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Resumo

Nesta dissertacdo foi utilizada a espectroscopgand® intensificado por
superficie $urface Enhanced Raman Scattedn§ERS) para monitorar a adsorcéo de

moléculas de interesse biolégico em superficie limatde ouro ou cobre.

Foram sintetizadas diferentes nanoparticulas roasabde ouro, variando-se a
concentracdo, a ordem de adi¢cdo dos reagentesmgaratura em que as sinteses foram
feitas. Através dos espectros de extincdo dosdmdoinetalicos foi possivel estimar a
distribuicdo de tamanhos obtida em cada uma deeses) e as amostras foram também
analisadas por medidas de microscopia eletronicavateedura e espalhamento

dinamico de luz.

As nanoparticulas de cobre foram obtidas em mgimso, sofrendo oxidacéo
da superficie com formacao de éxido de cobre ¢€ll)a cinética foi acompanhada por
espectros de extingdo. Quando um adsorbato contecaegdutor foi adicionado a
superficie metalica, houve reducdo do Oxido de eobpresente na superficie da
nanoparticula, permitindo a obtencdo do especti®SS#a forma oxidada da espécie
adsorvida. A molécula que possibilitou o estudotedasecanismo redox foi a p-
fenilenodiamina, sendo obtido o espectro SERS piécis oxidada radical céation.

Serotonina, adrenalina, L-carnosina, melatonifiampicina e albumina sérica
bovina foram os adsorbatos utilizados para a oBtedgs espectros SERS em coloide
de ouro. Estas moléculas apresentam anéis arosiatit@ contribuem para uma
elevada polarizabilidade molecular e por isso geereselevado sinal SERS. Estas
espécies também possuem atomos de nitrogénio énixjgds quais estao disponiveis
como sitios de coordenacao para a interacdo campexficie metélica. Para obtencdo
dos espectros SERS foram utilizadas diferentesagéds excitantes, na busca da
ressonancia com as transi¢cdes do plasmon de sugddtalizado das nanoparticulas

de ouro.

Foi ainda realizado o calculo tedrico vibraciopala cada um dos adsorbatos
estudados, isolados ou coordenados a um ou masgite ouro ou cobre, através dos
quais foi realizada a atribuicdo dos espectros RamaSERS dos solidos e dos

complexos de superficie formados, respectivamehtivés desta atribuicdo e das
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regras de selecdo de superficie foi possivel detarmra geometria de adsorcdo da

biomolécula a superficie da nanoparticula metélica.

Palavras-chave SERS, LSPR, nanoestruturas metalicas, biomolgécula
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Abstract

In this dissertation the Surface Enhanced Ramamtt8mg (SERS)
spectroscopy was used to monitor molecules wittobical interest adsorbed on gold

or copper metallic surfaces.

Different gold metallic nanoparticles were synthed varing the concentration,
the addition order of the reagents and the temperan which the syntheses were
made. The size distributions were estimated foh eatioid synthesis by the extinction
spectra of the suspensions, and the samples wsreaahlyzed by scanning electronic

microscopy and dynamic light scattering techniques.

Copper nanoparticles were obtained in aqueous meahidergoing surface
oxidation with the formation of Cu(ll) oxide, whokaetic was followed by extinction
spectra. When a reducer adsorbate was added matioparticle suspension, the copper
oxide, present in the metallic surfaces, undergoaayiction, allowing the achievement
of SERS spectrum of the adsorbate in the oxidinechf The molecule which allowed
the study of this redox mechanism was p-phenylemedie, and the SERS spectrum

was obtained from the radical cation species.

Serotonin, adrenaline, L-carnosine, melatoninamipicin and bovine serum
albumin were the adsorbates selected to obtaiSERS spectra in gold colloids. These
molecules exhibit aromatic rings, whose is expebigtl contribution for the molecular
polarizability, and in consequence of this a gi#BRS signal. Such species also have
nitrogen and oxygen atoms, which are available dioation sites for interaction with
the metallic surface. Different exciting radiatiomgere used for searching of the
resonance with the localized surface plasmon tiiansiof the gold nanopatrticles.

It was made the vibrational theoretical calculasidor each studied adsorbate,
isolated and coordinated to one or more gold opeo@toms, that were used for the
assignment of Raman and SERS spectra of the soltl the surface complex,
respectively. Through such assignment and the caidalection rules it was possible to
determinate the adsorption geometry of biomoleoul¢he metallic surface.

Keywords: SERS, LSPR, metallic nanostructure, biomolecules

Vi
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1 — INTRODUCAO

A nanociéncia € umas das principais areas do conkato cientifico atual e
que certamente resultara em avanco fundamentalaganaais diversas atividades, tais
como: medicina, quimica, forense, ambiental e @sno exemplo, podem ser citadas
as aplicacdes biomédicas de nanoparticulas (NPs)icas iniciadas em 1970, quando
Faulk e colaboradores (Page Faulk e Malcolm Tayl®r,1) passaram a mudar sinteses
de NPs de metais nobres, estudadas desde o sdXupmiXFaraday (Faraday, 1857), e
aprimoradas por Turkevich (Turkevich, StevensonilkeH 1951). Neste contexto, as
nanoestruturas apresentam um forte apelo na Cjépereipalmente em aplicagdes
biologicas (Whitesides, 2003) - devido a elevadasibdidade de reconhecimento

molecular.

Sistemas contendo nanoparticulas de metais nodémessido propostos como
metodologias mais eficientes, rapidas e sensiaess g substituicdo de ensaios utilizado
na deteccdo de biomoléculas (Larguinho e Bapt1a2). Estas NPs, normalmente
constituidas por clusters de a&tomos metdlicos saptam propriedades caracteristicas,
tais como comportamento espectroscopico variavéim ale maior area superficial.
Além disso, ha a oscilacdo coletiva dos elétrom®esi na interface metal-dielétrico,
quando a frequéncia da luz incidente coincide cornequéncia de oscilacdo dos
elétrons (Larguinho e Baptista, 2012), originandoreasonancia de plasmon de
superficie localizado (LSPRI-ocalized Surface Plasmon Resongnésstas oscilacbes
sao influenciadas pela forma, tamanho, dispers@éongosicdo das NPs, gerando a
coloracéo intensa, além do grande espalhamentauzleobservado em dispersdes

coloidais de NPs.

Experimentalmente, observa-se que as NPs interaigetemente com o0s
organismos vivos (Whitesides, 2003). A superfie NP € inicialmente exposta ao
fluido biologico, contendo enorme quantidade detginas, e muitas outras
biomoléculas complexas, que se ligam competitivaenen superficie da NP. Esta
superficie € imediatamente modificada pela adsok@obiomoléculas, tais como
proteinas e lipidios, presentes no fluido biologibtahonet al, 2012). E importante
salientar o fato de que a adsorcdo da biomoléciidaaatanto o comportamento
biolégico e a identidade da NP quanto a biomolééMigstrom e Fadeel, 2012). As

1
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interacOes eletrostaticas especificas sdo as paisdiorcas de atracdo ou repulséo entre
biomoléculas (Nelet al, 2009), e a formagdo de uma camada biomolecular na
superficie da NP induz o surgimento das interagfiesipo van der Waals, as quais
podem afetar a estrutura e as propriedades da Hont@ (Shemetov, Nabiev e
Sukhanova, 2012). A questdo da estrutura se tartecydarmente importante quando
consideradas as caracteristicas funcionais destakcuas. A interacdo das
biomoléculas com a superficie das NPs pode infiaemonsideravelmente a atividade
biolégica do composto inicial, ou até mesmo extinguatividade destas. Desta forma,

0 uso de ferramentas que possam investigar a ¢aterdo sistema formado entre as

NPs e as biomoléculas é de fundamental importancia.

Dispositivos biosensiveis tem sido elaborados dedom@ se ligarem
especificamente a biomoléculas, de forma que o sstema seja habil em converter
este evento local (ponto de interacdo) em um gimahsurdvel. O mecanismo de
deteccdo biomolecular é frequentemente baseado edidas de absorcdo Optica
(Combs et al, 2011), contudo estes métodos tradicionais nagopceonam uma
deteccdo facil e direta dos analitos biomoleculaRara tal a espectroscopia de
espalhamento Raman intensificado por superficiR&GE Surface Enhanced Raman
Scattering tem-se mostrado uma técnica util e de alta siidsitbe, permitindo a
deteccdo molecular inclusive de uma unica molégh@ipp et al, 1997; Nie e Emory,
1997; Arturet al, 2012; Potarat al, 2012).

Diante da importancia e vantagens apresentadas esfgectroscopias SERS e
LSPR como ferramentas emergentes na deteccao litesade interesse bioldgico, este
trabalho apresenta o uso de NPs de ouro e cobdeteacdo de biomoléculas. Os
adsorbatos estudados neste projeto foram a samataniadrenalina, a melatonina, a L-
carnosina, a Albumina Sérica Bovina (BSA), a pirodiamina e a rifampicina, cujas

estruturas estao apresentadas na figura 1.
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Figura 1: Estruturas quimicade alguns adsorbatos utilizados neste trak

1.1 Adsorbatos studados

Serotonina

A serotonina (Ehidroxitriptamina) € um neurotransmissor produzi
principalmente ndronco encefélic (sistema nervoso centrad amplamente distribuic
no cérebrdMossner e Lesch, 19¢. E responséavel por vasduncdes fisiologicas, ta
como ritmoscardiaco e endodcrino, atividade reprodutiva, sdnonor, ansieday,
funcdo motorgMossner e Lesch, 19¢ Fora do sistema nervoso centre serotonina
esta presente nas gleetas, linfocitos, moircitos, macréfagos, mastocitos deroutros

tipos de célulagMossner e Lesch, 19€.

O papel da serotonina como um neurotransmissor denssnervoso centr

esta bem estabelecido, existem diversas funcdescopinuam a serem estuda
3
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atualmente, como por exemplo, sua atuacdo como ladmiudo sistema imunologico.
Em areas machucadas ou inflamadas, tem sido mostrael a serotonina regula a
resposta imunolégica, como agregacdo das plaqudtes;0es acessoOrias dos
macroéfagos, e ativacao e proliferacdo das célul@buT Eisen e Chang, 2010). Além
disso, a serotonina influencia na resposta do @gen a outras doencas imuno-
relacionadas, tais como HIV, artrite reumatéideegicdo cardiaca a enxertos (Tu,
Eisen e Chang, 2010).

Estruturalmente, a serotonina apresenta exceléaxibifidade conformacional
em sua por¢cdo alifatica desempenhando um importzagel funcional na molécula
(Pratuangdejkukt al, 2006), fornecendo os sitios de ligacdo destepteesendo o
conhecimento desta interacdo essencial no desémesito de novas drogas. E
conhecido que em pH fisioldgico a serotonina emeese protonada, e apresenta Varios
conférmeros diferentes, devido a flexibilidade @ate alifatica (Pratuangdejket al,
2006). Na literatura ha relatos de determinacasedetonina em amostras complexas
por diferentes técnicas investigativas como espmiria de massa (Guillen-Casa
al., 2012), eletroforese capilar (Zinellet al, 2012), cromatografia liquida de alto
desempenho (Samanidai al, 2012), e potenciometria (Khan, Nakanishi e Osaka,
2011). O espectro SERS da serotonina ja foi apradema literatura (Tu, Eisen e
Chang, 2010), contudo o estudo vibracional da gdsalesta biomolécula na superficie

da NP néo é apresentado no trabalho.

O estudo espectroscopico da serotonina livre estd tescrito por Bayari e
colaboradores (Bayari, Saglam e Ustundag, 20059teNeabalho foi investigada sua
estrutura molecular, desde comprimentos e angudodigdcbes até, o espectro de
infravermelho para esta biomolécula, utilizandoap@nto diferentes niveis de teoria.
Neste trabalho investiga-se ainda o efeito causaelo solvente na posicdo e
intensidade relativas das bandas, verificando-s& @gorrem mudancas espectrais
guando se passa do estado soélido para o liquidajosebservado inclusive a
sobreposicado de bandas ou até mesmo a auséna@a.dgslienta-se ainda a presenca
tanto de grupos doadores quanto de receptore®ttersd na estrutura da serotonina, o
que poderia facilitar a presenca de ligagbes d®gé@hio e a interagdo com a superficie

metdlica.
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Adrenalina

A adrenalina (4-(1-hidréxi-2-[metilamino]etil)-LfZenzenodiol) pertence a
classe das catecolaminas, que sao compostos gsindeavados do aminoacido
tirosina. Podem atuar como hormonio e neurotrarssmism varias agdes fisiologicas e
patologicas (Tavanet al, 2012). A adrenalina desempenha papel centrahthisdress
fisico ou mental, além de estimular uma série desdo sistema nervoso simpatico. A
presenca de adrenalina afeta a regulacédo da preasgainea, frequéncia cardiaca, o
sistema imunoldgico e o metabolismo do glicogénipidios (sua presenca na corrente
sanguinea aciona mecanismos de mobilizacdo dddiimerideos para a producdo de

acucar) (Tavanat al, 2012).

Estas importantes fungfes vitais da adrenalinabéama classificam como um
potente agente de dopagem, sendo por isso pro#d@ompeticbes esportivas. Por
outro lado, baixos niveis desta biomolécula no migyao tem sido associados com a
doenca de Parkinson, enquanto que altos niveisima oau no sangue podem indicar a
presenca de tumores (Tavaetaal, 2012; Xuet al, 2012). O cloridrato e hidrogeno
tartarato de adrenalina sdo amplamente usadoslagdss injetaveis para o tratamento
de hipertensdo, choque anafilatico, e como vasttmnsem formulacdes anestésicas

para prolongar o efeito anestésico (Hoellein e gtalze, 2012).

Deste modo, a determinacdo de adrenalina em niekisvamente baixos de
concentracdo é de grande interesse na area médidmditeratura estdo descritos
processos de quantificacdo fazendo uso das maalaartécnicas analiticas, tais como:
eletroforese capilar (Xet al, 2012), eletroquimica (Zhoet al, 2012) e cromatografia
liquida de alto desempenho (Machiglaal, 2006). O espectro SERS da adrenalina ja
encontra-se descrito na literatura por dois grujpee et al, 1988; Dijkstraet al,
2007), contudo nestes trabalhos a faixa de nuneonda investigada € pequena, e ndo
h&a estudo vibracional associado. Além disso, osatsys SERS foram obtidos com o
uso de eletrodo ou coloide de prata. O estudo pece® tedrico da adrenalina livre foi
recentemente reportado na literatura por Songabooddores (Songt al, 2005).
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p-Fenilenodiamina

A p-fenilenodiamina (1,4-diamino-benzeno) é um costp comumente
encontrado em produtos para coloracdo capilar. Essgas extremamente sensiveis,
este composto pode levar a alergia, dermatiteshaqgos faciais severos, que podem ser
erroneamente confundidos com angioedema (grandg8egsou papulas na superficie
da pele) (Thyssen, White e European Society of &bnk008). No final do século
XIX, uma epidemia alérgica de contato causada pelsenca de p-fenilenodiamina em
produtos capilares, levou paises, como Suica ec&ran proibirem o uso de varios
produtos (Thyssen, White e European Society of &idnP008). Atualmente, estima-se
que 70% das tinturas capilares contenham p-ferdianmdina, e a exposicdo a este
alérgeno é bastante comum. A p-fenilelodiaminapézale ativar células T especificas,
podendo sofrer acetilacdo em células do tecidelegit sugere-se que o processo de
acetilacdo da p-fenilenodiamina pode levar a realgaesintoxicagdo da dermatite
alérgica de contato (Nacak, Erbagci e Aynaciogld&).

Encontra-se na literatura métodos para deteccgmfeailenodiamina, entre os
mais comuns tem-se, espectrometria de massas €0a@hn2012), eletroforese capilar
(Dong et al, 2009), cromatografia liquida de alto desempereyér, Bloemeke e
Fischer, 2009) e amperometria (Doerg al, 2008). Ja é conhecido o SERS da o-
fenilenodiamina adsorvida em superficie de ouroraap(Koh, Greaves e Griffith,
1994), contudo o espectro SERS da p-fenilenodiarainda nZo foi determinado. E
bem relatado na literatura a formacéo de complex@glicos com a p-fenilenodiamina
(Akalin e Akyuz, 2001; Yustest al, 2010), evidenciando a facilidade com que essa
molécula se liga a superficies metalicas. Além odiss p-fenilenodiamina sofre
oxidacdo espontanea em meio aquoso, formando uicaradtion (Chipman, Sun e
Tripathi, 1992), bem como é um redutor conhecidee£B, KortiSova e Cibulkova,

2006), propriedades determinantes para a obteraggiespectros SERS neste trabalho.

Os espectros vibracionais Raman e de absor¢cadnawemmelho - experimental
e tedrico - da p-fenilenodiamina neutra e de selicah catibnico j& se encontram
descritos na literatura, assim como a atribuicdmracional destas espécies livres
(Chipman, Sun e Tripathi, 1992; Akalin e Akytz, BD0Os espectros eletrénicos -

tedricos e experimentais - das duas espécies tarshénconhecidos (Bailey, Zink e
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Nelsen, 2003). A atribuicdo vibracional da p-fenddiamina como ligante em

diferentes complexos metalicos € descrita por AlkalAkyuz (Akalin e Akylz, 2001).
L-carnosina

A L-carnosina f§-alanil-histidina) € um dipeptideo amplamente etremlo nos
tecidos muscular e nervoso de mamiferos (Belliagchi® e Rizzarelli, 2012). A
espécie sintetizada nos musculos é capaz de aantrahivel de glicose no sangue,
através de regulacdes do sistema nervoso autdnbtabetaniet al, 2012). Além
disso, a espécie apresenta propriedades biologieagrande interesse, tais como:
tampao fisioldgico, antioxidante e na eliminacaaattcais livres, agentes cicatrizante
e quelante de metais (Aydet al, 2010; Boldyrev, 2012). As fun¢des antioxidan@&s s
propriedades com consideravel apelo na industiraeaticia atraindo interesse na
sintese e desenvolvimento de biomoléculas que wsayam o valor terapéutico destes

alimentos (Bellia, Vecchio e Rizzarelli, 2012).

Muito tem se falado a respeito da acéo terapéulecé-carnosina, incluindo
efeitos contra a hipertenséo, sua acado imunomoala@lgdumenta a resposta do sistema
imunoldgico contra determinados microorganismogdpaanti-inflamatéria, bem como
no tratamento de isquemia (Bellia, Vecchio e Rigltiar2012). Recentemente tem sido
estudado o efeito dessa molécula inclusive nonr@téo da doenca de Alzheimer, e no

retardamento do crescimento de células tumoraifigBéecchio e Rizzarelli, 2012).

Algumas propriedades bioldgicas da L-carnosina diggiamente dependentes
da sua coordenacao a alguns cations metalicos @vagBaran, 2008; Branhaet al,
2011). Esta biomolécula é um ligante do tipo paltddo, apresentando cinco sitios
potenciais de coordenacdo — sendo estes dois éminxy imidazoélicos, um grupo
carboxilato, uma ligacdo peptidica, e um grupo antenminal. Quanto a geometria de
coordenacdo pode ser encontrado na literatura ecogpltetraédricos e octaédricos,
dependendo do céation metalico, da razdo metaltkgatilizada na sintese e da forca

ibnica da solucéo suporte (Branhatral, 2011).

