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RESUMO

A presente tese de doutorado teve como objeto de estudo a sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas anisotrépicas de Au (AuNPs) e sua aplicacdo como biossensores plasmdnicos
utilizando a ressonéncia de plasmon de superficie localizado (LSPR), espalhamento Raman
intensificado por superficie (SERS) e fluorescéncia intensificada por superficie (SEF). Foram
sintetizadas trés diferentes nanoestruturas de Au: Nanobastdes (AuNRs); nanobipirdmides
(AuNBs) e nanogalhos (AuNGs), utilizando o método de crescimento por particulas
nucleadoras. Essas AuNPs anisotropicas foram caracterizadas por espectroscopia no UV-VIS
e microscopias eletronica de varredura e transmissdo. AUNRS apresentaram maior rendimento
em suas preparacdes e, portanto, foram as nanoestruturas utilizadas na construcdo dos
biossensores. Biossensores utilizando a técnica LSPR foram preparados em duas
configuracOes diferentes. AUNRS em suspensdo (S-AuNRs) e imobilizados sobre Iaminas de
vidro (AuNRs-chip). A imobilizagdo em vidro foi realizada utilizando o 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano como molécula ligante entre o vidro/AuNRs e entre 0s
AUNRS/AUNRS; esses substratos foram caracterizados por UV-VIS e microscopia de forca
atdmica. Os S-AuNRs e AuNRs-chip apresentaram sensibilidades de 196 nm RIU™ e 297 nm
RIU? respectivamente, e figura de mérito (FOM) de 2,2 RIU? e 3,0 RIU. Os AuNRs-chip
apresentaram um aumento de 18% na sensibilidade e 15% na FOM em relacdo a outros
AuNRs da literatura. Os substratos tiveram sua superficie modificada para deteccdo de
biomoléculas, como o anticorpo da albumina de soro bovino (anti-BSA), através da
metodologia utilizando N’-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS).
Posteriormente, a BSA foi imobilizada na superficie e a deteccdo de anti-BSA ocorreu através
da interacdo antigeno-anticorpo, observada pelo deslocamento da banda LSPR. Esse
deslocamento foi similar para as duas configuracbes, apesar dos maiores valores de
sensibilidade e FOM dos AuNRs-chip, indicando que o ambiente ao redor dos AuNRs
influencia na eficiéncia da deteccdo. A deteccdo de anti-BSA pelas técnicas SERS e SEF foi
realiza pelo método extrinseco, utilizando um imunoensaio sanduiche e as duas configuracdes
de AuNRs em conjunto. As moléculas provas utilizadas para o SERS e SEF, foram os
corantes azul do Nilo e IR-820 respectivamente. Na presenca do analito, o biossensor SERS
apresentou sinal duas vezes maior na média do que o branco, e uma quantidade maior de
eventos positivos no mapeamento SERS digital. O biossensor SEF apresentou sinal trés vezes
maior na média que o branco e uma quantidade maior de eventos positivos no mapeamento

SERS digital, indicando a deteccdo da anti-BSA através das duas técnicas. Os AuNBs e



AUNGs se mostraram substratos SERS adequados, mostrando alta intensificagdo no sinal
Raman do corante azul do Nilo. Os biossensores construidos nesse trabalho apresentaram boa
performance, sdo simples, rapidos e de boa eficiéncia na detec¢do da anti-BSA.

Palavras-chave: Biossensores. Plasménica. Nanoparticulas anisotropicas de ouro. LSPR.
SERS. SEF.



ABSTRACT

The present thesis had as study the synthesis and characterization of anisotropic Au
nanoparticles (AuNPs) and their application as plasmonic biosensors using the localized
surface plasmon resonance (LSPR), surface enhanced Raman scattering (SERS) and surface
enhanced fluorescence (SEF). Three different Au nanostructures were synthetized: Nanorods
(AuNRs), nanobypiramids (AuNBs) and nanobranches (AuNGs), using the seed mediated
growth method. These anisotropic AuUNPs were characterized with UV-Vis spectroscopy and
scanning and transmission electronic microscopy. AuNRs present larger yield in your
preparations and, therefore, were the nanostructures used in biosensors construction. LSPR
based biosensors were prepare in two different configurations. AuNRs in suspension, S-
AUNRS, and chemically adsorbed on glass slides, AuNRs-chip. The glass adsorption was
done using the 3-mercaptopropyltrimethoxisilane, that was utilized as binding molecule
between glass/AuNRs and between AuNRs/AUNRS, these substrates were characterized with
UV-Vis spectroscopy and atomic force microscopy. The S-AuNRs and AuNRs-chip show
sensitivities of 196 nm RIU™ and 297 nm RIU? respectively, and figure of merit (FOM) of
2.2 RIU? and 3.0 RIU™. The AuNRs, which had the adsorption process improved, obtained
an increase of 18% on sensitivity and 15% on FOM related to other AuNRs in the literature.
The substrates had the surface modified for biomolecule detection, like the bovine serum
albumin antibody (anti-BSA), through the methodology using N’ethylcarbodiimide (EDC)
and N-hidroxysuccnimide (NHS). Posteriorly, the BSA was immobilized on the surface and
the anti-BSA detection was made through antigen-antibody interaction, observed by the shift
of the LSPR band. This shift was similar to two configurations, although AuNRs-chip show
larger values of sensitivity and FOM, indicating that the environment surrounding the AuNRS
influences the detection efficiency. The anti-BSA detection through SERS and SEF
techniques was realized by the extrinsic method, using a sandwich immunoassay and the two
AuNRs configurations together. The reporter molecules used for SERS and SEF were Nile
blue and IR-820 dyes respectively. In the presence of the analyte, the SERS biosensor
presents a twice larger average signal than blank and a larger number of positive events at
SERS digital mapping. The SEF biosensor present a three times bigger average signal than
blank and a larger number of positive events at SEF digital mapping, indicating the anti-BSA
detection through these techniques. AuNBs and AuNGs were adequate SERS substrates,
showing a good intensification in Nile blue Raman signal. The biosensors constructed in this

thesis are simple, fast and have good efficiency and performance on anti-BSA detection.
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1 INTRODUCAO

Na introducgéo serdo abordados o0s conceitos de nanociéncia e de biossensores, 0S
principios das técnicas utilizadas no biossensoriamento nesta tese e a justificativa deste
trabalho.

1.1 NANOCIENCIA E NANOPARTICULAS DE OURO

Em Quimica, o prefixo ‘nano’ ¢ utilizado para designar algo que é um bilionésimo
(1x10°) de uma unidade de medida como o metro, por exemplo (DREADEN et al., 2012).
Por outro lado, uma definicdo mais aceita atualmente, é a de que um material ou propriedade
pode ser dita nanométrica quando pelo menos uma de suas dimensdes se encontra na escala
entre 1 e 100 nm (LOPEZ-SERRANO et al., 2014). E seguro dizer que a cada dia 0 uso e
importancia de nanoestruturas para a ciéncia e a tecnologia vem aumentando fortemente. A
nanotecnologia, que pode ser definida como aplicacdo desses materiais, hoje € um dos
grandes ramos da ciéncia, podendo ser aplicada em diversos campos de pesquisas como
sensores (principal interesse na presente tese), armazenamento de energia, medicina e
remediacdo ambiental entre diversas outras (KALAMBATE et al., 2019).

Nos dias atuais, o termo nanociéncia, estudo dos nanomateriais, é bastante
difundido; porém, uma das estruturas mais estudadas representantes desse ramo, as
nanoparticulas (NPs), sdo utilizadas ha séculos com base em conhecimento de manufatura,
sem discussdo fundamental e cientifica. As nanoparticulas de Au (AuNPSs), por exemplo, sdo
utilizadas desde muitos séculos em coloracdo de vidro e até aplicacbes biomédicas
(MCNAMARA e TOFAIL, 2017). Um dos exemplos mais antigos de uso das nanoparticulas
é na coloracdo de vidros presentes nos vitrais de igrejas medievais e na famosa taca de
Lycurgus, onde foram encontrados nanoestruturas de AuNPs e AgNPs, (JEEVANANDAM et
al., 2018). Contudo, foi apenas com os estudos de Faraday que as AUNPs ganharam interesse
cientifico, que pode ser considerado como 0 nascimento da ciéncia moderna de coloides
(FARADAY, 1857; EDWARDS e THOMAS, 2007). Faraday, estudando a interacdo da luz
incidida sobre filmes finos de metais, preparou um coloide de ouro, reduzindo uma solucéo
aquosa de NaJAuCls] com fosforo, o que resultou em uma suspenséo de cor rubi. Observou-se
apos a sintese que havia diferenca entre a luz incidente e a luz refletida pelo coloide
(HEILIGTAG e NIEDERBERGER, 2013).
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A explicacdo de algumas propriedades das AuNPs através da teoria
eletromagnética classica foi feita apenas ha um século (HALAS, 2010). A partir de entdo a
sintese de nanoparticulas evoluiu bastante: ja na década de 1950, Turkevich (TURKEVICH et
al., 1951), ap6s a invencdo do microscopio eletronico, sintetizou AuNPs esféricas a partir da
reducdo do &cido tetracloroaurico por citrato de sodio. Procedimento aprimorado por Frens
(FRENS, 1973), que preparou AuNPs esféricas com tamanho controlado entre 16-150 nm de
didmetro variando a concentracdo do citrato; quanto maior a adicdo de citrato menor era o
tamanho das esferas. Além disso, o citrato, utilizado em excesso, atua como estabilizante
nessas preparagdes, formando uma camada em volta das AuNPS e gerando repulsio
eletrostatica que evita a agregacdo das mesmas.

As sinteses evoluiram ao longo do tempo e nos anos 2000 novos tipos de
nanoestruturas de Au comecaram a surgir. Os primeiros resultados da preparacdo de
nanobastbes de Au (AuNRs) foram reportados em 2001 (JANA et al.,, 2001) e 2003
(NIKOOBAKHT e EL-SAYED, 2003). O metodo mediado por nanoparticulas precursoras
(seed) para a sintese de AuNRs por Nikoobakth e El-Sayed, utiliza do brometo de
cetriltrimetilaménio, CTAB, como direcionador na formacdo dos bastdes. As nanoparticulas
precursoras, sdo nanocristais esféricos que exibem duas faces {100}/{110} e {111}, 0o CTAB
possui maior afinidade pela face {100}, portanto, as micelas de CTAB adsorvem muito mais
eficientemente nessa face do que na face {111}, protegendo-a, fazendo com que o
crescimento anisotrépico ao longo da face {111} seja muito mais rapido (PARK et al., 2013).

Posteriormente, diversas outras formas preferenciais, como nanobipiramides
(AuNBs) (KOU et al., 2007) e nanogalhos (AuNGs) (CHEN et al., 2008), entre outros, foram
reportados utilizando surfactantes analogos ao CTAB. As trés formas acima sdo as
nanoestruturas utilizadas no presente trabalho, mas muitas outras surgiram (REGUERA et al.,
2017). As AuNPs possuem propriedades fisico-quimicas particulares (VIDOTTI et al., 2011),
e uma delas é a de possuir a ressonancia de plasmon de superficie localizado (do inglés,
localized surface plasmon resonance, LSPR).

Dentre essas propriedades fisico-quimicas particulares, Saha e colaboradores
(SAHA et al., 2012) citam quatro delas que fazem que AuNPs sejam excelentes plataformas
para biossensores: (1) Podem ser sintetizadas de forma direta e também podem ser estaveis;
(2) Suas propriedades Opticas e as propriedades eletrénicas sdo Unicas; (3) Grande razdo
superficie/volume com excelente biocompatibilidade; (4) As propriedades podem variar com
o tamanho e a forma das AuNPs, além do meio onde estdo dispostas. Essas propriedades, com

destaque especial as propriedades Opticas associadas a ressonancia de plasmon de superficie
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localizado fazem com que as AuNPs sejam bastante utilizadas em biossensores, que sdo nesse

caso nomeados de biossensores plasmonicos. (DORIA et al., 2012).

1.2 BIOSSENSORES PLASMONICOS

Nesse topico sera abordado inicialmente a definicdo de biossensor de maneira
geral e, posteriormente, 0 que sdo o0s biossensores plasmdnicos e as técnicas que podem ser

utilizadas em analises com esse tipo de biossensor.

1.2.1 Biossensores

Um sensor é um dispositivo analitico que detecta uma informacao através de uma
interacdo especifica ou mudangas no ambiente e a transforma em um sinal fisico mensuravel
(GUPTA e KANT, 2018). Um dos sensores mais conhecidos e utilizados é o termémetro de
mercurio, que funciona convertendo o calor em expanséo e contracdo do liquido, essa resposta
€ mostrada na temperatura vista no tubo de vidro graduado. Nas Gltimas quatro décadas, 0s
sensores Opticos tém tido um enorme desenvolvimento e, consequentemente, um aumento no
numero de aplicacfes (GUPTA e KANT, 2018).

Os sensores podem ser classificados de varias maneiras, de acordo com sua
aplicacdo ou com o analito a ser detectado. Biossensores sdo uma dessas varias classificacdes
de sensores e compreende uma gama enorme de dispositivos, nos quais 0 evento de
reconhecimento é através de elementos bioldgicos. Apesar de muito comuns hoje em dia, 0s
sensores sdo utilizados ha mais de um século como, por exemplo, nos trabalhos de Cremer em
1906, que demonstrou que a concentracdo de um &cido em um liquido é proporcional ao
potencial elétrico que chegava das partes do fluido separadas por uma membrana de vidro.
Posteriormente, em 1909 o conceito de pH foi introduzido por Sorensen e apenas em 1922 o
primeiro eletrodo de pH foi construido por Hughes (HUGHES, 1922). Outro ponto importante
na historia foi a imobilizacdo da enzima invertase em hidroxido de aluminio e carvdo por
Griffin e Nelson (GRIFFIN e NELSON, 1916; NELSON e GRIFFIN, 1916; BHALLA et al.,
2016).

Os primeiros conceitos sobre biossensores foram definidos por Clark, conhecido
como o pai dos biossensores (GIRIGOSWAMI e AKHTAR, 2019), em 1962, com base em
seu sensor de oxigénio construido em 1956 (BHALLA et al., 2016). Clark dizia que a

deteccdo eletroquimica de oxigénio ou perdxido de hidrogénio seria capaz de ser suporte para
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instrumentos bioanaliticos, desde que estivessem com as devidas enzimas imobilizadas. Um
dos biossensores mais classicos foi desenvolvido para deteccdo de glicose, utilizando a
enzima glicose oxidase e permitindo a conversdo de um eletrodo de platina em uma poderosa
e necessaria ferramenta analitica. Outro exemplo classico sd@o o0s testes de gravidez
(TURNER, 2013).

Os biossensores sdo compostos por um biorreceptor, um transdutor e um
processador de dados. Um esquema simples de um biossensor utilizando AuNPs é mostrado
na Figura 1. No esquema apresentado tem-se uma amostra com varios elementos, de maneira
que o biorreceptor seja o responsavel por reconhecer o analito dentro da matriz dessa amostra,
gerando um sinal biolégico. O biorreceptor pode ser um microrganismo, organela, enzima,
célula, anticorpo, &cido nucleico entre outros (DAMBORSKY et al., 2016); para uso de
AuNPs, essa devem ser modificadas com o biorreceptor. O sinal biologico é transduzido a um
sinal analitico mensuravel pelo transdutor, que pode ser classificado como Optico (nesse
trabalho sera usado o LSPR das AuNPs), eletroquimico ou piezelétrico (VIDOTTI et al.,

2011) e, entdo, o sinal gerado no processo de reconhecimento €é processado.

