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Resumo

Neste trabalho foram preparados dois substratos com atividade SERS (surface-enhanced
Raman scattering), baseados na dispersdo de nanoparticulas de prata em solugdo aquosa
(AgNPs/Coloide) e em gel de agarose (AgNPs/Agar). Esses substratos foram caracterizados por MET
e espectroscopia UV-vis. Ambos o0s substratos foram também investigados pelo efeito SERS,
registrando-se 100 espectros em triplicata empregando o modo de mapeamento Raman numa regido
de 20x20 um. Os didmetros médios das AgNPs nas amostras de AgNPs/Coloide e AgNPs/Agar foram
de 8 nm e 19 nm, respectivamente. Os espectros UV-vis desses materiais revelam que as
AgNPs/Agar apresentam ressonancias de plasmon de superficie na regido de 600 nm. A adsorcéo da
rodamina 6G (R6G) foi investigada para ambos os substratos, para concentragées entre 10° M e 10°
M, por excitacdo SERS em 632,8 nm. As intensidades SERS da R6G nas AgNPs/Agar foram ca. 10
vezes mais fortes que aquelas apresentadas para a R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide. As isotermas
de adsorcao obtidas para ambos os substratos foram bem ajustadas a isotermas de Langmuir com
constantes de adsorcdo e energias livres de Gibbs de adsor¢cdo semelhantes, caracteristicas de
adsor¢do quimica. As AgNPs/Agar também foram investigadas como um substrato SERS-ativo para a
adsorcdo de azul de metileno (MB), cristal violeta (CV) e benzotriazolato (BTA). Os resultados
SERRS para 0 MB mostraram sinais de monémeros e dimeros de MB. Os resultados também
mostraram que R6G e CV adsorvem na superficie das AgNPs/Agar formando pares ibnicos com os
fons cloreto adsorvidos usados para promover agrega¢do, enquanto que o MB e BTA adsorvem
quimicamente na superficie das AgNPs formando ligagdes Ag-N. Curvas de intensidade SERS vs.
concentracdo do adsorbato em solugao foram usadas para obter isotermas de adsor¢cao. Em todos os
sistemas investigados os dados experimentais apresentaram razoavel ajuste para isotermas de
Langmuir com constante de adsorcao e energia livre de Gibbs de adsor¢cdo compativel com adsorcao
quimica (< -30 kJ-moI"l). Os resultados (SERS/SERRS) para R6G, MB e CV, em concentracdo de 10
® M, adsorvidos em AgNPs/Agar mostraram que os sinais SERS/SERRS de moléculas Unicas desses
adsorbatos foram observados, mostrando que o material AgNPs/Agar obtido é um substrato

adequado para a investigacdo SERS de adsorbatos em concentragBes muito baixas.

Palavras-chave: SERS, nanoparticulas de prata, agarose, isotermas de adsorgéo.
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Abstract

Two different SERS (surface-enhanced Raman scattering) substrates have been prepared
based on silver nanoparticles (AgNPs) dispersed in water solution (AgNPs/Colloid) and in agarose gel
(AgNPs/Agar). The materials were characterized by TEM and UV-vis spectroscopy. Both substrates
were also investigated by SERS by recording 100 spectra in triplicates, using the Raman mapping
procedure in an area of 20x20 um. The mean diameters of the AgNPs in these substrates were 8 nm
and 19 nm, respectively. The UV-vis spectra of these materials show that the AgNPs/Agar present
AgNPs aggregates with surface plasmon resonances in the region of 600 nm. The adsorption of
Rhodamine 6G (R6G) at concentrations ranging from 10° M to 10° M on both substrates was
investigated by SERS excitation at 632.8 nm. The SERS intensities of R6G on the AgNPs/Agar were
ca. 10 times stronger than those displayed for R6G adsorbed on the AgNPs/Colloid. Adsorption
isotherms obtained for both substrates were well fitted to Langmuir isotherms with similar adsorption
constants and free Gibbs adsorption energy, characteristic of chemical adsorption. The AgNPs/Agar
was further investigated as a SERS-active substrate for the adsorption of Methylene Blue (MB),
Crystal Violet (CV) and benzotriazolate (BTA). The SERRS results for MB have shown signals from
MB monomers and dimers. The results have also shown that R6G and CV adsorb on the AgNPs/Agar
surface forming ion-pairs with the adsorbed chloride ions used to promote the AgNPs aggregation,
while MB and BTA adsorb chemically on the AgNPs surface forming Ag-N bonds. Curves of SERS
intensity vs adsorbate concentration in solution were used to obtain adsorption isotherms. In all
investigated systems the experimental data presented reasonable fitting to Langmuir isotherm with
adsorption constants and free Gibbs adsorption energy compatible with chemical adsorption (< -30
kJ.mol™). The results (SERS/SERRS) for R6G, MB and CV at 10® M concentration adsorbed on
AgNPs/Agar have shown that SERS/SERRS signals from single molecules of these adsorbates were
observed, showing that the AgNPs/Agar material obtained is a suitable substrate for SERS

investigation of adsorbates at very low concentrations.

Key-words: SERS, silver nanoparticles, agarose, adsorption isotherms.
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Figura 33.Recobrimento superficial (6) do MB adsorvido em AgNPs/Agar como uma fungédo da
concentracdo de MB em solugdo. (m) Dados experimentais e curvas de ajuste dos pontos
experimentais as isotermas: (a) Langmuir 1 — primeira monocamada; (b) Langmuir 2 — Segunda
camada; (c) Frumkin — segunda camada. A figura em destaque mostra uma visdo expandida da

isoterma para concentracdes abaixo de 1,0X10™® Ml 61

Figura 34.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig.

Figura 35.Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 2,0x10® M. espectros individuais sdo indicados

pelo nimero de um total de 100 espectros. (a) A imagem ao lado esquerdo mostra a distribuicdo
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superficial da intensidade do sinal SERRS em ca. 1623 cm™ e a imagem ao lado direito indica a
distribuicdo superficial do sinal em ca. 243 cm™ (b) A imagem mostra a distribuicdo superficial da
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Figura 36.Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 2,0x10° M. (a) espectros individuais s&o
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERRS em ca. 1623 cm™ e a imagem ao lado direito
representa a distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERS em ca. 243 cm™ referente ao
estramento Ag-Cl. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as
L] o] [or= L= T T PP PP PP PPPPPPPOT 65

Figura 37.Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 4,0x10°M. (a) espectros individuais s&o
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERRS em ca. 1623 cm™ e a imagem ao lado direito
representa a distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERS em ca. 243 cm™ referente ao
estramento Ag-Cl. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as
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Figura 38.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig.

Figura 39.Intensidade SERRS (em 1173 cm™) de CV adsorvido no substrato como uma funcéo da
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Figura 40.Recobrimento superficial (6) para CV adsorvido em AgNPs/Agar como uma funcdo da
concentracdo de CV. (m) Dados experimentais; ecurvas obtidas por ajustes dos pontos experimentais

as isotermas: (a) Langmuir 1; (b) Langmuir 2; (€) FrumKiN.........cc.ueviiiiiiiiiiiiiiieeiieee e 69

Figura 41.Espectros SERRS de AgNPs/Agar com CV 1,0x10° M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nidmero de um total de 100 espectros. A imagem a esquerda corresponde a
distribuicdo superficial da intensidade SERRS do sinal em ca. 1173 cmtea imagem a direita mostra
a distribuicdo da intensidade SERS do sinal em ca. 243 cm™. (b) Médias de 100 espectros: (1), (2) e
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Figura 42.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig.

Figura 43.Espectros SERS de AgNPs/Agar com CV 2,0x10° M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem a esquerda corresponde a
distribuicdo superficial da intensidade SERRS do sinal em ca. 1173 cm™ e a imagem a direita mostra
a distribuicdo da intensidade SERS do sinal em ca. 243 cm'l.(b) Médias de 100 espectros: (1), (2) e
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Figura 44.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig.
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Figura 45.Intensidade SERS (em 784 cm™) de BTA adsorvido em filme de
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Figura 46.Recobrimento superficial (6) para o BTA adsorvido em AgNPs/Agar como uma fungdo da
concentracdo de BTA. (m) Dados experimentais; e curvas correspondentes ao ajuste dos pontos

experimentais as isotermas: (a) Langmuir 1; (b) Langmuir 2; (¢) Frumkin............oocociiiiveeieee i, 75

Figura 47.Espectros SERS de AgNPs/Agar com BTA 8,0x107 M. (a) espectros individuais sdo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo da intensidade SERS do sinal em ca. 782 cm™ e a imagem do lado direito representa a
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Figura 48.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados deu ma das réplicas da

Figura 49.Espectros SERS de AgNPs/Agar com BTA 1,0x10° M. (a) espectros individuais s&o
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
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Figura 50.Representacdo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig.
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1. INTRODUCAO

Sempre houve na comunidade cientifica um grande interesse pelo conhecimento da
composicao e estrutura da matéria. Sendo assim, a criacdo de métodos de analise que permitissem a
obtencdo de informacdes acerca da estrutura molecular, ligacdes quimicas e niveis de energia
tornou-se alvo de intensos estudos. Dentre as varias técnicas existentes pode-se citar, por exemplo, a
ressonancia magnética nuclear, difracbes de raios-X, néutrons e elétrons, espectroscopia de
absorgdo no ultravioleta-visivel e no infravermelho, espectroscopia Raman, entre outras, sendo a

espectroscopia Raman o alvo deste trabalho.'?

A espectroscopia Raman durante muito tempo foi cercada por desafios que s6 comegaram a
ser solucionados com o advento dos lasers, que possibilitou a criacdo de novas técnicas com o
objetivo de melhorar a qualidade do método.>* Neste sentido, a espectroscopia Raman e suas varias
técnicas se tornaram ferramentas analiticas poderosas, por serem métodos de analise nao invasivos,
ndo destrutivos, que necessitam de pouco ou nenhum preparo de amostra e que permitem a
identificacdo de substancias organicas e inorgémicas.l'2 Gracas a intensificacdo causada pelo efeito
SERS (Surface-enhanced Raman Scattering), que pode chegar a ordem 10", hoje é possivel
detectar substancias em niveis de concentracdo tdo baixos quanto de uma molécula (SMD -Single
Molecule Detection),6 fazendo com que a espectroscopia Raman seja equiparada a espectroscopia
de fluorescéncia,® desempenhando papel significativo em diversas areas da quimica, biologia e

medicina.>®

A partir da década de 1980 muitos pesquisadores dedicaram-se a entender o “novo fendémeno
Raman de superficie”, entretanto, as aplicacdes analiticas do novo fenébmeno comecaram apenas na
década de 1990.>° Usando instrumentos com Optica convencional (sem microscépios) e curvas de
calibracdo (intensidade SERS vs. concentracao do analito) foi possivel a determinacéo de analitos em

niveis de concentracdo da ordem de 10°M (ppm).”*°

Quando se utiliza a 6ptica convencional no efeito SERS, ou seja, quando a area iluminada da
amostra ndo apresenta dimensfGes microscopicas, 0 feixe laser esta irradiando uma area
significativamente maior que aquela analisada pelo feixe de luz focado empregando uma objetiva de
50x, por exemplo. Consideremos o caso de um equipamento Raman com ¢ptica convencional, em
que o diametro do feixe laser na amostra seja de 3,0 mm, e outro equipamento equipado com
microscépio com uma objetiva de 50x de aumento que gere um ponto focal na amostra com 3,0 ym
de diametro. A area amostrada no primeiro caso é 10" vezes maior que no segundo. Entdo os
espectros obtidos em experimentos que utilizam a éptica convencional sdo, na verdade, uma média

da area medida.**™*®

Até o presente, a literatura tem reportado observacéo de flutuagbes nas intensidades SERS
somente para experimentos onde a radiacéo excitante é focalizada na amostra através de objetivas
com 50x ou 100x de aumento e em concentragdes muito baixas.Essas flutuacdes ndo sao

observadas em condi¢cSes de macro-amostragem, pois o sinal SERS medido é uma média de todos
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os sitios SERS-ativos presentes no sistema (solucdo coloidal, filmes metalicos, ou eletrodos),

gerando um sinal SERS relativamente constante.**™®

Um dos problemas em se usar soluc@es coloidais de nanoparticulas de prata (AgNPs) como
substrato é que tanto as AgQNPs como as moléculas prova estdo em constante movimento, 0 que no
caso de excitacdo empregando objetivas de microscépio torna o processo estatistico, ou seja, o sinal
serd observado quando uma ou mais AgNPs contendo o adsorbato cruzarem a regido onde o laser
esta incidindo. Portanto, um desafio para estudos SERS é conseguir que os sitios SERS-ativos
figuem confinados a uma regido, o que acontece, por exemplo, com moléculas adsorvidas em filmes
de prata depositados a vacuo ou em eletrodos de prata ativados por ciclos de oxidacéao redugao. No
entanto, em ambos 0s casos, 0 adsorbato permanece na superficie (e na solugdo no caso de
eletrodos) podendo mudar sua localizagdo). Assim, um dos desafios da técnica consiste em obter
substratos com atividade SERS em que, tanto os sitios SERS-ativos, como os adsorbatos,

permanegam imoéveis.

Sendo assim, neste trabalho foram desenvolvidos filmes de AgNPs dispersas em gel de
agarose (AgNPs/Agar) e testados como substratos SERS-ativos pela adsor¢cdo de compostos
modelos (R6G, MB, CV e BTA). Os resultados mostraram que este substrato é SERS-ativo e, além de
facil preparo, apresentou resultados semelhantes aos apresentados pelas AgNPs/Coloide, entretanto
com sinais até 10 vezes mais intensos.



1.1 Motivacao

Devido ao baixissimo limite de deteccédo alcancado pelo efeito SERS (em nivel SMD), o
preparo de substratos SERS-ativos mais eficientes tem sido alvo de intensos estudos.’Na busca
crescente por estabilizacdo e controle no tamanho das nanoparticulas a utilizacdo de matrizes
poliméricas mostrou-se uma opgdo promissora. Neste sentido, o gel Agar (ou agarose) obteve grande
visibilidade devido a sua capacidade de formar uma “armadilha molecular” que confina as
nanoparticulas em seus intersticios, possibilitando o controle do tamanho das nanoparticulas, maior
estabilizacédo e durabilidade. Além disso, o gel Agar € um material de origem natural, quimicamente
inerte, atoxico, de facil degradacgédo, baixo custo, geleifica a temperaturas ligeiramente altas e que

possui viscosidade adequada para o controle de difusdo de fons.***°

Ayyad et. al.*® utilizaram agarose na biorreducéo da prata para provar a eficiéncia da agarose
no controle da forma e tamanho das nanoparticulas. Neste trabalho, diferentes métodos foram
utilizados na preparagéo dos géis, de forma que foram preparadas nanoparticulas na presenca e na
auséncia de agarose. Como resultados, a reducdo de prata na presenca de agarose forneceu

nanoparticulas com maior diametro (15 nm) e com distribuicdo mais homogénea.

Lofrumento et. al."” prepararam AgNPs (com diametro médio de 40 nm) através de reducéo
por citrato de sédio e, em seguida, adicionaram agarose. O gel obtido foi usado para extrair corantes
em amostra de tecido e foram realizadas medidas SERS nos géis utilizando radiacao laser de 514,5

nm e 785 nm.

Saha et. al.'® utilizaram discos de agarose contendo AgNPs na analise de corantes (R6G,
cristal violeta e alizarina) de tintas em papel e realizaram medidas SERS utilizando radiag&o laser de
514,5 nm e 785 nm.

Em ambos os trabalhos os géis obtidos e analisados apresentaram longa durabilidade (acima
de 30 dias), podendo ser analisado novamente apds determinado periodo e observando-se a
presenca do adsorbato. Neste sentido, o desafio proposto neste trabalho € o desenvolvimento de um
método de preparacdo de substratos SERS-ativos baseados na dispersdo de AgNPs em gel de
agarose e avaliar sua efetividade estudando moléculas provas extensamente investigadas na

literatura.



Objetivos

Na busca de um substrato SERS-ativo mais estavel, de facil preparo, facil manuseio, alta
durabilidade e que promova intensificacdo do sinal Raman em regides variadas do espectro visivel,

0s seguintes objetivos especificos foram delineados:

e Preparar nanoparticulas de prata (AgNPs) em gel de agarose;

e Caracterizar as AgNPs/Agar quanto a forma, tamanho e ressonancias tipo SPR (surface
plasmon resonance);

e Caracterizar as AgNPs/Agar como substrato SERS-ativo;

e Avaliar a efetividade das AgNPs/Agar como substrato SERS-ativo em relacdo as, ja
utilizadas, AgNPs/Coloide;

e Obter espectros SERS, em concentracdes que variam de 1,0x10° M a
1,0x10° M, dos adsorbatos R6G (rodamina 6G), MB (azul de metileno), CV (cristal violeta) e
BTA (benzotriazolato) utilizando AgNPs/Agar como substrato SERS-ativo;

e Estudar o comportamento (como a intensidade SERS varia em fungéo da concentracdo) de
R6G, MB, CV e BTA adsorvidos em AgNPs/Agar;

e Ajustar as curvas obtidas a partir das medidas SERS dos adsorbatos utilizando modelos de

isotermas de adsor¢ao.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

A matéria é constituida, entre outras particulas, por elétrons, atomos, ions, ou moléculas. A
energia dessas particulas é quantizada, ou seja, suas energias ndo podem assumir qualquer valor,
pois estao distribuidas em niveis de energia. A espectroscopia € o ramo da ciéncia que envolve o
estudo da interagdo entre a radiacao eletromagnética e a matéria, fornecendo informacgdes sobre os
niveis de energia das particulas que constituem a matéria.Os espectros, curvas de intensidade vs.
energia, fornecem informacg@es acerca das diferencas de energia entre os diversos niveis energéticos
e a partir destas medidas é possivel prever suas posi¢des relativas. Assim, na espectroscopia faz-se
uso de radiacdo eletromagnética para promover a transi¢do entre esses niveis de energia. Essas

transi¢cdes podem ser do tipo, nuclear, eletrdnico, vibracional, rotacional, de spin, etc.

Dependendo da energia da radiacao eletromagnética, esta pode promover (excitar) diferentes
transicdes no material que esta sendo investigado. Por exemplo, no caso de moléculas no estado
gasoso, radiagdo eletromagnética na regido do infravermelho pode excitar transi¢cdes vibracionais e
rotacionais. No caso de atomos, ions ou moléculas formando um reticulo cristalino, esse tipo de

perturbacdo pode promover a excitacdo de fénons.*

Neste trabalho estaremos investigando o resultado da interacdo entre a radiagédo
eletromagnética e a matéria na regido do UV-Vis (200 a 700 nm), responsavel por transicdes
eletrdnicas envolvendo elétrons de valéncia, e no infravermelho (IV — 400 a 4000 cm'l), onde
transicdes vibracionais serdo observadas. Um caso particular da excitagdo na regido do visivel é a
espectroscopia Raman, que também fornece informacdes sobre transi¢cbes vibracionais, entre

outras.'?

