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RESUMO

A protecdo superficial de nanoesferas de ouro (AuNESs) pode fornecer uma maior estabilidade
coloidal, importante quando se trabalha com sistemas biologicos, por apresentarem situacdes
diversas que podem levar a agregacdo das AuNEs. O biopolimero quitosana (Quit) é um
material atoxico, apresenta baixo custo, e vem sendo muito utilizado em sistemas bioldgicos
para diagndstico de doencas. Sistemas sensiveis, como 0s biossensores utilizados na deteccao
de moléculas adsorvidas em AUNEs, podem ser monitorados por mudanca na banda de
ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR) e pela utilizagdo da técnica de
espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS). Quando as moléculas sao
adsorvidas nas superficies das AuNEs é possivel observar a inducdo de agregacdo da
suspensdo coloidal pela mudanca na banda LSPR. Devido a sensibilidade analitica, as
superficies das AUNEs sdo protegidas para evitar agregacdo e precipitacdo coloidal, e a
obtencdo de resultados falso-positivos. Esta tese teve como objetivo realizar varios estudos
utilizando as AuUNEs protegidas superficialmente por Quit para oferecer uma maior
estabilidade e controlar a formacdo de hot spots na presenca do analito. Para tal, sempre foram
realizados experimentos comparando as AUNEs com e sem protegdo superficial por Quit. Os
estudos iniciais observaram a resisténcia a agregacdo das AUNEs com relagdo ao tempo de
exposi¢do em temperatura ambiente. Seguindo o raciocinio as AUNEs também foram expostas
a diferentes concentracdes dos agentes agregantes etanol (EtOH) e KCI. Os analitos utilizados
como molécula prova para 0 SERS e também para observar possiveis mudancgas na banda
LSPR, foram os corantes: cristal violeta (CV), rodamina 6G (R6G) e IR-820, que apresentam
cargas superficiais positiva ou negativa; a fim de identificar alguma preferéncia na adsorcao
por carga superficial do analito. Para os estudos em espectroscopia SERS, foram realizadas
medidas variando concentracao de Quit na presenca dos corantes juntos ou separados, além de
observar a interferéncia na ordem de adi¢cdo do corante no sinal SERS. A Quit se mostrou
promissora para aumentar a estabilidade das AuNEs e, portanto, experimentos para tentar
modular e controlar a formagéo de hot spots foram realizados. O efeito SERS foi utilizado
como uma ferramenta analitica em que foi estudada a relacdo direta do sinal SERS obtido dos
corantes, com a sua concentragdo em solucdo. A partir destes resultados, foi possivel construir

isotermas de adsor¢do dos corantes estudados, que foram ajustadas ao modelo de Langmuir.

Palavras-chave: Quitosana. Protecdo superficial. Estabilidade. Nanoesferas de Au. Isoterma
de adsorcédo. Corantes. SERS.



ABSTRACT

The surface protection of gold nanospheres (AuNES) can provide greater colloidal stability,
important when work with biological system, because the present diverse situations that can
lead to the aggregation of AuNEs. The chitosan biopolymer (Quit) is a non-toxic material,
presents low cost, and has been widely in biological systems for the diagnosis of diseases.
Sensitive systems, such as biosensors used in detection of adsorbed molecules in AuNEs, can
be monitored by changing in Localized Surface Plasmon Resonance’s band (LSPR) and by
use of Surface-Enhanced Raman Spectroscopy technique (SERS). When the molecules are
adsorbed on the AuNEs surfaces is possible to observe the induction of aggregation of the
colloidal suspension by the change in the LSPR band. Due to the analytical sensitivity, the
surfaces of the AUNES are protected to avoid aggregation and colloidal precipitation, and to
obtain false positive results. This thesis aimed to perform several studies using the AuNEs
surface protected by Quit to offer greater stability and to control the formation of hot spots in
the presence of the analyte. For this, experiments were always done to compare the AUNES
with and without surface protection by Quit. The initial studies observed the resistance to
AUNEs aggregation in relation to exposure time at room temperature. Following the
reasoning, the AuNEs were also exposed to different concentrations of the aggregating agents
ethanol (EtOH) and KCI. The analytes that were used as a test molecule for the SERS and
also to observe possible changes in the LSPR band were the dyes: crystal violet (CV),
rhodamine 6G (R6G) and IR-820, which have positive or negative surface charges; in order to
identify some preference in surface adsorption of the analyte. For the SERS spectroscopy
studies, measurements were performed varying the concentration of Quit in the presence of
the dyes together or separated, besides observing the interference in the order of dye addition
in the SERS signal. The Quit proved promising to increase the stability of AuNEs and,
therefore, modification experiments, aiming at modulate and control the formation of hot
spots, were performed. The SERS effect was used as an analytical tool in which the direct
relationship of the SERS signal obtained from the dyes with their concentration in solution
was studied. From these results, it was possible to construct adsorption isotherms of the

studied dyes, which were adjusted to the Langmuir model.

Keywords: Chitosan. Surface protection. Stability. Gold nanospheres. Adsorption isotherm.
Dyes. SERS.
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1 INTRODUCAO

Ensaios colorimétricos baseados em nanoparticulas (NPs) de metais de cunhagem Ag,
Au e Cu, tém chamado muito a atencdo e sido alvo de investimento em pesquisas, por estas
apresentarem propriedade de ressonancia de plasmon de superficie (YE et al., 2015). As NPs
qguando em contato com uma fonte de luz podem fornecer uma resposta espectral que se
encontra diretamente relacionada com as propriedades do metal, como a forma, geometria e
coeficiente de extin¢do. Podemos citar como exemplo as nanoparticulas de ouro (AuNPS), que
apresentam um coeficiente de extingdo extremamente elevado, intensa absorcédo e dispersédo
nas regides espectrais do visivel e infravermelho proximo (AILI et al., 2009; CHANANA,
LIZ-MARZAN, 2012; CHEN et al., 2008).

A presenca de um analito adsorvido ou nas proximidades das AuNPs pode ser
identificado por uma mudanca na banda LSPR (do inglés Localized Surface Plasmon
Ressonances) da suspensdo coloidal, devido a mudanga no indice de refracdo local nas
proximidades da superficie metélica, induzida pela presenca do analito, e que pode ser
identificado visualmente pela mudanca de cor da suspensdo coloidal (BORGHEI et al., 2016;
DOYEN et al., 2016; YE et al., 2015). A magnitude do deslocamento pode ser correlacionada
com a natureza e a concentracdo da espécie adsorvida (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

O fendmeno descrito no paragrafo anterior € um exemplo de sensor colorimétrico. Os
sensores colorimétricos sdo muito simples, em geral apresentam alta sensibilidade e baixo
custo. Além disso, pode ser possivel observar as mudancas espectrais instrumentalmente, ja
qgue podem ser detectadas facilmente por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-VIS).
Devido a essa facilidade, esse tipo de sistema vem sendo utilizado para construcdo de
biossensores.

O grande desafio de se trabalhar com suspensdo coloidal metalica é a construcdo de
sistemas estaveis, porque as AuNPs apresentam instabilidade devido a presenca de forcas
atrativas de van der Waals interparticulas, que devem ser contrabalancadas por repulsdes
eletrostaticas. Quando ndo ha o correto balanco de cargas, pode ocorrer aglomeracdo das
AuUNPs (formacdo de clusters) (SOKOLOV; KATELHON; COMPTON, 2015). O grande
problema é que nem sempre se consegue controlar essa agregacao, o que torna inviavel a sua
aplicacdo para qualquer sistema de deteccdo bioldgica que exija que as AuNPs mantenham
sua identidade, como LSPR.

As propriedades Oticas das AuNPs sdo fortemente dependentes da distancia de

separagdo interparticulas. As AuNPs sdo tdo sensiveis, que a agregacdo pode ocorrer
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instantaneamente ao se adicionar um analito qualquer no sistema coloidal. A agregacdo pode
ser indicada por uma grande mudanca no espectro de extin¢do, e se manifesta visualmente,
por exemplo, como uma mudanca de cor de vermelho para roxo em suspensdes de
nanoesferas de ouro (AuNEs) (AILI et al., 2009). Essa mudanca também pode ser
acompanhada por espectroscopia no UV-VIS, com o deslocamento ou desaparecimento (no
caso de precipitagdo da AuNESs) da banda de absor¢éo caracteristica do coloide ou, em muitos
casos, 0 aparecimento de um ombro em maiores comprimentos de onda.

A instabilidade dos sistemas coloidais ocorre principalmente quando é introduzida na
solucdo alguma molécula que interaja com a superficie metalica das AUNES, sendo necessario
o controle e acompanhamento dessa agregacdo para obter resultados confidveis. Uma
alternativa para aumentar a estabilidade é a funcionalizacdo das AUNEs com modificadores
adequados. Cada vez mais se vém desenvolvendo estudos para a funcionalizacdo de AuNPs
com o intuito de aumentar a estabilidade destas em solucdo, para posterior utilizagdo em
diversas aplicacfes, tais como carreadores de drogas ou detecgdes de moléculas
biologicamente relevantes (BORGHEI et al., 2016; DOYEN et al., 2016; VEISEH; GUNN;
ZHANG, 2010).

No presente trabalho, AUNEs foram sintetizadas por método bottom-up, que se trata da
reducdo quimica dos ions metélicos presentes em solucdo (CHADHA et al., 2015), sendo que
0 agente de reducdo foi o citrato de sddio (FRENS, 1973). J& foi relatado em literatura
(CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012) que o citrato de sddio forma uma camada negativa sobre
a superficie das AuNEs que sdo recobertas por camadas de anions dihidrogenocitrato
(DOYEN et al., 2016), que faz parte do chamado revestimento monométrico para AuNPs
(CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012).

E conhecido que o material de revestimento das AuNPs durante o processo de
reducdo, pode desempenhar papel principal no ajuste do tamanho, morfologia, estabilidade
coloidal e até mesmo afetar a banda LSPR, influenciando entdo em suas propriedades 6ticas,
quimicas e fisicas (CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012). E de fundamental importancia,
portanto, a escolha do material de revestimento, pois ele pode designar as aplicagdes finais do
coloide.

Com a necessidade de funcionalizagdo das AuNEs para posterior aplicagdo em
deteccdo biologica, este trabalho busca utilizar a quitosana (Quit), um biopolimero natural de
cadeias moleculares longas, que pode ser utilizado para a sintese de AuNPs (POTARA;
GABUDEAN; ASTILEAN, 2011) como agente redutor, mas também para recobrimento apds
a sintese de NPs (COLLADO-GONZALEZ et al., 2015; DOYEN et al., 2016).
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A Quit apresenta muitos grupos amino, que ficam parcialmente protonados quando em
meio levemente &cido; e podem interagir com a superficie das AUNEs. Com a ligacdo desses
grupos as AuNEs pode ocorrer uma leve agregacédo e formacdo de alguns hot spots (regides
com um alto campo eletromagnético local que proporciona uma intensificacdo do sinal SERS)
controlados entre as AuNEs interligadas (CHEN et al., 2015; POTARA et al., 2012). O
revestimento de AuNEs por cadeias poliméricas utilizadas em sintese ou pds-sintese, ndo so
pode aumentar a sua estabilidade, mas também conferir outras propriedades e
funcionalidades, como por exemplo a mudanca na carga superficial das AuNEs, que sdo
caracteristicas da natureza do polimero (CHANANA,; LIZ-MARZAN, 2012; GAMBINOSSI;
MYLON; FERRI, 2015).

O desenvolvimento de uma técnica rapida e eficiente para diagndstico de doencas é de
extrema importancia, visto que hoje os diagnosticos se baseiam em uma triagem inicial com
posterior solicitacdo de exames médicos, que podem apresentar uma demora no resultado e
impossibilitar a rapidez no diagndstico (CHENE et al., 2012). Além de apresentarem um alto
custo, a maioria das técnicas atuais é invasiva, ndo apresentam rapido diagnostico, de modo
qgue podem sofrer interferéncias de outros fatores e ndo darem resultados exatos
(MATTHEWS et al, 2011). Diante disso, o0 diagndstico baseado em técnicas
espectroscopicas, como SERS e LSPR, tém tido muita atencdo recentemente, com 0
surgimento de novos biossensores e biomarcadores que podem oferecer diagnosticos em
tempo real (BROLO, 2012), como na deteccdo e diagnéstico de cancer (MATTHEWS et al.,
2011; MONTEIRO et al., 2016).

A técnica para a fabricacdo de biossensores baseada no efeito SERS para o estudo de
moléculas em superficies metélicas pode ser considerada muito sensivel, por abranger a gama
de comprimento de onda do visivel até o infravermelho préximo com capacidade para
detectar concentracGes da ordem de nanomol por litro de diversos analitos (ANDRADE et al.,
2012; BROLO et al., 2005; RODRIGUES; ANDRADE; TEMPERINI, 2013), se tornando
promissora para a construcdo de biossensores (ANKER et al., 2008; BROLO, 2012).

Utilizando como protetor superficial das AuNEs a Quit, pretende-se neste trabalho
oferecer uma maior estabilidade as AuNEs para posteriores aplicagdes e modificacGes
superficiais com fins de deteccdes especificas de espécies bioldgicas. Realizou-se varios
experimentos com o0 objetivo de observar a protecdo superficial dada pela Quit as AuNEs,
com relagdo ao tempo de exposicédo, frente a diferentes corantes anidnicos e catidnicos: cristal
violeta (CV); IR-820; e Rodamina 6G (R6G) e aos agentes agregantes etanol (EtOH) e KCI.
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Os estudos foram realizados observando o deslocamento da banda de extin¢do caracteristica
das AuUNEs em 530 nm, e a variacdo da intensidade do sinal SERS dos corantes em estudo.
Nos testes, foi comparada a intensidade do sinal SERS das AuNEs quando se
encontravam protegidas com as que ndo estavam protegidas por diferentes concentracdes de
Quit (0,001; 0,01; 0,1 ou 1,0 g L™). Visto a possibilidade de uma maior estabilidade das
AUNEs na presenca de Quit, foi possivel construir isotermas de adsorcao para os corantes CV
e IR-820, o que possibilitou obter um maior controle das moléculas adsorvidas em superficie
das AuNEs pela modulacédo e controle na formacéo de hot spots. Tal fato torna promissora a
técnica de espectroscopia Raman utilizando o efeito SERS para aplicagfes analiticas
possibilitando o estudo de equilibrios de adsor¢do de diferentes analitos com possivel

construcdo e ajustes de isotermas.

1.1 MATERIAIS PLASMONICOS

O interesse nos materiais plasménicos surge com o avanco no controle de formas e
tamanhos em diferentes sinteses e caracterizacdo de nanoestruturas metalicas; com a
possibilidade de aplicacdes especificas em diversas areas, como fisica, quimica e biologia.
Entre as possiveis aplicacdes, podem ser citados os exemplos da construcdo de células solares
e de sensores para detecces de moléculas bioldgicas (BARNES; DEREUX; EBBESEN,
2003; LERU; ETCHEGOIN, 2009).

Os materiais plasmonicos séo caracterizados principalmente por conterem metais de
cunhagem como Au, Ag e Cu, que apresentam propriedades Gticas Unicas, tais como a alta
refletividade otica e alta condutividade, devido a presenca de elétrons livres na superficie
metéalica, em um fundo fixo de ions positivos, que garante a neutralidade do material (LERU,;
ETCHEGOIN, 2009). Estes elétrons livres na superficie do metal apresentam uma frequéncia
natural caracteristica denominada plasma. Quando na presenca de um campo elétrico
adequado (pode ser por uma fonte de luz) ocorre a excitacdo coletiva desses elétrons,
denominada de plasmon de superficie (SP, do inglés Surface Plasmon) (BARNES; DEREUX;
EBBESEN, 2003; LERU; ETCHEGOIN, 2009).

O plasmon de superficie pode se propagar ao longo da superficie do metal de duas
maneiras: em estruturas planares ou em nanoestruturas que apresentam formas e tamanhos
diferentes, como as NPs esféricas. Quando a propagacdo do plasmon de superficie acontece
em uma superficie plana, denomina-se propagacéo por plasmon-polariton de superficie (SPP,

do inglés, surface plasmon-polaritons). Os modos SPP associados a uma interface planar séo
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estendidos por natureza e podem se propagar, normalmente ao longo de algumas dezenas de
micrometros (MURRAY; BARNES, 2007). J& quando o plasmon de superficie se propaga em
NPs coloidais com diferentes formas, temos a ressonancia de plasmon de superficie localizado
(LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon Ressonances), que serd 0 modo de propagacéao

em foco neste trabalho, e aprofundado no topico 1.2.
1.2 NANOPARTICULAS METALICAS E SUAS PROPRIEDADES OTICAS

A grande versatilidade de aplicacbes das NPs metalicas esta relacionada com a
propriedade de LSPR que estas apresentam: capacidade de interagir com a luz no visivel ou
no infravermelho proximo, levando a absorcdo de fotons (LE RU et al., 2007; SENGANI;
GRUMEZESCU; RAJESWARI, 2017). Esta propriedade faz com que as NPs apresentem um
comportamento diferente dos materiais em macro escala, e também do seu componente
metalico observado em seu estado atdbmico (SENGANI; GRUMEZESCU; RAJESWARI,
2017; ZHAO; LI; ASTRUC, 2013).