Figura 1: Esquema de um biossensor utilizando AuNPs

Amostra
og® >
Ao : S £o Processamento
[ A. 8 £ ) Transdutor [cp]  de dados
o B >— &2
A O 4+
A OJ > m

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

O estudo e desenvolvimento dos biossensores na deteccdo de diversos compostos
tem atraido o interesse de cientistas de diversas areas como a quimica, ciéncia dos materiais,
fisica, biologia entre outras. Muito desse interesse ocorre porque 0s biossensores podem ser
utilizados em areas de grande importancia cientifica e tecnolégica como diagndsticos clinicos,
biomedicina, deteccdo de drogas ilicitas, analise ambiental, controle de qualidade e seguranga
alimentar, controle antiterrorismo entre diversas outras (PEREZ-LOPEZ e MERKOCI, 2011;
BHALLA et al., 2016).
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E interessante destacar que nos dias de hoje existem biossensores com grandes
vantagens em relacdo aos métodos convencionais de biossensoriamento, como 0s métodos
PCR (reagdo em cadeia de polimerase, do inglés polymerase chain-reaction) e ELISA (anélise
de enzima imuno-adsorvida, do inglés enzyme-linked-imunosorbent assay) (HOWES,
CHANDRAWATI, et al., 2014). Entre essas vantagens vale ressaltar a possibilidade de ter
menor tempo de anélise, adaptabilidade das dimensdes e, principalmente, potencial para ser
miniaturizado e utilizacdo de instrumentacdo menor. Essas caracteristicas tornam os
biossensores faceis de manusear e portateis, aumentando a possibilidade de uso em analises
de campo; além disso, podem ser de baixo custo dependendo da técnica de construgdo e
analise. Essas caracteristicas se fazem interessantes em novos cuidados com a saude,
tratamentos clinicos e diagnosticos em tempo real, principalmente quando ha a necessidade de
seu uso em paises em desenvolvimento (HAMMOND et al., 2014).

A evolucdo no desenvolvimento e aplicacdo de biossensores plasmonicos tem sido
grande nos ultimos anos, de modo que a variedade dos dispositivos de detecgcdo criados
indicam que os biossensores plasmoénicos sdo uma possivel solucdo para muitos problemas
bioguimicos e biomédicos (BROLO, 2012). Suas aplicacdes variam desde a deteccdo de
sistemas que envolvem interacbes proteina—proteina até a deteccdo de sistemas muito
menores, como fragmentos de DNA, em concentracfes da ordem de attomolar (FERREIRA,
et al., 2009). Porém, ainda ha um grande desafio para os pesquisados, que é levar essa
tecnologia dos laboratorios para as aplicacdes em problemas reais (POLAVARAPU e LIZ-
MARZAN, 2013).

1.2.2 Materiais Plasmonicos e Plasmon de Superficie

Os metais podem ser considerados como espelhos devido a alta refletividade
Optica, além de apresentarem alta condutividade elétrica, e sdo os tipicos materiais ditos
plasménicos (LE RU e ETCHEGOIN, 2009). O interesse nas propriedades 6pticas, alem da
alta refletividade surgiu apenas no século XX, muito devido a evolucdo da ciéncia, com o
eletromagnetismo classico proposto por Maxwell (SANTOS et al., 2016). Considerando o
ponto de vista eletromagnético, o metal é um plasma de estado solido, ja que pode ser
considerado como possuindo um fundo fixo de ions positivos com os elétrons de conducédo
movendo-se nesse reticulo. A plasmonica € a ciéncia que estuda a oscilagdo desse plasma e
sua excitacdo optica (MURRAY e BARNES, 2007).
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Plasmon de superficie (SP, do inglés surface plasmon) é o nome dado a excitaco
coletiva dos elétrons da superficie de um material metalico (BROLO et al., 2008). A
ressonancia que permite essa excitagdo ocorre quando a radiacdo eletromagnética incidente
coincide com o comprimento de onda de excitagdo dos modos de oscilacdo dos elétrons de
superficie do metal (LANGER et al., 2015). Para que haja a excitacdo do SP é necessario que
0 momento total do sistema (luz+metal) seja conservado (LE RU e ETCHEGOIN, 2009). A
relacdo de dispersdo de um plasmon de superficie em um filme metélico plano é mostrada na
Equacéo 1.

0]

ksp = ?\/ Eeff

Equacédo 1

Onde: kgp € 0 vetor de onda do campo eletromagnético propagante paralelo a

superficie, w € a frequéncia angular e ¢ a velocidade da luz. €55 € a constante dielétrica

efetiva, dada pela Equacéo 2.
EMEm
E = —-—
T 7 ey + &
Equacéo 2

A constante dielétrica efetiva relaciona as constantes dielétricas do meio adjacente
ao metal e do metal, &, e &,, respectivamente. A Equagdo 1 mostra, portanto, que 0 meio
onde o metal esta imerso afeta as condigcdes da ressonancia de plasmon de superficie, SPR. A
aplicacdo do SPR para o sensoriamento esta ligada justamente ao fato de que a presenca de
um adsorbato afeta fortemente as propriedades dielétricas do meio adjacente a superficie
metélica (BROLO et al., 2008).

Pela Equacdo 1 e Equacdo 2, pode-se observar o problema eletromagnético.
Excitar um SP por luz ndo é possivel, porque 0 momento do féton no ar é dado por w/c,
sendo, portanto, menor gue o momento necessario para excitar um SP, ja que o valor de &5
é maior que 1 (GUPTA e KANT, 2018). Ao final da década 1960 dois pesquisadores
resolveram esse problema aumentando 0 momento da luz utilizando prismas que possuiam
maior indice de refracdo que o ar. As duas abordagens, de Otto (OTTO, 1968) e
Krestschmann (KRETSCHMANN e RAETHER, 1968) também deram nome as

configuracOes criadas por eles, que sdo esquematizados na Figura 2.
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Figura 2: ConfiguragOes construidas para resolver o problema eletromagnético associado a

excitacdo de plamon de superficie, mantendo a conservacdo do momento angular utilizando

Configuragao de Otto Configuragao de Kretschmann
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(a) Configuracgéo de Otto e (b) Configuracao de Kretschmann
Lgap € a distacia entre 0 metal e 0 prisma, Lmetal € & espessura do metal, PSPP é o plasmon de
superficie propagante que foi excitado na superficie do metal. &, é a constante dielétrica do

prisma, &), do meio adjacente e £(w) € a funcdo dielétrica do metal. 8; é o angulo de
incidéncia e 8, € o angulo critico.
Fonte: ADAPTADO DE LE RU e ETCHEGOIN, 2009.

As duas configuraces utilizaram a reflexdo interna total da luz incidente pelo
prisma como principio. Quando a luz sofre reflexdo total, cria uma onda evanescente na
interface do prisma, permitindo a excitacdo de um plasmon na interface metal/dielétrico,
como mostra a Figura 2, de modo que, devido a passagem por um meio com constante
dielétrica mais alta, a luz passou a apresentar momento maior do que no meio original, o que
permitiu que plasmon de superficie fossem excitados na superficie do metal. O interessante
das duas metodologias que utilizaram prismas para excitacdo de SP, é que 0s mesmos podem
ser excitados de duas maneiras diferentes: (1) variando o comprimento de onda da luz
incidente (2) variando o angulo de incidéncia (LE RU e ETCHEGOIN, 2009; XU et al.,
2019).

A configuracdo de Otto tinha uma desvantagem importante, pois utilizava uma
estreita abertura com ar ou uma solucdo de interesse como separacdo entre a superficie
metalica e o prisma para a propagacdo da onda evanescente, o que é muito dificil de controlar
com os métodos de fabricagdo da época da proposi¢do. Por outro lado, Kretschmann e

Raether utilizaram o proprio filme metalico para a propagacao da onda evanescente, o que fez
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com essa configuragdo fosse muito mais vantajosa porque o controle sobre a espessura de
filmes metélicos é bem mais estabelecido do que o controle sobre o gap entre as partes do
substrato. Portanto, a chamada configuracdo de Kretschmann tornou-se a mais utilizada pelos
interessados em SPR (LE RU e ETCHEGOIN, 2009). Depois do desenvolvimento inicial, o
fenbmeno SPR comecou a ser bastante utilizado para vérias aplicacbes depois de alguns anos,
com a primeira deteccdo com a tecnica realizada em 1983 por Liedberg e colaboradores
(LIEDBERG et al., 1983); além disso, o primeiro biossensor comercial utilizando a técnica
foi comercializado pela Pharmacia Biacore em 1990 (BHALLA et al., 2016). Os métodos e
Otto e Kretschmann sdo bem conhecidos, porém existem diversos outros métodos para a
resolucdo do problema eletromagnético, alguns deles utilizando de estruturas peridédicas como
superficies rugosas, grades e nanoburacos (MONTEIRO et al., 2012; ESCOBEDO et al.,
2013; MONTEIRO et al., 2016).

1.2.3 Plasmon de Superficie Localizado

Quando os materiais metalicos possuem dimensdes comparaveis ou menores que
0 comprimento de onda da luz eletromagnética incidente, o SP é dito localizado, ou seja,
plasmon de superficie localizado (LSP, do inglés localized surface plasmon) (MEJIA-
SALAZAR e OLIVEIRA, 2018). O problema eletromagnético ndo ocorre para 0os LSP,
porque a dificuldade com vetor de onda do SP (ksp) se torna irrelevante ja que nessa dimenséo
0 campo elétrico € homogéneo em toda a nanoestrutura (LE RU e ETCHEGOIN, 2009).

A Figura 3 ilustra os dois tipos de plasmon de superficie, localizado e estendido.
Na Figura 3A temos o plasmon de superficie estendido, que se propaga nas direcdes X, y e z
da interface metal/dielétrico. As distancias de propagacdo em x e y podem chegar a mais de
100 pum, enquanto a propagagdo na dire¢do z ¢ no maximo 200 nm. Na Figura 3B é mostrado
o plasmon de superficie localizado, que se caracteriza pela geracdo de um dipolo elétrico
devido a mudanca no modo de oscilagdo da nuvem eletrdnica, de modo que ha uma oscilacéo
coletiva na direcdo oposta ao vetor campo elétrico (WILLETS e VAN DUYNE, 2007). A
ressonancia de plasmon de superficie ocorre quando o comprimento de onda dos modos de
oscilacdo dos elétrons de superficie coincide com a radiacdo eletromagnética incidente. A
frequéncia da oscilacdo mostrada na Figura 3B corresponde a ressonancia de plasmon de
superficie localizado, LSPR (MEJIA-SALAZAR e OLIVEIRA, 2018).



Figura 3: Esquema dos tipos de plasmon de superficie.
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Fonte: ADAPTADO DE CAO et al., 2014.
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O LSPR assim como o SPR tem seu uso como ferramenta de sensoriamento,

sendo que a posicdo da banda de ressonancia estd relacionada ao meio no qual as

nanoparticulas estdo imersas. A variacdo do indice de refracdo proximo as AuNPs faz com

que tanto a posicdo do maximo e a intensidade da banda LSPR sofram variacdo (WANG et

al., 2017).

O entendimento do LSPR passou por diversas teorias e descobertas. Isso se

iniciou com o0s avan¢os no eletromagnetismo classico feitos por Maxwell e posteriormente

pelos trabalhos de Mie que, em 1908 (MIE, 1908), mostrou uma resolugéo para a equacao de

Maxwell para a interacdo de uma onda eletromagnética e uma esfera condutora (SANTOS et

al., 2016). Para tanto, foi necessario considerar que o meio adjacente e a nanoparticula fossem

homogéneos, que a nanoparticula fosse menor que o comprimento de onda da luz incidente,
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que a magnitude do campo elétrico fosse estatica em volta da nanoparticula e que a
nanoparticula metélica fosse um dipolo ideal. Nessa situacdo, foi possivel ter uma solucéo
pela teoria de Mie para a sec¢do de choque da extingdo de uma nanoparticula metalica esférica
(0ext), Que é 0 somatorio das secdes de choque de absorcdo e espalhamento (JIANG et al.,
2018), dada pela Equacéo 3.

18nVel/? £,()
A [e1(D) + 2ey]? + £,(A)?

Oext W=
Equacédo 3

Onde: V é o volume da nanoparticula, A é o comprimento de onda da luz, €, é a
constante dielétrica do meio adjacente e &; + ie, é a fungéo dielétrica complexa para o metal.
Pode-se perceber na Equacdo 3 que existe uma condicdo de ressonancia para que a secdo de
choque seja a maior possivel, que é e(w) = —2¢, (JIANG et al., 2018).

As contribuicdes iniciais levaram ao modelo de Drude para a estrutura eletronica
dos metais, que permitiu relacionar a frequéncia da banda LSPR com a constante dielétrica do

meio onde a nanoparticula esta, mostrado na Equacdo 4 (MAYER e HAFNER, 2011).
2

_ Y
w? + y?
Equacéo 4
Onde: w, € a frequéncia do plasma e y o parametro de amortecimento, ambos
para 0 metal bulk. Quando na regido do visivel e infravermelho proximo, consegue-se
simplificar a equacdo, uma vez que y < w,, chegando a Equacdo 5 (MAYER e HAFNER,

2011).
w2
14
e(w) =1- (,()_2
Equacédo 5
A Equacdo 3 leva a uma condicao de ressonancia para o sistema e utilizando essa

condicdo de ressonancia, pode-se reescrever a Equacdo 5, obtendo a Equacdo 6 (MAYER e
HAFNER, 2011; JIANG et al., 2018).

a) —————————————————
T 2, + 1

Equacédo 6
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Onde: w,,4, ¢ a frequéncia da banda LSPR. Utilizando da relagio A = 27¢/,, |
pode-se converter frequéncia para comprimento de onda, mais comumente utilizado na area.
Sabe-se que a constante dielétrica do meio esta relacionada com o indice de refracdo da

seguinte forma ¢,, = nZ. Portanto, pode-se rearranjar a Equacéo 6:

Amax = Ap /Zn,%, +1

Onde: Apq, € 0 comprimento de onda do LSPR, 4, € o comprimento de onda

Equacédo 7

correspondente ao plasma do metal bulk e n,, é o indice de refracdo do meio. A Equacdo 7
mostra a dependéncia do comprimento de onda méximo da banda LSPR com o indice de
refracdo do meio (MAYER e HAFNER, 2011).

Gans reformulou a teoria de Mie em 1912 (GANS, 1912) e aplicou para particulas
esferoidais com diferentes razdes de aspecto (razdo entre dimensdes longitudinal e
transversal). Mostrou, através de suas equacdes, que assim como para as nanoparticulas
esféricas, a LSPR de nanoparticulas esferoidais também € dependente da constante dielétrica
do meio adjacente e, consequentemente, do indice de refracdo. Além disso, previu um
deslocamento para o vermelho da banda LSPR com o aumento da razdo de aspecto das
estruturas esferoidais (JIANG et al., 2018).

Uma propriedade bastante interessante e diferencial do LSPR é que, quando em
ressonancia com a radiacdo incidente, uma grande intensificacdo do campo eletromagnético
local é observada proxima a superficie das nanoparticulas. A intensificacdo do campo
eletromagnético local é ilustrada na Figura 4, que é o resultado de um calculo tedrico para o
campo eletromagnético local na superficie de uma nanoesfera de Ag (KELLY et al., 2002),
excitada na condicdo de ressonancia, onde k é o vetor de onda e E o campo elétrico. Pode-se
observar na regido em vermelho que ha intensificacdo do campo elétrico, que chega até 50% o
valor do campo incidente. Ha de se destacar que essa intensificacdo decai bruscamente com a
distancia em relacdo a superficie, confirmando que este é um fenémeno que deve acontecer

bem proximo a superficie metalica.
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Figura 4: Intensificagdo do campo local préximo a superficie de nanoesferas de Ag, simulacéo
feita com 0 método de aproximacgéo de dipolos discretos, DDA do inglés discrete dipolo
approximation
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Fonte: ADAPTADO DE KELLY et al.,

O LSPR esta diretamente ligado a forma e ao tamanho das nanoestruturas
plasmdnicas. O dipolo induzido pelo campo eletromagnético incidente é dado pela relacédo
Uina = @Ey(wy), onde a € a polarizabilidade da nanoparticula. No caso de morfologias
isotropicas, o dipolo € induzido por uma componente do campo elétrico da luz incidente, ao
passo que para estruturas anisotropicas a polarizabilidade se torna um tensor de segunda
ordem e, portanto, as componentes podem ser diferentes para os trés eixos, de maneira que
varios dipolos diferentes podem ser excitados. As propriedades do LSPR estdo relacionadas as
mudancas na polarizabilidade das NPs plasmdnicas com a excitagdo pela radiacéo
eletromagnética incidente (REGUERA et al., 2017).