Para que uma determinada transicdo possa ser excitada por radiacdo eletromagnética
existem alguns critérios a serem obedecidos, 0os quais sdo chamados de regras de selecdo. No caso
do IV, a energia do féton incidente tem que coincidir com a diferenca de energia entre os estados
vibracionais envolvidos e durante a vibracdo deve haver variacdo do momento de dipolo. Como
resultado dessas regras, os espectros no IV podem mostrar absor¢cfes resultantes de transicdes

envolvendo modos vibracionais fundamentais, harménicos e combinagc")es.2

Na espectroscopia de absor¢cdo no IV podem ser obtidas informacdes quantitativas e
qualitativas, tais como identificacdo de grupos constituintes da molécula, da geometria molecular,

efeitos de mudanca de fase, de solvente, da temperatura, da adicdo de reagentes, entre outras.”

Na espectroscopia Raman, como descrito mais adiante, o processo de interacao da radiacéo
com a matéria envolve dois fotons, um féton que é absorvido e, depois de um tempo muito pequeno,
da ordem de 10™ s, outro féton que é “emitido” ou espalhado, com energia diferente da energia do
féton incidente. Pode-se dizer que a espectroscopia Raman é uma forma indireta de observar os
espectros vibracionais, transferindo as informacdes que seriam obtidas na regido do infravermelho
para a regido do visivel. Os mesmos valores de frequéncias vibracionais podem ser obtidos através
dos espectros Raman e no infravermelho, dependendo da estrutura (simetria) da molécula envolvida.
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Por exemplo, no caso de moléculas com baixa simetria, a coincidéncia nos modos vibracionais
observados é bem maior do que no caso de moléculas com alta simetria. Assim, nas moléculas com
centro de simetria (ou centro de inversdo) os modos vibracionais ativos (observados) no IV ndo séo
ativos no Raman e vice-versa, uma vez que os modos vibracionais simétricos em relacdo ao centro
de simetria serdo ativos no Raman, mas ndo serdo ativos no IV por ndo haver variacdo do momento

de dipolo durante a vibragdo.'?

A espectroscopia Raman também permite obter dados quantitativos e qualitativos, entre os
quais destacamos dados sobre a geometria molecular, valores de constantes de forca de ligacdes

guimicas, efeitos de solvente, temperatura, entre outros."

2.1 Espalhamento Raman

2.1.1 Historico

O efeito Raman foi previsto teoricamente por Smekal, em 1923, e, posteriormente, por
Kramers e Heinsenberg, em 1925, em trabalhos classicos baseados na mecénica quantica. No
entanto, o fendbmeno so6 foi observado experimentalmente, pela primeira vez, em 1928 pelo fisico
indiano Chandrasekhara Venkata Raman, que em 1930 recebeu o prémio Nobel de fisica por seus

trabalhos sobre espalhamento de luz."

Raman, desde muito jovem, a partir dos 13 anos de idade, demonstrou interesse pela ciéncia
e trabalhou durante muitos anos em pesquisas na area da acustica. Apés frustrados anos
trabalhando no Departamento Financeiro Indiano, Raman resolveu dedicar-se apenas a carreira
académica, e entdo se tornou Professor de Fisica da Universidade de Calcutta. Em 1921 viajou a
Europa para conduzir pesquisas sobre aclstica em um congresso britanico, e la conheceu trés
ilustrissimos fisicos, Joseph J. Thomson, Ernest Rutherford e William H. Bragg. Contudo, foi a viagem

de volta para Calcutta que mudou a vida de C. V. Raman.?

Durante a viagem maritima, maravilhado pela bela cor azul do mar Mediterraneo, indagou-se
sobre a origem desse fendbmeno. Segundo Rayleigh, a cor azul do mar era proveniente do reflexo da
cor azul do céu. Entretanto, Raman, ndo concordava com esta interpretacdo. Entdo, com um prisma
de Nicol de bolso, ele descobriu que a explicagdo de Rayleigh estava incorreta, pois ao eliminar a
reflexao superficial do céu na superficie do mar, a coloragcdo azul ndo mudou. A seguir, usando uma
rede de difracdo, Raman mostrou que a intensidade da radiagcdo azul proveniente do céu era
diferente da intensidade da radiacdo azul proveniente do mar. Sendo assim, ele explicou que o mar
tinha coloracdo azul devido ao espalhamento de luz pelas moléculas de agua, um fendmeno
conhecido como difracdo molecular. Durante esta viagem C. V. Raman escreveu dois artigos e iniciou

seu interesse pela base molecular do espalhamento de luz.*



Em 1927, C. V. Raman e K. S. Krishnan observaram a luz espalhada com frequéncia
deslocada de mais de 50 liquidos puros, e perceberam que a luz espalhada era polarizada. Em seus
experimentos, a luz solar, policromatica, passava por um filtro violeta, que permitia a passagem de luz
violeta, e esta era incidida na amostra de um liquido que, por sua vez, espalhava a luz a 90 graus
com duas intensidades diferentes. A primeira com a mesma intensidade da radiacdo incidente, luz
violeta, caracterizando o espalhamento como elastico, ou espalhamento Rayleigh, e a segunda com
intensidade modificada, luz verde, caracterizando o espalhamento como inelastico, ou espalhamento

19,20

Raman, conforme ilustrado na Fig. 1.

a Liquido
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Figura 1. Esquema do experimento realizado por C. V. Raman, no qual a luz solar, apés passar por

um filtro violeta, incidia na amostra que espalhava a luz em dois comprimentos de onda diferentes, no

violeta e no verde, caracterizando os espalhamentos Rayleigh e Raman. Adaptado da ref. [19].

Em 1928, Raman e Krishnan publicaram um trabalho referente a descoberta de um “novo tipo
de radiacdo secundaria”®?* e, em 1930, este trabalho rendeu a Raman o Prémio Nobel em Fisica, e

o fendmeno descrito foi denominado como Efeito Raman, em sua homenagem.”

Durante a década de 1930, a espectroscopia Raman foi reconhecida como uma das
principais técnicas de andlise ndo-destrutivas, no entanto a técnica ndo estava livre de criticas e
desafios. Dentre eles a falta de uma boa fonte de radiacdo, a falta de um bom detector e a
interferéncia da fluorescéncia, que, em muitos casos, se sobrepde ao sinal Raman, mascarando-o.’
Essas limitagdes inibiram o emprego da técnica pela comunidade cientifica. No entanto, a partir da
década de 60, com o advento dos lasers e de sistemas de deteccdo mais sensiveis, o efeito Raman
convencional e o efeito Raman ressonante passaram por um renascimento e, além disso, novas
técnicas, baseadas no efeito Raman foram criadas, como por exemplo, a espectroscopia Raman por

3,4

transformada de Fourier (FT-Raman),”™ a espectroscopia Raman anti-Stokes coerente (CARS —
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Coherent Anti-Stokes Raman Scattering), a espectroscopia Raman estimulada (SRS — Stimulated
Raman Scattering), o espalhamento Raman intensificado por superficie (SERS — Surface-Enhanced
Raman Scattering) e a espectroscopia TERS (Tip-enhanced Raman Scattering) que é uma derivacao

do efeito SERS, entre outras.>”

Atualmente, a espectroscopia Raman tem se mostrado uma ferramenta analitica poderosa na
investigacdo de diferentes materiais, substancias e misturas em diversas areas do conhecimento.® A
partir do efeito Raman, nas suas mais variadas vertentes, pode-se obter informacdes acerca da
estrutura, ambiente eletronico e ligagcdes quimicas existentes em moléculas e compostos, no intuito

de qualificar ou quantificar substancias de forma néo invasiva e ndo destrutiva.?

2.1.2 O mecanismo para o espalhamento Raman

Diferentemente da espectroscopia na regido do infravermelho, que envolve apenas a
absorcdo do foton responsavel pela excitacdo vibracional, na espectroscopia Raman o processo de
espalhamento de luz envolve dois fotons, o féton incidente e o féton da radiagdo espalhada, cuja

energia é diferente de um quantum vibracional da energia do f6ton incidente.™?

Quando a radiacdo eletromagnética, correspondente a um feixe de luz monocromatica, incide
sobre uma amostra, esta interage com as moléculas presentes na amostra. Se a energia do féton
incidente for suficiente, esta podera interagir com a molécula de forma a promover uma mudanca de
estado, isto &, a molécula podera passar do estado fundamental para o estado excitado. Esta energia
pode ser prevista pela Eq. (1), onde AE é a diferenca de energia entre os estados fundamental e
excitado, h é a constante de Planck e v € a frequéncia da radiacd@o incidente. No entanto, na maioria
dos casos, a radiacao incidente ndo coincide com as energias que promovem transi¢cdes moleculares,
fazendo com que esta radiacdo seja espalhada sem interagir com as moléculas, de forma que os
fétons espalhados tém mesma energia que os fotons incidentes. Este espalhamento, elastico, é

conhecido como espalhamento Rayleigh."*®

AE = hv (1)

Na minoria dos casos, os fétons incidentes interagem com as moléculas da amostra, podendo
promover mudangas de estados vibracionais. Neste caso, a energia dos fétons espalhados é
diferente da energia dos fétons incidentes. Este processo de espalhamento, inelastico, € conhecido

como espalhamento Raman.**®

Consideremos o caso da Fig. 2 que ilustra uma molécula diatbmica vibrando em seu estado
vibracional fundamental. Quando os fétons da radiag&o incidente interagem com os elétrons dessa
molécula, ela passa a um estado eletronico excitado. Apés um curto periodo de tempo, da ordem de
10" segundos, a molécula volta ao seu estado eletronico fundamental, espalhando um féton e
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deixando a molécula em um estado vibracional excitado. Neste caso, o foton espalhado (emitido) tem
energia menor que a do foton incidente e essa diferenca de energia corresponde a um quantum
vibracional, hv,, Este processo é denominado espalhamento Raman-Stokes.’N&o obstante, se a
molécula ja se encontra num estado vibracional excitado, o féton incidente promove a mudanca de
estado eletrdnico e na volta ao estado fundamental (eletrénico e vibracional) um quantum vibracional,
hv,,, é transferido ao f6ton espalhado. Neste caso, a energia do féton espalhado serd maior que a do

féton incidente, e o processo é denominado como espalhamento Raman anti-Stokes.?***

Anti-Stokes

‘,ZIZ/Z/'Z/? ¢ kéj’“[.'f:;/Rayleigh

& Stokes

Figura 2: Representagdo dos espalhamentos elasticos (Rayleigh) e inelasticos (Raman), onde vy € a

frequéncia da radiacéo incidente e v,, € a frequéncia da vibracdo molecular. Adaptado da ref. [5].

Segundo Raman e Krishnan, a intensidade do espalhamento Rayleigh é 10° a 10° vezes
maior que a intensidade do espalhamento Raman.” Neste sentido, o uso de lasers de alta poténcia
associados a sistemas de filtros do tipo notch e o uso de detectores multicanais de alta eficiéncia séo

indispensaveis para uma melhor deteccdo de sinais Raman.*

Quando uma molécula é exposta a um campo eletromagnético E, o nlcleo da molécula é
atraido pelo polo negativo da onda eletromagnética e os elétrons pelo polo positivo, que faz com que
a molécula passe a ter um momento de dipolo P induzido pela radiacdo eletromagnética.'? Este
momento de dipolo induzido (P) é dado pela Eq. (2) e a intensidade Raman é proporcional ao

quadrado de P.*®

P = aFE (2)
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onde P é o momento de dipolo elétrico induzido, a é o tensor de polarizabilidade da molécula e E é o

campo elétrico local.™®

Segundo a descricdo da fisica classica, a pode ser desenvolvido em série de Taylor em
funcdo da coordenada normal interna g, conforme a Equacéo (3):"

a= a0+<a) q+ .. )
A coordenada normal q e o vetor campo elétrico E s&o descritos pelas Equacdes (4) e (5):'?

q = qocos(2mv,t) (4)
E = Eycos(2mvyt) (5)

onde v, é a frequéncia vibracional e vy é a frequéncia da radiacdo incidente, de forma que
substituindo as equacdes anteriores na Equacéo (2) e rearranjando-a, o momento de dipolo induzido

seré expresso por:*

P = ayEycos(2mtyyt) +
(6)

%(2—3) qoEo{cos[2n(vy + v,)t] + cos[2n(vy — v,)t]}
0

O primeiro termo do segundo membro da Eq. (6) refere-se ao espalhamento Rayleigh, pois
contém apenas a frequéncia da radiacdo incidente,v,. O segundo termo refere-se ao espalhamento
Raman anti-Stokes, (v, + v,) e Stokes, (v, - Vv,). Para que o segundo termo tenha contribuicdo ndo
nula é necessario que haja uma pequena variagdo da polarizabilidade da molécula induzida pela
radiacao eletromagnética, ou seja, um pequeno deslocamento, em relagdo a posicao de equilibrio, da

coordenada g, de forma que (da/dq), # 0.

Uma vez que no espalhamento Raman a molécula é excitada pelo féton incidente, a vibragéo
resultante induz um momento de dipolo na molécula nas dire¢bes x, y e z. Assim, 0 momento de

dipolo para cada direcéo sera descrito por:*

P =an,E +ayE, +a,E,
B, =a,E, +a,E, +a,E, @

P, =a,FE, + aZyEy +a,E,
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Estas equacbes sédo validas para o espalhamento Rayleigh onde a polarizabilidade intrinseca
€ considerada. Entretanto, para o espalhamento Raman, devem ser consideradas as derivadas de a
(a}j = (day/dg)o, onde i e j séo x, y ou z) em relagdo ao modo vibracional, que formam um tensor
simétrico conhecido como tensor Raman, tal que @y, = Ay, x; = A € Ay, = A4, resulta em 6 integrais
do momento de transicdo. Assim, para que uma transicao entre os estados vibracionais m e n, onde
m é o estado vibracional inicial e n o estado vibracional excitado, seja ativa no Raman, pelo menos
uma das componentes das 6 integrais do momento de transicdo deve ser diferente de zero, e esta

regra compde uma das regras de selecdo do espalhamento Raman.!

(aij )mn = f l}’m ai]‘ l}’n dt (8)

Sendo a desenvolvido em série de Taylor, teremos que:*

da;
(ay) = (ay), f ¥, ¥, dr + ( ;(;) fwm q¥,dr 9)
0

Caso os estados vibracionais final e inicial sejam iguais, ou seja, m = n, o primeiro termo sera a
contribuicdo do espalhamento Rayleigh.No espalhamento Raman, tanto Stokes quanto anti-Stokes,
os estados vibracionais final e inicial sdo diferentes, de forma que a primeira integral sera igual a
zero. Portanto, para que o segundo termo seja diferente de zero, as seguintes condi¢des, que

compde as regras de selecdo para o espalhamento Raman, deverdo ser satisfeitas:

(1) (day/dg)o # 0, ou seja, a radiagéo eletromagnética deve induzir variagéo na polarizabilidade da
molécula, isto &, deve haver variacdo da polarizabilidade durante a vibracdo, ou seja, durante
a variacdo da coordenada q em torno da posi¢ao de equilibrio;

(2) |W.qW.dr # 0, ou seja,m deve ter paridade diferente de n, para que o produto da integral seja

uma funcao par, uma vez que g é uma funcéo impar.

O espalhamento Raman também pode ser descrito de forma mecanico-quantica, através da

expressdo de Kramers-Heiseberg-Dirac, onde o tensor de polarizabilidade é expresso por:19

D‘me DETl Dme Den
0, = Z{(ml ledelDenln) . (mIDpele)el |n)} )

E, —E, —hvy —il, ' E, — E, + hvy — i,

e¥Fm,n

onde a,; € a componente po (X, y, z) do tensor de polarizabilidade, m e n séo os estados vibracionais

inicial e final do estado eletrénico fundamental, respectivamente, e € um estado eletrdnico de maior
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energia, diferente do estado eletrénico fundamental, D € o momento de dipolo de transicdo entre os
estados eletrbnicos envolvidos, vy é a frequéncia da radiacdo incidente, E. é a energia do estado
eletronico e e E,, é a energia do estado inicial (eletronico e vibracional) e I, é uma constante
relacionada ao tempo de vida do estado e. Se m = n, temos o espalhamento Rayleigh, para m # n
podemos ter o espalhamento Raman-Stokes ou anti-Stokes (Fig. 3). Fora de ressonancia, o estado

e> é um estado virtual, ou seja, ndo corresponde a um estado eletrdnico real da molécula.*

Finalmente, a intensidade da radiacdo espalhada pode ser representada por:l

Is °< (6a/6q)0210vs4 (10)

Ou seja, a intensidade da radiagdo espalhada é dependente da variac@o da polarizabilidade durante a

vibracéo e proporcional a intensidade da radiacao incidente, |,, e da frequéncia da luz espalhada, vs.

Rayleigh Raman
[ .
— - . — — — — l; (">
T
A
Den | hv, hv,
hvy hv, :D. hv, hv,
me ~
b __l. J__ n>
] 1
U - >
Stokes anti-Stokes
hv,=hv, hvy,>hv, hvy<hy,

Figura 3: Representacéo esquematica dos mecanismos dos espalhamentos Rayleigh e Raman, onde
hvgy é a energia da radiacao incidente, hvg é a energia da radiacéo espalhada.

Um caso particular do efeito Raman, entre outros, € o efeito Raman ressonante, que pode ser
observado quando a energia da radiacdo incidente é igual ou se aproxima a diferenca da energia
entre os dois estados eletrénicos envolvidos na transicdo. Neste caso, o estado e>, na Eq. (3) e na
Fig. 3, € um estado real da molécula. Portanto, o termo E. — E,, — hv, na Eqg. (10) tendera a zero,
promovendo uma intensificacdo da intensidade Raman, desde que a transicdo eletrbnica seja
permitida.l’zExistem muitos aspectos relativos ao efeito Raman ressonante, mas uma abordagem
mais ampla desse fenébmeno foge ao escopo deste trabalho. No entanto, indica-se ao leitor a ref. [19]

para uma descricdo mais detalhada do fenémeno.
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2.2 Espalhamento Raman Intensificado por Superficie (SERS)

2.2.1 Historico

O espalhamento Raman intensificado por superficie, conhecido pela sigla em inglés SERS
(Surface-Enhanced Raman Scattering), € observado quando se utilizam superficies metalicas
rugosas, de ordem nanométrica, para realizar medidas Raman, de forma que as moléculas do analito
(adsorbato) adsorvem na superficie metdlica (substrato SERS-ativo), resultando em um espectro

Raman com sinais intensificados.?**

O fendbmeno foi primeiramente observado, em 1974, por Fleischmann e colaboradores que
utilizaram a espectroscopia Raman no estudo de espécies adsorvidas em eletrodos ativados por
ciclos de oxidacdo-reducdo. Os ciclos de oxidacdo-reducdo foram utilizados para depositar prata
sobre o eletrodo a fim de aumentar a area superficial e criar uma superficie rugosa, para possibilitar
maior adsorcdo de moléculas de piridina, uma vez que a intensidade Raman é estritamente
dependente da concentracdo de moléculas espalhadoras, e um melhor espectro Raman foi gerado.
Contudo, a intensificagdo do sinal Raman, observado para a piridina adsorvida em eletrodo de prata,
foi atribuida apenas ao aumento da superficie de contato promovida pela maior area superficial do

eletrodo.”*

Mais tarde, em 1977, em trabalhos independentes, Van Duyne e colaboradores® e Creighton
e colaboradores’ mostraram guea intensificacdo do sinal Raman observado para piridina adsorvida
em eletrodo rugoso de prata, se tratava de um novo fenbmeno de superficie, que causava a

intensificacdo dosinal Raman por um fator da ordem de 10° a 10°.