As NPs metélicas, especificamente as AuNPs, sdo exploradas para varias aplicacoes
em nanotecnologia, que vai desde aplicacBes biomédicas, como exemplo, carreadores de
medicamentos e biossensores (ARORA et al., 2011; TRIPATHI; SHRIVASTAYV,
SHRIVASTAYV, 2015), até mesmo em aplicaces ambientais, como catalisadores para
remocao de poluentes (KUMAR; ANTHONY, 2014; SANTOS, 2016).

A solucdo analitica encontrada para definir e estudar as propriedades 6ticas das AuNPs
especificamente as AUNES, veio através dos estudos de Mie, que no inicio do século XX, na
curiosidade de tentar entender a coloracdo de uma amostra de agua que continha pequenas
particulas de ouro, prop6s uma teoria que descreve o espectro de extincdo (absorcdo mais
espalhamento) para particulas esféricas (MAYER; HAFNER; ANTIGEN, 2011).

Na Figura 1, temos a representacdo esquematica da banda LSPR de NPs metalicas
esféricas. No desenvolvimento da teoria de Mie é necessario que as AuNEs, de raio a, sejam
muito menores que o comprimento de onda da luz incidente, com frequéncia angular o e
amplitude E. O contato das AuNEs de raio a, com um campo elétrico propagante de
comprimento de onda A, assumido que o raio a € muito menor que o comprimento de onda da
irradiagdo incidente (a « 1), provoca a oscilagdo coletiva dos elétrons de conducéo na direcdo
oposta ao vetor campo elétrico da radiacdo eletromagnética incidente (CHEN et al., 2014). A

oscilacéo coletiva, ao se propagar nas estruturas metalicas apresenta uma frequéncia que esta
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diretamente ligada ao tamanho e forma das NPs (AROCA, 2006; WILLETS; VAN DUYNE,
2007).

Figura 1 — Representacdo esquematica da LSPR em esfera metalica.

E(w)

Esfera Campo elétrico
metalica induzido

Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2014)

Através da teoria de Mie, que utiliza as equacBes de Maxwell, foi possivel
compreender a resposta ética das AuNEs quando submetidas a um campo eletromagnético,
onde o momento de dipolo induzido na superficie da nanoesfera pode ser expresso pela

Equacéo 1.

=y
Il
(%]
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<
try)

Equacédo 1

E possivel observar pela Equacéo 1 que o momento de dipolo induzido é proporcional
a constante dielétrica do meio circundante, assim como a intensidade do campo elétrico
incidente, e a polarizabilidade da esfera metélica. Esta polarizabilidade pode ser obtida
considerando o modelo de Drude e aproximacOes eletrostaticas, sendo representada pela
Equacéo 2.

4 [ elw) — &,
@ = g(w) + 2¢,,

Equacéo 2

Onde =z, e £, representa a permissividade elétrica no vacuo e do metal,

respectivamente. Quando o denominador da Equagéo 2, =, + 2=, tende a zero, temos
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como resultado a polarizabilidade maxima (a—o0), € como consequéncia a banda LSPR sera
maxima.

A funcdo dielétrica do metal é diretamente dependente da frequéncia natural de
oscilacdo do plasma de superficie, expressa por uma funcdo complexa da frequéncia, que

contém uma componente real (e(®)rear) € OUtra imaginaria (e(o)im), Equacéo 3.

s(w)=1— ﬁ =g, (w) + ig;(w)

Equacédo 3

Na Equagéo 3 tem-se que 0 termo w, € a frequéncia do plasma e y é a constante de
amortecimento do metal bulk, dependente da natureza do material (MAYER; HAFNER;
ANTIGEN, 2011). Para que o material seja um bom substrato SERS, a parte real da funcédo
dielétrica deve ser negativa, e a parte imaginaria apresentar um valor pequeno (LE RU;
ETCHEGOIN, 2009). Para conseguir uma grande intensificacdo do campo elétrico local e
atingir a condicdo maxima de ressonancia entre o plasmon e o laser € necessario que &(®)real =
—2éenee(o)in=0 (CHEN etal., 2014).

Para que ocorra a condi¢do de ressonancia e(w) = — 2eny €, utilizando dessa condicao

pode-se calcular a ressondncia maxima wmax através da Equacéo 4.

w
14
w .
max f—zgm T1

Equacéo 4

Onde wmax € a frequéncia da banda LSPR, que pode ser convertida de frequéncia para
A através da relagdo A = 2nc/w. Tem-se que a relacdo entre a constante dielétrica e o indice de
refracéo é dado por &, = n°. Substituindo estas duas relacdes na expressdo anterior temos uma
equacdo que relaciona o comprimento de onda da banda LSPR (Amax) COM 0 material da
nanoestrutura metalica (A,) e o indice de refragdo do meio circundante (ny), dada na Equagao
5 (MAYER; HAFNER; ANTIGEN, 2011).

Amax = Apy2n, + 1

Equacédo 5

Ainda sobre a parte real e imaginaria da funcédo dielétrica, € importante notar que os

metais de cunhagem s&o considerados promissores para a observacdo do efeito SERS. Para
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avaliar o desempenho desses metais para diferentes excitacdes, pode-se levar em consideragéo
o célculo do fator de qualidade SERS, que relaciona determinado metal com a regido espectral
mais adequada para a obtencdo do espectro SERS. O valor do fator de qualidade para
diferentes metais é apresentado na Figura 2, em faixa espectral de 200 a 1200 nm (LE RU;
ETCHEGOIN, 20009).

Figura 2 — Fator de qualidade de diferentes metais na regido espectral: 200 a 1200 nm.
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Fonte: Adaptado de (LE RU; ETCHEGOIN, 2009)

Pode-se, além disso, fazer uma aproximacéo linear entre a banda LSPR e o indice de
refragdo do meio, 0 que permite prever a utilizacdo desse fendmeno para sensoriamento

baseado na variacdo do indice de refracdo ao redor de nanoestruturas plasmonicas.

1.3 NANOESFERAS DE OURO: SINTESE E APLICACAO

Dentre os varios trabalhos existentes na literatura com nanoestruturas metalicas,
destacam-se os estudos com as AuNEs, devido estas apresentarem uma menor toxicidade
(SENGANI; GRUMEZESCU; RAJESWARI, 2017; TRIPATHI; SHRIVASTAV;
SHRIVASTAYV, 2015). A baixa toxicidade aumenta o seu potencial para diversas aplicaces
em nanociéncia, dentre as mais variadas areas, tais como cosméticos, catalise, diagndstico de
doencas e transporte de farmacos (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007; TRIPATHI,
SHRIVASTAYV; SHRIVASTAYV, 2015).

Kumar e Anthony, 2014, investigaram o potencial das AuNEs como um sensor

colorimétrico seletivo para a cisteina em diferentes faixas de pH, e na presenca de diferentes
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materiais de recobrimento superficial das AuNEs (KUMAR; ANTHONY, 2014). Medley et
al. também realizaram ensaios colorimétricos utilizando AuNEs para analisar a detec¢do de
células cancerigenas, apresentando uma excelente sensibilidade baseado em medidas de
absorbancia (MEDLEY et al., 2008). J& nos trabalhos de Wei et al., as AuNEs foram
funcionalizadas superficialmente para a detec¢do do virus influenza (WElI et al., 2014).

As AuNEs podem ser preparadas por duas abordagens diferentes: top-down ou
bottom-up. No primeiro, ocorre a reducdo ion ouro para dar origem a AuNPs com dimensfes
desejadas, e apresenta limitacdes no que diz respeito ao controle do tamanho, formato e
funcionalizacdo das AuNPs (ZHAO; LI; ASTRUC, 2013). J& no método bottom-up, a
formacdo das AuNPs vem de moléculas individuais proveniente de redugdo quimica ou
bioldgica, que envolve duas etapas: nucleacdo e crescimento. Quando a nucleacdo e
crescimento ocorrem simultaneamente em um mesmo processo, a Sintese € caracterizada
como sintese in situ, e se ocorrem em processos separados, caracteriza-se como sintese por
método de crescimento de sementes — seed (FRENS, 1973; NIKOOBAKHT; EL-SAYED,
2003; ZHAO; LI; ASTRUC, 2013).

A sintese de AuNEs mais conhecida na literatura, e que apresenta uma importante
abordagem devido a simplicidade experimental, € a sintese de Frens (FRENS, 1973). Ela teve
inicio com Turkevich et al. em 1951, que prop6s uma metodologia em que utilizava a redugédo
do &cido tetracloroaurico (HAuCI,) via citrato de sodio (DAVIS et al., 2008; TURKEVICH,;
STEVENSON; HILLIER, 1951). Foi aprimorada por Frens em 1973, que conseguiu sintetizar
as AUNEs com controle de tamanho pela variacdo na concentracdo de citrato, sendo que o
tamanho apresentou uma relacdo inversamente proporcional a concentracdo deste (FRENS,
1973).

As AuNEs sintetizadas de acordo com a sintese de Frens 1973, sdo caracterizadas
como sintese in situ, que ocorre por reducdo quimica, em que o citrato de sodio funciona ao
mesmo tempo como um agente redutor e estabilizador. O processo geral dessa sintese tem
como base o aquecimento até a ebulicdo de um solucdo de HAuCls;, momento em que é
adicionado certa quantidade de citrato trissédico dihidratado (C¢HsNazO7-2H,0); apds 5 min,
uma suspensdo coloidal de cor avermelhada é obtida (FRENS, 1973; ZHAO; LI; ASTRUC,
2013), como demostrado na Figura 3. O tamanhos médio das AuNEs obtidas esta relacionado
com a razdo citrato/sal de ouro em solucéo, podendo variar de (15 a 150 nm). As AuNEs
utilizadas nesta tese sdo da ordem de 40 nm, e o procedimento detalhado com as

concentragfes dos componentes utilizados sera descrito na parte experimental.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de sintese de AUNES segundo
(FRENS, 1973).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

1.4 ESTABILIDADE DAS NANOESFERAS DE OURO: AGREGAGCAO versus
PRECIPITACAO

As AuUNEs tém como estabilizante o citrato, considerado um bom estabilizante
(ZHAO; LI; ASTRUC, 2013), mas que tem diversas limitacdes. As AUNEs podem agregar
naturalmente com o tempo, ou a agregacdo pode ser ocasionada pela insercdo na suspensao
coloidal de uma pequena quantidade de analito que, ao adsorver na superficie metalica das
AUNEs pode modificar a estabilidade dada pelas interacGes eletrostaticas da camada de
citrato. A variacdo morfoldgica pode ser apenas agregacdo ou pode chegar a precipitacdo do
material da suspensao coloidal. A diferenca entre agregacao e precipitacdo esta no fato de que
as AUNEs podem com uma maior intensidade, levar a desestabilizacdo total das interacdes
eletrostaticas, ocorrendo a precipitacdo direta das AuNEs, que se depositam no fundo do
recipiente em que se encontram, separando da fase liquida, e descaracterizando totalmente a
banda LSPR.

Como exemplo de agregacdo que ndo leva a precipitagdo pode-se citar os estudos de
Wei et al., esquematizado na Figura 4, em que foi adicionado na suspensdo coloidal de
AuNEs, uma pequena concentracdo de solucdo contendo o virus influenza e ocorreu uma
mudanca na coloracdo da suspensao coloidal de vermelho para roxo, confirmada a agregacéo
por medida de espectroscopia no UV-VIS pela mudanga na banda LSPR caracteristica do
coloide (WElI et al., 2014).
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Figura 4 — Representacdo da agregacdo de AUNEs na presenca de um analito.
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Fonte: Adaptado de (WEI et al., 2014)

Quando as AuNEs interagem fortemente entre si, pode ocorrer agregacédo, que leva a
um aumento significativo na intensificacdo do campo eletromagnético local na minima regido
que separa as AuNEs que sofreram agregacdo, devido ao acoplamento do plasmon das NPs
que compdem o agregado. Essas regides sdo denominadas de hot spots, e séo regides onde a
intensificacdo do campo elétrico podem chegar de 4-5 ordens de magnitude (LERU;
ETCHEGOIN, 2009).

A presenca de hot spots pode influenciar em medidas espectroscépicas, como por
exemplo, na intensificacdo do sinal SERS de até 10 ordens de magnitude (AROCA, 2006;
LERU; ETCHEGOIN, 2009). Esta intensificacdo ocorre porque as moléculas do analito, ao
serem adicionadas na suspensdo coloidal podem adsorver nessas regides entre as particulas, e
0 acoplamento entre os plasmon de superficie intensificar ainda mais o campo elétrico nessa
regido, fazendo com que a intensidade do sinal SERS seja muito maior, quando comparada
com a intensidade de moléculas que estiverem fora dessas regides (LERU; ETCHEGOIN,
2009).

A importéncia da agregacdo das AuNEs esta ligada diretamente & presenca dos hot
spots, o0 que pode refletir na intensidade do sinal SERS do analito. Para exemplificar podemos
descrever duas situacfes: Na primeira, temos uma concentragdo muito baixa do analito em
solucgéo e, para obter o sinal SERS deste analito, podemos agregar o coloide com agentes
agregantes, ou entdo, em algumas situacdes a adi¢cdo do proprio analito pode fazer com que
ocorra a agregacao necessaria para a obtencdo do espectro SERS com alta intensidade. Esse
experimento pode confirmar a presenca do analito na amostra, e permitir seu estudo

espectroscopico detalhado, pois algumas moléculas adsorvem na regido de hot spots.
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Em outra situacéo, pode ocorrer a agregacdo descontrolada e ndo desejada pela adigéo
do analito na solucdo coloidal ou mesmo pelo agente agregante. Esse fator pode fornecer um
valor da intensidade do sinal SERS que ndo se reproduz, o que dificulta utilizar a técnica de
espectroscopia SERS (discutida mais a diante) para realizar estudos de adsor¢do. Em uma
situacdo como essa, ndo e possivel fazer uma relacdo direta reprodutivel entre a intensidade
do sinal SERS com a concentragdo do analito em solugdo. Essa instabilidade é que abre
vertentes para estudos que visem controlar o processo de agregacdo das AuNEs, através da
modulacédo na formacéo de hot spots.

O controle na agregacdo das AuNEs e formacgdo dos hot spots podem ser realizadas
pela protecdo superficial das AUNEs por moléculas especificas que aumentam a estabilidade
destas frente a diferentes analitos; como exemplo, podemos citar a Quit, que sera utilizada

neste trabalho.
15 PROTEQAO SUPERFICIAL DE NANOESFERAS DE OURO

As AuNEs estabilizadas por citrato apresentam grande sensibilidade com relacdo a
mudanca de pH e forca idnica do solvente, exibindo uma grande dependéncia das
propriedades dticas com a agregacdo (CHANANA:; LIZ-MARZAN, 2012). O controle na
agregacdo das AuNEs € importante, e para este fim, vem-se utilizando de diversos materiais
para recobrimento superficial (CHEN et al., 2015; GAMBINOSSI; MYLON; FERRI, 2015;
JIANG et al., 2013).

No entanto, o material de revestimento pode desempenhar um papel importante no
ajuste do tamanho, morfologia, comprimento de onda de ressonancia plasmonica, estabilidade
e carga superficial coloidal, podendo se tornar um fator limitante para diversos campos, em
particular na estabilidade coloidal e biocompatibilidade (CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012).

A funcionalizacdo e protecdo superficial por polimeros, vem atraindo um grande
namero de estudos, por estes aumentarem significativamente a estabilidade das AuNEs, sendo
que a interacéo superficial pode ocorrer fisica ou covalentemente, dependendo da estrutura do
grupo funcional (CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012; JIANG et al., 2013). No processo de
adsorcdo fisica, as interacdes entre o polimero e a superficie de ouro séo relativamente fracas,
e o polimero pode envolver a particula ou adsorver de maneira irregular na superficie da
particula, dependendo do tamanho das particulas, do comprimento da cadeia (e estrutura) do
polimero e do solvente (CHANANA; LIZ-MARZAN, 2012; LIU et al., 2010). Neste trabalho

sera utilizado como material de recobrimento e protecdo superficial de AUNEs o biopolimero
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Quit, que se apresenta muito promissor dentre os materiais de revestimento, principalmente

em aplicacgdes bioldgicas, devido a sua biocompatibilidade.

