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RESUMO

Os estudos visando o entendimento da interface metal/molécula levaram a descoberta
do efeito SERS. Esse efeito foi descoberto casualmente e pode aumentar a intensidade
Raman de espécies adsorvidas ca. 10° vezes. O desempenho SERS depende de alguns
parametros, como: tamanho e forma das nanoestruturas metélicas e natureza do metal.
Para evitar agregacao e deposi¢do das nanoparticulas, uma nova metodologia ¢ proposta
nessa dissertagdo: recobrir a NPs com materiais inertes, como SiO, e MnO,. A esta
metodologia da-se o nome de SHINERS. Outra técnica que tem ganhado notoriedade
devido as aplicagdes em sistemas biologicos ¢ o efeito SEF. Para que o SEF seja
observado € necessario um espacamento entre o fluor6foro e as NPs, que também pode
ser realizado pelo recobrimento com 6xidos inertes, quando se utiliza a denominagao
SHINEF. O distanciamento da superficie provoca um decaimento do sinal; logo, as
camadas devem ter alto controle da espessura para que os resultados sejam otimizados.
Para o fim de obter desempenho otimizado SHINERS e SHINEF, nessa dissertacao
foram preparadas NPs de Au e Ag recobertas por camadas ultrafinas de Si0, e MnO, de
diferentes espessuras. Foi possivel caracterizar o recobrimento das NPs metalicas pelos
oxidos utilizando TEM. Verificou-se o recobrimento com camadas de 2-6 nm de
espessura. O recobrimento das NPs causa um deslocamento para maior comprimento de
onda das bandas LSPR das nanoparticulas sem recobrimento quando comparadas as
NPs com recobrimento, atribuido a mudanga do indice de refragcdo local sobre as NPs.
Os nanomateriais resultantes tiveram seu desempenho estudado utilizando o corante IR-
820, que teve seu espectro vibracional atribuido nessa dissertagdo, como molécula-
prova para os dois efeitos de intensificagdo. Verificou-se uma diminui¢ao da intensidade
SHINERS com o aumento da espessura do recobrimento em relagdo a intensidade
SERS, atribuida ao aumento da distancia entre adsorbato e superficie das NPs. Para o
efeito SHINEF, verificou-se que ocorre uma intensificacdo aprecidvel da emissdao de
fluorescéncia quando o corante IR-820 na presenga das NPs recobertas foi excitado em
785 nm. Os resultados obtidos sdo promissores para a aplicacdo das metodologias de
preparagao de NPs metalicas recobertas como substratos de alto desempenho para as
técnicas SHINERS e SHINEF.

Palavras chave: SHINERS. SHINEF. SERS. IR-820. Oxido de silicio. Oxido de

manganés



ABSTRACT

The studies to aimed the interface metal/molecule resulted in the discovery of the
SERS effect. The SERS effect was discovered accidentally and can increase the
intensity of scattering adsorbed species ca. 10° times. The SERS performance
depends on several parameters such as: size, shape and nature of the metallic
nanostructures. To avoid aggregation and deposition of nanoparticles, a new
methodology is proposed in this dissertation: coat the NPs with inert materials like
Si0; and MnO,. The cited methodology receives the name of SHINERS. Another
technique that has been receiving great notoriety due to applications in biological
systems is the SEF effect. A specific spacing between the fluorophore and NP is
necessary for the SEF effect to occur and it can be accomplished by coating with
inert oxides, which takes the denomination of SHINEF. The distance from the
surface causes a decay of the signal, therefore, the layers are supposed to be
ultrathin with precise thickness control for optimized results. In order to obtain a
good SHINERS and SHINEF performance, in this dissertation, Ag and AuNPs
coated with ultrafine layers of SiO, and MnO, to different thicknesses were
prepared. It had been possible to characterize the coating of metal oxide NPs by
using TEM. It has been determined covering oxide layer thickness of 2-6 nm. The
coating of NPs causes a shift of LSPR bands for higher wavelength of the coating
nanoparticles compared to uncoated NPs, assigned to increasing changes in the local
refractive index of the NPs with the oxide layer thickness.

The resulting nanomaterials performances for SHINERS and SEF effect were
studied using IR-820 dye, which had its vibrational spectrum assigned. There has
been observed a decrease in the SHINERS intensity with the increasing thickness of
the coating in relation to the SERS intensity attributed to the increasing distance of
the adsorbate from the NPs surface. For SHINEF effect, it has been found that a
significant enhancement of fluorescence emission occurs when IR- 820 dye in the
presence of the coated NPs excited at 785 nm. The preparative methodologies
proposed in this dissertation are promising for the application of coated Ag and Au
NPs as substrates for high performance SHINERS and SHINEF techniques.
Keywords: SHINERS. SHINEF. SERS. IR-820. Silicon oxide. Manganese oxide.
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1 INTRODUCAO

A espectroscopia visa estudar a interacdo da radiagdo eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus principais objetivos a determinagdo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas. Os espectros fornecem informagdes sobre as energias envolvidas
em transi¢des entre niveis do sistema; a partir destes dados, ¢ possivel conhecer os
niveis de energia, as ligagdes quimicas e a estrutura molecular das espécies estudadas.
No caso de moléculas, a regido espectral onde as transi¢cdes sao observadas depende do
tipo de niveis envolvidos: eletronicos, vibracionais ou rotacionais, cujas transi¢des
fundamentais, normalmente, estdo situadas nas regides do ultravioleta ou visivel, do
infravermelho e das micro-ondas, respectivamente (Sala, 2008).

Existem diversos tipos de espectroscopia, tal que para cada uma delas ha um
fundamento especifico e uma tecnologia adequada a observacdo de cada um dos
fendmenos; entretanto, todas convergem para um mesmo objetivo: a caracterizagdo
molecular. O foco principal deste trabalho ¢ a analise vibracional de moléculas

adsorvidas em nanoestruturas metalicas modificadas por 6xidos. As duas principais

técnicas vibracionais sdo as espectroscopias no infravermelho e o espalhamento Raman.

1.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Apesar de ambas as espectroscopias, infravermelho e Raman, serem técnicas de
caracterizacdo vibracional, fisicamente, os dois processos sdo bastante diferentes. O
primeiro ¢ um fendmeno de um unico foton e ocorre devido a ressonancia da radiagdo
excitante com a diferenga de energia entre dois autoestados vibracionais da molécula

(Augusto, 2005), como mostra a Figura 1 (a).
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Energia Potencial

m
n

Distincia Internuclear
Figura 1: (a) Absor¢dao no infravermelho; (b) espalhamento Raman Stokes e (c)

espalhamento Raman anti-Stokes.

Por esta razdo, a espectroscopia no infravermelho ¢ uma técnica de absorcao, cuja
intensidade é dada pela probabilidade de transi¢do, |im,,l|?; sendo f,, 0 momento

dipolo de transi¢do, que € expresso pela Equagdo 1:

Hmn = f Y uiPndr

Equacao 1

Onde:y,, ¢ P, sdo as fungdes de onda dos estados vibracionais final e inicial,
respectivamente; e 1 ¢ o momento dipolo intrinseco da molécula, que pode ser descrito
em trés componentes: uy, i, ou u.. Assim, a Equagdo 1 pode ser descrita como na

Equacao 2:
(U ) mn = jwm UxndT

(1), = | tom iy

dn = [ m otpud

Equacao 2

Devido a pequena dependéncia do momento dipolo de transicdo com o modo

normal de vibragao, ¢, este pode ser expandido em série de Taylor (Sala, 2008):
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Hmn = U+ (%)Oq-l'

Equacao 3

] N -
na qual, (ﬁ) representa a variacdo de 4 com a coordenada normal, ¢, na condi¢do de
0

equilibrio.

Agora, ¢ possivel definir algumas regras de selecdo para observacao do efeito.
Para tanto, o momento dipolo deve variar durante a vibragdo, em pelo menos uma de
suas componentes (i, 4, Ou i:), ou seja, a derivada de u em relagdo g deve ser diferente
de zero; a integral de transi¢do (Equacdo 1) também deve ser diferente de zero, logo o

produto das fungdes Y,, x 1 x Y,,, deve ser uma funcao par (Andrade, 2003).
1.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Quando uma radiagdo monocromatica ¢ incidida sobre uma molécula, a luz pode
ser espalhada elastica ou inelasticamente; ao primeiro fenomeno, di-se o nome de
espalhamento Rayleigh, ao segundo, de espalhamento Raman. O efeito Raman evolve a
aniquilagao de um féton que provoca uma perturbacao eletronica de todos os niveis do
sistema, tal que este ¢ excitado a um nivel de energia maior que uma transi¢cao
vibracional, chamado estado virtual (v), que ndo é necessariamente um autoestado
molecular; posteriormente, ha a relaxacao do sistema, seguida do espalhamento de um
foton de energia diferente da incidente, como ilustram as Figura 1 (b) e (c). A variagao
de energia entre os fotons incidente e espalhado corresponde a diferenca de energia
entre os niveis vibracionais, que depende das propriedades da espécie espalhadora (Sala,
2008).

Como os fenomenos sao diferentes, as regras de selecdo para o Raman variam
com relacdo a espectroscopia no infravermelho. Com o intuito de esclarecer alguns
pontos a respeito do efeito Raman, faremos uma breve discussdo sobre o formalismo da
técnica do ponto de vista classico. Diferentemente da espectroscopia no infravermelho,

a atividade Raman depende da variagdo do momento dipolo induzido pelo campo

elétrico da radiagdo incidente, P, durante a vibragdo. Este vetor pode ser descrito como

um produto entre a polarizabilidade molecular, o, e o campo elétrico da radiacdo

excitante, E (Sala, 2008):
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P=qaE
Equacao 4

Entende-se como polarizabilidade molecular o grau de deformagdo da nuvem
eletronica frente a uma perturbagdo por um campo incidente; assim, este termo depende
das propriedades da molécula espalhadora. Podemos expandir a em série de Taylor, em
funcdo da coordenada interna, ¢, como segue na Equacdo 5, na qual os termos de maior
ordem foram desprezados devido as pequenas variacdes em func¢dao de ¢ nestas

condicgoes.

Ja
(aij)mn =ao+ (%) q+--

0

Equagao 5

Sabendo-se que g e E podem ser escritos como g = qqcos (2rv,t) eE =

Eycos (2mu,t) e substituindo-os juntamente com a Equagado 4 na Equacdo 3, teremos:

da
P = ayE, cos(2myyt) + (%> qoE, cos(2muyt) cos(2mu,t)
0

Equacao 6

Lembrando da relagdo trigonométrica cos(a)cos(b) = 1/ 2 [cos(a + b) +

cos (a — b)] e substituindo na Equacao 6:

P = ayE, cos(2mu,yt) + (g—g) qoEo{cos[(2m(vy + v,)t] + cos[(2m(vy — v,)t]}
0

Equacao 7

Da Equacdo 7 tira-se uma importante conclusdo: para que o segundo termo

. . Jda
contribua, ou seja, para que ocorra o espalhamento Raman, o termo (5) deve ser
0

diferente de zero. Logo, o tensor polarizabilidade deve variar com a coordenada interna

durante a vibracdo em pelo menos uma de suas componentes (Sala, 2008).
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A partir da Equacdo 7 podemos ainda observar os trés fenomenos de
espalhamento de luz: o espalhamento Rayleigh e os espalhamentos anti-Stokes e o
Stokes, que sdo representados pelas, primeira, segunda e terceira parcelas,
respectivamente (Sala, 2008). Na Figura 1 (b), observa-se que a perturbagdo eletronica
pelo foton ocorre a partir do estado fundamental, ¢ a molécula chega a um nivel de
energia superior, v, e, apds espalhar um féton de menor energia que o inicial, retorna ao
estado vibracional excitado. Por outro lado, na Figura 1 (c) a espécie espalhadora parte
do estado vibracional excitado e retorna ao estado vibracional fundamental. O primeiro
efeito ¢ conhecido como espalhamento Raman Stokes e o segundo como espalhamento
Raman anti-Stokes. E possivel observar pela Figura 1 que ambos medem a energia entre
dois niveis vibracionais consecutivos. Todavia, no espectro Raman observa-se
simetricamente a linha Rayleigh, que corresponde a energia da radiagdo excitante, as
bandas Stokes em frequéncias mais baixas e as bandas anti-Stokes em frequéncias mais
altas; tal que o espalhamento Stokes ¢ muito mais intenso, pois no estado vibracional
fundamental a populagdo e, portanto, a probabilidade de transi¢do ¢ superior a do estado
excitado, a temperatura ambiente (Sala, 2008).

Para que a transicdo Raman ocorra, o momento de transigdo, (ai f)mn’ deve ser

diferente de zero em pelo menos uma das componentes do tensor de polarizabilidade.

Sendo (al- j)mn’ descrito pela Equacao 8:
(i), = jl/’m a;jPpdt
Equacao 8
€, a;j, o tensor polarizabilidade:

Ayx Axy Ay
AyxXyy Ay,
Ay Azy Uy

aij =

Equagao 9

A intensidade Raman depende da probabilidade de transi¢cao, ou seja, do quadrado

da integral de transicao dada pela Equagdo 8. Desta maneira, sendo /; a intensidade da
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radiacdo incidente e v a frequéncia da radiacdo espalhada, a intensidade Raman pode ser

escrita a seguinte forma mostrada na Equacao 10 (Sala, 2008):

- )WZ Z|<ai,->mn|2

Equacdo 10

1672
9c*

Como podemos ver na Equacdo 10, a intensidade Raman depende da quarta
poténcia da frequéncia da radiacdo excitante; logo, para linhas lasers com comprimentos
de onda menores, a intensidade Raman serd maior, quando comparadas aos lasers de
comprimento de onda maior. Também ¢ dependente da probabilidade de transi¢ao que
esta fortemente ligada as propriedades intrinsecas das espécies espalhadoras (Andrade,
2003).

Como a espectroscopia Raman ¢ um fendmeno de perturbacao de segunda ordem,
sua secio de choque é cerca de 10" vezes menor que na espectroscopia no
infravermelho, que torna o fendmeno pouco intenso. Isto limitou o uso da técnica a
sistemas puros ou altas concentragdes de analitos durante muito tempo (Aroca, 2006).