Como sera visto mais adiante, dependendo do tipo de superficie e da espécie adsorvida, a
intensificagdo do sinal Raman pode chegar a ser da ordem de 10° vezes, tornando a espectroscopia
Raman uma ferramenta analitica muito poderosa, com potencial para deteccdo em nivel de uma
molécula (SMD — Single Molecule Detection),6 ou seja, tdo sensivel quanto a espectroscopia de

fluorescéncia.®?*%

Outra vantagem do efeito SERS é que o sinal da fluorescéncia, de espécies
altamente fluorescentes, quando adsorvidas em superficies SERS-ativas, diminui consideravelmente

e pode até ser totalmente suprimido.*

Poucos metais permitem a observacao do efeito SERS e, dentre eles, a prata, o ouro € 0
cobre sdo os que mais se destacam, devido a alta refletividade 6ptica e a excitagdo do plasmon de
superficie ocorrer na regido do visivel, sendo a prata o metal que produz maior fator de intensificacéo,
seguido do cobre e do ouro. Entretanto, outros metais ja foram utilizados como substratos SERS-

ativos, como por exemplo, Ni, Pt, Pd, Cd, Zn, Ga e In."***

Varios mecanismos foram propostos para
explicar o efeito SERS, porém apenas 0os mecanismos eletromagnético e quimico obtiveram maior

consenso na comunidade cientifica.™
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O mecanismo eletromagnético (ME) explica o efeito SERS como sendo oriundo da
intensificacdo do campo elétrico local por meio da interacdo do campo elétrico da radiacdo incidente
com a superficie metalica nanoestruturada. JA& o mecanismo quimico (MQ) explica que o efeito SERS
se deve principalmente ao aumento da secdo de choque Raman, causado pela formacao de um

complexo de transferéncia de carga através da ligacdo metal-adsorbato.'**%%

2.2.2 Mecanismo eletromagnético (ME) para o efeito SERS

O ME envolve a excitagdo de plasmons de superficie (SPP — Surface Plasmon Polariton). O
SPP ¢é criado quando a radiagdo incidente excitante interage com o “gas” de elétrons da superficie
metalica, formando assim uma onda oscilante de elétrons, conforme mostrado na Fig.4. O SPP tem
duas componentes, uma paralela e outra perpendicular & superficie. Devido a regra de conservacao
de momento, o0 SPP nao pode se tornar radiativo (emitido) em superficies lisas, uma vez que neste
caso a componente perpendicular do SPP é desprezivel. A existéncia de rugosidade na superficie
(superficies metalicas nanoestruturadas) pode gerar SPP com componente perpendicular
significativa.*®> Ap6s interacdo do SPP com a molécula adsorvida, este pode ser emitido, tanto com a
energia do féton incidente (hvy), féton Rayleigh, como com a energia do féton Raman (hvy — hv,, ou

hvgy + hvm).33

Campo Eletrico

Estrutura nuclear
da nanoparticula

Oscilagdo nanuvemde
eletrons de condugao

Figura 4: Esquema representativo da oscilagdo do plasmon de superficie com o campo elétrico
incidente. Adaptado das Refs.[34 e 35].

Resgatando a Eq. (2), o mecanismo eletromagnético é assim conhecido por considerar que a
intensificagdo do sinal Raman ocorre via intensificagdo do campo elétrico local, mediante a oscilagéo,
em fase, do gas de elétrons de conducdo com o campo elétrico da radiacdo incidente. Mais
precisamente, a intensificagdo ocorre via amplificacdo ressonante do campo elétrico externo, Eqy, que

é dado por:*
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Eout = Eok + ank' (11)

onde o primeiro termo é o campo elétrico da radiacdo incidente, Eg, € 0 segundo termo é o momento
de dipolo induzido, ondek e k’ representam um conjunto de coordenadas cartesianas que definem a
geometria de excitacdo em relacdo a esfera metalica (representando a superficie SERS-ativa) e a é o
tensor de polarizabilidade da nanoparticula metalica, que, no caso de uma nanoparticula esférica

pode ser descrita como:**

a,, =ga’ (12)

onde ay, é a polarizabilidade da nanoparticula esférica, a é o raio da esfera e g é dado por:**

& — &
g=

g+ 2g, (13)

onde ¢ e g sdo as constantes dielétricas no interior da nanoparticula metélica e do meio dielétrico

(vacuo ou solvente) onde esta se encontra, respectivamente.

Note que a condicdo de ressonancia € aquela em que a parte real de ¢ seja igual a -2¢; e
que, a0 mesmo tempo, a parte imaginéria de ¢ seja muito pequena. Essa condi¢cdo é atingida para
metais com alta refletividade, como prata, ouro e cobre. Essa é, portanto, a condi¢do de ressonancia
para a excitagdo ressonante do plasmon de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance). A
densidade de estados ressonantes tipo SPR em sistemas SERS-ativos pode ser medida através do
espectro de absor¢do no UV-Vis-NIR. Por exemplo, dependendo do tamanho, forma e estado de
agregacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs), os SPRs podem absorver em comprimentos de

onda téo curtos como 385 nm ou até no infravermelho pr(’)ximo.35

Quanto mais heterogénea é a distribuicdo, do tamanho e forma, e grande o estado de
agregacao das AgNPs, mais indefinida fica a banda de absorcao correspondente a excitacdo dos
SPRs. Sempre que a radiacdo laser incidente coincide com uma dessas ressonancias, a excitacéo
dos SPRs promove uma intensificacdo do campo elétrico local que pode chegar até a 10° ordens de
grandeza. A intensificacdo é observada tanto para o campo elétrico da radiacdo incidente, como para

a radiacdo espalhada.®***

Segundo o ME, ndo é necessario que a molécula esteja em contato direto com a superficie

metdlica, razdo pela qual este mecanismo é conhecido como intensificagao de longo alcance.®***®

17



2.2.3 Mecanismo quimico (MQ) para o efeito SERS

O mecanismo quimico (MQ), também conhecido por mecanismo de transferéncia de carga,
sugere que a molécula (adsorbato), ou molécula espalhadora, esta ligada quimicamente a superficie
do metal formando um complexo de transferéncia de carga. Tal complexo de transferéncia de carga
pode ser formado por simples adsorcéo, interacdes eletrostaticas ou até mesmo pela formagédo de
ligacBes quimicas, de forma que, no processo de transferéncia de carga, o nivel doador do orbital
molecular tem uma maior contribuicdo do metal e o nivel receptor tem uma maior contribuicdo da
molécula espalhadora (ligante). Visto que o MQ explica a intensificacdo pela formagcdo de um
complexo de transferéncia de carga e exige a interacdo direta entre a molécula espalhadora e a

superficie metalica, este mecanismo é de curto alcance.*

Quando a radiac@o excitante interage com o metal ocorre a formagdo de um par elétron-
lacuna. Tanto o elétron, como a lacuna, podem ser transferidos para a espécie adsorvida. Na
transferéncia eletrénica, o elétron pode ocupar estados receptores da espécie adsorvida, enquanto no
caso das lacunas, elétrons séo transferidos a partir de estados doadores da molécula para estados
receptores do metal.** Tanto num caso, como no outro, apos um determinado tempo de interacdo, o
par elétron-lacuna se recombina emitindo radiacdo com a mesma energia do foton incidente (hvy —
espalhamento Rayleigh), ou com a energia do fé6ton Raman (hvg - hv,, ou hvg + hv,,)).A intensificacéo

do sinal Raman via mecanismo quimico pode chegar a ser da ordem de 10°.

A Fig. 5 mostra um exemplo do MQ utilizando como substrato SERS-ativo um eletrodo rugoso
de prata, ativado por ciclos de oxidag¢do-reducao, e a piridina como espécie adsorvida. Neste caso, 0
complexo de transferéncia de carga € composto pelos clusters de Ag, suportados na superficie sélida
do eletrodo de Ag, ligado & piridina, de forma que o orbital molecular HOMO, com maior contribuicdo
por parte da Ag, doa um elétron para o orbital molecular LUMO, com maior contribuicdo da piridina.
Assim, durante o processo de excitagdo do par elétron-lacuna pelo foton incidente, o elétron transfere
um quantum de energia vibracional para a piridina adsorvida, deixando-a vibracionalmente excitada.
Desta forma, com a recombinagdo do par elétron-lacuna o foton sera emitido (espalhado) com a
energia diferente em relagdo ao féton incidente, sendo a diferenca equivalente a um quantum

vibracional da piridina adsorvida.*"*
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Figura 5: Representacdo esquemética do mecanismo quimico para o efeito SERS, no qual ha a
formacdo de um complexo de transferéncia de carga, representado pela ligacdo da piridina (Py) ao
cluster de prata (Ag). Er é o nivel de Fermi da prata, LDS é a densidade de estados (p) doadores
(abaixo de Ef) e receptores (acima de Ef) gerada durante o processo de ativagdo. Retirado da Ref.
[33].

Quando a energia da radiacao incidente se aproxima ou se torna igual a diferenca de energia
entre esses estados doadores e receptores, ocorre um efeito de intensificacdo semelhante ao efeito

Raman ressonante.33

Como o mecanismo eletromagnético pode contribuir com um fator de intensificacdo de até
10° e o quimico com um fator de até 10° a combinacdo desses dois mecanismos, o que ocorre em
diversos sistemas, pode levar a uma intensificacdo total de 10°, o que possibilita a deteccdo de
espécies adsorvidas em sistemas SERS-ativos em nivel de uma Unica molécula (SMD - Single
Molecule Detection).® Contudo, ja foram reportados trabalhos com fator de intensificacdo total da
ordem de 10 a 10% para moléculas de rodamina 6G (R6G) adsorvidas em um sistema

nanoestruturado desenvolvido especificamente para SMmD. 3%
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Kneipp e colaboradores,*’ por exemplo, reportaram a obtencgéo do espectro de uma molécula
de R6G. Nessa época surgiu o termo “hot spots”, ou sitios quentes, que sdo caracterizados pela
regido limite de contorno de grdo entre duas nanoparticulas de Ag formando um agregado. As
moléculas adsorvidas nesse tipo de sitio ddo origem aos sinais SERS mais intensos, tanto
experimentalmente como calculados usando o modelo eletromagnético. No artigo de Kneipp e
colaboradores, além da superficie SERS-ativa, os autores utilizaram radiacdo incidente cuja
frequéncia, além de estar em ressonancia com o SPP, era igual ou se aproximava a frequéncia
correspondente a uma transicdo eletrdnica da R6G. Dessa forma, obtiveram o efeito SERS
ressonante, ou SERRS (Surface Enhanced Resonance Raman Scattering). Neste caso, 0s autores

estimaram um fator de intensificacdo da ordem de 10™*.

Apesar de a literatura reportar fatores de intensificagdo bem maiores que 10°, Le Ru e
Etchegoin12 destacam que muitos desses fatores de intensificagdo foram superestimados e mostram
gue a deteccao de sinal SERS em nivel de uma Unica molécula pode ser feita mesmo para fatores de

intensificacdo da ordem de 10°.

Conforme esquematizado na Fig. 6, experimentalmente, observa-se que a intensificacdo
SERS total € obtida ndo apenas via um dos mecanismos, ME ou MQ, mas pela interagdo dos dois
mecanismos no qual um dos dois podera ter maior contribuicdo que o outro. Assim, o fator de
intensificacdo total é dado pelo produto dos dois fatores de intensificagdo, como mostra a Eq.(14):

Eir = Fyg X Fyg (14)

onde, Fir é o fator de intensificagdo total, Fye 0 fator de intensificagdo via mecanismo eletromagnético

e Fuo O fator de intensificag&o via mecanismo quimico.
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ou Eletromagnético
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Figura 6: Representacdo esquematica dos mecanismos de intensificacdo do efeito SERS, cuja
expressdo (P = a - E|) representa a relagdo de cada mecanismo com o momento de dipolo induzido
P. Adaptado da Ref. [36].

Visto que a intensificacdo SERS é provocada pelos dois mecanismos combinados, esta pode

ser expressa por:>®

Isgrs (Vs) = N'ofi 1AW 121 A(w) 121 (vy) (15)

onde, A(v,) representa o fator de intensificacdo devido a radiacdo laser (contribuicdo do ME), de
intensidade I(v.), A(vs) a radiacdo espalhada, o termo 0 ads representa o aumento da segdo de
choque Raman das moléculas em contato com a superficie nanoestruturada (contribuicdo do MQ) e

N’ é o nimero de moléculas envolvidas no processo.
2.2.4 “Hot Spots”

O termo “hot spots” foi usado pela primeira vez em 1999, num artigo de Shalaev ecol.*® Nesse
artigo, os pesquisadores realizaram medidas de microscopia éptica de varredura de campo préximo
(Scanning Near-Field Optical Microscopy — SNOM) em nanopatrticulas de ouro formando agregados
com orientacdo randdmica(fractais) sobre um substrato de vidro. Esses autores observaram a
excitacdo de plasmons de superficie localizados (LSPR — localized surface plasmon resonances),
gerando campos elétricos gigantescos em sitios especificos da superficie que foram denominados

como “hot spots”.Mais tarde, em 2000, Brus e col.*®, estudando o efeito SERS de R6G adsorvida em
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pequenos agregados de AgNPs, propuseram que “hot spots” para SERS seriam as regides de jungao
entre duas AgNPs.

A seguir, serdo apresentados alguns resultados publicados na literatura que, pode-se dizer,
sao experimentos chaves na demonstracdo da existéncia dos “hot spots” bem como de sua
localizacdo em superficies SERS-ativas. Inicialmente, serd citado o trabalho de Svedberg e col.*
Nesse artigo, os autores fizeram uso de “pingas Opticas” para mover nanoparticulas individuais de
prata até o ponto de se tocarem uma a outra, formando um dimero de nanoparticulas de prata
isolado. Os resultados mostram que o sinal SERS do tiofenol adsorvido nas nanoparticulas formando

o dimero € ca. 20 vezes mais intenso que o observado para uma Unica particula.

Outro trabalho com desenho experimental muito interessante envolve a sintese de nanocubos
de prata e de técnicas de manipulagdo para gerar nanocubos isolados e formando pares. Nesse
trabalho, Camargo e col.“conseguiram obter nanocubos de prata com aresta de 100 nm cada. Os
espectros SERS do 1,4-benzenoditiol (1,4-BDT) adsorvido num nanocubo de prata isolado e num
dimero de nanocubos sdo mostrados na Fig. 7. O primeiro resultado interessante desse trabalho a
ser destacado é a dependéncia da intensidade SERS com orientagdo do nanocubo em relacdo a
polarizacdo da radiacdo excitante e, em segundo lugar, o fato de que a intensidade SERS das
moléculas de 1,4-BDT adsorvidas na jun¢é@o entre os dois nanocubos com o laser com polarizacéo
paralela ao eixo principal do dimero (Fig.7(d)) ser ca. 170 vezes mais intenso que o sinal SERS

observado para o nanocubo isolado (Fig.7(a)).
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Figura 7: Espectros SERS (excitagdo em 514.5 nm) do 1,4-BDT: (a,b) adsorvido num nanocubo de
prata para duas orientacfes diferentes de polarizagdo do laser em relacdo ao nanocubo; (c,d)
adsorvido num dimero de nanocubos, para duas orientacdes diferentes de polarizagédo do laser. As
insercbes sdo imagens MET, onde (1) indica a direcdo de polarizacdo do laser em relacdo ao

nanocristal e (2) a barra dimensional equivalente a 100 nm. Adaptado da Ref. [41].

22



Surgiram também trabalhos teéricos, com suporte experimental, para calculo dos fatores de
intensificacdo, realizados por Van Duyne e col.*?, cujos resultados mostram que os maiores fatores de
intensificacdo sdo obtidos para moléculas adsorvidas na regido de fronteira (juncdo) entre as
nanoparticulas. Esses autores realizaram calculos, medidas SERS e MET para mais de 60 substratos
SERS-ativos (chamados pelos autores de nanoantenas) baseados em mondmeros, dimeros e
trimeros de nanoparticulas de ouro modificados superficialmente pela adsorcao de 2-(4-piridil)-2-
ciano-1-(4-etilfenil)etileno (PCEPE). Para os mondmeros, ndo foi observado sinal SERS do PCEPE, o
que era condizente com o fator de intensificacdo (Fl) calculado menor que 10*. Para 91% dos
dimeros e agregados maiores foi observado sinal SERS do PCEPE, compativeis com os Fls
calculados da ordem de 10°. Outro aspecto a destacar desse trabalho é o deslocamento do LSPR
quando se vai de dimeros para trimeros. Por exemplo, na Fig.8 (b) o dimero apresenta LSPR com
méaximo em 635 nm, enquanto o trimero da Fig.8(c) as LSPR apresentam um maximo de excitagdo
em 742 nm. Além disso, os autores mostraram existir uma dependéncia do FI observado com a
distancia entre as nanoparticulas em que o aumento da distancia entre as NPs causa uma diminuicéo
do FI.

b) EF = 4.4x107 635 nm
() EF e
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Figura 8: Micrografias MET de dois tipos de agregados de nanoparticulas de Au (a esquerda) e os

espectros de absor¢do dos LSPR correspondentes. Adaptado da Ref. [42].
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Essa variagcdo do maximo de absor¢do das LSPR com o tipo de agregado de NPs tem

reflexos interessantes nos experimentos SERS, em especial quando se trabalha em regime de uma

molécula (single molecule detection — SMD). Tomemos como exemplo, a Fig.9, onde sdo mostrados

dois tipos hipotéticos de agregados de AgNPs, um na forma de dimero e outro na forma de um

trimero linear, com os espectros de absorcédo correspondentes das LSPR e espectros SERS de um

adsorbato hipotético. Os LSPR do dimero apresentam maximo de absor¢cdo em A, enquanto os LSPR

do trimero apresentam um maximo em A, O fator de intensificacdo é proporcional ao produto

|E|? X |E,. |%, onde E € o campo elétrico da radiacéo espalhada e E;,. € o campo elétrico local devido

a excitacdo da LSPR. Assim, no caso do dimero, o modo vibracional vi(Es;) do adsorbato esta em

ressonancia com o LSPR em \, enquanto que no caso do trimero, o modo v,(Esy) esta em

ressonancia com o LSPR em 2,. Portanto, em regime de SMD, as intensidades relativas podem

mudar, dependendo do tipo de agregado em que se encontra a molécula adsorvida.*

Coeficiente de extingao

Coeficiente de extingcdo

SERS intensity

~——
_____

SERS intensity

A, Alnm

-
=

Xb Alnm

Figura 9: Espectros SERS (em vermelho) e de absorcdo (em azul) de para uma molécula hipotética

adsorvida em dois tipos de agregados de AgNPs em regime de SMD. Ver texto para mais detalhes.

Adaptado da Ref. [42].
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Existem diversos trabalhos na literatura em que medidas SERS realizadas em condi¢Bes de
SMD mostram variac¢8es significativas nas intensidades relativas. Por exemplo, num estudo SERRS
da adsorcdo do corante perileno em filmes de Ag depositado a vacuo, Rubim e Aroca mostram
variacdes significativas nas intensidades relativas dos modos fundamentais do perileno e suas
harmonicas.*Nesse artigo foram observados espectros SERRS onde as primeiras harménicas
apresentam intensidade comparavel as fundamentais e espectros onde a segunda harmonica

apresenta intensidade comparavel a primeira harménica.

