interesse.

Figura 6 — Espectros UV-VIS dos coloides AgNP1, AgNP2(PVP) e AgNP3(Gelo).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Primeiramente, vale definir alguns conceitos para facilitar o entendimento. As
expressdes no “plano” e “fora do plano” foram utilizadas em conforme ao proposto
anteriormente por Kelly et al. em 2003. O espectro UV-VIS do coloide AgNP1 possui a banda
de maior intensidade com méaximo em 687 nm. Esta banda refere-se a transicdo LSPR
(Localized Surface Plasmon Resonance) do prisma no plano (Kelly et al., 2003). Enquanto que

a banda em 332 nm é atribuida ao quadrupolo fora do plano (espessura). O ombro em 460 nm
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pode ser atribuido como uma composicdo de duas bandas que se encontram préximas, o
quadrupolo no plano e o dipolo fora do plano. A coloracéo azul apresentada por este coloide é
justificada pelo maximo da absorcéo na regido do vermelho. Observa-se ainda que as bandas
em 460 e 687 nm apresentam uma largura significante, permitindo concluir que ha grande
dispersdo de tamanhos. Além disso a presenca destas 3 bandas é uma caracteristica tipica de

nanoprismas.

O segundo coloide, AgNP2, apresenta atribuicdo semelhante ao anterior, onde, a
banda em 560 nm € atribuida ao dipolo no plano e a banda em 338 nm é referente ao quadrupolo
fora do plano. A diferenca nos espectros ocorre pela presenca de uma banda em 392 nm que,
provavelmente, é atribuida as particulas nucleadoras de prata. Novamente, observando o
formato da banda pode-se inferir que este coloide ndo possui distribuicdo estreita de tamanho.
Por altimo, o AgNP3 possui 0s mesmos reagentes do primeiro, porém a sintese foi realizada
sob banho de gelo (em torno de 4°C). Por outro lado, as AgNPs apresentaram o0 menor tamanho
médio (maximo da transicdo LSPR deslocado para o azul) dentre as 3 sinteses, que nédo se
mostrou otimizada para a obtencdo de espectros na regido do vermelho e infravermelho
préximo, como o proposto originalmente. A banda em 391 nm ¢ atribuida as pequenas esferas
de prata, enquanto que a banda em 337 nm ¢€ referente a transicdo LSPR do quadrupolo da

espessura dos nanoprismas formados.

A sintese em banho de gelo apresentou a largura da banda LSPR mais estreita do
que os demais, sugerindo menor distribuicdo de tamanho. Contudo, do ponto de vista de
substrato SERS, esta sintese apresenta ressonancia com radia¢des no verde, enquanto que o
maior interesse se da na regido do infravermelho préximo. Além disso, observa-se que a banda
relativa as particulas nucleadoras de prata apresentam uma intensidade muito maior na segunda
e na terceira sintese. Ou seja, 0 rendimento de ambas as sinteses na formacédo de prismas &
menor do que a primeira. Por ultimo, o PVP ndo se mostra um agente tdo importante para
reducdo da distribuicdo de tamanhos, sendo o controle de temperatura muito mais relevante,
por isso ndo se mostra uma sintese interessante, uma vez que ele compete com os adsorbatos

de interesse pela superficie da AgNP.

Na micrografia (figura 7) obtida do coloide AgNP1, pode-se observar a formagao
de prismas triangulares. Por outro lado, € possivel visualizar a presenca de outras formas de
prismas na imagem. A presenca de AgNPs hexagonais seria até esperado devido a rota sintética

utilizada, contudo a grande maioria das AgNPs obtidas ndo sdo de nenhuma forma e nem outra,
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mas uma terceira, a qual pode ser denominada nanodiscos. Sendo assim, pode-se dizer que a

sintese ndo se mostrou eficiente para alto rendimento na formacé&o de prismas triangulares.

Além de formatos bem distintos, a imagem apresenta particulas de tamanhos bem
diferentes, os quais variam de 20 a 100 nm. Fato este, que pode ser relacionado diretamente
com a banda larga obtida no espectro UV-VIS deste coloide, caso contrario a banda seria mais
estreita. De forma resumida, a imagem mostra que a sobreposicao de prismas gera imagens com
diferentes contrastes, por se tratar de uma técnica de microscopia de varredura, este fenbmeno
sO é possivel de ser observado por causa de AgNPs com espessura pequena. Esta caracteristica
pode ser correlacionada diretamente com o experimento de UV-VIS. Quanto maior a razdo de
aspecto, mais deslocada para o infravermelho a banda LSPR do dipolo no plano ird se
apresentar. Tal hipdtese poderia ser corroborada pela realizacdo de microscopias, as quais nao

foram obtidas por motivo de prioridade e disponibilidade.

Figura 7 —Micrografia do coloide AgNPL1.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Sempre que se discute sintese de nanoparticulas, questiona-se a reprodutibilidade
de um método. O estudo espectroscépico a seguir, discute a influéncia da temperatura na
realizacdo da sintese de AgNPs triangulares sob diferentes temperaturas.

Primeiramente h& de se observar que todos os experimentos foram realizados sob

banho ultratermostatico com controle de temperatura capaz de resfriar ou aquecer, com variacao
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de apenas 0,1 °C. Contudo ndo foi possivel haver agitacdo durante o processo de formacgdo dos
prismas.

Foram realizadas 4 sinteses em temperaturas de 5, 10, 27 e 40°C, as quais
apresentaram maximo da banda LSPR (Figura 8) em diferentes comprimentos de onda, bem
como diferentes distribuicdes de tamanho. Contudo, apesar das alteraces, foi possivel observar

as bandas caracteristicas de prismas.

Nos espectros dos 4 coloides observa-se a presenca da banda em ca. 335 nm
referente a transicdo LSPR do quadrupolo fora do plano, caracteristico da presenca de prismas.
As sinteses realizadas em 5 e 10°C apresentam uma banda na regido de 400 nm que €
caracteristica de nanoparticulas nucleadoras de prata. Possivelmente, nestas condi¢cdes as
nanoparticulas precursoras ndo sdo totalmente consumidas pelo H2O> e por isso apresentam esta
banda. Nos espectros dos outros dois coloides, é possivel observar a presenga de um ombro em
torno de 500 nm que é atribuido a uma combinacéo entre o quadrupolo fora no plano e o dipolo
fora do plano. Por ultimo, a atribuicdo das bandas de maior intensidade de cada espectro em

537,5 nm, 614 nm, 709 nm e 818 nm é referente ao dipolo no plano dos prismas.

Figura 8—Espectros UV-VIS dos coloides AgNP4, 5,6 e 7.

—— AgNP4 5°C
—— AgNP5 10°C
—— AgNP6 27°C
—— AgNP7 40°C
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Este conjunto de dados torna clara a importancia da temperatura para a sintese de
AgNPs triangulares de prata. O aumento da temperatura favorece a formacdo de particulas

maiores, ou ainda, coloides que possuem a banda LSPR deslocada para maiores comprimentos
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de onda. Além de favorecer a formacao de particulas maiores, observa-se um alargamento da
banda associada a elevacdo da temperatura. Visualmente, observou-se que a coloracéo
observada ao fim de 30 minutos de sintese foi obtida mais rapidamente pelo coloide em 40°C.
Comparando o espectro UV-VIS do coloide sintetizado a 27°C com 0 AgNP1, observa-se uma
diferenca na distribuigcdo de tamanho, apesar de possuirem o méximo em posi¢des semelhantes.
A largura de banda do coloide sem controle de temperatura € mais estreita enquanto que esta
apresenta-se mais larga. Uma possivel causa de tal comportamento € a presenca da barra
magnética no procedimento experimental da AgNP1 enquanto que a outra ndo possui agitacao.
Como o objetivo deste trabalho envolve a obtencdo de espectros SERS com excitagdo no
vermelho ou no infravermelho préximo, os coloides em temperatura igual ou maior a 27°C

mostram-se mais promissores.

Torna-se claro que o controle de temperatura é fundamental para a reprodutibilidade
de uma sintese, pois a temperatura ambiente do laboratério ndo é controlada, ou seja, em
diferentes épocas do ano pode-se atingir 15°C e em outras 30°C. Realizando-se a mesma sintese,
utilizando os mesmos reagentes, equipamentos e procedimentos em dias diferentes ndo seria
possivel a obtencdo de coloides com caracteristicas semelhantes entre si. Assim sendo, a

temperatura constitui um fator preponderante na sintese de nanoparticulas metélicas.

Outro método utilizado para obtencdo de particulas com ressonancia na regido do
infravermelho préximo foi a adi¢cdo de um coloide precursor & sintese realizada a temperatura
de 27°C (AgNP6) e assim sendo obteve-se um coloide com particulas maiores que as anteriores

(AgNP8), caracteristica evidente nos espectros da Figura 4.
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Figura 9 — Espectros UV-VIS do coloide AgNP8 recém preparado e apds um més

armazenado.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Originalmente, o espectro da AgNP6 possuia um méaximo em torno de 700 nm
(Figura 4), ap6s a adicdo de particulas nucleadoras de prata é possivel observar um
deslocamento da banda para cerca de 780 nm. Outra evidéncia do sucesso do crescimento dos
prismas esta no ombro que estava em torno de 460 nm e agora se desloca para 500nm. Deve-se
observar ainda que a sintese realizada a 40°C (AgNP7) apresenta maximo em torno de 820 nm,
porém a distribuicdo de tamanho, evidenciada pela largura da banda, € menor no coloide
AgNP8. Por ultimo, a analise do espectro obtido cerca de 1 més apds a sintese deixa claro que
este coloide apresentou estabilidade consideravel ao longo do tempo. Caracteristica que pode

ser estendida as demais sinteses.
4.2. ATIVIDADE SERS DO AgNP8

O espectro mostrado na figura 10 foi obtido utilizando o coloide AgNP8 misturado
a uma solugdo de MPy 2x10°M a fim de verificar a atividade SERS do substrato para radiacéo
excitante em 1064 nm. Observou-se que a coloracdo azulada do coloide desapareceu e a
suspensdo tornou-se incolor, ou seja, a presenca da molécula induziu a formacdo de
aglomerados os quais permitiram a criacdo de hot spots (pontos entre duas AgNPs proximas

onde pode-se atingir valores gigantes de campo elétrico induzido por campo elétrico externo).
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Figura 10 — Espectro SERS da MPy (10°M) em AgNP8.
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Legenda: Radiacdo excitante: 1064 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Este espectro foi obtido apenas ap0ds sucessivas centrifugacdes, evidenciando que
as mesmas espécies que garantem a estabilidade do coloide a longo prazo, boqueiam a

superficie e impedem que outras moléculas possam adsorver.

A MPy pode adsorver através do nitrogénio do anel ou através do enxofre. O
espectro SERS é sensivel a esta diferenca na adsorcdo da molécula. A presenca da banda em
1097 cm é considerada determinante para atribuir a adsor¢do da molécula através do atomo
de enxofre. Esta banda € atribuida ao estiramento CS. Enquanto que em 1004, 1581 e 1616 sdo
modos referentes aos estiramentos CC do anel. A intensificacdo da banda em 1616 pode ser
interpretada como um indicativo da protonacdo do nitrogénio (Jung, Kim e Kim, 1997; Hu et
al., 2002).

4.3. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DA ADSORCAO DO MET EM AgNP8.

Nesta secdo serd discutida a adsorcdo do MET em AgNP utilizando a
espectroscopia SERS e Raman. Primeiramente, obteve-se o espectro Raman da molécula de
interesse em seu estado liquido (Figura 11). Neste espectro as bandas mais intensas sdo assim

atribuidas: 665 cm™ v(CS) da conformagéo gauche, 761 cm™ ao v(CS) da conformagdo trans,
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1016 cm™ ao v(CCO), 2556 cm™ v(SH) e 2933 cm™ ao v(CH). O estiramento CS da molécula
é sensivel a conformagdo assumida por ela, neste experimento podemos observar a presenca
dos dois isdmeros rotacionais na fase liquida. Contudo, ao se comparar 0 espectro Raman do
liquido com os espectros SERS obtido em coloide de prata, nota-se a mudanca no perfil dos
espectros gerado pela auséncia da intensificagio das bandas em 2566 e 2933 cm™, bem como a
mudanca na razdo de intensidade entre as bandas das diferentes conformagdes.