Inimeros métodos de deteccdo de L-carnosina s&oitdesa literatura, entre
eles podem ser citados a separacdo por eletrofaegsar (Zinelluet al, 2011),
cromatografia liquida de alto desempenho (Tsurital, 2010), espectroscopia de
fluorescéncia (Rochagt al, 2010) e espectrometria de massas (Fonteh, Hemirey
7
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Harrington, 2007). Em relacdo ao espectro vibradidoi reportado recentemente para
esta molécula, seu espectro SERS em coloide da frabmaset al, 2010), neste
trabalho foram descritos sua atribuicdo vibraciondivre e quando ha formacdo de
complexo de superficie com a prata. Outros tralsadleoatribuicdo vibracional Raman e
de absorcdo no infravermelho da L-carnosina livoa eomplexada com diferentes
metais também € bastante citada na literatura €ggrmani, Bonora e Fini, 2000;
Torreggiani, Tamba e Fini, 2000; Torreggiani, Tade&ini, 2002; Torreggianet al,
2002; Wagner e Baran, 2008).

Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoOxi-triptamina) é sititada principalmente pela
glandula pineal no cérebro humano - a partir donaatido triptofano (Carpentieet
al., 2012) — pode ser encontrada na retina, medukagpepitélio respiratério, pele e
intestino (Carpentieriet al, 2012). Possui inimeras funcfes relacionadas com
regulacdo do ritmo cardiaco, promovendo interfée@&nao metabolismo, sistema
imunologico e até distarbios de sono (Mercolini, ndaoli e Raggi, 2012).
Adicionalmente previne a formacdo de radicais $yrgpossuindo propriedades
antioxidantes, o que faz da melatonina um ingredi@omumente encontrado em
suplementos alimentares e influenciou consideraseieno consumon naturade uvas
e vinhos (Mercolini, Mandrioli e Raggi, 2012). Emnsbado os estudos de atividade
antioxidante, pesquisas recentes revelaram a &ubigdo aparecimento e
desenvolvimento de células cancerigenas por estaokécula (Carpentiegt al, 2012;
Sanchez-Hidalget al, 2012).

Agentes oxidantes “classicos” sdo receptores déropE e podem ser
regenerados em reacdes redox, as quais podem ppméwmacao de outras espécies
oxidadas. Ao contrario dos agentes oxidantes cldssa melatonina parece interagir
com radicais livres por reacfes de adicédo, e adupps sdo mais estaveis e podem ser
excretados como tais. Assim, a melatonina tendaoaser regenerada no organismo,
nao podendo participar de outras reagbes de reldexclini, Mandrioli e Raggi,
2012).

Os métodos mais utilizados para a detec¢do de onelatsdo a cromatografia

liguida de alto desempenho e a cromatografia leg@doplada a espectrometria de

8
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massas (Jensest al, 2011; Wanget al, 2011; Mercolini, Mandrioli e Raggi, 2012;
Wang, Chung-Davidsoret al, 2012; Wang, Walaszczykt al, 2012), contudo ha
trabalhos que fazem uso de outras técnicas comrofelese capilar (Mandriokt al,
2011) e potenciometria (Khan, Nakanishi e Osakd,1200 estudo das atribuicbes
vibracionais no espectro de absorcao no infravérongh melatonina livre € descrito em
alguns trabalhos (Bayari e Ide, 2003; Ditnal, 2004), sendo que o espectro Raman

para esta molécula ainda néao foi reportado.

A capacidade quelante desta biomolécula também destéita em inGmeros
artigos e até em algumas patentes (Kossor; Lim$pokong e Daya, 1998; Lack, Daya
e Nyokong, 2001; Guicin, Buyukokuroglu e Kufreviogl2003), evidenciando a
facilidade com que esta se coordena a metais. Gomt@espectro SERS desta molécula

ainda nao foi descrito na literatura.
Rifampicina

A rifampicina (3-(4-metil-piperazinil-iminometil)iamicina) € uma droga semi-
sintética usada principalmente no tratamento contkeerculose, sendo um agente
bactericida contra a atividade Biycobacterium tuberculos{tiu et al, 2012). O modo
de acdo desta droga se baseia na inibicdo da pamgenzima que catalisa a
polimerizacdo de acidos nucléicos) do RNA, o aétibb age seletivamente na
polimerase bacteriana pela ligacdo em algumas a& subunidades, esse mecanismo
impede a sintese proteica na célula bacteriana étial, 2012). O tratamento da
tuberculose é longo, com duracdo de aproximadamentano, e além da rifampicina
faz-se uso concomitante de outras drogas, tais @isoniazida, a pirazinamida e o
etambutol (Manabest al, 2012). Também tem sido reportado, o uso deste farmaco
(rifampicina) no tratamento de ictericia e prurglm pacientes com colesterase intra-
hepatica benigna, um raro distdrbio autossémicesseo (Mizuochiet al, 2012).
Outra doenca na qual o uso da rifampicina tem sithplamente empregado é no
tratamento da brucelose em humanos, cujo mecanimacdo € semelhante ao da
tuberculose (Sandalaket al, 2012).

Infelizmente, pode ser facilmente desenvolvidastéacia a rifampicina, devido
a mutagdes nas subunidades em que o antibiétiecoéliecido dentro do organismo e

que desfavorecem a ligacdo da rifampicina (Sanalek al, 2012). Segundo a

9
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Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2008, exis?140.000 casos de resisténcia
ao tratamento multi-droga contra tuberculose (BEkal, 2012). Na maioria dos casos,
a resisténcia se deve a nao observancia do regrapéutico ou a interrupcao do
tratamento (Melo, Queiroz e Queiroz, 2011).

O uso da rifampicina pode produzir uma série détosfecolaterais, como
toxicidade hepatica, erupcbes alérgicas, perda pktiteyz nausea, e disturbios
imunologicos (Melo, Queiroz e Queiroz, 2011). Orapanhamento terapéutico permite
a determinacdo da melhor dosagem para cada pacigtitézando os beneficios
terapéuticos e minimizando a ocorréncia de efeitdsterais. Atualmente, os niveis de
rifampicina no plasma sanguineo de pacientes cterdulose ndo séo rotineiramente
monitorados, embora esteja claro que esse procettindevantajoso para o tratamento
(Melo, Queiroz e Queiroz, 2011). Na literatura erica-se reportado o uso de diferentes
métodos de quantificagdo para a rifampicina, comroepemplo cromatografia liquida
de alto desempenho (Fex al, 2011), cromatografia liquida acoplada a espeatoa

de massas (Oswaét al, 2011) e eletroforese capilar (Pontaretal, 2010).

O espectro Raman e SERS da rifampicina foi reportadr Howes e
colaboradores (Howest al, 2006; Howest al, 2007) sendo utilizado coloide de prata
para a obtencdo dos espectros SERS. A atribuicgionddos vibracionais foi feita pela
comparacao com outras estruturas semelhantes dispona literatura, em combinacgéo

com as mudancas espectrais quando solvente deuferagado.
Albumina Sérica Bovina (BSA)

A BSA é uma proteina globular de estrutura bastemtéecida, trata-se de uma
Gnica cadeia polipeptidica com peso molecular emotale 66kDa contendo 583
aminoacidos (Ret al, 2012). E uma biomacromolécula que contém grupdsogila e
amina em sua estrutura, podendo ser empregada (enerias aplicacdes biomédicas
(Won et al, 2012). Estudos mostram que a BSA possui altalssidade com a
albumina de soro humano (HSA), tanto na sequéneiaardinoacidos, quanto na
conformacéo (Sathyadewei al, 2012), justificando assim o0 crescente interesstan

proteina.

Esta proteina exibe comportamento extraordinarieiddea sua organizacao
estrutural e adaptacdo conformacional que juntmgnam uma variedade de sitios de
10
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ligacdo para outras moléculas, por exemplo, acigi@sos, hormoénios e drogas
(Curvale, Debattista e Pappano, 2012). A caratizisnais relevante do BSA € a
habilidade de se ligar reversivelmente a uma awvgi@dade de substancias enddgenas
e exbdgenas formando complexos ndo covalentes aqumatomo carreadores nao

especificos no plasma (Curvale, Debattista e Pap&12).

Esta bem descrito na literatura a afinidade dpsiteina com diferentes sitios
metalicos formando complexos carreadores de subatarpelo plasma sanguineo
(losin, Canpean e Astilean, 2011; Mariam, Dongr&othari, 2011; Sharmat al,
2012),. Também ha relatos na literatura, sobreiidade com que essa proteina se liga
a moléculas que contenham atomos de enxofre, min@w, tidis (Cheret al, 2011;
Parket al, 2011; Vangalat al, 2012). Os espectros SERS do BSA em coloide d& our
foram reportados por losin e colaboradores (lasinal, 2009; losin, Canpean e
Astilean, 2011), evidenciando a potencialidade atesNPs na investigacdo da

desnaturacao da proteina, bem como sua analiserc@adional.

1.2 A espectroscopia Raman e o efeito SERS

O estudo das vibragbes moleculares fornece infgies sobre a estrutura
eletrbnica e o arranjo atdmico em uma moléculae€pectros vibracionais permitem, a
partir da analise do padrdo das bandas, frequémrciagensidades relativas, obter
informacdes da estrutura molecular, conformac@@sé do ambiente quimico da espécie
molecular em questdo (Sant’ana, 2005). Juntamembeacespectroscopia de absorcao
no infravermelho, a espectroscopia Raman é uma télasicas de investigacado
vibracional amplamente utilizada na caracterizatgionateriais, apresentando notaveis
vantagens em relacdo a outras técnicas vibracioffmslrade, 2007). Dentre as
vantagens proporcionadas pela espectroscopia Rapogie-se citar: a analise em
solucdo aquosa, ja que a agua € um espalhador &guussibilidade de obtencdo de
espectrosn situ de forma néo destrutiva, além da investigacaaaeibnal em nameros
de onda menores, sem a necessidade de instrunweradg@onal. No entanto, o
espalhamento Raman ordinario apresenta baixa seec@hboque, tipicamente 10—
10%° cnf.moléculd (Kneipp et al, 1999). A pequena seccdo de choque requer um
namero grande de moléculas para realizar medideguadas, o0 que torna a técnica

relativamente pouco sensivel. Contudo efeitos wamgificacdo como os observados nas
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variantes Raman ressonante (RR) e o SERS levam augrmento da sensibilidade da

técnica.

O Raman ressonante € um efeito de acoplamentonigréobservado quando
h& coincidéncia (ressonancia) entre o comprimentortla da linha laser excitante e
uma transi¢do eletrénica da molécula, ocorrendmnsiticagcdo dos modos vibracionais
associados ao grupo cromoforico que absorve proxagoele comprimento de
onda(Aroca, 2006).

No efeito SERS, a ressonancia ocorre entre a @aliexcitante e a banda LSPR
das NPs metélicas, levando a uma intensificacdo mpde chegar a 1b vezes
(Etchegoin, 2009).

O efeito SERS foi descoberto por Fleischmann dfFkischmann, Hendra e
Mcquillan, 1974), ao estudarem piridina adsorvidlars eletrodo de prata, o qual teve a
rugosidade aumentada por ciclos sucessivos deg@&adareducao. A intensificacado do
sinal foi atribuida ao aumento da area superfidtaleletrodo, e os espectros obtidos
sofriam variagdes nas intensidades relativas eiémegjas vibracionais com a mudancga
no potencial aplicado. Mais tarde, dois traballayarh publicados independentemente,
por Jeanmarie e Van Duyne (Jeanmaire e Van Du@¥w,) X por Albrecht e Creighton
(Albrecht e Creighton, 1977), mostrando que o aumda intensidade observado para
algumas bandas no espectro, ndo poderia ser gastifiapenas pelo aumento da area
superficial do eletrodo. A intensificacdo observadada ordem de 10ezes, enquanto

que a intensificacdo referente ao aumento da éreada ordem de f@ezes.

Caracterizado um novo efeito, inumeros trabalhosanfi realizados para
diferentes sistemas, e para outros metais alénmnatia, principalmente ouro e cobre. A
espectroscopia SERS tornou-se, entdo, uma téceicsuplerficie, através da qual é
possivel determinar a identidade e a orientacdonaléculas adsorvidas a superficie do
substrato metélico. O crescente interesse no usocSHBS como uma técnica

experimental, fez aumentar o empenho na eluciddgfcausas da intensificacéo.

A interpretacdo dos espectros SERS pode apresesdarado grau de
complexidade, ja que o espectro é resultado deefateariados, e que na maioria das

vezes sao de dificil controle. Portanto é impogamnhecer e analisar cuidadosamente

12
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0 conjunto de possiveis variaveis que podem afetmpectro SERS observado. Alguns

aspectos devem ser levados em consideracao aeg@etar o espectro (Aroca, 2006):

A molécula esta interagindo com uma nanoestrutugtalina. O processo de
adsorcao pode ser dividido em duas categoriassatd@com a forca da ligacao
entre a particula e o substrato. No processo degiisfisica (ou fisissor¢do), a
interacdo é fraca, com energias de adsor¢cdo bemoalla encontrado para
ligagBes quimicas convencionais. Este tipo de gélegpode alterar a estrutura
molecular na superficie de soélidos, mas ndao nosimeQuando a energia de
adsorcéao é grande o suficiente e comparavel aiangegligacées quimicas, o
termo quimissorcao é usado.

Fotons incidentes podem induzir a excitacdo dotsatlstal como par “elétron-
buraco” devido a excitacdo do plasmon de superfiestes podem estar
envolvidos em processos de intensificagdo fotozitths. Estes podem gerar
efeitos fotoquimicos indesejaveis no analito derggse, como por exemplo,
fotodecomposicado, fotodissociacdo e fotodessordamlos estes processos
podem influenciar o espectro SERS obtido.

A interacdo da luz com a nanoestrutura metalicam#gp da ressonancia entre a
frequéncia incidente e o plasmon de superficie, ppresua vez depende da
forma e da estrutura das NPs metalicas. Logo,emsidade SERS é também
influenciada por estes fatores. Adicionalmentexa@tacdo em nanoestruturas €
fortemente influenciada pela constante dielétrizaneio.

A dinamica da interacdo da luz com o adsorbato woral um padrdo de
intensidades Raman determinado pelas regras dedseldqui, € importante
distinguir as regras de selecdo de transi¢desoidais para uma molécula em
fase gasosa, onde as atividades Raman e infra@nsio facilmente
determinadas pela simetria do grupo de ponto, eeges de selecdo de
superficie para uma molécula fixa, espacialmententada na superficie da
nanoestrutura. As regras de selecdo de superbcamgem as propriedades de
simetria das transicdes de dipolo e a modificaca@® idtensidades devido a
componentes do vetor campo elétrico na superfidas se aplicam a moléculas
ancoradas em nanoestruturas, uma vez que a molédstavida geralmente
pertence a um grupo de ponto de simetria distirgontlécula livre, e os

correspondentes modos permitidos e sua polariz@também diferentes.
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* O espectro SERS é comumente obtido pela excitagdazcha regido do visivel
ou infravermelho. A presenca da nanoestrutura matflode permitir novas
excitacbes do complexo molécula/nanoestrutura, ta@mo transicdo de
transferéncia de carga entre os niveis de Fernmmel@l e o primeiro estado
excitado da molécula. Uma vez que a excitacdoaest® ressonancia com a
transicéo eletrénica do complexo metéalico adsorvidespalhamento inelastico
observado se refere ao efeito quimico.

* Quando o adsorbato possui transicao eletrdnicariprém ressonancia com a
radiacdo excitante o SERS observado pode ser deefgtalhamento Raman
ressonante adicionado ao efeito SERS (SERRB8rface Enhanced Resonance
Raman Scattering e as intensidades relativas observadas podencaidadir
com o espectro Raman da molécula livre.

* Finalmente, o sinal de pequenas quantidades derexgmi podem aparecer no
espectro, trazendo complicacdes na interpretacds edgpectros SERS

observados.

A despeito das multiplas variaveis associadas &SSExiste uma concordancia
em aceitar dois modelos que permitem a elucidag@jeaito, 0 modelo eletromagnético
e 0 quimico. O mecanismo eletromagnético, respahg@ia intensificacdo do campo
elétrico incidente e espalhado, devido a ressoaadecire a radiacdo incidente e a
frequéncia do plasma de superficie do metal (LSER). mecanismo quimico, que
envolve a interacdo entre o adsorbato e a supenfietalica. H& vérias revisbes na
literatura apresentando os diferentes mecanismohetos no efeito SERS
(Moskovits, 1985; De Faria, Temperini e Sala, 199@nay et al, 2011). e todas
aceitam que tanto o mecanismo quimico (Otto, 2g0anto o eletromagnético (Hao e
Schatz, 2004, Itolet al, 2011) estdo envolvidos no efeito de intensificaga sinal

Raman, visto que separadamente eles ndo podefrcarssi magnitude do efeito.

Na Figura 2 estd apresentado um fluxograma dowsgfgue contribuem mais

significativamente para observacao do SERS.

14



1- INTRODUCAQ | 2012
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Espectro SERS

Figura 2: Fluxograma apresentando as mais significantetribuicbes para o efeit
SERS (Aroca, 200§pndaptado

1.2.1 O efeito eletromagnétic

O SERS pode ser entendido como um fendmeno aseaaim a intensificaca
do campo elétricem torno de pequenos objetos metalicos, di principalment a
oscilacdo coletiva dos elétrons da banda de coond(ic8PF — Localized Surfac
Plasmon ResonangeDurante a efeito tanto a radiacdo incidente quantadiacac
espalhada sofrem intensificagdo do cal (Douketiset al, 2000).Sob circunstancie
apropriadas o campo pc ser intensificado em uma escala d'e &de t é o campo
eletromagnético locdlAroca, 2006, esta relacdo pode ser exppaida de acordo com
equacdo 1(Kneippt al, 1999, onde &erdvs) € a intensidade do sinal SERS; N
namero de moléculas envolvidas no efeito SERv,) € a intensidade da radiag
excitante; A¢.) é o campo elétrico da radao incidente; Afy) é o campo elétrico ¢

radiacéo espalhada®.ssé a secdo de choque Raman da molécula adst

lserdVs) = N. 1) . JAVOF . [AV9F . 6 ags

Equacéo 1

15



1- INTRODUCAO | 2012

A absorcdo e o espalhamento de luz por NPs m&talé considerado a
propriedade mais importante que da origem ao SBR®#, 2006), pois a ressonancia
de plasmon de superficie em nanoestruturas é dmndecessaria para a observacao do
efeito.

O fenbmeno fisico envolvido na ressonancia denpbas de superficie é
amplamente discutido na literatura, e sera detalhadte tratado na secédo 1.3. No
entanto, de modo geral tem-se a submissdo de umaisblBda a radiacao
eletromagnética, esta se torna polarizada pelops@urio campo elétrico, produzido
pelo deslocamento coletivo dos elétrons em relagdoucleo. Este campo gerado nas
proximidades da NP € o responsavel pela intengdicalo sinal SERS de moléculas

proximas a superficie metélica.