Para os metais de cunhagem, Au, Ag e Cu, o LSPR é observado como uma banda
de extincdo na regido do visivel-infravermelho préximo (VIS-NIR). Tipicamente, o
espalhamento de luz caracteristico de nanoestruturas e microestruturas é chamado de efeito
Tyndall (EDWARDS e THOMAS, 2007). Na Figura 5 e Figura 6 sdo mostradas as excitacoes
do LSPR para nanoesferas e nanobastBes de Au, respectivamente, e as bandas LSPR
resultantes observadas em um espectro no VIS-NIR. Pode-se observar que para as esferas, que
sdo estruturas isotrépicas, apenas um dipolo € induzido e consequentemente apenas uma
banda de extin¢do € observada. J& os nanobastdes de Au possuem dois dipolos induzidos
possiveis e, portanto, sdo observadas duas bandas de extingdo, associadas as oscilacbes dos
elétrons livres nos dois eixos principais da nanoestrutura: sdo as bandas LSPR do modo
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longitudinal (LSPR-L) e do modo transversal (LSPR-T). A maior polarizabilidade das NPs
anisotropicas no modo longitudinal, explica 0 maior deslocamento para o vermelho do LSPR-
L em relagdo ao LSPR-T com a mudanca no indice de refracdo do meio (CAO et al., 2014).

Figura 5: Excitagdo do LSPR para esferas de Au
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Fonte: ADAPTADO DE CAO, SUN e GRATTAN, 2014.

Figura 6: Excitacdo do LSPR para nanobastfes de Au
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Hé& de se ressaltar que a diferenca de polarizabilidade também afeta a intensidade
do campo eletromagnético gerado na superficie das NPs plasmdnicas. NPs plasmdnicas
anisotropicas alongadas que possuem formas com bordas finas como bastdes, bipiramides,
entre outras, concentram grandes campos eletromagnéticos em seus vertices. Além disso, por
possuirem maior polarizabilidade, hd um aumento maior do campo eletromagnético proximo
a superficie em relacdo a particulas isotropicas. Estruturas com pontas muito finas, como
nanoestrelas e nanogalhos, podem aprisionar as oscilagdes de carga do metal em espacgos
confinados, aumentando ainda mais o efeito de intensificacdo do campo eletromagnético local
(REGUERA et al., 2017).

A Figura 7 mostra algumas simulacbes do campo eletromagnético para
nanoesferas (i), nanobastdes (ii) e nanoestrelas (iii) de ouro excitadas por duas radiacfes
diferentes, incluindo o vetor de onda k e polarizagcdo do campo elétrico, E. A escala ao lado
em cores mostra a intensidade dos campos eletromagnéticos locais em relacdo ao campo
elétrico incidente. Para todas as nanoestruturas simuladas, os campos eletromagneéticos
calculados sdo muito intensos préximo a superficie metalica, o que ja foi mostrado na Figura
4. Pode-se observar, por outro lado, que as nanoestrelas possuem a maior intensidade nas duas
excitaces utilizadas nos calculos e os campos locais intensificados ficam confinados em
pequenas regides proximas as pontas. Para 0s nanobastfes, que apresentam dois modos LSPR,
é possivel observar duas regides de intensificacdo bem distintas, uma para cada excitacdo
utilizada. Pode-se observar que as excitacfes estdo em ressonancia com os dois modos do
LSP dos bastdes, e mostram que a intensificacdo para 0 modo LSPR-L é bem maior que do
LSPR-T. Finalmente, as nanoesferas apresentaram a intensificagdo mais baixa do campo

eletromagnético local se comparada as outras nanoestruturas. (LI et al., 2012).
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Figura 7: Simulacéo de campo eletromagnético para diferentes nanoestruturas, utilizando o
método de diferencas finitas do dominio do tempo, FDTD do inglés finite difference time
domain.
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(i) Nanoesferas de ouro (ii) nanobastdes de ouro (iii) nanoestrelas de ouro. As letras (a), (c) e (€)
sdo referentes aos campos eletromagnéticos das nanoestruturas excitados com a radia¢ao com Ao
=532 nm e as letras (b), (d) e (f) referentes & excitagdo com Ao = 785 nm

Fonte: ADAPTADO DE Ll et al., 2012.

Nanoparticulas de Au podem ser sintetizadas de diversas formas, utilizando desde
métodos simples para nanoesferas, como aqueles reportados por Frens e Turkevich, citados
acima, a métodos mais complexos para nanobast6es, nanobipirdmides e nanogalhos (CHEN et
al., 2008). O aumento da simetria das nanoestruturas gera um aumento da intensidade da
banda LSPR do modo do plasmon envolvido, ja que estruturas de mesma simetria possuem
bandas LSPR praticamente iguais, aumentando a intensidade média. A homogeneidade no
tamanho também ajuda a diminuir a largura da banda LSPR, o que pode beneficiar seu uso em
sensores (PETRYAYEVA e KRULL, 2011).



34

1.2.4 Biossensores LSPR

O uso do fenébmeno LSPR na construcdo de biossensores, ou seja, utilizado para
detectar biomoléculas, se baseia na dependéncia da banda LSPR com a concentragdo do
analito na superficie de NPs plasménicas preparadas especialmente para atuar como
biossensor e nas propriedades da biomolécula a ser analisada. Assim, é possivel utilizar uma
relacdo como apresentada na Equacdo 8, que mostra a variacdo do indice de refracdo proximo
a superficie metalica com a concentracdo do analito adsorvido na superficie da NP plasmdnica

(HOMOLA, 2008).
dn\ r
an = (go) 7
Equacéo 8

Onde: (dn/dc) € o incremento do indice de refragdo pelas moléculas do analito na
concentragdo c, h € a espessura da camada molecular formada sobre a superficie do sensor e r
€ a concentracdo da superficie em massa/area.

A deteccdo por LSPR é feita pela variacdo do comprimento de onda da banda
LSPR das NPs plasménicas com a mudanca do indice de refracdo proximo a superficie
metélica causada pela ades@o de uma biomolécula na superficie das NPs. A variacdo da banda

LSPR é mostrada analiticamente pela Equacdo 9 (GUPTA e KANT, 2018).

(%)
Ay = SAN [1 —e'la

Equacéo 9

Onde: S é a sensibilidade caracteristica do LSPR a variacdo de indice de refracao
do meio; l; € o comprimento do decaimento associado ao campo eletromagnético proximo as
NPs plasménicas, que possui valor tipico entre 5-6 nm, sendo exponencial com a distancia da
superficie metalica (HAES e VAN DUYNE, 2002). O valor de [, entretanto, pode variar com
o tamanho e forma das NPs, levando a tamanhos de mesma magnitude que de moléculas de
proteinas (5-10 nm), o que torna 0 LSPR muito estudado para biossensoriamento (GUPTA e
KANT, 2018).

Na Equacdo 9 tem-se a sensibilidade do biossensor LSPR, por definida como S e

dada pela Equacdo 10, que mede a variagdo do maximo da banda LSPR (Ap) com a variacdo
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do indice de refracdo do meio, sem considerar a interface. S pode ser dado em nm ou
eV/unidade de indice de refragdo (RIU) (AMENDOLA et al., 2017).
dn
Equacéo 10
A figura de mérito (FOM) leva em consideracdo a largura a meia altura (FWHM)
da banda LSPR, e trata-se de uma forma adicional de avaliar a performance do biossensor. A
FOM, definida na Equacdo 11, é dada pela razdo entre a sensibilidade e a FWHM da banda
LSPR, e é considerada uma forma mais precisa de avaliar/comparar o desempenho de
sensores LSPR (XU et al., 2019). E desejavel que os valores de S e FOM sejam os maiores
possiveis em sensores LSPR.

FOM = ———
FWHM

Equacdo 11

Um exemplo da anélise de desempenho de duas nanonoestruturas de Au como
biossensor LSPR é mostrado na Figura 8. Na Figura 8A e B mostram-se 0s espectros de
extingdo para nanobastfes de Au (AuNRs) e nanobipiramides de Au (AuNBS) redispersos em
diferentes concentracdes de glicerol em &gua. E possivel observar nessas figuras a variacio do
méaximo da banda LSPR com a variacdo do indice de refracdo da mistura glicerol-agua
utilizada (a seta indica 0 aumento da concentracdo de glicerol e, consequentemente, do indice
de refracdo do meio). Na Figura 8C, tem-se as curvas de sensibilidade para os AUNRs em azul
e AuNBs em vermelho. Interessante notar que as duas formas de AuNPs sdo sensiveis as
mudancas no indice de refracdo; porém, por possuirem o LSPR em maiores comprimentos de
onda, as AuNBs se mostram mais sensiveis (inclinacdo da curva de sensibilidade) que os
AuNRs (JAIN e EL-SAYED, 2007).
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Figura 8: Comparacédo da sensibilidade entre AUNRS e AuNBs

1.0 c o

0.8
0.6
N\ [ 0.4
1000 1100 1200 135 140 145
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) Indice de Refragao

I
\l

(A) e (B) Deslocamento do maximo da banda LSPR para AuNRs e AuNBs respectivamente, em
solugdes com diferentes indices de refragdo. As setas indicam o sentido do aumento do indice de
refragdo. (C) Dependéncia do plasmon com o indice de refracdo em azul para os AUNRS e em
vermelho para as AuNBs.

Fonte: ADAPTADO DE CHEN et al., 2008.

Existem algumas caracteristicas e atributos que um biossensor LSPR deve ter para
que possa ter o melhor desempenho possivel (BHALLA et al., 2016). A sensibilidade é uma
dessas importantes caracteristicas, na pratica como mostrado na Equacédo 10 e na Figura 8, a
sensibilidade é a inclinacdo de uma curva analitica, obtidas atraveés da regressédo linear de um
grafico resposta (variagdo do Amax da banda LSPR) versus concentragdo ou resposta versus
variacdo do indice de refracdo do meio. E desejavel que a sensibilidade seja a maior possivel,
porque um bom sensor deve apresentar elevadas respostas frente a pequenas variagdes do
indice de refragdo ou da concentragédo do analito (VALSECCHI e BROLO, 2013).

A linearidade também é necessaria e esta relacionada a resolucdo do biossensor e
mostra a precisdo da resposta medida. Um bom biossensor deve possuir uma boa curva
analitica, que permita que o resultado seja diretamente proporcional as mudancas do indice de
refracdo em funcdo da concentracdo do analito e que a concentracdo a se determinar esteja
nessa faixa linear da curva (BHALLA et al., 2016).

Reprodutibilidade e estabilidade sdo caracteristicas importantissimas,
principalmente quando se trata de biossensores de baixo custo. A reprodutibilidade é a
capacidade do biossensor em gerar a mesma resposta analitica para experimentos em
replicatas, caracterizada pela exatiddo e precisdo da medida. Também deve ser estavel a
mudancas no ambiente ao seu redor (BHALLA et al., 2016).

As NPs metélicas em suspensdo nem sempre permitem sua reutilizacdo e ndo séo
necessariamente estaveis a mudangas no meio. Nesse contexto, é bastante interessante 0 uso
de biossensores LSPR com NPs adsorvidas em diferentes suportes (LANGER et al., 2015),

como o vidro, por exemplo, sobre o qual se utilizam silanos substituidos com grupos de alta
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afinidade com NPs metélicas. Um desses silanos é o 3-mercaptopropiltrimetoxisilano
(MPTMS), usado para ligar as camadas de NPs entre si e ao vidro, permitindo a adesdo de
diferentes quantidades de NPs ao vidro através de ciclos de adsorcédo (FAN e BROLO, 2009).
E uma boa estratégia esse tipo de suporte, pois permite manter as propriedades das NPs em
um sistema organizado e de grande dimensdo. Também podem ser utilizados outros suportes,
como o politereftalato de etileno (PET) (FAN et al., 2010), papel (ZHANG et al., 2019) entre
outros.

Por ultimo, a especificidade € uma das caracteristicas mais desejaveis em um
biossensor, e trata-se de um dos maiores desafios em sua constru¢do (WANG et al., 2017).
Especificidade pode ser definida como a capacidade de determinar com exatiddo e
unicamente um analito dentro de uma matriz com possiveis interferentes, produtos de
degradacdo ou impurezas (BHALLA et al., 2016). Para que sejam especificos, pode-se
recorrer as interagcdes por bioafinidade, como antigeno-anticorpo, enzima-substrato, biotina-
estreptavidina. Além disso, é necessario fazer uma protecdo na superficie metalica para que
ndo haja adsorcdo ndo especifica que resulte em interferéncia no sinal analitico. Essa protecéao
pode ser feita a partir de proteinas como a BSA (albumina de soro bovino) (CAO et al., 2012)
ou polimeros como o0 PEG-SH (polietileno glicol-tiolado) (MACLAUGHLIN et al., 2013).

A interacdo antigeno-anticorpo é a base dos chamados imunoensaios, servindo
como experimentos de prova-de-conceito (PdC) ou mesmo na deteccdo das biomoléculas de
interesse. Outro sistema bastante utilizado como PdC para avaliagdo da capacidade de
sensoriamento de um biossensor é o sistema estreptavidina-biotina (SEPULVEDA et al.,
2009), porque essas duas espécies possuem uma ligacdo muito forte e especifica.
Primeiramente a biotina é ligada a superficie da NP e posteriormente interage com a
estreptavidina, o interessante sobre esse sistema é que além de ser PAC, pode ser utilizado
como um ensaio de detec¢do também. A estreptavidina € uma proteina tetramétrica (GREEN,
1975), podendo interagir com até quatro moléculas biotiniladas com anticorpos e &cidos
nucleicos que sdo encontrados comercialmente. Na literatura ja foi reportada deteccdo de
estreptavidina em concentracdes na ordem de attomolar (FERREIRA et al., 2009).

Os imunoensaios sdo base para diversos biossensores (LUAN et al., 2016), assim
como os trabalhos nessa tese. Sdo bastante utilizados para maltiplas deteccbes, porque 0s
anticorpos, elementos de bioreconhecimento, possuem alta seletividade e sensibilidade,
devido a especificidade das suas interagdes que possuem alta constante de equilibrio de
associacdo com seu respectivo antigeno. Os anticorpos sdo uma familia de glicoproteinas

conhecidas como imunoglobulinas (1g) produzidas pelas células B (FARKA et al., 2017).
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Normalmente sdo ligados as NPs por processos de varias etapas. Um desses processos € a
utilizacdo de camadas auto-organizadas (SAM, do inglés self assembled monolayers) de tiois
na superficie das AuNPs; os tiois adicionados reagem fortemente com a superficie metélica.
Posteriormente utilizam-se moléculas com reatividade especifica para os anticorpos, sendo
que um método bastante comum utilizar N-hidroxisuccinimida (NHS) e N-etilcarbodiimida
(EDC) (CAO et al., 2012).

O uso do LSPR em biossensoriamento comegou com o trabalho de Englebienne
(ENGLEBIENNE, 1998), que detectou uma ligacdo antigeno-anticorpo utilizando o
deslocamento da banda LSPR. Sete anos ap6s a primeira deteccdo com a técnica, Haes e
colaboradores fizeram a primeira descricdo de um diagnostico clinico utilizando o LSPR
(HAES et al., 2005) e desde entdo os biossensores LSPR vém sendo utilizados nos mais
diversos métodos de deteccdo de biomoléculas (SANTOS et al., 2016).

De fato, a instrumentacdo comercial ainda é dominada pelo SPR, principalmente
pelo fato de se ter equipamentos simples e prontos para analise. Porém, a técnica LSPR
oferece algumas vantagens para 0 sensoriamento como: utilizacdo de nanoestruturas com
tamanhos e formas diferentes, facilidade de transporte, possivel miniaturizacdo e menores
custos (HAES e VAN DUYNE, 2004).