Figura 11 — Espectros Raman e SERS do MET.

g ‘—Raman Solucéo 10'3M‘
=]
C
©
£
&
- |— SERS MET 10-3M R
-O P
©
T
%)
S | —SERS MET 10-6M
£
'— SERS MET 10-7M| /v_/f_—/\
R e
T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de Onda / cm™*

Legenda: Todos os espectros foram obtidos sob a radiacdo excitante de 1064 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A auséncia da banda em 2566 cm™ no espectro das espécies proximas a superficie
indica a formacdo da, ja esperada, ligacdo coordenada entre o metal e enxofre desprotonado.
Por outro lado a banda referente ao v(CH) ndo desaparece, mas se mostra muito pouco intensa
no espectro, o que € um perfil tipico deste modo na espectroscopia SERS. Por ultimo, o espectro
do MET em solucdo aquosa ndo apresenta bandas do composto e, desta forma, torna claro a

intensificacdo provocada pela presenca das AgNPs (Kudelski, 2003a).

Na figura 12 reduziu-se a faixa do espectro para enfatizar as bandas associadas a
conformagdo do adsorbato. Ambas as bandas apresentaram deslocamento comparando-se 0
espectro Raman (665 e 761 cm™) com o SERS (632 e 723 cm™). Este fato pode ser atribuido &
ligacdo do atomo de enxofre com a superficie metalica, formando um complexo de superficie.

Como ocorreu um deslocamento para menores nimeros de onda, pode-se inferir que houve uma
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reducdo na densidade eletronica da ligacdo C-S (Tarabara, Nabiev e Feofanov, 1998; Kudelski,
2003a).

Figura 12 — Espectros Raman e SERS do MET na regio entre 800 e 500 cm™.
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Legenda: Destaque para as bandas de estiramento C-S das conformaces gauche e trans.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Um aspecto de muita relevancia para a adsorcao consiste no efeito da concentracédo
da solucdo de MET utilizada. Pode-se notar que a razéo de intensidade entre as bandas muda
conforme a reducgéo da concentracéo. Isto nos faz supor que a conformacdo gauche se mostra
mais favoravel em concentraces de submonocamada por sua conformacéo possibilitar maior
interacdo com a AgNP do que a outra conformacao. Por outro lado, 0 aumento da concentracéo
leva a predominancia da forma trans, que provavelmente se torna favoravel por moléculas da
monocamada interagirem melhor entre si, ou com moléculas de uma segunda camada por
ligagbes de hidrogénio. Uma maneira de se explicar a intensificagdo dos espectros com
concentragdo maior que 107'M se da pela formagdo de dimeros de AgNP, induzida pela
adsorcdo do MET e consequentemente remocgdo da camada protetora do metal, criando hot
spots. E conhecido que tais moléculas podem formar ligagdes de hidrogénio e por isso
permitiriam que as particulas se aglomerassem. Tal proposta é corroborada visualmente quando
observa-se a mudanca de cor do coloide de azul para incolor. Afim de reforcar esta hipotese foi
realizado o espectro UV-VIS do coloide na presencga de diferentes concentragdes de MET
(Figura 13).
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Figura 13 — Espectros UV-VIS da AgNP8 em presenca de MET sob diferentes concentracdes
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na figura 13 observa-se que concentragdes superiores a 10"M leva ao acoplamento
de plasmons, isto ¢, formac&o de aglomerados de particulas que deslocam o plasmon para maior
comprimento de onda e possibilitam a formacdo de pontos com grande intensificacdo do efeito
Raman. Em concentragdo de 107M, o espectro das AgNPs é muito semelhante ao espectro da

mistura coloide e MET, que corresponde a submonocamada.

4.4. ESTUDO TEORICO DA ADSORCAO DO MET EM SUPERFICIE 111 DE PRATA.

O estudo tedrico a seguir vem trazer novas informacdes para o entendimento da
formagdo da submonocamada molecular de MET. O objetivo é tanto complementar
informagdes que ndo sdo possiveis de extrair de um espectro vibracional, como trazer novas

informagdes sobre as conformacdes possiveis.

Primeiramente, foi realizada a construcdo da superficie de prata, utilizando uma
célula unitaria 3x3x3 e otimizada a ultima camada de atomos. Em sequéncia, executou-se tanto
aconstrugdo do MET, como sua otimizagdo no vacuo, posteriormente, foi efetuada a otimizagao
de geometria da molécula adsorvida na superficie de prata 111 para as diferentes conformacdes.
A camada mais externa, a qual interage com a molécula, foi otimizada juntamente com o
adsorbato. Como pode ser visto nas Figuras a seguir (14 e 15), esta superficie de estudo oferece

4 sitios de adsorcéo possiveis: Unico atomo, ponte, buraco fcc e buraco hep. Foram testados os
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diferentes sitios e verificou-se dois sitios preferenciais para a adsorc¢éo, sendo um para cada
conformagdo. Em um primeiro momento foi realizada uma tentativa de adsor¢do da molécula
sem a dissociacao do proton, a qual ndo se mostrou favoravel, considerando apenas a energia
eletronica. Assim sendo, confirmou-se que o desaparecimento da banda de v(SH), no espectro
SERS, refere-se realmente a clivagem desta ligagdo com a adsor¢do da molécula a superficie
da AgNP.

Figura 14 — Visao lateral da adsor¢do do MET (gauche).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Figura 15 — Visao superior da adsorgéo do MET (gauche)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Nas figuras 14 e 15, somos capazes de identificar que o sitio de adsorcéo da espécie
gauche é o buraco fcc. A molécula adsorve através do &tomo de enxofre e a conformagao gauche

deve possibilitar uma maior interacdo entre o grupo OH da molécula e a superficie.

A conformacdo trans se mostrou mais favoravel ao adsorver em ponte (Figuras 16
e 17). A hidroxila voltada para longe da superficie nos permite associar a predominancia desta
forma no espectro SERS de solu¢Bes mais concentradas por permitir a formacéo de ligacdes de
hidrogénio com outras moléculas. Esta conformacdo permite que duas nanoparticulas se
aproximem por conta das interagfes intermoleculares e, consequentemente, aumentar a

intensidade do sinal Raman pela formagé&o de hot spots.

Figura 16 — Visao lateral da adsor¢do do MET (trans).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura 17 — Visdo superior da adsor¢do do MET (trans).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A seguir, a Tabela 1 esta relacionando dados da literatura do metanotiol adsorvido

em superficie de ouro 111.

Tabela 1 — Dados de distancia e angulos da molécula adsorvida.

dMS dsc OMSM OMSC 8SCCO
SCHs + Au(111)* 2,64 1,85 73 124
MET(G) + Ag(111) 2,58 1,86 73 132 64
MET(T) + Ag(111) 2,54 1,85 73 116 175

Legenda: d=distancia em angstrons; M=atomo Ag ou Au; S= enxofre; C= carbono; 6=angulo entre os
3 atomos em graus. *Dado retirado da literatura (Barnard, 2013).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Comparando-se os dados da literatura e os resultados obtidos, observa-se uma
semelhanga no comportamento das duas moléculas. As diferengas nas conformagdes provocam
deslocamento na banda de estiramento C-S, uma das justificativas propostas na literatura,
sugere que a deformacéo da cadeia S-C-C seja a responsavel por isso. Nos dados acima pode-
se observar que de fato ha uma diferencga significativa nos angulos entre os &tomos de metal e

o0 de enxofre, assim como entre 0s &tomos de prata, enxofre e carbono. A Ultima coluna da tabela
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refere-se ao angulo diedro, sendo que os valores encontrados sdo proximos do modelo de
gauche e trans, 60 e 180° respectivamente (Kudelski, 2003a).

A Tabela 2 apresenta dados relativos as energias de adsorcdo do MET considerando
a molécula ou seu respectivo radical. Os resultados mostram que a molécula adsorvida com o
hidrogénio nos sitios vizinhos se mostra ligeiramente desfavoravel para a conformagéo trans e
ligeiramente favoravel para gauche. Por outro lado, o valor de energia para a espécie radicalar

se mostra proxima aos valores calculados pela literatura para o metanotiol em superficie de

ouro.
Tabela 2 — Energia de adsorcdo da molécula a superficie (111).
Sistema AEags (kcal/mol) AEags (kcal/mol) Radical
*SCH3 + Au (111) -47
MET (Gauche) + Ag (111) -0,08 -45
MET (Trans) + Ag (111) 0,78 -43

Legenda: AEads = Emol+sup - Emol - Esup AEaas= Variagdo de energia associada & adsorcédo em kcal/mol;
Emol+sup=Energia da molécula adsorvida a superficie; Emo=Energia da molécula isolada; Es,y=Energia

da superficie. *Dado retirado da literatura (Barnard, 2013). Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Além de apresentar valores energéticos absolutos inferiores a conformacdo trans, a
espécie gauche é também favorecida do ponto de vista de energia de adsorcdo. A diferenca de
energia entre as duas espécies se daria pela interacdo do grupo funcional alcool da molécula
com a superficie. Vide que neste tipo de célculo é levada em consideracdo apenas a energia
eletrénica e que hd um vacuo acima da molécula, ndo um solvente como seria esperado
experimentalmente. Apesar das limitacdes do modelo em representar uma nanoparticula, é
notorio que ha informagdes pertinentes para se discutir a adsor¢do da molécula, bem como
entender a formagdo da monocamada molecular. Neste caso o modelo se aproximou
principalmente dos resultados obtidos experimentalmente pela espectroscopia SERS em regime
de formacdo de submonocamada, isto é, onde ndo haja, ou seja desprezivel, a interacdo entre

moléculas vizinhas, como € o caso proposto no modelo tedrico.

4.5. CARACTERIZACAO E ATIVIDADE SERS DO FILME FINO DE PRATA

Na figura 18 sdo mostrados os espectros UV-VIS da lamina de vidro sem
modificagéo, da suspensao coloidal (AgNP1) e da ldmina modificada.
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Figura 18 — Espectros UV-VIS da lamina de vidro, do coloide e da lamina modificada.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro da lamina de vidro ndo apresentou sinal na regido acima de 300 nm e
abaixo de 1100 nm. No espectro do coloide observa-se a presenca de uma banda LSPR larga
com maximo em 687 nm. O resultado ideal seria que o espectro da lamina modificada
apresentasse 0 mesmo espectro da suspensao coloidal. Contudo, experimentalmente o que foi
obtido se diferencia bastante do desejado. Observa-se que o espectro UV-VIS da lamina
modificada apresenta uma banda muito larga em toda a regido do visivel, contudo proximo a
330 nm ambos, coloide e lamina modificada, apresentam o0 mesmo comportamento com a
presenca da transicdo de quadrupolo fora do plano associada aos nanodiscos. Este perfil de
espectro sugere que as particulas se encontram préximas no substrato de vidro e por isso haja o
acoplamento dos plasmons de superficie, que leva ao deslocamento da banda LSPR para o
infravermelho préximo.

Foram realizadas medidas para a obtencdo do espectro SERS com o substrato

construido. Novamente foi utilizado a MPy como molécula de prova.

A figura 19 mostra 3 espectros obtidos de diferentes pontos da mesma lamina
modificada. Em todos os espectros pode-se ver algumas bandas caracteristicas da presenca da

molécula. Outro ponto comum, consiste na banda larga com maximo em cerca de 1380 cm™.
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Figura 19 — Espectros SERS da MPy (1.10°M) em filme fino de prata de diferentes pontos do

substrato.
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Legenda: Utilizou-se a linha laser em 785 nm. Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A presenca da banda em 1097 cm™ é considerada determinante para atribuir a
adsorcdo da molécula através do atomo de enxofre (Jung, Kim e Kim, 1997). Contudo, ha de
se observar que a banda larga (entre 985 e 1008 cm™) se dé pela presenca de bandas atribuidas
tanto pela molécula adsorvida pelo enxofre, bem como quando o anel aromatico esta paralelo a
superficie do filme fino (Jung, Kim e Kim, 1997; Hu et al., 2002). Logo, pode-se inferir que a
adsorcédo ocorre por coordenacdo do atomo de enxofre com a superficie metalica, mas também
por interagdes da nuvem m com o metal. Por tltimo, a banda larga na regido 1380 cm™ é um

artefato do equipamento, presente em espectros com baixa intensidade.