1.6 O BIOPOLIMERO QUITOSANA

A Quit, cuja estrutura molecular é apresentada na Figura 5, € um heteropolissacarideo
obtido pela desacetilacdo quimica superior a 50 % da quitina: Um biopolimero bastante
abundante na natureza, encontrado principalmente em carapacas de crustaceos (BARROS et
al., 2006; BEZERRA, 2011; COLLADO-GONZALEZ et al., 2015). E considerada
biocompativel, biodegradavel e atoxica, constituida, predominantemente, por varias unidades
D-glicosamina e por unidades N-acetil-D-glicosamina ligadas por ligagdes B(1— 4)
(BEZERRA, 2011).

Figura 5 — Formula molecular estrutural do biopolimero quitosana.
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Fonte: Sigmaaldrich.com/brazil.html

Quando em solucéo aquosa neutra, a Quit € insoltvel; a solubilizacdo acontece quando
sua estrutura apresenta carga positiva devido a protonacdo dos grupos amino (NH,) e
hidroxila (OH) pertencentes a sua estrutura. Como o seu pK, esta em torno de 6,3, a Quit se
torna solivel em 4&cidos organicos diluidos (COLLADO-GONZALEZ et al., 2015;
GARABAGIU; PESTEAN; STEFAN, 2013). Uma solucdo de &cido acético 1 % ja é
considerado o suficiente para que ocorra a sua solubilizagdo, mas geralmente nem todos os
grupos aminos sao protonados.

A Quit é considerada um polimero versatil pela sua aplicacdo em diversas areas
industriais (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009; FILGUEIRAS, 2013), que incluem a
aplicacdo na adsorgdo e remogéo de ions metélicos (LAUS et al., 2007; VASCONCELOS et
al., 2007), corantes (PRADO et al., 2004), atividade antimicrobial associada com NPs de Ag
(LOU et al., 2014) e carreadores de farmacos (FILGUEIRAS, 2017).
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A forte interacdo com o Au pela presenca dos grupos aminos na estrutura da Quit, a
torna eficaz como agente estabilizante de suspens@es coloidais metélicas, além de diminuir a
toxicidade do metal, tal que pode ser considerado um bom material de revestimento de NPs
metalicas que apresentam carga superficial negativa, como as AuNEs utilizadas neste estudo
(COLLADO-GONZALEZ et al., 2015; FILGUEIRAS, 2013). Mais informagbes sobre a
interacdo da Quit com AuNEs serdo discutidas no item 1.6.1.

1.6.1 Quitosana como um protetor superficial em nanoparticulas metalicas

A Quit apresenta uma grande capacidade de interagir com diversos materiais, como
exemplo: proteinas, lipideos, pesticidas, corantes, ions metélicos, dentre outros (CUNHA,;
PAULA; FEITOSA, 2009; FILGUEIRAS, 2013).

As AuUNEs sintetizadas e estabilizadas por citrato apresentam carga superficial
negativa, porque o excesso de citrato presente ap6s a sintese é adsorvido na superficie das
AuNEs, o que causa repulsdo eletrostatica suficiente para impedir que as AuNEs se
agregarem (SUGUNAN et al., 2005). Por outro lado, a Quit apresenta carga positiva em
solucdo aquosa levemente acida, devido a protonacdo dos grupos amino. Os grupos
protonados da Quit formam sitios ativos que se ligam a superficie negativa das AUNEs por
interacdo eletrostatica, formando emaranhados ao redor das AuNEs, alterando a carga
superficial e aumentando a estabilidade em relacéo & agregacio (COLLADO-GONZALEZ et
al., 2015; FILGUEIRAS, 2017; SUGUNAN et al., 2005).

A Quit pode ser utilizada tanto no processo de sintese das NPs metéalicas ou adicionada
depois das NPs metdlicas sintetizadas. Em ambos os casos foi reportado o aumento da
estabilidade das NPs metéalicas (COLLADO-GONZALEZ et al., 2015; FILGUEIRAS, 2013,
2017). O presente estudo prop6s a utilizacdo da Quit inserida apds a sintese das AuNES
estabilizadas por citrato, como forma de controlar a estabilidade das AUNEs na presenca de
agentes agregantes e corantes. Este estudo ajudara a determinar se a Quit pode ser utilizada
como um modulador da formagéo de hot spots entre as AuNEs, para posterior aplicagdo em

estudos de equilibrio de adsorcéo por espectroscopia SERS.

1.7 A ESPECTROSCOPIA RAMAN E O EFEITO SERS

Neste trabalho sera utilizado o efeito Raman intensificado por superficie, mais
conhecido pela sigla SERS (do inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy), para
acompanhar a adsorcéo de corantes em AuNEs protegidas superficialmente por Quit. O efeito
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SERS surge da utilizacdo de nanoestruturas metélicas para obtencdo da intensificagdo do
espalhamento Raman do analito em estudo adsorvido nessas nanoestruturas. Para dar inicio ao
estudo do efeito SERS, faz-se necessario compreender alguns fundamentos da técnica de
espectroscopia Raman.

No inicio do século XIX j& se havia descoberto a técnica de espectroscopia no
infravermelho, e observado a relacdo dessa radiacdo com os grupos de d&tomos na molécula,
sendo que em 1900 ja se haviam caracterizados varios compostos organicos por essa técnica,
pela obtencdo de espectros vibracionais e atribuicdo de modos vibracionais (BARBOSA,
2007; SALA, 2008).

Em busca por maiores informacdes estruturais dos compostos organicos, existia um
grande empenho em estudos que envolviam a possibilidade de melhoramento e
desenvolvimento de técnicas para caracterizacdo de materiais, como a obtencdo de espectros
vibracionais. Em 1928 o fisico indiano Chandrasekhara Venkata Raman, em seus
experimentos sobre o espalhamento da luz, descobriu um novo fendmeno que poderia também
ser utilizada para a caracterizacdo de compostos, recebendo o nome, em sua homenagem, de
Espectroscopia Raman (RAMAN; KRISHNAN, 1928).

A espectroscopia Raman, assim como a espectroscopia no infravermelho, também
oferece informacBes sobre as transi¢cGes vibracionais da molécula. Ela permite, através da
analise do padrdo das bandas, caracterizar o composto de acordo com a frequéncia, largura e
intensidade das bandas. Essas informacdes, portanto, permitem relacionar as informacdes
espectrais obtidas diretamente com a estrutura molecular do composto (CARVALHO, 2012;
SANT’ANA, 2005).

A teoria Raman tem como base a irradiagdo de uma amostra por uma fonte de radiacao
monocromatica, em que um fdton de energia hvy ao encontrar a molécula em seu estado
eletrbnico e vibracional fundamental, produz uma perturbacdo levando-a para um estado
virtual. Esse estado virtual é instavel por ndo ser um estado préprio da molécula, e a molécula
decai muito rapidamente ao seu estado eletrénico inicial; nesse momento, a luz é espalhada
inelasticamente na forma de um féton de energia (Avo — €y) ou (Avo + €,), que pode ser medido
por um detector. A diferenga entre a frequéncia da radiacdo incidente e a radiacdo espalhada
esta relacionada com as transic¢des vibracionais do composto, sendo e, a diferenga de energia
entre dois estados vibracionais (LERU; ETCHEGOIN, 2009; SALA, 2008).

Na técnica de absorcdo no infravermelho é necessario ocorrer a variagdo do momento
de dipolo elétrico intrinseco da molécula durante a vibracdo molecular para ocorrer absor¢ao

de um fdton de energia. Na espectroscopia Raman tem-se que levar em consideragdo o
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momento de dipolo induzido na molécula, criado pelo campo elétrico proveniente da radiagcdo
monocromatica incidente e como ele varia com a vibracdo molecular. O momento de dipolo

induzido é dado na Equacéo 6:

ol
I
Q
Tl

Equacéo 6

Onde: a € o tensor de polarizabilidade, que relaciona os componentes dos dois vetores
momento de dipolo induzido (P) e campo elétrico (E). Simplificadamente pode-se dizer que «
¢ a medida da deformacéo da nuvem eletrdnica na presenca de um campo elétrico incidente.

Através das definicGes matematicas do vetor campo elétrico E, polarizabilidade «,
relacbes trigonométricas e rearranjos necessarios (SALA, 2008), o momento de dipolo
induzido pode ser escrito de acordo com a Equacéo 7.

P = ayE, cos 2mv,t + %Zk (%) Quo Eolcos 2 (vy + vi)t + cos 21 (vo — vi)t]
k’ o

Equacéo 7

Na Equacdo 7 observamos que para 0 momento de dipolo induzido temos a
contribuicédo de trés espalhamentos diferentes com frequéncias vy, (vo + vk) € (vo - vk). Estas
frequéncias sdo caracteristicas dos dois mecanismos de espalhamento existentes:
espalhamento elastico e espalhamento inelastico.

Pode-se observar que no primeiro termo da equacdo temos somente a contribui¢do no
espalhamento da frequéncia relacionada a radiagdo monocromatica incidente vo, ou seja, ndo
envolve as frequéncias caracteristicas da molécula; esse é o termo de espalhamento elastico,
denominado de espalhamento Rayleigh. No segundo e terceiro termo da Equacdo 7 tem-se a
contribuicdo do espalhamento inelastico, conhecido como espalhamento Raman, subdividido
em Stokes (vo — wk) € Anti-Stokes (vo + vk). Os trés fendmenos sdo apresentados

esquematicamente na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema dos mecanismos de espalhamento.
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A Figura 6 apresenta esquematicamente os diferentes tipos de mecanismo do
fendmeno de espalhamento da luz. Apos perturbacdo da molécula por um féton com energia
hvo, aquela atinge um estado virtual e volta para o nivel eletrénico inicial, de modo que o
foton é espalhado. Se o foton € espalhado com menor energia que a do foton incidente /vy,
tendo a energia de (hvo — e,) neste exemplo temos o espalhamento Stokes, em que héa
transferéncia de energia para a molécula, que é deixada no estado vibracional excitado. J& se 0
féton € espalhado com mesma energia que a do féton incidente (4vg), quando a molécula volta
ao seu estado vibracional fundamental, ocorre o espalhamento Rayleigh, sem nenhuma
modificacdo na frequéncia do foton espalhado. Ja no Gltimo mecanismo de espalhamento, o
féton interage com a molécula que ja se encontra em um estado vibracional excitado, ao
decair para o estado eletrénico inicial vai para o estado vibracional fundamental. Neste caso,
espalha um féton com maior energia do que o foton incidente (kv + e,), caracterizando o
espalhamento anti-Stokes (SALA, 2008). A intensidade das bandas Stokes é em geral mais
elevada que as bandas anti-Stokes, devido a populagdo do estado vibracional fundamental ser
maior do que do estado vibracional excitado.

O espalhamento Raman, por depender do nimero de espalhadores de luz, que exige o
envolvimento de dois fétons (um incidente e outro espalhado), pode ser considerado um efeito
relativamente fraco, apresentando uma baixa eficiéncia, com seccio de choque entre 10 e
10° cm? molécula™, o que significa que apenas 1 em cada 10° f6tons espalhados apresentam
espalhamento Raman (SALA, 2008). Esta ineficiéncia no espalhamento Raman, apresenta-se
como uma das principais limitacGes da técnica, principalmente para a obtencdo de espectros

de solugdes, sendo necessaria a presenca de uma concentragdo muito alta do analito.
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Na prética, na maioria das situaces, nos deparamos com concentragdes muito baixas
do analito para ser identificado, necessitando de uma maior sensibilidade da técnica. Além
disso, a molécula de interesse pode estar em regides de interface, sendo necessaria a
caracterizacdo nessa situacdo, principalmente na interface sélido-solucdo. Nesse contexto,
tem-se a importancia do efeito SERS, descoberto por Fleischmann et al. (FLEISCHMANN;
HENDRA; MCQUILLAN, 1974).

Os estudos iniciais desenvolvidos por Fleischmann et al. foram realizados com a
obtencdo do espectro SERS da molécula de piridina adsorvida em um eletrodo de prata que
havia sofrido varios ciclos de oxido-reducdo para aumentar a sua area superficial atraves de
rugosidades (FLEISCHMANN; HENDRA; MCQUILLAN, 1974).

Dando continuidade aos estudos de Fleischmann et al., em 1974, dois trabalhos
independentes, de Jeanmaire e VanDuyne 1977 e Albrecht e Creighton 1977, também com
estudos da adsorcéo da piridina em eletrodo e coloide de prata, respectivamente, verificaram
que houve aumento na secdo de choque para o espalhamento Raman da piridina adsorvida na
ordem de 10° vezes (ALBRECHT; CREIGHTON, 1977; JEANMAIRE; VANDUYNE,
1977). Estes estudos demonstraram que o aumento da secdo de choque efetiva ndo estava
ligado unicamente a presenca de rugosidades no eletrodo de prata, mas também a um efeito de
intensificacdo causado pela presenca da superficie, que foi mais tarde chamado de efeito
SERS.

Com a descoberta experimental do efeito SERS, varios estudos tedricos foram
realizados na década de 1980 por pesquisadores, para entender o efeito. Utilizaram-se
diferentes superficies metélicas, tais como: eletrodos ativados, filmes finos e suspensdes
coloidais (FAN; ANDRADE; BROLO, 2011; FARIA; TEMPERINI; SALA, 1999). As
teorias propostas a partir desses estudos, explicaram o efeito SERS com base em dois
mecanismos: mecanismo quimico e mecanismo eletromagnético (FARIA; TEMPERINI,
SALA, 1999; LE RU; ETCHEGOIN, 2009; SHARMA, 2012), que serdo descritos nos topicos
1.71el1.7.2.

1.7.1 Mecanismo eletromagnético

O mecanismo eletromagnético parte do principio de que a radiacdo incidente promove
uma excitacdo coletiva no movimento dos elétrons na superficie metélica de nanoestruturas
(LSPR), o que leva a intensificacdo do campo eletromagnetico local nas proximidades das

NPs, intensificando o sinal Raman de moléculas préximas ou adsorvidas no metal
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(MOSKOVITS, 1985). Este mecanismo esta diretamente ligado a natureza, forma e tamanho
do metal, sendo os metais mais utilizados como substrato SERS: Au, Ag e Cu (SANT’ANA;
CORIO; TEMPERINI, 2006). O tamanho ideal de NPs metalicas, para obter uma maior
intensificacdo do sinal SERS, ja foi relatado na literatura como sendo da ordem de dezenas de
nandémetros (AROCA, 2006). O mecanismo eletromagnético é o que contribui mais
significativamente (~10"°) para o fator de intensificacdo de espalhamento Raman (SANTOS,
2016).

Este modelo também considera que para obter o sinal SERS ndo é necessario que a
molécula esteja em contato com a superficie metélica, admitindo-se uma adsor¢do fisica
quando a molécula estd muito proxima a superficie (MCNAY et al., 2011; SANT’ANA,;
CORIO; TEMPERINI, 2006). O campo elétrico local pode ser intensificado com uma
dependéncia com E*. A Equacdo 8 relaciona a intensidade do sinal SERS lsgrs(vs) com o0
namero de moléculas espalhadoras (N), a intensidade da radiacdo excitante I(v.), 0 campo
elétrico da radiacdo excitante E(v.), 0 campo elétrico da radiacdo espalhada E(vs) € a se¢do de
choque Raman da molécula O ads (AROCA, 2006; FONSECA, 2016).

Isgrs(vs) = N.I(u)|E (u) [P |E (us) 12046
Equacéo 8

1.7.2 Mecanismo quimico

A observacdo da contribuicio do mecanismo quimico no sinal SERS vem de
resultados experimentais onde foram observadas contribui¢cdes na intensificacdo de sinal que
estavam além da contribuicdo somente do mecanismo eletromagnético. Neste mecanismo
tem-se uma dependéncia com a estrutura eletronica da molécula adsorvida no metal, com o
qual geralmente forma um complexo de superficie, podendo ocorrer interacbes por
transferéncia de carga entre os estados do metal e os estados proprios da molécula (RUBIM et
al., 1995). E fundamental o contato da molécula com a superficie metalica. A contribuigio na
intensificacdo segundo este modelo é da ordem de 10° (MCNAY et al., 2011).

Devido a adsorcdo quimica entre a superficie metalica e a molécula, podemos ter a
formagdo de uma nova especie, e 0 espectro Raman intensificado por superficie pode
apresentar algumas diferencas nas bandas, como mudanca na posicdo, diferenca de
intensidade relativa e aumento de intensidade, comparado com o espectro Raman normal da
molécula em solucgdes aquosas (FILGUEIRAS, 2013; FONSECA, 2016).
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1.8 O PROCESSO DE ADSORCAO

O estudo da adsor¢do de macromoléculas em NPs coloidais é um topico interessante
que vem atraindo a atencdo de varios autores, através de experimentos, que necessitam de
muitos trabalhos experimentais para elucidar o mecanismo de adsorcdo em coloides (DEL
PUERTO et al., 2014; IZQUIERDO-LORENZO et al., 2012; SANCHEZ-CORTES et al.,
1998). Como ja discutido, a resposta do efeito SERS depende fortemente do tamanho e da
distribuicdo das NPs metalicas (SEVILLA et al., 2014), sendo que a intensidade SERS é
maior quando estas nanoestruturas apresentam um tamanho de algumas dezenas de
nandmetros e um espacamento interparticulas de alguns nanémetros (BARALDI et al., 2014).
Com a agregacdo das NPs metélicas, tem-se a diminuicdo da distancia interparticulas com a
formacdo dos hot spots, que como ja discutido, sdo regides interparticulas que apresentam
uma grande intensificacdo do campo eletromagnético, quando comparado com as NPs
isoladas, que pode influenciar na intensificacdo do sinal SERS (SEVILLA et al., 2014).