A ressonancia de plasmon de superficie pode selulada pela forma e
tamanho da NP, e também pela constante dielétiicaneio externo. Portanto, o
mecanismo eletromagnético guia a preparacdo datwesirda superficie, de modo a
obter o efeito de intensificagcdo em uma frequédeiaxcitacao particular. Isto significa
que intensificadores pobres em uma regido podeneder intensificacdo adequada em
outra regido do espectro. Os experimentos SER8as@s especificos, e cada problema
requer modelagem das condi¢des experimentais ptenizar a relacao sinal-ruido ou

maximizar o limite de detecgao do respectivo amalit

Além da ressonancia do plasmon de superficie, ®utois mecanismos foram
inicialmente propostos para a contribuicdo na sifmacdo do sinal pelo efeito
eletromagnético (Gersten e Nitzan, 1980). Primedraia 0 modelo de dipolo-imagem
(image field, no qual o dipolo elétrico intrinseco da molécalisorvida levaria ao
aparecimento de um dipolo induzido na superficidhoa. Quando alinhados, a soma
de ambos levaria a um dipolo resultante maior, @ada paralelos a resultante seria
nula. Contudo, o campo elétrico somente pode softensificacdo devido ao campo-
imagem para distancias menores que 1 A (Andrad@7)2®u seja, menores que a
distancia de uma ligacdo quimica convencional. Canpyoximidade do adsorbato a
superficie é superior a esta distancia, este ef@itodeve contribuir consideravelmente

na intensificacéo do sinal.
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O segundo mecanismo proposto leva em conta a tovavaos sitios de
adsorcdo nos aglomerados metalicos, no qual ha eotacdo do campo
eletromagnético nas regides de alta curvatura ®as(Kellyet al, 2002; Hao e Schatz,
2004).Particulas esféricas apresentam um excelente sistesdelo, e solugdes exatas
estdo disponiveis para sua interacdo com a radeleiomagnética (Kerker, 1969). No
entanto, evidéncias experimentais apontam que disores intensificadores nao séo
NPs esféricas, e sim estruturas de diferentes grpaticularmente agregados de NPs

ou estruturas fractais.

A interpretacdo do efeito eletromagnético é basend ideia de “nano-
ressonadores” (Aroca, 2006). Estas nanoestrutwaesnp ser esferas solidas, estruturas
sélidas de diferentes formas (elipsoides, triangutdlindros, etc.) ou agregados de
nanoparticulas (ou estruturas fractais). E imediatde evidente que enquanto uma
esfera absorve a uma frequéncia particular, umré@dée pode absorver em trés
frequéncias diferentes, e uma estrutura fractak pedsonar em qualquer frequéncia
dada, dentro de uma ampla regido espectral (Shaddeal, 1998). Os pontos
localizados de pequenas dimensdes - menores do quamprimento de onda da
radiacéo incidente - sdo a fonte do campo locakexmente alto, e podem produzir
fatores de intensificacdo da ordem d& b maior. Os chamadobdt spoté do efeito
SERS podem ser dimeros de NPs alinhados com ac@adiacidente, gerando um
campo elétrico local de enorme magnitude na remig-particula responsavel pela

possibilidade de identificacdo de uma Unica mok&cul

1.2.2 O efeito quimico

O efeito eletromagnético € fundamental para arghs@o do SERS, sem este
efeito ndo haveria sinal. Contudo o mecanismo dquirdetermina o que € observado
(Otto, 2005). O espectro SERS contém informa¢Oésesadsorbato e o ambiente
quimico, em particular as interages com a NP eientacdo espacial. Observa-se
consideravel dependéncia entre o fator de inteasifio SERS com o adsorbato e com o
modo vibracional (Andrade, 2007). Um exemplo detgpendéncia foi verificado ao
observar que o espectro SERS do mondxido de cal@Dpem eletrodo de Ag € cerca
de 200 vezes mais intenso do que o0 espectro feewdo que a secgcdo de choque

Raman para as duas moléculas livres € praticaraengsma (Tian, Ren e Wu, 2002).
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O espectro SERS de espécies quimissorvidas reuuer analise vibracional,
uma vez que se pode ter um espectro completaméigiende do obtido para a
molécula livre, sendo que os valores de frequérciatensidades relativas podem
mudar consideravelmente. Entretanto, do ponto d& \da intensificagdo, a ligacao
direta com a superficie pode aumentar o fator tengificacdo. Este novo espectro
SERS pode apresentar bandas seletivamente intawlsifi, por exemplo dos modos

associados ao sitio de adsorgéo.

Os modelos de transferéncia de carga assumem @ascacdo de espécies
moleculares em superficies metalicas causa umarpacfio nos estados eletrénicos do
adsorbato, alargando a distribuicdo energéticandiass eletrénicos (Andrade, 2007).
Apo6s o processo de adsorcédo a energia do niveéuhei o metal se encontra entre o
estado ocupado de menor energia (HOMO) e o prinestado excitado desocupado
(LUMO). A excitacdo do laser traz a possibilidade tdansicdo de transferéncia de
carga entre o nivel de Fermi da nanoestrutura &M@ da molécula adsorvida, que
podem ser transferéncias do metal para moléculadaomolécula para o metal. O
diagrama de energia envolvido no efeito quimictustriado na Figura 3, onde IP é o
potencial de ionizagdo do adsorbag@ a funcdo trabalho do metal, e o nivel de Fermi
possui energia entre os niveis HOMO e LUMO do dmsor Quando a linha laser
incidente esta em ressonancia com a energia da lientgtansferéncia de carga, tem-se

o efeito de intensificacdo quimico do SERS.

Viacuoo
@ P
" LUMO
& [
(=11} &
e | L7
-: _rem | L7 Molécula
"Bh -
2 .
= "
Metal
HOMO

Figura 3: Diagrama de energia ilustrando a energia da bdadwnoestrutura metalica,
e a diferenca entre os niveis HOMO e LUMO da md&aasorvida (Aroca, 2006)

(adaptado).
18



1- INTRODUCAO | 2012

1.3 O efeito de ressonancia de plasmon de superditbcalizado

Metais no estado de valéncia igual a zero aprasenina grande deslocalizacao
espacial dos elétrons. Nesta condi¢do, pode haegcitacdo coletiva destes elétrons
pela incidéncia de radiacdo eletromagnética de domepto de onda adequado. Esta
excitacao coletiva recebe o nome de plasma, e mtwmaassociado a essa transicao, de
plasmon (Andrade, 2007). Plasmon estdo no centrefeito de intensificacdo SERS
pelo modelo eletromagnético. Muitas das proprieslatie metais como ouro, prata,
cobre e aluminio, estdo relacionadas com a presgogaelétrons de conducdo. E a
resposta do plasmon que rege todas as propriedadas do metal.

Gustav Mie tentando explicar a coloracdo de umasamale agua contendo
pequenas particulas de ouro resolveu de forma plereguacdes de Maxwell para uma
particula esférica submetida a um campo eletronti@gnéEtchegoin, 2009). O
resultando € a Teoria de Mie, que descreve o espee extincdo (absorcdo +
espalhamento de luz) para particulas desta geen{etichegoin, 2009). A localizac&o
da frequéncia de oscilagdo no espectro eletromiagnét determinada pela funcéo
dielétrica do metal, tamanho e forma da NP metaheamn como depende do indice de

refracdo do meio.

A funcéo dielétrica do metal € diretamente depetedda frequéncia natural de
oscilacdo do plasmon de superficie, e é devida em parte real e uma parte
imaginaria. Para que o metal seja um bom subs8&#RS, a parte real da funcéo
dielétrica deve ser negativa, e parte imaginariee dapresentar um valor pequeno
(Etchegoin, 2009). Deste modo somente alguns m&fiaipromissores para observagao
do efeito, marcadamente os metais de cunhagem, poatey ouro e cobre. Ainda com
relacdo a parte real e imaginaria da funcao dieé¢tha como se calcular o fator de
qualidade, que mostra para um determinado meta| guregido espectral mais
adequada para a obtencao do espectro SERS. Qléatpralidade para o metal em uma
determinada regido deve apresentar um valor maierdpis, para que o metal seja
adequado para obtencdo do espectro SERS. O valdatdo de qualidade para
diferentes metais € apresentado na Figura 4, pmgo, para o ouro a partir de 500
nm ja é possivel a obtencdo do espectro SERS. Emiesta regido do visivel, o
espectro SERS em superficie metalica de ouro sejalificil obtencéo, existem

trabalhos reportados na literatura em que o esp&HERS foi obtido nesta radiacao
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excitante (Yanget al, 2008; Castillo, De La Rosa e Perez, 2011; Meeteal, 2011).
Ja para a prata, praticamente toda regiao do Visiméravermelho proximo apresenta o

valor do fator de qualidade adequado.
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Figura 4: Valor previsto para o fator de qualidade de difesermetais ao longo da
faixa de comprimentos de onda de 200 a 1200 nnh€gtan, 2009).

A forte dependéncia entre a posicdo da banda necispde extincdo e o
tamanho da NP metalica se deve a diferenca ensaggiire a banda de valéncia e de
conducéo do metal. Quando a luz atinge a superfietdlica os elétrons em um nivel
de menor energia podem ser excitados para um aéveshergia mais alto. Num modelo
a partir de atomos discretos, quando quatro at@aambinam, 0os niveis de energia
se fundem, oferecendo quatro niveis de energia Igil0s e quatro niveis mais
elevados (teoria de formacgdo de orbitais molecsjagom o aumento do numero de
atomos vizinhos, 0 espacamento entre 0s niveisndegia diminui, ou seja, menos
energia é necessaria para o elétron ser excitadondefaixa para outra. Nos metais,
guando um grande namero de atomos estdo proxinsodasnoutros, as bandas de baixa
e alta energia podem se sobrepor, formando uma f@xtinua entre os niveis de
energia disponiveis, onde os elétrons podem se mievemente. A Figura 5 ilustra
esta abordagem, conforme se aumenta o niumero mest diferenca de energia entre

0s niveis diminui, até que se tenha a banda deugéodia estrutura metalica estendida.
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Figura 5: Evolugdo da densidade e diferenca de energia @ieds conforme o

namero de atomos do sistema aumenta (Morton, Sikiare Jensen, 2011) (adaptado).

Como ja explicitado anteriormente o comprimentadda maximo da banda de
absorcéo do plasmon de superficie localizado dectgpde extingdo das NPs metalicas
é sensivel a constante dielétrica do meio, e @ mudancas no ambiente local, tal
como presenca de espécies adsorvidas, podem cistacamento neste maximo. Isto
permite a deteccdo de moléculas em uma concent@¢éEmamente baixa, ja que
pequenas concentracdes podem levar a deslocamendesvaveis da banda LSPR
(Chunget al, 2011).

1.4) Modelagem Quantica

O uso de calculos quéanticos para obtencdo de espeRERS tedricos é uma
técnica analise dos espectros comum atualmentgalese, Muniz-Miranda e Bigotto,
2009; Thomaset al, 2010; Carcamoet al, 2012). A interpretacdo dos dados
experimentais é facilitada pela eficiéncia dos mowms computacionais, capazes de
prever com confianca propriedades como frequémigasiodos normais e intensidades
das bandas espectrais. Os avan¢os computaciomaigité dos calculos quanticos em

quimica uma importante ferramenta para os espeoptas, facilitando a anélise e
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atribuicdo vibracional dos espectros. Dentro datefSERS, os calculos tedricos

ajudam na determinacéo dos sitios e da geometadsigcao da espécie adsorvida.

O espectro SERS tedrico foi obtido através de t@oguanticos de complexos
formados pela interagcdo quimica da molécula emisen&bm um &tomo do metal.
Opcionalmente podem ser utilizados mais de um atmmom aglomerado de atomos,

cuja estrutura foi previamente otimizada.
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2- OBJETIVOS

- Sintese de nanoparticulas anisotropicas de audbre em suspensdes aquosas,
com controle sobre dispersdo de tamanhos, parangétmede NPs com LSPR em

ressonancia com a radiacao excitante em 1064nm;
- Obtencéo de imagem das nanoparticulas em suspags@sa ou fixas sobre o

vidro por microscopia eletronica;

- Obtencéo dos espectros LSPR das suspensfes @gartésulas na presenca e na
auséncia dos adsorbatos: serotonina, melatonirenaltha, L-carnosina, cristal violeta,
e BSA (Bovine Serum Albumin);

- Obtencédo dos espectros Raman SERS destes cosjpasto radiacdes excitantes
em 1064 nm e 632,8nm.

- Obtencédo do espectro vibracional calculado padaaim dos absorbatos e do

complexo formado entre estes e 0 metal.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

Para o desenvolvimento deste projeto utilizou-s@fiestrutura disponivel no
Departamento de Quimica do Instituto de Ciénciaatdx da UFJF, e também a
infraestrutura disponivel em outras instituico@na@s quais projetos de parceria foram
firmados (CETEM/RJ, INMETRO/RJ, LEM-IQ/USP). Em ¢omto, foi possivel a
utilizacdo dos seguintes equipamentos:

- Espectrébmetro FT-Raman Brucker RFS 100 equipamim c©m detector de
germanio, resfriado por nitrogénio liquido, e ca®er Nd:YAG com radiacado excitante
em 1064 nm.

- Espectrometro Raman Renishaw inVia Reflex comagd@® excitante em 632,8
nm (USP).

- Espectrdmetro Raman LabRam Horiba com radiacéiagee em 514,5 e 632,8
nm (CETEM).

- Espectrometro Raman Explora Horiba com radiag&tamte em 638,0 nm.

- Espectrofotometro Shimadzu modelo UVPC 3101 meafae 200 a 3200 nm
(USP).

- Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UVPC 1800 nafde 190 a 1100 nm.

- Analisador de Potencial Zeta ZetaPlus — Brookhaguipado com um laser em
570 nm e espalhamento dinamico de luz a 90°.

As imagens de microscopia eletronica foram reatigguelos colaboradores Lidia
Agata de Sena e Braulio Soares Archanjo, todosNd®EITRO/RJ. Para tais medidas
foram utilizados o seguinte equipamento:

- Microscopio eletrbnico de varredura de alta nes&bd (FEI), modelo Magellan
400L.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs)

Para a obtencdo das nanoparticulas nucleadoragpral@a seguiu-se o
procedimento descrito por Creightehal (Creighton, Blatchford e Albrecht, 1979), no
qual adicionou-se a um erlenmeyer 30 mL de soludioosa 3,33.18nol.L* de
boroidreto de sédio (NaBfjf e gotejou-se 10 mL de solucéo aquosa 7;0mol.L* de
AgNOs. A sintese foi feita sob agitacdo magnética e amhd de gelo, sendo que a
cada 1,0 mL adicionado, o erlenmeyer foi agitadoualmente e recolocado no banho
de gelo por 10 segundos antes da proxima adigéia,qvitar a agregacao. Ao fim da
sintese observou-se a formag¢do de uma suspensd@idatdlanslicida de coloragéo

amarela.

3.2.2 Sintese das nanoparticulas de prata com ntelde silica (SIQ@AQ)

A sintese das NPs de S@®Ag foi adaptada do trabalho de Oldenburg e
colaboradores (Oldenbueg al, 1999). Esta sintese foi feita em trés etapapapoa-se
as NPs de silica e de prata separadamente, e ipoatrte, as primeiras foram

recobertas com as segundas.

Etapa 1: Em 50 mL de uma solucdo etandlica (pgdmo2:3 de agua:etanol) foi
adicionado 1,5861 g de NPs de silica (10-20 nmpradas da Sigma-Aldrich®. Em
seguida foi adicionado 50uL de mercapto-propil-&tidxi-silano (MPTMS), e a mistura
foi aquecida a 80°C por 4 horas, sendo o etanolstepguando necessario. Apos o fim
da sintese, o coloide foi submetido a cinco cidesentrifugacdo de 30 minutos cada
(taxa de 11500 rpm). A redisperséo do coloide égafem etanol, e com isso pode-se

eliminar todos os reagentes residuais.

Etapa 2: Separadamente, foram preparadas as NRsmdoras de prata, do seguinte
modo: em um erlenmeyer, sob agitacdo constante bagimo de gelo, foi adicionado
50,0 mL de solucéo aquosa 4,0°Ifiol.L* de AgNQ, seguido da adicdo de 1 mL de
solucdo aquosa 3,6.fmol.L* de citrato de sédio di-hidratado @CaHs07.2H,0). A
esta mistura adicionou-se lentamente 1,0 mL decdolaquosa 2,1.F0mol.L™* de
NaBH,.
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Etapa 3: Finalmente, para um volume de 50,0 mINBs nucleadoras de prata foi
adicionado 500 pL das NPs de silica, e o sistemdefgado sob agitacdo constante por
4h. Este coloide foi submetido a dois ciclos detrdeigacao de 30 minutos cada (taxa

de 6000rpm), e a redispersao foi feita em agua.

3.2.3 Sintese das nanoparticulas de ouro

As sinteses do coloide de ouro foram feitas de di&rentes modos, variando-
se, por exemplo, propor¢cdo molar entre os reagevekxcidade e ordem de adi¢ao dos
mesmos, bem como a temperatura em que a sintefgtéoiTodas as sinteses de NPs

de ouro propostas neste trabalho séo inéditas.

Método Um (M1)

A sintese baseada no método 1 foi feita em bammogelo e sob agitacdo
magnética constante. Em um erlenmeyer foi adiciorzad mL de AgNPs a 40,0 mL de
solucdo aquosa 5,42:3Mol.L* de NaBH, seguida da adicdo de 5,0 mL de solucéo
aquosa 4,0.Ifmol.L™* de &cido cloro aurico trihidratado (HAu@H,O). A adicdo do
Au (Ill) foi feita bem lentamente, a uma taxa déeggmento de 50pL a cada 5 minutos.
Ao final foi adicionado 1 mL de solugéo aquosaXJdmol.L™! de citrato de sédio di-
hidratado. Com as primeiras adicdes de HALBELO, o coloide apresentou coloracéo
vermelha, sendo ao que fim da sintese obteve-sesuamensao coloidal translicida e
de coloracéo cinza. Este coloide se manteve espawetemanas quando armazenado

sob refrigeragéo, e agregou apés 15 dias quandazanmado sem refrigeragéo.
Método Dois (M2)

A sintese feita segundo o método 2 manteve as asesomdicbes em que a M1
foi realizada, sendo que diferentemente no M2 wa@dicionado citrato de sodio ao
fim da sintese. A aparéncia visual do coloide absedgundo M2 foi a mesma do que se
obteve para o M1, sendo que o coloide M2 é men@dweals pois mesmo armazenado

sob refrigerag@o ocorreu agregacgao apos alguns dias
Método trés (M3)

No meétodo trés propdem-se uma sintese em temperatabiente, e com

agitacdo magnética constante. Neste procedimef@tmll,de AgNPs foi adicionado a
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10,0 mL de &gua deionizada, seguido da adicdo demi, de solucdo aquosa
4,0.10°mol.L* de HAuCL.3H,0. Foi entdo adicionado, gota a gota, 900uL decgolu
aquosa 1,5.18mol.L™! de NaBH. Com a adicdo do Au (Ill) &s AgNPs, a suspenséo se
tornou transparente, sendo que apés o acréscinsaldedutor obteve-se a coloracao
vermelha intensa. Este coloide permaneceu estawels@manas, armazenado sob

refrigeragao.
Método quatro (M4)

A semelhanca do proposto no M3, a sintese degaifitamétodo quatro também
foi executada em temperatura ambiente, e sob &agitatagnética constante. Neste
procedimento, 1,0 mL de AgNPs foi adicionado a 10l0de agua deionizada, seguido
do acréscimo de 2,2 mL de solucdo aquosa 4°madDL™ de HAUCH.3H,O.
Subsequentemente foi gotejado 1,0 mL de solucdosaql,5.18mol.L”* de NaBH.
Apdbs o acréscimo desta Ultima, obteve-se uma ss8peroloidal de cor roxa, e esta

permaneceu estavel por varios dias.
Método cinco (M5)

Do mesmo modo que descrito pelos dois ultimos noe&tod sintese proposta
pelo o método cinco foi feita em temperatura antbiee sob agitacdo magnética
constante. Neste procedimento 1,0 mL de AgNPs dai@ado a 10,0 mL de agua
deionizada, seguido pela adicdo de 500uL de solegfimsa 4,0.Ifmol.L? de
HAuCl,.3H,O. Adicionou-se, entdo, gota a gota, 1,0 mL de ¢smu aquosa
1,5.10°mol.L”* de NaBH. Com a adicdo do sal redutor obteve-se uma suBpens

coloidal de coloracdo vermelha estavel por varias.d
Método seis (M6)

Diferentemente do proposto nos cinco métodos ianesr as NPs nucleadoras
de prata utilizadas nesta sinteses sdo as queeposslicleo de silica (SH@®AQ). Este
coloide foi sintetizado e caracterizado pelo alw® iniciacdo cientifica Bruno
Guilherme da Fonseca. Em um erlenmeyer foram adidios 2,4 mL de NPs
SIO@Ag 40,0 mL de solucdo aquosa 5,42 ibl.L™* de NaBH, seguida da adicdo
de 5,0 mL de solucéo aquosa 4,3 16ol.L™" de HAUCL.3H,0. A adicdo do Au (lI)
foi feita bem lentamente, a uma taxa de gotejameataOu L a cada 5 minutos. Ao final

foi adicionado 1,0 mL de solucdo aquosa 4,6m6.L™" de citrato de sédio di-
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hidratado. Conforme as adicdes de Au (lll) forantag o coloide, inicialmente
vermelho, apresentou mudangas gradativas de t@mglosque a coloracéo final
observada foi azul escuro. O coloide permaneceveaspor varias semanas quando

armazenado sob refrigeracéo.