Na década de 1970 houve uma melhora aprecidvel na tecnologia dos
equipamentos Raman e o advento do uso de laser em espectroscopia, o que possibilitou
a observagdo de efeitos de intensificagdo do sinal Raman. Um destes efeitos ¢ o
espalhamento Raman ressonante, que resulta da ressonancia entre a radiagdo excitante e
uma transi¢ao eletronica permitida da espécie, aumentando a sec¢do de choque Raman
em até 10° vezes; tal que alguns modos vibracionais sdo preferencialmente
intensificados, sobretudo os modos dos grupos cromoforicos. Descobriu-se ainda, a
espectroscopia Raman intensificada por superficie, SERS, cuja intensificacdo do sinal ¢

em torno de seis ordens de grandeza (Le Ru, Etchegoin, 2009).
1.3 EFEITO SERS

No estudo de monocamadas adsorvidas por espectroscopia Raman, além da baixa
secdo de choque, a densidade de moléculas adsorvidas por centimetro quadrado, 10'*-
10" cm'z, também ¢ baixa. Por esta razdo, Fleischmann e col. (Fleischmann et al, 1974)
aumentaram a area superficial de eletrodos de prata por ciclos de 6xido-reducdo a fim

de aumentar o niimero de espalhadores. Apods este tratamento eletroquimico, obtiveram
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um excelente espectro da piridina adsorvida sobre prata, com alta relagdo sinal/ruido e
atribuiram esta melhora substancial ao aumento da area superficial (de Faria et al,
1999).

Entretanto, em 1977, Jeanmarie ¢ Van Duyne (Jeanmaire, Vanduyne, 1977) e
Abrecht e Creighton (Albrecht, Creighton, 1977), retomaram estes estudos e, em
trabalhos independentes, mostraram que a intensificagdo do sinal da piridina era da
ordem de 10° e o aumento da 4rea superficial ndo chegava a duas ordens de grandeza;
logo, a intensificagdo nao poderia ser atribuida ao aumento da area superficial. Por
conseguinte, o ganho do sinal foi correlacionado a um novo fenomeno: o efeito SERS
(de Faria et al, 1999).

Desde sua descoberta houve uma busca crescente da comunidade cientifica em
reafirmar e explorar o efeito SERS, na tentativa de expandi-lo a outros substratos. Foi
observado em outros metais, como metais alcalinos e alguns metais de transi¢do (Cao et
al, 2002), todavia, ¢ registrado em maior intensidade em metais de cunhagem: Au, Age
Cu. Além disso, a ressonancia eletromagnética ¢ nula em superficies lisas ou no metal
estendido; para tanto, sdo necessarias estruturas fractais em escala nanométrica. Outro
fator preponderante ¢ a natureza do adsorbato, ja que a afinidade pela superficie
metalica favorece a intensificagdo. A primeira observacdo do efeito SERS ocorreu em
eletrodos ativados eletroquimicamente, entretanto, ¢ possivel observa-lo em outras
superficies, tais como suspensdes de nanoparticulas, cujas propriedades serdo discutidas
neste trabalho.

A partir de sua descoberta o SERS foi amplamente utilizado como uma poderosa
ferramenta de caracterizacdo de interfaces; com amplas aplicagdes em sistemas
biologicos, catalise heterogénea, processos faradaicos, entre outros; atraindo uma gama
de profissionais de diversas areas (Ru, Etchegoin, 2008). Apesar desta visibilidade nos
primeiros anos de sua descoberta, no final da década de 80 houve uma queda nos
estudos do efeito SERS. Até que em 1997 Kneipp e col. (Kneipp et al, 1997) e Nie e
Emery (Nie, Emery, 1997) apresentaram espectros SERS de uma tinica molécula. Estes
resultados foram possiveis devido a fatores de intensificagdo do sinal Raman que podem
chegar a 10" vezes, em regides interparticulas, chamadas hot spots.

Como o efeito SERS ndo foi previsto teoricamente, houve a necessidade de
proposi¢des que visassem explica-lo. Atualmente, dois modelos sdo os mais aceitos: o

quimico ou de transferéncia de carga e o eletromagnético. Tal que o segundo apresenta
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maior contribui¢ao na maioria dos casos, cerca de 10* vezes e, como discutiremos mais

a frente, em determinadas situagdes € o inico mecanismo vigente (Andrade, 2003).

1.3.1 Mecanismo Eletromagnético

O mecanismo eletromagnético estd diretamente ligado as propriedades Opticas de
alguns metais nanoestruturados, que sdo diferentes nos metais estendidos. As
propriedades preponderantes neste caso sdo: a natureza, a forma, o tamanho das NPs e a
funcdo dielétrica do material metalico. Quando uma nanoparticula muito menor do que
o comprimento de onda da radiagdo incidente ¢ irradiada por uma radiagdo
monocromatica, o campo elétrico oscilante pode provocar uma oscilagdo coerente dos
elétrons de conducdo, chamada plasmon de superficie localizado, LSPR, como
esquematizado na Figura 2. Esta oscilagdo decorre das for¢as de restauragao
Coulombianas da atragdo entre a nuvem eletronica e o nicleo que surgem com o
deslocamento da nuvem eletronica durante a excitagdo da radiagdo (Kelly et al, 2003).
Para que ocorra a ressonancia entre o plasmon e a radiagdo excitante, deve haver
conservagao da frequéncia e do campo paralelo a superficie; para tanto, sdo necessarias
estruturas fractais em escala nanométrica, pois em superficies lisas esta condi¢do ndo €

satisfeita (Andrade, 2003).

Campo Elétrico

Esfera Metalica

Figura 2: Esquema de oscilacdo de plasmon dipolo para uma esfera mostrando o

deslocamento da nuvem eletronica em relacdo a posicdo do nucleo. Adaptado de

(Willets, Van Duyne, 2007).

O deslocamento da nuvem eletronica provoca a intensificacdo do campo elétrico

ao redor da superficie das NPs, e, consequentemente, o sinal Raman das moléculas
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adsorvidas sobre o metal ¢ amplificado. Podemos descrever a intensidade SERS

analogamente a intensidade Raman como mostra a Equacao 11 (Temperini et a/):

I(SERS) o |Eo 2 1ES (5 — 5" ) ay
Lj

Equacao 11

Sendo, E, ¢ E,, os campos elétricos incidente e espalhado, respectivamente; U, e Ug as
frequéncias das radiagdes incidente e espalhada, respectivamente, ¢ «;; a
polarizabilidade molecular nas componentes i ¢ ;.

Considerando que a amplitude do campo espalhado difere do campo incidente
apenas por um quantum vibracional ¢ possivel assumir a partir da Equagao 11, que a
intensidade SERS depende de [E|', enquanto a intensidade Raman depende de |E*
(Temperini et al). Esta ¢ a maior contribui¢do para a intensificacdo do sinal, pois devido
a LSPR hé& uma amplificacdo dos campos incidente e espalhado nas proximidades da
superficie das NPs (Temperini et al).

Para que o mecanismo eletromagnético contribua com a intensificacdo, nao ¢
necessario que haja interacdo entre a superficie e a espécie espalhadora. Por
conseguinte, ¢ um efeito de longo alcance e ndo provoca alteragdes significativas no
espectro da espécie adsorvida em comparagdo com a espécie em solucao (de Faria et al,
1999).

A transi¢cdo LSPR envolve transferéncia eletronica entre o nivel de maior energia
da banda de valéncia para a banda de conducdao do metal que constitui a nanoestrutura.
No metal estendido nao ha gap de energia, ou seja, ndo ha espagamento entre os niveis
de energia do metal. Para NPs pequenas o espacamento entre os niveis ¢ observado e, a
medida que se aumenta o tamanho das NPs o espacamento entre os niveis diminui
(Morton et al, 2011). Devido a transicdo LSPR ¢ possivel observar uma banda no
espectro UV-Visivel de NPs; tal que, mudangas no indice de refragdo e no tamanho
destas estruturas provocam deslocamentos da banda do plasmon.

Apesar de ser um efeito de longo alcance e, portanto, ndo ser necessario o contato
direto da superficie metalica com a molécula prova, a intensidade SERS varia com a
distancia adsorbato-superficie, d. Considerando uma esfera metalica de raio a, a
dependéncia da intensificacdo com a distdncia ¢ dada pela Equagdao 12 (Pieczonka,

2005).
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a
(a+d)*?
Equacao 12

As moléculas da primeira camada, adsorvidas fisica ou quimicamente sdo mais
influenciadas pela intensificagio do campo elétrico local e, por conseguinte, a
intensificacdo do sinal, nestes casos, ¢ maior. Por esta razdo, a perda do sinal com a
distancia em sistemas empiricos pode ser ligeiramente menor do que no modelo tedrico
discutido acima (Cotton, 1986) e a Equagao 12 pode ser descrita da seguinte maneira

para uma monocamada:

a
(a+a)t°
Equacao 13

A Figura 3 (a) mostra a curva que representa a dependéncia da intensificagdo com
a distancia a superficie, segundo a Equagao 12 (Pieczonka, Aroca, 2005). Esta relagao
para uma esfera também ¢ ilustrada pelo calculo numérico baseado no método DDA,
método numérico que considera a aproximagdo de dipolos discretos - dipole discrete
approximation) reportado por Kelly e col. (Kelly et al, 2003); no qual é possivel
observar a diminui¢do da intensificagdo do campo elétrico local com o aumento da
distancia da superficie. Entretanto, mesmo havendo uma diminuicdo, hé intensificagdo
apreciavel do campo na regido com distancias menores que uma dezena de nanometro

em relagdo as NPs.
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Figura 3: (a) Dependéncia da intensificacdo do sinal Raman com a distancia das NPs
calculada a partir da Equagdo 12 (Pieczonka, Aroca, 2005); (b) Modelo tedrico para
representacdo do campo elétrico ao redor de NPs esféricas. Os vetores indicados
representam a dire¢do de incidéncia da radiagdo, k£, e de polarizagdo da radiacao
excitante, E. As escalas a direita foram calculadas pela razao entre a intensificagdo dos

campos elétricos local e incidente. Adaptado de (Kelly et al, 2003).

1.3.2 Mecanismo Quimico ou de Transferéncia de Carga

No modelo quimico, a interacdo entre os niveis eletronicos da molécula
espalhadora e da superficie metdlica modifica os estados eletronicos do sistema e,
consequentemente, altera a polarizabilidade molecular. A interagdo pode ocorrer de
diversas formas, seja por transferéncia de carga, ligagdes quimicas convencionais ou
interagdes eletrostaticas entre o metal e o adsorbato. Por esta razdo ¢ um efeito de curto
alcance e ¢ necessario que haja, além do contato, uma afinidade entre a superficie ¢ a
espécie espalhadora, que deve ser doadora e/ou receptora de elétrons.

A adsorc¢ao quimica da molécula sobre o metal envolve uma interacao eletronica
entre os orbitais moleculares da espécie espalhadora e os elétrons da banda de condugdo
do metal (Corio, 1998). Devido a estas interacdes pode ocorrer um alargamento (em
termos energéticos) ou deslocamento dos estados eletronicos da molécula espalhadora
(p), como ilustra a Figura 4 (b). Quando h4 formacdo do complexo de superficie, os
orbitais moleculares da molécula espalhadora se sobrepdoem aos estados do metal no
nivel de Fermi, Er p;ps (esse termo ¢ a densidade local de estados — local density of
states). Tal que a sobreposi¢do dos niveis da molécula com os do metal, em geral,
diminuem a energia da transicdo quando comparada as transigdes intrinsecas da

molécula (Andrade, 2003).
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Complexe cluster d= Ag-Py
C)
Complexc superficie de Ag/

clustat de Ag-Py
{b)

Figura 4: Diagrama ilustrativo do alargamento da densidade de estados (p) para (a) um
complexo formado por um cluster de dtomos de Ag no estado gasoso e (b) para o
complexo de superficie de prata. Sendo p, € p; as densidades de estados receptores e

doadores de elétrons, respectivamente. Adaptado de (Andrade, 2003).

A interacao com a superficie pode modificar alguns aspectos do espectro Raman
da espécie comparado ao espectro da molécula livre (sem interagdo com a superficie).
Podem ocorrer deslocamentos de algumas bandas para maiores ou menores
comprimento de onda; alteracdo nas intensidades relativas ou mesmo o aparecimento de
novas bandas oriundas da ligagdo com o metal. Para moléculas menores, esta interacao
pode mudar drasticamente a simetria da molécula e, portanto, o grupo pontual destas
estruturas; consequentemente, os modos vibracionais ativos no Raman sdo diferentes e
o espectro pode mudar consideravelmente. Para moléculas maiores, em geral, ha
preferéncia de adsorcao por alguns grupos funcionais, tal que aparecem apenas algumas
variacoes no espectro da molécula livre oriundas do aparecimento de alguma interacao
quimica mais forte com a superficie (Pieczonka, Aroca, 2005). Estas ocorréncias podem
ser interessantes para o estudo da interface metal-molécula e podem ser utilizadas para
caracterizar a forma de quimissor¢ao das moléculas sobre as superficies metalicas; obter
informacdes a respeito da orientagdo do analito sobre a superficie; mudangas das
espécies quimicas envolvidas; informagdes de reacdes de oxidacdo-reducdo que

porventura venham a ocorrer; efeitos de solvente, dentre outros (Corio ef al, 1999).
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Ambos os mecanismos, eletromagnético ou de transferéncia de carga, podem
contribuir em diferentes propor¢cdes dependendo das caracteristicas do sistema
considerado; em geral, o primeiro contribui ca. de 4 ordens de grandeza, enquanto o
segundo, ca. de duas ordens de grandeza (Corio, 1998).

Se a energia da transicdo eletronica da molécula espalhadora for préxima ou
coincidente com a energia da radiacdo excitante, a intensificacdo SERS pode se
combinar ao efeito Raman ressonante de maneira tal que as intensificacdes oriundas
destes efeitos sao acumuladas e a intensificagdo do sinal ¢ ainda maior. Este efeito ¢

conhecido como espalhamento Raman ressonante intensificado por superficie (SERRS).