Como o controle na formacdo de hot spots ndo é féacil torna-se necessario encontrar
condicBes especificas para estudar a adsorcdo de cada molécula (SEVILLA et al., 2014) pela
técnica SERS. Essa técnica apresenta uma grande desvantagem com a falta de métodos
confiaveis para a obtencdo de hot spots, que resultem em maior reprodutibilidade quando os
analitos sdo adsorvidos a superficie das NPs. O que torna necessaria a construcdo de
substratos que oferecam respostas reprodutiveis e otimizadas do sinal SERS, pois a
intensidade do sinal depende fortemente do nimero de hot spots presentes no substrato SERS
(BARALDI et al., 2014). Para que o processo de adsorcdo em NPs metalicas possa ser
realizado pela medida do sinal SERS, o controle na formacédo de hot spots é essencial; uma
alternativa proposta nesse trabalho é o recobrimento ou protecao superficial.

Estudos utilizando a técnica SERS como ferramenta analitica aplicada ao estudo de
equilibrio de adsorcdo e construcdo de isotermas ja vém apresentando sucessos nas analises
para a adsorcdo de diferentes moléculas: Del Puerto et al. realizaram estudos de adsorcéo de
dois pigmentos da industria téxtil: quinacridona (QA) e 2,9-dimetilquinacridona (2,9-DMQA)
(DEL PUERTO et al., 2014). Por outro lado, Sevilla et al. focaram no uso da técnica para a
deteccdo de moléculas bioldgicas, mostrando que os agregados influenciam na intensidade do
sinal SERS (SEVILLA et al., 2014). Também foi estudada a adsor¢do de acido cafeico
(SANCHEZ-CORTES; GARCIA-RAMOS, 1999), drogas de abuso (RIVAS et al., 2001),

dentre varias outras moléculas presentes na literatura.
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O processo de adsorcdo acontece quando uma determinada quantidade de adsorvente
(em nossos estudos a superficie metélica) entra em contato com determinado analito (a
molécula em estudo) que pode estar presente em solucéo na fase liquida. O sistema entra em
equilibrio quando a quantidade de analito adsorvida é igual a quantidade dessorvida (CRUZ
JUNIOR, 2010; KAHLOW, 2007), condicdo que depende da concentracdo adicionada de
analito. Este resultado pode ser representado graficamente e denominado de isoterma de
adsorcao.

As isotermas tém a finalidade de informar sobre o mecanismo de adsorcéo, e a sua
representacdo pode ser de diferentes formas, apresentado na Figura 7. Como exemplo, quando
se classifica uma isoterma como linear, significa que a quantidade de analito adsorvida é
linearmente proporcional a concentracdo do analito na solugdo; j& isotermas convexas Sdo
consideradas favoraveis, pois indicam que o material adsorve grande quantidade de analito

mesmo em baixas concentra¢fes do Ultimo em solugdo (CUSSLER, 1997; NUNES, 2009).

Figura 7 — Diferentes representacdes de isotermas de adsor¢ao.

Irreversivel

avoravel

Extremamente
favoravel

Linear

de (Mg/g)

Nao favoravel

C. (ppm)
Fonte: (CUSSLER, 1997 apud NUNES, 2009, p.32)

Como visto anteriormente, através da analise visual da forma das isotermas, consegue-se
identificar o tipo de interacdo entre analito e o adsorvente. Na literatura sdo encontrados
diversos modelos matematicos que descrevem os dados experimentais para a construcdo de
isotermas; os mais usados séo o de Langmuir e o de Freundlich (SCHNEIDER, 2008). Para 0s
estudos de adsorcdo em nanoestruturas metalicas, iremos trabalhar com o ajuste da isoterma

de Langmuir.
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1.8.1 Isotermas de Langmuir

O modelo de Langmuir assume a hipdtese da formacdo de uma monocamada pela
forte interacdo do analito com a superficie metalica, sem que ocorra interacdo entre as
moléculas de analito quando nos sitios ativos (ANDRADE et al., 2012; 1ZQUIERDO-
LORENZO; SANCHEZ-CORTES; GARCIA-RAMOS, 2010; KLEINMAN et al., 2011). Em
trabalhos anteriores foi demonstrado para experimentos SERS que o modelo de Langmuir,
expresso pela Equacédo 9, pode ser aplicado em experimentos que usam a técnica SERS como
forma de determinar a adsor¢do em funcéo da concentracao de analito.

, _ Kaalonl4]
T 14K ,4[4]
Equacéo 9

Onde Is é a intensidade relativa SERS do analito na concentracdo [A]; Ka € a
constante de adsorcdo do corante na superficie do metal, s, € a intensidade relativa SERS na
condicdo de saturacdo, como exemplo, a maxima cobertura da superficie (IZQUIERDO-
LORENZO et al., 2012). Esta expressdo representa o ajuste ao modelo de isoterma de
Langmuir, em que é plotado a intensidade SERS versus a concentracdo do analito na amostra,
lembrando que a intensidade SERS é dependente do nimero de moléculas adsorvidas na

superficie das NPs metalica. A Equacéo 9 linearizada da origem a Equacéo 10.

1 B 1 1 + 1
Is KEE.' Is'm . [ﬂ] '{sm

Equacéo 10

A partir desta equacéo, verifica-se que plotando-se 1/1s versus 1/[A] e realizando um

ajuste linear, obtém-se os valores dos parametros de Kyq € Ism para o analito em estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar a protecdo superficial de AuNEs pelo biopolimero Quit, para verificar a

possivel aplicacdo no aumento de estabilidade destas, controlar a formacdo de hot spots e

adsorcdo ndo-especifica para o estudo de equilibrio de adsorcdo e construgdo de isotermas,

para possivel aplicacdo em biossensores 0ticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral do trabalho foram necessarios objetivos especificos, que

seguem:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

)

Sintetizar e otimizar as AuNEs para a aplicagdo como substrato para os espectros
SERS e utilizacdo nos estudos de protecdo superficial e estabilidade.

Entender melhor e determinar as condi¢fes de modificacao superficial dessas AUNES
pelo biopolimero Quit.

Estudar e otimizar as condi¢des de estabilidade das AuUNEs quando protegidas por
Quit.

Estudar a interacdo superficial de AUNEs com corantes anidnicos e catidnicos quando
estas estdo protegidas superficialmente por Quit.

Estudar a agregacdo e estabilidade das AuNEs com e sem protecdo superficial pelo
biopolimero Quit, frente a agentes agregantes como o KCl e etanol.

Estudar a agregacdo das AuNEs por espectroscopia no UV-VIS pelo deslocamento
LSPR ao adicionar o corante R6G em AuNEs com e sem protecéo superficial.

Definir a influéncia no sinal SERS do corante R6G na utilizacdo de AUNES com e sem
protecédo superficial pelo biopolimero Quit.

Correlacionar a agregacao com a formacao de hot spots e influéncia na intensidade do
sinal SERS.

Estudar a relacdo intensidade do sinal SERS dos corantes: cristal violeta e IR-820,
com a quantidade adsorvida em superficie das AUNEs protegidas superficialmente por
Quit.

Realizar o ajuste das isotermas de adsorgéo obtidas utilizando o modelo de Langmuir.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES

Citrato de Trissodio dihidratado (Merck; > 99 %); Acido Tetracloroaurico (Sigma
Aldrich; > 99,9 %); Quitosana Médio Peso Molecular (Sigma Aldrich; Grau de Desacetilagdo
75- 87 %); Corante IR-820 (Sigma Aldrich); Corante Cristal Violeta (Sigma Aldrich);
Corante Cloreto de Rodamina 6G (Sigma Aldrich; > 95 %); Cloreto de Potassio (Sigma
Aldrich; > 99 %); Etanol (Sigma Aldrich; > 95 %). As soluc¢des foram preparadas utilizando
agua deionizada (R = 18,2 MQ c¢m). Toda a vidraria foi limpa com solu¢do de &gua régia
(3:1; HCI:HNO:3) e posteriormente lavada com agua deionizada abundantemente e, sé entéo,

seca em estufa a 100 °C para posterior reutilizagéo.

3.2 INSTRUMENTACAO

321 UV-VIS

A técnica de espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS) foi utilizada para
caracterizar a sintese de AuNEs e os corantes utilizados. Foi possivel acompanhar os
pequenos deslocamentos no comprimento de onda da banda LSPR caracteristica das AuNEs,
devido as possiveis agregacdes e instabilidade das AuNEs, ao ser adicionado corantes na
suspensdo coloidal na presenca ou auséncia do biopolimero Quit. Esta técnica também
possibilitou acompanhar a inducéo da agregacdo das AuNEs pelos agentes agregantes: KCl e
etanol. Para estas andlises, utilizou-se uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 cm,
e as medidas foram realizadas em equipamento espectrofotdmetro Ocean Optics USB2000,
com um intervalo de comprimentos de onda de 200 a 1100 nm, detector CCD linear de silicio
Sony ILX511. Foram utilizados os seguintes parametros instrumentais: tempo de integracao:
4,0 ms, realizada a média de 50 scans e alinhamento dos espectros utilizando a média da
medida em determinado comprimento de onda com o ponto seguinte e anterior do espectro

(denominado boxcar no software).

3.2.2 Espectroscopia SERS

A analise da especificidade da Quit como protetor superficial e estabilizante, o estudo
da modulacdo da intensidade do sinal SERS da R6G, e também a construcao das isotermas de
adsorcdo, foram estudadas por espectroscopia SERS. Para a obtencdo destas medidas, as

amostras em solucdo foram levadas a um espectrometro Raman dispersivo Bruker modelo
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Senterra, com um detector CCD termoeletricamente resfriado, onde os espectros SERS foram
obtidos em uma linha laser em 633 nm de um laser de He-Ne, com poténcia de laser 5 mW na
saida do laser, usando objetiva de 50x% e abertura numérica NA = 0.5. Os espectros SERS

foram obtidos com 50 s de acumulacao total.

3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foram feitas imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das AuNEs. As
amostras foram preparadas gotejando a suspensdo coloidal sobre silicio e secando sob vacuo.
Estas andlises foram realizadas no Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial (INMETRO), na Divisdo de Metrologia de Materiais, cidade de Duque
de Caxias — RJ, em colabora¢do com o pesquisador Dr. Braulio S. Archanjo. As imagens
foram obtidas utilizando-se microscopio eletrdnico de varredura, tipo Field Emission Gun
(FEG-MEV), da marca FEI, modelo Magellan.

3.3 PROCEDIMENTOS

3.3.1 Sintese e caracterizacdo das AuUNEs

As AuNEs foram sintetizadas de acordo com a literatura (FRENS, 1973). De maneira
breve, em um baldo volumétrico de 3 vias foram adicionados 50,0 mL de H,O deionizada e
500,0 L de uma solucdo de sal de Au (HAUCI,) 1,0x107 % (m/v) ou (0,010 mol L) (m/v).
Esta solucdo foi levada para uma manta aquecedora e colocada em refluxo até atingir a
ebulicdo. Nesse momento, foram adicionados 500,0 pL de uma solucdo de citrato de sodio
(C¢HsNaz07-2H,0) 1,0 % (m/v). Ap6s 5 min observou-se mudanga répida na coloracdo de
azul para vermelho, e nesse momento foi retirado o refluxo e deixado esfriar a temperatura
ambiente. A formacdo das AuNEs é caracterizada por essa coloracdo avermelhada com uma
banda no UV-VIS em torno de 530 nm. A concentracdo de AuNES por mL também foi
estimada pela medida do tamanho das AuNEs por MEV, em 8,3x10'° AuNEs-mL™. Para
estimar a concentracdo de AUNEs em 1 mL de solucéo coloidal foi levado em consideracdo a
média dos diametros das AuNEs através do MEV, Figura 15 (b). Posteriormente considerou-
se 0 volume de uma esfera V = 4nr’/3, assumindo que todo o Au adicionado na sintese
reduziu para formar as AuNEs, utilizou-se do calculo de densidade d = m/V para calcular a
massa de 1 AuNEs. Entdo, considera-se a massa total de Au em 1,0 mL de solucéo coloidal e

estima-se a concentracdo de AuNEs.



38

3.3.2 Montagem dos experimentos para o estudo de estabilidade das AuNEs utilizando a
Quit como um protetor superficial

Com o objetivo de iniciar os estudos sobre o comportamento da Quit como protetor
superficial, foi estudada a estabilidade das AUNEs com e sem protecdo superficial pela Quit.
Para a montagem deste experimento foram adicionados em frasco tipo Eppendorf 1,0 mL de
AuNESs mais 200,0 pL de Quit para uma concentracéo final de Quit 0,1 g L™ e 800 pL de H,0
deionizada, completando um volume total de 2,0 mL. As suspensdes resultantes ficaram em
repouso a temperatura ambiente por um periodo de até 6 dias. Foram realizadas medidas por
espectroscopia no UV-VIS destes experimentos, com o intuito de observar e monitorar
possiveis mudancas na banda de extincdo LSPR caracteristica das AUNEs. Os experimentos
foram realizados em triplicatas. As medidas espectroscépicas foram realizadas apds a
montagem dos experimentos, e dia-a-dia até o periodo final de 6 dias. A montagem

experimental necessaria para este estudo € apresentada na Figura 8.

Figura 8 — Montagem dos experimentos para o estudo de estabilidade das AuUNEs utilizando a
Quit como protetor superficial.
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Quit
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800 “L H,O deionizada

de quitosana o volume referente a
quitosana também foi completado com
dgua deionizada.

Repouso, T ambiente Banda LSPR

Periodo: 6 dias acompanhadapor
UV-VIS dia-a-dia

Triplicatas

Fonte: Elaborado pela prépria autora



39

3.3.3 Procedimento para o estudo de inducao da agregacao das AuNEs por KCl e EtOH

Para determinar o efeito de protecdo superficial da Quit em AuNEs foi proposto um
estudo da inducéo da agregacdo das AUNEs quando estas estivessem com e sem a protecédo
pelo biopolimero. A inducdo da agregacdo foi realizada por agentes agregantes de
nanoparticulas metalicas conhecidos em literatura: KCI e EtOH. Para a montagem deste
experimento foram adicionados em frasco tipo Eppendorf 1,0 mL de AuNEs e a quantidade
necessaria do agente agregante (KCl ou EtOH) para uma concentracdo final que variou de
0,05 a 0,40 mol L™. O volume final em Eppendorf sempre foi ajustado com &gua deionizada
para 2,0 mL. Quando foi utilizada no experimento a Quit para protecdo superficial, a
montagem do experimento seguia a seguinte ordem de adigdo: 1,0 mL de AuNEs, 200,0 uL
de Quit (solubilizada em &cido acético 1 %) para uma concentracdo final de Quit de 0,1 g L™,
agitacdo em sistema vortex por 30 min, e posterior adicdo do agente agregante (KCl ou EtOH)
para a concentracdo final desejada, que também foi de 0,05 a 0,40 mol L™. O volume final
também foi ajustado com agua deionizada para 2,0 mL.

Apo6s a montagem do experimento sempre foram realizadas medidas no UV-VIS das
suspensodes. Posteriormente, estas foram colocadas em repouso em bancada de laboratorio a
temperatura ambiente, e foi monitorado a banda LSPR caracteristica das AuNEs por um
periodo de 6 dias, sendo que a cada dia no mesmo horario e mesmas condi¢cdes foram
realizadas as medidas no UV-VIS. A montagem deste experimento € representada

esquematicamente na Figura 9.

Figura 9 — Montagem experimental para a realizacdo do estudo de inducdo da agregacao das
AUNESs por KCI e EtOH.
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3.3.4 Caracterizacao dos corantes e sua influéncia na banda LSPR das AuNEs

Como molecula prova para o SERS foram utilizados os corantes Rodamina 6G (R6G),
Cristal Violeta (CV) e IR-820. Foi necessdria a caracterizacdo destes corantes por
espectroscopia no UV-VIS para observar o seu maximo de absor¢do. Para esta caracterizagdo
foram preparadas solucdes destes corantes em 4gua destilada na concentracéo de 1,0x10” mol
L. Para a obtencdo dos espectros no UV-VIS foram utilizadas as condicdes ja descritas
acima.