Existem varias vantagens no uso do LSPR como biossensor (SUGUMARAN et
al., 2018): (i) alta sensibilidade a mudancas no indice de refracdo e no meio adjacente as NPs;
(i) ndo necessita de marcadores; (iii) deteccbes podem ser realizadas em tempo real por
sistemas de microfluidica; (iv) baixo tempo de andlise; (v) baixo consumo de amostra; (Vi)
boa reprodutibilidade; (vii) podem ser de baixo custo, simplicidade de analise e nos dias de
hoje ainda podem ser portateis (PAN et al., 2017).

Uma vantagem adicional da técnica LSPR é que, além de seu uso como transdutor
do sinal bioldgico, o fenbmeno permite construir biossensores baseados em outras técnicas. A
grande intensificacdo do campo eletromagnético local gerada pelo LSPR permite o estudo de
espectroscopias intensificadas por superficie, ou SES (do inglés, surface enhanced
spectroscopy) (AROCA, 2013), como o espalhamento Raman intensificado por superficie,
SERS (do inglés, surface enhanced Raman scaterring) e a fluorescéncia intensificada por
superficie, SEF (do inglés, surface enhanced fluorescence) (DONG et al., 2015), que serdo

abordados nas proximas secoes.
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1.2.5 Espectroscopia Raman intensificada por superficie e sua aplicagdo como

biossensores

Essa secdo abordard os conceitos da espectroscopia Raman e do espalhamento

Raman intensificado por superficie e sua aplicacagdo como biossensor.

1.2.5.1 Espectroscopia Raman

A base para o efeito SERS € a intensificacdo do espalhamento Raman. Em 1928
Chandasekhara Venkata Raman e Kariamanickam Srinivasa Krishnan descobriram um novo
tipo de radiacdo secundaria, posteriormente chamada de espalhamento Raman (RAMAN e
KRISHNAN, 1928), a qual levou Raman a receber o prémio Nobel em 1930. Apos sua
descoberta, foi utilizado como uma poderosa ferramenta para elucidacdo da estrutura quimica
e de ligacdo de compostos, porém, foi apenas com o advento do laser que o efeito Raman
passou a ser muito utilizado na comunidade cientifica (PANNEERSELVAM et al., 2018).

O espalhamento Raman é observado como um espalhamento inelastico de uma
radiacdo monocromatica incidente em uma molécula. E importante notar que o espalhamento
da radiacdo incidente mais provavel é o espalhamento Rayleigh (espalhamento elastico). Na
Figura 9 sdo mostrados os trés possiveis tipos de espalhamento da luz incidente para uma

transicdo vibracional.

Figura 9: Tipos de espalhamento da luz incidente
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Na Figura 9A é destacado o espalhamento Rayleigh, que resulta da perturbacéo da
molécula em seu estado vibracional fundamental pela radiagdo monocromatica incidente a um

estado virtual e posteriormente retorna para 0 mesmo estado de energia, espalhando um foton
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de energia igual ao foton incidente, caracterizando, portanto, um espalhamento elastico. Os
espalhamentos inelasticos Raman Stokes e Raman anti-Stokes sdo mostrados nas Figura 9B e
Figura 9C. Nesses casos, a molécula apos sofrer a perturbagdo retorna a um estado vibracional
de energia diferente do inicial. No espalhamento Raman Stokes, a molécula é perturbada no
estado vibracional fundamental e retorna para um estado vibracional excitado, resultando em
um féton espalhado de menor energia que o féton incidente. Ja no espalhamento Raman anti-
Stokes, a molécula esta em um estado vibracional excitado e apds perturbacdo retorna ao
estado fundamental, e assim o féton espalhado possui maior energia que o féton incidente
(SALA, 1996).

Como visto na Figura 9, a radiacdo inelastica espalhada d& informagfes sobre as
transicdes vibracionais da molécula. Apesar de envolver transicdes vibracionais em ambos os
casos, 0s fenbmenos envolvidos na espectroscopia Raman e de absorcdo no infravermelho
diferem bastante entre si. Os espectros nas duas técnicas experimentais diferem pelas regras
de selecdo de cada fendmeno e nimero de bandas. Frequéncias e intensidades relativas estdo
associadas a cada modo normal de vibragdo e os modos ativos no Raman podem ndo ser 0s
mesmos ativos no infravermelho (NAKAMOTO, 2008). No espalhamento Raman, por
exemplo, h& pouca interferéncia de agua e CO., que s&o grandes problemas para o
infravermelho (PANNEERSELVAM et al., 2018). Uma das principais caracteristicas da
técnica Raman é a possibilidade de obtencdo de impressdes digitais de materiais quimicos e
biologicos, devido as bandas no espectro Raman caracteristicas para cada grupo quimico
presente nas moléculas. Essa possibilidade faz com que a técnica Raman seja bastante
utilizada na caracterizacdo de diferentes espécies, inclusive de estruturas moleculares,
conformacéo e interacao entre moléculas (ZONG et al., 2018).

A intensidade do sinal Raman, porém € baixa, devido a baixa sec¢do de choque do
espalhamento Raman (da ordem de 1073%a 10~25¢m? por molécula (FARIA et al., 1999)).
Isso implica que sdo necessarias entre 10° a 10'° moléculas para que uma sofra um
espalhamento Raman (FARKA et al., 2017). H4, portanto, a necessidade de aumento do sinal
Raman para estudo de solucdes diluidas ou qualquer outro sistema gque envolva um nimero
pequeno de moléculas. Um dos efeitos de intensificacdo utilizados é o efeito SERS, que se

apresenta como uma ferramenta poderosa para melhorar o uso da espectroscopia Raman.
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1.2.5.2 SERS e sua aplicagdo como biossensor

Apesar da descoberta do espalhamento Raman ter ocorrido em 1928, foi apenas
em 1974 a primeira observacdo do efeito SERS. Fleischmann e colaboradores, sabendo que a
intensidade Raman era dependente do nimero de espalhadores, tentaram aumentar o sinal
Raman de moléculas organicas adsorvidas sobre superficies metalicas aplicando vérios ciclos
de oxirreducdo num eletrodo de prata, a fim de aumentar a area superficial através da
rugosidade induzida pelo processo. Obtiveram um sinal Raman muito intenso e com alta
relagdo sinal/ruido da piridina adsorvida no eletrodo (FLEISCHMANN et al., 1974). Passados
poucos anos, em 1977, dois trabalhos independentes verificaram que havia uma intensificagdo
do espalhamento Raman no experimento original. Jeanmaire & Van Duyne (JEANMAIRE e
VANDUYNE, 1977) e Albrecht & Creighton (ALBRECHT e CREIGHTON, 1977)
mostraram que a alta relagéo sinal/ruido obtida ndo deveria ser atribuida apenas ao aumento
da area superficial do eletrodo. Esse aumento era de 102 vezes, enquanto 0 aumento na se¢o
de choque da piridina era de 10° vezes (FARIA et al., 1999).

Em 1978, Moskovits (MOSKOVITS, 1978) propds que as ressonancias de
plasmon de superficie presentes nos eletrodos de prata rugosos teriam papel importante na
intensificacdo do efeito Raman, além de prever que esse efeito seria possivel em coloides dos
metais de cunhagem. Um ano depois Creighton e colaboradores (CREIGHTON et al., 1979)
provaram o previsto, observando o efeito de intensificacdo Raman em coloides de Ag e Au.
Posteriormente foi dado o nome de efeito SERS por Van Duyne (VAN DUYNE, 1979)

Desde sua descoberta, o efeito SERS passou por um periodo de entendimento do
fendmeno, principalmente na década de 1980, seguido de aplica¢bes que, com o passar dos
anos vém se tornando as mais diversas (GRAHAM et al., 2017). Nos dias atuais, a
comunidade cientifica aceita a explicacdo do efeito SERS com base em dois modelos,
chamados de modelo eletromagnético e modelo quimico (CARDINAL et al., 2017). Ainda
ndo ha plena certeza sobre a contribuicdo de cada mecanismo para o efeito com um todo.
Alguns autores também tratam o efeito SERS como um mecanismo s6 e vém ao longo dos
anos trabalhando nessa teoria que trata 0os dois mecanismos propostos anteriormente em um
unico efeito eletrénico (LOMBARDI e BIRKE, 2012).

O modelo quimico esta relacionado com a forte interagdo entre a molécula
espalhadora e a superficie metalica. H4 mudancgas na polarizabilidade molecular devido a
formacdo de um complexo de superficie, que pode ser definido pelo acoplamento da banda de

conducdo do substrato plasmdnico aos orbitais moleculares da molécula adsorvida
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(CARDINAL et al., 2017). Na Figura 10 sdo mostrados os niveis de Fermi de um substrato
plasmdnico com a variagdo do potencial eletroquimico aplicado a um eletrodo em solucdo.
HOMO e LUMO séo respectivamente, o orbital ocupado de maior energia e o desocupado de
menor energia da molécula adsorvida; o nivel de Fermi do metal se encontra com energia
intermediaria entre estes dois estados quando a superficie ndo transfere elétrons para o
material sem aplicacdo de potencial. A maior intensificacdo do Raman é para o potencial
aplicado de E», onde a radiacdo incidente esta em ressonancia com a transicao do nivel de
Fermi do substrato para 0 LUMO da molécula (ZHAN et al., 2018). A intensificacdo prevista
por esse modelo fica entre 10 a 100 vezes, que é consideravelmente menor que o valor
experimental; porém, a formacdo do complexo de superficie pode gerar mudancas no espectro
da molécula, o que é observado experimentalmente, mas ndo é explicado pelo modelo
eletromagnético (MCNAY et al., 2011).

Figura 10: Mecanismo quimico para o SERS - transferéncia de carga
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Fonte: ADAPTADO DE ZHAN et al., 2018.

O mecanismo eletromagnético, por outro lado, envolve a intensificacdo do campo
eletromagnético proximo a superficie das NPs plasmdnicas, que intensifica o sinal Raman
das moléculas adsorvidas sobre o metal. Esse € um processo de duas etapas (Figura 11),
sendo que na primeira etapa a luz incidente (4,) é intensificada pela NPs, onde G é o fator

de intensificagdo do campo elétrico nessa primeira etapa. Enquanto na segunda etapa, o féton
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Raman (1) gerado pela molécula é intensificado pelas NPs e G é o fator de intensificacdo
da segunda etapa. Desse modo, ao final tem uma intensificagio SERS pelo campo

eletromagnético mostrada na Equacéo 12.
~ (202
Gsgrs = G1G3
Equacdo 12
Onde Gy = |Ejpc(wo)/Eo(wo)|? € G, = |Ejoc(wr)/Eo(wg)|?, sendo E, € campo

eletromagnético inicial e E;,. 0 campo eletromagnético local proximo as NPs.

Figura 11: Esquema do processo de duas etapas para 0 mecanismo

eletromagnético

Primeiro passo: Gj = |Epc (Wo) Eo (wo)|? Segundo passo: Gj = |Eje (Wgr) Ep (wg))?

Ao € luz incidente, e A é o foton Raman, a seta maior indica que € mais intenso.
Fonte: ADAPTADO DE ZONG et al., 2018.

Portanto, a intensificacdo pelo campo eletromagnético local pode ser até de E* se
for considerado que as frequéncias da radiacdo incidente e espalhada sdo similares. E
interessante notar que esse mecanismo de intensificacdo ndo permite prever mudancas no
espectro Raman da molécula com o efeito SERS, ja que ndo ha descricdo da influéncia da
molécula no efeito (ZONG et al., 2018).

A intensificagdo do sinal Raman gerada pelo efeito SERS ¢ tipicamente entre 10°
e 10° vezes (FAN et al., 2011), mas existem maiores intensificacbes reportadas. Por
exemplo, no regime de uma Unica molécula (single-molecule-SERS ou SM-SERS) é possivel
ter intensificagdes na ordem de 107 a 108 vezes (LE RU et al., 2007). Apesar de normalmente
se falar do efeito eletromagnético gerado por uma NP plasmonica, na maioria dos casos uma
unica NP ndo é capaz de gerar intensificagdo suficiente para aplicagdes que envolvem
solucBes diluidas (ZONG et al., 2018). A intensificacdo SERS é dada pela média das
intensificacGes geradas pelos chamados hot spots, que se caracterizam por duas ou mais

nanoparticulas metalicas muito proximas, de maneira que os modos dos plasmon de



44

superficie interagem, gerando grandes intensificagdes do campo eletromagnético local. Uma
molécula que estiver nesses espacos tera grandes intensificacdes do seu sinal Raman (DING
et al., 2016).

Os metais de cunhagem também sdo os mais utilizados como substrato SERS, e a
explicacdo para isso esta na fungdo dielétrica desses metais. A constante dielétrica de um
metal em um determinado comprimento de onda € um nimero complexo, ou seja, possui
parte real e parte imaginaria. A parte real esta associada a posi¢cdo da banda de ressonancia do
plasmon de superficie das NPs, quanto mais negativa maior a eficiéncia no espalhamento de
luz. A parte imaginaria esta relacionada a intensidade da banda de ressonancia e seu valor d&
informacdo sobre a absorcéo de luz do metal. Na Equacdo 13 é mostrado o fator de qualidade
Q, que relaciona as duas partes da constante dielétrica, a real,Re(¢), e imaginaria,
Im(e) (LE RU e ETCHEGOIN, 2009; AMENDOLA et al., 2017).

w(d (Re) /dw)
~ 2(m()?

Equacéo 13

Um bom substrato SERS deve ter Q maior que 2, porém é desejavel que seja
maior que 10. E interessante notar que para obter valores de Q altos, a parte imaginaria
precisa ter valores baixos, implicando em menores perdas do campo elétrico por absorcao
pelo metal, e que a parte real seja a maior possivel. Na Figura 12 é apresentado o grafico de Q
x comprimento de onda, para varios metais (LE RU e ETCHEGOIN, 2009).
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Figura 12: Gréfico de Q versus comprimento de onda para diversos metais
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Fonte: ADAPTADO DE LE RU e ETCHEGOIN, 20009.

Pelo grafico apresentado na Figura 12 pode-se concluir que todos os metais de
cunhagem possuem bom Q para comprimentos de onda maiores que 600 nm, com destaque
para a Ag, que pode ser usada a partir de 300 nm. Outros metais como o litio, por exemplo,
possui bom valor de Q, porém a construcdo de nanoestruturas com metais tdo reativos é
praticamente inviavel (LE RU e ETCHEGOIN, 2009).

O interesse no SERS para aplicacdes bioldgicas e médicas surgiu ha bastante
tempo porém nos Gltimos anos tem intensificado seu uso na deteccdo de biomoléculas
(CIALLA-MAY et al.,, 2017). O SERS apresenta diversas vantagens para bioanalises se
comparado a outras técnicas: possui excelente sensibilidade na superficie metalica, mesmo em
regime de uma Unica molécula; oferece informacdes de impressdo digital para sistemas
biologicos; se usado da maneira correta é resistente a fotodegradacao; possui bandas muito
mais finas que a fluorescéncia (10-100 vezes mais); podem ser feitas multiplas deteccGes em
uma s6 medida; as nanoestruturas utilizadas podem ter diferentes tamanhos e formas, podendo
ainda ser modificadas de acordo com a necessidade (ZONG et al., 2018).

A deteccdo através da técnica SERS pode ser feita utilizando duas metodologias,
os chamados métodos intrinseco e extrinseco. O método intrinseco, que se caracteriza quando

o sinal SERS do préprio analito € intensificado pelas nanoestruturas metalicas, ou seja,
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permitindo detec¢do direta do analito de interesse. O método extrinseco, por outro lado, se
caracteriza no caso do sinal SERS do analito pouco intenso, 0 que exige que seja utilizada
uma molécula prova que possui sinal SERS intenso e bastante conhecido no processo de
reconhecimento molecular, ou seja, por detecgéo indireta (HOWES, RANA, et al., 2014).

1.2.6 Fatores de intensificagdo

Uma maneira de se comparar substratos SERS diferentes ou testar a
reprodutibilidade de um substrato SERS é atraves do uso dos fatores de intensificagdo. A
intensidade do efeito SERS depende de varios fatores, como por exemplo o comprimento de
onda do laser de excitacdo, poténcia, angulo de incidéncia, as caracteristicas do substrato e do
analito entre outros. Um bom fator de intensificacdo ndo deve depender desses parametros
para que seja de facil obtencédo e possa ser utilizado para comparar diferentes substratos com
condicdes de operagdo diferentes. O fator de intensificagdo analitico (AEF, do inglés
analytical enhancement factor) mostrado na Equacdo 14 é utilizado para avaliar substratos
SERS e leva em consideracdo apenas intensidade dos espectros e a concentracdo das

moléculas (LE RU et al., 2007; PORTER e GRANGER, 2017).