4.6. ESTUDO CINETICO DA INTERACAO ENTRE AgNP8 E O D-Trp

Um dos objetivos principais deste trabalho consiste na obtencdo dos espectros
SERS de diferentes peptideos, portanto como ponto de partida foi realizada a mistura da solucao
de D-Trp com o coloide de prata AgNP8. A principio nenhuma mudanca de cor foi observada.
A interacdo das AgNPs com o D-Trp foi acompanhada no tempo através da espectroscopia UV-
VIS (Figura 20). A sobreposicao dos espectros permite inferir que ndo ha interagéo significativa
entre as nanoparticulas e o adsorbato no intervalo de tempo considerado. O experimento para

obtengdo do espectro SERS deste aminodcido foi realizado, contudo nenhum sinal foi obtido,
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em outras palavras, o espectro obtido se assemelhou ao espectro do coloide, de forma que eles
ficaram sobrepostos na Figura 20..

Figura 20 — Espectros UV-VIS da AgNP8 em presenca de D-Trp (103M).

0.30 4 —t =0 min.

—t =7 min.

— t =14 min.
— t =19 min.
— t = 24 min.
— t = 28 min.
—t =33 min.
—— t =38 min.
— t =43 min.
—— t =50 min.

0.25

0.20

1¢80
>
|

Extin

0.10

0.05

0.00

T T
400 600 800 1000
Comprimento de Onda/ nm

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O resultado nos permite inferir que ndo ha interacdo ou uma afinidade muito
pequena entre 0 D-Trp e as AgNP8 , vide que ndo ha nenhum deslocamento na banda.

4.7. ESTUDO CINETICO DE AgNP1 EM PRESENCA DE KCl

Na literatura ha diversos relatos do uso de KCI para auxiliar na intensificacdo do
espectro. Esta estratégia alternativa foi utilizada na expectativa de que levasse a uma agregacgéo
controlada, contudo, visualmente o que foi observado foi a mudanca da cor azul para amarelo,
0 que remete a presenca de AgNPs pequenas (em torno de 10 a 15 nm). Este fato inesperado e
interessante ocasionou o estudo espectroscépico a seguir. Na Figura 21 temos o coloide AgNP1
misturado em partes iguais com o KCI, a fim de observar o efeito da mistura, como também a

evolucédo ocorrida com o tempo.
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Figura 21 — Espectros UV-VIS do AgNP1 na presenca de KCI (5.102M).
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Legenda: Tempo em minutos. Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A adicdo da solucdo de cloreto de potassio ao coloide modificou completamente o
espectro, uma das mudangas € o aumento de intensidade na regido de 950 nm em diante, o que
nos sugere aglomeracdo das particulas. Por outro lado, observa-se que hé o surgimento de uma
banda em 400 nm que geralmente € caracteristica de nanoesferas entre 10 e 20 nm. Com o
avanco do tempo, observa-se a reducdo na intensidade das bandas em toda a regido do espectro.
Apenas com essas informac6es nao € possivel dizer com precisao o que esta acontecendo, mas
pode-se afirmar que ha o desaparecimento dos prismas pela auséncia das bandas caracteristicas
e a aglomeracdo das particulas. Vale destacar que ndo € de conhecimento do autor a existéncia

de algum relato semelhante na literatura.

Outro estudo cinético foi conduzido sob condigfes semelhantes, apenas com
alteracéo na concentracdo do KCI em uma ordem de grandeza menor que a anterior (Figura 22).
Neste caso a banda de maior intensidade aparece em torno de 465 nm e com o0 passar do tempo
avanca para 446 nm. Os espectros ndo indicam a formacao de aglomerados de AgNPs, vide que
a intensidade, em maiores comprimentos de onda, € reduzida a valores insignificantes. Ha ainda
0 aparecimento de uma banda na regido do ultravioleta em 365 nm a qual supde-se ser atribuida
ao quadrupolo da espessura, que no espectro da figura 16 se encontra em 333 nm. Os prismas
tém por caracteristica apresentar bandas LSPR do dipolo no plano deslocadas para o
infravermelho, devido a razdo de aspecto das suas dimensdes. Uma hipotese para o fenémeno
observado é que esteja ocorrendo o empilhamento dos prismas, fazendo com que ocorra a

diminuicdo da razéo de aspecto e, consequentemente, deslocando 0 méximo para o azul. Essa
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mesma hipotese pode explicar o deslocamento da banda LSPR do quadrupolo fora do plano

para maior comprimento de onda pelo aumento da espessura.

Figura 22 — Espectros UV-VIS do AgNP1 na presenca de KCI (5.10°M)
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Legenda: Tempo em minutos. Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Comparando o comportamento de AgNP1 sob diferentes concentracdes de KCI
(Figura 21 e 22), pode-se sugerir que em concentracdes de 5.102M ou maiores, havera tanto a
formacdo de aglomerados de particulas tdo grandes que ndo irdo apresentar absorcdo de
radiacdo na regido de interesse, quanto a transformacdo dos prismas em nanoparticulas
menores. Por outro lado a concentracdo de 5.10°M leva ao empilhamento dos prismas e
consequente deslocamento da banda para regides de menor comprimento de onda. A introducgéo
do cloreto de potassio se mostrou ineficiente para promover uma agregacdo controlada e,
consequentemente, auxiliar na obtencdo do espectro SERS na regido espectral do vermelho e

infravermelho préximo.

4.8. CARACTERIZAGCAO DO AgCuNP

Uma das estratégias alternativas para a obtencdo dos espectros SERS dos

oligopeptideos com radiacao excitante na regido do vermelho ou do infravermelho consistiu na
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sintese de nanoprismas de prata dopados com cobre. Este método de sintese tem uma
peculiaridade muito interessante, pois foi inspirada tanto por um trabalho experimental
envolvendo a dopagem de nanoprismas de prata, como por um trabalho tedrico investigando
nanoestruturas de prata e cobre (Shin et al., 2012; Tsuji et al., 2013). Vale destacar que nao ha

registro de tal sintese na literatura.

A sintese foi realizada sob condi¢cdes semelhantes aquelas empregadas para a
obtencdo da AgNP1. Observou-se que o coloide assumia uma coloracdo amarela incialmente,
tipica da formacdo das particulas precursoras. Passados alguns minutos e a coloracdo se
modificava, até chegar a um tom de azul. Comportamento semelhante ao coloide de prata

sintetizado anteriormente.

A obtencéo do espectro UV-VIS do coloide (Figura 23) pdde confirmar a formacao
de prismas. A banda LSPR referente ao dipolo no plano apresenta méximo na regido de 709
nm. O ombro em 470 nm € caracterizado por uma composicao entre o dipolo fora do plano e o
quadrupolo no plano. Ja na regido do ultravioleta pode-se visualizar uma banda estreita

caracteristico do quadrupolo fora do plano.

Figura 23 — Espectro UV-VIS do coloide AgCuNP
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na Figura 24 é mostrada uma das imagens de microscopia eletronica de varredura,
na qual é possivel constatar a formacdo de varios prismas. Qualitativamente, a sintese sob a

presenca de cobre mostra-se com maior rendimento de nanoprismas triangulares do que a
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sintese original. Estas AgNPs aparentam ser finas, a tal ponto de ser possivel observar a
sobreposicao entre elas, na micrografia. Esta caracteristica esté relacionada diretamente com o
espectro UV-VIS, pois quanto maior a razao de aspecto entre as dimensGes, maior o
deslocamento da banda LSPR. A banda larga no espectro UV-VIS sugeria a formacgédo de
particulas com grande distribui¢do de tamanho. Tal fato pode ser comprovado pela micrografia.
Hé& particulas com tamanho em torno de 30 nm e outras possuindo mais de 100 nm. Outra
caracteristica interessante como substrato SERS é a formacéo de triangulos com pontas muito
bem definidas, o efeito de ponta € um dos fatores importantes para intensificacdo do campo

elétrico local.

Figura 24 — Micrografia do AgCuNP.

Legenda: Imagem obtida por um microscépio eletrénico de varredura.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
4.9. ATIVIDADE SERS DO AgCuNP

Na Figura 25 tem-se o espectro SERS da MPy (10*M) obtida em presenca de
AgCuNP. O experimento foi realizado a fim de verificar a atividade SERS do coloide
sintetizado, utilizando a radiacdo excitante de 1064 nm. A presenca da banda em 1097 cm™ é
importante para afirmar que a adsor¢do da molécula a superficie de prata ocorre através do
atomo de enxofre. Esta banda € atribuida ao estiramento CS. Enquanto que, em 1004, 1581 e

1616 sdo modos referentes a respiracédo e estiramentos CC do anel. Por ultimo, a intensificacao
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da banda em 1616 é um indicativo da protonacdo do nitrogénio (Jung, Kim e Kim, 1997; Hu et
al., 2002).

Figura 25 — Espectro SERS da MPy (10*“M) em AgCuNP.
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Legenda: Radiagdo excitante em 1064 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.10. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DO L-Trp E DO D-Trp

Nesta secdo serdo discutidos os resultados envolvendo os dois isdmeros opticos, L-
Trp e D-Trp. Serdo analisados e comparados os espectros Raman, SERS e LSPR. Na figura 26,
encontra-se uma representacdo do triptofano juntamente com uma comparacéo entre a estrutura

de ambos o0s isOmeros.

Figura 26 — Representacao do Triptofano e comparacao entre 0s isOmeros.
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N OH ¢
NH,
N ¢ ¢
H D-Triptofano L-Triptofano

Legenda: Azul: Nitrogénio; Vermelho: Oxigénio; Cinza: Carbono; Branco: Hidrogénio.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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A Figura 27 apresenta o espectro Raman do D-Trp em estado sélido excitado pela
radiacdo em 532 nm. Na regido entre 400 e 700 cm™ observa-se um conjunto de bandas de
baixa intensidade, onde 425, 574 e 596 cm™ sdo atribuidas a deformagdes angulares fora do
plano envolvendo o anel indélico. Entre 700 e 900 cm™, destacam-se as bandas intensas em
756, referente a respiracdo do anel, e 875 cm™, deformagcéo angular de hidrogénio do anel, além
de uma banda fraca em 804 cm™ referente ao estiramento envolvendo o grupo carboxilico. As
bandas em 923, 1009, 1119 e 1150 cm™, destaques entre 900 e 1200 cm™, sdo atribuidas a
deformacdo angular da amina, respiracao, estiramento carbono-carbono do anel e deformacéo
angular da amina, respectivamente. De 1200 a 1400 cm™, as bandas de maior intensidade s&o
1233, deformacdo angular do anel, 1337 e 1359 cm™ é um dubleto atribuido ao estiramento CC
e CN do anel (Harada, Miura e Takeuchi, 1986). Na regido entre 1400 e 1600, estdo presentes
bandas intensas como 1423, 1557 e 1577 cm, todos envolvendo estiramento de atomos do

indol. A (ltima regido apresenta uma banda significativa, em 1620 cm™ referente ao grupo

acido.
Figura 27 — Espectro Raman do D-Trp em estado sélido.
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Legenda: Radiagéo excitante em 532 nm.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Na Figura 28 pode-se observar o espectro Raman do L-Trp em estado sélido
excitado pela radiagdo em 532 nm. A regido entre 400 e 700 cm™ apresenta bandas de baixa
intensidade, onde destacam-se 425, 574 e 596 cm™, atribuidas a deformagdes angulares fora do

plano envolvendo o anel indodlico. Destacam-se as bandas intensas em 756, referente a
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respiracdo do anel, e 875 cm, deformagao angular de hidrogénio do anel, além de uma banda
fraca em 804 cm, referente ao estiramento envolvendo o grupo carboxilico, na regido entre
700 e 900 cm™. Destacam-se, entre 900 e 1200 cm:, as bandas em 923, 1009, 1119 e 1150 cm’
! as quais sdo atribuidas a amina, respiragdo, estiramento carbono-carbono do anel e amina,
respectivamente. Entre 1200 a 1400 cm™, as bandas de maior intensidade sdo 1233, deformacéo
angular CH do anel, 1337 e 1359 cm™, um dubleto atribuido ao estiramento carbono-carbono
do anel (Harada, Miura e Takeuchi, 1986). Observando a faixa de 1400 a 1600 cm™, estio
presentes bandas intensas como 1423, 1557 e 1577 cm, todos envolvendo estiramento de

atomos do indol. A Ultima regido apresenta uma banda em 1620 cm™ atribuida ao grupo acido.