Ap0s obter 0 UV-VIS para a caracterizacdo das AuNEs e das solugdes dos corantes
separadamente, também foram realizados experimentos para a obtencdo dos espectros UV-
VIS da suspensdo das AuNEs na presenca das solucBes de corantes para uma concentracdo
final de 1,0x10™ mol L™ para cada corante. Na montagem do experimento sempre foram
adicionados 1,0 mL das AuNEs mais 200,0 puL da solugdo de cada corante, e agua deionizada
para completar o volume final de 2,0 mL, Figura 10. O objetivo foi determinar se ocorre
alguma mudanca no espectro UV-VIS quando as moléculas dos corantes interagem com a
superficie das AUNEs, principalmente quando se tem a presenca de dois corantes em solucéo.
As medidas no UV-VIS foram realizadas nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

Figura 10 — Montagem do experimento para a caracterizacdo dos corantes por UV-VIS.

1000 uL 200 uL 3
AuNEs Corante H,0 deionizada E‘
8.3x1019AuNEs mL-! 1,0 x 1075 mol L™t
Banda LSPR acompanhada
por UV-VIS

Fonte: Elaborado pela prépria autora

3.3.5 Interacdo das AUNEs com quitosana como protetor superficial e os corantes.

No experimento anterior foi realizado um estudo das AuNEs frente a dois corantes
diferentes para observar a influéncia no plasmon de superficie caracteristico das AUNES sem

protecdo superficial pelo biopolimero Quit. Como o adsorvente na superficie da NPs pode
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influenciar na banda LSPR e provocar agregacdo, foi proposto utilizar a Quit como um
protetor superficial frente aos corantes estudados.

Para a montagem deste experimento também foi utilizado 1,0 mL da suspensao de
AUNEs mais 200,0 uL. de uma solucdo dos corantes R6G, CV ou IR-820 para uma
concentracdo final de 1,0x10° mol L™, na auséncia da Quit, o volume foi entdo completado
para 2,0 mL com &gua deionizada. Na presenca do biopolimero Quit, foi adicionado a
suspensdo de AuNEs, 200,0 pL da solucéo de Quit (solubilizada em &cido acético 1 %) para
uma concentracdo final de 0,1 g L™, agitacdo em sistema vortex por 1 h, e posteriormente
adicionado o corante, seguido da adigdo de dgua deionizada até completar o volume de 2,0
mL, e agitagcdo em sistema vortex por 30 min. O efeito da interagdo dos corantes na banda de
extincdo das AuNEs foi analisado por espectroscopia no UV-VIS nas mesmas condi¢fes dos
experimentos anteriores. Todo o procedimento experimental esta retratado esquematicamente

na Figura 11.

Figura 11 — Procedimento experimental do estudo de interagdo das AUNES com Quit como
protetor superficial e os corantes estudados.
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3.3.6 Influéncia na intensificacéo do sinal SERS pela ordem de adi¢do do corante

Ap0s o estudo da interacdo das AUNES com a Quit e os corantes por UV-VIS, também
foi realizado uma investigacdo da adsorcéo dos corantes em AuUNEs protegidas ou ndo por
Quit pela técnica de espectroscopia SERS com radiagdo excitante em 633 nm.

Para a realizacdo deste experimento, a concentracdo dos corantes em todas as analises
foi mantida em 1,0x10° mol L™. A montagem também seguiu 0 mesmo procedimento
utilizado para as analises no UV-VIS, adicionou-se 1,0 mL de AuNEs, 200,0 uL de Quit e 0s
corantes, e 4gua deionizada para completar os 2,0 mL. O volume das solugdes de Quit e de
corante foi sempre mantido fixo, variando-se a concentracdo da solucdo adicionada
inicialmente, para se chegar a concentracdo final desejada no volume total de 2,0 mL. A
diferenga foi que os experimentos foram realizados invertendo a ordem de adi¢do da Quit,
adicionando-a antes ou apés a adi¢do do corante. Em alguns procedimentos estavam presentes
em suspensdo dois corantes: um anidnico (IR-820) e um catibnico (CV ou R6G). Os
experimentos também foram realizados com a variacdo da concentracdo de Quit, e estas
foram: 0,0010; 0,010; 0,10 e 1,0 g L™. Todos estes experimentos foram realizados com o
intuito de entender melhor o comportamento da Quit como protetor superficial em AuNEs,
para observar se a concentracdo de Quit no meio ou a sua ordem de adicdo influenciaria na
intensificacdo do sinal SERS, que diretamente pode estar relacionada com o numero de
moléculas do analito que estdo adsorvidas ou interagem com a superficie metalica das
AUNEs. Todas as medidas em espectrometro foram realizadas de acordo com o descrito

anteriormente.

3.3.7 Experimentos para a modulacdo do sinal SERS da R6G pelo controle na formacéo de
hot spots

Para este experimento, dentre os corantes utilizados neste trabalho, escolheu-se
trabalhar com a R6G, por ser um corante ja bem conhecido em literatura e apresentar um bom
sinal SERS (LI; LI; YU, 1999; POTARA et al., 2012; RODRIGUES; ANDRADE;
TEMPERINI, 2013). Para a montagem do experimento inicial seguiu-se a seguinte ordem de
adicdo dos reagentes: 1,0 mL da suspensdo de AuNEs, quando ndo protegidas por Quit foi
adicionado diretamente 200,0 pL do corante para uma concentrago final de 1,0x10° mol L™
e completou-se o volume para 2,0 mL com &gua deionizada, permaneceu em agitagdo em
vortex por 30 min. Quando foi utilizado a Quit como protetor superficial, ela foi adicionada

anteriormente & adicdo do corante para uma concentragéo final de Quit de 0,01 g L™ Também
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utilizou uma amostra como branco que continha somente as AuNEs e Quit, nas mesmas
concentragfes utilizadas anteriormente. Ap6s a montagem destes experimentos foram
realizadas as medidas SERS das suspensfes, e 0s espectros obtidos em um pequeno suporte
plastico com cerca de 200,0 uL da suspensdo a ser estudada. A intensidade relativa das bandas
SERS da R6G foram analisadas, e medidas de acordo com um trabalho anterior (DE
OLIVEIRA et al., 2016). A montagem experimental é abordada esquematicamente na Figura
12.

Figura 12 — Procedimento experimental para o estudo do sinal SERS da R6G pelo controle na
formacéo de hot spots.
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Analisado a intensidade relativa
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

A fim de compreender o papel da Quit no desempenho SERS, foi realizado outro
experimento para monitorar a intensidade SERS da R6G, mas agora com 0 agente agregante
KCI presente na concentracdo de 0,05 mol L™. Foram realizadas medidas em trés diferentes
condigBes: AuNEs seguido de Quit e R6G, AuNEs seguido de KCI para agregacdo e por
ultimo R6G, e para o ultimo teste: AUNES seguido de KCI depois Quit e por tltimo R6G. As
concentragfes de AuNEs e Quit foram as mesmas do pardgrafo anterior, e o procedimento
encontra-se esquematizado na Figura 13. O espectro SERS foi obtido de cada uma dessas

suspensOes e as intensidades relativas SERS foram medidas levando em consideragdo a média
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de 5 replicatas diferentes para cada condigdo estudada, levando em consideragdo 0 maximo
de absorcéo da banda da 4gua em 3200 cm™.

Figura 13 - Procedimento experimental para o estudo do sinal SERS da R6G pelo controle na
formacéo de hot spots na presenca do agente agregante KCI.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

3.3.8 Construcdo das isotermas de adsorcdo dos corantes adsorvidos em AUNEs pelo
monitoramento da intensidade relativa SERS

Ap6s o estudo de protecdo superficial das AuNES, tentou-se construir isotermas de
adsorcdo utilizando as AuNEs e os corantes CV, IR-820 e R6G, com o efeito SERS como
técnica de monitoramento. Para construir as isotermas de adsorcdo, as AuNEs foram
protegidas superficialmente por Quit 0,1 g L™, e foi estudada a adsorcéo dos corantes citados.
Apos a protecdo com Quit foi adicionado o corante desejado variando as concentracdes de
1,0x10® a 1,0x10™ mol L. Para cada concentracdo de corante, foram realizadas medidas de
5 replicatas. Este procedimento se desenvolveu da seguinte maneira: adicionou-se 1,0 mL de
AuNEs em frasco tipo Eppendorf, 600,0 pL de 4gua deionizada e 200,0 pL de Quit 1,0 g L™
para uma concentracdo final de Quit de 0,1 g L™. Esse sistema permaneceu em agitagdo em
vortex por 1 hora, seguido da adicdo de 200,0 pL do corante em uma determinada
concentracdo inicial que ao se obter o volume total de 2,0 mL, chegava-se assim a
concentracdo final desejada para cada ponto na construcdo da isoterma. O sistema
permaneceu em agitacdo em vortex por mais 30 minutos. Posteriormente foi realizada a

medida SERS de cada amostra.
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Apos as medidas SERS, para a construgdo do grafico de isotermas foi construido um
grafico da medida de concentracdo versus intensidade relativa da banda marcadora SERS de
cada corante. Para obter a intensidade relativa, a média sobre 5 replicatas da intensidade da
banda SERS mais intensa de cada corante, foi normalizada pela banda da agua na regido de
3200 a 3500 cm™. Plotou-se a isoterma para cada corante e realizou-se o ajuste do modelo de
isoterma de Langmuir aos dados experimentais. Na Figura 14 tem-se uma representacdo

esquematica da montagem dos experimentos.

Figura 14 — Método para a construcdo das isotermas de adsorcdo de corantes em AuNEs pelo
monitoramento da intensidade relativa SERS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO DAS AuNEs E CORANTES POR ESPECTROSCOPIA NO UV-
VIS

Para a realizacdo dos estudos neste trabalho foram utilizadas NPs metalicas de ouro
em formato de esferas (AUNES). O espectro de extincao tipico dessas AUNES é apresentado na
Figura 15(a). Ja é conhecido que estas AUNES apresentam tamanhos de 40 nm (FRENS, 1973;
ZHAO; LI; ASTRUC, 2013), sendo caracteristicas um méximo do plasmon de absorcao de
superficie na regido de 530 nm, similar ao espectro de extingdo da sintese das AuNEs obtidas
neste estudo.

Além da caracterizacdo por UV-VIS, também é muito comum utilizar da técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para caracterizar este tipo de material. Apds a
caracterizacdo por UV-VIS, foram realizadas medidas de MEV das AuNEs para
complementar a caracterizacdo, como apresentado na Figura 15(b). Foi possivel observar pelo
MEV, Figura 15(b), que a sintese realizada proporcionou a formacdo de NPs metalicas com
formato de esferas em um tamanho de 40 nm, o que também esta de acordo com o plasmon
em 530 nm obtido pelo UV-VIS. Apds a anélise por MEV da sintese das AUNES, também foi
realizado uma estimativa da sua concentragdo em suspensdo, 0 que com um tamanho de 40

nm nos possibilita estimar em 8,3x10'® AuNEs-mL™ a concentracdo de AuNEs.

Figura 15 — (a) Espectro de extin¢cdo no UV-VIS das AuNEs de acordo com a sintese de Frens
(1973). (b) Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da sintese das AuNEs.
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Observado o espectro de extincdo no UV-VIS das AuNEs, é importante também
determinar onde se localizam as bandas de absorcdo dos compostos a serem adsorvidos na
superficie metalica das AuUNES e que apresentardo sinais SERS caracteristicos do composto.
Foram realizadas medidas no UV-VIS das solugdes em concentracdo de 1,0x10° mol L™ dos
corantes a serem estudados durante todo o trabalho, os espectros de absorgéo sdo apresentados
na Figura 16, onde a linha tracejada indica a radiagdo excitante para a obtencéo dos espectros
Raman em 633 nm. Como observado, os corantes CV e IR-820 apresentam bandas de
absorcdo em 590 e 692/816 nm, respectivamente, e, portanto, em pré-ressonancia na linha
laser 633nm, utilizada nos espectros SERS para estudar a interagdo superficial com a
superficie metélica das AuNEs. Por outro lado, a banda de absorcdo da R6G em 526 nm esté
fora da condicdo de ressonancia com essa linha laser. A absortividade molar (€) dos corantes
foi calculada de acordo com as condig¢des experimentais estudadas, sendo o € dos corantes
R6G, CV e IR-820 nos seus maximos de absorcao respectivamente: 6,8 x 10%; 1,0 x 10°; 2,4 x
10* L mol™* cm™.

Figura 16 — Espectro de absor¢éo no UV-VIS das solugdes dos corantes CV, R6G e IR-820 e
suas estruturas moleculares, concentracéo 1,0x10® mol L™
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

4.2 ESTABILIDADE DAS AuNEs NA PRESENCA DE QUITONASA COMO UM
PROTETOR SUPERFICIAL

A agregacdo de AuNEs tem como caracteristica 0 aparecimento de uma segunda

banda LSPR em maiores comprimentos de onda, ou até mesmo o desaparecimento da sua
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banda LSPR caracteristica quando ha precipitacdo dos aglomerados formados. Entretanto, j& é
conhecido que a protecdo ou recobrimento superficial de NPs por materiais de recobrimento
como o0s polimeros e biopolimeros pode prevenir este tipo de agregacdo e fornecer
estabilidade as AUNEs (DOYEN et al., 2016). Para entender as melhores condicdes de
estabilidade das AuNEs, foram preparados testes a fim de observar a estabilidade das AUNEs
com e sem protecdo superficial pelo biopolimero Quit, em temperatura ambiente, analisando o
fator tempo de exposicao.

Na Figura 17, sdo apresentados os espectros LSPR das AuNEs com e sem protecao
superficial por Quit preparadas como descrito no item 3.3.2. As AUNEs com e sem protegéo
superficial foram deixadas em repouso na temperatura ambiente, analisando o fator tempo de
exposicao por um periodo de 6 dias de exposi¢do, Figura 17(b).

Na Figura 17(a) é possivel observar a banda de extincao caracteristica da formacao de
AUNEs em 530 nm, tanto na presenca ou auséncia de Quit. Quando as AuNEs estdo na
presenca de Quit ocorre um pequeno aumento de intensidade da banda LSPR caracteristica,
esse acontecimento pode ser atribuido a interacdo da Quit com a superficie das AuUNEs pela
substituicdo dos ions citrato (DOYEN et al., 2016).

Ap0s os 6 dias de repouso em temperatura ambiente, ndo observa-se o aparecimento
de bandas em maiores A, o que seria caracterizado por instabilidade e agregagdo coloidal
Figura 17(b). Este resultado pode indicar a maior estabilidade das AUNEs quando na presenca
do biopolimero Quit. Também foi possivel observar que nas condicGes estabelecidas a banda
LSPR caracteristica da formacdo das AUNEs desaparece completamente apds os 6 dias de
exposicdo a temperatura ambiente e em repouso, 0 que implica que as AuNEs foram
removidas totalmente da suspensdo pela completa precipitacdo destas, e confirma que sem
protecdo superficial, estas mostraram-se instaveis nas condicdes e tempo de exposicao
estudados, Figura 17(b).
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Figura 17 — (a) Espectros UV-VIS das AuNEs na auséncia e presenca do biopolimero Quit;
(b) Espectro UV-VIS das mesmas solucdes apds um tempo de repouso de seis dias a
temperatura ambiente.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Por outro lado, quando em solucdo temos as AuNEs protegidas superficialmente por
Quit, ndo se observa nenhuma mudanca em seu espectro LSPR apds os seis dias de repouso a
temperatura ambiente. Esse fendmeno pode ser considerado devido a efetiva protecdo
superficial pelo biopolimero, prevenindo a agregacdo e precipitacdo. Esse fato pode ser
explicado baseado na interacdo da Quit com a superficie de ouro das AUNES, com a remogéo
das moléculas de citrato superficiais que apresentam cargas negativas (DOYEN et al., 2016).
Esta interacdo é comprovada na literatura pelo fato de que quando a Quit é incorporada na
suspensdo coloidal ocorre uma pequena agregacdo, observada por um pequeno alargamento e
deslocamento na banda UV-VIS (FILGUEIRAS, 2013).

Pode-se concluir que a Quit aumentou a estabilidade das AuNEs, sendo interessante o
recobrimento com esse biopolimero para possiveis aplicacdes biologicas, visto que a Quit é
atoxica e pode melhorar as propriedades biomédicas das superficies metalicas e até diminuir a
toxicidade (DUAN et al., 2014; GARABAGIU; PESTEAN; STEFAN, 2013; SUN et al.,
2014).
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4.3 INDUCAO DA AGREGACAO DAS AuNEs POR AGENTES AGREGANTES

E de conhecimento que AuNEs sintetizadas segundo os métodos propostos por
(FRENS, 1973) consiste em um nucleo de Au com carga superficial negativa devido a
presenca de excesso de citrato, sendo esta responsavel por prevenir a agregacdo das AuUNEs
em solucdo e condicionar estabilidade, por causa de repulsfes eletrostaticas entre a dupla
camada idnica e AUNEs vizinhas (DUTTA et al., 2015; HUANG et al., 2002; LIAO et al.,
2003; TSUTSUI et al., 2001). Também € de conhecimento que a agregacdo das AuNEs pode
ser causada pelo aumento das liga¢des i6nicas quando os ions interagem com a superficie do
ouro pela reducéo das forcas de repulsdo entre as particulas.