A Tabela 1 apresenta a concentracdo final de cexlados reagentes e a
proporcdo molar entre os mesmos para cada umaini@ses de AuNPs descritas

acima.

Tabela 1: Concentracdo final dos reagentes em nibld. propor¢do molar entre

parénteses.

Método Reagentes
HAuUCIl4.3H,O NPs nucleadoras  NaBH, NagCsHs07
M1 43.10'(1) 8,9.10°(0,021) 4,6.18(11) 8,5.10 (3,5

M2 4,310°(1) 8,9.10°(0,021) 4,6.18(11) -
M3 3,7.10°(1) 1,34.10°(0,035) 1,0.10°(2,7) -
M4 6,2.10° (1)  1,2.10°(0,019) 1,1.1G (1,78) -
M5 1,6.10°(1)  1,4.10°(0,088) 1,2.18(7,5) -

M6 4,3.10" (1) 1,9.10¢° (0,44) 4,6.16(11)  8,5.1F (3,5)

3.2.4 Sintese das nanoparticulas de cobre

As nanoparticulas de cobre (CuNPs) foram sinwdigasegundo o método
descrito por Coyleet al (Coyle, Chumanov e Jagodzinski, 1998), no quat L de
solucdo aquosa 2,0.1Mol.L™ de sulfato de cobre (Cu$doi adicionado a 10,0 mL de
solucdo aquosa 2,8.#Mol.L™" de citrato de sédio di-hidratado. Acrescentoueseso,

lentamente 5,0 mL de solucéo aquosa 2;8rid).L™* de NaBH preparada em solucéo
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aquosa 2,0.Idmol.L™* de hidréxido de sédio. A sintese foi feita sobagfib magnética
constante. Neste procedimento, com as primeiragdeslida solucdo de NaBH
NaOH, a suspensao se tornou marrom, e permanest gedoracao até que todo sal
redutor fosse adicionado. Contudo, para evitargag@o do coloide, este foi deixado
sob agitacdo por cerca de 30 minutos apos o fmalimtese, e neste periodo o coloide

passou para uma coloracao azulada, permanecedstelgsir semanas.

3.3 Calculos Teoricos

Os calculos das frequéncias vibracionais da rifamai foram executados em
parceria com o aluno de doutorado da UFJF Diegohi®ag da p-fenilenodiamina com
a aluna de iniciagcdo cientifica da UFJF Ingrid logedas demais moléculas com o
professor Gustavo F.S. Andrade, do departamen@udmica da UFJF.

Para a simulacdo dos espectros vibracionais realipalo professor Dr. Gustavo
Andrade foi utilizado o conjunto de programas Geuns89 (Frischet al, 2009). O
método utilizado foi baseado na Teoria de Funci@wtsidade (DFT), utilizando o
funcional hibrido B3LYP (Lee, Yang e Parr, 1988¢hklich et al, 1989; Becke, 1993)
e 0 conjunto de fungbes-base LANL2DZ, que utilizeoajunto de fungcbes-base duplo-
zeta D95V para os elementos do primeiro periodon(ilyg Jr e Hay, 1977) e o
conjunto de pseudo-potenciais Los Alamos ECP+D2a ptomos mais pesados (Hay e
Wadt, 1985b; a; Wadt e Hay, 1985). As estrutureanfiootimizadas para menor energia
e verificou-se que se tratava de minimos locaia gaséncia de frequéncias imaginarias
nos espectros calculados. Foram utilizados modigogdsorcdo contendo o 4tomo do
metal de interesse, com variacdo da carga e spiata@nos metalicos ligados aos
adsorbatos estudados. A atividade Raman calculad&ofrigida para intensidade

Raman utilizando correcdes propostas na litergtodlier, Magdo e Klots, 1999).

Para a simulacéo dos espectros vibracionais danRi€a as geometrias foram
otimizadas em fase gasosa no nivel DFT com o foatiB3LYP (Lee, Yang e Parr,
1988; Becke, 1993; Stephems al, 1994) e com o conjunto de funcbes de base 6-
31G(d) (Hariharan e Pople, 1973) para todos os @goemceto para o atomo de ouro,
que foi tratado com o potencial efetivo LanL2DZ @peesenta 60 elétrons de caroco e
29 elétrons de valéncia, estes descritos pela teseléncia [3s3p2d](Hay e Wadt,

1985b). Os espectros Raman foram calculados no mesinel de teoria e as
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frequéncias e atividades foram usadas como enpa@daajustar a funcdo Lorentziana
(Santoset al, 1999) de forma a se representar as bandas dotmsp&s principais
bandas foram atribuidas por meio de analise vidoal modos normais. Todos 0s

calculos foram realizados usando o programa GaueSi@-rischet al, 2009).

Para a simulacdo dos espectros vibracionais dailgfiediamina foi utilizado o
conjunto de programas Gaussian’09 (Fristhal, 2009). O método utilizado foi
baseado na DFT, utilizando o funcional PBE1PBE.t@né de ouro foi tratado com
potencial efetivo LanL2DZ, enquanto que os demtamés ndo metalicos utilizou-se o
conjunto de funcdes de base 6-31+G(d) (HariharBome, 1973). As estruturas foram
otimizadas para menor energia e verificou-se quéatava de minimos locais pela

auséncia de frequéncias imaginarias nos espectimsgados.
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas

4.1.1 Nanoparticulas de ouro

Coloides de Au (AuNPs) podem ser preparados seguidiferentes
metodologias (Sardaet al, 2009) para que apresentem atividade SERS apebciav
Suas propriedades fisico-quimicas sao dependeatdésrimia e do tamanho das NPs.
Procedimentos como a limpeza adequada da vidrasexr @ampregada e a pureza dos
reagentes é fundamental para evitar a agregaca@Riasbtidas no processo. A sintese
das AuNPs estabilizadas com citrato de sodio, baseaa reducdo do acido cloro
aurico, pelo préprio citrato ou pelo boroidreto siédio, sdo as mais comumente
utilizadas para procedimentos em meio aquoso (D@,Faemperini e Sala, 1999).
Seguindo este método, € possivel controlar o tamanla forma das AuNPs pela
simples variacdo das condicbes de reacdo — porpaem razado molar entre os

reagentes, pH e solvente (Bastus, Comenge e PAotes).

Nos espectros de extingdo, os coloides de oumaiorente apresentam bandas
LSPR na regido do visivel, em torno de 520 nm paadiculas quase esféricas
(Turkevich, Stevenson e Hillier, 1951), embora dstada possa ser deslocada para o
infravermelho proximo dependendo da geometria das. Wevido a esta dependéncia,
a deposicdo de sucessivas camadas de metal pode camdpletamente a condicéo de
ressonancia, e com isso alterar a cor da dispedsdd\Ps. Por exemplo, NPs
nucleadoras de prata, originalmente amarelas, epees coloracdo vermelha ou cinza
apos a deposicéo de ouro. Esta mudanca de coraestéacionada com a formacéo de
uma camada de ouro sobre elas e ao aumento dohtandas NPs, verificada pelo
deslocamento do méaximo da banda LSPR corresponaentespectro de extingéo,
como apresentado na Figura 6.
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Figura 6: Espectros de extingcdo das NPs nucleadoras degudueacoloide sintetizado
segundo M3.

Nesta figura observam-se os espectros de extohgsidlPs nucleadoras de prata
e de um dos coloides sintetizados. A banda LSPR par AgNPs nucleadoras é
relativamente estreita, indicando que a distribuigé tamanhos é bastante homogénea.
O maximo de extingao, localizado em 390 nm, estaawdo com o esperado para
pequenas NPs de prata, que segundo a literatureoéteado entre 385 e 400 nm, para
didmetro médio entre 10 e 20 nm (Sutherland e Widekr, 1992). Apds a deposicao
da camada de ouro, feita segundo M3, observa-sestbachmento do maximo de
extingdo para 546 nm, e observa-se um ombro emn@30além de alargamento
significativo da banda LSPR. As NPs nucleadoraprdta foram totalmente recobertas
pela camada de ouro, ja que no espectro apresemaiigura 6, ndo se observa banda
na regido de 390 nm para o coloide sintetizado rebguM3. O consideravel
deslocamento no espectro de extincdo era espetadinlo ao crescimento das NPs e
também pelo recobrimento das AgNPs pelo ouro, iriserste observado pela mudanca
de cor observada no coloide. As NPs nucleadorapra@ apresentavam coloracao
amarela intensa e apos a formacéao da camada deatiaeés da reducdo do sal deste

metal, o coloide torna-se vermelho escuro.
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Em geral, quando NPs séo sintetizadas em solugiapa inicial de nucleagéo é
bastante rapida, e o0 crescimento subsequente oqwmore trés mecanismos:
amadurecimento d@stwald(Ostwald Ripeningou crescimento envolvendo agregacao
(Pennet al, 2001), ou ainda reducao catalisada na superfiagee NPs nucleadoras
(Zhang, Okuni e Toshima, 2011). O primeiro procesmseolve crescimento de cristais
maiores pela aglomeracdo dos cristais menores ansiuacédo. Devido ao potencial
quimico da particula aumentar com a diminuicdo atoanho, as particulas menores
tendem a formar particulas de maior tamanho, wesidt em particulas facetadas (Penn
et al, 2001). O segundo mecanismo de crescimento, pegagAo, produz conjuntos
construidos a partir de NPs randomicamente oriastadi seguindo um padrdo de
orientacdo. Estes agregados podem ser desfeitosusorde adsorbatos, que levem a
modificacdo quimica da superficie, ou simplesm@oiesonicacdo. A Figura 6 ilustra

estes dois processos de crescimento.

e (3 @ °N
&e® OOQ@

l Randomico
‘... — . ou ,
Orientado

Figura 7: Representacdo esquematica dos dois mecanismoesEnento de NPs,
adaptado (Penn et al., 2001).

Crescimento por
agregacio

A estabilidade de suspensdes coloidais é govenpadabalanco entre as forgas
atrativas de Van der Waals e a repulsdo coulombésmiee as particulas carregadas
(Satohet al, 1994). No processo descrito pelo amadurecimeat®stwald as NPs
menores perdem identidade quando formam NPs deaesa@mmanhos, evidenciando o
processo de reconstrucdo. No mecanismo de credoimpenagregacao ainda € possivel

perceber as NPs de tamanhos menores, unidas gas fatrativas mais fracas, e este
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processo recebe o nome de agregacgao. Os dois gwedksstrados na Figura 7 podem
ocorrer concomitantemente, e para investigar gekdsdera predominante no processo
de envelhecimento do coloide M1, a cinética de kweegmento ao longo do tempo foi
realizada através dos espectros LSPR deste coR&hdizaram-se ainda medidas de
espalhamento dindmico de luz, e imagens de migoesceletronica de varredura,

visando compreender o0 mecanismo de crescimentomiaente, Figura 8.
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Figura 8: Espectros de extincdo do coloide M1 armazenadoesoberacéao.

Na Figura 8 pode-se constatar que um dia apoésistizado o coloide M1
apresentou um maximo no espectro de extingao #aachliem 541 nm. Apés sete dias
de armazenamento sob refrigeracdo esse maximdidedxfoi ligeiramente deslocado
para 557 nm, sendo que apés doze dias de armazsameeslocamento foi ainda
maior, passando o0 maximo para 626 nm. Como ja c@auenanteriormente, o
deslocamento do maximo do espectro de extin¢do iregcad do infravermelho
evidencia a formacdo de NPs de tamanhos maioreas.olfservado alargamento
consideravel da banda LSPR com o envelhecimentoldae justificado pelo aumento
na distribuicdo de tamanhos das NPs. A diminuigiintensidade da banda na regiao

de 550 nm, e o relativo aumento na regido de 63@ugerem que ocorreu diminuicao
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do numero de NPs precursoras, formadas na etapactEacao, e consequente aumento

das NPs de maior tamanho.

Espalhamento Dindmico de Luz (DLSDynamic light scatteringé uma das
técnicas mais versateis e Uteis para se realizaidagin situ visando observar a
distribuicdo de tamanho das NPs na suspenséao ab(&idcora, 2000). Essa técnica se
baseia na flutuacdo da intensidade de luz espapfeddalisperséo, fendmeno decorrente
do movimento browniano de suas particulas (Pe@®@0). O diametro hidrodindmico
médio corresponde ao diametro da particula magpeassura da dupla camada elétrica
(Rozenfeld, 2011). A Figura 9 mostra as distribag;de tamanhos para o coloide M1,
obtidas por medidas de DLS, antes e apds a sulmmiks&oloide a 30 minutos de

sonicagéo.
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Figura 9: Distribuicdo de tamanhos do coloide M1 sem ex@asgo ultrassom (A); e

apos 30 minutos no ultrassom (B).

Observa-se na Figura 9A que houve a formagéao idieydas com dois tamanhos
meédios diferentes, 76,2 nm e 577 nm. Algumas eststcom maior tamanho se
mantiveram unidas por interacdes eletrostaticasafrando havendo acoplamento
definitivo entre elas. Por esse motivo, apds aagdio ao ultrassom os agregados foram
parcialmente desfeitos, observando predominanciagdegados de menor tamanho, e
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também de NPs isoladas, Figura 9B. Através dessd#das, pode-se concluir que as
NPs sdo formadas pelos diferentes métodos de mmsi, amadurecimento de

Ostwalde agregacao.

As medidas de microscopia eletrbnica de varre@idav) também fornecem
importantes informacdes sobre a forma e o tamaraso MPs. No entanto, para a
obtencdo da imagem € necesséria preparacdo p@\amadstra. Para a obtencdo das
imagens MEV apresentadas neste trabalho, o coloid®co no vacuo sobre placa de

silicio. A Figura 10 apresenta as imagens de MBE¥ pacoloide M1.
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Figura 10: Imagens MEV das AuNPs sintetizadas segundo M1 chierentes

magnificacdes.

As imagens MEV confirmam a proposta de formac&oadmmerados de
tamanhos maiores a custa das NPs menores, semdeerdientidade, ja que é possivel
distinguir as NPs precursoras. Pode-se observarig¢Ralas com diametro entre 30 e
40 nm, formadas por NPs precursoras com tamanhe & e 15 nm. Além de
aglomerados maiores, 0 que condiz com o méaximo xdmcéo do plasmon de

superficie localizado (620 nm) e com a larga disigdo de tamanhos.

Entre os muitos trabalhos descritos na literasotare o uso do citrato de sodio
na preparacdo de coloides, ha concordancia a tespeiduplo papel desempenhado
por este reagente: atuando como agente redutarpe grrotetor (Jet al, 2007). Em
virtude disso, testou-se a estabilidade do colsidéetizado segundo M1 sem que o
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citrato de sodio fosse adicionado ao fim da sintesebendo o coloide a denominacéo
M2. Os espectros LSPR dos dois coloides estaoapestos na Figura 11.
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Figura 11: Espectros de extingdo do coloide M1 e M2.

Através do espectro de extingcdo, apresentadoguaseFil, pode-se observar que
com a adicdo do citrato de sodio ha intensificagdddanda na regido do visivel, e
consequente diminuicdo na regido do infravermelindximo, indicando que ha
favorecimento para a desagregacao das NPs. Isteveeao recobrimento das mesmas
pelo citrato de sddio, que por repulsédo das calgascas destes anions adsorvidos nas
superficies das NPs dificulta a formacdo de agmgde tamanhos maiores. O coloide
M1 permaneceu estavel por semanas, enquanto aledit2 sofreu agregacdo dentro
de alguns dias, corroborando a hipotese de estaddiadicional fornecida pelo citrato

de sodio.

Ainda no ambito de investigacao e sintese dasdeRsuro, foram sintetizados
trés coloides variando-se a concentracdo de salude e de boroidreto de sodio
adicionados durante a sintese, os coloides siatietizsegundo métodos M3, M4 e M5.
Nestes coloides ndo houve adicdo de citrato d® sadfinal da sintese, e mesmo assim

eles permaneceram estaveis por semanas. Isto se dg\uistintas propor¢cdes entre 0s
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reagentes, que foram significativamente difereote abloides obtidos em M1 e M2. A
Figura 12 apresenta os espectros LSPR dessesloé&ties.
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Figura 12: Espectros de extingdo dos coloides obtidos nosedmmentos M3, M4 e
M5.

O coloide M5 possui a menor concentracdo de onr@@mparacao aos outros
dois coloides e a distribuicdo de tamanhos neds&lecé relativamente pequena, ja que
a banda LSPR ndo é muito larga. O maximo de extirlgdalizado em menor
comprimento de onda (532 nm) evidencia a formagégarticulas com tamanhos
menores do que os coloides M3 e M4. O coloide M#cgdimento no qual foi
adicionada maior quantidade de sal de ouro, apmeedsmnda LSPR com largura
apreciavel, indicando que a distribuicdo de tamamdm é homogénea. Em comparacao
com o coloide M5, observa-se a presenca de NPs@saioma vez que 0 maximo de
extingdo se encontra em maior comprimento de 06#i@ (m). No coloide M3, com
concentracdo intermediaria de sal de ouro, obs®va-formacdo tanto de particulas
maiores quanto de particulas menores, devido &gosicdo de bandas apresentada no
espectro deste coloide. O maximo centrado em 55@wvidencia que as NPs de menor
tamanho sdo majoritarias, sem que se exclua, ramtenta presenca de NPs maiores,
evidenciada pelo ombro proximo a 625 nm.
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A posicéo precisa e forma das bandas LSPR sdm reeritsiveis a distribuicdo
de tamanhos e a forma das NPs e essas podem sarles para as diferencas
observadas nos espectros experimentais. P6de-skicoportanto, que a concentracao
do sal de ouro influencia de modo significativo @sipdo e a largura da banda no
espectro de extingao do coloide. A maior quantidielsal de ouro levou a formacao de
NPs maiores, uma vez que a espessura da camadanuetsl formada sobre as NPs
nucleadoras de prata foi maior. Destes trés cdoehkeolheu-se o de concentracao
intermediaria de ouro (M3) para caracterizacao iawlad, e também obtencdo dos

espectros SERS.