1.4 SHINERS

O SERS, como discutido anteriormente, pode aumentar a relacao sinal/ruido ca.
de 6 ordens de grandeza, aumentando significativamente a se¢do de choque Raman e
chegando a limites de deteccdo de uma unica molécula, que torna seu uso como
ferramenta analitica bastante interessante (Pieczonka, Aroca, 2005). Contudo, o uso
desta poderosa ferramenta ¢ bastante restrito, pois apenas os metais de cunhagem, Au,
Ag e Cu, tétm um bom desempenho SERS e sdo utilizados como substratos SERS-
ativos. Algumas NPs de outros metais, como os do grupo VIII B (Pt, Ru, Rh, Pd, Fe, Co
e Ni) também apresentam plasmon de superficie frente a uma radiacdo adequada;
entretanto a intensifica¢ao do sinal neste caso ¢ bem menor, ca. 10° vezes, € 0 manuseio
destas estruturas ¢ mais dificil devido a reatividade destes metais (Anema et al, 2011).
Assim, o SERS apresenta duas grandes limitagdes: a escassez de substratos SERS-
ativos e a dificuldade na reprodutibilidade das medidas.

A dificuldade de obtencao de substratos SERS-ativos ¢ oriunda de algumas
restricdes fenomenoldgicas, pois sdo necessarios metais e morfologia especifica das
nanoestruturas que suportem o plasmon de superficie para obter um algo desempenho
para o efeito. Os estudos das interagdes entre as NPs e a radiagdo eletromagnética tém
atraido muita aten¢ao devido as potenciais aplicacdes destes materiais em dispositivos,
sensores e circuitos fotonicos. Sabe-se ainda que a localizagdo da frequéncia de
oscilacdo do plasmon depende da fun¢ao dielétrica do metal, do tamanho, da forma das
NPs e da constante dielétrica do meio. Portanto, o controle destas propriedades das
nanoparticulas tem sido amplamente estudado para aperfeicoar o desempenho nas

espectroscopias intensificadas. Eis um dos grandes desafios para os estudos que
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envolvem os efeitos espectroscopicos intensificados: a necessidade de controlar o
tamanho e a forma das NPs (Stewart et al, 2008).

A busca pela otimizag@o do controle da geometria levaram ao desenvolvimento de
sinteses com alto dominio sobre esses pardmetros nos ultimos anos (Xia et al, 2009).
Apesar de todos os avangos nesta area, estas estruturas sao muito instaveis quando em
contato com as moléculas a ser estudadas; além disso, as NPs de metais de cunhagem
interagem fortemente entre si, formando agregados que dificultam e muitas vezes,
impossibilitam a caracterizagdo do adsorbato pela técnica SERS. Estas variagdes
estruturais das NPs metdlicas na presenca do adsorbato provocam mudangas nas
propriedades opticas do metal e pode dificultar a reprodutibilidade dos espectros SERS.

A fim de minimizar a interagdo entre as NPs e destas com o analito sob estudo,
propos-se recentemente recobrir AuNPs e AgNPs com camadas ultrafinas de materiais
dielétricos, sobretudo de 6xidos, como o SiO; (Anema et al, 2011) e o MnO; (Lin et al,
2012). Estes isolantes podem aumentar fortemente a estabilidade morfoldgica e
estrutural das NPs, conservando suas propriedades Opticas e também uma alta
performance SERS, desde que a espessura das camadas seja bem controlada (Anema et
al, 2011). A esta nova metodologia denominou-se SHINERS (Shell-isolated
nanoparticles enhanced Raman spectroscopy) (Anema et al, 2011).

Como o recobrimento aumenta a estabilidade das NPs e conserva o plasmon de
superficie, evitando a interacdo do metal com o adsorbato e as interagdes interparticulas,
o uso de outros metais, como metais alcalinos ou de transi¢do, além do Au, Ag e Cu,
torna-se viavel, aumentando o nimero de substratos SERS-ativos e, consequentemente,
aumenta a aplicabilidade da técnica (Anema ef a/, 2011). Além disto, a camada evita o
contato das NPs com as moléculas em estudo e, portanto, evita que as NPs se
deteriorem e aumenta a reprodutibilidade dos espectros (Anema et al, 2011), ja que as
interacdes quimicas com a superficie, neste caso, sdo em geral fracas. O isolamento do
metal evita que haja interacdes das moléculas prova com a superficie e, assim, ndo se
esperam alteragdes significativas do espectro SERS quando comparado ao espectro
Raman do analito em soluc¢ao.

A alta estabilidade das NPs recobertas permite outros tipos de aplicacdo, como as
smart-dust; neste caso, as nanoparticulas podem ser retiradas de suspensdo, secas e
utilizadas como po e, entdo, sdo espalhadas como um “pd magico” sobre a superficie
que se deseja analisar. Esta ¢ uma das aplicagdes mais interessantes destes materiais, ja

que ndo se faz necessario tratamento prévio da amostra, € ndo ocorre deterioracao da
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amostra a ser analisada, além de permitir o estudo de substratos que o SERS nao
permite, como monocristais, por exemplo (Anema et a/, 2011).

Para que haja um bom desempenho SERS, algumas condi¢des sdo necessarias;
entre essas condicdes estd a necessidade de controlar a espessura da camada de
dielétrico, devido a forte dependéncia da intensidade do sinal com a distdncia do
adsorbato com a superficie do metal (Pieczonka, Aroca, 2005), como explicado
anteriormente. E sabido que a intensidade do sinal Raman diminui a uma razio de d'°
com o aumento da distdncia a superficie (Pieczonka, Aroca, 2005). Com o
recobrimento, ha perda do sinal; todavia, para camadas ultrafinas e compactas, essa
perda, ainda que significativa, pode ser vantajosa pelo aumento da estabilidade em
suspensdo que essas novas estruturas podem apresentar e as possiveis aplicagdes destes

materiais.

1.5 FLUORESCENCIA INTENSIFICADA POR SUPERFICIE E SHINEF

O entendimento do SERS e o desenvolvimento da plasmodnica possibilitaram a
descoberta de outras técnicas espectroscopicas intensificadas por LSPR. Dentre estas,
estdo a absor¢do no infravermelho intensificada (SEIRA) (Aroca, 2006) e a
fluorescéncia intensificada por superficie (SEF) (Ru, Etchegoin, 2008).

O efeito SEF ¢ uma técnica relativamente nova e tem ganhado notoriedade devido
a gama de aplicacdes biologicas que este fendmeno pode oferecer (Stewart et al, 2008).
A intensificacao do sinal de fluorescéncia aumenta ainda mais a sensibilidade da técnica
e seus limites de deteccdo, que permitem seu uso em diversos sistemas, como
imunoensaios, estudos de complexos e sistemas biomoleculares (Gagni et al, 2013).

O mecanismo de fluorescéncia, assim como o Raman, ¢ um fendmeno de dois
fotons. Na fluorescéncia, quando uma radiagdo monocromatica ¢ incidida, um foton ¢
absorvido pela molécula que, por sua vez, ¢ excitada a um estado eletronico de maior
energia. Devido a colisdes ou perdas térmicas, ha um decaimento ndo radiativo ao longo
dos niveis vibracionais do estado excitado, até atingir o nivel vibracional de mais baixa
energia do estado. Posteriormente hd uma relaxagdo do sistema e emissao de um foton

(Paula, 2006), como ilustra a Figura 5.
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Figura 5: Sequéncia de etapas que leva a fluorescéncia. Adaptado de

http://nanoluminescent.blogspot.com.br/p/luminescencia.html (Felinto et al.)

O SEF ¢ oriundo de diversas interagdes, contudo, a maior contribui¢do para a
intensificacdo ¢ derivada da ressonancia do plasmon de superficie. A interagdo entre as
nanoparticulas e os fluoroforos depende do tamanho das NPs, da estrutura molecular e
da distancia metal-adsorbato (Gomez, 2009). Diferentemente do efeito SERS, no SEF
para fluoroforos diretamente ligados as superficies metalicas, observa-se em geral a
supressao do sinal de fluorescéncia e ndo a intensificagdo (Anger et al, 2006). A
interacdao entre os niveis eletronicos das NPs e do fluoréforo possibilita que a energia
acumulada pela molécula no estado excitado seja transferida para os niveis do metal de
maneira tal que o foton de fluorescéncia nao ¢ emitido (Goémez, 2009).

Por conseguinte, para que o SEF seja obtido ¢ necessario que existam espacadores
que mantenham o fluordforo a distancias entre 5 e 15 nm da superficie, para que os
fatores de intensificagdo SEF atinjam valores maximos (Lakowicz et al, 2004). A
necessidade de separar o fluoréforo da particula metalica que suporta LSPR limita
fortemente os fatores de intensificacdo SEF, que atingem, em situacdes otimizadas,
valores de 100 vezes (Brolo et al, 2005).

Para a fluorescéncia, o alto controle da espessura destas camadas ¢ crucial para
que os EF sejam otimizados. Neste caso, as SHINs, com camadas compactas e com alto
controle da espessura podem ser os substratos ideais para intensificagdo da
fluorescéncia. A esta técnica denominou-se SHINEF (Shell-isolated nanoparticles

enhanced fluorescence) (Guerrero, Aroca, 2011).
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O acoplamento dos estados eletronicos da molécula com os do metal pode
acarretar em mudangas significativas no dipolo de emissdo e, portanto, no espectro de
fluorescéncia, provocando variagdes em intensidade, deslocamentos da banda de
emissao, surgimentos de outras bandas ou mesmo mudangas no perfil das bandas da

molécula livre (Guerrero, Aroca, 2011).

1.6 FATORES DE INTENSIFICACAO

Para avaliar o desempenho das NPs metdlicas como substratos SERS tém-se
estudado modelos para quantificar o aumento da relagdo sinal ruido provocado pela
superficie metdlica. Para tanto, visa-se um modelo ideal, o qual deve descrever de
maneira simples, sem muitas variaveis, todos os sistemas, além de ser viavel de ser
calculado tanto por simulagdo computacional quanto experimentalmente (Ru et al,
2007). Entretanto, devido a complexidade do efeito SERS nao ha um modelo nico que
se aplique a todos os sistemas. A se¢do de choque SERS depende dos modos
vibracionais do analito e, como discutido anteriormente, os fatores de intensificagcao
podem ser originados da interacao quimica (Fcpen) Ou eletromagnética (Fgy), de acordo
com a preponderancia destes efeitos sobre a molécula prova (Ru et al, 2007).

Além disto, existem muitos outros parametros que interferem no desempenho
SERS, tais como: caracteristicas do laser (comprimento de onda, polarizacao, angulo de
incidéncia); propriedades do detector (angulo de colecdo solido, detecg¢dao polarizada ou
ndo); propriedades do substrato SERS envolvido (material, geometria, orientacao,
tamanho, forma, ressonancia do plasmon de superficie localizado); propriedades
intrinsecas do analito, como os tensores dos modos vibracionais Raman e a secao de
choque Raman; propriedades de adsor¢dao, em particular a eficiéncia e orientacdo da
adsorcdo, distancia da superficie, variagdes na polarizabilidade molecular oriunda da
interacdo metal-analito; dentre outros.

Devido a esta gama de parametros envolvidos no efeito SERS, ndo foi possivel a
padronizagdo de um Unico modelo que atendesse a todas estas demandas. Assim, alguns
estudos propuseram diferentes metodologias que se aplicam a varias situagdes, de
maneira aproximada, entretanto, satisfatoria para diferentes fins. Estas foram subdividas
na literatura recente em trés classificagdes principais: fator de intensificagdo para uma
unica molécula (SMEF); fator de intensificagdo para o substrato SERS (SSEF) e fator

de intensificacao analitico (AEF).
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Os modelos SMEF e SSEF se atém as propriedades intrinsecas dos substratos
SERS-ativos e, por isso, nem sempre sdo utilizaveis, ja que, muitas vezes 0s
experimentos ndo nos asseguram determinadas informacdes. Assim, o AEF ¢ um dos
modelos mais utilizados, e propde uma ideia intuitiva do aumento de intensidade; esse
modelo considera uma relagdo entre as intensidades das bandas SERS, Iszrs, € Raman,
IRaman, © as concentracdes dos analitos utilizadas nestes casos,Csgrs €Cramans
respectivamente, como mostra a Equagdo 14; tal que para que os resultados sejam
comparaveis, ¢ fundamental que os resultados sejam obtidos sob as mesmas condi¢des

espectrais.

Isprs/Csers

AEF =

IRaman/CRaman

Equacdo 14

Para exemplificar o célculo utilizado na obtencdo dos fatores de intensificacao,
utilizaremos os dados para a banda de 943 cm™ do espectro FT-Raman do IR-820 0,1
mmol L na presenga de Ag@SiO, com 1 hora de reagdo. Inicialmente foi calculada a
area da banda do corante em solu¢do, cujo valor foi 0,089. Em seguida, calculou-se a
area sob a curva do espectro do IR-820 0,1 mmol L™ na presenca das AgNPs@SiO,, em
que se encontrou o valor de 0,854. As areas foram obtidas através do programa OPUS,
em que se fixou uma faixa espectral para todos os calculos realizados. Desta maneira, a

relacdo foi a seguinte:

_ 0,854/107* _
©0,089/10~%

Equacao 15

9,59

tal que, o valor encontrado para o AEF nesta condicdo foi equivalente a 9,59.

O modelo acima descrito ¢ de fato um resultado intuitivo a respeito do aumento da
relacdo sinal ruido do espectro que, apesar de permitir a quantificacdo da melhoria do
sinal na presenga das NPs, pode subestimar os resultados de fator de intensificagdo. Isto
ocorre porque o calculo apenas considera a concentragdo final da solugdo; o modelo
pressupde, portanto, que todas as moléculas presentes em solugdo contribuem

igualmente para a intensificagdo. Entretanto, as moléculas mais proximas a superficie
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contribuem mais para o aumento do sinal; consequentemente, a concentracao do
adsorbato envolvida efetivamente no SERS ¢ menor do que a concentracdo final da
solugdo e os fatores de intensificagdo podem ser ainda maiores do que os obtidos por
este modelo. Para baixas concentragdes, este erro ¢ menor, pois a probabilidade das

moléculas estarem proximas a superficie e formarem uma monocamada ¢ maior.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver metodologia para a obtencdo de nanomateriais metalicos
modificados recobertos com camadas de dielétricos e aprofundar o conhecimento sobre

as técnicas SHINERS e SHINEF.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Recobrir nanoparticulas de Au e Ag com camadas de 6xidos de silicio e
manganés de espessuras controladas.

e Caracterizar morfologicamente as nanoparticulas recobertas com oOxidos para
aperfeicoar o controle da espessura das camadas ultrafinas de dielétricos.

e Avaliar o desempenho para os efeitos SHINERS e SHINEF das NPs obtidas.

e Desenvolver possiveis aplicagdes das nanoparticulas isoladas por camadas de

dielétricos (SHIN) baseadas nas caracteristicas quimicas das camadas de 6xidos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES

Nos procedimentos experimentais foram utilizados os reagentes da Sigma-
Aldrich: 4cido cloroaurico (HAuCl4-99%); nitrato de prata (AgNO3-99,999%); citrato
trissddico (Nas-citrato-99%); permanganato de potassio (KMnO4-99%); oxalato de
sodio (NayC,04-99,5%); hidroxido de sodio (KOH-85%); silicato de so6dio (Na,SiOs—
solugdo 27% em massa); 3-aminopropiltrimetilisilano (APTMS-97%) e IR-820 (80%).
Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com agua deionizada (R=18,2 MQ-cm™)

obtida de um desionizador da marca Millipore, modelo Energy UV.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os coloides de ouro e prata foram sintetizados pela reducdo dos sais dos
respectivos metais, HAuCl; e AgNO;, em solucdo aquosa, por Naj-citrato (1% m/V),
sob refluxo, segundo a metodologia de Frens (Frens, 1973) e Lee e Meisel (Lee, Meisel,
1982), respectivamente.