Dos Santos e col.** realizaram um estudo SERRS em regime de SMD usando a técnica de
bianalito. No caso, foram escolhidos os corantes brilliant Green e cristal violeta e eletrodo de Ag como
substrato SERS-ativo. Nesse trabalho, os autores observaram variagdes significativas em

intensidades relativas do lado Stokes em relacdo ao lado anti-Stokes (ver Fig.10).

Resonance to the Stokes
Resonance to the anti-Stokes

500 : 550 : 51'10 : 56'30 : SéO . 6(')0 : 650 ' 6;10 : GElSO ' 6£'30 ' 760 : 750
Wavelength / nm

Figura 10: Representacdo esquemética da contribuicdo ressonante para os ramos anti-Stokes e
Stokes do espalhamento Raman. As linhas de ressonancia azul e vermelha representam transicées
idealisticas e os dois espectros Raman mostram duas medidas experimentais em regime de uma
molécula (SMD). Em azul, o lado anti-Stokes esta dentro do perfil de ressonéncia justificando a maior
intensificacdo do lado anti-Stokes do espectro SERRS, enquanto em vermelho, o lado Stokes esta
em ressonancia e, portanto, existe uma intensificacdo preferencial para o ramo Stokes em

comparacdo com o anti-Stokes. Adaptado da Ref. [44]

Como sera mostrado mais adiante, variagbes significativas nas intensidades relativas de
sinais SERS das espécies investigadas neste trabalho também foram observadas e seréo discutidas

oportunamente.
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2.2.5 Algumas Aplicac6es do Efeito SERS

O efeito SERS tem sido explorado principalmente nas areas quimica, bioldgica e médica,
sendo utilizado no diagnéstico de cancer,*® controle de qualidade de diesel,*® deteccdo de vestigios
do pigmento verde malaquita,*’ vitamina E,*®indicios moleculares de vida em pedras e sedimentos,*
quantificacdo intracelular de derivado dinitrofendlico,® estudo de biorreducdo de cromato em

shewanella oneidensis,”* deteccdo de corantes em &agua,>® poluentes como hidrocarbonetos

53-56

poliaromaticos em combustiveis, dgua e solos, pesticidas em agua,’’diagnéstico de cancer de

tiredide,”® quantificacdo de residuos de melanina e glGten,**trifenilmetano em musculo de

62,63

peixe,*’cocaina em saliva,®*hemoglobina,®*®®estudos eletroquimicos com o inibidor de corrosdo

benzotriazol (BTAH) adsorvido em eletrodos de cobre®*®

AgNPs.®

e deteccdo do BTAH utilizando sols de

Trabalhos no d&mbito da detec¢do em nivel de uma molécula (SMD) tém sido reportados, por

37,66,67

exemplo, a deteccio de uma Unica base do DNA, hemoglobina,® viral,*® de corantes, como por

6,72,73

exemplo, cianina,”” R6G,"" cristal violeta, entre outras espécies.

A busca por maior estabilidade e possibilidade de identificacdo de moléculas em baixas
concentragdes resultou na utilizacdo de matrizes poliméricas na fabricacdo de substratos SERS-
ativos, devido a possibilidade de controle reacional. De acordo com o tamanho de particula desejado,
polimeros mais densos ou polimeros que formam géis altamente porosos podem ser utilizados. Neste
sentido, o agar-agar, agar ou agarose, tem sido empregado com sucesso devido a suas
caracteristicas fisico-quimicas, ao baixo custo, auséncia de toxicidade, facilidade de manuseio e,

principalmente, por ndo ser agressivo ao meio ambiente.™®*’

2.3 Agar, agar-agar ou agarose

2.3.1 Estrutura e Propriedades

O agar € um hidrocol6ide muito antigo, descoberto por volta do século XVII, extraido de algas
marinhas, de grande importancia para as areas alimenticia, quimica e biolégica. Devido a sua
incapacidade de ser digerido por grande parte dos microrganismos, 0 agar € muito utilizado como
meio solido de cultura microbiol()gica.74 Contudo, em virtude de sua capacidade geleificante, elevada
forca de gel (quando em baixas temperaturas), baixa viscosidade em solugéo, alta transparéncia,

temperatura de fuséo/geleificacdo bem definidas e termo-reversibilidade do gel,0 agar tornou-se um
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produto muito empregado, também, nas areas quimica e biolégica, sendo utilizado, por exemplo, em

eletroforese, cromatografia e microextragdo.*” ™

Pode ser extraido de diversos géneros e espécies de algas marinhas vermelhas, conhecidas
também como agardfitas, pertencentes a classe Rhodophyta, onde o agar ocorre como carboidrato
estrutural das paredes celulares. As principais espécies das quais o0 agar € extraido sao as do género
Gracilaria, Gelidium, Pterocladia, Ahnfeltia, Acanthopheltis japonica, Ceramium hypnaeordes e C.

boydenii, cuja qualidade varia entre as espécies.’”* "

O agar-agar, em seu estado natural, € uma mistura heterogénea de dois polissacarideos, a
agarose (um polimero neutro) e a agaropectina (um polimero sulfatado), entretanto, apenas a
agarose tem propriedade geleificante. A agarose é formada por cadeias repetidas de unidades
alternadas de D-galactose e 3,6-anidro-L-galactose. J4 a agaropectina é a agarose com porgées que
variam de 3 a 10% de sulfato, advindo de éster sulfato, acido D-glucurénico e pequenas quantidades
de acido piravico, sendo as porcentagens deagarose e agaropectina dependentes da espécie de alga
da qual o agar foi extraido. Geralmente a agarose (Fig. 11) é responsével por aproximadamente 70%

do agar.”*"

OH
OH

H\\O (0] /O\\H

OH

Figura 11: Estrutura quimica de um mondémero de agarose, composto principal do agar-agar natural,

onde n é o nimero de mondmeros ou cadeias.

A agarose é um material quimicamente inerte e sollvel em &gua quente, 95° - 100° C, dando
origem a um liquido coloidal que geleifica a temperaturas em torno de 35° - 40° C, e tais

caracteristicas tém se mostrado (teis no controle de reacdes quimicas.*®’

Uma vez que a
viscosidade restringe a difusdo de ions no meio, é possivel controlar reacdes quimicas, tanto
termodinamica, quanto cineticamente. Sendo assim, a utilizagdo da agarose como matriz polimérica
abre portas para o desenvolvimento de materiais nanoestruturados novos e mais complexos, pois tal
matriz permite, também, o controle do crescimento e agregacao das particulas.16 Em adicdo, o
processo de secagem do gel formado pela agarose causa o encolhimento do mesmo e promove, no
caso de nanoparticulas de prata dispersas no gel, além de estabilidade, a formagédo de “hot spots”
dindmicos, resultando na geracdo de um alto campo eletromagnético que melhora a intensificacdo do

sinal Raman.*"*®
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2.3.2 Utilizagao de nanoparticulas dispersas em agarose

Conforme ja citado na sessdo 1.1, Ayyad e colaboradores'® reportaram a biorreducdo de
prata produzindo nanoparticulas com forma e tamanho controlados em meio de agarose. Neste
estudo foram realizados trés métodos reacionais (A, B e C), cujas concentracdes e ordem de adicdo
da agarose foram diferentes. No método A, AgNO; (em diversas concentracdes) e agarose (3% a 5%
m/v) foram aquecidos, a 90° a 95° C, por 5 min e depois a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente. No método B, o gel de agarose (6%) foi preparado separadamente e depois agitado, ainda
guente, por 40 segundos com solugcbes de AgNO;. No método C o gel de agarose foi preparado e
resfriado separadamente, seguido de imersdo dos géis em solu¢cdes de AgNO; e a mistura foi
mantida a 7° C por 30 dias, antes da realizacdo das medidas.As nanoparticulas de prata (AgNPs)
obtidas apresentam diametros que variaram de 8 a 15 nm, sendo o maior didmetro obtido pelo
método A, utilizando solucdo de AgNO; 0,5 M e o menor diametro foi obtido pelo método B, utilizando
solucdo de AgNO;3; 0,55 M. Os espectros de absor¢cdo no UV-Vis revelaram excitacdo dos SPPs entre
423 e 433 nm. Apesar de 0s autores ndo realizarem medidas SERS, o estudo evidencia o efeito da
matriz polimérica, formada pela agarose, no controle do tamanho das AgNPs, uma vez que misturas

de diversas coloragdes e tamanhos de particulas foram obtidas.

Lofrumento e colaboradores®’ prepararam AgNPs, com diametro médio de 40 nm, pelo
método de Lee-Meisel (reducdo de AgNO; com citrato de sédio), de forma que 2,0 g de agarose
foram adicionados a 100 mL de coléide e aquecidos em microondas (300 W), seguido de
resfriamento a temperatura ambiente e acondicionamento em placa de Petri. Os géis obtidos foram
utilizados para extrair corantes vermelhos em amostras de tecidos para posterior identificacdo por
espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS), onde pedacos do gel com dimensdes 4 x
4 x 4 mm?® foram colocados em contato com o tecido por 30 minutos. As medidas SERS, dos géis
secos, foram realizadas com radiacdo laser de 514,5 nm e 785 nm, com tempo de integracdo de 10
segundos, onde foi possivel identificar a presenca dos corantes alizarina, purpurina e &cido

carminico.

Saha e colaboradores™ utilizaram discos de agarose contendo AgNPs na analise de corantes
(R6G, cristal violeta e alizarina) de tintas presentes em papel. As AgNPs foram preparadas,
separadamente da agarose, por reducdo quimica, a quente, com citrato de sédio e dodecilssulfato de
sédio. Posteriormente, uma aliquota da solucdo coloidal foi utilizada para solubilizar a agarose.
Discos de aproximadamente 3 mm desse gel foram cortados e secos antes de serem analisados. As
medidas SERS foram realizadas utilizando radiacéo laser de 514,5 nm e 785 nm. Medidas SERS
utilizando os discos de AgNPs dispersas em agarose forneceram espectros Raman melhores, quando
comparadas a medidas utilizando apenas o col6ide de prata. Neste sentido, os discos de Ag-agarose
tiveram melhores desempenhos devido a melhor obtengdo dos espectros Raman, maior estabilidade
e durabilidade desses discos, uma vez que podem ser guardados por meses e depois serem

analisados novamente.
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Os mesmos autores,’em outro estudo, utilizaram géis de agarose contendo AgNPs
suportadas em tiras de papel de filtro para a realizacéo de deteccéo ultra-traco de corante, pesticida e
explosivo. Os géis, 3% (m/v) foram obtidos pela dissolucdo de agarose em solucéo de Ag™ a 80° C.
Tiras de 2 cm x 2 cm de papel de filtro foram mergulhadas no gel por 5 segundos e deixadas secar na
auséncia de luz, a temperatura ambiente, por 72 horas, de forma que ao fim desse periodo foi
reportada a reducdo da prata, uma vez que o gel passou da coloragdo amarelo claro para marrom. As
medidas SERS de TNT, cristal violeta e clorpirifos foram obtidas com excitagdo em 514,5 nm (para o
TNT) e 785 nm (para o cristal violeta e clorpirifos). Otimos limites de detecgo foram relatados,
utilizando esse substrato SERS-ativo, sendo eles da ordem de 10™'M, 10® M e 10° M para o cristal
violeta, TNT e clorpirifos, respectivamente.

Devido as propriedades fisico-quimicas, baixo custo e formacédo de uma excelente armadilha
molecular, a agarose vem sendo cada vez mais empregada em estudos para o desenvolvimento de
novos substratos SERS-ativos. Neste sentido, além de seu uso em produtos alimenticios e em meios
de cultura microbiolégica, a agarose tem sido utilizada, como matriz polimérica de nanocompdsitos,

no controle do tamanho e forma de AgNPs,™®"’

bem como em estudos via efeito SERS de trans-1,2-
bis-(4-piridil) etileno, ®de R6G, acido 4-aminobenzéico e 4-aminotiobenzéico,' de 1-naftalenotiol,” de

dicloro-difenil-tricloroetano,™ de nucleosideos de DNA,*® entre outras aplicacoes.
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL
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3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Procedimentos

3.1.1 Reagentes Quimicos

Os reagentes quimicos, nitrato de prata (AgNO3 — FMaia), citrato de sodio - CS (NazCgHs0-.2
H,O — Merck), borohidreto de sodio (NaBH, — Vetec), rodamina 6G — R6G (C,gH3;N,O5Cl — Sigma/
Aldrich), cristal violeta — CV (C,sN3H3,Cl — Vetec), azul de metileno — MB (C6H1gN3SCI — Sigma/
Aldrich), benzotriazol — BTAH (C¢HsN3z — Sigma/ Aldrich), cloreto de sédio (NaCl — Vetec), peréxido de
hidrogénio (H,0,35% v/v — Dinamica), hidréxido de aménio (NH,OH 30% v/v — Vetec), acido sulfdrico
concentrado (H,SO, 96% v/v — Vetec) e agar bacterioldgico (Acumedia/ Neogen) sao todos de grau

analitico e foram usados sem purificagao prévia.

3.1.2 Procedimentos de Limpeza

Antes do uso, todas as vidrarias foram cuidadosamente limpas, inicialmente com solucdo
“piranha” alcalina (70% v/v NH,OH/ 30% v/v H,0,), seguido de solugcdo “piranha” &cida (70% v/v
H,SO, concentrado/ 30% v/v de H,0,) e a seguir enxaguadas varias vezes com agua destilada,

seguido de agua ultrapura Milli-Q®.

3.1.3 Preparo de Solugdes

As solucdes padrdo das espécies a serem investigadas, R6G, MB, CV e BTAH, foram
preparadas a partir da diluicdo de uma solugéo estoque 1,0x10™ mol-L™ conforme indicado na Tabela
1.

As solucdes, nas concentracfes 1,0x10°mol-L™, 1,0x10° mol-L?, 1,0x10”" mol-L™" e 1,0x10°

mol-L™, foram obtidas pela diluicdo de 10 mL, da solugdo uma ordem de grandeza mais concentrada,
para 100,0 mL. Por exemplo, para preparar a solucdo de R6G 1x10™ mol-L™ foram tomados 10,0 mL

da solucdo 1,0x10™ mol-L™ e diluidos até 100,0 mL.

Todas as solug8es foram preparadas utilizando agua ultrapura Milli-Q®.
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Tabela 1: Solucdes estoques das moléculas investigadas.

Moléculas Concentracéo Aliguota da Volume Concentracéao
investigadas | solugdoestoque/mol-L" | solugédo final/mL final/mol-L™
. estoque/
mL
2,0 2,0x107
R6G 5
4,0 4,0x10
MB 4 5
1,0x10 5,0 100,0 5,0x10
cv -
6,0 6,0x10
BTAH 5
8,0 8,0x10°

3.2 Sintese dos substratos SERS ativos

3.2.1 Sintese das AgNPs/Coloide

A solucdo de nanoparticulas de prata (AgNPs/Coloide) foi preparada com base no

procedimento descrito na literatura,®* conforme relatado abaixo:

Em um baldo de fundo redondo, de 250 mL, em banho de gelo, foram adicionados 100 mL de
solugdo aquosa de AgNOs5(1,4x10™ mol-L™) e 100 mL de solucdo aquosa de Na;CgHsO;.2H,O
(1,4x10™* mol-L™), ambas previamente resfriadas. Em seguida, apds um curto periodo em agitacdo
magnética, 4mL de NaBH4(2,5x10"4 moI-L"l) foram cuidadosamente adicionados, gota a gota. A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética, na auséncia de luz, por 2 horas, fornecendo uma

solucdo amarela, Fig.12, que foi acondicionada em um refrigerador.
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Figura 12: Imagem do produto final da sintese de AgNPs/Coloide com adigao de 14 pL de solugéo de
NaCl 0,1 mol-L™.

3.2.2 Sintese das AgNPs/Agar

As nanoparticulas de prata dispersas em gel de agarose (AgNPs/Agar) foram preparadas
com base no procedimento descrito na literatura,”® porém com algumas modificacdes, conforme
descrito a seguir. Sendo assim, diversas reac¢des foram realizadas, conforme descrito abaixo, de
forma que os pardmetros foram modificados, um a um, até a otimizacao da reacao. As reacdes foram
acompanhadas por espectroscopia Raman, para avaliar a reducdo da prata, a partir da presenca do
estiramento Ag-Cl assinalado em aproximadamente 242 cm™.

Procedimento A — Redugéio de Ag® com Agar

Inicialmente, com o objetivo de avaliar o efeito da agarose sobre a prata, em um erlenmeyer
de 50 mL contendo 10 mL de solucdo de AgNO; (0,01 mol-L™), previamente aquecida (85 — 90° C),
adicionou-se 250 mg de agarose deixou sob agitacdo e aquecimento por 30 minutos. Ao final da
reacdo a solucédo, inicialmente incolor, porém levemente turva devido a presenca da agarose, passou
a ter coloracdo amarela indicando, possivelmente, a reducdo da prata. A seguir os filmes foram
preparados, como descrito na se¢do 3.2, e medidas Raman foram feitas, entretanto houve auséncia
do pico referente ao estiramento Ag-Cl.

Procedimento B — Redugdo de Ag* com Agar na presenca de NaCl
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Procedimento B-1

Em um erlenmeyer de 125 mL, 250 mg de agar foram adicionados a 10 mL de AgNO; (0,01
mol-L™"), previamente aquecido a 85 — 90° C durante 5 minutos, e deixou sob agitacdo magnética e
aquecimento por 10 minutos. Em seguida, 10,5 mL de NacCl (0,01 mol-L™) foram adicionados gota a
gota (1 gota/s aproximadamente) com o auxilio de uma bureta, e entdo mais 250 mg de agar foi

adicionado e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética e aquecimento por 30 minutos.

Procedimento B-2

Em um erlenmeyer de 125 mL, 250 mg de agar foram adicionados a 10 mL de NacCl (0,01
moI-L‘l), previamente aquecido a 85 — 90° C durante 5 minutos, e deixou sob agitacdo magnética e
aquecimento por 10 minutos. Em seguida, 10,5 mL de AgNO; (0,01 moI-L'l) foram adicionados gota a
gota (1 gota/s aproximadamente) com o auxilio de uma bureta, e entdo mais 250 mg de agar foi

adicionado e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética e aquecimento por 30 minutos.

Procedimento C — Reduc&o de Ag’, em agar, com citrato de sodio

Procedimento C-1

Em um erlenmeyer de 125 mL, 250 mg de agar foram adicionados a 10 mL de AgNO; (0,01
moI-L"l), previamente aquecido a 85 — 90° C durante 5 minutos, e deixou sob agitacdo magnética e
aquecimento por 10 minutos. Em seguida, 10,5 mL de NaCl (0,01 moI-L"l) foram adicionados gota a
gota (1 gota/s aproximadamente) com o auxilio de uma bureta, e entdo mais 250 mg de agar e 3 mL
de CS (0,01423 mol-L™") foram adicionados e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética e

aquecimento por 30 minutos.

Procedimento C-2

Em um erlenmeyer de 125 mL, 250 mg de agar foram adicionados a 10 mL de AgNO; (0,01
moI-L'l), previamente aquecido a 85 — 90° C durante 5 minutos, e deixou sob agitacdo magnética e
aguecimento por 10 minutos. Em seguida, 10,5 mL de solu¢édo de NaCl e CS (0,01 mol-L™ e 0,0467
mol-L™, respectivamente) foram adicionados gota a gota (1 gota/s aproximadamente) com o auxilio
de uma bureta, e entdo mais 250 mg de agar foi adicionado e a mistura foi mantida sob agitacao

magnética e aquecimento por 30 minutos.