A caracterizacao do coloide M3 foi feita atravésntedidas de DLS e MEV, os
resultados estdo apresentados nas Figuras 13respéctivamente. Com a medida de
DLS obteve-se a distribuicdo de tamanhos para asddBte coloide. Pode-se observar
predominancia de NPs com tamanho aproximado dendil2Ha também a presenca de
NPs bem menores, em torno de 20 nm, evidencianten@ncia de formacéao de
agregados maiores as custas de NPs de menor tan@sldados obtidos pela medida
de DLS sao confirmados pela imagem MEV.
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Figura 13: Distribuicdo de tamanhos do coloide M3.
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Figura 14: Imagens de MEV do coloide M3 com diferentes magadgoes.

Em todas as sinteses de coloides apresentadasmaténento neste trabalho,
utilizou-se NPs nucleadoras de prata como sitioutdeacdo para crescimento do ouro
reduzido. Visando investigar as diferencas obsawvapgiando as NPs nucleadoras séo
feitas de outro modo, sintetizou-se o coloide M&,qual foram utilizadas NPs com
nucleo de silica recobertos com AgNPs como sigosutleacdo. Apés a reducao do sal
de ouro sobre estas NPs, obteve-se o espectro [paRRo coloide M6, o qual é
apresentado na Figura 15. Pode-se observar grastdeudcdo de tamanhos, devido a
banda LSPR de largura apreciavel (400 nm). A pgssele um ombro localizado em
564 nm e 0 maximo da banda em 743 nm mostra qiNPasde maior tamanho séo

predominantes, embora ainda haja NPs menores.
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Figura 15: Espectro de extin¢cdo do coloide M6.

O coloide M1 e o coloide M6 foram sintetizadosndedo bastante semelhante,
sendo que a principal diferenca sdo as NPs nucigsdNos espectros de extingdo de
ambos os sistemas sdo observadas diferencas aprecianto na largura da banda
LSPR, como na posi¢cdo do maximo. Comparando agmwsig¢ maximo de extincdo do
coloide M1 e M6, mesmo ap0s o envelhecimento, ohs®rs que no segundo ha
formacdo de NPs de tamanhos maiores. Considerarela goncentracao de ouro nos
dois coloides é a mesma, e que as NPs nuclead®@sidh possuem aproximadamente
o mesmo tamanho, pode-se concluir que as NPs ida sécobertas com as NPs
nucleadoras de prata formam AuNPs de tamanhos esaidda Figura 16 sao
apresentadas as imagens de microscopia eletropicardedura para o coloide M6,
nelas pode-se observar o tamanho médio das NPsgtareoloide de aproximadamente
50 nm.
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Figura 16: Imagens MEV para coloide M6

4.1.2Nanoparticulas de cobr:

Coloides de cobre, apesar de apresentarem bom sinal SE&Rem menc
atencao na literaturdo que os demais metais nobres, como ouro e piatalo a baix:
estabilidade do Cu(0dm meio aquoso quando exposto ao ar. Durante assimla:
CuNPs, com as primeiras adi¢cdes de N4 a mistura se tornou marrom, e permane
assim até o final da adicdo do sal redutor. Apadi¢do de todo o redutor a mistura
deixada sobre agitacammpaproximadamen meia hora, para evitar a agregacac
coloide. Durante e periodo, a suspensao se to azulada, indicativo da formagéo
oxido de cobre na superficie da NP. A fina camaslaxddo formada protege o nucl
formado de Cu(0) (Ricet al, 2011). A Figura 1Apresenta os espectros de extinca

coloide de cobre ap6s mél da sintese, e ao longo da me:
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Figura 17: Espectros de extingdo do coloide de cobre noadirécho final da sintese

(A); espectros de extincdo do coloide ao longoidizse (B).
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Coloides de cobre, com o metal ndo oxidado, aptase banda LSPR em
aproximadamente 570 nm (Rie¢ al, 2011). Na Figura 17A pode-se observar que a
banda LSPR no inicio da sintese possui maior itteds relativa em torno de 500 nm,
enquanto que ao fim da sintese tem-se uma bandaneidon intensidade centrada em
745 nm, a qual corresponde ao 6xido de cobreAlFigura 17B traz os espectros de
extincdo obtidos ao longo da sintese, o primeipeaso foi obtido 5 minutos apds a
adicdo de todo o sal redutor, os demais foram ebtgkegundo o tempo descrito na
legenda. No decorrer da sintese pode-se obsearanmente a formacdo da banda em
745 nm, ou seja, inicialmente tem-se CuNPs em &olue ao longo do tempo a
superficie de cobre é oxidada, e ha a formacaardsistema carogo-cas€u@CuO,
como apresentado na Figura 18. Quando um adsodoato capacidade redutora é
adicionado ao coloide o maximo da banda LSPR éocdadb para menores
comprimentos de onda, como foi observado apos¢@@dia p-fenilenodiamina, com a
reducdo da camada de Oxido.

@ 6 O

Cu@Cu O CuO

Figura 18: Formagao das NPs de Cu@CuO (Rital, 2011).

Foram obtidas imagens MEV para as CuNPs, e estd® apresentadas na
Figura 19.
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Figura 19: Imagem de microscopia eletrénica de varredur&CaddPs sintetizadas.

Como se pode observar este aglomerado de CuNPseaf@edimensdo de
centenas de nanometros, sendo formado por NPsrpoeas com diametros variando
de 20 a 70 nm aproximadamente. Isto esta condizemte a larga banda LSPR
observada nos espectros de extincdo, que se estetad@amente por toda a regido do

visivel.

4.2 Estudo dos adsorbatos

4.2.1 Serotonina

O espectro eletronico da serotonina sofre varggie acordo com pH da
solugcéo, em pH neutro 0 maximo se encontra nacetpd290 nm, sendo que com o
aumento da basicidade esse maximo é deslocadogugdia de maiores comprimentos
de onda (Chattopadhyay, Rukmini e Mukherjee, 19896kerotonina apresenta dois
valores de pK, um correspondente a desprotonacapupm OH (pk= 4,9), e outro
correspondente a desprotonacdo da amina=(#K8)(Tu, Eisen e Chang, 2010). O
ponto isoelétrico para a serotonina apresenta \ddor,35, ou seja, em pH= 7,35 os

valores das cargas da serotonina se anulam.
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Ha também relacdo da posicdo do méximo de absagéo o estado de
oxidagdo da molécula. E conhecido que a serotchine agente antioxidante, e que
sofre processo de oxidacao irreversivel (Saedda, 2000; Wanget al, 2003), sendo
que o espectro eletronico do produto de oxidaca&sedatonina deve apresentar bandas
em 532, 350 e 234 nm (Singh, Wrona e Dryhurst, 1992 espectro eletronico da
serotonina é apresentado na Figura 20.
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Figura 20: espectro eletrdnico da solucédo aquosa de serat¢hib0* mol.L™).

De acordo com a posicdo do maximo de absorbanera 275 nm com ombro
em 297 nm — e o pH da solucda. 7, a espécie predominante € a ndo oxidada e
totalmente protonada. Mesmo ap0s varios mesesafmne da solugdo o espectro
eletrbnico se mantém o mesmo, ou seja, ndo foircdd@ oxidacdo significativa em

solucéo aquosa.

O espectro de extincdo das NPs sofre influénciendice de refracdo do meio
externo, portanto, a presenca de uma espécie @msqude deslocar a posicdo do
méaximo. Também pode ocorrer mudanca no formato ateddd LSPR, devido a
mecanismos de agregacao ou desagregacao das KPebteamcao dos espectros LSPR

e SERS da serotonina utilizou-se um modificador slgperficie, o &cido
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mercaptopropandico. Os espectros de extincdo @adeoM1 na presenca de serotonina
e do modificador de superficie sdo apresentadésguaa 21.
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Figura 21: Espectros de extincdo do coloide M1 com adicédo etetanina (1.18

mol.L™! e &cido mercaptopropandico (1“@ol.L™).

A adicao de serotonina e do acido mercaptopraparam coloide M1 desloca o
méximo na direcdo do infravermelho, passando de Bl para 590 nm. Este
deslocamento é indicativo da formagdo de AuNPs d®nmes tamanhos, ou seja, a
adicdo do modificador de superficie e da serotopnoanove a agregacao parcial das
NPs. O alargamento da banda indica uma maior lolis¢do de tamanhos. Ha também
aumento significativo no valor da absortividade anoém funcdo da mudanca do indice
de refracdo na superficie da NP pela modificagc&aedpécies adsorvidas.

O espectro Raman normal da serotonina foi obtiolm @xcitacdo em duas
radiacdes diferentes, 1064 e 632,8 nm (Figura @2&pmente com o espectro tedrico
obtido. Como se pode observar existe grande coawoi@ entre 0s espectros

experimentais e o teorico.
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Figura 22: Espectro Raman da serotonina sélida com radiaxéitaete em 1064 nm

(A) e 632,8 nm (B); espectro tedrico da seroto®)a

Como pode ser observado nos espectros Raman dea 2§ e também no
espectro eletronico da serotonina, nenhuma dasag@eB excitantes estdo em
ressonancia com transi¢cdes eletronicas da moléoulsseja, ndo ha intensificacdes
devidas ao efeito Raman Ressonante. O calculo picis obtido no infravermelho,
bem como as atribuicbes vibracionais, para a sar@cem diferentes niveis de teoria
foi recentemente descrito (Bayari, Saglam e Uswn@@05), e os dados obtidos nesta
dissertagdo concordam com o0s descritos no trakatado. A atribuicdo vibracional
para as bandas do espectro Raman desta molécwaneparacdo entre os nameros de
onda vibracional e tedrico estdo descritos na BaBele a estrutura otimizada para a

serotonina esta apresentada na Figura 23.
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Figura 23: Estrutura otimizada para a serotonina

50



4-RESULTADOS E DISCUSS@EISZOlZ

Tabela 2 Valores de nimero de onda (&para as bandas do espectro Raman da

serotonina solida e do espectro tedrico, e respeatribuicdo vibracional.

Namero de onda/ ch Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado

A= 1064 nm A= 632,8 nm

327 327 337 & (C°C™N%)
467 460 461 8 (CCn

607 607 630 v (CChn

752 750 738 ¥ (CChn + w (C**H)
773 770 771 § (CC + CN),
840 840 845 o (NHp) +8 (CChn
941 941 971 v (C¥C™) + 1t (NH,)
1198 1196 1223 v (C'O) +6 (OH)
1237 1237 1258 T (CH,)

1308 1305 1318 T (CH,) + 6 (CCn
1353 1353 1383 T (CH,) +1 (NH,)
1428 1427 1450 v (CC + CN)y + w (CHy)
1539 1539 1589 v (CChn
1583 1586 1621 v (CChn
1635 1635 1672 v (CC + CN)y

Abreviaturas:s: deformacdo angular no plang;deformacédo angular fora do plano;estiramentow:

abano agging; p: péndulo {ocking); t: torséo fwist); an: anel.
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O espectro SERS da serotonina foi obtido com cadizxcitante em 1064 nm,
utilizando-se o coloide M1 com adi¢do do acido mptapropandico como modificador
de superficie. Os espectros SERS obtidos ao Idngempo, apresentados na Figura
24, permitem determinar o quanto a ressonancia entoloide e a radiacao incidente

séo determinantes para observacéo do efeito SERS.
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Figura 24: Espectros SERS da serotonina (Z.1@0l.L"Y), na presenca de &cido
mercaptopropandico (1.famol.L™}), medidos ao longo do tempo.

Estes espectros foram obtidos apdés a mistura tmdeoM1 com o acido
mercaptopropandico e a serotonina. As primeiragldmmo espectro SERS foram
observadas somente apds 40 minutos que a misturpréparada. A adicdo do
modificador de superficie causou a agregacdo das ddéPcoloide M1, contudo o
processo de agregacédo € lento, e 0 espectro SERSdiservado quando o tamanho
dos agregados levou a ressonancia entre o plasensuperficie e a radiacdo excitante
utilizada. Apés cerca de trés horas do preparo dtura observou-se a formacao de

agregados visiveis a olho nu, nesta etapa o esp8ERS nédo foi mais observado. O
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tempo Otimo para observacdo do espectro esteve &06tre 100 minutos apds a

preparagao da mistura.

Ha que se ressaltar que na medida em que a tiargigplasmon de superficie
das AuNPs entrou em ressonancia com a radiacatebesiocorreu aumento do fundo
de emissao e juntamente foram observadas as beefdeentes aos modos normais das

moléculas de 4gua adsorvidas, em 1650, 3200 e@3860

Diversas configuracdes foram testadas para a gditedo espectro tedrico da
serotonina adsorvida em atomo de ouro, mudande etéis o sitio de adsorcdo, o
namero de atomos de ouro, a multiplicidade e aacdegptes atomos. A configuracédo
gue mais concordou com o espectro experimentadoela em que a serotonina estava
adsorvida a um atomo de ouro (lll), sendo o sigoadsorcdo o nitrogénio do anel
inddlico. O espectro SERS da serotonina adsorvidaceloide de ouro (M1) na
presenca do modificador de superficie é apresemtadéigura 25, juntamente com o

espectro tedrico otimizado.
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Figura 25: Espectro SERS da serotonina (Z1fol.LY), na presenca de &cido

mercaptopropandico (1.famol.L™Y) com radiacéo excitante em 1064 nm (A); espectro

tedrico da serotonina adsorvida em atomo de ouyro (B

Quando comparados, 0 espectro tedrico e o expaiaepresentam diferengas,
gue podem estar associadas ao fato de que o cdesilmodos vibracionais ndo levar
em consideracao as regras de selecdo de supeségiendo a qual € esperado que 0s
modos vibracionais perpendiculares a superficiedlioat sejam mais intensificados
(Moskovits, 1982). Como por exemplo a banda em @58, presente no espectro
tedrico e nédo resolvida no experimental. Esta baed&fere ao modo de respiracédo do
anel, e segundo a geometria otimizada, o modo agbara superficie de ouro. Outra
diferenca nos espectros é a banda em 165f) presente no experimental e ausente no
calculado. Esta banda se refere a deformacdo andalaagua (Sprik, Hutter e
Parrinello, 1996), e por isso ndo esta presentspectro calculado, uma vez que este é

feito com a molécula isolada.
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No espectro experimental foi usado o &cido mergappandico para obtencdo
dos espectros SERS. Nao foi possivel a obtenc@&spuirtro SERS da serotonina sem a
adicado deste modificador de superficie. Na presdogacido mercaptopropanoico ha a
possibilidade de formacéo de ligacbes de hidroggmetas aminas e pela hidroxila,
entre o adsorbato e este modificador de superfigie. facilitaria a aproximacéo do
grupo indol a superficie para a coordenacdo aolntetaando possivel a obtencéo do
espectro SERS.

A despeito das pequenas diferencas observadasperties tedrico obtido
apresenta as principais bandas observadas no respgegierimental. A atribuicéo
vibracional para as bandas do espectro SERS dgstaie € apresentada na Tabela 3, e

a estrutura otimizada no calculo, na Figura 26.

Figura 26: Estrutura otimizada para a serotonina interagoao um atomo de ouro.
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Tabela 3: Valores de nimero de onda ( tpara as bandas do espectro SERS da

serotonina adsorvida em ouro e respectiva atriburgéracional.

Namero de onda/ ch Atribuicdo tentativa
Experimental Calculado
2= 1064 nm
- 755 3 (CChn
879 879 Y (CChn+ 6 (NH)an
1047 1117 v (CCY) + o (NHy)
1087 1140 v (CC + CN),
1231 1268 6 (CH + NH),,,
1277 1355 v (CCan+ 8 (CH)an
1457 1519 v (CCan+ 8 (CH)an
1487 1547 v (CCan+ 8 (CH)an

Abreviaturas:s: deformacao angular no plang;deformacédo angular fora do plano;estiramentop:

péndulo (ocking); an: anel indélico.

De acordo com a atribuicdo vibracional, pode-seentar que 0s modos mais
intensificados séo aqueles referentes ao anelicadd@ue por possuir grande niumero de
elétronsz, leva a grandes variagdes na polarizabilidade ecatde com a vibragéo e
consequente elevado sinal Raman e SERS. De acontl@ enodelo tedrico, os modos
que possuem componentes perpendiculares a superficetalica tambéem
intensificaram, comprovando que a adsorcao se @agbemo de nitrogénio do anel

indolico.
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4.2.2 Adrenalina

A adrenalina sofre processo de oxidacéo irreverghoore, Banks e Compton,
2004), e a posicao do maximo no espectro eletraesta molécula depende da espécie
em questdo. Na literatura existe certo conflitoreob produto final no processo de
oxidagdo da adrenalina (Zhareg al, 2002; Chen e Peng, 2003), sendo que em
superficie de ouro a reagdo de oxidagao foi prepost Yang e colaboradores (Y agig

al., 2007), e esta representada na Figura 27.
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Figura 27: Reacao de oxidagao da adrenalina.

A adrenalina sofre oxidacdo espontanea em solgéosa, sendo que a espécie
neutra é incolor, e a oxidada apresenta colorag@ear A Figura 28 apresenta o
espectro eletrénico da adrenalina antes e apdsdagéo. A espécie antes de sofrer
oxidacdo apresenta uma Unica banda em 278 nm,spégie oxidada apresenta esta
mesma banda com menor valor de absortividade malém de uma banda pouco

intensa centrada em 480 nm.
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Figura 28: Espectro eletrnico de solugéio aquos adrenalina (1.18mol.L™%) neutra e

oxidada com caminho 6ptico de 0 cm.

Os espectros de extingdo do coli de ouro M3 na presenca de adrera e de

2-mercaptoetandao apresentados na Figur..
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Figura 29: Espectro de extincdo do coloide M3 na presencaolig;do aquosa de
adrenalina (1.1 mol.L") e de 2-mercaptoetanol (1:3@nol.L™%), com caminho 6ptico
de 0,5 cm.

Com a adi¢é@o de adrenalina ao coloide M3 ocoreslodamento do méaximo da
banda LSPR para menores comprimentos de onda. d¢arga de 2-mercaptoetanol,
observa-se que a banda LSPR do coloide M3 foi dadbbpara maiores comprimentos
de onda. O ombro localizado em 625 nm passou @ Is@nda mais intensa, € 0 maximo
foi deslocado para 680 nm, e a banda mais intemsmldide em 550 nm diminuiu de
intensidade, sendo deslocada para 530 nm. Porégatoas o uso do modificador de
superficie levou ao aumento dos tamanhos das AulRando a adrenalina foi
adicionada ao coloide na presenca do modificadosujeerficie, ndo se observou
grandes mudancas na posicdo dos maximos, foi aaeersomente ligeira diminuicao
da intensidade. Através dos espectros LSPR nassivebdeterminar se a adrenalina se
encontra como espécie oxidada, uma vez que a ltandeteristica desta espécie — em
480 nm, e com fraca intensidade — pode estar erteopela banda LSPR do coloide,

gue se encontra na mesma regiao e apresenta dadasipreciavel.