As nanoparticulas de ouro (AuNP) foram preparadas aquecendo-se 50 mL de uma
solugdo aquosa de HAuCly (0,01% em massa) até a ebulicdo sob refluxo. Neste
momento, adicionou-se 500 uL. de Nas-citrato (1% m/V) e o aquecimento foi mantido
até que a solugdo tornou-se vermelha, apds aproximadamente 5 min.

Para obter as nanoparticulas de prata (AgNP) prepararam-se 100 mL de uma
solugdo de AgNO; (0,018% em massa) aquecendo-a até a ebulicdo sob refluxo. Por
conseguinte, adicionou-se 2 mL de Naz-citrato (1% m/V) e o aquecimento foi mantido

por uma hora. Ao final a solug¢do tornou-se cinza.

3.3 RECOBRIMENTO DAS NANOPARTICULAS COM OXIDO DE SILICIO
(ANEMA ET AL, 2011)

Inicialmente, adicionou-se uma solu¢do aquosa 1,0 mmol L' de APTMS a 30 mL
das NPs de ouro ou prata, sob agitacdo magnética por cerca de 15 minutos (Anema et al,
2011). Em alguns casos, observou-se a agregacao dos coloides, principalmente para as

suspensdes de ouro. Optou-se, portanto, por retirar a agitagdo magnética e foram feitos
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testes com outras concentragoes de APTMS, como 1,0 mmol L'e 0,2 mmol L Os
melhores resultados ainda foram obtidos com a concentracao de 1,0 mmol L.

Para 30 mL de coloide, adicionaram-se 400 uL. de APTMS (1,0 mmol L. Apos a
adicdo, a coloracdo da suspensdo de nanoparticulas de ouro mudou de vermelho para
roxo e, na prata houve um escurecimento na mistura final, todavia, a mudanga foi muito
pequena. A seguir, adicionou-se a mistura 3200 pL de silicato de soédio (0,54% m/V),
sob agitagdo suave, o suficiente para homogeneizar a solugdo. A mistura final foi
aquecida sob refluxo a 90°C, por diferentes tempos de reagdo, que variaram de 20

minutos a 4 horas.

34 RECOBRIMENTO DAS NANOPARTICULAS COM OXIDO DE
MANGANES (LIN ET AL, 2012)

Adicionou-se a 10 mL da suspensdo coloidal de nanoparticulas metalicas uma
solucao de KOH (10 mmol L'l) até ajustar o pH = 9. A seguir, adicionaram-se diferentes
volumes de solugdes de KMnO,4 (10 mmol L) e Na,C,04 (10 mmol L), para camadas
de espessuras distintas, como segue na Tabela 1. Deixou-se a solucao resultante reagir
por cerca de 10 minutos a temperatura ambiente e, entdo, aqueceu-se a mistura a 60°C

por 2 h.

Tabela 1: Relagao esperada entre as espessuras das camadas de MnO; e o volume de

reagente, de acordo com a referéncia (Lin et al, 2012)

Espessura da camada (nm) 0,5 0,7 1,2 1.8 2,5 10

Volume de KMnO,4 10 mmol L™ (mL) 0,02 0,05 0,08 0,1 0,14 0,56
Volume de Na,C,0410 mmol L™ (mL) 0,1 025 04 05 0,7 28

3.5 INSTRUMENTACAO

Para caracterizar e avaliar o desempenho das NPs, as técnicas espectroscopicas
utilizadas foram: absorcao no UV-Visivel, espectroscopia de espalhamento Raman,
fluorescéncia e microscopia eletronica de transmissao (TEM). As medidas de absor¢do

no UV-Visivel foram feitas através de um equipamento Shimadzu modelo 1800.
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Os espectros SHINEF foram obtidos no espectrometro Raman dispersivo, marca
Bruker e modelo Senterra, com excitagdo em 785 nm. Também se utilizou o
espectrometro FT-Raman da marca Bruker, modelo RFS/100, com excitacdo em 1064
nm para obtencao de espectros SERS e SHINERS.

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada em colaboragao
como Dr. Braulio S. Archanjo e a Dra. Sandra M. Landi na Divisdo de Metrologia de
Materiais do INMETRO, em Duque de Caxias, RJ, para caracterizar a espessura das
camadas ¢ a forma de recobrimento das nanoparticulas. O equipamento utilizado nas
medidas foi um microscéopio de transmissao de elétrons (S/TEM), modelo Titan G2 80-
300, do fabricante FEI. Os espectros no infravermelho foram obtidos em um

espectrometro FT-IR da marca BOMEM, modelo MB-102.

3.6 OBTENCAO DOS ESPECTROS

Os espectros SERS e SHINERS foram obtidos no espectrometro FT-Raman
utilizando 300 mW de poténcia e 200 scans. As amostras foram preparadas trés dias
antes da medida, a fim de aumentar a adsor¢do do corante no coloide e, por conseguinte,
a intensificagdo do sinal. Os espectros SHINERS com excitagdo no visivel foram
obtidos com excitacdo em 633 nm, poténcia de 15 mW, 10 segundos de acumulagao e 4
coadigdes. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrometro Raman
com excitagdo em 785 nm, 1 mW de poténcia, 2 segundos de acumulagdo e 5 coadicdes,
em geometria de retro-espalhamento.

Para otimizar os espectros SERS diluiram-se as suspensdes coloidais 5 vezes a
fim de evitar a reabsor¢do das nanoparticulas e permitir consequente aumento do sinal,
e adicionou-se KC1 0,02 mol L' para aumentar a interagdo interparticulas que também

favorece o aumento do sinal Raman.

3.6.1 Espectros Raman e no Infravermelho Calculados

A estrutura e frequéncia vibracionais do IR-820 foram calculadas usando o
conjunto de programas Gaussian 09 com nivel de teoria do funcional da densidade
(DFT), usando o funcional hibrido B3LYP, (Becke, 1993, Lee et al, 1988, Miehlich et
al, 1989) e o conjunto de fungdes de base triplo-C 6-311G (d,f) (Krishnan et al, 1980,
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McLean, Chandler, 1980). A otimizacdo da geometria foi realizada sem qualquer
restricdo; ndo houve nenhuma frequéncia imaginéria calculada, confirmando que a
estrutura calculada representa o minimo local de energia. O célculo da atividade Raman
foi convertido para o calculo de intensidade pela correcdo de frequéncia de
espalhamento e temperatura finita (Collier et al, 1999). Os espectros Raman e no
infravermelho calculados foram plotados e visualizados pelo software GaussView

(Dennington et al, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ATRIBUICAO VIBRACIONAL DO IR-820

Com o intuito de estudar o recobrimento das nanoparticulas e suas potencialidades
quanto a intensifica¢do dos sinais Raman e fluorescéncia, a molécula-prova proposta foi
o corante IR-820. Este ¢ um corante do tipo indocianina, de cardter anionico, cuja
estrutura molecular ¢ mostrada na Figura 6, na qual sdo destacados, pelas letras A a G,
os anéis aromaticos e heterociclicos caracteristicos do grupo cianina (Torres, 2010).

A classe de corantes indocianinas, principalmente o corante verde de indocianina,
tem sido amplamente utilizada como marcadores SERS e SEF de sistemas biologicos
para estudos in vivo devido as suas propriedades fluorescentes, alta polarizabilidade e
boa biocompatibilidade (Van der Vorst et al, 2012). Devido a essas propriedades, a
busca por esse tipo de molécula-prova pode ser importante para eventuais aplicacdes em
biossensores baseados nas técnicas intensificadas por plasmon, como as propostas neste

trabalho.
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Figura 6: Estrutura molecular do IR-820.

A Figura 7 apresenta o espectro de absorcdo do IR-820 em solucdo aquosa. Em
funcdo da alta deslocalizagdo eletronica, o corante apresenta uma forte banda de
absorc¢do na regido do visivel, em 690 nm, cuja absortividade molar nesta condi¢do ¢

7180 m? mol™, atribuida a transferéncia de carga (Torres, 2010). A banda mais fraca na
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regido do infravermelho proximo, em 819 nm ¢ atribuida a bandas quentes do
composto. Isso pode ser constatado pelo inserto na lateral superior esquerda da Figura 7,
na qual sdo mostrados os espectros do IR-820 a 7, 23 e 55 °C; nos quais observou-se um
aumento na intensidade da banda em 819 nm com o aquecimento, caracteristica de

bandas quentes.
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Figura 7: Espectro UV-Visivel do IR-820 10 umol L™ em solugio aquosa. Na Figura
acima e a esquerda do espectro constam os espectros no UV-VIS do IR-820 10 pmol L™

em diferentes temperaturas.
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Figura 8: Espectros experimentais do IR-820 (A) FT-Raman da solugdo 1 mmol L' (B)

FT-Raman do so6lido e (C) Infravermelho.
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Figura 9: Espectros (A) Raman e (B) infravermelho do IR-820 calculados através da
DFT.
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A Figura 8 apresenta os espectros Raman e no infravermelho experimentais do
IR-820: FT-Raman da solugdo (1,0 mmol L") e do composto solido e o espectro no
infravermelho do composto sdlido. A Figura 9 apresenta os espectros Raman e no
infravermelho do corante calculados, obtidos utilizando a teoria do funcional da
densidade.

Devido as potencialidades do IR-820 e a importancia da analise deste corante para
o trabalho nessa dissertacdo, foi feita a atribuigdo vibracional das principais bandas dos
espectros Raman e no infravermelho. Os modos vibracionais correspondentes as bandas
dos espectros mostrados na Figura 8 estdo dispostos na Tabela 2, os quais foram obtidos
através dos espectros calculados. As frequéncias citadas na discussdo abaixo foram
obtidas dos valores dos espectros calculados. Os modos de estiramento, simétrico e
assimétrico, ¢ de deformacdo angular, wagging, rocking, scissoring e twisting sao
esquematizados na Figura 10; em que os vetores indicam o deslocamento dos dtomos e

os sinais ilustram se os atomos entram (+) ou saem (-) do plano da pagina.

Yy

Estiramento Estiramento
Simeétrico Assimétrico

+ + + -
Scissoring Rocking  Wagging  Twisting

Deformacdes no plano Deformacédes fora do plano

Figura 10: Esquema ilustrativo dos modos vibracionais adaptado da literatura (Osei-

Yiadom, 2010).

Na regido de mais baixa energia sdo observadas as bandas em 308, 359, 392 e 461
cm’, referentes as deformacdes angulares da ligagio CCC das cadeias alifaticas; a

banda em 392 cm™ também ¢ atribuida 4 deformacdo angular CCC da cadeia conjugada.
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O estiramento da ligacio CC do grupamento alquila ¢ observado em 802 ¢ 1072 cm™. Ja
as deformacdes angulares do CH, referentes a este grupamento ocorrem em diferentes
frequéncias, tal que: 0 modo rocking aparece em 741, 768 ¢ 1072 cm™; 0 modo twisting
¢ observado em 1174 ¢ 1375 cm™; o wagging em 1392 cm” e o scissoring que aparece
em maior energia dentre estes, em 1594 cm™. Acoplado ao modo scissoring, em 1504
cm'l, observa-se o modo umbrella do CHj3 das cadeias alquila.

A deformacao angular da ligagdo CCC da cadeia conjugada, além de aparecer
acoplada a outro modo, como atribuido a banda em 392 cm™, também contribui para os
modos atribuidos as bandas em 654 ¢ 874 cm™. Os estiramentos das ligacdes CC deste
grupo ocorrem em regides de mais alta energia: 1223, 1463, 1573 ¢ 1603 cm™. Em 1463
cm™ este modo aparece acoplado ao estiramento CN e & deformagdo angular CH da
cadeia carotenoide no plano. Este ultimo aparece ainda na atribuicdo de outras
frequéncias, como: 815, 943, 1274, 1375, 1382 ¢ 1463 cm’'. Na banda em 1573 cm™ o
estiramento CC aparece acoplado ao estiramento CN e apenas ¢ observada no espectro
no infravermelho. Além de ser observado nesta regido, o estiramento CN aparece em
1392 cm™.

Na Figura 6 os anéis sao denominados pelas letras A-G e na Tabela 2 os modos
respectivos a cada um dos anéis sdo discriminados; entretanto, discutiremos os modos
relativos aos anéis de maneira genérica, para facilitar a compreensdo. A deformagao
angular CCC dos anéis ocorre nas seguintes frequéncias: 520, 595,639, 654, 840, 874
911 cm™. Em 911 cm™ h4 ainda outro modo predominante, o twisting do CH, referente
ao anel D. Este mesmo modo também ¢ observado em 1274 cm™; ao passo que, o modo
rocking do CH, do anel D ¢ visualizado em 815 cm™. A deformagio angular da ligagio
CH dos anéis aromaticos fora do plano aparece em 718 cm’™; enquanto que estas
deformacdes no plano ocorrem em frequéncias distintas: 1161, 1174, 1208, 1236 ¢ 1482
cm™. Em alguns casos estes modos apareciam mais localizados sobre alguns anéis
especificos; em outros, as vibracdes calculadas sdo mais deslocalizadas ao longo de toda
a molécula, o mesmo observou-se para o estiramento cujas frequéncias observadas

foram: 1011, 1046, 1072, 1562, 1640 e 1666 cm’".
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Tabela 2: Atribuicdo das frequéncias das bandas (em cm™) para Raman, SERS (sobre

nanoparticulas de Au e Ag) e espectro infravermelho do IR-820. A= 1064 nm.