Figura 28 — Espectro Raman do L-Trp em estado sélido.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os espectros Raman das moléculas em estado solido mostram-se muito semelhantes
um ao outro, ndo possuindo evidéncias para diferenciacdo entre os isdmeros opticos. Além

disso, pode-se destacar a predominancia de bandas atribuidas ao anel.

4.10.1. LSPR e SERS do Trp em AgNPC

A Figura 29 mostra um espectro LSPR da AgNPC sintetizada. A banda em torno

de 390 nm esté associada a presenca de pequenas (ca. 10 nm) nanoparticulas esféricas de prata,
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pela largura da banda espera-se que a microscopia eletrénica permita observar particulas com
pequena dispersdo de tamanhos.

Figura 29 — Espectro LSPR do coloide AgNPC.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Uma das imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura é apresentada
na Figura 30. Observa-se a presenca de AgNPs esféricas, com tamanho de cerca de 15 nm. A
imagem corrobora as informagfes do espectro obtido, considerando que esperava-se
nanoesferas pequenas de prata com dispersdao pequena de tamanhos. Infelizmente, as imagens

ndo estdo bem resolvidas, o que impediu a realizacdo de uma descricdo mais detalhada do
coloide.
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Figura 30 — Micrografia do coloide AgNPC.
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Legenda: Micrografia realizada em um microscépio eletronico de varredura.

Fonte: Elaborada pelo proéprio autor.

Posteriormente a caracterizacdo do coloide, foi realizado o estudo espectroscépico
do D-Trp na presenca de AgNPs. Primeiramente, foi obtido o espectro UV-VIS do coloide, a
fim de verificar se ocorre alguma modifica¢do na banda LSPR, a qual pudesse ser um indicativo
de interacdo da molécula com a superficie. O coloide deixou de ter uma colora¢do amarela,
passando para vermelha. Mesmo ap6s a mistura, os espectros (Figura 31) ainda apresentam a
banda em 390 nm. Enquanto que a diferenca se da pelo surgimento de banda na regido de 535
nm.
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Figura 31 — Espectros LSPR da AgNPC em presenca de D-Trp
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Os espectros obtidos ndo mostram grandes diferengas entre as concentragdes, ou
com o tempo apds a adicdo da molécula ao coloide. O perfil gerado pela mistura coloide-
aminoacido se faz interessante, pois sugere a formacdo de aglomerados de AgNPs, ou seja,
podem apresentar intensificacdo do espalhamento Raman pela formacéao de hot spots (dimeros
ou trimeros de AgNP).

Na Figura 32 estéo representados os espectros LSPR da AgQNPC em presenca do L-
Trp, nela pode-se verificar que ha a reducdo da banda em 390 nm e o surgimento de uma banda
em 530 nm. O avanco do tempo mostra que a tendéncia permanece, porém em uma velocidade
menor. A reducdo de uma banda em menor comprimento de onda, seguido pelo surgimento de
uma banda em maior comprimento de onda é um comportamento que nos indica o acoplamento
de plasmons entre particulas, ou ainda, a formacéo de dimeros de nanoparticulas provocados
pela substituicdo do borato pelo L-Trp. Nestes dimeros, hd a formagdo de pontos de grande
intensificacdo do efeito SERS pela concentracdo de campo gerada pelas duas particulas. Tal

comportamento é semelhante aquele apresentado pela molécula de D-Trp.
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Figura 32 — Espectros LSPR do coloide AQNPC em presenca de L-Trp.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS do D-Trp em prata foi obtido pela excitacdo em 532 nm (Figura
33). As bandas mais intensas do espectro estdo em 758, 1011, 1298, 1341, 1359, 1402, 1550,
1579, 1603 e 1618 cm™. Ao grupo indol sdo atribuidos os modos em 758, 1011, 1550, 1579 e
1603 cm™, o 4cido é responsavel por 1402 e 1618. A simples comparacgdo das bandas mais
intensas entre os espectros SERS e Raman do sélido nos sugere a adsorcéo atraves dos grupos
amina e acido. Outras pistas podem ser obtidas através de uma analise minuciosa do espectro,
como a intensificacdo de bandas em 803 (COO), 931 e 1150 cm™(NHs). A comparacéo foi
realizada com o espectro do s6lido e ndo com o espectro Raman de uma solucéo, porém ao se
observar os espectros Raman do Triptofano em solucdo da literatura, pode-se observar que as
bandas intensificadas permanecem as mesmas, ou seja, ndo ha perda de informacdo na
comparagao com o espectro da espécie no estado sélido (Hernandez et al., 2010). Neste trabalho
propde-se adsor¢cdo do D-Trp a superficie de prata pelos grupos amina e acido. O
comportamento é semelhante ao obtido para o L-Trp em outros trabalhos (Kim, Kim e Suh,
1987; Lee, Suh e Kim, 1988; Chuang e Chen, 2009; Kandakkathara, Utkin e Fedosejevs, 2011).
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Figura 33 — Espectro SERS do D-Trp na presenca de AgNPC.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.10.2. LSPR e SERS do Trp em AuNP

Os espectros LSPR de L-Trp também foram obtidos em presenca de nanoparticulas
de ouro e sdo mostrados na Figura 34. Pode-se observar nos espectros que a presenca do L-Trp
ndo modifica consideravelmente o perfil espectral, enquanto no espectro do coloide 0 maximo
se encontra em 522 nm, na presenca do adsorbato ele desloca-se para 523 nm. Além disso, a
adsorcdo ocorre rapidamente, vide que, o perfil espectral ndo sofre alteracbes ao longo do
tempo, ocasionando a sobreposicao dos espectros. Diferentemente do comportamento em prata,

nesta mesma concentragéo, as moléculas ndo induziram a dimerizagéo.
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Figura 34 — Espectros LSPR do coloide AuNP na presencga de L-Trp
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS obtido em ouro (Figura 35) apresenta um perfil diferente daquele
obtido em prata (Figura 33). Primeiramente, algumas bandas associadas ao anel estdo
deslocadas para menor niimero de onda, como 1000 e 1530 cm™. Outro aspecto significativo se
da pela auséncia das bandas atribuidas ao grupo &cido, 0s quais eram fracos no Raman e
intensificados no SERS em prata. O mesmo ndo pode ser afirmado sobre a amina, a qual séo
atribuidos os modos intensificados em 923 e 1147 cm™. Por ultimo, neste espectro pode-se
observar a presenca de bandas em 423 e 554, as quais sdo atribuidos a modos fora do plano,
sugerindo que o anel esteja inclinado a superficie (Moskovits, 1982). O deslocamento de bandas
atribuidas ao anel, por exemplo, em 1000, 1530 e 1568, para menores numero de onda sugere-
nos a adsor¢do da molécula através do nitrogénio do anel. Em virtude destas mudancas
espectrais, sugere-se que a adsor¢do ocorra pelo nitrogénio do indol, de maneira mais intensa,

e pela amina.
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Figura 35 — Espectro SERS do D-Trp em presenca de nanoparticulas de ouro.
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Legenda: Radiacéo excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Em ambos os metais, 0s espectros apresentaram bandas atribuidas a modos fora do
plano, portanto torna-se dificil de dizer em qual deles a molécula encontra-se mais paralela ou

perpendicular a superficie metélica.

O espectro SERS do L-Trp (Figura 36) em ouro mostra-se muito semelhante ao
obtido para o D-Trp (Figura 35), este comportamento ja era esperado pelas informacdes obtidas

através dos espectros Raman e LSPR.
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Figura 36 — Espectro SERS do L-Trp 10°M em presenca de AuNP.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O ultimo espectro LSPR envolvendo a molécula L-Trp (Figura 37) foi realizado na
presenca de nanoparticulas de ouro e &cido cloridrico. A adicdo de acido tem por objetivo
deslocar o equilibrio, aumentando a populacdo de espécies com carga positiva e permitir a
obteng&o do espectro em concentragcdes menores. O espectro em vermelho foi obtido momentos
apos a mistura entre o adsorbato e a suspensdo, nele pode se observar o alargamento da banda
em 520 nm e o surgimento de um ombro em 630 nm que se estende até 1000 nm. O avanco do
tempo revela que as maiores alteracfes ocorrem até os 30 minutos. Ao fim de uma hora, ha o
ligeiro deslocamento do méximo para 530 nm, sendo que em 674 nm ha o surgimento de outra

banda que se estende para o infravermelho proximo.
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Figura 37 — Espectros LSPR de AuNP em presenca de L-Trp 10°M e HCI 103M.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Figura 38 apresenta o espectro SERS do L-Trp em AuNPs na presenca de HCI.
A presenca de HCI leva a mudanca das intensidades relativas das bandas quando comparada
aos espectros obtidos anteriormente. As bandas do anel novamente se mostram muito intensas
no espectro, contudo, neste caso, ha de se destacar o maior deslocamento para menor
comprimento de onda (anteriormente em 1000, 1530, 1604 cm™, agora 994,1522 e 1594 cm'Y),
sugerindo-nos um fortalecimento na interacdo entre a molécula e a nanoparticula através do

anel indol.
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Figura 38 — Espectro SERS em ouro do L-Trp 10°M em presenca de HCI 10-3M.
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Legenda: Linha laser em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Enquanto o indol apresentou bandas mais deslocadas para menor energia, pode-se

observar a reducdo na intensidade das bandas atribuidas a amina, em 930 e 1142 cm™.

Ha& de se destacar a diferenca observada entre o comportamento do sistema
nanoparticula + L-Trp na auséncia e presenca de HCI. Enquanto na auséncia a concentracao
100 vezes maior ndo modifica o espectro significantemente, a presenca de HCI permite que 10
®M mude o perfil espectral significantemente. A mudanga de pH desloca o equilibrio formado
entre as espécies zwitteribnica, catiénica e anibnica, ou ainda, a adi¢do de acido aumenta a
populacdo da espécie catidnica. A equacao 5 contém os equilibrios existentes em solugéo e 0s

respectivos pKa’s.

CoHgNCH(NH;*)COOH = CoHgNCH(NH5")C00™ < CoHgNCH(NH,)CO0™ (5)
pKa, = 2,38 pKa, = 9,34

As nanoparticulas apresentam estabilizantes com carga negativa que impedem a
agregacdo, neste caso é o citrato. Por conta da afinidade eletrostatica com as moléculas de
citrato, uma molécula carregada positivamente apresenta maior facilidade em aproximar-se da
superficie metélica. Considerar que a presenca de ions cloreto leva a agregacdo das

nanoparticulas, poderia ser outra possibilidade de explicacdo para a formagdo de uma nova
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banda LSPR, contudo os espectros LSPR mostrados na figura 39 descrevem um comportamento
diferente daquele observado na presenca de L-Trp (Figura 37).

Figura 39 — Espectros LSPR do coloide AuNP em presenca de HCI 102 M.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na Figura 39 pode-se observar que a presenca do acido levou ao alargamento da
banda LSPR na regido acima de 560 nm e uma cauda que se estende até 900 nm. A evolucéo
em funcéo do tempo mostra-se significante nos primeiros 15 minutos, apds este periodo a banda
se alarga cada vez mais, contudo a diferenca se torna cada vez menor. Ao final de 1 hora, a
suspensdo ainda possui 0 maximo em 522 nm, porém hé de se observar que a banda se estende
por toda a regido do visivel e, inclusive, ao infravermelho proximo. Pode-se afirmar que a
presenca de HCI leva a agregacao das nanoparticulas, porém de forma controlada, ou seja, sem

gue haja a perda de suas propriedades plasmonicas.