Os espectros Raman da adrenalina foram obtidosradiacdes excitantes em

1064 nm e em 632,8 nm, e sdo apresentados na RBQupantamente com o0 espectro
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tedrico obtido para esta molécula. Como pode sserohdo existe boa correlacdo entre
0s espectros nas duas radiagdes excitantes eairedpeérico.

Intensidade Raman

; . '. e
1600 1800

T T T T
800 1000 1200 1400

, -1
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T T
400 600

Figura 30: Espectro Raman da adrenalina sélida com radiaxéitaete em 1064 nm
(A), 632,8 nm (B) e espectro tedrico da adrendi®)a

Nenhuma das radiacbes excitantes utilizada estwa ressonancia com
transicOes eletronicas da molécula (ver Figura @8),isso as intensidades relativas
entre as bandas nos espectros da Figura 30A e Baséante semelhantes. A atribuigéo
vibracional para as bandas do espectro Raman enpatacdo entre os valores de
namero de onda para 0s espectros experimentatiedel®d adrenalina sédo descritos na

Tabela 4 e a estrutura otimizada obtida para sgtecee € apresentada na Figura 31.
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Figura 31: Estrutura otimizada para a adrenalina.
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Tabela 4: Valores de nimero de onda ( thpara as bandas do espectro Raman da

adrenalina solida e do espectro tedrico, e resgeatribuicdo vibracional.

Namero de onda/ ch Atribuicéo tentativa

Experimental Calculado

Ao= 1064 nm Ao= 632,8 nm

335 332 327 vy (CChn

573 572 589 8 (CChn + 6 (OH)
593 591 598 8 (CChn + 6 (OH)
769 769 787 5 (CCln+ 8 (NH)
791 791 805 5 (CCln+ 8 (NH)
940 937 927 v (CN)sim

966 963 959 Vv (CChn+ & (CH)an
1027 1024 1034 o (CHp) +v (C™C")
1191 1191 1209 8 (O™H) + & (CH)a,
1294 1291 1306 v (CC + CO),
1434 1432 1429 & (OP°H + C'H) + w (C'°Hy,)
1466 1462 1486 N (CHs)

1617 1615 1657 v (CChn

Abreviaturas:s: deformacédo angular no plang;deformacdo angular fora do plano;estiramentow:

abano Wwagging; p: péndulo focking) ; t: torsao twist); o: tesoura; an: anel; sim: simétrico.

As bandas mais intensas dos espectros experimentt®, 791 e 1617 ¢
referem &s respectivas bandas do espectro calctl@@p805 e 1657 ¢ e podem ser
atribuidas aos modos de deformacédo angular no ptamstiramento CC do anel

aromatico.
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O espectro SERS da adrenalina foi obtido em dudiag@es 514,5 nm e 1064
nm. Na Figura 32 é apresentado o espectro SERS8rdaadina com radiacdo excitante
em 514,5nm.

é(A)

®)

Intensidade Raman

1 L | L I L 1 L 1 L) I s l ' l L
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
o -1
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Figura 32: Espectro SERS da adrenalina (m@l.L") em coloide de ouro na
presenca de propanotiol, com radiacdo excitant®®ftb nm (A); espectro tedrico do

complexo de superficie formado entre a adrenalmaao (B).

Apesar de algumas diferencas observadas, o esgaperimental e tedrico para
a adrenalina adsorvida em coloide de ouro concomamaneira satisfatoria. Pode-se
comparar o espectro SERS apresentado na Figur&oB2,0 espectro Raman da
adrenalina livre, Figura 30. Observa-se que grgmaiee das bandas, presentes no
espectro SERS, estad também presente no espectranRpor exemplo, os modos em
1175, 1418, 1472 e 1623 ¢mo espectro SERS correspondendo a 1191, 1434,61466
1617 cm no espectro Raman, respectivamente. A partir dessssideracdes, pode-se
afirmar que a espécie predominante sobre as AuNRsdg ha propanotiol, € a

adrenalina ndo oxidada.
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Para obtencdo dos espectros SERS da espécieidadakouve necessidade da
adicdo do modificador de superficie, pois o progiahdacilita o ancoramento da
biomolécula a superficie metalica ao formar ligac@e Van der Walls com o

adsorbato.

A Tabela 5 sumariza os valores de numero de ondagsabandas do espectro
SERS experimental e calculado para a adrenalinanada em coloide de ouro e sua
respectiva atribuigéo vibracional. A estrutura atgxa para a adrenalina adsorvida em
coloide de ouro pelo atomo de nitrogénio da amiaprésentada na Figura 33.

Figura 33: Estrutura otimizada para a adrenalina adsorvidawgrerficie de ouro.
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Tabela 5 Valores de nimero de onda ( Ymdas bandaslo espectro SERS da
adrenalina em coloide de ouro em comparacdo comspecto Raman teorico da

adrenalina adsorvida em superficie de ouro, e céispeatribuicdo vibracional.

NGmero de onda/ ch Atribuicéo tentativa
Experimental Calculado
Ao= 514 nm
413 421 8 (CChn
462 446 8 (CNC)
667 630 v (CCln+ 8 (OH)an
1175 1179 v (C3C™) + 8 (NH) + 8 (CHy)
1380 1361 § (CYH + C**H)
1418 1413 o (C'®H) + 8 (NH) + 8 (C**H)
1451 1441 v (CCln+ 8 (OH + CH),
1472 1474 n (CHy)
1623 1611 v (CCln+ & (CH)an
1679 - 8 (H.0)?

Abreviaturas:s: deformacédo angular no plang;deformacédo angular fora do plano;estiramentow:

abano (agging; n: sombrinhaymbrellg ; an: anel.

Os modos vibracionais mais intensificados sao aguatsociados ao atomo de
nitrogénio da amida, ou 0s que estdo perpendicukarsuperficie de ouro, quando a
adsorcdo se d& pelo atomo de nitrogénio. As bahd@8 e 1441 cth mostram
bastante bem as diferencas de intensidade que faeeme aos modos que estdo
perpendiculares ou paralelos a superficie. A bamald72 cni, por exemplo, é
observada com intensidade apreciavel, este modefeiee a deformacdo angular do
CHs, e € um movimento com a componente vertical a siggeede ouro, enquanto que o
estiramento CC do anel — 1441 tm é um movimento paralelo & superficie metélica,

logo, a banda referente ao primeiro modo foi maenisificada.

65



4-RESULTADOS E DISCUSS@EISZOlZ

A espécie oxidada é uma base de Lewis mais efétivgue a espécie nao
oxidada, apresentando maior facilidade em adsawemetal. O espectro SERS da
adrenalina também foi obtido com radiacdo excitantel064 nm. Para obtencéo deste
foi utilizado o coloide de ouro sem adicdo de moddor de superficie, na expectativa
de comprovar se a espécie oxidada estaria presentsuperficie. A solucdo de
adrenalina utilizada foi preparada pouco antesddzfia ao coloide, e a medida foi feita
cerca de trés horas apés a mistura. Como a espggziexidada apresenta dificuldade de
adsorcao na auséncia do modificador de superfi@spécie que adsorveu a NP de ouro
foi a espécie oxidada, uma vez que esta se forrmaoptempo apdés o preparo da
solugéo de adrenalina. A Figura 34 mostra o esp&ERS da adrenalina com radiagcéo
excitante em 1064 nm, juntamente com o0 espectrocte@a adrenalina oxidada
adsorvida pela carbonila do anel, este foi o espeaiculado que mais concordou com

0 espectro experimental.

Q(B)

Intensidade Raman

e
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

; =1
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Figura 34: Espectros SERS da adrenalina oxidada {r6l.L™Y) em coloide de ouro,
com radiacdo excitante em 1064 nm (A); espectracie@o complexo de superficie

formado entre adrenalina oxidada e ouro.
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A Figura 35 apresenta a estrutura otimizada d&ocgspoxidada adsorvida a
superficie de ouro, sendo que a adsorcdo ocoros @@bmos de oxigénio das duas
carbonilas ligadas ao anel. Os valores de nimeomde obtidos para o espectro SERS
da adrenalina oxidada e a respectiva atribuicaoramos vibracionais sdo apresentados
na Tabela 6.

OH

Figura 35: Estrutura otimizada da adrenalina oxidada addarem superficie de ouro.
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Tabela 6: Valores de nimero de onda ( Ymdas bandas do espectro SERS da
adrenalina oxidada em coloide de ouro em compareg&oo espectro Raman teorico

da adrenalina oxidada adsorvida em superficie d®, o& respectiva atribuicdo

vibracional.
Numero de onda / ¢ Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado

2= 1064 nm
1025 1073 v (C*°0* + CC(anel A))
1073 1089 v (CN' + CC* + CC%) + ® (C¥H,) + 8 (C*H)
1230 1210 7 (CH,)
1296 1275 v (C0%) +§ (C°H)
1512 1516 o (C**H,)
1611 1573 v (C'O* + C°C)
1644 1674 v(C*C

1670 (sh) - 8 (H,0)?

Abreviaturas®: deformagdo angular no plana;estiramentop: péndulo {ocking); t: tor¢do (twist)o:

tesoura; sh: ombro.

Como se pode observar ha boa concordancia engspestros SERS tedrico e
experimental, confirmando assim que quando ndodigi@ de um modificador de
superficie a adrenalina se encontra oxidada narfstipemetéalica. Além disso, se o
espectro SERS obtido em 1064 nm for comparado peces Raman da adrenalina
livre, ha grandes diferencas, por exemplo no moelws 1450 crif, que possui
contribuicdo do grupo hidroxila do anel, esta pnes@o espectro Raman e no SERS da
espécie ndo oxidada e ausente no espectro da RgurA banda mais intensa no
espectro experimental estd em 1611 @ratribuida ao estiramento CC e CO, e esta é
também a banda mais intensa do espectro teérica5&B1cnt. As outras duas bandas
mais intensas no espectro experimental — em 102%9@ cni" — s&o atribuidas ao sitio
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de adsorcdo (estiramento CC do anel ou estiram@t®®) ou a vibracdes que se

encontram perpendiculares a superficie metalidarecio angular & e C°0%).

5.2.3 para-Fenilenodiamina

O adsorbato p-fenilenodiamina foi o selecionad@ @aobtencédo dos espectros
SERS com as CuNPs. Encontra-se relatado na litaratwxidacdo espontanea da p-
fenilenodiamina em meio aquoso, pela formagdo deahcation (Chipman, Sun e
Tripathi, 1992). A Figura 36 apresenta o espedgty@ico da p-fenilenodiamina e do

radical cation por ela formado em meio aquoso.

450
512

—— p-fenilenodiamina
—— p-fenilenodiamina

0,4 : ey
radical cation

Absorbancia / u.a.

T T T T T T

T T T T T
500 600 700 800 900

Comprimento de onda / nm

T
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Figura 36: Espectro eletronico da p-fenilenodiamina (£1®ol.L'Y) em solucéo

aquosa e do radical cation (1 1@ol.L™) em solucéio aquosa.

A p-fenilenodiamina como espécie neutra apresemia banda com maximo de
absorcdo em 450 nm, enquanto que a espécie oxidmda512 nm. Observa-se
deslocamento para a regidao do vermelho do espelgtmmagnético, e aumento no
valor de absortividade molar quando ha oxidacdm uer que ambas as espécies se
encontram na mesma concentracdo molar. A oxidaggeadespécie ocorre em solucao
aguosa, e € um processo espontaneo. Apos algmdalreparada a espécie neutra é

oxidada, podendo ser observada alteracdo na catoide solucdo - de amarelo para
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vermelho-vinho. A Figura 37 apresenta o estudoticimé&a mistura entre o coloide de
cobre e a solucdo aquosa de p-fenilenodiamina,dgu#sto ocorre ha significativo

deslocamento das bandas. Na legenda, 0 minutoe-sfeao coloide de cobre sem
adicdo do adsorbato, e as demais marcacdes deomisintbolizam o tempo a quanto

tempo apos a mistura entre coloide e adsorbatoueno @spectro foi obtido.
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Figura 37. Espectro de extingdo do coloide de cobre na aisfresenca de p-

fenilenodiamina (1.16 mol.L™).

Para o coloide de cobre a banda LSPR é deslo@dangenores comprimentos
de onda, enquanto que a banda de absorcdo dalgntehamina € deslocada para
maiores comprimentos de onda. No coloide sintetizath-se um sistema carogo-casca
Cu@CuO, e a banda que se observa em 745 nm se adi@nsicado do 6xido de cobre
(I (Yin et al, 2005; Pastoriza-Santag al, 2009). Quando a p-fenilenodiamina é
adicionada, o Cu(ll) € reduzido a Cu(0), justifidano aparecimento da banda do
plasmon de superficie com progressivo deslocamgasuta menores comprimentos de
onda. Ap6s 135 minutos da mistura o espectro reptesa sobreposi¢cdo das bandas

LSPR das CuNPs e da p-fenilenodiamina como radétain.
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O espectro Raman da p-fenilenodiamina foi obtidm ¢adiacdo excitante em
1064 nm, e estd apresentado na Figura 38, juntancent o espectro Raman teorico

desta espécie.
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Figura 38. Espectro Raman da p-fenilenodiamina soélida codiac@io excitante em
1064 nm (A) e espectro tedrico da p-fenilenodianiBla

Como se pode observar ha grande concordancia ergspectro tedrico e o
experimental. O espectro vibracional da p-fenileamiha neutra, bem como do radical
cation esta bem descrito na literatura (Chipmam, &tiripathi, 1992; Akalin e Akyiz,
2000; Bailey, Zink e Nelsen, 2003). A estruturanatiada obtida através do calculo é
apresentada na Figura 39, e na Tabela 7 estdceatadss 0s valores de niamero de
onda para as bandas do espectro Raman da p-fehdernna e sua respectiva

atribuicao vibracional.
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Figura 39: Estrutura otimizada para a p-fenilenodiamina.

Tabela 7 Valores de niimero de onda (&para as bandas do espectro Raman da p-

fenilenodiamina sdlida e do espectro tedrico, paetva atribuicdo vibracional.

Numero de onda / ¢ Atribuic&o tentativa
Experimental Calculado
A= 1064 nm
366 352 v (CC)
436 474 6 (CC)
648 659 5 (CC)
843 870 v (CC + CN)
1176 1140 8 (NH,) +v (CC)
1264 1333 v(CN + CC)
1615 1695 v (CC) +6 (NHy)
1625 (sh) 1718 8 (NH,) +v (CC)

Abreviaturas:: deformacgdo angular no plang;deformacéo angular fora do plano;estiramento; sh:

ombro.
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O espectro SERS obtido foi do radical cation, umea que adsorvida a
superficie de cobre ocorre a oxidacdo da p-feniimoina e a reducdo do CuO da
superficie. Para obtencdo do espectro foi utilizadadiacdo excitante em 1064 nm, e
encontra-se apresentado na Figura 40 juntamenteocespectro tedrico da espécie

adsorvida em coloide de cobre.
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Figura 40: Espectro SERS da p-fenilenodiamina radical catitrlG® mol.L™%)
adsorvida em coloide de cobre, com radiacdo exeitam 1064 nm (A); espectro
Raman tedrico do complexo de superficie formadaeeat p-fenilenodiamina e a

superficie de cobre (B).

O espectro SERS apresenta diferencas em relagégpaotro Raman da espécie
sélida, principalmente por trés razdes: primeiramenoxidacao da p-fenilenodiamina;
segundo porque a molécula perde simetria quando\ada a superficie metalica, além
das regras de selecéo de superficie. E conheaigltagto a p-fenilenodiamina quanto
o radical cétion apresentam simetria que correspandgrupo de ponto,RP(Chipman,
Sun e Tripathi, 1992). Para sistemas com esta geanmss bandas observadas no

espectro infravermelho ndo sédo esperadas no espRatnan, devido a presenca do
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centro de simetria. Quando a p-fenilenodiamina ads&drvida por coordenagdo com o
metal, a perda de simetria permite a observacéan@as do infravermelho no espectro
SERS. Tal proposta esta de acordo com a preserinda em 1625 cfnobservada no
espectro SERS que é ativa no infravermelho (Akalikkyiiz, 2001). A estrutura
otimizada para a p-fenilenodiamina adsorvida agecélapresentada na Figura 41, e na
Tabela 8 encontram-se sumarizados os valores deroltie onda para as bandas do

espectro SERS para a espécie adsorvida, bem cepectiza atribuicdo vibracional.

[ A

Figura 41: Estrutura otimizada para a p-fenilenodiamina addarem superficie de
cobre.
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Tabela 8 Valores de nimero de onda ( ®ndas bandas do espectro SERS da p-
fenilenodiamia adsorvida em coloide de cobre empawatdo com o espectro Raman

tedrico da p-fenilenodiamina adsorvida em superfi® cobre, e respectiva atribuicdo

vibracional.
Numero de onda / ¢ Atribuicdo tentativa
Experimental Calculado
2= 1064 nm
473 456 & (Cu-NC) +y (CC)
538 500 v (Cu-N) +y (CC)
811 867 V (CN)eoorg.+ 8 (Cu-NC)
1158 1245 8 (CU-NC) +8 (NHy)coord.
1255 1385 v (CN + CC)so coord.
1467 1580 v (CC) +5 (Cu-NC)
1611 1684 v (CC) +6 (NH2)nz0 coord.
1625 (sh) 1706 8 (NH2)nao coora + v (CC)

Abreviaturas:é: deformacdo angular no plang;deformacéo angular fora do plano;estiramento; sh:

ombro.

A banda em 1611 chmobservada no espectro SERS da p-fenilenodiamina,
atribuida a deformacéo angular do N#Hao estiramento CC do anel apresenta relativa
diminuicdo de intensidade em comparacdo com a spwnelente banda do espectro
Raman, em 1615 ¢ justificado pela regra de selecdo de superfigiea vez que o
anel esta inclinado em relacao a superficie. Nantot sabe-se que modos vibracionais
envolvendo movimentos moleculares que levam a\@téacdo da polarizabilidade
molecular s@o ainda observados no espectro SER® et al, 2003; Sant'anat
al., 2003; Aguiaret al, 2006).

No espectro SERS, a grande intensidade das bamla$467 e 1158 cm
atribuidas ao estiramento CN, sugerem que estenmeow® molecular pertence ao sitio
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de adsor¢cdo. Do mesmo modo, € observada a intagsib das bandas em 538 e 473
cm?, atribuidas ao estiramento CuN e deformacdo andlidNC, respectivamente.
Adicionalmente, tais modos apresentam em sua cagdoosleformacdo angular do
anel fora do plano, que usualmente correspondeandals com fraca intensidade. A
relativa intensificacdo destas bandas pode seffigasta pela regra de selecdo de

superficie.

Adicionalmente, a banda mais intensa no espearmaR da p-fenilenodiamina
em 843 crit, atribuida ao estiramento CC do anel e CN, estérae no espectro SERS
devido a perda de simetria molecular. Isto € saporpelos resultados de DFT para o

complexo de superficie, que mostram baixa atividRa®an para estes modos.

4.2.4 L-carnosina

A L-carnosina apresenta boa estabilidade em solagfiosa, ndo sofrendo
oxidacdo espontanea. O espectro eletrénico degsaiesapresenta banda em 214 nm, e
esta se refere a transicga* (Branhamet al, 2011), ndo sendo observadas bandas na
regido do visivel do espectro eletromagnético. @2eso eletrdnico da L-carnosina, e o
espectro de extincdo do coloide de ouro M3 na pgesaleste adsorbato estdo

apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Espectros de extincdo do coloide M3 na presengasénaia de solucéo
aquosa 1.16 mol.L* de L-carnosina, e espectro eletrdnico de solugfimsa de L-

carnosina (1.16mol.L™).