ISERS
AEF — CSERS
Ing /
CNR

Equacéo 14

Na Equacdo 14 Iszrs € Iyg S0 as intensidades dos espectros SERS e Raman
normal. Cggrs € Cyg S80 as concentracdes do anlito nos respectivos espectros. As condigcdes
do equipamento para obtencdo do AEF devem ser as mesmas para o analito na presenca das
NPs e em sua auséncia. Pela simplicidade de calculo, esse foi o0 método escolhido no presente
trabalho, mas é importante notar que os valores calculados podem ser fortemente
subestimados e deve ser considerado apenas como um método para comparar substratos

similares.

1.2.7 Fluorescéncia intensificada por superficie e sua aplicacdo como biossensor

A fluorescéncia é uma técnica bastante utilizada como método de deteccdo de
espécies quimicas e bioldgicas e como técnica de transdugdo em biossensores. Um dos testes

que utiliza fluorescéncia nos dias de hoje é o método ELISA (GUO et al., 2015). Seu uso na
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construcdo de biossensores € devido a algumas vantagens como: sensibilidade; especificidade;
simplicidade e velocidade de analise. Alem disso, a fluorescéncia pode ser uma técnica ndo
destrutiva, o que é importante para analises biolégicas, e permite detectar maltiplos analitos
no mesmo experimento usando diferentes comprimentos de onda de emisséo caracteristicos
(JEONG et al., 2018).

A fluorescéncia é definida como um tipo de luminescéncia de tempo de vida
curto. Na Figura 13 é mostrado o Diagrama de Jablonski, que demonstra o fenémeno da
fluorescéncia através de transi¢des energéticas. Em um primeiro momento, o féton incidente é
absorvido pelo fluor6foro levando o mesmo para um estado eletrdnico excitado St
posteriormente parte da energia é perdida por interacdes nao radiativas. Por ultimo, o foton é
emitido com a volta do sistema molecular para o estado eletronico fundamental. A luz emitida
foi observada pela primeira vez por Stokes em 1852, quando expds a Fluorita (mineral de
fluoreto de célcio) a radiacdo eletromagnetica (GIRIGOSWAMI e AKHTAR, 2019).

Figura 13: Diagrama de Jablonski para a fluorescéncia
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A deteccdo por fluorescéncia depende da eficiéncia quantica do fluoréforo, se
tornando probleméatica quando h& baixa eficiéncia quantica, fotodegradacdo e
autofluorescéncia (JEONG et al., 2018). Nesses casos, ha a necessidade de intensificar a
fluorescéncia para que seja possivel sua aplicacéo.

A intensificacdo da fluorescéncia préxima a nanoestruturas metalicas foi
observada ao final década de 1960 por Drexhage (DREXHAGE, 1970). Apos essa descoberta,
alguns pesquisadores tentaram entender melhor o fenémeno, porém nos anos 2000 ainda
havia pouca literatura na area (XU et al.,, 2018). A intensificagdo da fluorescéncia por

superficie (SEF), também chamada de MEF (do inglés, metal enhanced fluorescence) ou PEF



48

(do inglés, plasmon-enhanced fluorescence), s6 a partir do ano de 2007 passou a chamar
atencdo da comunidade interessada na construcdo de sensores e desde entdo Varios tipos de
nanoestruturas tém sido testadas para esse tipo de biossensoriamento.

A intensificagcdo pelo SEF pode variar entre 10 a 100 vezes (LI et al., 2015),
menor do que a intensificacdo observada no efeito SERS. O mecanismo da intensificacdo SEF
é 0 mecanismo eletromagnético, intensificacdo do campo eletromagnético préximo a
superficie metalica, oorém, a intensificacdo no SEF é considerada como surgindo apenas do
campo elétrico incidente, o que resulta em uma dependéncia com E2, enquanto que no SERS a
intensificacdo é dos campos elétricos incidente e espalhado, o0 que gera uma intensificacdo de
cerca de E* (AROCA, 2013).

Normalmente, nanoparticulas metalicas suprimem a fluorescéncia, devido ao
acoplamento com o plasmon de superficie, j& que um fluxo de energia do fluoréforo para o
metal € gerado, competindo com o fenémeno de fluorescéncia e suprimindo a mesma, como
mostra esquematicamente a Figura 14A. Uma maneira de diminuir essa supressdo € adicionar
uma camada separadora, composta de material semicondutor ou isolante, na superficie
metélica, de modo que o fluor6foro ndo fique diretamente adsorvido. Tipicamente, uma
distancia que aumenta a eficiéncia da fluorescéncia esta entre 5-10 nm. Assim, o fluoréforo
sofrera apenas acdo do campo eletromagnético local intensificado, que pode intensificar o
sinal de fluorescéncia, Figura 14B (AROCA, 2013; JEONG et al., 2018).

Figura 14: Esquema de interacdo do fluoréforo com a superficie metélica
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em distancia 6tima da superficie permite que ocorra intensificacdo da fluorescéncia
Fonte: ADAPTADO DE JEONG et al., 2018.
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O campo eletromagnético proximo as NPs plasmdnicas decai rapidamente com o
aumento da distancia, como mostrado na Figura 15, que reporta o decaimento do campo
eletromagnético para uma esfera metalica de raio (a) em funcdo da distancia (d). Apds certa
distancia 6tima, o decaimento da intensidade do campo eletromagnético é muito grande. Um
dos desafios no SEF é otimizar a distancia do espacador utilizado, pois deve proteger o
fluoréforo da superficie metalica, mas ndo pode deixar com que fique muito distante da
superficie (AROCA, 2013).

Figura 15: Decaimento da intensidade do campo eletromagnético para uma esfera de raio a
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Fonte: ADAPTADO DE AROCA, 2013; JEONG et al., 2018.

1.3 JUSTIFICATIVA

A grande maioria da populacdo mundial (cerca de 80%) vive em paises em
desenvolvimento, muito desses sdo paises com baixo padrdo de vida, industria fraca e
principalmente baixo IDH (indice de desenvolvimento humano). Como citado nas secGes
anteriores, grande parte das técnicas de deteccdo comerciais, envolvem processos
complicados, necessitando de muita amostra, com instrumentacdo cara e complexa. Em
virtude disto, o LSPR € uma grande proposta no desenvolvimento de sensores de baixo custo
que sejam eficazes e de facil uso (HAMMOND et al., 2014).

Nesse contexto, esse trabalho de doutorado visou a construcao e caracterizacao de
biossensores plasmdnicos utilizando nanoestruturas anisotrépicas de Au e trés diferentes
técnicas de deteccdo, que possam ser de baixo custo e possuirem alta sensibilidade com
facilidade de uso, caracteristicas que fazem tais biossensores serem promissores na utilizacdo

em paises em desenvolvimento como o Brasil.
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2 OBJETIVOS

O projeto de doutorado tem como objetivo geral a sintese e caracterizacdo de
AUNPs anisotrdpicas para possivel aplicacdo na construgdo de biossensores nanoestruturados
baseados nas técnicas de LSPR, SERS e SEF.

Os objetivos especificos sao:
a) Sintese e caracterizacdo das AuNPs com tamanhos e formas
controladas;
b) Construcdo de filmes de AuNPs sobre laminas de vidro com alta
compactacdo e homogeneidade;

c) Estudo da sensibilidade das AuNPs livres e imobilizadas frente a

modificag¢Oes no indice de refragdo do meio;
d) Funcionalizacdo das AuNPs com sistemas de biomoléculas modelo;

e) Testes de desempenho de biossensoriamento das AuNPs

funcionalizadas para sistemas modelo, utilizando as técnicas LSPR, SERS e SEF.
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3 METODOLOGIA

3.1 EQUIPAMENTOS

As nanoestruturas de Au sintetizadas neste trabalho foram caracterizadas
primeiramente por espectroscopia no UV-VIS utilizando os espectrdmetros Ocean Optics
2000 e Ocean Optics 2000+ XR1 + ES com fontes de luz excitante em 400 a 1100 nm e 200 a
1800 nm respectivamente. Para complementar os resultados de espectroscopia no UV-VIS
foram realizadas medidas de microscopia eletronica de varredura (SEM) utilizando um
microscépio eletrbnico de varredura, tipo field emission gun (FEG-SEM), da marca FEl,
modelo Magellan, microscopia eletronica de transmissao (TEM) utilizando um microscépio
de transmissdo, da marca FEI, modelo Tecnai Spirit, da Divisdo de Metrologia de Materiais
(Dimat) no Instituto de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) em Duque de
Caxias, RJ. Os filmes de AuNPs adsorvidas sobre vidro foram caracterizados por microscopia
de forca atbmica (AFM) utilizando um microscopio de forca atbmica Nanosurf com controle
Nanosurf easyscan e mesa anti-vibratoria Isostage, do Complexo Multiusuario de
Bioeficiéncia e Sustentabilidade da Pecuaria da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG.

Os estudos envolvendo as técnicas SERS e SEF foram feitos em um
espectrometro Raman Bruker, modelo Senterra, nas radiacfes excitantes em 633 nm e 785
nm, acoplado a um microscopio optico Olympus BX51, utilizando uma objetiva com aumento
de 50x ULWD (NA = 0,50), permitindo a realizacdo de medidas de mapeamento Raman.

A caracterizacdo dos surfactantes obtidos foi realizada utilizando espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *3C, utilizando o espectrometro de RMN
Bruker Avance |11 HD 500MHz.

3.2 MATERIAIS

Tripropilamina (Sigma Aldrich; >98%); Tributilamina (Sigma Aldrich; > 98,5%);
Bromohexadecano (Sigma Aldrich; 97%); Brometo de Cetriltrimetilaménio, CTAB (Fluka;
96%); Borohidreto de Sédio (Fluka; > 99%); Acido tetraclorodurico (Sigma Aldrich; >
99,9%); Citrato de sddio (Merck; > 99%); Nitrato de prata (Sigma Aldrich; > 95%); Acido
Ascorbico (Sigma Aldrich; >99%); 3-Mercaptopropil Trimetoxisilano (Sigma Aldrich; 95%);
Glicose (Merck); Acido mercaptoundecanéico, MUA (Sigma Aldrich; 95%);
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N-hidroxisuccinimida, NHS (Fluka; > 97%); N-etil-N’-(3-dietilaminopropril) carbodiimida,
EDC (Sigma Aldrich; >98%); Dihidrogenofostato de potassio (Riedel de Haén AG; 95%);
Hidrogenofosfato de potéssio (Vetec; 99%) albumina de Soro Bovino (Sigma Aldrich;
> 98%); anticorpo de Albumina de Soro Bovino (Sigma Aldrich); corante IR-820 (Sigma
Aldrich); corante azul do Nilo (Sigma Aldrich: 85%); Glicerol. As solugdes foram preparadas

utilizando &gua deionizada (p = 18,2 MQ cm).

3.3 SINTESE DOS SURFACTANTES

A sintese de nanobipirdmides e nanogallhos necessita de surfactantes andlogos ao
CTAB e ao brometo de tetradecilmetilamdnio (TTAB), mas que ndo sdo comerciais como:
brometo de cetiltrietilaménio (CTEAB); brometo de cetiltripropilaménio (CTPAB); brometo
de cetiltributilaménio (CTBAB); brometo de tetradeciltrietilamdnio (TTEAB); brometo de
tetradeciltripropilaménio (TTPAB); brometo de tetradeciltributilaménio (TTBAB). Os
surfactantes preparados nesse trabalho de tese, cuja preparacdo € descrita abaixo, foram
sintetizados em colaboracdo com o grupo da Profa. Dra. Fernanda I. Bombonato, do DQ-
UFJF, com o apoio da estudante de doutorado M. Rafaela de Souza Martins.

A sintese consistiu  em colocar uma razdo molar de 1:2 do
bromoalcano:trialquilamina de interesse (foram utilizados o bromotetradecano e o
bromohexadecano e as aminas, trietilamina, tripropilamina e tributilamina) em refluxo
utilizando como solvente acetonitrila na razéo de 1:2,2 (reagentes:solvente) por cerca de 48 h
em temperatura de 70°C. A sintese foi acompanhada por cromatografia em camada delgada,
de modo que o fim da reacdo foi determinado pelo consumo total do bromoalcano. A mistura
foi rotaevaporada, seguido da adi¢do de éter etilico ou acetato de etila e a mistura foi deixada
a -10 °C para recristalizacdo. Apds, o sélido resultante foi filtrado utilizando éter etilico ou

acetato de etila gelado para lavagem.
3.4 SINTESE DAS AuNPs
Foram sintetizadas nesta tese trés diferentes tipos de nanoestruturas (AuNRs,

AuNBs e AUNGs), essa se¢do abordard os métodos de sintese de cada uma dessas

nanoestruturas.
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3.4.1 Nanobastdes de Au (AuNRs)

Uma suspensdo de nanoparticulas precursoras (seed) foi preparada a partir de uma
solugdo de CTAB (5,00 mL, 0,20 mol L) e de HAuCI4 (5,00 mL, 0,0005 mol L™). Foi entéo
adicionado 0,60 mL de 0,010 mol L NaBH4 em banho de gelo, sob agitagdo. A solucéo ficou
sob agitacdo vigorosa por 2 min e deixada em temperatura ambiente ap6s a agitacdo, por até
30 min. A solucéo de crescimento dos nanobastdes consiste na adi¢do de CTAB (5,0 mL, 0,20
mol L?) a solugdo de AgNOs (0,15 mL, 0,0040 mol L?). A essa solugdo foi adicionado
HAuUCI, (5,00 mL, 0,001 mol L) e solugdo de acido ascérbico (0,070 mL; 0,079 mol L?).
Finalmente, foi adicionado 0,012 mL da solucdo seed na temperatura controlada entre 27-
30°C; a coloracdo da solugdo mudou de transparente para um tom avermelhado em cerca de
10-20 min (NIKOOBAKHT e EL-SAYED, 2003).

3.4.2 Nanobipiramides de Au (AuNBs)

Suspensdo de nanoparticulas seed foram adicionadas solucbes de HAUCI,
(0,25 mL; 0,01 mol L) e citrato de sodio (0,25 mL; 0,01 mol L) em é&gua deionizada
(9,62 mL), seguido por uma solucdo recentemente preparada de NaBH4 (0,01 mol L?,
0,15 mL), sob agitacdo vigorosa em banho de gelo. A suspensdo seed foi mantida em
temperatura ambiente por cerca de 30 minutos.

A solucdo de crescimento foi preparada pela adicdo de HAuCls (0,3 mL;
0,01 mol L), AgNOs (0,45 mL; 0,01 mol L™?) e &cido ascérbico (0,10 mL, 0,1 mol L) em
uma solucéo aquosa de CTBAB (7,12 mL; 0,01 mol L1). A seguir, 0,075 mL da solucéo seed
foi adicionada e a mistura foi deixada em repouso por 24 h a temperatura de 65 °C em banho
termostéatico. Foram utilizados outros surfactantes como o CTEAB e CTPAB, que resultam
em mudancas na razdo de aspecto e na taxa de crescimento das nanobipirdmides. Na
utilizacdo dos surfactantes citados acima, a temperatura utilizada foi 27°C e a concentracao
dos mesmos foi de 0,10 mol L (KOU et al., 2007).

3.4.3 Nanogalhos de Au (AuNGs)
A suspensdo de nanoparticulas seed foi preparada de acordo com o procedimento

3.4.2. A solucdo de crescimento foi preparada pela adicdo de HAuCl, (0,9 mL; 0,01 mol LY),
AgNO;3 (0,135 mL; 0,01 mol L) e &cido ascorbico (0,155 mL, 0,1 mol L) em uma solugéo
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aquosa dos surfactantes analogos ao brometo de tetradeciltrimetilaménio, TTAB (21,375 mL;
0,01 mol L). A seguir, 0,020 mL da solucgédo seed foi adicionada e a mistura foi deixada em
repouso overnight a temperatura de 27°C em banho termostatico (CHEN et al., 2008).