Procedimento C-3

Em um erlenmeyer de 125 mL, 250 mg de agar foram adicionados a 10 mL de AgNO; (0,01

moI-L'l), previamente aquecido a 85 — 90° C durante 5 minutos, e deixou sob agitacdo magnética e
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aguecimento por 10 minutos. Em seguida, 5 mL de solu¢do de NaCl e CS (0,01 mol-L™ e 0,0854
mol-L™, respectivamente) foram adicionados gota a gota (1 gota/s aproximadamente) com o auxilio
de uma bureta, e entdo mais 250 mg de agar foi adicionado e a mistura foi mantida sob agitacdo

magnética e aquecimento por 30 minutos.

Apenas o procedimento C-3 forneceu AgNPs/Agar com atividade SERS, uma vez que o0s
seus espectros Raman apresentaram melhores relagfes sinal/ruido em relagdo ao pico em ca. 242
cm™ assinalado ao estiramento Ag-Cl, uma vez que ions cloreto sdo adicionados para induzir
agregacdo das AgNPs. Sendo assim, este foi o procedimento utilizado para a sintese das
AgNPs/Agar, fornecendo um gel com de coloragédo castanha (Fig. 13(A)) que apresentou um brilho
metalico, conforme pode ser observado na Fig. 13(B) caracteristico do espalhamento de luz pelas

AgNPs presentes.

Para a formacéo dos filmes de AgNPs/Agar, 20 gotas da solugéo obtida foram depositadas
por “spin coating” (1000 RPM) sobre uma lamina de vidro durante um tempo de rotacdo de 15
segundos. Os filmes de AgNPs/Agar, Fig.13(C),foram guardados na auséncia de luz para uso

posterior.

Figura 13: (A) Imagem do produto final da sintese de AgNPs/Agar, (B) da sintese completa de
AgNPs/Agar durante agitacdo magnética e (C) de AgNPs/Filme de Agar obtido por deposicdo de
AgNPs/Agar por “spin coating”.

E importante ressaltar que a sintese de AgNPs em gel de Agar, acima descrita, foi otimizada,
e antes de sua obtencéo varias outras reacdes foram feitas porém, resultados insatisfatérios foram
obtidos. Na tentativa de obtencdo de AgNPs em forma, tamanho e estado de agregacao adequados
para a observacdo do efeito SERS varios parametros foram alterados, um a um, até que se
conseguisse o0 resultado desejado. A rota sintética para a obtencdo do substrato SERS-ativo de

AgNP/Agar sera descrita com mais detalhes na sesséo de resultados.
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3.3.Caracterizacdo dos Materiais

3.3.1 Instrumentacéao

As medidas SERS foram realizadas em um sistema Raman InVia, da Renishaw, equipado
com um detector CCD,resfriado termoeletricamente e uma rede de difragdo de 1200 linhas/mm. Um
microscopio Leica com uma objetiva de 50x foi usado para focalizar o feixe da radiacéo laser na
amostra e coletar a radiacdo espalhada. A resolucdo espectral nominal foi 6 cm™. O laser de
excitagéo foi o de HeNe (Renishaw) com emissdo em 632,8 nm. Todos o0s espectros foram obtidos a
uma poténcia de laser de 2 mW (medidos na entrada do instrumento, depois de um filtro de 10%). Os

numeros de onda foram calibrados utilizando uma pastilha de Si.

Os espectros na regido do UV-Vis (200 a 800 nm) foram adquiridos em um espectrofotémetro
UV-Vis 2450 da Shimadzu.

As micrografias, obtidas por microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM), das
AgNPs/Coloide e AgNPs/Agar foram obtidas em um microscépio eletrénico de transmissdo JEM-1011

da Jeol.

Na obtengé&o dos filmes de AgNPs/Agar foi usada a técnica de “spin coating” empregando um
equipamento da SmartCoat operado a 1000 RPM, com aceleracdo de 2000 RPM/s e tempo de

rotacdo de 15 segundos.

3.3.2 Medidas SERS, UV-Vis e MET com as AgNPs/Coloide

Inicialmente, para induzir agregacdo das nanoparticulas de prata, 14 pL de solugdo de NaCl
0,1 mol-L* foram adicionados a 5 mL de AgNP/Coloide. Em um ependorf adicionou-se, a 1mL da
mistura (AgNP/Coloide/NaCl), 60 yL de solucdo de R6G, na concentragdo desejada, homogeneizou-
se a mistura e adicionou-se uma aliquota da mesma em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico
de 1lmm.Para cada solucdo de AgNP/Coloide/R6G foram registrados 100 espectros SERS, com

tempo de integracdo de 1 segundo. Para cada concentracdo foram realizadas medidas em triplicata.

Para as medidas no UV-Vis, a solucdo de AgNP/Coloide/R6G foi colocada em uma cubeta de

guartzo com caminho éptico de 1 cm. A concentracao de R6Gnessa solugédo foi de 1,0x10™ mol-L™,

Uma gota (ca. 0,025 mL) da solucdo de AgNP/Coloide, contendo NaCl (14 puL de NaCl 0,1
mol-L* para cada 5 mL de AgNPs/Coloide) foi depositada sobre um grid de cobre, da SpiSupplies,
para andlise por microscopia eletronica de transmissdo (MET) e entdo deixou secar de um dia para o

outro, a temperatura ambiente, para posterior aquisi¢cdo das micrografias.
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As micrografias foram tratadas no software ImageJ, versdo 1.48, para a estimativa do
tamanho médio das particulas e dos histogramas, cujos dados foram trabalhados no software
OriginPro 8.

3.3.3 Medidas SERS, UV-Vis e MET com as AgNPs/Agar

Os filmes de AgNPs/Agar foram recobertos com uma gota, contendo 60 pL de solugdo do
adsorbato (R6G, MB, CV ou BTAH), na concentragdo desejada por 18 horas a temperatura ambiente
antes de realizar as medidas SERS. Para cada filme foram adquiridos 100 espectros SERS,usando o
procedimento de “mapping” do equipamento Renishaw. Os 100 espectros, com tempo de integracéo
de 1 segundo, foram adquiridos em intervalos de 2um, resultando em uma area varrida de 20 x 20

pm. As medidas para cada solucéo foram realizadas em triplicata.

Para as medidas no UV-Vis, os filmes de AgNPs/Agar foram cobertos com 1 mL da solucéo
do adsorbato, em concentracdo de 1,0x10™ mol L. As medidas foram realizadas apés 18 hs de

exposi¢éo do filme & solugdo contendo o adsorbato.

Para a obtencdo das micrografias por MET o gel de AgNPs/Agar foi diluido, com agua
ultrapura Milli-Q® guente (aproximadamente 80 - 90 °C), na propor¢do de 1:50. Uma gota dessa
solucdo (ca. 0,025 mL) foi adicionada sobre o grid de cobre que foi acondicionado em recipiente
apropriado a temperatura ambiente por 18 h antes de realizar as medidas. As micrografias foram
tratadas no software ImageJ, versédo 1.48, para a estimativa do tamanho médio das particulas e

geracdo dos histogramas, cujos dados foram tratados no software OriginPro 8.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AgNPs/Coloide como substrato SERS-ativo

4.1.1 Sintese e caracterizacao das AgNPs/Coloide

As amostras de AgNPs/Coloide foram preparadas conforme descrito na secdo 3.2,
fornecendo uma solucéo de coloragdo amarela (Fig.12) que, apds a adi¢do de 14 pL de solugdo de
NacCl (0,1 moI-L'l) a 5 mL de solucao coloidal, ficou ligeiramente mais escura, acompanhada de um
leve aumento em sua viscosidade e turbidez, indicando agregacdo das nanoparticulas, devido a

adsorc¢do de ions CI na superficie das particulas.

A solucao coloidal foi entéo caracterizada quanto ao tamanho e forma das nanoparticulas por
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) e espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel. As
Figs. 14(a), (b), e (c) mostram as micrografias e o histograma, construido a partir da medida de 300
nanoparticulas. As micrografias mostram que as nanoparticulas de Ag (AgNPs), apresentam forma
predominantemente esférica, com diametro médio de 8 nm. Nota-se que as AgNPs encontram-se, em

sua maioria, agregadas em duas ou mais particulas.
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Figura 14: Micrografias das AgNPs/Coloide com aumento de 200 kV (a) e 400 kV (b) e histograma
obtido pela medida de 300 particulas (c).

O espectro de absor¢do no UV-Vis das AgNPs/Coloide é apresentado na Fig. 15 e mostra um

maximo de absor¢cdo em 394 nm, caracteristico da excitacdo de SPP em NPs de prata.83
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Figura 15: Espectro da absorcao UV-vis da solucéo coloidal de AgNPs/Coloide.

Nota-se que a banda de absor¢édo ndo mostra qualquer assimetria, indicando a presenca de
particulas de tamanho relativamente uniforme e a auséncia de agregados maiores de nanoparticulas,

0s quais causam uma assimetria dessa absor¢éo para maiores comprimentos de onda.
4.1.2 Estimativa da concentracdo de AgNPs

A prata metalica cristaliza-se huma estrutura cubica de face centrada (grupo espacial Fm3m),
cuja célula unitaria possui quatro atomos com parametro de célula de 4,0862 A ou 0,40862 nm
levando a um volume de célula unitaria, calculado, corresponde a 0,06823 nm*® Os 200 mL de
solucdo usada na sintese das AgNPs contém 2,1x10%° fons Ag’. De acordo com os dados de MET, as
AgNPs apresentam um didmetro médio de 8,0 nm. Supondo que todas as AgNPs possuem simetria
esférica, em 200 mL de solu¢éo seriam gerados, por reducéo, 1,34x10"® esferoides de prata, dando

uma concentracdo de AgNPs de 1,1x10” M.

As medidas SERS foram realizadas na configuragdo confocal do equipamento. Nessas

condic¢des, o volume confocal amostrado pelo feixe do laser incidindo na amostra é dado por:85

3
Vconfocal = T[EK(‘)3 (16)

ondew é o raio do feixe laser no plano x,y e k € um fator geométrico definido pela razdo entre a
resolugdo Optica na direcao z (direcdo do feixe laser) e a resolugdo 6ptica no plano x,y e pode ser

dado pela expressao:
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onde n é o indice de refracdo e NA é a abertura numérica da objetiva. Considerando que as medidas
foram realizadas em solucdo aquosa (n = 1,3), que a objetiva usada tem NA = 0,45 e w = 2 um, temos
um volume confocal de 300 pm*® ou 3x10™*° cm?®, valor duas vezes maior do que o obtido por Le Ru et.
al.®®para uma objetiva com caracteristicas semelhantes. Portanto, o nimero de AgNPs amostradas
pelo feixe laser nesse volume deve ser menor do que 2,0x10* uma vez que, como mostram 0s
resultados de MET, parte significativa das AgNPs encontram-se formando agregados de duas ou

mais particulas.

Os espectros SERS registrados das AgNPs/Coloide, Fig.16, revelam a presenca de um sinal
SERS em ca. 247 cm™ referente ao estiramento Ag-Cl, uma vez que o cloreto é adicionado antes da
adicdo do adsorbato, para estabilizar e induzir a agregacédo das nanoparticulas. A observacdo desse
sinal SERS d4 uma indicacdo da qualidade do substrato para estudos SERS. Se esse sinal ndo é
observado, o substrato dificilmente apresentara sinal SERS significativo para espécies adsorvidas.
Registre-se que nos espectros da Fig.16, as relagdes sinal/ruido sdo muito diferentes. Por exemplo,
no espectro 24/100 a amplitude do sinal é aproximadamente duas vezes a amplitude do ruido,

enquanto no espectro 93/100, essa relacéo € maior que 10 vezes.

— AgNPs/Coloide
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Figura 16: Espectros Raman das AgNPs/Coloide.

Uma das substancias mais usadas para avaliar a atividade SERS de um substrato é a R6G.%
Neste sentido, escolheu-se a R6G como molécula prova para ser usada como referéncia na
comparacdo das atividades SERS dos dois substratos SERS-ativos investigados neste trabalho, os

substratos a base deAgNPs/Coloide e os substratos a base de AgNPs/Agar.
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4.1.3 Adsorcdo de Rodamina 6G (R6G) em AgNPs/Coloide

Os espectros SERS da R6G (em duas concentracdes) adsorvida em amostra de
AgNPs/Coloide sdo mostrados nas Figs.17 e 19. Como ja descrito anteriormente, o pico observado
em todos os espectros na faixa de 242-245 cm™se deve ao modo de estiramento AQ-Cl (vagcr)
referente ao cloreto adsorvido a nanoparticula metélica, uma vez que ions cloreto foram adicionados
a solugédo coloidal para estabilizar e induzir a agregacao das AgNPs. Em alguns espectros é possivel
observar apenas o pico em242-245 cm™ (vagc)) € em outros hé a presenca de picos caracteristicos do
corante R6G.*” Por exemplo, o espectro 5/100 (Fig.17(a)) mostra apenas o sinal em
245 cm™, enquanto os espectros 24/100, 48/100 e 58/100 mostram, além do sinal em 242 cm™, sinais
caracteristicos da R6G.Como a concentragdo de R6G é muito baixa, durante a aquisicdo dos
espectros pode acontecer de que as AgNPs presentes no caminho do feixe de excitacdo laser ndo

terem moléculas de R6G adsorvidas, resultando na observagéo apenas do modo vagg.

{a) AgNPs/Coloide - [R6G] = 1.0x10¢ M (b) AgNPsIColoide - [R6G] = 1.0x10¢ M
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Figura 17:Espectros SERS de AgNPs/Coloide com R6G 1,0x10° M. (a) espectros simples sao
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3)

indicam as triplicatas.

Nos espectros da Fig.19(a) onde se observa sinais da R6G 0 modo vagc aparece deslocado
para menores nimeros de onda (232 cm™). Mais adiante apresentaremos uma explicacdo para esse

deslocamento.

Os resultados da Fig.17(a)também mostram variagdes significativas nas intensidades
relativas, néo apenas entre os sinais da R6G e 0 modo vagc, mas também nas intensidades relativas
da R6G. Por exemplo, no espectro 48/100 os sinais da R6G proximos de 1361 e 1510 cm“sdo0 mais
intensos que o sinal em 612 cm™, enquanto que nos espectros 58/100 e 24/100 suas intensidades
sdo ligeiramente semelhantes. Note que nos espectros correspondentes as médias de 100 espectros,
Fig.17(b), espectros (1), (2) e (3), as intensidades relativas se mantém constantes. As variacdes de

intensidade relativa sdo observadas somente para baixas concentracbes e tempos curtos de
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integracdo do sinal.**%® pois refletem as variacBes das ressonancias de SPP para cada AgNP que

cruza o feixe laser durante a aquisicdo dos espectros.

Contudo, conforme esperado,?” em baixas concentracdes, tal como 1,0x10°® mol-L™, ha um
namero significativo de eventos nulos para R6G, ou seja, alguns dos espectros registrados mostram
apenas o sinal do Ag-Cl, como por exemplo, o espectro 5/100 da Fig.17(a). Entretanto,todos os
espectros mostram o sinal SERS do Ag-Cl, com maior ou menor intensidade, evidenciando que a
pouca quantidade de espectros com sinais SERS da R6G se deve a baixa concentracdo do
adsorbato e ndo a auséncia de nanoparticulas SERS-ativas. Para melhor ilustrar esse
comportamento, a Fig.18 mostra uma representacdo 3D dos 100 espectros que constituem uma das
réplicas da Fig.17(b). Esse conjunto de espectros mostra como variam as intensidades relativas em

cada espectro, hem como a existéncia de varios espectros onde nenhum sinal SERS da R6G é

observado.

AgNPs/Coloide - [R6G] = 1.0x10¢ M
(a)

Figura 18: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados da Fig. 17(b).

Conforme mencionado na parte experimental, o volume de solu¢cdo de AgNPs para essas

medidas foi de 1 mL. De acordo com a estimativa da concentracdo de AgNPs na amostra de

43



AgNPs/Coloide, 1 mL dessa soluc&o contém 6,7x10™ AgNPs de simetria esférica e uma 4area total de
1,35x10" nm?. Assumindo que a area ocupada por uma molécula de R6G adsorvida seja de 1 nm?,
para a cobertura completa da superficie das AgNPs no coloide seriam necessarias 1,35x10°
moléculas de R6G. No presente caso, Fig.17, a concentracdo de R6G é 10®° M, correspondendo a
3,6x10™ moléculas em 60 uL da solucdo que foram adicionados a 1mL da solugdo de AgNPs. Esse
niimero é menor que o nimero de AgNPs (6,7x10"), sugerindo ser muito provavel a existéncia de
AgNPs com apenas uma molécula adsorvida na superficie.Neste sentido, estes resultados sugerem
gue os espectros da Fig. 17(a)sdo devido a deteccdo de moléculas Unicas (SMD - single molecule

detection) de R6G adsorvidas nas AgNPs. Mais evidéncias para esta afirmacdo serdo apresentadas

adiante.
- (a) AgNPs/ Coloide - [R6G] = 2.0x10° M (b) AgNPs/ Coloide - [R6G] = 2.0x10°M
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Figura 19: Espectros SERS de AgNPs/Coloide com R6G 2,0x10° M. (a) espectros simples séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3)
indicam as triplicatas. Os espectros foram normalizados em relacéo as intensidades dos picos em 612

cm™.

Espectros SERS da R6G em concentracdo mais alta (2,0x10'6 M) na presenca de
AgNPs/Coloide séo apresentados na Fig.19(a). Neste caso, observa-se que o0s espectros individuais
apresentam comportamento diferente do observado para a concentracdo de 10 ™, pois as
intensidades relativas se mantém constantes para cada espectro e sdo as mesmas das observadas
para as médias dos 100 espectros (Fig.19(b)). Estes resultados sugerem que, nessa concentragao,
os sitios SERS-ativos nas superficies das AgQNPs estdo completamente ocupados por moléculas de
R6G.

O conjunto dos 100 espectros SERS para uma das réplicas esta apresentado numa imagem
3D na Fig.20. Embora as intensidades absolutas para cada sinal SERS observado sejam diferentes
de espectro para espectro, as intensidades relativas se mantém constantes, tanto em relacdo aos
espectros simples entre si, quanto quando estes sdo comparados as médias espectrais.Na Fig.19(a)
0s espectros aparecem com as mesmas intensidades, pois foram normalizados em relacdo ao sinal
SERS em 612 cm™.
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Os espectros SERS da Fig.19(a) mostram que o sinal do Ag-Cl aparece em 235 cm™. Como a
R6G é um cation, esta, provavelmente, se adsorve sobre as AgNPs formando um par idnico com ion

CI', resultando num deslocamento do modo vagc para nimeros de onda menores.

AgNPs/Coloide - [R6G] = 2.0x10-° M

Figura 20: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 19(b).