Ha forte interacéo entre 0 adsorbato e as AuNBanda de extin¢cdo do coloide
sofre consideravel deslocamento na direcdo dovefnaelho proximo quando a solucao
de L-carnosina é adicionada. O adsorbato promowvegagdo parcial das NPs,
justificado pelo deslocamento do maximo da bandaR.SA banda em 548 nm — a mais
intensa do coloide — sofre pronunciada diminuicdardensidade e é deslocada para
560 nm, enquanto que a banda em 610 nm — apenambm no espectro do coloide —
torna-se a mais intensa, e é deslocada para 92Batambém aumento na distribuicdo
de tamanhos das AuNPs, evidenciado pelo alargardaritanda LSPR.

O espectro Raman da L-carnosina foi obtido conacaitd excitante em 1064
nm e em 632,8 nm, e estes sdo apresentados na Bgujuntamente com o espectro

tedrico obtido para esta espécie.
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Figura 43: Espectro Raman da L-carnosina solida com radiagéitaate em 1064 nm
(A), 632,8 nm (B) e espectro tedrico da L-carnog®a

Os espectros Raman experimentais sdo muito pasgcgendo observadas
somente pequenas diferencas nos valores de irdeesiglativa, embora o espectro
obtido com radiagédo excitante em 1064 nm tenhaone#drao sinal/ruido. O espectro
tedrico apresenta maior nimero de bandas do qespEstros experimentais, devido
possivelmente as diferencas de simetria da molésalada e na estrutura cristalina.
No entanto, as bandas intensas nos espectros ragpéais — aproximadamente 989,
1161, 1290, 1430, 1469 e 1575 tm sdo também intensas no espectro tedrico. Para
realizar a atribuicdo dos espectros além dos @ddebricos foi utilizado o trabalho de
Diez e Baran (Diez e Baran, 2003), no qual se teestado de DFT para diferentes
conférmeros da L-carnosina. A Figura 44 apresengsteutura otimizada para a L-
carnosina, e a Tabela 9, os valores de numero da para as bandas do espectro

Raman da L-carnosina com a respectiva atribuigéi@eional.
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Figura 44: Estrutura otimizada para a L-carnosina.
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Tabela 9: Valores de nimero de onda (thparaas bandas do espectro Raman da L-

carnosina sélida e do espectro teorico, e resgeatibuicdo vibracional.

Namero de onda/ ch Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado

Ao= 1064 nm Ao= 632,8 nm

861 860 838 ¥ (CCln+ 7 (C*H)

989 989 962 8 (C*NBCH

1059 1058 1013 v (C°C™) +» (C°H,)

1091 1091 1102 v (C**CM0Y) yesim+ & (O™H)
1161 1161 1199 7 (CH,) +5 (C*H + CH + C'H)
1228 1227 1253 8 (C3H + C*H) + 1 (C°H,)
1252 1252 1271 1 (C**H, + C*H,)

1290 1289 1295 v (CN8 + CN*% + & (C*H + CHY)
1333 1333 1354 o (C°H,) + & (CH) +v (CN?)
1406 1406 1386 o (C°H,) +§ (C**H)

1429 1432 1437 v (C'N%) +35 (C'H + N*H)
1465 1469 1499 v (C'N® + 8 (C'H + N*H)
1495 1495 1533 o (C**H,)

1568 1567 1605 v (C°C?) + 8 (C°H + N*H)
1645 - 1656 v (C°%0%) + & (N**H)
1662 1664 1700 v (CY0O) + 6 (N*'H,) + & (O™H)

Abreviaturas:$: deformagdo angular no plang; deformagéo angular fora do plano;estiramento:

abano wagging;t: tor¢éo;o: tesoura (scissoring); an: anel, assim: assineétric
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A interacdo da L-carnosina com metais de transicamplamente investigada
na literatura, principalmente devido a sua acamedante. H4 uma série de trabalhos
relatando a formacdo de complexos metéalicos estee lggante e alguns metais, tais
como cobre (Decker, Crum e Calvert, 1992), ferreqkzr, Crum e Calvert, 1992),
ruténio (Branhanet al, 2011) e cadmio (Sarkar e Sarkar, 1997). O esp&HERS da
L-carnosina adsorvida em coloide de Au (M3) é aartzslo na Figura 45, juntamente
com 0 espectro tedrico obtido para a adsorcdo @sgté@cie em ouro pelo atomo de

nitrogénio do anel imidazalico.

(A)
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Figura 45: Espectro SERS da L-carnosina (2*1fol.LY) em coloide de ouro (M3)
com radiacdo excitante em 632,8 nm (A); espectace do complexo de superficie

formado entre a L-carnosina e o ouro (B).

As bandas em 1044 e 1260 trintensas nos espectros SERS, sdo observada no
espectro teodrico obtido. A geometria de adsorcad_-darnosina que providenciou
espectro mais proximo ao experimental foi atravésatbmo de nitrogénio do anel

imidazolico, ligado a dois atomos de ouro (0), camustrado na Figura 46. A Tabela
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10 apresenta os valores de numero de ond: as bandas do espectro SE da L-
carnosina adsorvida em ouro, e respectiva atribwig@acional

Figura 46: Estrutura otimizada para o complexo de superfioren&do entre a -
carnosina e a superficie de ¢, apresentadas em dyserspectivas diferents
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Tabela 10: Valores de nimero de onda ( &mdas bandas espectro SERS da L-
carnosina em coloide de ouro em comparagdo conpeces Raman teorico da L-

carnosina interagindo com dois atomos de ourcspeiva atribuicao vibracional.

NUmero de onda/ chn

Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado
Ao= 632,8 nm
868 867 v (C°C* + C°%0%) +1 (N*'Hy)
930 943 8 (CCan+ CNyp + CCN™®) + p (C°H, + C*'H,)
1044 1012 v (CN* + C°0%) +p (CHp) + 1 (C*'H))
1087 1087 v (C’CN")assim+ p (CH2)
1164 1190 7 (C*™, + CH,) + p (N*™Hy)
1260 1300 v (N*C*°0%)gim + C°C™) + 5 (O"H)
1424 1477 8 (C*H + N*®H)
1469 1507 v (CC + CN), + 6 (C°H))
1615 1603 v (C3C?)
- 1702 v (C*0")

Abreviaturas:s: deformacdo angular no plang; deformacdo angular fora do plano;estiramentg;

péndulo focking)t: torcéog: tesouragcissoring; an: anel; assim: assimétrico; sim: simétrico.

A banda mais intensa do espectro SERS esta emcifii4 é atribuida aos
estiramentos CN e CO do grupo amida. Este modacitmal é aproximadamente
perpendicular a superficie de ouro na geometmaindida e, de acordo com as regras de
selecédo de superficie, justifica a grande intenlgidabservada. Esta banda também é
intensa no espectro tedrico devido a grande varidgdpolarizabilidade associada ao
movimento. A banda em 1164 dmtambém intensa no espectro SERS, é atribuida a
torcdo CH, e este modo vibracional também se eracpetpendicular a superficie, mas

possui menor variacdo de polarizabilidade, sendasgo uma banda fraca no espectro
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tedrico. As bandas em 1424 e 1469'cedio também intensas no espectro SERS, e
bastante fracas no espectro teorico, e pela auggiib destas bandas, deformacgéo de
angulo CH e NH da amida e estiramento CC e CN @4 e#spectivamente, sdo modos
perpendiculares a superficie e o ultimo envolvétio de adsorcdo. A banda referente
ao estiramento CO da carboxila ndo aparece noteS(®€RS, embora seja observada
no espectro teorico, isto porque, de acordo coracengtria de adsorgéo, este modo €

totalmente paralelo a superficie metélica.

4.2.5 Melatonina

O espectro eletrdnico da melatonina apresentaaband 280 nm, referente a
transicaar-n* desta espécie (Crespo, Turjanski e Estrin, 208Zigura 47 apresenta o
espectro eletrénico da melatonina, em adicdo goscees de extingdo do coloide de

ouro M3 na presenca de melatonina e de um modiffadel superficie (propanotiol).

280
550
610
660

25

Solugdo de melatonina
Coloide M3

Coldide M3 + propanotiol
Coldide M3 + Melatonina
+ propanotiol

Extin¢do / u.a.

05 !

L

0,0

I 1 ' L) 1 4 1
400 600 . 80 000 1200
Comprimento de onda 19h
Figura 47: Espectro eletrénico da solucdo aquosa de melatofdid®® mol.LY),
espectro de extingdo do coloide de ouro (M3) n&ratia e presenca de melatonina

(1.10* mol.L™") e propanotiol (2.10 mol.L™).
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O propanotiol foi utilizado para a adsorcédo daateglina. Sem a adicdo do
mesmo o espectro de extingdo do coloide ndo sealten presenca da melatonina na
concentracéo de 1.Fmol.L*. Como se pode observar ha uma forte interacée entr
coloide e o adsorbato, quando o propanotiol estéepite, jA que o padrdo espectral é
bastante alterado. O maximo de extincdo do col@deeslocado para maiores
comprimentos de onda — 550 nm para 660 nm — bero b@nalargamento consideravel
da banda na direcdo do infravermelho proximo. Qodamento do maximo da banda
LSPR se deve a dois fatores: a adicdo de prop&retie melatonina — causando
modificacdo do indice de refracdo do meio — e també aumento do tamanho das
AUNPs.

A Figura 48 traz o espectro Raman da melatonitid@lbom radiacao excitante
em 1064 nm e em 632,8 nm, adicionalmente é apas®mt espectro tedrico obtido

para esta molécula.

Intensidade Raman
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Figura 48: Espectro Raman da melatonina solida com radiacéitaaie em 1064 nm

(A), 632,8 nm (B) e espectro tedrico da melator@ina(
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O espectro Raman da melatonina obtido nas du&s;ées de 1064 e 632,8 nm
ndo apresentou diferencas consideraveis nos valdeesintensidade relativa,
evidenciando que o efeito de intensificacdo RR @ambservado nestas radiacbes. A
banda mais intensa do espectro experimental, emo e 1355 ci ndo é observada
com a mesma intensidade no espectro tedrico, coresddemais bandas estdo em
concordancia. Como ja dito anteriormente, essasetti€as sdo esperadas, uma vez no
espectro tedrico ndo sao levados em conta intesag@moleculares, pois o célculo é
feito para uma espécie gasosa isolada. O valorudeems de onda e a respectiva
atribuicdo vibracional para as bandas dos espedRasian da melatonina sao
apresentados na Tabela 11, e a estrutura otimpeadaesta espécie, na Figura 49.

Figura 49: Estrutura otimizada para a Melatonina.
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Tabela 11:Valores de nimero de onda (‘npara as bandas dos espectros Raman da

melatonina sélida e do espectro tedrico, e resgeatribuicdo vibracional.

Namero de onda/ ch Atribuicéo tentativa

Experimental Calculado

Ao= 1064 nm Ao= 632,8 nm

403 403 392 6 (CClan

758 758 763 8 (CC + CN)y,
835 835 833 y (CC + CN),
930 926 920 § (C°c°ch
1252 1252 1235 v (C'0") +§ (C*H) + 1 (C*H,)
1296 1296 1305 v (CP®N?) +§ (C*H,)
1310 1310 1318 v (CN)an + © (C*°H,)
1354 1357 1376 o (C*H,) +1 (C*H,)
1445 1445 1456 v (C'C%) + 8 (N**H)
1553 1550 1601 v (CC + CN),
1588 1588 1629 v (CC + CN),
1618 1618 1662 v (C*0%)
1628 1628 1682 v (CChn

Abreviaturas:d: deformacdo angular no plang;deformacdo angular fora do plano;estiramentoio:
abano Wwagging;t: tor¢éo fwist); an: anel.

A banda em 1354 ¢M(1064 nm) e 1357 cih{632,8 nm) intensa no espectro
experimental e fraca no espectro tedrico é atrdb@idieformacdes angulares do.CH
Devido ao grande numero de bandas observadas ectespedrico na regido entre

1200 e 1500 cih utilizou-se como suporte o trabalho de Bayarile (Bayari e Ide,
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2003), o qual apresenta a atribuicdo dos modoagitmais observados em espectros de

absorcao no infravermelho tedrico e experimental.

A melatonina possui forte potencial redutor (Mérgp Mandrioli e Raggi,
2012), e sua interagdo com varios metais € bemridesta literatura (Gulcin,
Buyukokuroglu e Kufrevioglu, 2003). O espectro SE&Sta espécie foi obtido em
coloide de ouro (M3) na presenca de um modificatbosuperficie, o propanotiol. O
espectro SERS experimental e o espectro teéricoedatonina adsorvida em ouro sao

apresentados na Figura 50.

é"")
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Figura 50: Espectro SERS da melatonina (1*@ol.L") em coloide de ouro (M3), na
presenca de propanotiol (2:¥fol.L™") com radiacdo excitante em 632,8 nm (A);

espectro tedrico do complexo de superficie formadee a melatonina e o ouro (B).

A Figura 51 apresenta a geometria de adsorcao elatanina a superficie

metalica, sendo que a configuracdo metélica maguatia foi utilizando Au(l) com
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spin tripleto. Com base nesta geometria foi reddza atribuicdo dos modos
vibracionais para as bandas do espectro SERS seesteontra na Tabela 12.

@

Figura 51: Estrutura otimizada para a melatonina adsorvidagmerficie de ouro.
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Tabela 12: Valores de ntimero de onda ( Ymdas bandas do espectro SERS da
melatonina em coloide de ouro em comparagdo corspecéo Raman teorico da

melatonina adsorvida em superficie de ouro, e osispeatribuicédo vibracional.

NGmero de onda/ cfn Atribuicéo tentativa
Experimental Calculado
A= 632,8 nm
597 582 & (N*°H)
670 702 v (CC + CN),
1040 1024 & (C].C'N™®) + 1 (C*%H, + C*Hy)
1234 1263 v (C*'0") + 8(C3H)
1337 1322 v (CC + CN)p + w (C**H,)
1373 1402 v (CC + CN)p + w (C*H,) + 1 (C*°H))
1483 1511 6 (C*°H, + CPHy)
1519 1526 o (C*°H,) + & (C°H +N8H)
1666 1647 v (C*®0* + C°CY

Abreviaturas:s: deformacédo angular no plang;deformacédo angular fora do plano;estiramentow:

balanco Wwagging; n: sombrinhap: tesouray: torcdo twist); an: anel.

A banda mais intensa do espectro SERS em 597écatribuida & deformagéo
angular NH da amida, de acordo com a geometriaizaa, este modo vibracional é
perpendicular a superficie. Outros modos intersiiis sdo os que se referem as
deformacdes angulares do®®8,, como em 1373 cih este modo também é
perpendicular a superficie metélica, e por isspesatensificacdo. Os modos em 1040 e
1337 cm' sdo intensos por pertencerem ao sitio de adsoccamitrogénio do anel
indolico. A banda em 1647 ¢hno espectro tedrico é bastante intensa, contudo no

espectro SERS pode-se observar apenas a presenga oimbro em 1600 ¢ esta

90



4-RESULTADOS E DISCUSS@EISZOlZ

banda encontra-se encoberta pela banda larga msanteesta regido, que pode ser
atribuida a decomposicdo da matéria organica (narbmorfo) (Kudelski e Pettinger,
2000). Possivelmente a funcédo do propanotiol fomite interacbes de Van der Walls
entre a porcao propil do modificador e as regidas apolares da molécula, levando a

aproximacédo do adsorbato, que permitiu a coordendg&rupo indol ao ouro.

4.2.6 Rifampicina

O espectro eletronico da rifampicina varia considelmente com o valor do
pH. Em pH neutro espera-se a presenca de trés an?fa6, 334, 473 nm (Howes
al., 2007). As duas primeiras bandas se referem ai¢éon-n*, enquanto que a banda
em 474 nm é associada a transicdo de transfer@éaaiargar-n* entre o grupamento
CO do anel de cinco membros e o OH (Howeal, 2007). Através da espectroscopia
LSPR foi possivel a deteccdo da rifampicina, sequ o limite de deteccdo para este
adsorbato foi de 1.10mol.L". O espectro LSPR do coloide M1 na presenca de
diferentes concentracdes de rifampicina € apresema Figura 52.
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Figura 52: Espectros LSPR do coloide de ouro (M1) na presateadiferentes

concentracdes de solugcdo aquosa de rifampicinsspeceo eletronico da solucao

aquosa de rifampicina, com caminho éptico de um cm.

Como comentado anteriormente, a banda LSPR énbastansivel ao indice de
refracdo do meio. A adicdo de rifampicina, a pattirconcentracédo de 1:3@nol.L?,
causa mudancas na posicdo do maximo de extincdmieén no formato da banda
LSPR do coloide.

Na Figura 53 tem-se o0 espectro Raman experimentabrico obtido para a
rifampicina.
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Figura 53: Espectro Raman da rifampicina sélida com radiag@&damte em 1064 nm
(A), 638,0 nm (B) e espectro tedrico da rifampigiGy

Ndo sao observadas grandes diferencas entre @xtresp nas radiagdes
excitantes de 1064 nm e de 638,0 nm, pois nenh@stagise encontra em ressonancia
com alguma das transi¢des eletrénica da rifampi€naspectro vibracional teérico da
rifampicina ainda n&o foi reportado na literatiMa. trabalho de Howes e colaboradores
(Howes et al, 2006) tem-se a atribuicdo vibracional da rifanmaca partir da
comparacdo com a atribuicdo de espécie semelhahtestrutura otimizada obtida
através do célculo para a rifampicina é apresemadagura 54, e a Tabela 13 mostra
os valores de niumero de onda para esta espécifeantes linhas de excitagdo em

comparacao com os dados tedricos obtidos.
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LT
O

Figura 54: Estrutura otimizada para a rifampicina. Os atomeshiirogénio foram
omitidos por uma questdao de clareza (acima). F&@nagdtrutural da rifampicina

(abaixo).
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Tabela 13: Valores de nimero de onda ( émdas bandas dos espectros Raman

rifampicina sélida e do espectro tedrico, e retpeatribuicao vibracional.

NUmero de onda / ¢

Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado
A= 1064 nm  Ae= 638 Nm
625 623 634 y (C'C*C®) + esqueleto
1101 1102 1137 v (N®N®) + 5 (anel B, C, D) + (C°C™) +
T (C1H2 + C2H2)
1216 1216 1213 v (C*0*'+ C*0** + C°0°") + 6 (anel B,
C) +o (C*Hs + C'"Hy)
1238 1238 1236 v (CPCY + CB°C + C*0O' + CN'C* +
151
c™0')
1335 1333 1362 v (CC (anel A, B, C) + EO0*) + 5 (O"H
+ O''H)
1385 1385 1384 v (CC (anel C) + €C°% + o (C*H,+
C'H,) + 8 (O''H)
1455 - 1465 v (CC (anel B,C) + EO') + 5 (O*H) +
n (CGSHs)
1470 1490 1483 v (CC (anel B,C) + €0' + C*?0"" +
CY0%) + 8 (O™H + CH) +1 (C*Hy)
1550 (sh) 1556 (sh) 1576 v (CC (anel B,C) + EN'® + C*N™) + 5
(N'*H) + 6 (C*H,)
1576 1575 1593 v (CC (anel B,C) + EN™) +§ (N'*H +
O™H) + 6 (C*°Hy)
1633 1625 1646 v (CN® + C°C* + C'C** + CC™) +5

(C°H+ O"H + OH + N*®H)

Abreviaturas:s: deformacédo angular no plang;deformacgéo angular fora do plano;estiramentow:

abano agging; n: sombrinhambrelld); o: tesoura (scissoringp; péndulo focking); t: torcao (twist).
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A rifampicina é uma molécula de complexidade égtal elevada, dificultando
a atribuicdo vibracional das bandas observadas, wemnague varios modos normais
envolvem varios grupos de atomos com vibracdesladap. A despeito disso, ha boa
concordancia entre 0s espectros experimentais rededtravées da comparacdo da
atribuicdo vibracional obtida através do calculéritwo com a atribuicdo comparativa
reportada no trabalho de Howes e colaboradores ¢kleinal, 2007) observa-se que 0s

resultados apresentam-se préximos.