Raman Raman SERS SERS g
Calc. IR solido solucdo (Ag) (Au) Atribuicao®**
308 - 299 300 300 298 S(CCOC)ag.00p
359 - - 353 353 351 S3(CCC)ag.00p
392 - - 371 374 370 3(CCOC)atq.000F H(CCC)eoni
461 462 450 449 451 452 S3(CCC)ag.00p
481 510 503 474 476 478 3(SO3)simt V(CS)
520 - 515 515 514 511 d(CCC) g
595 - 588 - 590 589 d(CCC)anc
639 618 - - - - d(CCC)anc
654 - 646 647 645 S(CCC)aneis T O(CCC)eoni
691 672 674 675 675 676 v(CS)
718 - 702 701 701 699 O(CH)aneis.oop
741 722 725 725 726 724 S3(CHy);.a1q
768 - 751 751 751 751 3(CH,);.a1”
802 786 790 789 792 790 V(CC)yq
815 811 811 - - - S(CH)conjoop + 8(CHa):p
840 837 837 837 838 837 3(CCO)grg
874 860 862 863 863 863 S(CCO)g r tO(CCC)con
911 893 894 897 897 897 S(CCC)ap.ct O(CHy)p
943 934 940 940 944 941 S(CH)conj.00p
1011 1012 1011 1016 1014 1015 v(CC)p
1046 1051 1059 - 1054 - v(CC)a
1072 - - 1064 1067 1063 S(CHa); aig+ v(CC)p
1161 1118 1114 1122 1122 1122 O(CH)aBFG
1174 1141 1146 1147 1148 1144 S(CH).neis
1208 1171 1166 1171 1167 1169 3(CH)aprGt 8(CHy)iaqpt ©(SO)
1223 - 1205 1209 1207 1205 V(CC)coni
1236 1237 1235 1238 1235 1236 O(CH)aBFG
1274 1273 1264 1265 1265 1263 S(CH)coni+0(CHa).p
1375 1375 1361 1361 1364 1363 S(CHy)ratqt O(CH)conj
6(CH)COH'—"_8(C’H2)w,al
1392 1392 1397 1399 1398 1400 +1)J(CN)1 q
1463 - - 1415 1414 1415 S(CH)coni™ V(CC)con
1482 1446 1446 1447 1445 1446 O(CH) aneis
1504 1463 1462 1464 1465 1463 S(CHy)sc.a1etO(CH3)y alg
1562 1523 1521 1522 1522 1523 V(CC)an
1573 1549 - - - - V(CC,CN)coni
1603 1575 1576 1575 1574 V(CC)eoni'
1640 - 1595 1595 1596 1596 V(CC g
1666 1626 1625 1626 1625 1626 V(CCO)an

*y-estiramento; d-deformacao angular; u-umbrella; sc-scissoring; t-twisting; r-rocking; w-wagging; conj-cadeia conjugada; alq-cadeia
alquila; A,B,C,D,E,F,G - anéis numerados na Figura 6; oop-deformagdes angulares fora do plano ** A atribuicdo foi feita pela analise
visual dos autovetores calculados por DFT e comparados com dados da literatura (Mayo et al, 2003).

Para finalizar esta discussao, atribuiremos os modos relativos aos grupos ligados
ao grupo sulfonato. A banda em 481 cm™ foi atribuida a deformacdo angular simétrica
do SOj3 e ao estiramento da ligagdo CS; nos espectros Raman e infravermelho dos
solidos esta banda aparece em maior niimero onda, em torno de 503 cm™. O estiramento
CS também ¢é observado em 691 cm™, enquanto o estiramento SO aparece em 1208

cm™.
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4.2 SERS DO IR-820

O IR-820 apresenta Raman pré-ressonante em 1064 nm, devido a banda de
absor¢ao vibronica em 819 nm; por esta razdo, foram realizados os experimentos para
obtencdo dos espectros SERS em AuNPs e AgNPs, cujos resultados sao apresentados
nas Figuras 11 e 12, respectivamente. Observa-se um aumento apreciavel na intensidade
Raman dos espectros em relagdo a solugdo quando em contato com as NPs, tanto na
prata quanto no ouro, com fatores de intensificagdo que podem chegar a 3 ordens de
grandeza.

A intensificagdo do sinal nas AgNPs ¢ maior e foi possivel determinar
concentragdes de IR-820 ainda mais baixas para as AuNPs. Em principio, era de se
esperar o contrario, pois a banda LSPR do ouro, em 530 nm, estd mais deslocada para a
regido do infravermelho do que a da prata, em 415 nm e, por conseguinte, mais proxima
da ressonancia com o laser em 1064 nm. Contudo, pelos resultados de microscopia
eletronica de transmissdo, que serdo discutidas detalhadamente mais adiante, observou-
se que as nanoparticulas de Ag possuem maior dispersdo de tamanhos, com uma
pequena propor¢ao de AgNP com tamanhos que chegam a aproximadamente 400 nm
em alguns casos e, cuja banda LSPR seria esperada mais proxima a energia da radiagao
excitante; contribuindo, assim, mais efetivamente com a intensificagao do sinal Raman.

Hé uma grande similaridade entes os espectros SERS do IR-820 e os do verde de
indocianina (VI) (Kneipp et al, 2005), cuja estrutura molecular ¢ bastante parecida com
a do corante em estudo, exceto pelo anel conectado a Cl do grupo central na cadeia,
marcado como anel D na estrutura do IR-820 (Figura 6). A maior parte das bandas
aparece nos espectros dos dois compostos, com algumas pequenas variagdes no numero
de onda, perfis das bandas ou mesmo nas intensidades relativas. Faremos a seguir uma

comparagdo entre esses dois espectros.
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Figura 11: Espectro Raman do IR-820 em solu¢do aquosa e SERS do corante adsorvido

em AgNPs. As concentragdes do corante estdo dispostas na figura. Ay = 1064nm.
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Figura 12: Espectro Raman do IR-820 em solu¢do aquosa e SERS do corante adsorvido

em AuNPs. As concentragdes do corante estdo dispostas na figura. Ao = 1064nm.



48

A banda em 1122 cm™ no espectro do IR-820, atribuida & deformagéo angular CH
dos anéis aromaticos, ¢ correlata 2 banda em 1116 cm™ do espectro do VI. Em ambos os
casos, ¢ uma das bandas mais intensas dos espectros; além disto, o perfil destas bandas
também ¢ muito parecido, aparecendo dois ombros em maior numero de onda. As
bandas na regido de maior energia, em 1521 e 1625 cm™, atribuidas aos estiramentos
CC dos anéis do IR-820 sdo correspondentes as bandas do VI que aparecem em 1520 e
1628 cm™, respectivamente, sao intensas em ambos 0s espectros e apresentam o mesmo
perfil, com larguras e intensidades relativas similares. Outra forte semelhanga entre os
espectros ¢ a intensidade relativa das bandas, tal que as bandas mais intensas no
espectro SERS do IR-820, 1522 cm™, 1444 cm™, 1207 cm™ e 943 cm™’, também sdo
bastante intensas no SERS da indocianina.

Na presenga de coloides de ouro e prata, as mudancas nos espectros SERS do IR-
820 como largura, posicdo e intensidades relativas das bandas sdo pequenas quando
comparadas ao espectro da molécula livre; esse resultado ¢ muito similar ao observado
para a VI por Kneipp e col. (Kneipp et al, 2005). Apesar desta forte semelhanga, sdo
observadas algumas variagdes nas intensidades relativas e no perfil de algumas bandas
quando se comparam os espectros SERS e Raman do IR-820. Em concentra¢des mais
baixas, como 1,0 e 10,0 pmol L, s6 foi possivel obter os espectros SERS, pois os
espectros Raman da solu¢do do corante livre ndo apresentaram sinal detectavel do IR-
820. Além disto, nestas condicdes, as mudancas espectrais sdo maiores, pois, algumas
bandas nao aparecem ou aparecem acopladas a outras nas solugdes mais diluidas, como
100 umol L. De todos os espectros medidos em solugio aquosa, na concentragio de
1,0 mmol L™ as diferencas espectrais do Raman quando comparado com o SERS sao
minimas; apenas sdo observadas algumas bandas mais intensas, como as bandas que
aparecem em 308, 940 e¢ 1240 cm™.

Devido a estas pequenas oscilagdes nos espectros, sugere-se que O mecanismo
quimico ndo seja o predominante na intensificacio SERS do IR-820; certamente, ha
interacdes quimicas entre a superficie e o adsorbato, todavia, estas nao sao muito fortes.
Isto ja era de se esperar, devido ao acimulo de cargas negativas na superficie, ja que,
tanto o Nas-citrato, agente estabilizante, quanto o IR-820, sdo anionicos. Além disto, os
grupos com maior possibilidade de interagdo com a superficie de Ag e Au, as aminas
ligadas aos anéis aromaticos, sofrem forte impedimento estérico para essa interacao.

Para avaliar o desempenho das NPs como substratos SERS tém-se estudado

modelos para quantificar o aumento do sinal Raman provocado pela superficie metélica.
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Para tanto, devido a sua simplicidade, o modelo escolhido nesse trabalho para o célculo
foi o fator de intensificagdo analitico, descrito na Equacdo 14. Como dito anteriormente,
o modelo ¢ um resultado intuitivo a respeito do aumento da relacdo sinal ruido do
espectro que, apesar de quantificar a melhoria do sinal na presenga das NPs, pode
subestimar os resultados. Isto porque o calculo apenas considera a concentracao final da
solu¢do e o modelo propde que todas as particulas presentes em solugdo contribuem
igualmente com a intensificagdo. Entretanto, as moléculas mais proximas a superficie
contribuem mais com o aumento do sinal, pois nesta condi¢do, a contribuicdo do campo
elétrico ¢ maior (Kelly et al, 2003); consequentemente, a concentracdo de moléculas
envolvidas efetivamente no SERS ¢ menor do que a concentracdo final da solucdo e os
fatores de intensificacdo podem ser ainda maiores do que os obtidos por este modelo.
Mesmo com alguns desvios embutidos, o modelo nos permite discutir o desempenho
das NPs frente ao sistema de estudo de uma maneira rapida e objetiva.

A Tabela 3 mostra os fatores de intensificagdo calculados para diferentes
concentragdes do IR-820 (de 0,1 a 100 umol L™) sobre prata e ouro, para trés bandas do
espectro: 943; 1121 e 1522 cm™. Observa-se, através dos AEF, que os espectros do IR-
820 em prata apresentam fatores de intensificagio SERS maiores que o ouro,
provavelmente devido a maior dispersdo de tamanhos dos coloides de Ag, cuja
geometria pode ser mais favoravel a excitagdo SERS em 1064 nm.

Em concentragdes mais baixas o calculo de AEF resulta em valores muito maiores
para o IR-820 adsorvido em Ag, o que demonstra uma forte dependéncia do modelo de
calculo com a concentracdo. Essa dependéncia esta ligada as limitagdes do modelo
AEF, pois para concentragdes mais baixas, a probabilidade das moléculas estarem
proximas a superficie e formarem apenas uma monocamada ¢ maior em comparagao
com o observado para concentragdes mais altas; as moléculas tendem a estar mais
proximas a superficie e, assim, contribuir mais com o aumento do sinal devido & maior
influéncia do campo elétrico nas proximidades da superficie (Kelly et al, 2003). Por
outro lado, em concentragdes mais altas muitas moléculas nao contribuem efetivamente
com a intensificagdo SERS, devido a distancia da superficie, mas sdo computadas no

calculo, subestimando os valores de intensificacao obtidos.
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Tabela 3: Fatores de intensificagao analiticos para diferentes concentracdes do IR-820

sobre ouro prata. Ao = 1064nm.

Concentragdo (umol L’ ) Numero de onda (cm'l ) AEF

943 11

100 1121 9
1522 9
Au

943 63

10,0 1121 39

1522 86

943 33

100 1121 23

1522 30

943 271

10,0 1121 173

1522 257

Ag

943 2764
1,0 1121 1809
1522 2810
943 4270
0,10 1121 2915
1522 4013

4.3 ANALISE DA FORMA E DAS ESPESSURAS DAS CAMADAS DE SiO; E

MnQO; SOBRE Au E AgNPs

Devido a LSPR ¢ possivel observar uma banda de absor¢do no espectro UV-

Visivel de nanoestruturas plasmonicas (Aroca, 2006). Mudangas na geometria, no

tamanho e no indice de refracdo do meio dielétrico em contato com as nanoparticulas

podem provocar deslocamentos nos maximos de extingao (Kelly et al, 2003). Quando

ha o recobrimento das NPs com 6xidos, ocorrem eventuais mudangas nos indices de

refracao dos coloides pela adi¢do de material diferente do solvente a superficie das

nanoparticulas, por conseguinte, espera-se que haja um deslocamento progressivo da
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banda LSPR a medida que as camadas de 6xidos metalicos sobre as nanoparticulas se
tornam mais espessas (Li et al, 2010).

O primeiro indicio da ocorréncia do recobrimento das nanoparticulas de Ag e Au
com Oxidos nesse trabalho foi obtido a partir da espectroscopia no UV-Visivel, devido
aos deslocamentos da banda LSPR. Apesar disto, ndo foi possivel quantificar a
espessura das camadas apenas pelo espectro de extingdo; para tanto, foram obtidas
imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) para confirmar o desempenho
do recobrimento e obter melhores informacdes morfologicas sobre estas camadas e

determinar a espessura dos 6xidos formados.

4.3.1 Oxido de Silicio

O estudo da efetividade do recobrimento foi feito, primeiramente, pela
espectroscopia de extingdo no UV-Visivel. Nas Figuras 13 e 14 sdo mostrados os
espectros de extingdo para as suspensdes de prata e ouro, respectivamente, com e sem
recobrimento com 6xido de silicio para diferentes tempos de reagdo. Para os coloides de
Ag e Au utilizados, os comprimentos de onda dos maximos de extingdo sdo
aproximadamente, 440 nm e 540 nm, respectivamente.