A Figura 40 mostra 3 espectros em uma regido de menor energia com o objetivo de
investigar a ligagdo Au-N. O primeiro € um espectro SERS em ouro do L-Trp na presenca de
HCI, o segundo é um espectro do coloide na presenca de HCI 103M e o terceiro, um espectro

resultante da subtracdo do espectro SERS pelo espectro do coloide e acido.
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Figura 40 — Espectros SERS em ouro do L-Trp 10°M em presenca de HCI 103M.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Em ca. De 250 cm™ ha o aparecimento de um ombro no espectro SERS, ao se

realizar a subtracdo, torna-se nitido o surgimento de uma banda nessa regido que pode ser

atribuida a formacao de uma ligacdo ouro-nitrogénio (Lopez-Tobar et al., 2015). Em virtude do

deslocamento das bandas do anel para menor nimero de onda, supde-se que a ligacdo formada

seja entre o nitrogénio do anel inddlico e a nanosuperficie de ouro. Esta proposta diverge de

muitas propostas de adsor¢do para o L-Trp tanto em prata quanto em ouro, contudo, o trabalho

de Lopez-Tobar et al. (2015) investigando a adsorcdo da Somatostatina (peptideo de 14

aminoacidos com L-Trp em sua estrutura) revela 0 mesmo comportamento observado para o L-

Trp.

Na Tabela 3 encontra-se um resumo das atribuicdes realizadas para os espectros

Raman, SERS em prata e ouro das moléculas de Triptofano.

Tabela 3 — Atribuicdo dos espectros SERS e Raman do D-Trp e do L-Trp.

- -5
Raman agDTrp10°M | AuTrpioem | MTROVEY M avibuigaor 2o
425w 423 w 425w ¢ (CH)r
460 w V(CC)R,r
574 w 580 w 554 w 550 m @(C)R,r, p(CCO)R,
G(NH)r
597 w S(NH)r
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756 vs 758 vs 756 s 756 s 0(R, 1)
804 w 803 w v(C-COO0)
875s 874 m 874 w 860 m S(CH)R,r
923 w 931m 923 w 926 w 6(NHs)
1009 vs 1011 vs 1000 s 994 s 0(R, 1)
1119 m 1126 m 1119 m 1113 w V(CC)R, §(CH)R,r
1150 vw 1150 m 1147 m 1142 w 6(NHs)
1233 m 1242 m 1230 m 1229 s S(CH)R,r
1298 s 1301 w 1303 w
1338 s 1341s V(NC)r, v(CC)R
1359 vs 1359 s 1354 s 1355s V(NC)r, v(CC)R
1402 s Vsim (COO")
1423 s 1419 sh 1423 w 1420 w v (CC)r, R
1458 m 1458 m 1452 w 1448 m S(CH)R
1486 m 1470 m 1480 w 1471w V(CC)R, §(CH)r
1557 s 1550s 1530 m 1522 m V(NC)r
1577 m 1579 s 1568 m 1556 w v(CC)R
1603 s 1604 m 1594 m V(CC)R, r
1617 w 1618’ V,45(CO0)

Legenda: Todos os valores estdo em cm™. R: anel 6 membros; r: anel 5 membros; sim: simétrico; as:
antissimétrico; vw: muito fraca; w: fraca; m: média; s: forte; vs: muito forte. ¢: deformagéo angular
fora do plano; &§: deformacéo angular no plano; v: estiramento; 6: respiracdo do anel. %3 ¢4 referem-se
aos trabalhos de Takeuchi e Harada (1986), Chuang e Chen (2009), Hernandez et al. (2010) e
Hussain e Pang. (2015)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.11. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DA Ala-Trp

Nesta secdo serdo discutidos espectros LSPR, Raman e SERS envolvendo o
dipeptideo Ala-Trp. Vale lembrar que o dipeptideo apresenta o triptofano como carboxi-

terminal e a alanina como amino-terminal, como ilustrado pela Figura 41.

Figura 41 — Representacdo da molécula Ala-Trp.
CH; H O

HoN N OH

O
A\

N
H

Fonte: Sigma-Aldrich.
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O espectro LSPR das nanoparticulas de prata em presenca de Ala-Trp 103M esta
apresentado na Figura 42. O comportamento é similar ao apresentado pelo Trp, ou seja, reducao
significante da intensidade banda em 390 nm nos primeiros minutos ap6s a mistura da
suspensdo com a solucdo da molécula, seguido pelo alargamento e surgimento de uma nova
banda em maior comprimento de onda. O primeiro espectro apds a adi¢éo do dipeptideo mostra
0 surgimento de uma nova banda com méaximo em 570 nm, com o passar do tempo, 0 maximo
desloca-se para o vermelho, até que ao final de uma hora ele se encontra em 581 nm. Enquanto
no Trp, 0 maximo da nova banda surgia em, aproximadamente, 530 nm, a presenca de Ala-Trp
levou a agregacdo e formagdo de estruturas maiores que a anterior. Em consequéncia desta
aglomeracdo, é de se esperar a intensificacdo do espectro Raman para as radiacdes tanto em

532 nm, como em 633 nm.

Figura 42 — Espectros LSPR de AgNPC em presenca de Ala-Trp 10°M.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Estudo espectroscopico semelhante foi conduzido em ouro (Figura 43). O espectro
LSPR das AuNPs encontrava-se em 520 nm, contudo, na presenca de Ala-Trp 0 maximo se
deslocou ligeiramente para o vermelho j& nos primeiros minutos, porém as mudangas
significantes vém tanto da diminui¢do da intensidade, quanto do alargamento da banda para a
regido acima de 560 nm. O espectro, 30 minutos apos a mistura, mostra que 0 maximo da banda
pouco se deslocou, no entanto vem acompanhado de uma mudanca mais significativa na largura
da banda. Em comparacdo ao L-Trp, o dipeptideo favorece mais a agregacéo que o aminoacido

isolado, comportamento verificado em ambos os coloides metalicos.
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Figura 43 — Espectros LSPR de AuNP em presenca de Ala-Trp 10°M.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O espectro Raman da Ala-Trp em estado sélido excitado em 532 nm pode ser visto
na Figura 44. As bandas mais intensas do espectro estdo em 760, 876, 1012, 1364, 1547 cm™™.
Observar apenas as principais bandas do espectro ja revela que o espectro do dipeptideo
apresenta, principalmente, bandas observadas no L-Trp. Em uma analise mais cuidadosa, pode-
se verificar que esse comportamento se estende as bandas menos intensas também. Podem ser
atribuidas ao grupo acido as bandas em 804 cm™, v(C-CO0Q), e 1618 cm™, ¥(COO). Neste
dipeptideo, o grupo amina disponivel para coordenagdo encontra-se na alanina, por isso,
baseado no estudo SERS da L-Alanina supde-se que a banda em 1091 cm™ seja §(NHs*) (Suh
e Moskovits, 1986).
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Figura 44 — Espectro Raman da Ala-Trp em estado sélido.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na figura 45 esta representado o espectro SERS do dipeptideo Ala-Trp na
concentragéo de 10° M sob radiagdo excitante de 532 nm. As bandas mais intensas do anel,
759, 1011, encontram-se préximas ao obtido no espectro do sélido, indicando que a adsorgéo
ndo ocorreu pelo nitrogénio do indol. A regido de menor nimero de onda, entre 480 e 580 cm-
! apresenta uma banda larga que pode estar relacionada a diversas bandas fracas presentes no
espectro Raman. A presenca destas bandas, associada as bandas de respiracdo do anel, permitem
dizer que o anel se encontra inclinado em relacdo ao plano da superficie da nanoparticula. A
regido espectral entre 1050 e 1450 cm™ apresenta diversas bandas que ndo se encontram bem
resolvidas, ainda assim, algumas observacGes sdo pertinentes. A banda mais intensa nesta
regifo esta em ca. 1383 cm?, ela pode estar relacionada ao grupo écido, v(COQ"), pois possui
0 mesmo comportamento apresentado no espectro SERS do L-Trp, banda equivalente fraca no
Raman e intensa apenas em prata (observar Tabela 4 com a atribui¢do dos espectros). Outro
ponto pertinente desta regido € a intensificagdo de uma banda em 1102 cm™, possivelmente
atribuida a amina, v(NC), pela comparacdo com dados da literatura referentes a L-alanina. (Suh
e Moskovits, 1986) A regido de maior energia apresenta um ombro em torno de 1620 cm™, o
qual é atribuido ao v(COQ"), e também pode ser um indicio do sitio molecular de adsorcé&o.

Associando o conjunto de informacg0es apresentado acima, pode-se afirmar que o anel indol
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esta inclinado em relacdo a nanosuperficie e que o dipeptideo ndo se adsorve pelo nitrogénio,
mas provavelmente pelos grupos amina da alanina e acido do triptofano.

Figura 45 — Espectro SERS da Ala-Trp 103M em prata.
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Legenda: Radiacdo excitante em 532 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS da Ala-Trp em ouro (Figura 46) apresenta bandas intensas em
756, 1000, 1229, 1356, 1421, 1453, 1535, 1572 € 1604 cm™, que séo atribuidas ao anel indélico.
Outra caracteristica interessante deste espectro, consiste no deslocamento de bandas
comparadas ao sélido (Figura 44), 756 (760 no sélido), 1000 (1012), 1229 (1230), 1356 (1364),
1421 (1424), 1453 (1458), 1535 (1547) e 1572 (1576) cm™ (Tabela 4). Dentre as bandas acima,
1229, 1356, 1453 e 1572 cm™ destacam-se pela intensificacdo quando comparadas ao espectro
Raman, tal comportamento pode ser consequéncia da coordenacdo na nanoparticula. Para as
outras duas, a melhor explicacdo seria que a intensificacdo ocorre em razdo da geometria de
adsorcdo, vide que as mesmas bandas estéo presentes no espectro SERS do Trp em ouro, porém
menos intensas. Em outras palavras, é possivel que a mudanca na intensidade relativa de
algumas bandas ocorre pela mudanca na geometria de adsorcéo causada pela presenca da Ala
(Moskovits, 1982). Ainda comparando-se os espectros SERS do Trp e da Ala-Trp em ouro,
pode-se perceber que o perfil espectral € muito semelhante, ou seja, a interagdo formada entre
o indol e a superficie de ouro é tdo significante, a ponto de ndo haver grandes alteracGes na

adsorcdo. Por fim, a observacdo de modos em baixo nimero de onda, atribuidos a modos fora
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do plano, também se mantém e por isso pode-se dizer que o anel encontra-se inclinado a

superficie.
Figura 46 — Espectro SERS da Ala-Trp 103M em ouro.
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Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Assim como para o L-Trp, foi obtido um espectro SERS do dipeptideo em
concentragdo mais baixa (10°M) na presenca de acido cloridrico (Figura 47). As bandas mais
intensas do espectro sdo 753, 997, 1226, 1357, 1450, 1525 e 1597 cm?, todas elas séo atribuidas
ao anel inddlico. A seguir, sera adotada a seguinte notacdo, entre parénteses estara o valor da
banda no espectro Raman, seguido pelo valor no espectro SERS na auséncia de HCI. O
deslocamento das bandas referentes ao anel, 753 (760, 756), 997 (1012, 1000), 1114 (1127,
1121), 1226 (1230, 1229), 1450 (1458, 1453), 1525 (1547, 1535) e 1560 (1576, 1572) cm™, em
conjunto com a intensificacdo destas bandas, permite-nos inferir que a interacdo entre a
molécula e a nanoparticula ocorre através do nitrogénio do anel indolico. Tal hipdtese torna-se
ainda mais provavel ao se comparar com o estudo do L-Trp realizado anteriormente, onde foram
observados o mesmo comportamento e o surgimento de uma banda em cerca de 250 cm™,
atribuida a ligacdo Au-N. De forma analoga ao espectro SERS da Ala-Trp em ouro, a
intensificacdo de algumas bandas, comparadas ao perfil Raman do solido, ocorre pela simples
adsorcdo a superficie metélica, enquanto outras pela mudanca de geometria em razdo da
presenca de Ala. Continuando as comparacdes, o perfil espectral da Ala-Trp se assemelha mais
ao obtido pelo L-Trp nas mesmas condi¢des, do que aquele observado para a Ala-Trp em 10°



81

3M. Por Gltimo, a presenca de bandas fora do plano na regio entre 400 e 600 cm™ indica que o

anel encontra-se inclinado em relacdo ao plano da superficie metalica.