Para entender melhor a interacdo superficial da Quit com as AuNEs, um estudo de
inducdo de agregacdo foi proposto, no qual a agregacdo das AuNEs foi induzida pela adicéo
de agentes agregantes considerados fortes, como KCI e EtOH. As concentragdes dos agentes
agregantes nesses experimentos variaram de 0,05 a 0,4 mol L™. Neste caso, foram utilizados
AuNEs protegidas superficialmente com Quit na concentracdo 0,1 g L™, e também AuNEs
sem a presenca da Quit como protetor superficial, como método comparativo. A concentracdo
de agente agregante adicionado para ambos 0s ensaios sempre foi a mesma. A resisténcia aos
efeitos dos agentes agregantes pode ser verificada pela manutencdo das posicOes e
intensidades dos espectros LSPR. A Figura 18 apresenta o espectro UV-VIS das AuUNEs com
e sem protecao superficial pelo biopolimero Quit, destacando as mudancas na banda LSPR

em 530 nm, caracteristica das AuNEs.

Figura 18 — Espectro UV-VIS de extincdo da AuNEs: (A) e (B) agregacéo por etanol; (C) e
(D) agregacéo por KCI, sendo (A) e (C) AuNEs sem protecao superficial por Quit e (B) e (D)
AUNESs protegidas por Quit.
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Foi possivel observar pela Figura 18(a) e Figura 18(c) que ambos 0s agentes
agregantes utilizados, KCI e EtOH, sdo fortes agentes agregantes para as AUNES sem protecéo
superficial, o que é confirmado pelo desaparecimento da banda caracteristica dos coloides em
530 nm para as concentracdes 0,05 a 0,4 mol L™ de KCI e EtOH, respectivamente. J& quando
as AuNEs estavam protegidas por Quit na concentracdo 0,1 g L™, estas apresentaram uma
maior estabilidade em relagdo as ndo protegidas frente & mesmas concentragdes de KCI e
EtOH adicionados, como pode ser verificado pela manutencdo das bandas LSPR nas Figura
18(b) e Figura 18(d) para todas as concentracfes estudadas.

Ocorreu, por outro lado, mudanca na intensidade da banda de extin¢cdo em 530 nm, o
que indica uma variagdo no estado de agregacdo das AuNEs. Esses resultados confirmam que
a Quit funciona como um bom estabilizador e protetor superficial das AuNEs, prevenindo a
agregacao adicional destas pela intervencdo de fortes agentes agregantes como o KCI e EtOH,
como esperado a partir de resultados prévios na literatura (HUANG et al., 2002; LIAO et al.,
2003; TSUTSUI et al., 2001).

4.4 INFLUENCIA DA PRESENCA DE DOIS CORANTES NO PLASMON DE
SUPERFICIE DAS AuNEs

Apos obter o espectro no UV-VIS separadamente das AuNEs e das solucbes dos
corantes CV, IR-820 e R6G, também foram obtidos espectros UV-VIS de uma solucdo
contendo AuNEs e o0s corantes de interesse na concentragdo final de 1,0x10™ mol L™, que sdo
apresentados na Figura 19. O objetivo foi determinar se ocorre alguma mudancga no espectro
UV-VIS quando as moléculas dos corantes interagem com a superficie das AUNEs,
principalmente quando se tem a presenca de dois corantes em solugdo. Neste caso, um pode
interagir mais facilmente com a superficie das AUNES que o outro, ter uma maior afinidade e
preferéncia em ficar mais préximo da superficie. Os estudos seguintes se encaminharam para
a busca do entendimento da adsorcdo superficial destes corantes sobre as AUNEs protegidas
ou ndo por Quit, 0 que motivou a realizagdo desse teste para se ter uma ideia se tera selecédo
por carga, ja que os corantes estudados foram propositais por apresentarem diferentes cargas,

de acordo com suas estruturas moleculares apresentadas na Figura 16.
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Figura 19 — Espectro UV-VIS da interacao entre AUNES na presenca de dois corantes de
concentragdo 1,0x10™ mol L™.
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E possivel observar que ocorrem mudangas no plasmon de superficie quando as
AUNEs estdo na presenca dos corantes. A mudanca no plasmon de superficie pode indicar
interacdo e possivel adsorcdo com a superficie metalica das NPs. Também é possivel observar
a competicdo entre as bandas de absorcdo de cada corante.

Por exemplo, é possivel observar que quando se tem a presenca de dois corantes, e um
desses corantes é o CV, a banda caracteristica desse corante em 590 nm aparece com maior
intensidade em relacdo ao outro corante também em solucdo. Essa prevaléncia da banda
caracteristica do CV pode ser apenas reflexo pelo seu grande coeficiente de absortividade
molar (g), ou indicar uma maior interacdo com os sitios ativos superficiais presentes nas
AuNEs. Ja quando temos o IR-820 e a R6G juntos, observa-se a banda caracteristica dos dois
corantes, sendo a banda larga do IR-820 na regido de 699 nm, e a R6G em 527 nm.

O deslocamento, diminui¢do ou desaparecimento de intensidade da banda de plasmon
das AuNEs também pode indicar a agregacdo destas. A presenca de agregacao descontrolada
ao se adsorver uma molécula na superficie das AUNES néo é interessante para a aplicagdo em
biossensores, por exemplo, que se apoiam na resposta ética das AuNEs frente ao analito de
interesse. Nesse tipo de aplicagcdo busca-se manter a estabilidade do material para que seja
observada uma mudanca no LSPR do coloide, que é o sinal analitico para o uso da técnica em

biossensores, indicando a adsor¢do da molécula prova de interesse.
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4.5 ESTUDO UV-VIS DA INTERACAO SUPERFICIAL DE AuNEs PROTEGIDAS POR
QUITOSANA COM DIFERENTES CORANTES

Para entender melhor o mecanismo de interagdo da Quit com as AuNEs foram
utilizados ensaios onde foram colocadas determinadas concentracfes de corantes em contato
com AuNEs protegidas ou ndo por Quit 0,1 g L. Na Figura 20 tem-se o espectro UV-VIS das
AUNEs na auséncia de Quit obtido nas mesmas condigdes experimentais anterior com 0s
corantes estudados. Complementar a este espectro, podemos tomar como base o espectro de
absorcdo caracteristico destes corantes em solucdo aquosa e ha mesma concentragdo em que

foram realizados os experimentos, apresentados na Figura 16.

Figura 20 — Espectro UV-VIS das AuNEs sem protecao superficial por Quit na presenca de
IR-820, R6G e CV (1,0x10° mol L?).
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Podemos observar pela Figura 20 que, quando as AuNEs sem protecgéo superficial pelo
biopolimero estdo na presenca dos corantes CV e R6G, ocorre uma grande diminui¢do do
maximo de extingdo do coloide em 530 nm, além do aparecimento de novas bandas em 775 e
800 nm, respectivamente. A presenca dessas bandas é um indicativo da agregacéo das AUNEs
causada pela adsorcdo dos corantes na superficie coloidal. JA quando as AuNEs estdo na
presenca do corante IR-820 o espectro é similar ao espectro das AuNEs, ndo apresentando
mudancas significativas. Por esse resultado, é possivel observar que diferentes analitos

apresentam diferentes interacbes com a superficie das AuNEs, além de distinguir os corantes
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que causam uma agregacdo significativa as AuNEs (R6G e CV) e o corante que ndo induz
uma agregacéo significativa (IR-820).

A atividade mais elevada dos dois primeiros corantes pode ser atribuida a carga
positiva na sua estrutura molecular, que pode causar uma diminuicao na repulsdo eletrostatica
ao se adsorverem na superficie das AuUNEs estabilizadas pelo anion citrato. Esse efeito de
agregacdo pode influenciar na intensidade SERS das espécies, uma vez que, como ja é
conhecido, as mudancas no estado de agregacao das AuNEs podem resultar em mudanca da
intensidade SERS, justamente pelo aumento de hot spot eficientes (LE RU; ETCHEGOIN,
2009). A Figura 21(a) apresenta o0 espectro UV-VIS das AuNEs na presenca de Quit
realizando 0 mesmo experimento anterior com o0s corantes estudados. Pode-se observar que a
mudanca LSPR em 530 nm caracteristico das AUNES é muito menos significativa para todos
0s trés corantes.

As mudancas observadas para o corante R6G, que podem ser vistas mais facilmente na
ampliacdo da regido do maximo da banda na Figura 21(b), sdo devidas a proximidade do
maximo de absorcdo do corante e a banda LSPR das AuNEs, que pode ocasionar esta
mudanca espectral pela sobreposi¢do das bandas. Por outro lado, o0 ombro no espectro de
suspensdo contendo o CV é atribuido a banda de absorcdo em 590 nm (possivel de ser
observado na Figura 16. Pode-se concluir a partir dos resultados acima que a Quit quando
adsorvida nas AuNEs previne a agregagdo do coloide induzida pela adsor¢édo dos corantes,

tanto catidnicos, como CV e R6G, como anidnicos, como o IR-820.

Figura 21 — (a) Espectro UV-VIS das AuNEs com protecéo superficial por Quit (0,1 g L™) na
presenca de IR-820, R6G e CV (1,0x10° mol L™) . (b) Ampliacio do espectro em (a) na
regido do maximo da banda de absorcao.
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Nos resultados de estabilidade, inducdo de agregacdo por fortes agentes agregantes e
possiveis diferentes interacGes de acordo com os corantes estudados, foi possivel observar que
quando estdo protegidas pela Quit, as AuUNEs apresentam maior estabilidade temporal a
temperatura ambiente (aproximadamente 27°C). Além disso, o recobrimento leva a uma maior
estabilidade superficial das AUNEs na presenca de determinadas moléculas, como corantes
catiénicos e anibnicos. Tendo em vista essa possibilidade, também foram realizados estudos
de interacao superficial por espectroscopia SERS dos corantes, quando estes sdo adsorvidos

na superficie das AUNES recobertas por Quit.

4.6 INFLUENCIA DA ORDEM DE ADICAO DOS CORANTES NAS AuNEs PARA
INTENSIFICACAO DO SINAL SERS

Sabe-se da necessidade de estudar mais profundamente a influéncia de AuNEs
recobertas por polimeros (SUN et al., 2014), onde a Quit vem se mostrando promissora por
ser um biopolimero natural, sollvel e atdxico, pode ser utilizado para o recobrimento e
funcionalizagdo superficial de AuNEs para aumentar a estabilidade dessas e evitar a
agregacdo em solucdo (COLLADO-GONZALEZ et al., 2015). Para entender melhor a
interacdo de AuNEs com a Quit, neste trabalho utilizou-se a técnica SERS para estudar o
comportamento das AuUNEs com e sem recobrimento por Quit quando interagem com 0s
corantes CV, R6G e IR-820. O principal objetivo foi observar se as interacdes das AuNEs
recobertas por Quit com corantes de diferentes cargas superficiais teriam influéncia sobre o
efeito SERS. Foi também estudado se a ordem da adicéo das espécies, especialmente da Quit,
influenciaria na adsorcdo do corante a superficie metalica das AuNEs e, consequentemente,
no espectro SERS.

A investigacdo da adsorcdo do corante se deu pela técnica de espectroscopia SERS
com radiacdo excitante em 633 nm. A concentra¢do dos corantes em todas as analises foi
mantida em 1,0x10™° mol L™. Para tentar entender como a Quit protegeria a superficie das
AUNEs ou permitiria seletividade por carga dos corantes, inicialmente propds-se uma
modificagdo na ordem de adicdo dos compostos em solucdo, apresentada na Tabela 1, e

comparou-se as medidas variando a concentracéo de Quit em 0,0010; 0,010; 0,10; 1,0g L™
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Tabela 1 — Ordem da adi¢do das solugdes para as medidas SERS.
Ensaios Ordem de adicéo

1 AuNEs_Quit_Corante aniénico®_Corante catidnico®
2 AuNEs_Quit_Corante anidnico

3 AUNEs_Corante anidnico_Quit_Corante catidnico
4 AuNEs_Corante anidnico_Quit

5 AuNEs_Corante anionico

6 AuNEs_Corante catidnico

7 AuNEs_Quit

?|R-820. °CV ou R6G.

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Como observado, a Quit foi adicionada na solucdo de AuNEs antes e depois da adi¢do
do um dos corantes em alguns ensaios, e também foi realizado a medida SERS dos corantes
nas AuNEs sem a protecdo superficial pelo polimero, além das AuNEs com a presenca
somente de Quit. Os espectros SERS para cada ensaio para diferentes concentracfes de Quit e
para diferentes pares de corantes sao apresentados nas Figuras 22, 23 e 24.

Destacando as caracteristicas especificas de cada Figura, pelos espectros da Figura 22,
comparando o sinal SERS do corante anionico IR-820 e catidnico R6G, também podemos
afirmar que a superficie protegida por Quit ndo apresenta uma seletividade por carga, pois
mesmo com a presenca do IR-820, observam-se bandas fracas caracteristicas da R6G, como
as bandas em 613 e 1650 cm™. Também é visto que as bandas do corante anidnico IR-820 se
mostram mais intensas quando comparado com as bandas do corante catidnico R6G. A baixa
intensidade dos espectros SERS da R6G quando comparados com a intensidade obtida para o

IR-820 deve-se a pré-ressonancia desse Ultimo com a linha laser de excitacdo 633 nm.
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Figura 22 — SERS em AuNEs do IR-820 e R6G, com Quit como protetor superficial nas
concentragdes: a) 0,001 g L% b) 0,01 gL c)0,1gLY;d)1,0gL™
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Levando isso em consideracao, foi proposta a troca do corante catiénico pelo CV, que
também apresenta pré-ressonancia em 633 nm, para comparacdo com o IR-820 em novas
analises SERS em diferentes concentracdes de Quit, e 0s espectros sdo apresentados na Figura
23.

Figura 23 — SERS em AuNEs do CV e IR-820, com Quit como protetor superficial nas
concentracdes: @) 0,001 g L™ b) 0,01 gL c)0,1gL™";d)1,0gL™
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Como pode ser observado na Figura 23, as bandas SERS caracteristicas do CV se
sobressairam em intensidade quando comparados com o0s espectros SERS do IR-820 ou
quando estes dois corantes estdo juntos. Mesmo assim foi possivel observar a influéncia do
IR-820 quando identificamos nos espectros a banda caracteristica desse corante em 1356 cm™.
Esta banda esta préxima a uma banda do corante CV, mas quando esses dois corantes estdo
juntos, a banda SERS do CV fica mais larga e desloca-se para menores nimeros de onda, 0
que indica que o IR-820 tem acesso a superficie da AuNEs, e a diferenca de intensidades esta
relacionada a maior se¢édo de choque efetiva do CV. Com o aumento da concentracdo de Quit
nédo se observaram modifica¢des na intensidade dos espectros e podemos concluir que a Quit
apresenta baixa seletividade a carga dos corantes.

Visto essa baixa seletividade das AuNEs protegidas por Quit pela carga dos analitos,
decidiu-se realizar também o SERS de dois corantes catidnicos CV e R6G em conjunto na

presenca de Quit, como mostrado na Figura 24.

Figura 24 — SERS em AuNEs do CV e R6G, com Quit como protetor superficial nas
concentracdes: @) 0,001 g L™ b) 0,01 gL™c)0,1gL%d)1,0gL™
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Foi apresentado que o CV é um corante catibnico e pré-ressonante na excitacao
utilizada 633 nm, como observado no UV-VIS na Figura 16, com banda de absor¢do em 590
nm. Por essa caracteristica podemos observar no espectro SERS que suas bandas sdo bem

mais intensas, quando comparadas com a intensidade SERS da R6G.



59

Com o aumento da concentracdo de Quit, se os espectros forem comparados, foi
possivel observar uma varia¢do, ndo tdo significativa, na relacdo sinal/ruido da intensidade
SERS do corante CV, o que pode ser devido a sua ressonancia e absortividade molar
comparado com os outros dois corantes estudados. Mesmo com a forte ressonancia do CV,
ainda é possivel ver bandas pouco intensas da R6G nos espectros SERS.

Também pode-se concluir pelos espectros SERS nas Figuras 22 a 24 que, quando as
AUNEs estdo sem recobrimento de Quit temos as bandas caracteristicas de cada corante,
apresentado pelos ensaios 4 e 5 na (Tabela 1). J& quando obtivemos o SERS das AuNEs
somente com o biopolimero Quit, independente da concentracdo, ndo se verifica qualquer
banda caracteristica do biopolimero, ensaio 7 (Tabela 1). O que indica que o sinal do corante
guando em presenca da Quit ndo € influenciado por alguma banda caracteristica do
biopolimero adsorvido em superficie.