A partir dos espectros apresentados nas Figuras 13 e 14, pode-se observar os
deslocamentos da banda LSPR dos coloides de NPs@SiO, para maiores comprimentos
de onda, quando comparados as AgNPs e AuNPs; o deslocamento ¢ varidvel para os
diferentes metais e tempos de reacdo. O deslocamento da banda LSPR das
AgNPs@SiO, frente as NPs sem recobrimento ¢ ca. de 4 nm; enquanto que para
AuNPs@Si0O; ¢ ca. de 10 nm e 14 nm, para as sinteses de 1 e 2 horas de reacao,
respectivamente. Também ha uma variagdo para os dois metais quanto aos
deslocamentos referentes aos diferentes tempos de reacdo. As bandas correspondentes a
1 e 2 h de reacdo para as AgNPs@SiO, sdo praticamente coincidentes, o0s
deslocamentos nao chegam a 2 nm, enquanto que para as AuNPs@SiO, ha um

deslocamento mais evidente, ca. de 4 nm.
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Figura 13: Espectro de extin¢do das Ag@SiO, em diferentes tempos de reagao.
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Figura 14: Espectro de extingao das Au@SiO,.

O perfil da banda LSPR das AgNPs ¢ quase inalterado apds o recobrimento com
oxido de silicio para a sintese referente a 1 hora de reagdo; para a sintese de 2 h observa-
se uma pequena banda larga em maior comprimento de onda. As AuNPs, apresentam
um alargamento da banda de extin¢ao a medida em que se aumenta o tempo de reagao.

Em geral, quanto maior a dispersdo de tamanhos das nanoparticulas em suspensdo,
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maior a largura da banda no espectro UV-Visivel. Durante o recobrimento com 6xido de
silicio pode haver a formagdo de particulas de tamanhos diferentes oriunda da interacao
interpaticulas, que pode levar a formagdo de agregados de nanoparticulas; por este
aumento na diversidade de tamanhos a banda LSPR ¢ alargada.

Os deslocamentos da banda LSPR para maior comprimento de onda sao
indicativos da formac¢do da camada de 6xido; com o aumento da espessura da camada
nominal, com o tempo de reacdo, estes deslocamentos devem ser ainda maiores. Ao
comparar os espectros representados pelas Figuras 13 e 14 eram esperados
deslocamentos mais robustos da banda LSPR com os diferentes tempos de reagao
(Anema et al, 2011). Acredita-se que a reacdo pode ser mais rapida no inicio e,
posteriormente, ser tdo lenta que as mudancas na formagdo da camada ndo sdo
percebidas.

Um comportamento atipico e bastante interessante foi observado em alguns
espectros de extingdo das AuNP@SiO,: o aparecimento de outra banda LSPR em maior
comprimento de onda, como mostra a Figura 15; esta banda ¢ caracteristica da formagao
de NPs maiores. O recobrimento pode nao ocorrer nas NPs individualmente, mas em
um aglomerado de NPs, formando clusters, cuja estrutura leva ao acoplamento dos
plasmons de superficie das NPs e a formacao de NPs maiores (Aroca, 2006), como foi
confirmado por imagens de TEM, como mostrado na Figura 16. Este acoplamento
contribui com a intensificacdo do campo elétrico local. Por esta razdo, este resultado
pode ser bastante significativo, pois pode permitir minimizar a perda do sinal SERS,
oriunda do distanciamento entre o adsorbato e a superficie do metal pela camada

dielétrica.
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Figura 15: Espectro de extingdo Au@SiO; com diferentes tempos de reacao.

Figura 16: Microscopia eletronica de transmissao para Au@SiO,.

A quantificacdo da espessura da camada de 6xidos e analise morfolégica das
NPs@SiO, foi feita através da TEM, cujas informagdes estruturais sdo bastante ricas.
Pelas micrografias, foi possivel determinar os tamanhos e geometrias das NPs
sintetizadas, a efetividade do recobrimento e as espessuras das camadas formadas ao

redor das AgNPs e AuNPs.
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As Figuras 17 (A) e (B) mostram as micrografias das Ag@SiO; e as micrografias
das sinteses de Au@SiO, estdo explicitas nas Figuras 17 (C) e (D). Na TEM como ¢
medida a intensidade do feixe de elétrons transmitida, os pontos mais escuros
representam os atomos ou moléculas com maior massa molar. Assim, observamos na
Figura 17 que as formas mais escuras sdo referentes as nanoparticulas de prata e ouro.
Ao redor destas estruturas nota-se uma fina camada mais clara que as NPs e mais
brilhantes do que o fundo da imagem que contornam as NPs que sdo atribuidas ao

recobrimento com 6xido de silicio.

Figura 17: Microscopia Eletronica de Transmissao (A) Ag@SiO, 6nm; (B) Ag@SiO,
2 nm e (C) Au@SiO; 2nm e (D) Au@SiO; 2,5nm.

As camadas de SiO, sdao claramente percebidas nas microscopias e bastante

definidas ao redor das NPs. Alguns valores aproximados das espessuras das camadas
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foram medidos a fim de avaliar a precisdo do recobrimento e os possiveis interferentes
no controle da espessura como, por exemplo, a relacdo com o tempo de reacao.

Nas imagens referentes as sinteses de prata recobertas com SiO,, Figuras 17 (A) e
(B), as camadas medidas foram aproximadamente 6 nm e 2 nm, respectivamente; para o
ouro, Figuras 17 (C) e (D), estes valores foram mais proximos 2 nm e 2,5 nm. Estes
resultados apesar de ligeiramente diferentes, sdo bastante coerentes com os da literatura,
cujos valores estimados para estas sinteses sdo de 4 a 6 nm (Li et a/, 2010).

E de se esperar que as espessuras sejam bastante proximas, como no caso das
Au@Si0,, ja que trata-se do mesmo procedimento experimental. No caso das Ag@SiO,
a variacdo foi um pouco maior. Essa variacdo ¢ observada em diversas imagens de
microscopia, nas quais, nem sempre sdao observados recobrimentos uniformes;
entretanto, de modo geral, quando ha formacao das camadas, estas sao bem definidas ao
redor das NPs e tém espessuras médias similares. Uma possibilidade para a variacdo da
espessura da camada de 6xido é que os reagentes podem ndo ter sido consumidos
totalmente na solucdo e a reacdo continuar a temperatura ambiente de maneira nio-
homogénea devido a presenca de nanoparticulas com diferentes tamanhos que poderiam
servir de maneiras diferentes como centros de crescimento; as variagdes na espessura
seriam de poucos nandmetros porque nesta condi¢do a reagdao ¢ muito mais lenta.

A Figura 18 apresenta uma micrografia de AgNPs recobertas com 6xido de silicio
ilustrando a dispersdao de tamanhos ¢ de forma das nanoparticulas. Como discutido na
literatura esta sintese apresenta ca. de 20% de bastdes com tamanhos variados, que
podem chegar a 400 nm de comprimento (Hildebrandt, Stockburger, 1984), como a NP
representada na Figura 17 (A) e 80% de esferas, como mostra a Figura 18. Este
resultado justifica o bom desempenho das nanoparticulas de prata, recobertas ou nao,

com excitagao em 1064 nm.

R

Figura 18: TEM de Ag@SiO..
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4.3.2 Oxido de Manganés

Diferentemente das sinteses de 6xido de silicio, a espessura da camada nominal de
MnO, depende das concentragdes de reagente (Lin et al, 2012). Para estudar essa
variacao foram feitos os espectros de extingdo de Ag e AuNPs, recobertas com 6xido de
manganés que seguem nas Figuras 19 e 20, respectivamente; nas quais estdo descritas as
espessuras das camadas nominais, cujos valores constam na Tabela 1 (Lin et al, 2012).
Além do deslocamento da banda do plasmon, ha outro indicativo da formag¢ao de MnO5:
o aumento da absorbancia na regido proxima a 380 nm, ja que o 6xido de manganés
absorve nesta regido (Lin et al, 2012). A medida que a concentracio de permanganato
adicionado e, consequentemente, a espessura da camada de o6xido de manganés
aumenta, este ombro torna-se mais intenso. Este resultado é mais facilmente observado
na Figura 20, na qual as diferencas nas espessuras sao mais visiveis e, portanto, mais
facil de perceber as variagdes espectrais.

A partir da Figura 19 podemos observar o deslocamento da banda LSPR para o
vermelho quando as nanoparticulas de Ag sdo recobertas; a variacdo ¢ de apenas 8§ nm,
0 que era de se esperar, ja que se almeja que a camada nominal tenha espessura de ca.
de 1,2 nm, ndo sendo, portanto, muito espessa, a ponto de provocar grandes mudancas
na banda do plasmon. A obten¢do de camadas diferentes, como por exemplo de 10 nm,
ndo foi possivel nos coloide de Ag. Nestas sinteses, muitas vezes eram formados flocos
brancos devido a formacao de oxalato de prata (Vogel, 1981) e a agregagao dos coloides
era bastante frequente neste caso.

O recobrimento das AuNPs foi mais simples do que para a prata; essas suspensoes
se mostraram mais estaveis frente aos reagentes em questdo, o que permitiu a obtencao
de resultados mais variados e a possibilidade de formagao de camadas mais espessas. A
Figura 20 mostra os espectros de extingdo das AuNPs@MnO, referentes as espessuras
de 2,5 e 10 nm. Nota-se que o deslocamento ¢ bastante acentuado para as diferentes
camadas, como era de se esperar para tamanhos maiores.

E interessante notar também que o perfil das bandas LSPR antes e apds o
recobrimento tanto para a prata quanto para o ouro ¢ praticamente inalterado; ocorrem
apenas algumas mudancgas caracteristicas da formacao de MnO,, como o aumento da
absorbancia em menor comprimento de onda e os deslocamentos dos maximos
referentes as variacdes dos indices de refragdo. Em nenhum dos espectros obtidos houve

alargamento acentuado das bandas ou a formagao de outras bandas. Além disto, nos
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espectros das NPs@MnO, observa-se um deslocamento progressivo do maximo de

extingdo bem mais marcante que para as NPs@SiO;.

—— AgNP
—— Ag@MnO, 1,2 nm
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Figura 19: Espectro de extingdao das Ag@MnO, de espessura 1,2 nm.
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Figura 20: Espectro de extingdo das Au@MnO, em diferentes tamanhos.

As Figuras 21 e 22 mostram as micrografias de nanoparticulas de ouro e prata,

respectivamente, recobertas com 6xido de manganés. Assim como discutido para as



59

NPs@Si0,, as camadas sao representadas pela regido mais clara ao redor da regido mais
escura, representada pelas NPs. E interessante notar que as camadas de MnO, sdo
nitidamente percebidas nas microscopias e bastante definidas ao redor das NPs. A
Figura 21 (C) mostra que o recobrimento das Au@MnO, ¢ bastante uniforme; observa-
se que ha um conjunto de NPs recobertas, sendo que, o recobrimento ocorre em cada
uma delas individualmente, mantendo suas caracteristicas morfolégicas, o que deve
resultar na conservacao do plasmon de superficie de cada uma. Por esta razdo, nao foi
observada a banda em maior comprimento de onda nos espectros de extingdo, como
aconteceu nas nanoparticulas recobertas com oxido de silicio, j& que ndo houve
agregacao dos coloides e, portanto, grande dispersdo de tamanhos.

Foram medidas as espessuras médias das camadas apresentadas nas imagens de
microscopia que variaram de 1,2 a 2,5 nm. As Figuras 21 e 22 se referem a sinteses
submetidas as mesmas condi¢des experimentais, tal que, as concentragdes utilizadas
neste caso foram referentes as sinteses de 2,5 nm. Portanto, era de se esperar que todas
as espessuras fossem em torno de 2,5 nm. Em algumas micrografias, referentes as
AuNPs recobertas, as espessuras variaram ca.l nm; estas mudangas podem ser
associadas a concentracdes locais diferentes, ou seja, ao adicionar os reagentes, eles nao
sdo dispersos de maneira homogénea e o crescimento da camada ¢ diferente em
diferentes regides das amostras.

A obtengdo das imagens de Ag@MnO, foi mais dificil do que as de ouro, devido a
dificuldade de obtencao destes materiais. Na Figura 22 também ¢ possivel verificar um
recobrimento nitido e uniforme ao redor das nanoparticulas. Pelas microscopias nao foi
detectada a formagdo de bastdes, mas a dispersdo de tamanhos nas AgNPs recobertas
com 6xido de manganés foi maior. Assim, como nas AuNPs@MnO, o recobrimento das

NPs ocorreu nas NPs individualmente € ndo observou-se a formagao de agregados.
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Figura 21: Microscopia eletronica de transmissdo das Au@MnO, com espessuras de

aproximadamente, (A) 1,2 nm; (B) 2,5; (C) 2,5 ¢ (D) 1,5 nm.

Figura 22: Microscopia eletronica de transmissdo das Ag@MnO; com 2,5 nm de

espessura.
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4.4 ESTABILIDADE DAS NPs COM O TEMPO

Uma das variacdes das propriedades mais interessantes melhoradas com a
protecao das NPs com camadas dielétricas ¢ o ganho em estabilidade que estas novas
estruturas podem ter. Muitos desses coloides mantiveram-se visualmente inalterados ao
longo de diversos meses quando conservados a 4°C; tal que a coloragdo continuava
vermelha no caso das Au@MnO, ou levemente lilds para as Au@SiO, e sem qualquer
indicio de precipitagdo. Para verificar a estabilidade das SHINs com o tempo foram
feitos os espectros no UV-visivel de amostras de Au@SiO,e Au@MnO; apos 5 e 10
meses do seu preparo, que estdo dispostos nas Figuras 23 e 24, respectivamente. Os
espectros referentes a Au@SiO; na Figura 23 mantém o mesmo perfil de banda;
entretanto a banda LSPR desloca ca. de 2 nm apds 5 meses. O mesmo ocorre para as
Au@MnO,;, como pode ser visto na Figura 24: o perfil da banda LSPR ¢ praticamente
inalterado, mas ha um deslocamento de ca. de 2 nm e um aumento na absorbancia

préximo a 300 nm caracteristico do aumento de MnO, em solugdo.

——Recém preparada
—— 5 meses

Absorbancia

M ) M ) M ) M ) M ) M ) M !
300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de onda (nm)

Figura 23: Espectro de extingdo das Au@SiO, recém-preparadas e apds 5 meses do

preparo.
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Extincao

—— Recém preparada
—— 10 meses

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 24: Espectro de extingdo das Au@MnO, recém-preparada e ap6s 10 meses do

preparo.