Figura 47 — Espectro SERS em ouro da Ala-Trp 10°M na presenca de HCI 10°M.
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Legenda: Radiacéo excitante em 633 nm.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
Na Tabela 4 pode ser verificada as mudancas provocadas pelos diferentes ambientes
quimicos.
Tabela 4 — Atribuicdo dos espectros Raman e SERS da Ala-Trp.
Raman Ag Au 10° M Au 10° M Atribuicdo 1.2 3¢4
428 w 423 w 427 w ¢(CH)r
458 w 460 vw 458 vw v(CORr
C)R,r, ¢(CCO)R,
_— $(C)R.r, $(CCC)
¢(NH)r
760 vs 759 vs 756's 753s O(R,7)
803 w 804 w v(CCOO)
861m 858 sh v(C-CH3)ala
876 m 875s 876 m 871 m S(CH)R,r
1012's 1011s 1000 s 997 s O(R,1)
1091 vw 1102 m V(CN)ala
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1127 m 1126 sh 1121m 1114 m V(CO)R, §(CH)R,r
1152 vw 1150 w 1146 w 6(NHz3)
1230 w 1230 w 1229 s 1226 s S(CH)R,r
1298 w 1299 m 1299 w 1299 w
1337 m 1337 sh v(NC)r, v(CC)R
1346 sh 1344 m
1364 m 1360 1356 s 1357 s v(NC)r, v(CC)R
1395 w 1383 m v(COO")
1424 s 1422 w 1421 s 1426 m v (CO), R
1458 w 1456w 1453 s 1450 s 6(CH)R
1490 w 1489 vw 1479 m 1471 m v(CC)R, 6(CH)r
1547 s 1553 m 1535s 1525s v(NC)r
1576 w 1577 w 1572 s 1560 m v(CCO)R
1605 vw 1597 s 1597 s v(COR, r
1618 w 1619 sh 1616 sh v(COO")

Legenda: Todos os valores estdo em cm™. vw: muito fraca; w: fraca; m: média; s: forte; vs: muito
forte. ¢: deformagéo angular fora do plano; &: deformacéo angular no plano; v: estiramento; 9:
respiracédo do anel. 123¢* referem-se aos trabalhos Takeuchi e Harada (1986), Chuang e Chen (2009),

Hernandez et al. (2010) e Hussain e Pang. (2015) Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.12. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DO Trp-Gly

Nesta secdo serdo discutidos espectros LSPR, Raman e SERS envolvendo o
dipeptideo Trp-Gly. Vale lembrar que o dipeptideo apresenta o triptofano como grupo amino

terminal e a glicina como carboxi-terminal, como ilustrado pela Figura 48.

Figura 48 — Representacao do dipeptideo Trp-Gly
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[
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Fonte: Sigma-Aldrich.

Ha de se destacar que o reagente adquirido é um sal, neutralizado com HCI, por

isso, 0 comportamento pode diferir mais acentuadamente do comportamento do L-Trp.
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O espectro LSPR das nanoparticulas de prata em presenca do dipeptideo é mostrado
na Figura 49. Originalmente, o coloide apresentava uma banda centrada em 396 nm, poréem na
presenca do Trp-Gly, esta banda diminui consideravelmente de intensidade, ha o alargamento
e um ombro surge em 540 nm. O espectro modifica-se com o passar do tempo, contudo a maior
mudanca ocorre nos primeiros instantes apds a mistura. Ao final de uma hora, 0 méximo em
396 nm desloca-se para 401 nm, a banda se estende por toda a regido do visivel e 0 ombro se
desloca para maior comprimento de onda (ca. 596 nm). Se na presenca do aminoacido Trp
formam-se dimeros, neste caso, as nanoparticulas formam aglomerados maiores e de maior
distribuicdo de tamanhos. Tal diferenca no perfil espectral pode estar relacionada a presenca de
ions cloreto na composi¢do do dipeptideo.

Figura 49 — Espectros LSPR do AgNPC em presenca de Trp-Gly 10°M.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O espectro LSPR das nanoparticulas de ouro em presenca de Trp-Gly na
concentracéo de 103M esté apresentado na Figura 50. Momentos apés a adi¢do do dipeptideo,
0 espectro j& apresenta mudancas, como o deslocamento do maximo da banda de 522 para 533
nm e o surgimento de um ombro em 590 nm. Com o avangar do tempo, hd o aumento de
intensidade da banda com méximo em 605 nm, além de uma reducdo pequena na banda em 590
nm. Tal espectro, leva-nos a crer na maior presenca de aglomerados de particulas que particulas
individuais. Assim como em prata, o cloreto leva a formacéo de estruturas maiores, vide que a
Trp-Gly leva a um comportamento diferente das nanoparticulas daquele observado na presenca
de Ala-Trp.
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Figura 50 — Espectros LSPR de nanoparticulas de ouro em presenca de Trp-Gly 10=M.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Figura 51 mostra o espectro Raman do Trp-Gly em estado sélido, excitado em
1064 nm. A maioria das bandas podem ser atribuidas ao triptofano, sendo que as mais intensas
do espectro, 760, 1014, 1344, 1360, 1423 e 1549 cm™, sdo atribuidas a modos envolvendo
atomos do anel indélico. Entre as bandas menos intensas ha de se destacar aquelas relacionadas
aos grupos funcionais amina (1150 cm™) do Trp e &cido (806 e 1389 cm™) da Gly (Suh e
Moskovits, 1986).
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Figura 51 —Espectro Raman do dipeptideo Trp-Gly em estado sélido.
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Legenda: Radiacao excitante em 1064 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS do Trp-Gly em presenca de nanoparticulas de prata é mostrado
na figura 52. Este espectro SERS apresenta bandas intensas semelhantes as obtidas no Raman,
como no SERS do L-Trp, entretanto, a regido espectral entre 1500 e 1600 cm™* apresenta bandas
pouco intensas, comportamento diferente do observado anteriormente. As bandas mais intensas
do anel (759 e 1010 cm™) se encontram pouco deslocadas para o vermelho, indicando que a
molécula ndo adsorve pelo nitrogénio deste grupo. A banda em 929, ainda que fraca, torna-se
representativa por ndo possuir equivalente no espectro do sélido, e além disso, pode ser
atribuida ao grupo amina, ou seja, indicar um possivel sitio de adsor¢do. Na regido entre 1100-
1150 h&d uma banda larga, que, na verdade, representa um conjunto de bandas fracas, uma delas,
1150 cm™, pode ser atribuida a amina. Podem ser atribuidas ao grupo acido, as bandas em 808,
1389 e 1607 cm™, sendo que as duas primeiras ndo apresentam equivalentes no espectro do
solido. Em virtude da intensificacdo de bandas associadas ao grupo acido e & amina, sugere-se
que a molécula adsorva por estes grupos a superficie de prata, tal comportamento é semelhante
ao observado para o L-Trp, como tambeém, na literatura (Suh e Moskovits, 1986; Chuang e
Chen, 2009).
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Figura 52 — Espectro SERS de Trp-Gly 10*M em prata.
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Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na Figura 53 € apresentado o espectro SERS do Trp-Gly em ouro, sob radiacao
excitante de 633 nm. As bandas mais intensas do espectro, 757 1009 e 1357 cm™, sdo atribuidas
ao anel inddlico. Em prata foi possivel observar uma diminuicdo na intensidade relativa dos
modos entre 1500 e 1600 cm™, tal comportamento permanece neste espectro em ouro, a Gnica
diferenca ocorre pela presenga de um ombro em 1613 cm™. O deslocamento das bandas do anel
para o vermelho é um comportamento caracteristico da adsorcdo pelo nitrogénio, no entanto,
neste espectro as bandas nao se deslocaram significativamente, o que pode ser uma indicacao
de uma interacdo mais fraca quando comparada aos espectros anteriores. A presenca de bandas
na regido de menor nimero de onda, 427 e 565 cm, atribuidas a modos fora do plano, é um

indicativo que o anel encontre-se inclinado em relacdo a nanosuperficie (Moskovits, 1982).
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Figura 53 — Espectro SERS de Trp-Gly 10*M em ouro.

18000 - |— SERS AuNP + TrpGly 1.10°M 633nm

16000 -

14000 -

12000

10000 -

Intensidade Raman / u.a

8000 -

T T T T T T T T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
NUumero de Onda/cm

Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS do Trp-Gly em presenca de acido cloridrico (Figura 54) mostra-
se semelhante aos demais espectros obtidos anteriormente em presenca de HCI. Contudo ha de
se destacar que a intensidade da banda em 1355 cm, relacionada a um dubleto, mostra-se muito
mais intensa que as demais e em nenhum outro espectro tamanha diferenca foi observada. As
bandas mais intensas do espectro sdo 756, 994, 1229, 1355, 1448 e 1594 cm™, todas elas
atribuidas ao anel. Diferentemente do espectro SERS do Trp-Gly 103M, neste, as bandas
voltam a deslocar-se significantemente para maior energia, os maiores exemplos disso sdo: 994
(1014 cm™ no espectro Raman), 1448 (1462) e 1522 (1549) cm™. A (nica semelhanca
observada com o espectro anterior estd na presenca das bandas atribuidas aos modos fora do
plano (425 e 550 cm™), os quais indicam que o anel encontra-se inclinado em relacdo a
superficie (Moskovits, 1982).



88

Figura 54 — Espectro SERS em ouro do Trp-Gly 10°M na presenca de HCI 10°3M.
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Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na tabela 5, uma tentativa de atribui¢do dos espectros do Trp-Gly, obtidos neste
trabalho, ¢ feita. Sendo possivel inferir que em prata ha a preferéncia pelos grupos amina e
acido, enquanto que em ouro pelo anel indol. Sob a concentragio de 10° M, o Trp-Gly apresenta
um deslocamento bem menor das bandas, indicando uma interacdo mais fraca com a superficie,
enquanto em 10°M pode-se observar maior deslocamento e semelhanga com os espectros de

outras moléculas obtidos anteriormente.

Tabela 5 — Proposta de atribuigdo dos espectros Raman e SERS do Trp-Gly.

Raman Ag Au 10° Au 10° Atribuicdo 12 3¢4
427w 425 w (CH)r
464 w V(COR,r
577 m 575 w 565 W 550 m T(ORn (CCOR,
m(NH)r
760 s 759 vs 757 s 756 s 6(R,7T)
806 vw 808 vw v(CCOO)
875 sh 875 sh 860-867 m S(CH)R
929 w 926 w 5(NHz)
1014 s 1010s 1009 s 994 s O(R,7)
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1120 m 1113 w V(CCO)R, §(CH)R,r
1133 m 1126 m
1157 w 1150 w 1142 w §(NHs)
1232 m 1236 m 1230 m 1229 s S(CH)Rr
1344 s 1343 m 1345 sh v(NC)r, v(CC)R
1360 s 1362 m 1357 s 1355s v(NC)r, v(CC)R

1397 vw v(COO)
1423's 1426 €1419 m 1420 w 1420 w v (CO)r, R
1462 m 1461 m 1457 w 1448 s 6(CH)R
1549 s 1549 w 1548 w 1522 m v(NC)r

1566 w 1563 w 1556 w v(CC)R
1581 m

1595 vw 1594 s v(COR, r
1624 m v(COO0)

Legenda: Todos os valores estdo em cm™. vw: muito fraca; w: fraca; m: média; s: forte; vs: muito

forte. ¢: deformagéo angular fora do plano; &: deformacéo angular no plano; v: estiramento; 9:

respiracdo do anel. 12%¢* referem-se aos trabalhos de Takeuchi e Harada (1986), Chuang e Chen

(2009), Hernandez et al. (2010) e Hussain e Pang. (2015) Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

4.13. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DO P5

Nesta secdo serdo discutidos os dados espectroscopicos envolvendo Raman e SERS

do p-Glu-Lys-Trp-Ala-Pro (P5). Este peptideo é formado por uma sequéncia de 5 amino acidos

na seguinte ordem: p-Glutamina, lisina, triptofano, alanina, e prolina (p-Glu-Lys-Trp-Ala-Pro).

€C_ %

O prefixo “p

na glutamina faz referéncia a formagdo de um ciclo. A Figura 55 pode facilitar o

entendimento da estrutura deste pentapeptideo.
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Figura 55 — llustracdo da estrutura do P5.