A seguir, procurou-se investigar, com mais detalhes, a variacdo das intensidades SERS da
R6G com sua concentracdo. A variacdo da intensidade SERS do sinal da R6G em 612 cm™em
funcdo da concentracdo de R6G ¢é apresentada na Fig.21. Esses resultados mostram que a
intensidade SERS do sinal da R6G em aproximadamente612 cm™ tende a um valor limite & medida
que a concentracdo de R6G aumenta, sugerindo que para concentragcfes altas ocorre uma saturagéo
dos sitios SERS-ativos. E importante ressaltar que a intensidade em cada concentracdo é um valor
médio de medidas em triplicata, onde cada medida corresponde a uma média dos 100 espectros

registrados em cada réplica.
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Figura 21: Dependéncia da intensidade SERS (a 612 cm™) na concentracdo da solucdo de R6G para
a R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide. As barras verticais correspondem ao desvio padrao da medida

da intensidade média (triplicata).

Para avaliar o comportamento da adsorcdo da R6G nas AgNPs/Coloide diferentes modelos
de isotermas de adsor¢do foram testados. O primeiro modelo aplicado para os dados observados foi

a isoterma de Freundlich, cuja equacgédo € expressa por:89

6 = K.Cc'/" (18)

onde Kr é uma constante que ndo depende da concentracdo da R6G, C é a concentracdo de
equilibrio da R6G na solucdo e 1/n é um pardmetro empirico. Os valores de 6 serdo obtidos através

da expressao:

0=— (19)

onde | é a intensidade do sinal em 612 cm™ de uma particular concentracéo de solugéo do adsorbato
e lp é a intensidade SERS do sinal em 612 cm™ a uma concentracéo definida, usualmente préxima da

saturacao.Neste caso |, foi escolhido como sendo a concentracédo de 8,0x10° M.

O segundo modelo de isoterma de adsorcéo foi a de Langmuir, descrito por:90
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K¢
K C+1

(20)

onde K, é a constante de adsor¢éo de Langmuir, C e 6 tém o mesmo significado como descrito acima
para a Equacéo 18.

Outro modelo de adsorcéo testado foi a isoterma de adsorgéo de Frumkin, expressa por: "%

Ky Ce™299
9 = Fk

= _Fke® 7 21
KppCe299 + 1 (21)

onde Kg é a constante de adsorcdo de Frumkin e g € um parametro correlacionado a interagdo entre
as espécies adsorvidas. Se g < 0, a interacdo é repulsiva, em contrapartida, se g > 0 a interagéo €

atrativa.

Os trés modelos de adsorcado citados acima foram aplicados para a adsor¢cdo de R6G nas
AgNPs/Coloide. Os dados experimentais e as curvas ajustadas para cada tipo de isoterma sé&o
apresentados na Fig. 22 e a Tabela 2 mostra os parametros de ajuste obtidos para cada curva.

Tabela 2: ParAmetros de ajuste para as isotermas mostradas na Fig. 22.

Superficie/ Tipo de Equacéao Outros K R?
Adsorbato Isoterma Parametros
AgNPs/ Freundlich (18) c=0.54+0.04 7.7x10%+ 0.952
Coloide/R6G 0.7x10?
Langmuir1 | (23) ¢ =0.97 +0.03 1.6x10%+ 0.993
0.2x10°
Langmuir 2 (20) 1.4x10%+ 0.988
0.1x10°
Frumkin (21) g=0.8+0.2 5.0x10°+ 0.976
1.8x10°

* ¢ = coeficiente linear (inclinagdo da reta); g = pardmetro descrito pela isoterma deFrumkin, descrito

na Equacéao 21.
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Figura 22: Recobrimento da superficie (6) as AgNPs/Coloide como uma fungédo da concentragédo de
R6G. (m) Dados experimentais; e ajustes para as isotermas de: (a) Freundlich; (b) Langmuir 1; (c)

Langmuir 2; (d) Frumkin.

No caso da isoterma de Freundlich os valores de 6 foram obtidos usando o Kg e 1/n como

obtidos a partir da equacao abaixo:
1
logl = logKy + ;logC (22)

Note que a Fig. 22 mostra duas isotermas de Langmuir. A isoterma de Langmuir 1 foi obtida

pela recuperacédo dos valores de 6 usando a forma linearizada da equacédo de Langmuir:
c
=—+C (23)

A isoterma de Langmuir 2 foi obtida por dados gerados pelo ajuste dos dados experimentais a
Eqg. (20). Os resultados da Tabela 2 mostram que, no caso da R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide, os
melhores parametros de ajuste foram para as isotermas de Langmuir (1 e 2). E importante mencionar
gue o coeficiente linear esperado para a equacgao de Langmuir (Eq. 20) é um, e que o coeficiente
obtido foi de 0,97 para uma K = 1,6x10° mol™-L. Para este valor de K, obtém-se um valor de AG4ys de
(-35 + 1) kJ-mol*(4G.gs = -RT In Ky), indicando que a R6G adsorve quimicamente sobre a superficie
das AgNPs,seguindo um mecanismo de adsor¢do de Langmuir. A pequena diferenca entre os dois
ajustes de Langmuir é devido ao fato que o coeficiente linear obtido a partir da Eq. 20ser ligeiramente

diferente da unidade.
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De acordo com a isoterma de Langmuir 1 da Fig. 22, o recobrimento da superficie, 6, pela
R6G na concentracdo de 1,0x10° M, é 0,023 +0,002. Ou seja, ca. 2,3% dos sitios SERS-ativos estdo
recobertos por moléculas de R6G, o que reforca a afirmacgdo prévia de que nessa concentracdo de

R6G em solucéo os espectros SERS da Fig. 17(a) sdo de moléculas individuais de R6G.

4.2 AgNPs/Agar como substrato SERS-ativo

4.2.1 Sintese e caracterizacao das AgNPs/Agar

Uma vez descritas as etapas de otimizacdo sintética das AgNPs/Agar, estas foram
preparadas de acordo com a secdo 3.2, fornecendo um gel de coloracdo castanha com um brilho
superficial metalico, conforme observado na Fig. 13(B). Os filmes obtidos foram caracterizados
quanto ao tamanho e forma por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e espectroscopia no
UV-Vis. AsFigs. 23(a), (b) e (c) mostram as micrografias obtidas, assim como o histograma construido
a partir da medida de 300 particulas, no qual é possivel observar a formacao de nanoparticulas
esféricas, com distribuicdo média de 19 nm e com agregados de duas ou mais particulas. O espectro
de absorgcdo no UV-Vis de um filme de AgNPs/Agar € apresentado na Fig. 24(b), em comparacéo
com o espectro de absor¢cdo de uma solucdo de AgNPs/Coloide, Fig.24(a). Note que no caso das
AgNPs/Agar, um méximo de absorcao é observado em 423 nm, ou seja, deslocado em 29 nm para
maiores comprimentos de onda em relacdo ao maximo observado para as AgNPs/Coloide. Esse
deslocamento é compativel com o aumento do tamanho médio das AgNPs. Além disso, o espectro da
Fig.24(b) mostra uma estrutura bem visivel (fraca intensidade e larga) préximo a 600 nm, indicando a

presenca de uma maior quantidade de agregados em relagdo a amostra de AgNPs/Coloide.

Espectros Raman registrados das AgNPs/Agar revelaram a presen¢a de um pico assinalado
na faixa de 242-245 cm™ referente ao estiramento Ag-Cl, uma vez que o cloreto é adicionado a
sintese como agente agregante. A presenca do pico de Ag-Cl com alta intensidade é um forte indicio
de que o substrato é SERS-ativo. Sendo assim, foram realizadas medidas SERS avaliando a
adsorcado de compostos modelos nos filmes de AgNPs/Agar, de forma que 60 pL das solu¢des dos
adsorbatos foram colocados sobre os filmes obtidos e mantidos na auséncia de luz por um periodo de

incubacéo de 18 horas.
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Figura 23: Micrografias das AgNPs/Agar com aumento de 200 kV (a) e 400 kV (b), histograma obtido
pela medida de 300 particulas (c).
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Figura 24:Espectros no UV-Vis das AgNPs/coloide (- - - -) e AgNPs/Agar (__ ).
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4.2.2 Caracterizagcdo dos adsorbatos utilizados (R6G, MB, CV e BTA)

Os compostos modelos, adsorbatos, utilizados foram escolhidos de forma a explorar a
funcionalidade do substrato para diferentes fatores de intensificacdo, uma vez que alguns adsorbatos
podem estar em ressonéncia com a radiacdo laser e, conforme visto anteriormente, um sistema em
ressonancia tem maior fator de intensificacdo e da origem a um espectro do tipo SERRS.
Considerando que os espectros foram excitados com a radiacdo laser em 632,8 nm, os adsorbatos
utilizados foram a R6G (razoavelmente fora de ressonancia), CV (pré-ressonancia), MB (em
ressonancia) e BTAH (fora de ressonancia), cujos espectros de absor¢cdo no UV-Vis estéo

representados na Fig. 25.

' 632,8 B ‘o 632.8
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Figura 25:(A) Espectros UV-Vis das solucdes dos adsorbatos (a) BTAH, (b) CV, (c) MB e (d) R6G
puros na concentracdo de 1,0x10™M; (B) Do filme de AgNPs/Agar exposto a 3 gotas de 10" M de
solucao aquosa de adsorbato; (a) é o espectro do filme de AgNPs/Agar sem adsorbato; (b) R6G; (c)

MB; (d) CV e (e) BTA.

Antes da apresentacdo dos resultados para o efeito SERS/SERRS desses adsorbatos em

amostras de AgNPs/Agar é importante fazer uma discusséo acerca dos resultados da Fig.25.

E sabido que, dependendo da concentragéo, 0s corantes R6G,* MB® e CV,* podem ser
encontrados em solugdo aquosa na forma de monémeros e dimeros. No caso do MB, agregados
maiores podem ser formados quando adsorvidos em argilas minerais.®’ Para melhor entendermos as

estruturas de absorcdo observadas nos espectros da Fig.25, vamos considerar o equilibrio monémero

(M)-dimero (D) com a constante K,: 2M == D; K, =%. Os valores de Kppara os corantes
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investigados, conforme obtidos da literatura, sdo apresentados na Tabela 3. Com base nos dados
dessa Tabela fica evidente que, para a concentracdo de 10” M, os corantes R6G, MB e CV estio
presentes em solucao aquosa (Fig.25(A)) formando mondmeros e dimeros, com predominancia de
mondmeros. No entanto, nos espectros da Fig.25 (B) as absorcbes devidas aos dimeros sao mais
intensas que as dos mondmeros correspondentes, indicando que a concentracdo desses corantes no
filme de AgNPs/Agar é maior que em solugcédo aquosa. De acordo com os valores de K, da Tabela 3,
0 corante com maior tendéncia para formar dimeros em solucdo é o MB. Considerando o equilibrio
(MB), == 2 MB para a concentracdo de 2,5x10™ ca. 100% das moléculas de MB estariam na forma
de dimeros. Note que o espectro UV-vis da Fig.25B(c) mostra que o maximo de absorcdo do
mondmero MB ainda é observado, indicando que a concentracdo de MB no filme de AgNPs/Agar é
menor que 2,5x10™ M. Observa-se também que a absorcdo de maior intensidade para o MB esta
centrada em 576 nm. Esta absorcdo caracteriza a formacgéo de agregados maiores que dimeros.?
Para concentracdes menores, por exemplo, 1,0x10° M, em todos os casos a concentracdo de

mondmero é dominante (> 96%, ver Tabela 3)

Tabela 3. Principais maximos de absor¢do observados nos espectros UV-vis dos adsorbatos
investigados em solucdo e adsorvidos em AgNPs/Agar, valores das respectivas constantes de
dimerizacéo, Kp, e teor relativo (%) de monémeros (M) e dimeros (D) nas concentracfes de equilibrio

dos mondmeros de 5,0x10“* M e 1,0x10° M

Solugio aquosa AgNPs/Agar Teor relativo a | Teor relativo a
Adsorbato b} 4 KpM* 5,0x10™* M 10°M
10" M, A/nm 10" M, A/nm
M D M D
~500(sh)® 503¢ a)
R6G 503" 534™ 1695 83 17 98 2
d m 576% b)
MB ~605(sh)” 663 ~670" 3970 60 40 96 4
~530(sh)” 513" o)
Ccv 586™ ~580(sh)" 680 93 7 99 1
BTA 254

m = mondmero, d = dimero; a) Ref. 93; b) Ref. 95; ¢) Ref. 96

4.2.3 Adsorcédo de R6G em AgNPs/Agar

A dependéncia da intensidade SERS para a R6G adsorvida no substrato AgNPs/Agar foi
investigada, assim como para o substrato AgNPs/Coloide, utilizando como base o pico caracteristico
de R6G apresentado em aproximadamente
612 cm™. O adsorbato apresentou comportamento similar aquele observado para R6G adsorvida em
AgNPs/Coloide (ver Fig. 26), ou seja, a intensidade tende a um valor limite de acordo com que a
concentracdo de R6G aumenta, porém com intensidades 10 vezes maiores que para a R6G
adsorvida nas AgNPs/Coloide.Tal diferenca de intensidade é observada porque, diferentemente das

AgNPs/Coloide, as AgNPs no substrato AgNPs/Agar apresentam-se confinadas na fase gel-sélido o
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gue restringe seu movimento e possibilita que a quantidade de sitios SERS-ativos irradiados pela
radiacdo laser excitante seja muito maior que a quantidade de sitios irradiados no substrato
AgNPs/Coloide. Poder-se-ia argumentar ainda que a maior intensidade SERS observada neste caso
se deve a uma maior concentracdo de dimeros de R6G. No entanto, conforme discutido
anteriormente, na secao 4.2.2, para a R6G em concentracdes menores que 10®° M, o teor relativo de
dimeros em solucéo seria menor que 1% e para concentracdo de R6G 2x10° M o teor de dimeros
seria menor que 0,3%.

Intensidade SERS/104 contaveis
o o o o — —
N N [=1] (-] o N
| 1 1 1 |
—l—

ot
=3

T T T T

2.0 4.0 6.0 8.0
[R6G]M0EM

e
o

Figura 26: Dependéncia da intensidade SERS (em 612 cm™) na concentracdo da solucdo de R6G
para R6G adsorvida no substrato AgNPs/Agar.

Em concentragBes de R6G tdo baixas quanto 1,0x10°% M apenas uma pequena fracdo da
superficie esta recoberta por R6G, sendo assim, a maioria dos espectros apresentam-se como
eventos nulos para R6G. Apenas alguns espectros contém picos caracteristicos do corante, o que
sugere que estes espectros sdo referentes a uma Unica molécula adsorvida nas AgNPs. Estes
resultados podem ser vistos na Fig. 27que é uma representacéo 3D de um conjunto de 100 espectros

gue compdem uma réplica de triplicata da Fig. 28(b).
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AgNPs/Agar - [R6G] = 1.0x10¢ M

Figura 27:Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 28(b).

N&o obstante, um espectro simples retirado de um conjunto de 100 espectros, como por
exemplo, os espectros de numero 02 e 55 apresentados na Fig. 28, sera totalmente diferente (em
termos de intensidades relativas) da média espectral dos 100 espectros de uma réplica, apesar de
toda a superficie ser SERS-ativa, como pode ser visto pela presenca do pico em aproximadamente

242 cm™ na representacédo 3D dos 100 espectros que comp&em uma réplica(Fig. 27).
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Figura 28:Espectros SERS de AgNPs/Agar com R6G 1,0x10° M. (a) espectros Unicos sao indicados
pelo nidmero de um total de 100 espectros.A imagem ao lado esquerdo indica a distribuicdo
superficial da intensidade do sinal em aproximadamente 612 cmtea imagem ao lado direito indica a
distribuicdo superficial da intensidade do sinal em aproximadamente 242 cm™ (b) Média de 100
espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

A heterogeneidade dos espectros para a R6G, em baixas concentracdes, adsorvidas em
AgNPs/Agar pode ser observada também utilizando a imagem obtida pelo microscopio Raman da
area na qual foi realizado o mapeamento Raman. Sendo assim, na micrografia Raman do lado
esquerdo da Fig. 28(a), as regides com coloracdo vermelha mais intensa representam aquelas cuja
intensidade do sinal em 612 cm™ apresenta maiores intensidades, de forma que as intensidades
relativas observadas nos espectros simples de nimeros 2 e 55 corroboram com as imagens obtidas.
O fato de haver pouquissimas regides com coloracdo vermelha na micrografia com mapeamento do
sinal caracteristico de R6G nao indica auséncia de atividade SERS, pois a imagem do lado direito da
Fig. 28(a) mostra 0 mapeamento do sinal em aproximadamente 242 cm™, estando em acordo com a
predicdo de que a observacao de poucos eventos para R6G se deve ao fato de se estar trabalhando
em regime de uma Unica molécula (single molecule detection) e ndo a auséncia de atividade SERS

z

do substrato.Note que uma estrutura relativamente larga é observada proximo a 1170 cm™no
espectro da Fig. 28(b). Este sinal se deve, provavelmente, a matriz de Agar uma vez que é
observado, também, no espectro 02 da Fig. 28(a) assim como em alguns espectros de outros

adsorbatos investigados.

Para maiores concentracdes de R6G, como por exemplo, 2,0x10° M, a superficie das
AgNPs/Agar apresenta-se totalmente recoberta por moléculas de R6G de forma que um espectro
Unico, por exemplo, o espectro de nimero 5 da Fig. 29(a), apresenta intensidades relativas
semelhantes as apresentadas nas médias correspondentes a 100 espectros individuais, conforme
pode ser visto na Fig. 29(b). Isso acontece porque com o0 aumento da concentracdo de R6G a
dependéncia da intensidade SERS em funcdo da concentracdo diminui, tendendo a um valor
constante. Nesse caso, todos os sitios SERS-ativos atingidos pelo feixe laser contém moléculas de

R6G e o0 espectro resultante corresponde a média do sinal SERS de cada sitio. Neste caso, as
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intensidades relativas dos espectros individuais (do conjunto de 100) apresentam intensidades
relativas iguais as observadas para as médias dos 100 espectros.

(a) AgNPs/Agar - [R6G] = 2.0x10°M

3.4x10% 1.4x10 05 (b) AgNPs/Agar - R6G 2.0x10°M
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Figura 29: Espectros SERS de AgNPs/Agar com R6G 2,0x10° M; (a) espectros individuais s&o
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem ao lado esquerdo d& a distribuicao
superficial da intensidade do sinal em 612 cmtea imagem ao lado direito da a distribuicdo superficial
da intensidade do sinal em ca. 230 cm™; (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as

triplicatas.

A Fig.30, que apresenta os 100 espectros que compdem uma réplica, mostra que a 2,0x10°®
M, diferentemente de baixas concentracdes, ha muitos espectros que apresentam picos
caracteristicos de R6G devido a superficie estar totalmente recoberta pelo corante. Outra evidéncia
do recobrimento superficial ser praticamente 100% também pode ser vista na micrografia Raman
apresentada na imagem esquerda da Fig. 29(a), indicando que em todos os sitios mapeados na
superficie do filme (100) o sinal SERS em 612 cm™ apresenta intensidade significativa. Na imagem &
direita da Fig. 29(a) é possivel confirmar a atividade SERS devido ao mapeamento superficial em
relacdo ao pico devido ao estiramento Ag-Cl, em aproximadamente 232 cm™, que evidencia a

presenca de AgNPs em toda extensdo da superficie.
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AgNPs/Agar - [R6G] = 2.0x10-° M

Figura 30: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 29(b).