Para a obtencg&o dos espectros SERS foram utsizhdes radiagOes diferentes e
também dois coloides de ouro distintos, um para cadiacdo. Com radiacéo excitante
em 1064 nm foi utilizado o coloide de ouro M1 e c@diacao excitante em 638 nm, o
coloide de ouro M3 com adicdo do modificador deesiigie — 2-mercaptoetanol.
Ambos 0s espectros sao apresentados na Figurarb&miente com o espectro teérico

obtido para a espécie adsorvida em superficie de ou
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Figura 55: Espectro SERS da rifampicina (1“1énol.L") em coloide de ouro (M1)
com radiacdo excitante em 1064 nm (A). EspectroS&®Rrifampicina (1.I&mol.LY)
em coloide de ouro (M3) na presenca de 2-mercaptokt(2.1 mol.L"), com
radiacdo excitante em 638 nm (com ajuste da lirdse)o(B). Espectro tedrico do
complexo formado entre a rifampicina e seis atodesuro (C).

A Figura 56 apresenta a estrutura otimizada parfampicina adsorvida em
superficie de ouro. Para representar a superfiet@liza foram utilizados seis atomos
de ouro, uma vez que os dados obtidos quando apema@somo de ouro era utilizado
nao concordaram com o resultado experimental. Argéde se da pela aproximacéo dos
quatro anéis da estrutura a superficie, com a meisténcia prevalecendo entre os
atomos At® e C°. A Tabela 14 apresenta os valores de nimero de observados

para as bandas dos espectros SERS da rifampia@na@spectiva atribuicdo vibracional.
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Figura 56: Estrutura otimizada para a rifampicina adsorvida superficie de ouro
apresentadas em duas perspectivas diferenteso@esatle hidrogénio foram omitidos

por uma questao de clareza.
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Tabela 14: Valores de nimero de onda ( Ymdas bandas do espectro SERS da
rifampicina em coloide de ouro em comparacdo comspectro Raman tedrico da

rifampicina adsorvida em superficie de ouro, erespectiva atribuicdo vibracional.

Numero de onda/ ¢ Atribuicdo tentativa

Experimental Calculado

A= 1064 nm Ao= 638 nm

- 462 439 o (anel D)
- 626 636 vy (anel B,C)
791 - 773 v (anel A, B) + resp. (anel D)
- 999 999 d (anel A, B, C, D)
1208 1215 1167 o (C'H,)
1311 1332 1299 v (CC (anel A, B, C)) 6 (O®H + C**H)
1414 1391 1404 v (CC (anel B, C) + 80*) +§ (O™H +
O''H)
1461 1461 (sh) 1459 v (CC (anel B,C) + E0") + & (O**H) +n1
(C**Ha)
. 1531 (sh) 1525 v (CC(anel A, B, C)) 1 (C*™H3 + C*®*H,) +
8 (O'°H)
1593 (sh) 1582 1617 v (C°N®+ CC(anel B, C)) 6 (C’H + O'H)
1625 1615 1658 v (CC (anel B)) 4 (O'H + OH)

Abreviaturas:d: deformacao angular no planp;deformacdo angular fora do plano;estiramento;n:

sombrinha mbrellg); o: tesouragcissoring; p: péndulo focking); sh: ombro; resp: respiracéo.

Os espectros SERS da rifampicina obtidos com emsedificador de superficie,
sdo um pouco diferentes, no entanto ha coincidédi® algumas bandas, tais como
1208, 1311, 1414 e 1625 &mno espectro em 1064 nm sem 2-mercaptoetanol,

correspondendo & 1215, 1332, 1391 e 1622, caspectivamente, no espectro em 638
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nm com 2-mercaptoetanol. As diferencas observadas/alores de nimero de onda e
de intensidades relativas se devem principalmenigedenca do modificador de
superficie. E importante ressaltar que no espetiiido com radiacdo excitante em 638
nm, as bandas SERS estdo sobrepostas a duas kagdasenca. 1300 e 1600 cih
atribuidas a presenca de carbono amorfo na supe(adelski e Pettinger, 2000).
Ambos o0s espectros concordam com os célculos tsboistidos, uma vez que todas as
bandas presentes nos espectros experimentais rslé@ntaencontradas no espectro
tedrico. Os espectros RR e SERRS da rifampicinanforecentemente reportados na
literatura (Howest al, 2006), sendo a radiacao excitante utilizada eh5am, e os
dados reportados corroboram os aqui apresentados.

No espectro SERS com radiacao excitante em 106dsnpandas mais intensas,
1208 e 1625 cih sdo atribuidas respectivamente a deformacdo angidd e
principalmente ao estiramento CC do anel B. A astauotimizada, apresentada na
Figura 56, permite sugerir que como ¥ €o anel B esta mais préximo da superficie do
metal a interacdo se d& por atragdo eletrostatica @ atomo de ouro e os elétrando
sistema aromatico. No espectro SERS obtido conagadi excitante em 638 nm, na
presenca de 2-mercaptoetanol, as bandas intedsifiam 462 e 1582 chpodem ser
atribuidas as vibracdes envolvendo o anel D éN§ Gespectivamente. Pode-se deduzir
que essa regido da molécula estd envolvida nagdspor maior proximidade com a
superficie metélica. Além disso, a intensificacie Handas em 626, 1332 e 1582 cm
atribuidas a modos normais envolvendo estirameatligdcbes CC dos aneis B e C,
permite inferir que ligacdes de hidrogénio envollema hidroxila do modificador de
superficie e 0s grupos amina e hidroxila do ad$orlevam a uma maior proximidade
entre a rifampicina e a superficie metalica. A enga do 2-mercaptoetanol,

possivelmente, levou a uma geometria de adsorgainpet ao modelo utilizado.

Adicionalmente, a banda em 791 tpresente no espectro da Figura 55A, e a
banda em 626 cfna Figura 55B, s&o atribuidas aos modos de vibriaga do plano
envolvendo o anel B. Isto leva a crer, baseadaegas de selecdo de superficie, que
0s anéis A, B e C se encontram aproximadamentéefmma superficie metalica.
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4.2.7 Albumina Sérica Bovina

O espectro eletrénico da solucdo aquosa de BS#eeraximo de absorbancia
em 280 nm devido aos residuos aroméaticos de taasimiptofano (losiret al, 2009).
O espectro eletronico da BSA, juntamente com espeet extingdo do coloide M3 na
presenca e auséncia de BSA e de um modificadouplerfecie (2-mercaptoetanol) é

apresentado na Figura 57.
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Figura 57: Espectro de eletronico de solucdo aquosa de BIA{mol.L'); espectro
de extincdo do coloide M3 na auséncia e na preselcasolucdo aquosa 2-
mercaptoetanol (1.170mol.LY) e de BSA (7,5.18 mol.L'Y).

O coloide M3 na presenca somente de BSA sofreeigagéo, observada pela
diminuicdo da banda LSPR na regido de 550 nm, secuente alargamento e aumento
da intensidade no infravermelho proximo. Quando-rme2captoetanol € adicionado
previamente a este sistema o maximo da banda LSRRlécado para 670 nm, sendo
observada a presenca de um ombro em 540 nm, seneelaa observado no
experimento com a adrenalina apresentado na FRfuraéA menor largura da banda
LSPR indica que a agregac¢édo leva a uma menorhiigtio de tamanhos, mesmo apés
a adicao da BSA.
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O espectro SERS é apresentado na Figura 58, jantarnom o espectro Raman
do BSA sdlido na radiacdo de 1064 nm. O especti@SSHo BSA foi obtido com
radiacdo excitante em 632,8 nm na presenca de udificador de superficie, o
propanotiol, pois nesta condicdo a ressonanciatfoiizada (Figura 57). O espectro
Raman com radiag@o excitante em 632,8 nm néo falmlrontudo este é apresentada
no trabalho de losin e colaboradores (ladiml, 2009). Ao comparar o espectro Raman
deste trabalho com o espectro obtido com radiagé&daate em 1064 nm, ndo ha

divergéncias significativa de intensidade relatbe@n como na posicdo das bandas.

Intensidade Raman / u.a.

—— e
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

. -1
Numero de onda / cm

Figura 58: Espectro SERS da BSA (1:10mol.LY) em coloide de ouro M3, na
presenca de propanotiol (2:10nol.L") com radiacdo excitante em 632,8 nm (A);
espectro Raman da BSA solida com radiacao excieant®&064 nm.

Como se pode observar algumas bandas presentespectro Raman, sdo
também encontradas no espectro. Isto pode estaciads a conformacdo em que a
BSA se encontra em solugdo aquosa, pois a cargafisigd da proteina depende

diretamente da conformacao, e essa apresentadiiom carregados negativamente —
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acidos glutaminico e aspartico — quanto positivdamerlisina e histidina (losiet al,
2009).

A BSA é uma proteina complexa, e por esse motigetarminacdo do sitio de
adsorcao torna-se dificil. Embora seja conhecide guBSA apresenta um tiol na
posicdo 34 do residuo de cisteina e 17 ponteslféigsiilosin et al, 2009), as quais
desempenham importante papel na adsorcdo. Parhuacdo das principais bandas do
espectro Raman e SERS da BSA foram utilizados domse os trabalhos de losin e
colaboradores (losiat al, 2009; losin, Canpean e Astilean, 2011).

No espectro Raman a banda referente ao estirangentoonte dissulfeto é
observada em 515 ¢he a banda intensa localizada em 1003',catompanhada da
banda em 1033 chsdo atribuidas respectivamente & deformacdo anjidare ao
estiramentos CC do anel aromético do residuo diaffamna (Polferet al, 2005). As
bandas presentes na regido de 1200-135bsenteferem as combinacées dos modos de
deformac&o angular NH e estiramento CC. E as bamlasgido entre 1440-1480 ¢m
sao associadas a deformacéo angular€@H; dos diferentes residuos de aminoacidos
presentes na estrutura. A banda intensa em 1659 mm espectro Raman é

caracteristica do estiramento C=0, e também datestreno-hélice da albumina.

A banda mais intensa do espectro SERS se encantd98 cnit e pode ser
atribuida ao estiramento C-S da ponte dissulfedta Bsclarecer se essa banda se devia
ao modificador de superficie utilizado para obtendé espectro, fez-se um espectro
das AuNPs na presenca do propanotiol apenas, eumenlbanda foi observada,
evidenciando que o espectro SERS obtido se deverdera BSA. A banda localizada
em 1044 crit no espectro SERS pode estar associada ao residigmithlanina. E a
banda em 1234 cf se refere ao residuo de triptofano — no espé&aman a banda
referente a este modo é encontrada em 1214 Anpartir da atribuicdo comparativa
das bandas intensificadas no espectro SERS, podeseque a BSA ndo adsorve
sobre as AuNPs por apenas um sitio. Isto era ekpedevido a complexidade da
proteina — uma estrutura grande e que com a adsoeégasofre significativas mudancas
conformacionais (losiet al, 2009). Além disso, as interacdes intermoleculdcespo
Van der Waals formadas entre o propanotiol e a B&Mitam o ancoramento desta

espécie a superficie metalica.
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Foram sintetizados seis coloides de ouro, varieweda propor¢do molar dos
reagentes, a concentragcdo dos mesmos e a temparatqual as sinteses foram feitas.
Estas sinteses ndo estéo relatadas na literatida-9@ observar a grande influéncia que
esses parametros possuem sobre a distribuicaondehas das NPs, bem como sobre o
formato da banda LSPR dos coloides. Investigou-peooesso de envelhecimento do
coloide M1, evidenciando a cinética de reconstrug@e continua ocorrendo mesmo

apos 12 dias da sintese.

A influéncia da proporgcéo molar dos reagentesantanhho das NPs foi estudada
pela comparacdo entre os espectros obtidos patalaises M3, M4 e M5. Pdde-se
concluir que quanto menor a concentracao finalute,anenor também o tamanho das
NPs, bem como mais estreita a distribuicdo de thogmrConforme a quantidade do sal
precursor foi aumentada houve deslocamento do nead@rextingdo do espectro LSPR
na direcao do infravermelho proximo, e também ala@nto consideravel desta banda,

indicando maior distribuicdo de tamanho.

Comparou-se, ainda, o efeito das NPs nucleadardaamanho das AuNPs. As
AuNPs sintetizadas com o uso de NPs nucleadorasilida recobertas com prata
(coloide M6) apresentaram maior tamanho do que Rs $intetizadas com o uso de
NPs nucleadoras de prata (coloide M1). Além de sgmtarem maior tamanho, as
AuUNPs do coloide M6 também possuiam maior distgd#oide tamanhos, uma vez que

a banda LSPR apresentou largura apreciavel.

As CuNPs foram sintetizadas seguindo o procedimprbposto por Coyle e
colaboradores (Coyle, Chumanov e Jagodzinski, 198®de-se comprovar por
espectroscopia eletrdnica a formacédo de uma fimada de 6xido de cobre (1) sobre a
superficie destas NPs, que permitiu inferir queveauformacéo de um sistema caroco-
casca Cu@CuO. Estas NPs foram utilizadas paragiueto espectro SERS da espécie
p-fenilenodiamina, que atuou como redutora do Oxidocobre (Il). A cinética desta
reacdo redox foi acompanhada por espectroscopigreta e foi verificada que a
transicdo interna do cobre (Il) da lugar a band®RSlas CuNPs. Calculos foram
efetuados para a p-fenilenodiamina livre e parapg@e oxidada complexada com o

metal. Os dados obtidos, através do modelo de @s@roposto, levaram a atribui¢cao
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vibracional dos espectros obtidos experimentalmeaqnie corroboraram a hipotese de
oxidacao da espécie p-fenilenodiamina adsorvidareelucdo da camada de 6xido.

A partir das varias sinteses dos colbides podiesaminar a grande influéncia
exercida sobre cada um dos parametros no tamamtzo ferma das nanoparticulas.
Estes fatores sdo, portanto determinantes parangilmteda ressonancia entre as
nanoparticulas e a radiacao excitante. O tamamhio@na das nanoparticulas de ouro e
cobre foi determinado pelas imagens de microsaaptadnica de varredura.

Estudou-se a adsorcdo da serotonina em supetiéctiro na presenca
do &cido mercaptopropandico. O processo de adsargAduziu a uma agregacao
controlada que permitiu a obtencdo do espectro SE&IRS® a radiacdo excitante em
1064 nm. Foi realizada a atribuicdo vibracional giscipais bandas do espectro SERS
da serotonina a partir de calculos tedricos dosamatbracionais, que permitiu propor
que a adsorcdo ocorreu através da interacdo doo&enmitrogénio do anel indolico
com um atomo de ouro. O papel do acido mercaptap@po foi apenas permitir
interac6es de hidrogénio com a molécula, facilitasda aproximacdo com a superficie

metdlica.

O espectro SERS da adrenalina adsorvida sobrefieigee ouro foi obtido na
presenca e auséncia do propanotiol. Os dois padsgpestrais se mostraram distintos.
Foi proposto que o espectro SERS obtido da adrepatjuando foi utilizado o
propanotiol, era da espécie ndo oxidada, por camfarcom o espectro Raman da
espécie livre, e o0 obtido na auséncia do modificad® superficie era da espécie
oxidada, pois a presenca desta foi determinadactugd® aquosa. A atribuicdo dos
espectros, baseada em célculos tedricos dos modosis de vibragdo, permitiu supor
que a adrenalina ndo oxidada adsorveu pelo atomutmgénio da amina e, quando

oxidada, adsorveu pelos atomos de oxigénio daswiab presentes no anel.

O espectro SERS da L-carnosina adsorvida sobmexfgtip de ouro foi obtido
sem adicdo de nenhum modificador de superficie. -@arhosina apresentou forte
interacdo quimica com a superficie de ouro, comtdiacza uma agregagédo controlada
das nanoparticulas metalicas, que permitiu a oitedQ espectro SERS com a radiacao
excitante em 1064 nm. A atribuicdo dos espectreedma nos calculos dos modos
vibracionais permitiu supor que a adsor¢cdo ocomela interagdo do atomo de
nitrogénio do anel imidazodlico com a superficie atiea.
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O espectro SERS da melatonina adsorvida sobrefmipale ouro foi obtido
utilizando-se propanotiol como modificador de stipgr. Nao foi possivel obter-se o
espectro SERS deste composto sem um modificadeuplerficie, possivelmente pela
pequena afinidade deste adsorbato pela superfécieutb. A atribuicdo do espectro
SERS da melatonina, baseada nos calculos dos nmodosis de vibragdo permitiu
supor que a adsor¢do ocorreu pela interacdo dooatlemitrogénio do anel inddlico

com a superficie metalica.

Os espectros SERS da rifampicina adsorvida salperficie de ouro foram
obtidos na presenca e auséncia do mercaptoetand. dadroes espectrais distintos
foram obtidos, mas varias bandas estavam presemesnbos. Baseado na atribuicao
do espectro SERS suportado por célculos tedricgsnadmdos normais de vibracéo,
propds-se que a interagdo se deu entre um atoroardeda superficie e um atomo de
carbono dos anéis aromaticos, possivelmente pacaaireletrostatica do metal com
elétronst. A geometria otimizada para o complexo de sugerfiormado entre a
rifampicina e a superficie de ouro, consistiu epresentar a superficie metalica por
seis atomos de ouro, tendo os anéis presentes lggut@oparalelos a superficie. O
papel proposto para o mercaptoetanol foi o ancartonda molécula na superficie
metalica por interacdes de hidrogénio envolvendbidaoxila do modificador de
superficie e os atomos de nitrogénio do anel D, bemo os atomos de oxigénio do
anel A.

O espectro SERS da BSA foi obtido na presenca ag@apotiol como
modificador de superficie. O BSA é uma proteinaalaplexidade elevada, e por isso a
atribuicdo vibracional desta espécie foi feita cbase em dados reportados na
literatura. A partir disto, pdde-se concluir queadsor¢cdo da proteina ao metal ndo
ocorreu por apenas um sitio, uma vez que modosocidnais referentes a diferentes
grupos funcionais foram intensificados. Propds+se @ adsorcéo ocorreu pelas pontes
dissulfeto, residuos de fenilalanina e triptofamespntes na estrutura, sendo que o
adsorbato foi ancorado a superficie metalica geJasdes intermoleculares de Van der
Waals com o propanotiol.

Para todos os adsorbatos estudados por SERS ditados os espectros Raman
dos materiais solidos e realizados os célculosceHdos modos normais de vibragao

da molécula isolada para a realizacdo da atribudgEgties espectros. Os resultados

106



5- CONCLUSAO| 2012

obtidos permitiram a realizagcdo da atribuicdo dgigeetros SERS destes adsorbatos

com maior confiabilidade.
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