O deslocamento da banda LSPR com o tempo indica que a reagdo de
recobrimento pode ter continuado lentamente apds a retirada do banho reacional. Isso
ocorreu porque as nanoparticulas recobertas nao foram separadas da solucao de
recobrimento e mudancgas nas espessuras das camadas podem ocorrer devido a reagentes
remanescentes nesta solucdo apds a preparagdo. Apds levar em conta a possivel
variagdo de espessura com o tempo de armazenamento, verifica-se, por outro lado, que
o resultado apresentado ¢ indicativo da alta estabilidade das NPs recobertas com o

tempo, ja que ndo se observam indicios de agregacao.
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4.5 SHINERS X RAMAN

As camadas dielétricas dos oxidos de silicio ¢ manganés minimizam a interagao
quimica dos analitos com as NPs; por esta razao, espera-se que 0 mecanismo quimico
ndo seja muito relevante neste caso e, portanto, que nao haja variagdes significativas nos
espectros da molécula livre. Sabe-se ainda que a intensificagdo provocada pelo campo
eletromagnético diminui com a distdncia em relagdo a superficie (Pieczonka, Aroca,
2005), mas para camadas ultrafinas a diminui¢do pode ser menos significativa e o
aumento do sinal Raman ¢ observado (Li et al, 2010).

Nas Figuras 25 e 26 sdo mostrados os espectros SHINERS do IR-820 adsorvido
em Ag@Si0; e Au@SiO,, respectivamente, com tempos de reacdo correspondentes a 1
e 1,5 horas, que sugerem diferentes espessuras para as camadas de o0xidos. As Figuras
27 e 28 apresentam os espectros SHINERS do IR-820 sobre Ag@MnO; e Au@MnO,
com camadas de espessuras nominais de 1,2 e 2,5 nm, respectivamente. Comparando os
espectros Raman do IR-820 com o SHINERS,em todos os substratos testados, ndo sdo
observadas fortes varia¢des tanto de nimero de onda quanto de intensidade relativa em
relacdo aos espectros SERS do corante em concentracdes mais altas (maiores que 100
umol L™'). Em solu¢des mais diluidas, as diferencas espectrais tornam-se mais
acentuadas, pois o sinal Raman do IR-820, neste caso, € pouco intenso ¢ muitas bandas

ndo sdo observadas nos espectros SHINERS.

Intensidade (unid. arbt.)
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Figura 25: Espectros (A) Raman do IR-820 multiplicado por 5 ¢ SHINERS do corante
(10 pmol L) em Ag@SiO, com (B) 1 h e (C) 1,5 h de reagdo. A= 1064 nm.
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Figura 26: Espectros (A) Raman do IR-820 em solugdo aquosa 100 pmol L' e

SHINERS do corante 100 pmol L™ em Au@SiO, com (B) 1 h e (C) 1,5 h de reagdo. Ao
= 1064 nm.
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Figura 27: Espectros (A) Raman do IR-820 em soluc¢io aquosa 100 pumol L' e
SHINERS do corante adsorvido em Ag@MnO, com camadas nominais de 1,2 nm em

diferentes concentracdes (B) 100 pmol L™ e (C) 10 umol L. 9= 1064 nm.
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Figura 28: Espectros (A) Raman do IR-820 em solugio aquosa 100 pmol L' e (B)
SHINERS do corante 100 umol L adsorvido em Au@MnO, com camadas nominais de

2,5 nm. Ap= 1064 nm.

As nanoparticulas de prata recobertas apresentam relacdo sinal/ruido bem maior
que respectivas sinteses de ouro. Nos espectros em discussao, observa-se que algumas
bandas praticamente ndo aparecem ou sdo muito fracas nas AuNPs recobertas e sdo
bastante intensas nas AgNPs@Oxidos. Assim, quando comparamos o espectro do
corante em solucdo com a resposta aos diferentes substratos SHINERS, observamos
algumas variagdes pontuais.

Na regido de 450 cm™, aparece uma banda bastante larga e bem pouco intensa nas
Figuras 26 e 28, a qual aparece nas Figuras 25 e 27 com intensidade relativa maior.
Algumas mudangas nas intensidades relativas também ocorrem. No espectro do IR-820
em solucdo aquosa na concentracdo de 100 pmol L' a banda mais forte do aparece
proxima a 1522 cm™; o mesmo observa-se nos espectros de Ag@SiO,, na Figura 26.
Entretanto, quando comparamos os espectros referentes as Au@SiO; e Au@MnO,; a
banda mais intensa em ambos ocorre em 1122 cm™. No caso das Ag@MnO,, Figura 27,
a banda em 590 cm™ aparece como a mais forte, ao passo que, em nenhum dos outros
espectros isto é observado. O perfil da banda em 590 cm'também é muito alterado

quando comparado aos outros espectros do IR-820 apresentados. Esta regido,
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aproximadamente 580 cm™, ¢ caracteristica do estiramento Mn-O (Buciuman et al,
1999) para o B-MnO;; desta forma, este modo pode estar acoplado a deformagdo
angular dos anéis e, por isso, o perfil da banda é consideravelmente modificado.

Apesar de serem observadas algumas mudangas nos espectros, em geral, ndo ha
deslocamentos das bandas correspondentes a molécula livre ou surgimento de novas
bandas exceto as citadas e atribuidas a camada de MnO,, oriundas da interagdo do
adsorbato com a superficie. As diferencas percebidas sdo pequenas variagdes nos perfis
das bandas como: 590, 1122 e 1238 cm™ que sdo mais intensificadas nas superficies de
Ag@MnO,, Au@SiO,, Ag@SiO,. Estas alteracdes podem ser derivadas de pequenas
variagdes da geometria de adsor¢do, pois o sinal depende da orientagdo da molécula
sobre a superficie, tal que os modos vibracionais perpendiculares ao plano da superficie
sdo os mais intensificados; como as variagdes de intensidade relativa sdo pequenas, as
modificagdes nas geometrias de adsor¢ao sao consideradas pequenas.

O sinal Raman do corante aumenta em relagdo ao espectro da solucdo na presenca
de todas as NPs recobertas, como mostram as Figuras 25, 26, 27 e 28. As AgNPs
recobertas apresentam maior desempenho do que as AuNPs com excitacdo em 1064 nm;
esse melhor desempenho das nanoparticulas de Ag@Oxidos pode ser interpretado
considerando que a formagdo de uma parcela apreciavel de particulas maiores que a
média na suspensdo de prata favorece a ressondncia com a radiagdo excitante, assim
implicando em maior intensidade SERS para a IR-820. Na presenca das AgNPs@SiO; e
AgNPs@MnO, foi possivel a detecgao do sinal do IR-820 na concentragao de 10,0
umol L, mostrando-se mais sensiveis que as respectivas sinteses que envolveram
AuNPs, cuja menor concentracdo detectavel por SHINERS foi 100 pmol L.
Comparando as sinteses recobertas com SiO, com as recobertas com MnQO,, referentes
aos mesmos metais, nota-se que nas primeiras o sinal ¢ ainda mais intenso.

Nas Figuras 25 e 26 sdo apresentados os espectros SHINERS para sinteses com 1
e 1,5 horas de reagdo. E importante perceber que ocorre uma queda da intensidade
Raman da primeira para a segunda, indicando que o aumento da espessura da camada
nominal provoca perda do sinal. E interessante reportar que os espectros referentes as
sinteses com 1,5; 2,0 e 2,5 horas sdo praticamente idénticos, tal que ndo sao observadas
mudangas aprecidveisem intensidade ou perfil espectral. Este resultado corrobora a
hipotese de que o recobrimento ¢ mais efetivo no inicio da reacdo e, em dado momento,

esta ¢ tao lenta que as mudangas nao sao observadas com aumento do tempo de reagao.
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As Tabelas 4 e 5 apresentam os fatores de intensificacio SHINERS para as
NPs@SiO, e NPs@MnQO,, respectivamente. Quando comparamos os AEF para as
sinteses recobertas com 6xido de silicio, observa-se uma diminui¢do consideravel dos
valores com o aumento do tempo de reag¢do de 1 hora para 1,5 horas, ca. de 75% para as
Ag@Si0O; e 30% para as Au@SiO,, devido as perdas em intensidade provocadas pelo
distanciamento da superficie. Também ndo héa variagdes aprecidveis dos AEF das
sinteses com tempo superior a 1,5 horas de reacdo; estas mudangas sdo em torno de

10% e sdo relativamente baixas frente a queda de 75% para as sinteses de 1 e 1,5 horas.

Tabela 4: Fatores de intensifica¢do analiticos para as NPs@SiO,

SHINERS Tempo de reacdo  Numero de onda Fator de
(horas) (cm'l ) Intensificagdo (x100)

943 0,46
1 1121 0,34
1522 0,40

943 1,2

1,5 1121 7,4

Ag@SiO; + IR-820 1522 9,6
10,0 umol L™ 943 1,0

2 1121 6,3

1522 8,2

943 1,0

2,5 1121 6,6

1522 8,4

943 4,7

1 1121 52

Au@SiO; + IR-820 1522 4.4
100 umol L™’ 943 1,3

1,5 1121 1,5

1522 9,0

Em diversos experimentos realizados, o desempenho SHINERS das NPs

recobertas com 6xido de silicio foi maior do que as de 6xido de manganés. Devido as
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dificuldades na metodologia experimental, a otimizagao das NPs@MnO, foi dificultosa;
apesar dos resultados apresentados serem reprodutiveis, ndo foi possivel avaliar com
detalhes os efeitos da espessura da camada deste 6xido e otimizar o desempenho

SHINERS para esse tipo de recobrimento.

Tabela 5: Fatores de intensificagdo analiticos para as NPs@MnO,

SHINERS Numero de onda Fator de intensificacdo
(cm™) SHINERS
y 0.1 943 14
g@MnO0; 1,2 nm
’ ) 1121 10
+IR-820 100 umol L
1522 14
Ag@MnO; 1,2 943 28
n 2 hm +
? ) 1121 21
IR-820 10,0 pmol L’
1522 30
943 6,0
Au n0; 2,5 nm +
@MnO: 1 1121 6,0
IR-820 100 uymol L
1522 5,0

E interessante observar que os valores de AEF das trés bandas nas Tabelas 4 ¢ 5
apresentam valores com diferencas de até ca. 40%, o que implica em uma dependéncia
com o modo vibracional para a intensificagdo SERS; por outro lado, todas as bandas
apresentam fatores de intensificacdo na mesma ordem de grandeza para cada espessura
de 6xido. Nas Ag@SiO, a banda mais intensificada em todos os tempos de reagdo
descritos ¢ a de 943 cm™'; nas Au@SiO a maior intensificagdo ocorre em 1121 cm™;
Ag@MnO; e Au@MnO,, as variagdes sdo sutis, mas as maiores intensificagdes
ocorrem em 1522 e 1121 cm™, respectivamente. As bandas em 943 e 1121 cm™ sdo
atribuidas a deformacdes angulares do CH da cadeia conjugada e dos anéis,
respectivamente; enquanto que a banda em 1522 cm™ ¢ atribuida ao estiramento CC dos
anéis. Possivelmente, os grupos associados a ressonancia da cadeia carotenoide com os
anéis sao preferencialmente adsorvidos perpendicularmente as superficies metalicas em
questdo, uma vez que as bandas atribuidas os modos vibracionais no plano desses

grupos foram as que sofreram maior intensificagdo SERS.
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Pequenos distanciamentos da superficie provocam uma queda substancial da
intensificacio do sinal Raman, uma vez que existe uma dependéncia com d*’
(Pieczonka, Aroca, 2005); para avaliar a perda provocada pela camada dielétrica,
podemos comparar os valores obtidos para o SERS com os dados descritos nesta secao.
As Au e AgNPs sem recobrimento mostraram-se mais sensiveis, tal que, as
concentragdes detectadas, como 1 e 0,1 pmol L™, sio ainda inimaginaveis para as NPs
recobertas. A Tabela 6 mostra uma comparacgdo entre os resultados SERS e SHINERS
do IR-820 100 pmol L. Neste caso, o que se observa ¢ que o desempenho da
NPs@SiO, sao surpreendentes; nas condi¢des discutidas os maiores fatores de

intensifica¢do sdo obtidos nestas superficies.

Tabela 6: Comparacao entre os AEF SHINERS e SERS

Niutmero de onda Fator de
(cm'l ) Intensificacdo
NP 943 271
g
1121 173
+IR-820 10 umol L’
1522 257
943 463
Ag@SiO;
1121 343
+IR-820 10 umol L’
1522 396
j o 943 28,0
g@MnO,
1121 21,0
+IR-820 10 umol L’
1522 30,0
J 943 11,0
uNP
1121 9,00
+ IR-820 100 umol L™
1522 9,00
Au@Sio 943 47,0
u 1105
1121 52,0
+ IR-820 100 umol L™
1522 44,0
) o 943 6,00
u@Mn
? 1121 6,00

+ IR-820 100 umol L™’
1522 5,00
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Nao era de se esperar, em qualquer condi¢do, que o sinal SHINERS fosse maior
do que o SERS. Contudo, esta observacao pode estar relacionada a varios efeitos, como
a agregacdo dos coloides durante o recobrimento e, sobretudo a maior adsorcdo de
corante nas superficies recobertas, ja que a rugosidade da camada de 6xido ¢ maior do
que das NPs metélicas. O desempenho SERS ¢ muito mais intenso do que o SHINERS
em concentragdes mais baixas, mas em solugdes mais altas, o SHINERS ¢ maior. O
recobrimento das nanoparticulas metéalicas pode favorecer a formacao de clusters de
tamanhos maiores ¢ as camadas de 6xido sdo mais rugosas do que as superficies do
metal; assim, a 4rea superficial real das NPs@Oxidos ¢ maior e apresenta mais sitios de
adsor¢do. Desta maneira, o nimero de moléculas adsorvidas nestas superficies ¢ maior
do que nas AuNPs e AgNPs sem recobrimento e a saturacdo dos sitios de adsor¢do
ocorre em concentragdes mais altas nas NPs@Oxidos, que evita perda do sinal oriunda

de fatores como reabsorc¢ao das moléculas livres em solugao.