A ordem de adicdo da Quit ndo provocou uma melhor protecdo superficial contra a
adsorcdo dos corantes quando ela é adicionada primeiro que 0s corantes, 0 que poderia ser
esperado principalmente para os corantes catidnicos, Ensaios 1 e 2 (Tabela 1). Em ambas as
ordens de adicdo, observam-se as bandas caracteristicas dos corantes, possivel de observar na
realizacdo dos ensaios de 1 a 4, de acordo com a ordem de adigéo descrita na Tabela 1, e pelos
espectros SERS obtidos.

Quando se comparam o0s espectros SERS para 0 mesmo ensaio com Quit (ensaios 1 a
4 na Tabela 1) e aumentando a concentracdo de Quit, observa-se uma diminuicdo da relacédo
sinal/ruido para todos os pares de corantes estudados, principalmente para a concentracdo de
Quit de 1,0 g L™ . Como exemplo, pode-se citar o ensaio 4 na Figura 22, que apresenta uma
diminuicdo marcante na intensidade SERS do IR-820 quando se compara com as Figura
22(a), (b) e (c). Essa diminuicdo de intensidade SERS pode ser relacionada com uma
guantidade maior de Quit em volta das AuNEs, o que pode impedir que as moléculas do
corante se aproximem da superficie metalica das AuNEs. Com menos moléculas do corante
interagindo com a superficie metalica das AuNEs tem-se uma diminui¢do na intensidade do
campo elétrico experimentado pela molécula e, consequentemente, na intensidade do sinal
SERS.
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4.7 MODULACAO DA INTENSIDADE DO SINAL SERS DA R6G EM AuNEs
PROTEGIDAS POR QUITOSANA

Considerando o discutido acima, a respeito da baixa seletividade por carga da Quit
sobre as AuNEs, o passo seguinte foi entender o papel da Quit na modulacdo da intensidade
SERS que pode ser obtida dessas AuNEs. Com a finalidade de entender esse efeito, foi
utilizado o corante R6G pois, dentre os corantes estudados, é o Unico que ndo apresenta preé-
ressonancia com a linha laser 633 nm e, portanto, variagdes ocorridas com o desempenho das
AUNEs serdo facilmente observaveis nos espectros SERS, o que seria menos 6bvio utilizando
corantes em ressonancia com a linha laser (AROCA, 2006). Além disso, a R6G é um dos
corantes mais estudados na literatura da técnica SERS, por ter sido um dos primeiros que
foram estudados em condicdo de Gnica molécula SERS (NIE; EMORY, 1997).

Como ja foi discutido acima, as Figura 20 e 21 apresentam 0 espectro de extin¢do das
AUNES na presenca ou ndo de Quit, e também R6G na presenca de AUNES recobertas ou ndo
por Quit. E interessante reafirmar aqui que o maximo de absor¢do da R6G é em 526 nm,
sendo muito préximo a ressonancia do plasmon de superficie localizado das AuNEs, em 530
nm. Por outro lado, quando a R6G foi adicionada a suspensao das AUNEs pode-se observar
uma diminuicdo na intensidade da banda em 527 nm e o surgimento de outra banda na regido
do vermelho em 775 nm, Figura 20. A presenca desta nova banda no espectro LSPR das
AUNEs ¢é um indicativo da formac&o de agregados das AuNEs (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).
Como ja discutido, a agregacdo das AuNEs pode resultar no acoplamento eletrénico de
particulas vizinhas, o0 que pode levar a muitas novas propriedades, entre elas principalmente
ocasionar a intensificacdo do campo eletromagnético local em regides entre as particulas
agregadas, resultando no que € usualmente conhecido como hot spots (HAN et al., 2011). Hot
spots formados pela agregacdo de AUNEs apresentam em geral grande aumento de
desempenho SERS quando comparado as nanoparticulas isoladas.

Assim, foi possivel observar que ao adicionar a R6G na suspensdo de AUNEs
ocasionou a agregacdo destas, e como resultado a formacdo de hot spots. A interacdo de
adsorventes como a R6G, um corante catidnico, com as AuNEs estabilizadas por citrato de
sodio, que apresentam uma carga negativa liquida, pode perturbar a dupla camada elétrica
presente nestas AuNEs, diminuindo a carga superficial e, portanto a repulsdo eletrostatica
entre NPs, resultando em agregagdo (DUTTA et al., 2015).

Por outro lado, quando as AuNEs foram recobertas por Quit, a presenca de R6G nao

resultou em nenhuma nova banda LSPR no espectro UV-VIS, tendo sido possivel observar
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apenas um pequeno deslocamento da banda LSPR, Figura 21. N6s podemos dizer que a Quit
aumenta a estabilidade das AuNEs, o que impede a agregacao pela interacdo com o corante
R6G. Estudos tém mostrado que varios ligantes presentes nas superficies das AuNEs
contribuem para a estabilidade das NPs em geral (COLLADO-GONZALEZ et al., 2015;
DUAN et al., 2014; POTARA et al., 2012).

Neste estudo, os resultados UV-VIS nas se¢Oes 4.3 e 4.5 permitiram inferir que a Quit
pode oferecer uma melhor estabilidade para as AuUNEs, tanto na presenca do corante R6G ou
outro agente agregante tipico, como KCI ou EtOH. Entretanto, a influéncia da protecédo
superficial das AUNEs por Quit para o desempenho SERS ainda estd para ser entendido
completamente. Foram realizados mais experimentos com o intuito de entender melhor esta
influéncia, e sdo apresentados nas Figuras 25 e26. Na Figura 25(A) tem-se 0 espectro SERS
da R6G tendo como substrato AuNEs sem recobrimento por Quit. Na Figura 25(B) esta
apresentado um espectro que funciona como o branco, que é referente ao espectro SERS da
Quit utilizando como substrato estas mesmas AuNEs. Na Figura 25(C), apresenta-se 0

espectro SERS da R6G utilizando como substrato as AUNES protegidas superficialmente por

Quit.

Figura 25 — Espectro SERS das AuNEs na presenca de: (A) R6G gl,OxlO'l6 mol L™); (B) Quit
mol L™).
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Foi possivel observar que o espectro SERS na Figura 25(C) apresenta uma
consideravel diminuicéo da intensidade das bandas caracteristicas da R6G comparado com as
AuNEs n3o protegidas por Quit, Figura 25(A), em cerca de uma ordem de magnitude. E
notério que nenhuma banda intensa é observada no espectro das AuNEs com a presenca
somente de Quit como protetor superficial, Figura 25(B), tendo sido observadas apenas
bandas muito fracas em 1020, 1240 e 1370 cm™,

Os resultados SERS acima podem ser entendidos como tendo sido causados por dois
fatores diferentes. O primeiro é que a Quit provavelmente ndo permite a formacdo de hot
spots pela R6G em solucdo, e o segundo € que a Quit provavelmente pode impedir que a
molécula do corante se aproximasse da superficie das AuNEs. Ambos os fatores podem
diminuir a intensidade SERS comparados com o SERS das AuNEs sem protecao superficial,
Figura 25(A). Pode-se inferir que a Quit ndo permite que as moléculas do corante se
aproximem da superficie das AuNEs, mas ndo podemos ter conhecimento de como ocorre
essa protecdo superficial. A baixa intensidade do sinal SERS quando as AuNEs estdo
protegidas por Quit ndo € necessariamente devida ao fato do coloide ser ruim como substrato
SERS ou do corante ndo apresentar um bom sinal SERS, mas € possivel que a Quit nédo
permita que hot spots formados pela agregacdo do coloide aparecam ao adicionar a molécula
de corante, intensificando sinal SERS em Figura 25(A).

A fim de compreender o papel real da Quit no desempenho SERS das AuNEs, a
intensidade SERS da R6G foi medida em duas diferentes condicdes: 1) adicionou-se KCI na
suspensdo de AUNEs antes de adicionar o corante, mas depois de adicionar Quit; 2)
adicionou-se KCI antes de adicionar a Quit. Os resultados foram comparados com o espectro
da R6G adicionado nas AuNEs protegidas por Quit nas mesmas condi¢fes experimentais na
auséncia de KCI. Os espectros SERS sdo apresentados na Figura 26. Além disso, as

intensidades relativas das bandas SERS sdo apresentadas na Tabela 2.
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Figura 26 — Espectro SERS das AuNEs: 500 - 1800 cm™: Preto (protegidas por Quit (0,01 g
L) + R6G (1,0x10° mol L™)); Vermelho (agregagdo por KCI + R6G (1,0x10° mol L™));
azul (agregacdo KCI + protecdo por Quit (0,01 g L) + R6G (1,0x10° mol L™)).
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Tabela 2 — Intensidade relativa SERS das bandas da R6G em trés diferentes condiges:
AUNEs adicionado Quit seguido de R6G; AuNEs adicionado KCI seguido de R6G; e AUNES
adicionado KCI seguido de Quit e posteriormente R6G.

) Intensidade relativa SERS?
Ndmero de onda / cm’ i i
Quit_R6G | KCI_R6G | KCI_Quit R6G
613 0,034 11,664 6,711
74 0,770 5,278 2745
1181 0,696 5,682 2,846
1310 0,766 7.778 3,844
1361 1,001 15,363 7176
1510 0,617 11,453 6,589
1648 0574 6.871 3.844

®A intensidade relativa SERS foi medida pela relagdo entre a intensidade das bandas caracteristicas da
R6G e a banda da 4gua em 3400 cm™ no mesmo espectro (DE OLIVEIRA et al., 2016; IZQUIERDO-
LORENZO et al., 2012).

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Como esperado, a intensidade SERS observada na Figura 26, quando o espectro da
R6G foi obtido com adicdo do corante na presenca de Quit e sem KCI foi muito baixa,
principalmente quando comparada com as duas condi¢Ges em que houve adi¢do de KCI. Essa
baixa intensidade pode ser atribuida a um nivel muito baixo da formacgdo de hot spots no
primeiro caso. Para as AUNEs agregadas com KCI a intensidade SERS da R6G foi muito mais
alta, muito similar ao que foi observado para as AUNES na presenca apenas da R6G na Figura
25(A). Finalmente, ap0ds a agregacao por KCI, a Quit foi adicionada depois nas AuNEs, e s6
entdo foi adicionado a R6G na suspensdo. Nesse ultimo experimento, a intensidade SERS
diminuiu praticamente pela metade quando comparado com a intensidade do processo de
agregacdo das AUNEs sem a protecdo superficial por Quit, mas ainda é cerca de 5x maior que
a intensidade SERS da R6G em AuNEs protegidas por Quit e livre da agregacao por KCI. O
que indica que a Quit previne que as moléculas de R6G cheguem até os hot spots formados
com a agregacdo causada pelo KCI.

Uma interessante observacdo experimental € que a adicdo de Quit nas AUNEs
agregadas com KCI melhora a estabilidade temporal do sistema, apesar de agregado, de
maneira similar ao que foi observado para o sistema sem adicdo de KCI. Considerando esta
evidéncia e o resultado SERS discutido acima, pode-se considerar um modelo de interacdo de
R6G com AuNEs nos experimentos apresentados neste estudo. Este modelo é apresentado

esquematicamente na Figura 27.

Figura 27 — Representacao esquematica das interacfes entre AUNES e o corante R6G em trés
configuragOes experimentais diferentes.
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A alta intensidade do sinal SERS obtida para o corante R6G pode ser atribuida a dois
fatores principais: a alta se¢do de choque intrinseca atribuida & molécula do corante e a
agregacao das moléculas de corante ocasionada pela substituicdo do citrato pela camada do
corante, resultando em um grande ndmero de hot spots formados na suspensdo, como
observado no Figura 27(A). A adicdo de KCl no mesmo sistema pareceu ndo aumentar
significativamente a concentracdo de hot spots, como ilustrado no Figura 27(D), e a
intensidade SERS ndo mudou significativamente. Por outro lado, a mudanca do sistema na
presenca de Quit foi muito mais significativa: Quando a Quit foi adicionada diretamente nas
AUNESs, a suspensdo permaneceu com um pequeno nimero de hot spots, além de aumentar a
resisténcia a formacdo de novos hot spots. A adicdo de R6G a esse sistema teria, portanto,
resultado na interacdo do corante com um numero muito baixo de hot spots, aléem de haver
uma distancia grande da superficie das AuNEs, como observado no Figura 27(B); como
consequéncia, uma baixa intensidade SERS foi observada. Por outro lado, quando o KCI foi
adicionado antes da Quit, ocorre um aumento inicial na populagdo de hot spots, causado pelo
agente agregante, que foi retido apds adicionar o biopolimero, Figura 27(C). O aumento do
namero de hot spots poderia, entdo, permitir um consideravel aumento na intensidade do sinal
SERS, devido ao acesso da R6G a esses hot spots; finalmente, a diminuicdo da intensidade
relativa do SERS quando as AuNEs estavam protegidas por Quit pode também ser atribuida a
grande distancia entre o corante e a superficie das AuNEs. Com base nessa discussao, e
considerando a Figura 27, pode-se sugerir uma ordem de intensidade do sinal SERS para os
experimentos realizados: 1(D) > I(A) > I(C) > I(B), além de inferir que a Quit é capaz de
modular a formacéo e estabilidade de hot-spots, sem, no entanto, desfazer os que ja tinham
sido formados em suspensdo; com isso, ndo ha o desenvolvimento de agregados grandes e
precipitacdo. Outro resultado muito importante foi o fato da protecdo superficial das AuNEs
por Quit garantir a reprodutibilidade dos resultados, fazendo com que torne-se viavel 0s
estudos de adsorgdo dos corantes utilizando o fendmeno SERS como monitoramento para a

futura construcdo de isotermas.

4.8 ESTUDO DA ADSORCAO DE CORANTES POR ESPECTROSCOPIA SERS EM
AUNEs PROTEGIDAS POR QUITOSANA

ApoOs determinar a protecdo superficial das AuNEs por Quit e a capacidade de
modulacgéo de hot spots por Quit, o estudo do sinal SERS como fun¢do da concentracdo para
0s trés corantes CV, R6G e IR-820, pdde ser realizado, ja que nenhuma agregacao ira ocorrer

quando as AuNEs estiverem protegidas por Quit com a adigéo dos corantes. O espectro SERS
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do CV (ALVES et al., 2013), R6G (HILDEBRANDT; STOCKBURGER, 1984) e IR-820
(NEVES; ANDRADE, 2015) ja foram reportados na literatura. As Figuras 28, 29 e 30
apresentam o espectro SERS do CV, IR-820, e R6G, respectivamente em diferentes
concentragdes. Esses espectros foram obtidos em AuNEs na presenca de 0,10 g L™ de Quit.

A Figura 28 apresenta o espectro SERS para o CV com variagdo de concentracdo de
1,0x10® a 1,0x10™° mol L. Uma das bandas mais intensas no espectro SERS para 0 CV é a
banda em 1618 cm™, atribuida ao estiramento CO do grupo carbonila mais préximo &
superficie, observado em estudos SERS anteriores desse corante (ALVES et al., 2013). Essa
banda foi utilizada para obter a curva de intensidade versus concentragéo do corante CV. Para
todos os trés corantes estudados, a medida da intensidade do sinal SERS em funcdo da
concentracdo foi realizada pela medida da intensidade de uma banda representativa do corante
normalizada pela intensidade da banda larga atribuida ao estiramento OH da agua na regiao
entre 3200 e 3000 cm™.

Figura 28 — Espectro SERS do CV em diferentes concentracdes molares (mol L™): a) 1,0x10°
8 b) 4,0x10% ¢) 7,0x108, d) 1,0x107, e) 1,0x10°, f) 1,0x10°. Espectro SERS (1500 a 1700
cm™) séo de 5 replicatas para cada concentracdo com AuNESs protegidas por Quit (0,10 g L™).

a) 1x10° 20x
e

b) 4x10® o~ 20x

c) 7x10° 20x
s

d) 1x10” 20
e)1x10£ #‘///\\\_-7

U

e B ) B e o e SRS E s e
1500 1520 1540 1560 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700

Intensidade SERS

1618

Nuamero de onda /cm’
Fonte: Elaborado pela prépria autora
A Figura 29 apresenta o espectro SERS do IR-820 em AuNEs protegidas com Quit em

variacdo de concentragdo de corante de 1,0x107 a 1,0x10™ mol L. O espectro SERS da

Figura 29 s&o similares aos ja conhecidos na literatura para o IR-820 (NEVES; ANDRADE,
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2015). Nesse caso, a banda em 1360 cm™, atribuida & deformag&o angular CH e torcdo CHy,
foi escolhida para ter sua intensidade medida ja que esta banda apresenta a maior intensidade
do espectro SERS.