3.5 CONSTRUCAO DE FILMES DE AuNPs IMOBILIZADAS SOBRE LAMINAS DE
VIDRO — AuNPs-chip

Um dos substratos utilizados para o sensoriamento foram os filmes de AuNPs
imobilizadas sobre laminas de vidro, construidos a partir de adaptacdes ao procedimento de
Fan e Brolo (FAN e BROLO, 2009). Nesse procedimento, foram utilizados apenas os AUNRS
(AuNRs-chip). Inicialmente, l&minas de vidro foram limpas com imersGes em diferentes
solventes como acetona, alcool etilico e 4gua deionizada em banho ultrassonico e posterior
imersdo em solucdo piranha (75% H2SO4 e 25% H>0>) e enxaguadas com agua deionizada.
Em seguida, as laminas foram imersas em uma solugdo etandlica de MPTMS 10 mmol L por
24 h, sendo as duas primeiras horas aquecidas a 60°C e depois deixadas a temperatura
ambiente. A seguir, as laminas foram lavadas com etanol para remover o excesso de MPTMS
ndo adsorvido e depois com agua deionizada; sendo na sequéncia deixadas em aquecimento
(T =120 °C) por 2 h, chamado tempo de cura. Depois foram imersas em uma suspenséo de
AUNRs por 24 h, estes foram centrifugados 3 vezes a 10,244 rcf por 30 min para remocéo do
excesso de CTAB. Tal procedimento consiste no primeiro ciclo de adsor¢cdo dos AUNRs.

O sinal LSPR de um dnico ciclo de adsorcdo de AuNRs muitas vezes ndo é
intenso o suficiente para permitir o uso para deteccdo de analitos por essa técnica. Para
deposicdo de um namero maior de AuNRs, com o objetivo de aumentar o sinal LSPR,
utilizou-se MPTMS para ligar AuNRs ja depositados com mais AuNRs adicionados em
suspensdo. Para isso, uma solugdo de 300 uL de MPTMS e 250 pL de HCI 0,1 mol L™ em 25
mL de agua deionizada foi deixada em agitacdo por, no minimo, 1 h. O substrato ja contendo
um ciclo de adsorcdo de AuNRs foi imerso nessa solucdo por cerca de 20 min, lavado com
agua deionizada e imerso novamente na solucdo de AuNRs por 1 h, seguido por lavagem;
essa série de procedimentos foi considerado como adicdo de um ciclo de adsorcdo de AuNRs.
Esse procedimento foi realizado sucessivas vezes até se obter o filme desejado, sendo
monitorado através da aquisi¢do de espectros UV-VIS, através do aumento da intensidade da

banda LSPR, relacionado com o aumento do nimero de ciclos de adsorgé&o.
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3.6 ESTUDO DA SENSIBILIDADE LSPR

A sensibilidade dos AuNRs imobilizados em laminas de vidro e em suspenséo
coloidal foi estudada. No primeiro modo de utilizagdo, a sensibilidade foi estudada utilizando
0s substratos imersos em solucbes de glicose com diferentes concentracdes (variacdo de
6% m/v até 30% m/v) (SILVA et al., 2014) e consequentemente indices de refracdo
diferentes, variando de 1,3390 até 1,3365, medido utilizando um refratbmetro de Abbe. Para
0s AuNRs em suspensdo, os mesmos foram redispersos, apos 3 centrifugacdes de 10,244 rcf e
30 min para retirada do excesso de CTAB, em solugdes aquosas de diferentes concentracdes
de glicerol (0% v/v até 50% v/v) e consequentemente indices de refracdo diferentes, variando
de 1,3331 para agua até 1,4071 para 50% m/m de glicerol, valores de concentracédo
otimizados para que ndo houvesse agragacdo dos AuNRs (CHEN et al., 2008), também
medidos utilizando um refratdmetro de Abbe.

3.7 DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR LSPR

A deteccdo de biomoléculas por LSPR foi realizada utilizando a interacdo de
antigeno-anticorpo, tanto para os filmes de AuNRs sobre laminas de vidro (AuNRs-chip)
como para 0s AUNRs em suspensédo (S-AuNRs). Primeiramente, os AUNRs tém sua superficie
modificada com a biomolécula, aloumina de soro bovino (BSA), que sera responsavel pela

interacdo especifica com seu anticorpo, anti-BSA.

3.7.1 AuNRs-chip

A Figura 16 mostra um esquema para a deteccdo de anti-BSA por LSPR para 0s
AuNRs-chip. Como pode ser visto na Figura 16, a modificacdo da superficie dos AuNRs €
realizada em 4 passos (MONTEIRO et al., 2012). O substrato foi imerso em uma solucao
etanolica 1,0 mmol L de MUA (acido mercaptoundecandico) por 72 h. Depois foi lavado
com etanol e 4gua e incubado em uma solugdo 1:1 de 0,1 mol L de NHS (N-
hidroxisuccinimida) e 0,1 mol L de EDC (N-etil N’-(3 dietilaminopropril) carbodiimida) por
3 h e lavado com tampdo salino de fosfato (PBS). Em seguida, o substrato foi imerso em uma
solugdo de BSA 0,1 mmol L em PBS por 6 h e lavado com PBS. Para a detecgdo de anti-

BSA, o substrato foi imerso em uma solugdo de anti-BSA 1,0 mg mL™ em PBS por cerca de
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12 h. Os espectros UV-VIS foram obtidos em cada passo da modificacdo das laminas de vidro
com AuNRs.

Figura 16: Esquema de funcionalizagdo do AuNRs-chip para a deteccdo de anti-BSA por
LSPR

:J/ MUA ez I»COOH EDC/NHS |»COO-NHS BSA I—CO-NH.

- /nti-BSA
Laminas _JAuNR @ BSA Anti-BSA

de vidro py
| CO-NH@ >—

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

3.7.2 S-AuNRs

Nanoparticulas em suspensdo em geral sdo sujeitas a agregacdo, o que pode
interferir na observacdo do comportamento espectral apds as modificacdes superficiais, além
da possivel agregacdo com precipitacdo do coloide, que ocasiona a perda de material. Sendo
assim, os procedimentos sdo diferentes em relacdo a concentracdo dos reagentes e no tempo
necessario para cada modificacdo em comparacdo com o trabalho realizado para o0s
AuNRs-chip. A Figura 17 mostra o esquema para a deteccdo LSPR de anti-BSA utilizando o
sistema S-AuNRs.

AuNRs (5,0 mL) ja centrifugados e redispersos em agua deionizada foram levados
a agitacdo vigorosa, seguida pela adi¢do de 2,0 mL de MUA 0,010 mol L solubilizado em
solucdo de NaOH, mantendo a agitacdo por 24 h. Ap0s essa etapa, a suspensdo foi novamente
centrifugada (9,641 rcf durante 20 min) para a retirada do excesso de MUA e 0s AuNRs
foram redispersos em duas aliquotas de 1,0 mL de PBS. Posteriormente, a 1,0 mL dessa
solugdo de AuNRs modificadas com MUA foram adicionados 20 pL de uma solugdo recém-
preparada de EDC (0,05 mol L) /NHS (0,10 mol L), que ficou sob agitacido em vortex por
25 min; a seguir, 50 uL de uma solugdo de BSA 1,0 mg mL™* em PBS foi adicionada a
solucdo resultante. A suspensdo modificada com BSA foi centrifugada para retirada do
excesso de BSA, redispersada em 1,0 mL de PBS e a essa suspensdo foram adicionados 50 pL
de uma solucdo de anti-BSA 1,0 mg mL™ para analise. Um experimento branco também foi
feito com a adicdo de &gua deionizada no lugar da solucdo de anti-BSA. Espectros UV VIS

foram obtidos apds cada passo da modificagéo superficial.
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Figura 17: Esquema de funcionalizagdo do S-AuNRs para a deteccdo de anti-BSA por LSPR

| MUA, |‘C00H EDCANS | COO-NHS —222_, |—CO—NH.
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AuNR BSA %= Anti-BSA
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
3.8 DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR SERS E SEF

A deteccdo de biomoléculas utilizando SERS e SEF foi realizada utilizando o
método de imunoensaio sanduiche adaptado de Qian e colaboradores (QIAN et al., 2008),
mostrado no esquema da Figura 18B. Séo utilizados entdo dois substratos: S-AuNRs e
AuNRs-chip.

O procedimento para AuNRs-chip foi 0 mesmo que o utilizado para a deteccéo de
anti-BSA por LSPR no item 3.7.1. O procedimento para a modificacdo da suspensdo S-
AuUNPs também foi 0 mesmo utilizado em 3.7.2, porém com a adicdo da molécula prova, que
foram os corantes IR-820 ou azul do Nilo na concentracdo 0,1 mmol L (Figura 18A). A
adicao dos corantes foi feita 5 min antes da adicdo de MUA, e o sistema resultante foi deixado
reagir também por 24 h sob agitacdo apds a adicdo de MUA, sendo sequencialmente
modificado até a imobilizacdo de BSA. Sendo assim, a lamina de vidro modificada com
AuNRs na presenca de anti-BSA foi imersa na suspensdo de AuNRs com a molécula prova
por 3 h e entdo lavada com &gua deionizada. Também foi feito um experimento branco no
qual o substrato com AuNRs imobilizados ndo teve a adicdo de anti-BSA. Os espectros
SERS/SEF destes substratos foram entdo obtidos. Para verificar a imobilizacdo da molécula
prova nos AuUNRs, espectros SERS/SEF foram obtidos da suspensdo de AUNRS
funcionalizados com a molécula prova e BSA. Para o SERS foi feito um mapeamento de 400
pontos (20x20) na superficie dos AuNRs chip, com excitacdo em 785 nm, 50 mW de poténcia
e 4 s de acumulacdo para cada ponto. A medida SEF também foi realizada atraveés de um
mapeamento Raman de 400 pontos (20x20) com excitagdo em 785 nm com 10 mW de

poténcia e 4 s de tempo de exposi¢do em cada ponto.
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Figura 18: Esquema de deteccéo utilizando SERS e SEF
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(A) Suspensdo S-AuNRs marcada com a molécula prova (B) Esquema do imunoensaio sanduiche
utilizado
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

3.9 ATIVIDADE SERS DE AuNBs E AuNGs

A solucdo de azul do Nilo utilizada como branco foi preparada em agua
deionizada a partir do solido e depois diluida para 1x10°mol L. Os espectros do azul do
Nilo na presenca das AuNPs, foram obtidos a partir de uma suspensédo preparada pela dilui¢éo
da solucédo de azul do Nilo com as AuNPs (ap6s 3 ciclos de centrifugacéo, a 8500 10,244 rcf
por 30 min, e redispersdo em agua deionizada). Os espectros SERS foram obtidos na radiacdo

de 785 nm com 90 s de tempo de exposicdo e 50 mW de poténcia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente serdo mostrados os resultados de caracterizagdo dos surfactantes,
AuNPs e da construgdo dos substratos. Posteriormente serdo mostrados os resultados de
aplicacdo em biossensores e substratos SERS.

4.1 CARACTERIZACAO DOS SURFACTANTES

No intuito de obter morfologias diferentes de AuNRs, foram sintetizados nessa
tese 3 compostos analogos ao CTAB e 3 compostos analogos ao TTAB (esse utilizado como
direcionador na sintese de AuNGs), como mostrado na Tabela 1. Estes compostos foram

purificados e posteriormente caracterizados por RMN.

Tabela 1: Compostos sintetizados na tese, derivados dos compostos comerciais CTAB e

TTAB
Bromoalcano Triaquilamina Surfactante
Bromohexadecano Trietilamina Brometo de cetiltrietilaménio
(CTEAB)
Bromohexadecano Tripropilamina Brometo de cetiltripropilaménio
(CTPAB)
Bromohexadecano Tributilamina Brometo de cetiltributilaménio
(CTBAB)
Bromotetradecano Trietilamina Brometo de tetradeciltrietilamdnio
(TTEAB)
Bromotetradecano Triproprilamina Brometo de tetradeciltripropilaménio
(TTPAB)
Bromotetradecano Tributilamina Brometo de tetradeciltributilamdnio
(TTBAB)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A formagdo do produto durante a sintese foi acompanhada a partir de
cromatografia em camada delgada, retirando aliquotas periodicamente e utilizando os

precursores para padréo. Utilizou-se cada bromoalcano como reagente limitante e, portanto, o
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fim da reacdo era diagnosticado por todo seu consumo. O produto foi purificado através de
recristalizagdo utilizando éter etilico ou acetato de etila e entdo esse produto purificado foi
analisado por RMN, utilizando CDClz como solvente. Nessas reacOes era esperado que
houvesse a formacdo de um sal de aménio quaternario, onde o bromoalcano se ligaria ao
nitrogénio da amina terciaria liberando o brometo, que atua como contra ion no produto final.
A elucidacdo das estruturas sintetizadas foi realizada através de RMN de *H e 3C.
Como os espectros dos produtos obtidos séo similares, esperado pela semelhanga estrutural,
serdo discutidos em detalhe apenas 0s espectros para um composto de cada bromoalcano
utilizado, com a apresentacio dos dados para 0s outros compostos. E importante notar que a
mudanca do bromoalcano utilizado acarreta a mudanca da forma da nanoparticula a ser
sintetizada, a mudanca da triaquilamina também influencia no rendimento da reacdo de
sintese da nanoparticula, de modo que a determinacao estrutural é relevante para o presente
trabalho. Surfactantes obtidos a partir do precursor bromohexadecano foram utilizados nesse
trabalho na sintese de AuNBs e surfactantes a partir do bromotetradecano na sintese de
AUNGs. Os espectros de RMN de *H dos compostos néo discutidos no texto sdo mostrados no

apéndice B.

4.1.1 Caracterizacdo do CTBAB

Na Figura 19 € mostrado o espectro de RMN de *H (CDClsz; 500MHz) do CTBAB

(férmula molecular C2sHsoBrN). A indicagéo dos deslocamentos quimicos medidos junto com
a atribuicdo dos diferentes atomos de hidrogénio na molécula do CTBAB, mostrada como
inserto, sdo vistos na Figura 19. Os hidrogénios H2 e H6, que possuem o maior deslocamento
quimico, apresentam um multipleto com faixa de 3,38-3,31 ppm (8H); como séo hidrogénios
dos carbonos ligados ao nitrogénio (atomo mais eletronegativo da molécula) sdo mais
desblindados. Ha de se ressaltar que os sinais atribuidos a esses hidrogénios da amina sdo
observados em regido muito similar a que se espera para os hidrogénios de mesma posicao no
bromohexadecano. Ja os picos centrados ao redor de 1,66 ppm (8H), podem ser atribuidos aos
H3 e H7, hidrogénios que sdo mais blindados, porém ainda sofrem grande efeito do nitrogénio
presente na molécula.

A utilizacdo de um equipamento com 500 MHz é bastante importante na
caracterizacdo dessas estruturas com muitos carbonos alifaticos. Por exemplo, foi possivel
obter picos distintos atribuidos aos hidrogénios H4 e H8, sexteto em 1,42 ppm (8H) e outro

pico para os H9 ao H20 que sdo hidrogénios do meio da estrutura proposta, multipleto com
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faixa 1,30-1,22 (24H). Por altimo, temos os sinais atribuidos a H5 e H21, tripleto em 0,98
ppm (9H) e tripleto 0,85 (3H) ppm respectivamente. Os dados de RMN de *C também

corroboram os resultados de *H para a obtengdo da molécula proposta.