FEITTE

nH HO

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro Raman do P5 em estado solido foi obtido sob a radiacdo excitante de
633 nm (Figura 56). As bandas mais intensas do espectro estdo em 758, 1014, 1356, 1560 cm"
! E possivel observar que mesmo na presenca de outros aminoacidos, o Trp apresenta
contribuicéo significante para o espectro Raman. A regido entre 1400 e 1500 cm™ apresenta
bandas com intensidades relativas mais significantes que no espectro do Trp. Outra diferenca,

consiste no aparecimento de uma banda intensa em 892 cm™ que n&o pode ser atribuido ao Trp.

Figura 56 — Espectro Raman do P5 em estado sélido.
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Legenda: Radiacdo excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS do P5 em prata (Figura 57) apresenta as bandas mais intensas em
758, 1011, 1235, 1356 e 1391 cm™. Todas as bandas destacadas podem ser atribuidas ao anel
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inddlico, exceto pela banda em 1391 cm™, que pode estar relacionada ao carboxilato da prolina.
(Podstawka, Kafarski e Proniewicz, 2008; Carcamo et al., 2012) A partir da comparagéo entre
0 espectro SERS em prata e 0 espectro Raman da molécula na forma solida, pode-se inferir que

aintensificacio da banda em 1391 cm™ seja um indicio da adsorc&o do peptideo via carboxilato.

Figura 57 - Espectro SERS do P5 (10°M) em prata.
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Legenda: Radiacéo excitante em 532 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Figura 58 mostra o espectro SERS do P5 (1,0.10°°M) em ouro, sob radiacdo
excitante de 633 nm. Neste espectro, as 4 bandas mais intensas séo 754, 1001, 1230 e 1356 cm"
! atribuidas a 8(R,1); 8(R,1); 5(CH)R, r e v(NC)r, respectivamente. Entre as menos intensas,
destacam-se outras bandas associadas ao anel inddlico em 1533, 1564 e 1605 cm™. Ha de se
destacar ainda, a intensificacdo da banda em 1230 cm™, apesar de ndo possuir alguma banda
semelhante no espectro Raman, esta presente em outros espectros SERS obtidos neste trabalho.
A banda em 564 cm pode ser atribuida a modos fora do plano, indicando que o anel esteja
inclinado em relacéo a superficie metélica. A partir de todas as caracteristicas observadas e a
comparagao com espectros de estruturas mais simples, pode-se inferir que o P5 também possui

0 4tomo de nitrogénio do anel indolico como sitio de interacdo com a nanosuperficie de ouro.
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Figura 58 — Espectro SERS em ouro do P5 10°°M em presenca de HCI 10M.
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Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Tabela 6 apresenta uma proposta de atribuicdo das bandas observadas baseado

em trabalhos da literatura que atribuem o espectro do L-Trp.

Tabela 6 — Atribuicdo vibracional do espectro Raman e SERS do P5.

Raman SERS Atribuicéo
462 w V(COR,r
580 w 564 w ¢(C)R,r, (CCC)R, ¢p(NH)r
758s 754 s O(R, 1)

879 m 872m S(CH)R,r

1014 s 1001 s O(R,T)

1120 m V(CC)R, §(CH)R,r
1230 s S(CH)R,r

1340 sh V(NC)r, v(CC)R
1356 s 1356s V(NC)r, v(CC)R

1432 m 1429 m v (CO)r, R
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1458 sh 1451 m S§(CH)R
1478 m

1560 s 1533 m V(NC)r
1564 w v(CC)R
1605 w V(CC)R, r

1620 sh v(CO0)

Legenda: Todos os valores estdo em cm™. vw: muito fraca; w: fraca; m: média; s: forte; vs:
muito forte. ¢: deformacédo angular fora do plano; §: deformag&o angular no plano; v: estiramento; 6:
respiracdo do anel. 123¢* referem-se aos trabalhos de Takeuchi e Harada (1986), Chuang e Chen

(2009), Hernandez et al. (2010) e Hussain e Pang. (2015). Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.14. ESTUDO ESPECTROSCOPICO DO P6

O P6 é um oligopeptideo formado por 6 amino &acidos, na seguinte sequéncia:
Triptofano, histidina, triptofano, leucina, glutamina e leucina. A Figura 59 mostra uma
representacdo ilustrativa da estrutura do P6.

Figura 59 — Representacdo ilustrativa do P6.

AR

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Este peptideo apresenta dois triptofano em sua estrutura, um é amino terminal,
enguanto o outro encontra-se no meio da cadeia. O espectro Raman do P6 em estado sélido esta
apresentado na Figura 60 e possui a maioria das bandas mais intensas do espectro associadas
ao triptofano. As bandas em 761, 877, 1011, 1339, 1354, 1434 e 1551 cm™ séo atribuidas ao
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anel inddlico e mostram-se bastante intensas no espectro do hexapeptideo. Ha de se destacar
que a presenca de dois triptofanos em sua estrutura ndo apresentou mudancas significativas no

padrdo espectral.

Figura 60 — Espectro Raman do P6 em estado solido.
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Legenda: Radiacao excitante em 532 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O espectro SERS do P6 em prata estd apresentado na figura 61. As bandas mais
intensas estdo em 758, 876, 1011, 1339, 1359 e 1548 cm™, todas atribuidas a estiramentos
envolvendo 4tomos do anel indélico. O surgimento de um ombro na regido de 1389 cm™, que
pode ser atribuida ao carboxilato, € uma possivel indicacdo da adsorcéo da molécula a superficie

de prata. (Podstawka-Proniewicz et al., 2011)
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Figura 61 - Espectro SERS do P6 (10°M) em prata.
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Legenda: Radiacao excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Foi realizado o experimento para a obtencdo do espectro SERS em ouro sob a
radiacdo excitante de 633 nm (Figura 62). Neste espectro pode-se perceber grande semelhanca
com o perfil espectral do P5. As bandas mais intensas estdo em 757, 1001, 1232 e 1356 cm™.
H& de se destacar o deslocamento das bandas do anel para menor nimero de onda que
caracterizam a adsorcao atraves do nitrogénio do anel indélico. Outra caracteristica relevante é
0 aparecimento de um ombro na banda em 1001 cm™ que coincide com a posi¢do da banda no
espectro Raman do solido, sugerindo-nos a possibilidade de que apenas um dos triptofanos
esteja adsorvido a superficie de ouro. Além disso, o perfil das bandas em 1360 e 1340 se
assemelha mais aos perfis espectrais em prata e Raman do solido, sendo assim mais uma

evidéncia de que apenas um triptofano do peptideo esteja adsorvido a superficie de ouro.
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Figura 62 — Espectro SERS do P6 em ouro na presenca de HCI 10°M.
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Legenda: Radiacdo excitante em 633 nm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, tornou-se possivel determinar a importancia no
controle de temperatura para a reprodutibilidade nas sinteses de AgNPs . A temperatura pode
ser também um dos fatores para ajuste da ressonancia do plasmon de superficie a fim de se
obter maior intensificacdo SERS. Ha de se destacar ainda, a dificuldade na obtencdo de

espectros SERS com outros adsorbatos que ndo fossem mercaptanas.

Os filmes finos mostraram atividade SERS razoaveis, contudo ha a necessidade de

alterar e ajustar alguns pardmetros para otimizacdo dos mesmos.

A unido de uma investigacdo espectroscopica com ferramentas computacionais
mostrou-se extremamente Util para o entendimento da interacdo do MET com as AgNPs,
permitindo compreender os sitios de adsorcdo bem como 0s motivos que levam a
predominancia de uma conformacdo em detrimento da outra. A ferramenta computacional
utilizada ndo se mostra adequada para a simulacdo do efeito SERS, mas permite a obtencédo de
diversas informagfes relevantes para entender as interacdes entre pequenas moléculas e a

superficie das nanoestruturas.

A andlise dos perfis espectrais SERS do D-Trp e do L-Trp permitiu estabelecer
padrBes para determinacdo de qual grupo da molécula esta participando mais efetivamente da
adsorcdo: carboxilato e amina em superficie de prata, enquanto em ouro sdo indol e amina. A
diminuicdo do pH possibilitou a obtencdo de espectros em menor concentracdo de adsorbato,

como também aumentou a intensidade da interacdo metal-molécula.

Os espectros SERS da Ala-Trp mostrou-se semelhante ao Trp, As diferencas
observadas foram atribuidas a presenca da alanina, provocando uma nova geometria de
adsorcdo, mas através dos mesmos grupos. Os espectros do Trp-Gly diferenciaram-se dos
demais, tanto em prata, quanto em ouro. A exce¢do ocorreu quando foi adicionado HCI, pois o
espectro apresentou perfil semelhante ao observado anteriormente e corroborando a hipétese

de maior intensidade na interacdo entre a molécula e a superficie.

A partir de toda informacéo coletada através dos espectros dos aminoacidos e dos
dipeptideos, foi possivel concluir que a maioria das bandas do espectro eram do triptofano. Em
razdo do deslocamento e intensificacdo de bandas do anel, péde-se concluir que todos os

peptideos estudados adsorveram pela coordenacéo do nitrogénio do indol a superficie de ouro.
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Por Gltimo, ha de se destacar que as nanoparticulas de ouro apresentaram comportamento mais

adequado para uso como substrato SERS, especialmente para excitacdo na regido do vermelho.
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APENDICE A — Teoria do Funcional da Densidade

A mecanica quantica foi desenvolvida a partir da intencéo de se obter uma equacao
capaz de descrever, bem como prever 0 comportamento de sistemas quanticos. Assim como a
mecanica de Newton funciona para 0 mundo macroscépico, a mecéanica quantica descreve as
propriedades de atomos, moléculas, etc. Em 1926 Schroedinger prop6s uma equacado que

associaria uma funcao de onda ao comportamento de um ou mais corpos (Kohn, 1999):
HY(# R) = EY(#R) (1)

onde H é o operador Hamiltoniano, ¥ é a funcéo de estado do sistema, E é a energia

do sistema, 7 e R sdo respectivamente as coordenadas dos elétrons e dos nucleos.

O operador Hamiltoniano pode ser descrito explicitamente na seguinte expressao:

Ty corresponde ao operador da energia cinética nuclear, enquanto T, é o operador
da energia cinética dos elétrons, ja os Gltimos trés termos representam a energia potencial entre

nucleo e elétron (Vy,), elétron-elétron (,,) e ndcleo-ntcleo (Vyy).

A equacdo acima apresentara solucdo analitica apenas em alguns casos como o
atomo de hidrogénio. Em casos que envolvam varios elétrons, o termo de interacdo entre eles e
0s nucleos ndo pode ser resolvido, levando ao uso de aproximacgdes para o estudo destes

sistemas.

A aproximacéo de Born-Oppenheimer propde o desacoplamento entre os graus de
liberdade dos nucleos e dos elétrons, resolvendo assim um dos termos problema para sistemas
com varios elétrons (Born e Oppenheimer, 1927). Esta proposta baseia-se na diferenca entre as
massas, se ambos sdo expostos ao mesmo potencial, a capacidade de se reajustar, atingir um
novo equilibrio, sera mais rapida naquele de massa menor. Como a massa do elétron é muito
menor que o nucleo, ele ira se reajustar instantaneamente a mudanca no potencial. Ou seja, em
virtude da grande diferenca nas velocidades relativas, pode-se considerar que 0s nucleos
estejam parados quando comparado aos movimentos dos elétrons, permitindo entdo, obter um

termo com coordenadas desacopladas entre nucleos e elétrons.
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Apesar da alternativa encontrada, que tornam os termos envolvendo R constantes,
a interacao entre elétrons permanece como um problema a ser resolvido. A Teoria do Funcional
de Densidade (Density Functional Theory - DFT) serd utilizada como ferramenta para a

resolucdo da interagdo entre elétrons.

A DFT passa a descrever a energia total e outros observaveis como um funcional
da densidade eletronica (p(7)), diferentemente do proposto originalmente, onde as
propriedades eram obtidas a partir de uma funcéo de onda. Dentre as vantagens deste método,

destaca-se a necessidade de apenas 3 variaveis, as coordenadas espaciais de um ponto.
P(?) = Ndezde3 '"deNllp(Fl'FZ"";FN)IZ (3)

Considerando que 7 ndo representa um conjunto de N variaveis explicitamente. A
teoria do Funcional da Densidade se baseia em dois teoremas propostos por Hohenberg e Kohn

(1964), os quais sao enunciados por:

Teorema 1: Existe uma correspondéncia biunivoca entre a densidade eletrénica do
estado fundamental p(7), e o potencial externo vext(p(f’)), a menos de uma constante, para um

sistema de muitos elétrons.