Figura 29 — Espectro SERS do IR-820 em diferentes concentragdes molares (mol L™). a)
1,0x107, b) 1,0x10°¢c) 1,0x107, d) 3,010, €) 5,0x107, f) 7,0x10, g) 1,0x10™. Espectro
SERS (1000 a 1800 cm™) sdo de 5 replicatas para cada concentracdo com AuNEs protegidas
por Quit (0,10 g LY.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

A Figura 30 apresenta os espectros SERS da R6G em AuNEs também protegidas por
Quit, mas foi possivel obter uma intensidade SERS significativa em uma faixa de

concentracdo mais estreita, quando comparado com os corantes CV e IR-820.
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Figura 30 — Espectro SERS da R6G em diferentes concentracdes molares (mol L™): a)
1,0x10°, b) 1,0x10° e ¢) 1,0x10™. Espectro SERS (400 a 1600 cm™) séo de 5 replicatas para
cada concentracdo com AuNEs protegidas por Quit(0,10 g L™).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Para a R6G, ndo foi possivel obter o espectro SERS para o corante em concentragdes
menores que 1,0x10° mol L?. A R6G é bem conhecida como molécula prova de alta-
performance SERS (HILDEBRANDT; STOCKBURGER, 1984; NIE; EMORY, 1997). Por
iss0, j& que a Quit previne a agregacdo das AuNEs, a intensidade SERS para a R6G resultou
ser menor comparado com CV e IR-820, devido a baixa afinidade da R6G para se ligar as
AUNEs funcionalizadas com Quit.

Com base nos resultados centralizamos nossa atencdo no estudo de detecgdo dos
corantes CV e IR-820, Ja que para estes corantes seria possivel realizar o estudo de isoterma
de adsorcdo, devido ao grande intervalo de concentragdo disponivel com sinal SERS para

monitoracao.

4.8.1 Construcdo das Isotermas de adsorcéao

Para a construgéo de isotermas de adsorgéo utilizando o efeito SERS, a intensidade das
bandas escolhidas foi calculada em 5 replicatas medidas para cada concentracdo de cada

analito, e a intensidade da banda do CV em relacdo a intensidade da banda da agua em 3200
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cm™. A média das cinco replicatas da intensidade relativa SERS das bandas a 1618 e 1360
cm™ para o CV e IR-820, respectivamente, versus a concentracdo sio plotados nas Figuras
31Figura 31 e 32, respectivamente. A barra de erros em cada medida é dada pelo desvio
padrdo da média das intensidades medidas. E possivel observar que a forma das curvas de
intensidade SERS com a concentracdo para cada corante é diferente. Ambas as curvas podem
ser identificadas como isotermas convexas, 0 que indica que a adsor¢do de ambos os corantes
CV e IR-820 é favoravel em AuNEs protegidas por Quit, com uma grande eficiéncia na
adsorcédo apesar da baixa concentracdo em solucdo (ANDRADE et al., 2012; KLEINMAN et
al., 2011).

Figura 31 — Ajuste de curva para Langmuir da adsorcdo do CV, usando a intensidade relativa
SERS da banda em 1618 cm™. O grafico no inserte mostra o ajuste linear do inverso da
concentracdo molar de CV pelo inverso da intensidade relativa SERS.
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Figura 32 — Ajuste de curva para Langmuir da adsor¢do do IR-820, usando a intensidade
relativa SERS da banda em 1360 cm™. O gréfico no inserto mostra o ajuste linear ao inverso
da concentragdo molar de CV pelo inverso da intensidade relativa SERS.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Os dados nas Figuras 31 e 32 foram plotados de acordo com o modelo de adsor¢do de
Langmuir. Os insertos nas Figuras 31 e 32 apresentam o plot de 1/Is versus 1/[A] e, a partir do
ajuste linear, foram obtidos os valores de Kaq € Ism para 0 CV e o IR-820, que sdo apresentadas

na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros de adsorc¢do obtidos do ajuste de Langmuir para os resultados SERS do
CV e IR-820 nas AuNEs protegidas por Quit.

Paradmetros CVv IR-820
Kag (L . mol™) 4,02x10° 2,65x10°
lom 107,5 + 7,00 7,70 +0,13
[Corante] max (Mol . L™ 1,0 x 107 5,0x 107
R? 0,960 0,929

Fonte: Elaborado pela prépria autora

E possivel observar na Tabela 3 que os parametros de adsorcdo para o CV sdo mais

altos quando comparados com os calculados para o IR-820, que é um resultado inesperado
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considerando a carga positiva da Quit e negativa do IR-820. De fato, CV é um corante
catiénico, e o IR-820 por ser um corante com uma carga positiva devido a um grupo N'R, e
duas negativas devido a dois grupos sulfonato em sua estrutura, possuindo carga total
negativa. Assim, de acordo com sua carga total, o corante IR-820 teria um tendéncia mais
favoravel para a interacdo eletrostatica com a camada de Quit que protege as AuNEs,
principalmente quando comparado com o CV, que é catiénico. Como a interagdo do CV com
as AUNEs é mais favoravel que do IR-820, como pode ser inferido pelos valores de Kqq, pode-
se afirmar que a interacdo ndo é predominantemente eletrostatica. Assim, a maior afinidade
observada para o CV pode ser atribuida ao fato de o equilibrio de adsorcéo ser mais provavel
pela interacdo direta do corante, atuando como base de Lewis, com a superficie das AuNEs,
que atuaria como &cido de Lewis. Alem disso, o CV apresenta a maior sec¢do de choque
Raman dentre os trés corantes estudados quando excitado em 633 nm devido ao efeito do

Raman Ressonante, que é responsavel pela alta intensidade SERS deste corante.
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5 CONCLUSOES

Através dos experimentos realizados nesse trabalho foi possivel caracterizar as AUNES
sintetizadas e os corantes CV, R6G e IR820, por espectroscopia no UV-VIS, e
especificamente a caracterizacdo das AuNEs foi complementada por MEV, comprovando a
formacéo das nanoestruturas.

Tambeém foi possivel observar que o biopolimero Quit apresentou um grande potencial
para ser utilizado em suspensdes coloidais como protetor superficial, aumentando a
estabilidade das AuNEs em suspensdo. O que torna viavel a sua utilizagdo no controle da
formacéo de hot spots entre as AuUNEs.

Nos estudos iniciais para observar se a Quit ofereceria uma melhor estabilidade as
AUNEs, estas foram colocadas em repouso por um periodo de 6 dias a temperatura ambiente,
quando protegidas pelo biopolimero, sem que agregacdo ou precipitacdo das AuNEs fosse
observada. A grande estabilidade dada pelo biopolimero foi também comprovada com o0s
estudos voltados a inducdo da agregacdo das AuNEs pelos agentes agregantes KCI e EtOH.
Quando as AuNEs estavam recobertas pelo biopolimero Quit, a diminui¢do da banda LSPR
nas diferentes concentracdes destes agentes agregantes foi bem menos significativa do que
guando as AuNEs estavam sem a protecao superficial, agregando rapidamente apos a adicédo
dos agentes agregantes.

A presenca de uma molécula de interesse na suspensdo coloidal pode influenciar na
banda LSPR caracteristica da nanoestrutura, podendo levar a formacgdo de agregados ou até
mesmo & precipitacdo do coloide. Pelos resultados UV-VIS das AuNEs sem protecéo
superficial, esta agregacao foi observada pelo aparecimento de novas bandas no espectro para
maiores comprimentos de onda. Observou-se também que, na presenca de duas moléculas de
corantes distintos em solugéo, pode ser vista a influéncia de cada analito, com bandas SERS
caracteristicas da absorcdo de cada corante. Na presenca de Quit essa modificacdo espectral
foi controlada, apresentando pequenos deslocamentos da banda LSPR.

Pelas medidas do SERS, observou-se que na presenca de dois corantes em suspenséo é
possivel observar que as bandas caracteristicas de cada composto sdo retratadas no mesmo
espectro, ou seja, ndo ocorreu uma seletividade das moléculas disponiveis ao adsorverem na
superficie metélica, tanto na presenca quanto auséncia do biopolimero Quit. O que indica que
o0s hot spots ficaram disponiveis para ambos 0s corantes em suspensdo, mas a intensidade do

sinal SERS diminuiu significativamente quando na presenca da Quit. A modulacdo e
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estabilidade na formacdo dos hot spots também foram confirmadas pelas medidas
espectroscopicas do sinal SERS da R6G.

Ao fazer a agregacdo de AuUNEs com KCI e s6 entdo revestido por Quit e adicionando
R6G, o sinal SERS diminui significativamente comparado com as AUNEs ndo revestidas por
Quit. Esta analise sugere um possivel congelamento de hot spots pela Quit. Esse resultado
sugere a possibilidade de controlar a formacdo de hot spots quando as AuNEs séo revestidos
por Quit.

Com o controle na agregacao e possivel formacdo dos hot spots, as AUNES protegidas
por Quit permitiram estudar a adsor¢do de corantes sem agregacdo independente da
concentracéo e da carga do corante. Como ndo houve agregacgéo na presenca dos corantes, foi
possivel construir isotermas de adsorcdo para 0 CV e IR-820 utilizando as AuNEs como
substrato para 0 SERS, e os dados de equilibrio de adsorcdo foram estimados. A possibilidade
de realizar estudos de equilibrio de adsorcdo de moléculas em AuNES por espectroscopia
SERS, com a construcdo de isotermas de adsorcdo é promissora pela alta sensibilidade do
efeito SERS, sendo que a protecao superficial para garantir estabilidade das AuNEs pode ser
desempenhado pela Quit. Essa protecdo superficial oferece maior certeza de que a variacéo do
sinal SERS vem unicamente da concentracdo do analito e ndo da agregacgéo das AuNEs. Isso,
aliado a possivel utilizagdo da Quit em sistemas bioldgicos pela sua ndo toxicidade, torna essa
abordagem interessante para o futuro desenvolvimento de biossensores utilizando o SERS

como uma técnica analitica.
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APENDICE
1 PERSPECTIVAS FUTURAS

1.1 ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE NANOBASTOES DE Au COM O
BIOPOLIMERO QUITOSANA COMO PROTETOR SUPERFICIAL

Para ampliar os estudos de modulacdo dos hot spot, também foram realizados estudos
iniciais de protecdo superficial e estabilidade de nanobastbes de ouro (AuNRs) utilizando a
Quit como protetor superficial. Para melhor compreender esta interacdo, estes também foram
realizados utilizando as técnicas de espectroscopia no UV-VIS e o efeito SERS, nas mesmas
condicdes experimentais utilizadas neste trabalho para as AuNEs. A Unica diferenca foi a
necessidade da centrifugacdo dos AuNRs para a retirada do excesso do surfactante CTAB
utilizado na sintese dos AuNRs e que ficam em excesso na suspensao coloidal. As moléculas
para obtencdo do sinal SERS também foram os corantes: CV, R6G e IR-820. Para a sintese
dos AuNRs foi utilizado o procedimento dos autores Nikoobakht e El-Sayed, ja conhecida
em literatura (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

N&o foi possivel finalizar estes estudos no presente trabalho, mas foi possivel obter
alguns resultados experimentais, e 0s espectros obtidos encontram-se disponiveis no ANEXO
1. Estes resultados entdo, ficam disponiveis para o grupo de estudantes do LabNano, sendo
possivel dar seguimento aos estudos para melhor entender a interagdo Quit com os AuNRs, e
assim aplicar aos possiveis estudos de equilibrio de adsorcdo e construcdo de isotermas para

moléculas especificas.

1.2 CONSTRUCAO DE FILMES DE QUITOSANA COM AuNEs

Visto a estabilidade e protecdo superficial que a Quit pode proporcionar as AuNEs,
iniciou-se a tentativa de produzir filmes de Quit com AuNEs inseridas. Esses tipos de filmes
podem ser aplicados como um substrato para biossensor quando modificados com marcadores
especificos, através de interacbes quimicas que podem ser monitoradas por SERS e mudanca
na banda LSPR.

Testes iniciais para a padronizacdo de um filme resistente foram realizados.
CaracterizacOes desse filme ainda sdo necessarias, aléem de estudos para a modificacdo
superficial e possivel aplicagdo. Para a construcdo do filme, Figura 33; 2,0 mL de AuNEs
foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado, e 500,0 pL de H,O deionizada foram adicionadas. Posteriormente foram
acrescentados 1,0 mL de Quit 10,0 g L™. Esse material foi levado para agitacdo em vortex por
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15 minutos. Apds agitacdo o material foi colocado em suporte de plastico e levado a estufa a
vacuo em temperatura ambiente por 12 horas para secagem. Apds os filmes secos, foi feito

um teste simples colocando-o em um béquer com agua para observar a sua solubilidade.

Figura 33 — Testes iniciais para a construcao de filmes de Quit com AuNEs e sua solubilidade
em solugéo aquosa.

Em solucdao aquosa

Fonte: Elaborado pela prépria autora

1.3 IMOBILIZACAO DE PROTEINAS EM AuNEs MODIFICADAS

Estudos iniciais para a imobilizacdo de proteinas nas superficies das AuUNEs também
ja estdo sendo desenvolvidos. Para os testes iniciais foi utilizado a albumina de soro bovino
(BSA do inglés, bovine serum albumin), que é uma proteina simples e pode ser utilizada como
modelo para estudo da interagdo de proteina com AuNPs de formas variadas.

Os testes iniciais de imobilizacdo foram realizados, até o0 momento, com o substrato de
AuNEs protegidas superficialmente por Quit. Ap6s o processo de imobilizacdo de Quit, é
adicionado o corante, que sera a molécula prova no SERS. Todas as modificagdes estdo sendo
acompanhadas por UV-VIS, com ciclos de centrifugacdo para a retirada do excesso de
componente adicionado. A seguir temos um teste inicial com a imobilizac&o de 1,0 x 10 mol
L? de &cido mercaptoundecandico (MUA) e (0,05/0,1 mol L™) de N-etil N-(3
dietilaminopropril) carbodiimida / N-hidroxisuccinimida, conhecido por EDC/NHS, seguido
da proteina BSA na concentracdo 1,0 mg mL™. E possivel ja observar alguns resultados em
mudangas no espectro UV-VIS na banda LSPR do coloide, além da estabilidade deste

confirmada, Figura 34.
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Figura 34 — Modificacdo superficial de AUNEs com a imobilizacdo da proteina BSA.
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1.4 ANALISE DA CITOTOXICIDADE DAS AuNEs COM E SEM PROTECAO
SUPERFICIAL POR QUITOSANA

Outra perspectiva ¢ o inicio de um projeto que pode ser denominado: “Estudo
ecotoxicologico de AgNEs e AuNEs com e sem recobrimento pelo biopolimero Quit”. A
ecotoxicologia € uma éarea especifica da toxicologia ambiental que estuda os efeitos
ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre a dindmica de populacbes e comunidades
integrantes de ecossistemas definidos (KENDALL, 2001; RONCO; SOBRERO; ROSSINI,
2004).

Nesse contexto, podemos utilizar o0s microcrusticeos de agua doce
em ensaios ecotoxicologicos (conhecidos como pulgas d’agua), por serem importantes
em muitas cadeias alimentares e fonte significativa de alimento para peixes, além de
possuirem um ciclo de vida curto e de facil cultivo em laboratorio, e sdo sensiveis a
varios contaminantes do ambiente aquéatico (SHAW; CHADWICK, 1998).

Tendo em vista a preocupacdo com os efeitos toxicolégicos e ecotoxicologicos das
AgNEs e AuNEs com e sem recobrimento superficial em diversas aplica¢Bes industriais e

bioldgicas, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos dessas AUNES
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com e sem recobrimento superficial por Quit, tanto em nivel agudo quanto cronico, utilizando
as espécies do género Daphnia e Ceriodaphnia. As AgNEs e AuNEs serdo sintetizadas e
recobertas superficialmente por Quit em parceria com Departamento de Quimica da UFJF no
Laboratorio de Nanoestruturas Plasmonicas — LabNano. Ja os testes ecotoxicologicos seréo

realizados nas dependéncias da UEMG unidade Uba.
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ANEXO 1

Figura 35 — Estabilidade dos AuNRs a temperatura ambiente: a) sem protecéo superficial, b)

com protecdo superficial por Quit.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Figura 36 — Estudo por UV-VIS da agregacdo dos AuNRs induzido por etanol: a) sem
protecdo superficial por Quit; b) com protecéo superficial por Quit 0,1 g L™.
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Figura 37 — Estudo por UV-VIS da agregacdo das AuNRs induzido por KCI: a) sem protecédo
superficial por Quit; b) com protecdo superficial por Quit 0,1 g L™.
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Figura 38 — SERS dos corantes IR-820 e catiénico R6G em AuNRs, com Quit como protetor
superficial nas concentracdes: a) 0,001 g L™ b) 0,01 gL™";c)0,1gL% d)1,0gL™
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Figura 39 — SERS dos corantes CV e IR-820 em AuNRs, com Quit como protetor superficial
nas concentragdes: a) 0,001 g L™ b) 0,01 gL ¢c)01gL*d)1,0gL™
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