Figura 19: Espectro de RMN de *H do CTBAB em CDCls.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

4.1.2 Caracterizacdo do TTEAB

Utilizando o bromotetradecano como bromoalcano precursor de sal de aménio
quaternario, € mostrado o espectro de RMN de H (CDClz; 500MHz) do TTEAB (formula

molecular CxoH44BrN) na Figura 20. Os deslocamentos quimicos e as indicagcbes dos

diferentes atomos de hidrogénio na molécula do TTEAB, mostrada como inserto, sao

apresentados na Figura 20. A andlise dos espectros mostra que o0s hidrogénios mais

desblindados sdo os hidrogénios ligados ao carbono mais préximo do nitrogénio, como

observado para 0 CTBAB, porém para o TTEAB o0s sinais dos hidrogénios oriundos da amina

terciaria estdo bem separados dos hidrogénios oriundos do bromoalcano. H2 sdo os
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hidrogénios da amina mais proximos ao nitrogénio, e apresentam um quarteto em 3,49 ppm
(6H), os hidrogénios do bromoalcano H4, apresentam um tripleto centrado em 3,24 ppm (2H).

Os H5 apresentam um quinteto centrado em 1,67 ppm (2H), apresentando-se mais
desblindados que outros sinais devido a proximidade ao nitrogénio. Os hidrogénios H6 a H16
sdo os hidrogénios ligados aos atomos de C da grande cadeia alifatica, sdo menos
desblindados pela distancia do nitrogénio e seu sinal € um multipleto com faixa de 1,30-1,19
ppm (20H). Os hidrogénios da metila para esse composto apresentam sinais pouco diferentes
do que mostrado para o CTBAB, pois nesse caso 0s H3, tripleto centrado em 1,36 ppm (9H),
estdo muito mais proximos do nitrogénio do que os H17, tripleto centrado em 0,85 ppm (3H).
Os dados de *C também confirmam esses resultados e indicam a formagio do composto

proposto.

Figura 20: Espectro de RMN de *H do TTEAB em CDCls.
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4.1.3 Outros surfactantes

A Tabela 2 mostra a caracterizacdo por RMN para os demais surfactantes
sintetizados nesse trabalho. S&o apresentados os deslocamentos quimicos obtidos por H
RMN, a numeracdo adotada para os &tomos de H para cada composto, junto da atribuicdo dos
hidrogénios indicados. Nota-se que os resultados de RMN para todos 0s compostos obtidos
indicam a formac&o dos sais de amdnio quaternario.

Tabela 2: Estruturas dos surfactantes CTEAB, CTPAB, TTPAB e TTBAB com a atribui¢ao
do espectro de RMN de *H para os hidrogénios marcados.

CTEAB
Formula molecular: ( Br~
C22H4sBrN 19 17 15 13 11 9 7
\/\/\/\/\/\/\/\/NM
1
18 16 14 42 10 )2

RMN de 'H (CDCI3; 500 MHz) & (ppm): 3,50 (6H, g, H2); 3,26-2,23 (2H, m, H4); 1,68
(2H,q,H5); 1,38 (9H, t, H3); 1,35-1,23 (26H,m, H6 a H18); 0,86 (3H,t,H19)

CTPAB Br~
Formula molecular: 18 16 19 8
CasHs4BIN 20\/\/\/14\/\/10\/\/6\/ N+\/3\

19 17 15 43 11 9 7 522 4

RMN de 'H (CDCI3; 500 MHz) & (ppm): 3,38-3,33 (8H,m, H2 e H5); 1,77 (6H,s,H3); 1,67
(2H,q,H6); 1,32-1,24 (26H,m,H7 ao H19); 1,05(9H,t,H4); 0,86(3H,t,H20)

TTPAB
Formula molecular:
Ca3Hs50BrN 18 16 14 12 10 8 6 + 3

RMN de 'H (CDCI3; 500 MHz) & (ppm): 3,37-3,32 (8H, m,H2 e H5); 1,75 (6H,s,H3); 1,65
(2H,q,H6); 1,38-1,22 (22H,m,H7 ao H17); 1,03 (9H,t,H4); 0,85 (3H,t,H18)

TTBAB
Formula molecular: Br~
CzeHseBrN 2 4
19 17 15 13 11 9 7 N+/\3/\5
\/\/\/\/\/\/\/
18 16 14 12 10 8 61

RMN de *H (CDCI3; 500 MHz) & (ppm): 3,42-3,32 (8H, m,H2 e H6); 1,67 (8H,q,H3 e H7); 1,46
(6H,s,H4); 1,39-1,21 (22H,m,H8 ao H18); 1,00 (9H,t,H5); 0,86 (3H,t,H19)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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4.2. CARACTERIZACAO OPTICA DAS AuNPs

A espectroscopia no UV-VIS é uma técnica amplamente utilizada na
caracterizacdo de nanoparticulas. Para AUNPs essa técnica é especialmente importante, pois
essas possuem LSPR na regido do visivel e infravermelho préximo e, portanto, a
caracterizagdo das AuNPs sintetizadas nesse trabalho foi realizada primeiramente por UV-
VIS. As amostras de AuNPs com melhores resultados nessa caracterizacdo inicial por essa
técnica foram posteriormente caracterizadas por SEM e TEM.

4.2.1 Nanobastdes de Au (AuUNRS)

As nanoestruturas mais utilizadas nesse trabalho foram os AuNRs, pela facilidade
de sintese. Um espectro UV-VIS tipico para os AuNRs sintetizados de acordo com a
metodologia descrita em 3.4.1 nesse trabalho é mostrado Figura 21. Tal metodologia utiliza
AgNOz como controlador da razdo de aspecto do AuNR (NIKOOBAKHT e EL-SAYED,
2003). A quantidade adicionada da solucdo de AgNOs para todas as sinteses de AuNRs

utilizados nesse trabalho foi sempre de 150 L.

Figura 21: Espectro de extin¢do caracteristico para AUNRS.
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E possivel observar no espectro de extingdo da Figura 21 duas bandas de extingéo,
uma em menor comprimento de onda (510 nm) e outra em maior comprimento de onda
(750 nm). Essas sdo bandas LSPR caracteristicas para AuNRs sintetizados através dessa
metodologia (NIKOOBAKHT e EL-SAYED, 2003). A banda em 510 nm € atribuida ao
LSPR-T enquanto a banda em 750 nm é atribuida ao LSPR-L dos bastdes, de modo que a
presenca dessas duas bandas indica a formacéo dos AuNRs.

A intensidade da banda LSPR no espectro UV-VIS esté relacionada a quantidade
de nanoparticulas sintetizadas, ou seja, esta relacionada ao rendimento da sintese ja que,
quanto maior o nimero de nanoparticulas com a mesma geometria (mesma frequéncia de
ressondncia LSP), maior sera a intensidade dessa banda. Para a sintese de AuNRs é
interessante citar a razdo de intensidades entre as bandas do LSPR longitudinal sobre o
transversal, porque quanto maior essa relacdo de intensidade, maior a tendéncia para um
melhor rendimento das estruturas em forma de bastdo. Na Figura 21, a banda em 750 nm é ca.
7 vezes mais intensa do que a banda em 510 nm, o que nos indica a formacdo de mais
estruturas na forma de bastéo frente a outras possiveis estruturas, como esferas.

Nota-se que a banda em 750 nm possui uma largura total a meia altura (FWHM)
satisfatoria, cerca de 110 nm, se comparado a outras preparacdes de AuNPs esfericas, cerca de
60 nm preparadas pelo método de Frens (FRENS, 1973). Para o sensoriamento esse foi um
fato bastante importante, ja que no sensoriamento LSPR, sdo observados os deslocamentos do
méaximo da banda LSPR com as modificacBes na superficie da nanoestrutura metalica e,
sendo assim, quanto mais estreita a banda LSPR, melhor serd a observacdo desses
deslocamentos. Além disso, como discutido na introducdo, as bandas em maiores
comprimentos de onda sd@o mais sensiveis as modificacdes do indice de refracdo do meio.

E interessante ressaltar a utilizacdo do CTAB, que atua como direcionador de
crescimento dos bastdes, aléem de agente estabilizante, porém, como € utilizado em excesso,
alguns cuidados devem ser tomados para a utilizacdo dos AUNRs na producao de sensores. O
excesso de CTAB causa um deslocamento para maior comprimento de onda da banda LSPR,
porque a presenca do CTAB na suspensao de AUNRs causa um aumento do indice de refracdo
na vizinhanca dos AuUNRs em comparacdo com uma suspensdo aquosa dos mesmos, livres
desse excesso do surfactante. Além disso, a quantidade de CTAB utilizada na preparacdo dos
AuUNRs possui cerca de 1x10° vezes mais material do que outros reagentes utilizados,
dificultando o acesso de eventuais analitos a superficie dos AuNRs. Sendo assim, houve a

necessidade de remover este excesso para que fosse possivel modificar a superficie dos
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bastdes. Na Figura 22 é mostrada a influéncia do excesso de CTAB no espectro de extin¢éo

dos AuNRs, precisamente na banda LSPR-L.

Figura 22: Espectros de extin¢do dos AuNRs apdés a sintese e apds a retirada do excesso de
CTAB (Trés ciclos de centrifugacdo 10,244 rcf por 30 min e redispersdo em agua deionizada).
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Foram feitos trés ciclos de centrifugacdo/redispersdo em agua deionizada de
suspensdo de AuNRs, esse procedimento ja havia sido utilizado pelo grupo em outros
trabalhos com o CTAB e verificou-se que esse procedimento € suficiente para que analitos de
interesse tenham acesso a superficie dos AuNRs. Nos espectros UV-VIS da Figura 22 é
possivel observar que ap0s essas trés etapas a banda LSPR-L tem um deslocamento para
menor comprimento de onda, passando de 719 para 706 nm, confirmando que o excesso de
CTAB causa um deslocamento do maximo da banda LSPR para maiores comprimentos de
onda. Portanto, antes de utilizar os bastfes para qualquer experimento dessa tese, eles foram

centrifugados e redispersos em agua deionizada.
4.2.2 Nanobipiramides de Au (AuNBSs)
O segundo tipo de nanoestrutura sintetizado nessa tese foram as nanobipiramides

de Au (AuNB). As AuNBs foram sintetizadas utilizando trés surfactantes analogos ao CTAB,

conforme descrito no procedimento 3.4.2. Os resultados de espectroscopia no UV-VIS
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mostram resultados satisfatorios, mas a sintese dessas nanoestruturas ainda precisa ser
completamente otimizada para maior rendimento de bipiramides a fim de obter resultados
mais similares ao apresentado na literatura (KOU et al., 2007). Na Figura 23 sdo mostrados 0s
espectros LSPR para as AuNBs sintetizadas com cada surfactante andlogo ao CTAB.

Observa-se na Figura 23 que assim como 0s AuNRs, as AuUNBs apresentam duas
bandas caracteristicas no espectro de extingdo (KOU et al., 2007). Uma banda em menor
comprimento de onda que varia entre 530 — 550 nm referente ao LSPR transversal dessas
nanoestruturas e outra banda em maior comprimento de onda que nas AuNBs sintetizadas
variou de 690 - 910 nm. A presenca dessas duas bandas indica a possivel formagdo de
nanoestruturas anisotropicas como as AuNBs, assim como reportado na literatura (KOU et al.,
2007). Ha também a presenca de um pequeno ombro em cerca de 600 nm na sintese com
CTEAB, que pode indicar a formacdo de bastdes junto das bipiramides.

Figura 23: Espectros de extingdo para as AuNBs sintetizadas para cada surfactante utilizado
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E interessante ressaltar que os espectros da Figura 23 possuem bandas LSPR bem
intensas, indicando a possibilidade de diferentes formas de nanoestruturas de Au. Porém, a
banda em maior comprimento de onda, que indica a possivel formacdo de AuNBs, nédo
aparece com intensidade tdo grande quanto a banda LSPR-L dos AuNRs. Porém, nota-se que
as nanoestruturas obtidas utilizando CTBAB e CTPAB apresentaram um aumento de
intensidade da banda em maior comprimento de onda em relagdo ao que foi obtido com
CTEAB. Na literatura, ja é esperado que através desse método de preparacdo, os surfactantes
com cadeias alifaticas maiores ligadas ao N do sal de amdnio quaternario possuem maior
rendimento para a sintese de AuNBs (KOU et al., 2007). Sabe-se que os surfactantes formam
uma bicamada sobre as nanoestruturas de bastdes e nanobipirdmides e que, quanto maior o
tamanho da cadeia alifatica da amina precursora, menor € a repulsdo eletrostatica entre os
surfactantes dessa bicamada, fazendo com que aumente o rendimento de nanobipirdmides em
relacdo a outras nanoestruturas.

Assim como para 0s AuNRs, a posicdo da banda do LSPR-L esta ligada ao
tamanho dessa dimensdo nas AuNBs, ou seja, quanto mais deslocada para o vermelho, maior
sera 0 tamanho da regido longitudinal e consequentemente maior sera a razdo de aspecto
dessas nanoestruturas. Pelos resultados de espectroscopia no UV-VIS pode-se afirmar que ha
indicios de que a utilizacdo de diferentes surfactantes possa gerar bipiramides com diferentes
tamanhos e razGes de aspecto.

Ainda é possivel obter melhores rendimentos de AuNBs nas sinteses, porém,
mostraram resultados bem interessantes, demonstrando que os surfactantes analogos ao
CTAB podem ser utilizados no direcionamento do crescimento das nanoestruturas e também

atuam como agentes estabilizantes.

4.2.3 Nanogalhos de Au (AuNGsSs)

Os AuNGs foram sintetizados a partir de 4 surfactantes diferentes, primeiramente
do surfactante comercial, TTAB, e de seus trés andlogos TTEAB, TTPAB e TTBAB. A
Figura 24 mostra os espectros de extincdo para 0s AuNGs sintetizados com os diferentes

surfactantes.
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Figura 24: Espectros de extincdo para as AUNGSs sintetizadas para cada surfactante utilizado
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Os nanogalhos assim como nanobipirdmides e nanobastdes apresentam duas
bandas LSPR caracteristicas segundo os artigos ja reportados na literatura (CHEN et al.,
2008), uma em menor comprimento de onda referente ao plasmon do corpo central da
nanoestrutura ou LSPR-T e outra em maior comprimento de onda que pode ser atribuida ao
plasmon dos galhos ou LSPR-L, apesar dessas estruturas ndo apresentarem uma dimensdo
longitudinal definida. Esta banda do LSPR-L esta relacionada ao tamanho dos galhos
formados. Podemos observar que nos espectros da Figura 24, que 0s AuNGs sintetizados com
TTAB e TTEAB nédo apresentaram uma banda de plasmon longitudinal intensa e definida,
apenas uma banda na regido onde é atribuida ao plasmon transversal em cerca de 615 nm e
640 nm respectivamente com ombros em maiores comprimentos de onda. Além de
apresentarem outras bandas ou ombros como em 580 nm para a sintese com TTEAB,
indicando a possivel presenga de outras nanoestruturas ou nanoestruturas de tamanhos muito

diferentes. No entanto, para as sinteses com TTPAB e TTBAB é possivel observar que a
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banda do LSPR-L estd mais deslocada para maior comprimento de onda, principalmente
utilizando o TTBAB, para o qual o espectro de extingdo possui perfil similar ao perfil
espectral mostrado na literatura (CHEN et al., 2008). Essa banda possui uma grande largura a
meia altura, pois os nanogalhos possuem diferentes tamanhos e espessuras. Essas preparacoes
mostram que é possivel utilizar os surfactantes sintetizados e que possuem acdo similar ao
composto comercial.

Estes resultados indicam que pode haver formacdo de nanogalhos, porém ainda ha
necessidade de estudos adicionais voltados ao aumento do rendimento das nanoestruturas

anisotropicas.

4.3. CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DAS AuNPs.

Enguanto a espectroscopia no UV-VIS da apenas indicios sobre a morfologia das
AUNPs sintetizadas nesse trabalho, por outro lado, a microscopia eletronica da informacdes
mais precisas sobre a morfologia e principalmente do tamanho das nanoestruturas. Foram

obtidas micrografias eletrénicas para as nanoestruturas sintetizadas.