4.6 SHINEF X FLUORESCENCIA

Ao contrario do espalhamento Raman, que intensifica o sinal do adsorbato em
contato direto com materiais plasmonicos, a fluorescéncia ¢ suprimida nesta situacao,
tal que a intensidade, quando ndo ¢ extinta, ¢ bem menos intensa na presenga de
nanoparticulas de Au e Ag. Dessa maneira, para que ocorra a intensificagdo deste
fendmeno pela superficie metalica, ¢ fundamental que haja uma separacao entre o metal
e o adsorbato, tal que a distancia ideal sugerida na literatura ¢ proxima a Snm (Anger et
al, 2006). A distancia também ndo pode ser muito grande, pois a intensidade do campo
local diminui com a distancia em relagdo a superficie a uma razdo de d”’’ (Guerrero,
Aroca, 2011). Por esta razao, as SHINs com alto controle da espessura das camadas
podem ser bastante promissoras para o SEF, uma vez que obrigam um distanciamento
entre as nanoparticulas metalicas e adsorbato que pode ser controlada pelas condi¢des
de recobrimento.

A Figura 29 apresenta os espectros de fluorescéncia do IR-820 em solugdo aquosa
para diferentes concentragdes, que variaram de 1000 a 0,01 umol L. As medidas de
fluorescéncia foram obtidas com excitagdo em 785 nm e todas as amostras foram
preparadas no dia das medidas, para evitar a formacdo de dimeros (Hildebrandt,
Stockburger, 1984). Os espectros de fluorescéncia apresentam uma banda intensa e sem

subestruturas em 847 nm. E interessante perceber que na concentragdo referente a 100
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umol L' a intensidade do sinal de fluorescéncia é maior que para 1 mmol L'; este
resultado ¢ bastante frequente em algumas espécies de corante como, por exemplo, a
rodamina-6G (Hildebrandt, Stockburger, 1984). A queda do sinal ¢ oriunda da
reabsor¢ao das moléculas em solucao (Hildebrandt, Stockburger, 1984), ou seja, como a
concentracdo de particulas ¢ alta, as moléculas podem absorver a luz emitida e, com
isso, a intensidade fotons que chega ao detector ¢ menor do que a dos fotons

efetivamente emitidos por fluorescéncia.

——1000 pmol L'

——100 pmol L
10 pmol L'

—— 1 pmol L

——0,1 pmol L'
0,01 pmol L™

Intensidade (unid. arbt.)
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Figura 29: Espectro de fluorescéncia do IR-820 em solucdao aquosa. As concentragdes

estdo discriminadas na figura. Ao = 785 nm

As Figuras 30 e 31 apresentam os espectros SHINEF do IR-820 a 10 umol L' em
solucdo aquosa e adsorvido em Ag@SiO, e Au@SiO,, respectivamente. As NPs
utilizadas na obten¢do dos espectros SHINEF foram recobertas com 6xido de silicio
com 2 horas de aquecimento, ou seja, a espessura da camada nominal ¢ proxima a 6 nm
(Guerrero, Aroca, 2011), condigdo ideal para visualizagdo do fendmeno (Anger et al,
2006). Nas Figuras 30 ¢ 31 constam, ainda, os espectros do IR-820 1 pmol L' nas NPs
sem protecao.

Analisando os espectros ¢ possivel observar que a intensidade da emissdo de
fluorescéncia diminui quando o corante estd em contato direto com o metal. A interagdo
dos niveis eletronicos das NPs com os do adsorbato permite que a energia em excesso

no fluoréforo seja transferida para os estados disponiveis do metal e, desta forma, os
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fotons de fluorescéncia ndao sao emitidos. Quando a superficie esta protegida com o
dielétrico, a interagdo metal-molécula ¢ minimizada e o fendmeno observado ¢

intensificacdo da fluorescéncia, como mostram as Figuras 30 e 31.

1

100004—— JR-820 1 umol L
—— AgNP
7500 - Ag@Si02

_— AEF=9,20

2500 -

Intensidade de Fluorescencia

I v I v I v I v I v I v I
795 810 825 840 855 870 885
Comprimento de Onda (nm)

Figura 30: Espectro de fluorescéncia do IR-820 em solucdo aquosa e adsorvido em

AgNP e Ag@SiO,. A concentragio final de todas as solugdes foi 1 pmol L™, 4=785nm.
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Figura 31: Espectro de fluorescéncia do IR-820 em solucdo aquosa e adsorvido em

AuNP e Au@Si0O;. A concentragao final de todas as solugdes foi 1 pmol Lt Ao=785nm.
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Os fatores de intensificagdo foram calculados para quantificar o desempenho
SHINEF dos nanomateriais em estudo segundo a Equagdo 14. Os AEF obtidos para o
SHINEF das Ag@Si0; e Au@SiO, obtidos foram: 9,20 e 9,69, respectivamente, como
mostrado nas

Figura 30 e 31. Estes resultados ainda podem ser otimizados, mas foram bastante
significativos para estes experimentos e comparaveis a alguns resultados reportados por
Guerrero e Aroca, em que sio obtidos AEF de 5,96 para cristal violeta 12 pmol L™
adsorvido em Ag@SiO; e excitado com uma linha laser em 514,5 nm (Guerrero, Aroca,
2011).

Quando o IR-820 esta adsorvido sobre as Au e AgNPs recobertas por 6xido de
silicio ha um deslocamento do méximo de emissdao de 832 para 843 e 853 nm,
respectivamente; ocorre ainda, diminui¢cdo na intensidade de fluorescéncia ocasionada
pela supressdo da emissdo provocada pela interacdo dos niveis moleculares com os
estados eletronicos do metal. Na presenca das NPs@SiO, o méximo de fluorescéncia ¢é
observado em 850 nm e hé intensificacdo do sinal. Muitos fatores podem interferir nas
caracteristicas do espectro, devido a complexidade do fenomeno (Ru, Etchegoin, 2008).
Todavia, alguns fatores sdo muito importantes nestes corantes ¢ podem interferir
fortemente no perfil do espectro, como: a formagao de dimeros em concentragdes mais
altas; reabsor¢do ou geometria de adsor¢ao (Hildebrandt, Stockburger, 1984), que sao
atribuidas como as principais causas das variagdes observadas nos espectros SHINEF

do IR-820.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho desenvolveram-se nanoparticulas de Au e Ag recobertas com
oxidos de silicio e manganés para aplicagdo nas espectroscopias intensificadas por
superficie; o maior objetivo do trabalho foi a otimizagdo destes nanomateriais para
observacdo dos efeitos SHINERS e SHINEF. Além das suas propriedades plasmonicas,
o recobrimento com 6xidos inertes confere alta estabilidade as NPs de Ag e Au e evitam
um dos maiores problemas das suspensoes coloidais: a agregacao.

O corante utilizado como molécula prova foi IR-820, devido as suas propriedades
fluorescentes, seccdo de choque Raman alta e fraca interagdo com as suspensoes
coloidais. Vislumbrando as aplicagdes do corante para estudos mais detalhados das NPs,
foi feita a caracterizacdo do IR-820 através das espectroscopias vibracionais Raman e
no infravermelho. A atribui¢@o vibracional do composto ¢ inédita na literatura e foi feita
com o auxilio de simulag¢des utilizando DFT.

Os espectros de extingdo apresentaram deslocamentos progressivos da banda
LSPR, indicando a formagdo da camada de 6xido. As imagens de TEM confirmaram a
formag¢ao das camadas dos 6xidos de silicio e manganés sobre NPs e detectaram que o
recobrimento ¢ compacto ao redor das NPs. As espessuras foram modificadas a fim de
otimizar os tamanhos ideais para os dielétricos, para que o sinal Raman e de
fluorescéncia sejam maximos e¢ o decaimento do sinal com o distanciamento da
superficie, provocado pela camada, ndo seja significativo perante as vantagens que as
SHINs podem apresentar.

Foram obtidos os espectros SERS e SHINERS do IR-820. Houve uma melhora
substancial do sinal na presenga dos coloides de Ag ¢ Au sem recobrimento, sendo
possivel a detecgio de concentragdes bastante baixas, 1 pmol L' e 10 pmol L
! respectivamente. Os espectros SHINERS também apresentaram aumento apreciavel na
relagcdo sinal/ruido; neste caso, as concentragdes mais baixas foram 10 umol L' e 100
umol L', para as sinteses de Ag e Au, respectivamente, recobertas com os Oxidos de
silicio e manganés. As AgNPs, recobertas ou ndo, mostraram alto desempenho SERS e
SHINERS com excitagdo em 1064 nm para o corante tipo-indocianina IR-820 como
molécula-prova, devido a formagdo de particulas maiores nas sinteses das AgNPs que
favorecem a ressonancia com a radiagao excitante.

Devido as fracas interagdes eletrostaticas com as superficies, o espectro Raman do

corante ndo sofreu muitas variacdes apds a adsor¢do nas NPs recobertas ou ndo. Em
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nenhum dos resultados discutidos houve o aparecimento de bandas oriundas da ligacao
da molécula com a superficie nem grandes deslocamentos da frequéncia de vibragao.
Apenas observou-se uma variagdo apreciavel no perfil da banda em 590 cm’, no
espectro das Ag@MnO,, que foi atribuida ao estiramento Mn-O. Algumas intensidades
relativas também variaram em relagdo ao espectro do IR-820 em solucao aquosa, cuja
banda mais forte do espectro aparece proxima a 1522 cm™, assim como nos espectros de
Ag@SiO;. Este resultado foi diferente para as Au@SiO, e Au@MnO,, sendo a banda
mais intensa em ambos os espectros em 1122 cm™. Estas mudancas ocorrem pela
geometria de adsor¢do; dependendo de como a molécula adsorve na superficie, alguns
modos serdo intensificados preferencialmente e as intensidades relativas sdo
ligeiramente distintas. Os fatores de intensificagdo confirmam estes resultados; os
calculos mostraram que algumas bandas sao mais intensificadas que outras.

Os fatores de intensificacdo obtidos para as Ag@SiO, e Au@SiO,, nas
concentragdes 10 pmol L' e 100 umol L"' do IR-820, respectivamente, foram maiores
que os valores encontrados para as Ag e AuNPs sob as mesmas condigdes
experimentais. Este resultado foi inesperado, devido a queda do sinal com o
distanciamento da superficie. A causa mais provavel dessa observacdo ¢ o efeito de
primeira camada. No SHINERS a saturacdo da superficie ocorre em concentragdes
maiores que no SERS; nesta condi¢do, a maior parte das moléculas envolvidas no
espalhamento contribui efetivamente com a intensificacdo do sinal e os resultados sao
mais favoraveis.

Os espectros SHINEF do IR-820 1 pmol L foram obtidos com excitagio em 785
nm. Foram realizados experimentos com o corante adsorvido as NPs metélicas, com e
sem. E interessante perceber que nas AuNPs e AgNPs sem recobrimento a intensidade
da emissao de fluorescéncia da solugdo do corante diminui, devido as transferéncias de
carga entre o metal e o adsorbato; ao passo que, na presengca das SHINs observa-se a
intensificagdo do efeito, pois a camada minimiza as interagdes metal-molécula. Os
fatores de intensificagdo encontrados para Au@SiO, e Ag@SiO, foram,
respectivamente, 9,69 e 9,20. Estes resultados sdo compativeis a alguns resultados ja
descritos na literatura e, por isso, sdo bastante significativos.

Os espectros de extingdo mantiveram um mesmo perfil para as sinteses
submetidas as mesmas condi¢des experimentais, com pequenos deslocamentos dos
maximos de extingdo com o recobrimento pelas camadas de oxidos. Houve o

aparecimento de uma banda LSPR no espectro de algumas sinteses de Au@SiO; em
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maior comprimento de onda, caracteristica de NPs maiores, formadas pela agregacao
das particulas durante o recobrimento; este dado foi observado algumas vezes,
garantindo ainda a reprodutibilidade dos resultados. Foram feitos espectros de extingdo
das NPs alguns meses apos a feitura de algumas sinteses, sem que fossem percebidas
mudancgas significativas, apenas alguns deslocamentos da banda LSPR para maior
comprimento de onda. Este deslocamento ¢ atribuido ao aumento na espessura das
camadas oriunda dos reagentes remanescente em solucdo. Por isso, pode-se assegurar a

alta estabilidade das NPs@Oxidos com o tempo.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

As nanoparticulas recobertas com o6xidos de silicio e manganés sdo bastante
promissoras como substratos SHINERS e SHINEF. Devido a alta estabilidade, estas
estruturas podem apresentar diversas aplica¢des. Os resultados SHINERS e SHINEF
discutidos foram motivadores, entretanto, ainda sdo necessarios alguns ajustes.

Um dos maiores desafios na sintese das NPs@Si0, e NPs@MnO, ¢ o controle da
espessura da camada nominal, bem como a homogeneidade do recobrimento. No
presente trabalho, foram apresentadas estruturas com camadas compactas e espessuras
controladas; entretanto, nem sempre este controle era exato ou de facil obtencdo. Por
esta razdo ainda sdo necessarios alguns estudos sobre os fatores que interferem na
formacdo destes Oxidos sobre as NPs, como: pH, temperatura, concentracao de
reagentes e tempo de rea¢do. As nanoparticulas recobertas se mostraram estdveis com
relagdo ao tempo, mas € preciso saber se as camadas sdo sensiveis a outras modificagdes
do meio, como: mudangas de solvente, pH, outras moléculas provas, substancias
reconhecidamente agregantes etc.

As sinteses de oxido de manganés apresentaram um recobrimento mais
homogéneo do que as de 6xido de silicio; contudo sua obtencdo foi mais complicada e
suas aplicagdes também ficaram comprometidas. Neste caso, os procedimentos de
sintese ainda devem ser otimizados e ¢ necessaria a obtencao dos espectros SHINEF
com as NPs@MnO, e otimizacdo do SHNERS.

E interessante realizar experimentos com outras radiagdes excitantes; alguns testes
preliminares foram feitos em 532 nm e observou-se um perfil de fluorescéncia muito
diferente do que foi obtido para A;=785 nm. Estes resultados podem favorecer a
caracterizacdo do composto IR-820 e inferir sobre as propriedades Opticas destas
nanoestruturas frente a diferentes condi¢des. As AuNPs recobertas ndo apresentaram
um desempenho SHINERS tdo bom quanto as AgNPs com excitagdo em 1064 nm;
contudo, o ouro tem um bom fator de qualidade no 633 nm e as nanoparticulas de ouro

podem apresentar maiores fatores de intensificagdo nesta regido.
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