Os resultados até agora apresentados sugerem que em concentragfes de R6G acima de
5,0x107 M a concentracdo da superficie local esta acima do nivel de deteccdo de uma molécula.
Observa-se, também, que o modo de estiramento Ag-Cl apresenta mesmo nimero de onda, a 232
cm™, em um espectro simples (Fig. 29(a)) assim como na média espectral (Fig. 29(b)). Este
deslocamento para menores ndmeros de onda, comparados aos valores observados na auséncia de
R6G (245 cm™, Fig. 29(a)) pode ser interpretado como a adsor¢cao da R6G na superficie formando
pares idnicos com o cloreto adsorvido como no caso da R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide.

Como mencionado na parte experimental, os substratos AgNPs/Agar foram expostos a
solucao de R6G e espectros foram coletados 18 horas apds a exposicdo, de forma que a maioria das

moléculas de dgua da solugéo evaporou. Isso significa que o equilibrio de adsor¢céo envolve a R6G

na matriz de Agar e a R6G adsorvida na superficie das AgNPs como:

Agar-R6G* + AgNP-Cl- —— AgNPCI-R6G + Agar e4)
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Uma vez que néo foi possivel o acesso a concentracdo de R6G dentro da matriz de agar, as
isotermas de adsorcdo serdo avaliadas usando as concentracdes de R6G em solucdo, conforme
preparadas.
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Figura 31: Recobrimento superficial (6) para a R6G adsorvida em AgNPs/Agar como uma fungéo da
concentracdo de R6G. (m)Dados experimentais e curvas obtidas por ajuste dos pontos experimentais
as isotermas de: (a) Langmuir 1; (b) Langmuir 2; (c) Frumkin.

O recobrimento da superficie pela R6G foi obtido como no caso anterior e as isotermas de
adsorcédo estdo apresentadas na Fig. 31. Os par&metros utilizados na constru¢do das isotermas de
adsor¢cdo sdo mostrados na Tabela 4. A isoterma de Freundlich ndo é mostrada devido a baixa
correlacdo dos dados experimentais com a Eq.18. Os resultados da Fig. 31 e Tabela 4 mostram que
a R6G adsorve nas AgNPs em gel de agar seguindo o modelo de isoterma de Langmuir, com um
coeficiente de correlagédo préximo da unidade e K = (2,3 + 0,4) x 10° M, que forneceu um AG,qs de (-
36 + 1) kJ-mol™, muito préximo do valor obtido para R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide. Os
resultados também mostram que uma monocamada R6G adsorvida é obtida para concentracdes

proximas de 5,0x10°°M, assim como no caso da R6G adsorvida nas AgNPs/Coloide.
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Tabela 4: Parametros de ajuste para as isotermas mostradas na Fig. 31.

Superficie/ Tipo de | Equacéo Outros K R®
Adsorbato Isoterma Parametros
AgNPs/Agar/R6 | Langmuir | 23 c=0.97+0.02 | 2.3x10% 0.993
G 1 0.4x10°
Langmuir | 20 1.9x10%+ 0.973
2 0.2x10°
Frunkim | 21 g=0.7+0.6 1.1x10%1.1x1 | 0.936
06

* ¢ = coeficiente linear (inclinagdo da reta); g = pardmetro descrito pela isoterma deFrumkin, descrito
na Equacéo 21.

De acordo com a isoterma de adsorcédo da Fig. 31, a 1,0x10®° Mo grau de recobrimento
superficial (9da R6G é de 0,022, i. e., somente ca. 2% dos sitios SERS-ativos estdo cobertos por
R6G. Note que esse valor também é proximo do valor observado para a R6G adsorvida nas
AgNPs/Coloide a uma mesma concentracdo. Neste sentido, pode-se assumir que a concentracéo da
R6G na matriz de agarose é muito proxima da concentracdo da solucéo de R6G. Portanto, para os
outros adsorbatos investigados, MB, CV e BTA,é razoavel assumir que suas concentracdes na matriz

de agar serdo iguais as concentragfes em solucao.

4.2.4 Adsorcdo de MB em AgNPs/Agar

O espectro UV-Vis da solugcdo de MB (Fig. 25A(c)) e nas AgNPs Fig. 25B(c)) mostram que o
mondmero e o dimero do azul de metileno absorvem luz visivel no comprimento de onda do laser
excitante (632,8 nm). Como é sabido,0 MB apresenta espectro Raman ressonante quando excitado
em 632,8 nm.*®Portanto, os espectros de MB adsorvido na superficie de AgNPs/Agar serdo
denominados de espectros SERRS (surface-enhanced resonance Raman scattering). A intensidade
SERRS do sinal em 1623 cm™ (com a contribuicdo do estiramento C-Cane)*>*° do MB adsorvido no
substrato AgNPs/Agar (Fig. 32) serd usada para avaliar o comportamento deste corante na presenca

do substrato AgNPs/Agar.

Como observado para a R6G adsorvida, tanto nas AgNPs/Coloide, como no substrato
AgNPs/Agar, a intensidade SERRS do MB adsorvido nas AgNPs/Agar apresenta uma tendéncia a

saturacdo com o aumento da concentracdo de MB, seguindo uma isoterma de adsorcao.
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Figura 32: Dependéncia da intensidade SERS (em 1623 cm™) com a concentracdo de MB em
solucdo para MB adsorvido no substrato AgNPs/Agar. A figura destacada mostra uma visdo

expandida da curva para [MB] < 10”7 M. A linha tracejada é apenas um guia para os olhos.

Os resultados da Fig. 32 mostram que existem duas regifes de concentracdo do MB em que
a intensidade SERRS tende a um valor limite. Entretanto, na avaliacdo da superficie de recobrimento
do MB serdo assumidos que esses dados indicam a formac@o de duas camadas adsorvidas. As
isotermas de adsorcéo para a adsorcédo de MB em substrato AgNPs/Agar sdo mostradas na Fig. 33 e

0s parametros de ajuste sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Parametros de ajuste para as isotermas do MB mostradas nas Fig. 33.

Superficie/ Tipo de | Equacéo Outros K R®
Adsorbato Isoterma Parametros
AgNPs/Agar/MB | Langmuir | 23 c=0.93+0.07 | 3.6x10’ +10.990
1 0.4x10’
Monbmer
o}
Langmuir | 20 c=0,76+0.04 |5.1x10° + | 0977
2Dimero 0.5x10°
Frumkin 21 g=0.94+0.06 | 2.4x10° + [ 0.995
Dimero 0.2x10°
2.0 1 l i |

------

........
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s Dados Experimentais
(a) Langmuir - monémero

1.0

monocamadas

o
<

(b) Langmuir - dimero
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Figura 33: Recobrimento superficial (6) do MB adsorvido em AgNPs/Agar como uma funcdo da
concentracdo de MB em solucdo. (m) Dados experimentais e curvas de ajuste dos pontos
experimentais as isotermas: (a) Langmuir 1 — primeira monocamada; (b) Langmuir 2 — Segunda
camada; (c) Frumkin — segunda camada. A figura em destague mostra uma visdo expandida da

isoterma para concentracdes abaixo de 1,0x10° M.
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Os ajustes de todos o0s pontos experimentais para 0os modelos de adsorcdo testados
apresentaram correlacdo insatisfatéria. Entretanto, considerando que para concentracfes de MB de
até 1,0x10”" M a primeira monocamada de MB foi formada, nés usamos a Eq.(23) para ajustar 0s
dados experimentais para concentracdes abaixo desse limite. O coeficiente linear obtido foi muito
préximo da unidade, indicando que a essas concentracdes o MB adsorvido no substrato AgNPs/Agar
segue uma isoterma de adsorcdo de Langmuir com uma constante de adsorcdo, K, de 3,6x10" M,
correspondendo a uma energia livre de adsorcdo de-43 kJ-mol™. Essa constante de adsorgéo é uma

ordem de magnitude maior que a obtida para a R6G.

A literatura reporta valores de constantes de adsor¢do de Langmuir para o MB variando
desde 4,0x10" M, quando adsorvido na zeélita MCM-22,"°" a 5,3x10° M, para 0 MB adsorvido em

aerogel hibrido de esfera de carbono-grafeno com AgNPs.lOZA intensidade SERS de BPE adsorvido

em substratos SERS de ouro (Klarite)'®
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apresenta um comportamento semelhante aos do MB
mostrados na Fig. 32. Tripathiet al.”~ usaram uma expressdo para ajustar os dados experimentais
para uma isoterma de adsorcdo considerando dois tipos de sitios de adsor¢cdo. Como sera discutido
abaixo, os resultados da Fig. 32seréo interpretados como MB formando até duas monocamadas na
faixa de concentragdo investigada, uma vez que esse tipo de comportamento ndo foi observado para
os outros adsorbatos. Neste sentido, para concentracdes acima de 1,0x10” M considerou-se que a

segunda camada foi formada.

Os dados experimentais para concentracbes de MB acima de 1,0x10" M foram ajustadas

para uma equacao similar a Eq.(20):

_ K(C+Db) (25)
K (C+b)+1

Isso significa que 6 serd zero para C = -b, a concentracdo para a formacdo de uma
monocamada completa de MB. O valor de b obtido no ajuste é 1,8x10” M (ver tabela 5). Portanto, a
primeira monocamada de MB deveria ser formada a
1,8x10” M. Essa concentracdo cai numa faixa de concentracdes onde a intensidade SERRS tende a
um valor limite (essa regido € marcada com um circulo tracejado na Fig. 32).0 valor de K, obtido pelo
ajuste dos dados na Eq. (25) é 7,6x10° M™, que é duas ordens de magnitude menor que o observado
para a primeira monocamada. Este valor de constante de adsor¢do é razoavel uma vez que 0
equilibrio de adsorcdo envolve a interagdo com moléculas de MB adsorvidas na primeira

monocamada.

Como aumento da concentracdo de MB na superficie espera-se que o MB forme dimeros e
agregados maiores.” Assim, tentou-se ajustar os dados experimentais para concentracdes de MB
acima de 1,0x10” Mao modelo de isoterma de adsorcéo de Frumkin. (Eq. 21). Como os resultados da
Tabela 5 mostram, a constante de adsorcéo obtida (2,4x10° M™) é da mesma ordem da obtida pela

isoterma de Langmuir (5,1x10°> M™"). De acordo com a isoterma de Frumkin, obteve-se um parametro
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de interacdo g = 0,9, indicando que a interacdo entre as moléculas de MB adsorvidas é atrativa
(valores positivos de g indicam atragéo e valores negativos indicam repulsédo) devido ao alto valor da
constante de dimerizagdo do MB quando comparado aos demais corantes investigados.
Considerando a constante de dimerizacdo do MB (Kgimero = 3970 M™),*® a uma concentracéo de 10”
M, 99,96% do MB esta na forma de mondémero. Portanto, a um recobrimento superficial () de MB

abaixo de 0,5 espera-se detectar sinais SERRS do mondmero de MB adsorvido.

AgNPs/Agar - [MB] = 2.0x10*M

Figura 34: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 35(b).

A Fig. 34 mostra a representacdo 3D de um conjunto de 100 espectros que constitui uma
réplica onde é possivel observar que, assim como para a R6G adsorvida no substrato AgNPs/Agar, a
baixas concentracdes, tais como 2,0x10® M, a maioria dos espectros apresentam eventos nulos para
0 corante e nos espectros cujos picos caracteristicos do MB aparecem, € possivel observar a

predominancia do monémero (ver discussao abaixo).
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Figura 35:Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 2,0x10® M. espectros individuais sdo indicados
pelo nimero de um total de 100 espectros. (a) A imagem ao lado esquerdo mostra a distribuicdo
superficial da intensidade do sinal SERRS em ca.1623cm™ e a imagem ao lado direito indica a
distribuicdo superficial do sinal em ca. 243 cm™. (b) A imagem mostra a distribuicdo superficial da

intensidade do sinal em ca. 479 cm™.

Mapeamentos Raman do MB adsorvido no substrato AgNPs/Agar na concentracéo de 2,0x10°
® M sdo apresentados na Fig. 35. A imagem da esquerda na Fig. 35(a) foi obtida para o deslocamento
Raman a 1623 cm™, enquanto que a imagem na Fig. 35(b) foi obtida para o deslocamento Raman

centrado em ca. 479 cm™.

Resultados da literatura sobre estudos SERRS de MB adsorvido em eletrodos de prata em
condi¢cdes de monocamada,”® em filmes LbL (Layer by Layer) em ITO contendo AgNPs,104 em
nanotubos de ouro,'®bem como de medidas Raman ressonante (RRS) de MB adsorvido em
nanoparticulas de maguemita106 e em heteroestruturas de ZnO/TiO,,"®” mostram que o0 monbmero de
MB apresenta um sinal Raman forte em ca. 480-492 cm™, gue € atribuido ao modo de deformagéo no
plano do anel tiazinico do monémero de MB adsorvido.”® E importante mencionar que o sinal do
mondmero do MB adsorvido em nanoparticulas de maguemita também é observado com excitacéo
em 514,5 nm, enquanto nenhum sinal de dimero é observado. Além disso, esse sinal ndo é
observado nem no espectro RRS de MB em fase solida nem em solugdo. Portanto, para baixos
recobrimentos superficiais, por exemplo, MB na concentracéo 2,0x10® M, os sinais SERRS s&o
mondmeros individuais de MB, como o espectro numerado como 52 na Fig. 35(b) que mostra um
sinal forte em 479 cm™. Nessa concentracéo Varios espectros ndo apresentam sinais de MB, porém,
0 sinal SERS do estiramento Ag-Cl € observado na maioria dos espectros, como indicado pela
imagem do mapeamento Raman ao lado direito da Fig. 35(a). Diferentemente da R6G e do CV (ver
abaixo), o sinal SERS largo em 245 cm™n&o desloca para menores niimeros de onda com o aumento
do recobrimento superficial, como acontece para o caso de R6G e CV (ver Figs. 29 e 41), sugerindo
gue o MB interage com a superficie da prata diferentemente de R6G e CV. A energia livre de
adsorcdo, AG.s, para a primeira monocamada de MB foi estimada como sendo -43 kJ-mol™,
enquanto para R6G e CV foi estimado o valor de -36 kJ-mol™. Mais adiante, durante a discuss&o da

adsorcao do BTA nds voltaremos a esse ponto.
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Figura 36:Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 2,0x10% M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERRS em ca. 1623 cm™ e a imagem ao lado direito
representa a distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERS em ca.243 cm™ referente ao
estiramento Ag-Cl. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

E interessante destacar que alguns espectros individuais do MB,na concentragéo de 2,0x10°®
M, apresentam sinais SERRS caracteristicos do dimero do MB, em 448 e 500 cm™.Como observado
para a R6G, os espectros individuais do MB nesse nivel de concentragcdo apresentam intensidades
relativas diferentes das médias espectrais dos conjuntos de 100 espectros que compdem as réplicas
(comparar o espectro 5/100 da Fig.36(a) com os espectros da Fig. 36(b)). Igualmente, observa-se
também que as intensidades relativas nos espectros das médias também sé&o diferentes nos trés
espectros. Esses dados indicam que os espectros individuais sdo espectros de eventos Unicos em
nivel de detec¢do de uma molécula (SMD).
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Figura 37:Espectros SERS de AgNPs/Agar com MB 4,0x10°M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a

distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERRS em ca. 1623 cm™ e a imagem ao lado direito
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representa a distribuicdo superficial da intensidade do sinal SERS em ca. 243 cm™ referente ao
estiramento Ag-Cl. (b) Média de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

Com o aumento da concentracdo de MB, por exemplo, a 4,0x10° M, quando a segunda
camada ja esta completa, o mapeamento do sinal Raman do MB em 1623 cm™ (imagem da direita da
Fig. 37(a)) e o sinal em 247 cm™ (imagem da direita da Fig. 37(b)) mostram que a superficie das
AgNPs ja estd completamente recoberta por moléculas de MB. Neste sentido, o espectro individual
numerado como 19 na Fig. 37(a) mostra intensidades relativas semelhantes aquelas das médias das
trés réplicas dos 100 espectros apresentados na Fig. 37(b). Observa-se que os espectros SERRS da
Fig. 37 mostram sinais tanto do dimero, como do monémero de MB. Entretanto, o monémero aparece
com menor intensidade relativa. A Fig. 38 mostra uma representacdo 3D do conjunto completo dos
100 espectros correspondente a uma das réplicas apresentadas na Fig. 37(b). A partir desta imagem
é possivel concluir que todos os sitios superficiais da area investigada estdo recobertos por

moléculas de MB, uma vez que todos 0s espectros apresentam os sinais caracteristicos do MB.

E sabido que a dissociacdo do dimero do MB em mondémeros é um processo endotérmico.'®
Como estamos trabalhando em uma regido muito préxima da ressonéncia, o aquecimento local
produzido pela absorcéo do laser excitante e a radiacdo espalhada promove uma dissocia¢do local
do dimero em mondmero, razdo pela qual o sinal SERRS do mondmero em ca. 480 cm™é observado

nos espectros registrados em concentragées maiores de MB.
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AgNPs/Agar - [MB] = 4.0x105 M

Figura 38: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 37(b)

4.2.5 Adsorcdo de CV em AgNPs/Agar

Como a radiacé@o usada para excitacdo dos espectros Raman (632,8 nm) esta muito préximo
do maximo de absor¢cdo do mondmero de CV (586 nm), os espectros Raman do CV adsorvido nas
AgNPs/Agar serdo chamados de espectros SERRS (surfance-enhanced resonance scattering).

A intensidade SERRS do sinal em 1173 cm™ do CV adsorvido no substrato AgNPs/Agar
como uma funcdo da concentragcdo de CV mostra um comportamento semelhante aquele

apresentado pelos adsorbatos anteriores, a intensidade alcanca um valor limite para concentracdes

acima de 4,0x10° M (ver Fig. 39). O sinal SERRS em 1173 cm™ com uma contribuicdo do
foi usado para obter o recobrimento superficial (6) que é mostrado na Fig.

estiramento CC do anel*®
40. Os dados experimentais foram ajustados para as isotermas de Langmuir e Frumking e os

parametros de ajuste sdo apresentados na Tabela 6.
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Figura 39: Intensidade SERRS (em 1173 cm™) de CV adsorvido no substrato como uma funcéo da

concentracdo de CV.

Tabela 6: Parametros de ajuste para as isotermas mostradas na Fig. 40.

Superficie/ Tipo de Equacéo Qutros K R®
Adsorbato Isoterma Parametros
AgNPs/Agar/CV | Langmuir1l | 23 c=0.88+0.03 | 1.2x10° + | 0.990
0.1x10°
Langmuir 2 | 20 1.8x10° + [ 0,987
0.2x10°
Frumkin 21 g = — 0.10 +|2.3x10° + | 0.999
0.07 0.3x10°

* ¢ = coeficiente linear (inclinac&o da reta); g = parametro descrito pela isoterma de Frumkin, descrito

na Equacéo 21.
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Figura 40: Recobrimento superficial (6) para CV adsorvido em AgNPs/Agar como uma fun¢édo da
concentragao de CV. (m) Dados experimentais; e curvas obtidas por ajustes dos pontos experimentais

as isotermas: (a) Langmuir 1; (b) Langmuir 2; (c) Frumkin.