A partir do enunciado acima, pode-se obter o potencial externo se conhecida a
densidade eletrbnica, além da funcdo de onda eletrbnica, a qual possibilita a obtencdo das
propriedades do sistema nesse estado. Ou seja, dada uma densidade eletrdnica, qualquer

propriedade do estado fundamental de um sistema pode ser determinada como um funcional de
p ().

Teorema 2: A energia do estado fundamental é também um funcional Gnico de
p(7), e atinge o valor minimo quando p(#) é a verdadeira densidade eletrénica no estado

fundamental do sistema.

Este teorema implica na existéncia de uma Unica densidade que pode minimizar a
energia do sistema, a qual é atribuida ao estado fundamental, apesar de existir um numero
infinito de densidades possiveis. Além disso, torna possivel o uso do principio variacional para
encontrar a energia do sistema fundamental. A energia serd minimizada quando satisfazer a

equacao variacional:

aE(p(?)) _

Q) )
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A seguir, a expressédo da energia como funcional da densidade:

E(p(®) = To(p() + Voo (p(P) + [ p(PWert (p(D))d3 () = To(p(P)) + Vee(p(P)) +
Vext(p(®)  (5)

Onde, T,(p(#)) é o funcional da energia cinética, V,.(p(#)) é o funcional da
energia de interagdo coulombiana, Vext(p(?)) é o funcional da energia potencial devida ao
potencial externo, vext(p(?)). A DFT é uma teoria exata, contudo o tratamento e formato do

funcional universal T,(p(7)) + V,.(p(#)) ainda é desconhecido, devido a complexidade dos

efeitos de muitos elétrons.
Equacdo de Kohn-Sham

Uma maneira viavel de se obter a minimizacéao do funcional da energia foi proposta
por Kohn-Sham (Kohn e Sham, 1965). A energia cinética T, (p(f’)) foi dividida em duas partes:
Ts(p(®) e T.(p(#)), o primeiro termo representa a energia cinética de um gas de particulas

ndo interagentes, o ultimo descreve a parcela da energia cinética devido a correlacéo eletronica.
T,(p() = T(p(P) + Te(p()  (6)

De forma analoga, o potencial elétron-elétron, V,, (p(f’)) pode ser reescrito como a
soma de outros trés termos: VH(p(f’)), 0 qual descreve a interacdo Coulombiana entre 0s

elétrons, V,(p(7)), representando a interagdo de troca, e V.(p(#)), que descreve a correlagio
de spin, responsavel por aproximar elétrons de spin antiparalelos e afastar os elétrons de spin
paralelos. A seguir, a energia eletrdnica enunciada com os termos acima explicitos em funcéo

da densidade eletrénica:
E(p(®) = Ts(p(®) + T(p(®) + Vu(p(®) + Ve(p(P) + Ve(p(P) + Vere (p(P)) (7)

Os termos associados a muitos corpos, T.(p(7)), Vi (p(#)) e V.(p(#)) podem ser
resumidos em um unico termo E,.. (p(?)), o qual é chamado por potencial de correlagéo e troca.
A forma explicita de Ty(p(#)) como um funcional da densidade eletrénica ndo é conhecida,

contudo esse termo pode ser descrito em termos dos orbitais ¢;(7;) de um sistema ndo

interagente com densidade p(#). Entdo pode-se reescrever a equacdo 8 como (Capelle, 2006):

E(p(@) = T (6:(p)) + Vi(p()) + Exc(p()) + Vere (p()) (8)
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A equacdo acima € exata e sua condi¢do de minimizagdo é representada a seguir:

aE(p®) _ 0Ts(4:(p®)) | avi(p(®) | 0Exe(p@®) | Wexe(p(®) _ 0Ts(#i(p@®))

0= ap@  9p® ap(#) ap(® ap@  p@
Vy (p (?)) + Vxc (p (F)) + Vext (p (F)) (9)
Ts(6i(p()) ,
Sendo que, a—()e 0 potencial gerado pela cinética das particulas nao

interagentes, o segundo termo representa o potencial de Hartree, ou seja, a interacdo entre o
elétron e a densidade média de carga dos outros elétrons, o vxc(p(r_")) representa o potencial de
troca e correlacdo, o qual inclui os termos ndo trivais da interacdo, o ultimo termo descreve o
potencial externo gerado pelos ndcleos atdmicos. Como Ts(p(F)) pode ser descrito por um
funcional dos orbitais, ele ndo sera minimizado diretamente pela densidade eletrénica, por isso,
uma forma equivalente da equacdo sera:

0T

0= om,

o () (10)

onde, vX (r) constitui a soma dos termos vy(7), vy (7) e v, (¥), 0 qual é

potencial efetivo devido a todos os elétrons, por isso, torna-se possivel calcular a energia do

sistema através da seguinte equacdo:

[‘ T T Vet (T)] G (@) = g (11)

A equacdo 11, a qual apresenta 0 mesmo formato da equacdo para particulas
independentes, é conhecida como a equacgdo de Kohn-Sham. A qual deve ser resolvida de forma
iterativa, ou seja, primeiro realiza-se o calculo com uma densidade inicial, encontra-se a
equacédo de Kohn-Sham, a qual é diagonalizada para a obtencéo dos auto-vetores e auto-valores

e assim uma nova densidade é encontrada.

A equacdo 11 permite observar que a equacdo e N particulas interagentes é
substituida por N equacdes de uma Unica particula. A expressdo 12 permite a obtencdo da

energia eletronica total:
E(p®) = 2} &= S [ 22 0303 + By (o) — [ p Ve (p(P)P@)  (12)

Onde o primeiro termo representa a soma dos autoestados, o0 segundo a interacao

eletrostatica entre os elétrons, E,. (p(?)) a energia de correlacdo e troca e o ultimo a interacdo
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do potencial externo com os elétrons do sistema. A expressdo traria o resultado exato, porém o
funcional de correlacéo e troca ndo é conhecido em termos da densidade eletronica, por isso
diversas aproximacoes sao feitas para o tratamento deste funcional, neste trabalho utilizou-se a

aproximacéo do gradiente generalizado (GGA).

Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA)

A solucdo da equacdo de Kohn-Sham é dependente da descricdo do potencial de
troca e correlacdo. O teorema de Hohenberg-Kohn garante a existéncia deste termo, contudo a

forma explicita deste ndo é conhecida, por isso faz-se necessario a utilizacdo de aproximacoes.

A aproximacdo da densidade local (Local Density Approximation - LDA) é a mais
simples entre as utilizadas. A LDA considera um gas de elétrons ndo homogéneo como
localmente homogéneo, em outras palavras, a densidade varia de maneira muito lenta nas
proximidades de um ponto que pode ser considerado localmente homogéneo (Perdew e Zunger,
1981). Naturalmente pela forma como esta enunciada, esta aproximacao se faz inadequada para
situacOes nas quais a densidade de elétrons local ndo é homogénea. Uma possibilidade para
contornar este problema consiste em expressar a energia de troca ndo s6 em relacéo a funcao
de densidade de particulas como também em relacdo ao gradiente da funcdo, por isso recebe o
nome de aproximacao do gradiente generalizado (Generalized Gradient Approximation - GGA)
(Capelle, 2006).

EEA(p(M) = fp(F)Exc(p(F))Fxc(p(f’),IVp(?)I)d37 (13)

Neste trabalho ser& usado a implementacdo PW91, ela difere-se de outras na escolha
da funcéo E..(p(#), |Vp(#)|) (Perdew e Wang, 1992).

Estrutura eletronica dos sélidos

A rede de Bravais é um sistema infinito de pontos que possuam arranjo regular em
todo o espago, por conta desta simetria translacional, torna-se possivel representar todos 0s
pontos da rede a partir de uma célula unitaria. Ou seja, um cristal, sistema de infinitos &tomos,
pode ser representado a partir da repeticdo de uma célula unitaria. Se cada ponto representa a

posi¢do de um nucleo atbmico que compde o sdlido, pode-se deduzir a presenca de um potencial
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periodico nesta estrutura. Ou ainda, a energia potencial deste sistema pode ser descrita de
acordo com a periodicidade da rede em estudo (Vianna, Fazzio e Canuto, 2004):

V(F+R,) =V({#E) (14)
Sendo ﬁn um vetor de translacdo que leva de um ponto da rede a outro.

A partir da célula unitaria definida na rede de Bravais, trés vetores primitivos de

translacdo d,, d, e ds, ndo coplanares, podem ser escolhidos como base. O vetor R, pode ser

reescrito da seguinte maneira:
Rp=Xi1lnd; (15)
Onde 1,;(i=1, 2, 3) € um numero inteiro.

Em virtude da condi¢do de contorno periddica imposta pela simetria translacional,
o0 sistema antes considerado infinito, passa a ter um carater finito pela definicdo da célula
unitaria.

O teorema de Bloch afirma que, para um solido periddico, cada funcdo de onda

pode ser escrita como o produto de duas fungbes, uma com a forma de uma onda plana e outra

com a mesma periodicidade da rede, ou seja (Ashcroft e Mermin, 1976; Payne et al., 1992):
WS (7) = e, () (16)
Sendo, k o vetor de onda e u; (7) a funcdo com a mesma periodicidade da rede.

A expansdo da funcdo através de um conjunto de base discretas de ondas planas,
onde os vetores de onda serdo os vetores da rede reciproca do cristal, permite escrever as

funcdes de onda eletrnica do cristal como uma soma de ondas planas:

.

u;(F) = X% ci’geiGF (17)

A partir da consideragdo acima, cada fung@o de onda eletrdnica pode ser reescrita

como uma soma de ondas planas,
KS(2y _ y' i(k+G)F
Wik (r) = 25 Ci,k+Gel( " (18)

Para um dado conjunto de vetores R,,, 0s quais constituem uma rede de Bravais, e

uma onda plana e**” um vetor de onda ndo permitira que qualquer onda plana possua a mesma

periodicidade da rede de Bravais. Apenas determinados vetores de onda possuirdo tal
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caracteristica. Por isso, 0 conjunto de todos os vetores que produzem ondas planas com a mesma
periodicidade de uma dada rede de Bravais é chamada rede reciproca (Ashcroft e Mermin,
1976). Um vetor de onda pertence a rede reciproca de uma rede de Bravais de pontos se, e

somente se:
eiE(?H?) — ei%.f (19)

para qualquer 7 e qualquer R da rede de Bravais.

Em um primeiro momento, seria necessario um conjunto infinito de ondas planas

para expandir uma funcéo de onda eletronica, contudo, os coeficientes c;, = para as ondas planas

. > 22 .
com energia cinetica menor que (h/2m)|k + G| , geralmente, se mostram mais importantes
que aqueles relacionados com energias cinéticas mais elevadas. Por isso, pode-se fazer o
truncamento do conjunto de base de ondas planas para que inclua somente aquelas com energia

menor a uma energia particular, conhecida como energia de corte (Payne et al., 1992).
Aproximacao do pseudo-potencial

Nesta aproximagcdo, o &tomo, formado por todos os elétrons e o nlcleo, é substituido
por um pseudo-atomo, na qual temos os elétrons de valéncia e um carog¢o idnico. Onde o carogo
inclui o nucleo e elétrons mais internos mantidos nos seus estados atémicos. Isto facilita a
resolucdo de problemas, ao mesmo tempo que ndo compromete as propriedades quimicas do
material. Esta aproximacéao considera que os elétrons do caroco estdo fortemente ligados e por
isso ndo participam na formacdo de ligacfes quimicas, portanto, ndo se alteram em virtude dos

diferentes ambientes quimicos aos quais 0 atomo € exposto.
Otimizacgdo de Geometria

A otimizagcdo de geometria constitui uma etapa importante para o estudo das
propriedades quimicas do objeto em estudo. Nesta etapa hd de se procurar a geometria
correspondente a0 minimo de energia da estrutura, entdo langa-se mao de um método que
determine a forgca resultante em cada atomo, e sendo esta seja maior que o critério de
convergéncia, mude a posi¢do dos d&tomos. As novas forcas sobre os 4tomos, induzida pelo

deslocamento e outros a&tomos, sdo avaliadas até a obten¢do do minimo de energia.