Os resultados da Tabela 5 para isotermas do CV mostram que o melhor ajuste foi obtido para
a isoterma de Frumkin, com uma constante de adsorcéo de (2,3 = 0,3)x10G Mte g =- 0,1, indicando
que a interagdo entre as moléculas de CV é repulsiva. Essa constante de adsor¢édo do CV leva a um
AG 445 de -36kJ-mol ™. Existem alguns trabalhos na literatura que reportam a obtencdo do recobrimento
superficial (¢) através de medidas de intensidade SERRS do CV adsorvido em superficies metalicas

nanoestruturadas e que as curvas obtidas se comportam como isotermas de Freundlich.""**N

o]
entanto, o ajuste dos dados experimentais da Fig.40 a isoterma de Freundlich forneceu resultados
insatisfatorios.

Entretanto, existem também trabalhos mostrando que o CV adsorve em zedlita MCM-22'" e

silica fundida*? seguindo um modelo de isoterma de adsor¢cdo de Langmuir e, no caso do CV

adsorvido em zedlita MCM-22 a constante de adsorcéo foi 9,0x10° M™* a 30 °C.

O primeiro espectro SERRS do CV foi reportado em 1977 onde, nho mesmo artigo, Jeanmaire
e Van Duyne apresentaram os primeiros espectros SERS de piridina adsorvida em eletrodos de

113

prata. Os espectros do CV apresentados na Fig. 41sao semelhantes aqueles espectros

apresentados no trabalho citado acima.
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Figura 41: Espectros SERRS de AgNPs/Agar com CV 1,0x10% M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem a esquerda corresponde a
distribuicdo superficial da intensidade SERRS do sinal em ca. 1173 cm™e a imagem a direita mostra a
distribuicao da intensidade SERS do sinal em ca. 243 cm™.

(b) Médias de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

Como nos casos anteriores, na menor concentracao investigada
1,0x10® M, dos 100 espectros coletados na &rea superficial investigada, varios ndo apresentam sinais
SERRS do Cv, mas apresentam um sinal proximo de
243 cm™que se deve ao estiramento Ag-Cl (ver a imagem da direita da Fig. 41(a)). J& a imagem &
esquerda da Fig. 41(b) mostra a distribuicdo do sinal em aproximadamente 1173 cm™ na area
investigada, de forma que nas regides em vermelho o sinal é intenso, como no caso do espectro
individual 15/100.Entretanto, o espectro 47/100, retirado de uma regido mais escura, conforme
esperado, ndo apresenta nenhum sinal SERRS caracteristico de CV, mostra apenas o sinal SERS

relacionado ao estiramento Ag-Cl.

Conforme obtido para os outros corantes, em baixas concentracdes de CV, aparecem muitos
eventos nulos para os sinais SERRS do CV (ver Fig. 42). Observa-se também que 0s espectros
correspondentes as médias (triplicatas) dos conjuntos de 100 espectros individuais apresentam
intensidades relativas diferentes e a diferenca nas intensidades relativas € mais significativa ainda
guando se compara o espectro individual 15/100 (Fig.41(a)) com os espectros das médias (Fig.
41(b)).
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AgNPs/Agar - [CV] =1.0x10 M

Figura 42: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 41(b).

Aumentando-se a concentracdo de CV, por exemplo, para 2,0x10° M, onde ja se tem a
superficie das AgNPs totalmente recobertas por uma monocamada de CV, os espectros individuais,
como o espectro 30/100(Fig. 43(a)), apresentam intensidades relativas semelhantes as observadas
para as médias de 100 espectros (Fig. 43(b)). Esses resultados indicam que a concentragdo de CV
de 1,0x10° M os espectros observados correspondem a espectros em nivel de detec¢do de uma

molécula (SMD).
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Figura 43: Espectros SERS de AgNPs/Agar com CV 2,0x10° M. (a) espectros individuais sao
indicados pelo namero de um total de 100 espectros. A imagem a esquerda corresponde a
distribuicdo superficial da intensidade SERRS do sinal em ca. 1173 cmtea imagem a direita mostra
a distribuicdo da intensidade SERS do sinal em ca. 243 cm™.

(b) Médias de 100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

Ao completar uma monocamada, na concentracdo de 2,0x10° M, a area superficial analisada
encontra-se completamente recoberta de CV, como é possivel observar na imagem ao lado esquerdo
da Fig. 43 (a) cujo mapeamento foi feito em relagdo ao sinal SERRS do CV em ca. 1173 cm™. Ja a
imagem ao lado direito mostra que nos mesmos sitios superficiais mapeados, o sinal SERS do CI
adsorvido, em ca. 214 cm™, também é observado. O recobrimento superficial total das AgNPs por
moléculas de CV também pode ser confirmado pelo conjunto de 100 espectros que compdem uma
das réplicas como mostrado na representa¢cdo 3D da Fig. 44. Note também que, como obtido para os
outros corantes, apos a formag¢éo da monocamada os espectros individuais (Fig.43(a)) apresentam
intensidades relativas semelhantes as observadas para as médias (Fig. 43(b)).
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AgNPs/Agar - [CV] = 2.0x105 M

Figura 44: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 43 (b).

E importante mencionar que o sinalSERS préximo de 243 cm™ desloca para menores
numeros de onda a medida que a concentracdo superficial de CV aumenta, semelhantemente ao
comportamento observado para a adsor¢cdo de R6G. Para CV na concentragdo de 2x10° M, o modo
Ag-Cl aparece em 214 cm™, indicando gue o cétion CV interage eletrostaticamente com o cloreto

adsorvido formando um par ibnico na superficie das AgNPs.

4.2.6 Adsorcédo de BTA em AgNPs/Agar

O benzotriazol neutro, BTAH, em solucdo aquosa, estd em equilibrio com seu anion
correspondente, o} benzotriazolato (BTA): BTAH = BTA + H',
Ka = 4,27x10°° M."* Devido & baixa solubilidade do BTAH em &gua o sinal SERS do BTAH adsorvido
no substrato AgNPs/Agar ndo pode ser obtido. Para aumentar a solubilidade do BTAH trabalhou-se
com solucdes alcalinas de BTAH (ver parte experimental). Entretanto, como serd mostrado, as
espécies adsorvidas observadas nos espectros SERS apresentados abaixo sado do &anion

benzotriazolato (BTA’), que serda chamado no decorrer deste trabalho de BTA. O espectro de
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absorcgdo da Fig. 25 mostra que o BTAH ndo absorve radiacéo visivel e os espectros SERS do BTA

adsorvido no substrato AgNPs/Agar ndo apresentam sinais tdo intensos quanto os observados para a

R6G, MB e CV.

Para avaliar a dependéncia da intensidade SERS do BTA em relacdo a concentracao de BTA
(Fig. 45) foi usada a intensidade do sinal SERS em 784 cm™, que é atribuido ao modo vibracional

correspondente a respiragdo do anel benzénico.'™®
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0-0" T T T 1 1
060 02 04 06 08 1.0

[BTAJMOS M

Figura 45: Intensidade SERS (em 784 cm"l) de BTA adsorvido em filme de AgNPs/Agar.

Como nos casos anteriores, a intensidade SERS aproxima-se de um valor limite com o
aumento da concentracdo de BTA, indicando que uma saturacdo superficial € alcancada. O
recobrimento superficial do BTA, 6, em fun¢do da concentracdo de BTA é apresentado na Fig. 46,
com as curvas correspondendo aos ajustes dos dados experimentais aos modelos de adsorcdo de
Langmuir e Frumkin. Os parametros correspondentes aos ajustes sdo apresentados na Tabela 7. N6s

tentamos ajustar os dados para o modelo de Freundlich, mas nenhuma reta foi obtida para os dados

log 6vs log [BTA].
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Figura 46: Recobrimento superficial (6) para o BTA adsorvido em AgNPs/Agar como uma fungéo da
concentracdo de BTA. (m) Dados experimentais; e curvas correspondentes ao ajuste dos pontos
experimentais as isotermas: (a) Langmuir 1; (b) Langmuir 2; (c) Frumkin.

Tabela 7: Parametros de ajuste para as isotermas mostradas nas Fig. 46.

Superficie/ Tipo de Equacéo Qutros K R®
Adsorbato Isoterma Parametros
AgNPs/Agar/ Langmuir 1 23 c=0.83+0.03 | 7.0x10°t 0.992
BTAH 0.8x10°
Langmuir 2 20 1.1x10% 0.938
0.2x10°
Frumkin 21 g=0.1+0.3 9.6x10°+ 0.989
4.8x10°

* ¢ = coeficiente linear (inclinagcéo da reta); g = parametro descrito pela isoterma de Frumkin, descrito
na Equacéo 21.

Os resultados da Tabela 7 mostram que os melhores ajustes foram obtidos para Langmuir 1 e
Frumkin, correspondendo ao ajuste dos dados as Eqgs. 21 e 23, respectivamente. As constantes de
adsorcdo foram da mesma ordem de magnitude, (6,5 + 0,8)x10° M* e (6,0 = 2)x10° M7,
respectivamente. Essas constantes de adsorcdo sdo proximas daquelas observadas para o BTAH
adsorvido em Cu e ligas de CuZn (1,4x106 a 1,6x10° M'l), guando ele adsorve formando um filme

polimérico de [Cu(I)BTA]n116 e correspondem a uma energia livre de Gibbs de adsorgéo (4G,4s) de -33
kJ-mol™.
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Figura 47: Espectros SERS de AgNPs/Agar com BTA 8,0x10” M. (a) espectros individuais séo
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo da intensidade SERS do sinal em ca.782 cm™ e a imagem do lado direito representa a
distribuicdo superficial do sinal SERS em ca. 242 cm™ referente ao estiramento Ag-Cl. (b) Médias de

100 espectros: (1), (2) e (3) indicam as triplicatas.

O mapeamento Raman apresentados na Fig. 47 mostra, assim como para 0S outros
adsorbatos, que a baixas concentragBes de BTA a superficie de AQNPs é recoberta pela adsorgdo de
cloreto, caracterizada pelo sinal SERS proximo de 244 cm™ (Fig. 47(a)). Na presenca de BTA, é

observado um pico caracteristico em aproximadamente 239-240 cm™.

O conjunto completo de 100 espectros usados para gerar as imagens da Fig.47 é
apresentado na Fig. 48 e mostra que existem varios eventos nulos para sinais do BTA, mas o sinal na
faixa de 239-244 cm™é observado em todos os espectros. Entretanto, semelhante ao MB e
diferentemente da R6G e CV, esse sinal (239-244 cm™) ndo desloca para menores nimeros de onda

a medida que o recobrimento superficial do adsorbato aumenta.

76



AgNPs/Agar - [BTA] = 8.0x10" M

%
rb.

Sida

Figura 48: Representagédo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados de uma das réplicas da

Fig. 47(b).

Nos casos da R6G e CV,os deslocamentos observados foram interpretados como sendo
devido a formagdo de pares idnicos dos corantes com o cloreto adsorvido nos sitios SERS-ativos.

Entretanto, no caso do BTA isso ndo acontece pelo fato do BTA ser a forma ani6nica do BTAH.

No espectro Raman do benzotriazolato (BTAH em solugéo alcalina) o modo relacionado a

respiracdo do anel triazélico, que corresponde ao estiramento simétrico N=“N=N, é observado

modo é observado em torno de 1214 e 1210 cm™, respectivamente.'**""™°Nos complexos

poliméricos, [Cu(l)BTA],, [Ag()BTA], e [Zn(I)BTA],esse modo ¢é observado a 1183 cm™, 1195 e 1180

em1165 cm™.™"® Para a forma neutra do benzotriazol e para o complexo [Cu(l)CIBTAH,].esse

cm™, respectivamente.™®7 11

Para concentracdes de BTA mais altas, assim como para os demais adsorbatos, observa-se
0 recobrimento total da superficie, entretanto os sinais observados, conforme dito anteriormente, ndo
séo tao fortes quanto para os demais adsorbatos. A imagem da esquerda na Fig. 49(a) mostra o
mapeamento do sinal SERS em ca. 784 cm™, mostrando qgue a superficie esta praticamente toda
recoberta por BTA que corrobora com a formacdo da monocamada, assim como a imagem direita da

Fig. 49(b) indica que a area superficial analisada era SERS-ativa. Através da representagdo 3D dos
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100 espectros que constituem uma réplica (Fig. 50) é possivel visualizar, de forma mais clara, a
formacdo da monocamada mesmo com 0s sinais menos intensos em comparacao aos demais.

(b) AgNPs/Agar — [BTA] = 1.0x10°M

239
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Figura 49: Espectros SERS de AgNPs/Agar com BTA 1,0x10° M. (a) espectros individuais s&o
indicados pelo nimero de um total de 100 espectros. A imagem do lado esquerdo representa a
distribuicdo superficial da intensidade do sinal em ca. 784 cmtea imagem do lado direito representa
a distribuicdo superficial da intensidade do sinal em ca.e 239 cm'l.(b) Médias de 100 espectros: (1),

(2) e (3) indicam as triplicatas.

O espectro 78/100 da Fig. 49(a) e os espectros das médias, Fig.49(b), mostram um sinal
SERS em 1190 cm™. Esses espectros sdo bem semelhantes aqueles observados para BTA

adsorvido em eletrodos de Ag"*’ 18

e em Ag sol em solucéo alcalina.”" A estrutura proposta para BTA
em um eletrodo de prata SERS-ativo é semelhante aquela proposta para cobre, ou seja, ocorre a
formacdo de um filme polimérico de [Ag(I)BTA],, pois os espectros SERS do BTA adsorvidos em

117

prata sdo muito semelhantes ao espectro Raman do complexo polimérico [Ag()BTA],.”"" A formacéo

de um complexo [Ag()BTA], em substrato Ag/sol SERS-ativo também foi proposto e mostrado ser

consistente com célculos DFT.**°

Assim, os espectros SERS da Fig. 49séo interpretados como sendo
referentes ao BTA formando um filme polimérico de [Ag(I)BTA], na superficie das AgNPs. Portanto, o
sinal SERS em ca. 239-244 cm™ se deve ao modo de estiramento Ag-N do BTA no complexo
polimérico e ndo ao modo de estiramento Ag-Cl. Retornando ao caso do MB, em que o sinal SERS
em ca. 240 cm™ apresenta comportamento diferente ao observado para R6G e CV, interpretamos
como o MB adsorvendo quimicamente sobre a superficie das AgNPs, via formacdo de uma ligagédo
quimica com a Ag e ndo via formacdo de par idnico com o CI. Essa interpretacdo é suportada pelo

fato de o MB apresentar uma energia livre de adsor¢éo maior do que as observadas para R6G e CV.
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Figura 50: Representacéo 3D de 100 espectros correspondentes aos dados usados na Fig. 49 (b).
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5. CONCLUSOES

O procedimento sintético desenvolvido neste trabalho para a producdo de AgNPs dispersas
em gel de agarose (AgNPs/Agar) mostrou ser um processo de facil operacao, relativamente rapido e
capaz de gerar AgNPs de forma reprodutivel. Além disso, o gel preparado tem longa durabilidade e
boa estabilidade, podendo ser utilizado meses apds o seu preparo. Entretanto, para estudos SERS, o
gel deve ser exposto ao adsorbato logo apds o preparo, pois o gel ainda encontra-se hidratado, o que
permite a difusdo das moléculas de adsorbato. Cabe destacar também, que outra caracteristica do

material obtido € a sua biodegradabilidade.

A caracterizacao das AgNPs, por microscopia eletronica de transmissao (MET), mostrou que
as AgNPs/Agar obtidas apresentam didmetro médio de 19 nm e com maior nimero de agregados do
que as AgNPs/Coloide com didametro médio de 8 nm. Contudo, ambos substratos apresentaram
AgNPs formando agregados, os quais séo importantes para investigagbes SERS, pois os maiores
fatores de intensificacdo Raman sé@o observados para moléculas adsorvidas nas regides de fronteira

entre nanoparticulas agregadas, o famosos “hot spots”.

Os espectros UV-vis dos AgNPs/Coloide e AgNP/Agar confirmaram os dados de MET,
mostrando que as AgNPs/Agar apresentam ressonéncias de SPP na regido proxima a 600 nm,
indicando a formacao de agregados maiores.

Os espectros SERS obtidos da R6G adsorvida no substrato AgNPs/Coloide e obtidos da R6G
adsorvida no substrato AgNPs/Agar permite concluir que os sinais do adsorbato no substrato
AgNPs/Agar sdo até 10 vezes mais intensos que os sinais do adsorbato no substrato AgNPs/Coloide,

mostrando-se um 6timo substrato SERS-ativo.

As isotermas de adsorcdo obtidas através da variacdo da intensidade SERS para a R6G
adsorvida com a concentracdo desta em solucdo, nos dois tipos de substrato,mostraram-se
semelhantes, o que levou ao emprego do método para a obtencdo das isotermas de adsorcao das
outras espécies investigadas (MB, CV e BTA) em AgNPs/Agar.

O estudo do comportamento dos adsorbatos R6G (adsorvida nos substratos AgNPs/Coloide e
AgNPs/Agar), MB, CV e BTA (adsorvidos no substrato AgNPs/Agar), com relacdo a variagdo da
intensidade SERS em fun¢do da concentracdo dos adsorbatos, mostrou que a intensidade SERS
tende a um valor limite de acordo com o aumento da concentracdo dos adsorbatos, o que indica a
formacdo de uma monocamada dos compostos alvo recobrindo a superficie analisada. No caso do
MB foram observados sinais SERRS do monémero e do dimero. Sendo assim, foi possivel descrever
0 comportamento de adsor¢cdo dos compostos seguindo modelos de isotermas de adsorcdo. Para
todos os adsorbatos investigados, a isoterma de Langmuir mostrou a que melhor se ajustava aos
dados experimentais, com energias livres de adsorgdo caracteristicas de adsor¢do quimica (< -30
kJ.mol™).

Os resultados SERS/SERRS das espécies investigadas mostraram também que a R6G e o

CV adsorvem sobre os sitios SERS-ativos formando pares ibnicos com o ClI adsorvido (usado para
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induzir a agregacdo das AgNPs). No caso do BTA a adsor¢éo ocorre via formagéo de um composto
polimérico, pela formacéo de ligacdo entre atomos de Ag e o N do anel triazélico. No caso do MB a

adsorcao se da, provavelmente, via formacao de ligacdo entre a Ag e o S do anel tiazinico.

Para todos os casos, em baixas concentracdes, tais como 1,0x10° M, os espectros
individuais retirados de conjuntos contendo 100 espectros (réplicas) apresentaram intensidades
relativas diferentes quando comparados com as médias espectrais de cada réplica, evidenciando
assim que estes espectros sdo obtidos de moléculas Unicas adsorvidas (SMD - single molecule
detection) nas AgNPs/Agar ou AgNPs/Coloide. Para concentracdes mais altas, tais como 2,0x10° M,
os espectros individuais retirados de conjuntos contendo 100 espectros (réplicas) apresentaram
intensidades relativas semelhantes as médias espectrais de cada réplica, mostrando que, neste caso,
0s espectros individuais ja representam uma média das intensidades SERS das moléculas
adsorvidas nos sitios SERS-ativos atingidos pela radiacéo laser. Finalmente, pode-se concluir que o
substrato SERS-ativo AgNPs/Agar mostrou-se promissor na deteccdo de substancias com excitagao
em diversas regifes do espectro visivel, uma vez que as AgNPs/Agar promoveram a intensificacéo do
sinal Raman de substancias fora de ressonancia, em pré-ressonéncia e em ressonancia com a
radiacdo laser, o que as torna um poderoso substrato SERS-ativo, que permite a detec¢cdo em nivel

de uma molécula (SMD).
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