4.3.1 AuNRs

Micrografias tipicas obtidas por SEM para 0os AuNRs sintetizados nessa tese sao
mostradas na Figura 25; pela Figura 21 foi observado que os AuNRs apresentaram alta
relacdo entre as bandas longitudinal/transversal, indicando um bom rendimento de AuNRs. As
micrografias obtidas confirmam esse bom rendimento e ainda mostram que a sintese possui

um alto rendimento de AuNRs frente a outras possiveis nanoestruturas, como esferas e cubos.
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Figura 25: Microscopia eletronica de varredura para 0s AUNRs sintetizados

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A fim de obter a razdo de aspecto média dos AuNRs preparados, foi obtida a
média dos comprimentos longitudinal e transversal através da contagem de 120 bastdes nas
micrografias A e B da Figura 25, resultando no histograma apresentado na Figura 26.
Podemos observar que hd uma distribui¢do similar a uma distribuicdo normal tanto para o
comprimento transversal como para o comprimento longitudinal, indicando boa
homogeneidade no tamanho dos AuNRs. De fato, a partir de um ajuste de gaussiana ao
histograma, foi obtido um comprimento longitudinal médio de 50,7 £ 7,0 nm e transversal
médio de 18,5 + 3,2 nm, gerando uma razdo de aspecto de 2,7 + 0,5. Sendo assim, 0s AUNRs
mostrados na Figura 25 apresentam alta homogeneidade no tamanho e na forma. E necessario
que os bastdes possuam boa homogeneidade em tamanho e forma para a utilizacdo em

biossensoriamento.



72

Figura 26: Histograma da medida dos comprimentos transversal e longitudinal
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

4.3.2 AuNBs

Foram obtidas micrografias de SEM para as AUNBs que apresentaram as maiores
relacBes entre a banda transversal e longitudinal no UV-VIS (hanoparticulas sintetizadas

utilizando o CTPAB e CTBAB como direcionadores); essas sao apresentadas na Figura 27.

Figura 27: Microscopia eletronica de varredura para os AuNBs sintetizados

(A) sintetizados com CTPAB (B) sintetizados com CTBAB
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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E possivel observar a presenca de diversas nanoestruturas diferentes nas duas
micrografias apresentadas na Figura 27, como esferas e nanobastdes, e um baixo rendimento
de bipiramides. Esse resultado esta de acordo com a espectroscopia no UV-VIS, que ndo
apresentaram bandas LSPR-L, caracteristicas das AuNBs, intensas, o que indicaria um maior
rendimento de estruturas como as bipirdmides. A micrografia da Figura 27B apresenta um
naimero maior de nanobipirdmides, porém as pontas estdo mais achatadas do que as da Figura
27A. E, entretanto, um resultado que mostra que as estruturas obtidas se aproximam do
esperado pelo reportado na literatura, nos quais essas nanoestruturas apresentam rendimentos
entre 50 e 60 % de bipiramides quando sintetizadas com CTPAB e CTBAB (KOU et al.,
2007). As micrografias também comprovam que € possivel sintetizar as AUNBs utilizando 0s
surfactantes sintetizados no laboratério como direcionador de tamanho e forma, porém o
método ainda pode ser otimizado para obtencdo de um maior rendimento de nanobipiramides,

através da variacao da concentracdo dos reagentes, temperatura e tempo de sintese.

4.3.3 AuUNGs

A Figura 28 mostra as micrografias de SEM para os AuNGs sintetizados com
TTPAB (A) e TTBAB (B).

Figura 28: Microscopia eletronica de varredura para os AUNGs sintetizados
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

As micrografias da Figura 28A mostram que 0s AuNGs sintetizados com TTPAB

possuem a forma de nanogalhos, porém os galhos, que sdo subestruturas que se separam do
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corpo central na nanoparticulas, apresentados sdo curtos e possuem diversos tamanhos e
espessuras (0s nanogalhos sdo estruturas bastante complexas e na literatura nanoestruturas
semelhantes também s&o chamadas de ouri¢os ou nanoestrelas (AMENDOLA et al., 2017)).
A heterogeneidade no tamanho e forma das nanoestruturas observada na micrografia reflete a
larga banda LSPR observada na espectroscopia no UV-VIS e é caracteristica para esse tipo de
nanoestrutura, principalmente quando ha galhos de diferentes tamanhos e espessuras
(REGUERA et al., 2017). Para os AUNGs da Figura 28B, apesar do corpo central ser bastante
parecido com os outros AuUNGs na Figura 28A, os galhos cresceram menos que o esperado, de
modo que diferentes nanoestruturas com formas e tamanhos bem diversos foram observadas,
em acordo com a banda LSPR bem larga observada no UV-VIS.

As sinteses dos AuNGs precisam de otimizagdo, no intuito de obter maior
rendimento de nanogalhos, que pode ser pensada em termos de variacdes de concentracdo do
surfactante, temperatura de banho, entre outros parametros de preparacdo; por outro lado, o
resultado preliminar é extremamente interessante, pois mostrou-se que alem do ja reportado
TTAB, que é um surfactante comercial, podem ser utilizados os analogos TTPAB e TTBAB
como direcionadores de forma, resultando na preparacdo de AUNGs.

No intuito de melhor observar a estrutura e morfologia dos AuNGs, foram obtidas
micrografias de TEM dos materiais preparados com TTPAB, que foram os que resultaram em
uma banda em maior comprimento de onda mais intensa (Figura 29). E possivel observar uma
estrutura de galhos ou ourigos, porém, como ja observado utilizando SEM na Figura 28A, 0s
galhos possuem diversos tamanhos e espessuras, 0 que esta de acordo com a literatura (CHEN
et al., 2008). Obteve-se, portanto, mais uma indicacdo de que os nanogalhos se formaram,

mas ainda que de forma hetereogénea e pouco organizada através da metodologia adotada.
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Figura 29: Microscopia eletrdnica de transmissdo para 0s AUNGs sintetizados com TTPAB

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

4.4 CARACTERIZACAO OPTICA DOS FILMES DE AuNPs SOBRE LAMINAS DE
VIDRO

Os AuNRs-chip foram construidos baseados na adsorcdo quimica dos AuNRs
sobre laminas de vidro. Foram construidos substratos utilizando apenas os AuNRs, pois a
sintese deles foi realizada com maior rendimento e mostrou-se bastante reprodutivel. O
procedimento para deposicdo dos AuNRs sobre slides de vidro foi adaptado do trabalho de
Fan e Brolo (FAN e BROLO, 2009), com modifica¢cdes no procedimento pela adicdo de duas
etapas de aquecimento adotadas. A primeira etapa de aquecimento foi realizada no inicio da
adsorcdo do MPTMS, o que fez com que as moléculas do MPTMS tivessem uma melhor
adsorcdo ao vidro e a segunda etapa de aguecimento permitiu que houvesse maior conexao
dos atomos de oxigénio dos grupos metoxi do MPTMS com a superficie do vidro.
Consequentemente, obteve-se uma melhor adsorc¢do dos AuNRs sobre o vidro.

A caracterizacdo inicial dos AuNRs-chip foi realizada através da espectroscopia
no UV-VIS, onde o sinal caracteristico dos AuNRs foi acompanhado. Os espectros da
construcdo dos AuNRs-chip com 1, 5 e 10 ciclos de adsorcdo de AuNRs sdo mostrados na

Figura 30.
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Figura 30: Espectros de extingdo dos AuNRs-chip
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Apos o primeiro ciclo de adsorcdo de AuNRs é possivel observar uma banda
LSPR pouco intensa, mas bem definida com maximo préximo aos 700 nm na Figura 30;
porém, o espectro ainda ndo possui o sinal caracteristico dos AuNRs, ja que ndo € possivel
observar a banda LSPR-T dos bastdes, proximo a 530 nm. Com 5 ciclos de adsorcdo o sinal
caracteristico dos AUNRS comeca a aparecer no espectro de extin¢do, além de observar-se um
aumento significativo do sinal referente a banda do LSPR-L, a banda atribuida ao LSPR-T
também é observada. O aumento da intensidade do sinal LSPR € um indicativo de que mais
nanoestruturas foram adsorvidas na superficie do vidro. O efeito do aumento da quantidade de
nanoestruturas adsorvidas na superficie é visual, ja que € possivel observar que com o
aumento do namero de ciclos de adsorcao a lamina de vidro comeca a se tornar avermelhada.
A partir de 5 ciclos de adsorcéo, o perfil espectral dos AUNRSs-chip se torna muito semelhante
ao sinal caracteristico dos AuNRs em suspensdo mostrado no inserto da Figura 30. O Gltimo
espectro com 10 ciclos de adsorcdo apresenta um sinal LSPR bastante intenso tanto para
LSPR-L como para o LSPR-T. Além disso, a relacéo entre as duas bandas se mantém similar
a observada para 0s AuNRs em suspensdo. Apesar do sinal maior para o substrato com 10
ciclos de deposicdo, os AuNRs-chip foram utilizados com 5 ciclos de adsor¢éo, pois além de

apresentar intensidade LSPR satisfatoria, precisou de menor tempo de preparacao.
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Um fato interessante a ser ressaltado é que as bandas LSPR apresentam um
deslocamento para o vermelho & medida que se aumenta o nimero de ciclos de adsor¢édo de
AuUNRs sobre a superficie do vidro. Isso se deve ao fato de que essas nanoparticulas se
aglomeram e interagem entre si ao serem depositadas, e uma separacdo interparticulas
pequena causa mudangas na posicdo da LSPR, como predito pela teoria de Maxwell-Garnet
(SANTOS et al., 2016). Por exemplo, para nanoesferas, essa observacdo pode ser feita para
valores de distancia entre particulas da ordem de d < 5R, onde d é a distancia entre as
particulas e R é o raio da particula (SANTOS et al.,, 2016). O plasmon de superficie
localizado das nanoparticulas pode sofrer acoplamento para distancias interparticulas
pequenas e, assim, deslocar a banda LSPR para maiores comprimentos de onda, levando a um
comportamento similar as nanoparticulas maiores. Portanto, quando sdo formados
aglomerados de nanoparticulas com vérios tamanhos diferentes, esses podem causar tanto o
deslocamento do méximo da banda LSPR como, no caso de formagdo de aglomerados com
diversos numeros de particulas diferentes, também seu alargamento, o que foi efetivamente

observado nos espectros de extingdo da Figura 30.

4.5 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA DOS
AuNRs-CHIP

Foi realizada uma caracterizacdo dos AuNRs-chip atraves da técnica de AFM.
Essa técnica foi escolhida no caso dos AuNRs-chip porque a utilizacdo de SEM ¢ adequada
para substratos condutores, o que ndo é o caso das laminas de vidro, resultando no acumulo de

cargas na superficie, o que dificulta ou impossibilita a aquisicdo das imagens por essa técnica.
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Figura 31: Microscopia de forga atdbmica apara 0s AUNRs-chip
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

E possivel observar na micrografia na Figura 31A, a escala ao lado indica a altura
medida em nm, apenas estruturas que podem ser associadas a AUNRs com espacamento uma
das outras, o que esta de acordo com o espectro da Figura 30, onde ha um sinal LSPR de
baixa intensidade. Por outro lado, na micrografia AFM para o substrato apds 5 ciclos de
deposicdo hd um nimero maior de nanoestruturas além de se observar a aglomeracdo dessas
em diversas regides do suporte de vidro; esse resultado esta de acordo com o aumento e
alargamento do sinal LSPR que foi observado na Figura 30, e confirmado pela micrografia B.

E possivel observar também a formacio dos aglomerados de AuNRs, o que confirma o
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proposto pela espectroscopia no UV-VIS, que a formacdo de agregados diminui a distancia

entre as particulas e geram o deslocamento para o vermelho e o alargamento da banda LSPR.

4.6 ESTUDO DA SENSIBILIDADE LSPR

O estudo da sensibilidade é de grande importancia para avaliar a performance de
um biossensor LSPR. Sabe-se que a partir da teoria de Gans, que a variacdo do indice de
refracdo proximo & superficie metalica do material plasmdnico causa deslocamentos na
frequéncia de ressonancia do plasmon de superficie. A magnitude do deslocamento da banda
LSPR com a variacdo do indice de refracdo para os substratos preparados nessa tese foi feito
pelo monitoramento através de espectroscopia no UV-VIS. Para que seja utilizado como
biossensor é necessario que o substrato apresente uma variacao significativa da posicdo da
banda LSPR com as mudancas do indice de refracdo; conhecendo sua sensibilidade ao indice
de refracdo do meio, é possivel assumir que o mesmo também seré sensivel a alteragdes no
indice de refracdo causadas pela adsorcédo de biomoléculas, como proteinas ou interacdes do
tipo antigeno—anticorpo.

Uma regressao linear de um grafico com os dados do méximo da banda LSPR em
funcdo do indice de refracdo da solucdo ou solvente utilizado foi obtida para encontrar a
sensibilidade dos dois tipos de substratos estudados nesse trabalho de doutorado. O
coeficiente angular dessa reta, em unidades de nm (variacdo do maximo da banda LSPR) por
unidade de indice de refracdo, RIU (apesar do indice de refracdo ser adimensional, o RIU é
utilizado na literatura para mostrar a variacdo de nm por elemento de indice de refracdo), foi
chamado de sensibilidade. A sensibilidade e FOM foram calculadas para os dois substrados
construidos: (1) S-AuNRs; (2) AuNRs-chip e foram discutidas para os dois separadamente,
devido as variacbes de procedimento impostas pelo estado em que cada substrato se

encontrava.

4.6.1 S-AuNRs

A Figura 32 mostra os espectros de extingdo para 0s S-AuNRs redispersos em
diferentes concentracGes de glicerol, variadas de 0 % V/V até 50 % V/V em agua deionizada,
de modo que os indices de refracdo variaram de 1,3310 até 1,4071. A banda do plasmon
longitudinal foi utilizada para 0 monitoramento, por ser mais sensivel as mudancas no indice

de refracdo. Os valores de extincdo dos espectros foram normalizados entre 0 e 1,
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procedimento realizado em todos os resultados onde ha o eixo de extingdo normalizada. Os
resultados da Figura 32A mostram um deslocamento da banda LSPR para o vermelho com o
aumento do indice de refragdo.

Figura 32: Sensibilidade dos AUNRS em suspenséo
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A) Espectros de extingdo para os AUNRS em suspensdo, redispersos em diferentes concentracdes de
glicerol. B) Gréfico da regressao linear do deslocamento do maximo da banda LSPR em relacdo ao
indice de refracdo das solugdes

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A curva de regressao linear ¢ mostrada na Figura 32B. O coeficiente de correlacao
é de R? = 0,98866 indicando um comportamento linear que favorece a aplicagdo em
biossensores. A partir do coeficiente angular dessa curva obtém-se a sensibilidade, que foi de
196 nm RIU™ para os AuNRs em suspensdo. Outra ferramenta importante para anélise da
performance do biosensor é a FOM e essa foi calculada de acordo com a Equacdo 11

obtendo-se o valor de 2,2 RIU™.

4.6.2 AuNRs-chip

Os espectros de extincdo para os AuNRs-chip imobilizados em diferentes
concentracdes de glicose sdo mostrados Figura 33A. Os AuNRs-chip foram imersos em
diferentes solucdes de glicose com concentracGes variando entre 6 % m/V até 30 % m/V em
agua deionizada, com indices de refracdo que variaram entre 1,339 até 1,365 RIU. Do mesmo
modo que para 0s AUNRs em suspenséo, a banda do plasmon longitudinal foi monitorada e o
deslocamento do maximo da banda para o vermelho foi observado com o aumento do indice

de refragéo.
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Figura 33: Sensibilidade dos AuNRs-chip.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A regressdo linear para os dados dos AuNRs-chip é mostrada na Figura 33B. E
importante notar que para 0s AuNRs-chip foi feito o ajuste linear da curva a partir da média
de trés medidas em diferentes pontos da ld&mina do maximo de absorcéo para cada uma das
solugdes de glicose, de modo que 0s respectivos erros associados a essa media sdo
apresentados pelas barras de erro na Figura 33B. O valor de R? = 0,98377 indica um
comportamento linear e a sensibilidade calculada para esse substrato foi 297 nm RIU?, com
FOM calculada de 3,0 RIU™,

4.6.3 Comparacao com a literatura

A partir desses resultados de sensibilidade e FOM foi possivel comparar as duas
configuracbes de biossensores com a literatura, como mostrado na Tabela 3. Os S-AuNRs
apresentaram resultados semelhantes a literatura para nanoestruturas com razGes de aspecto
semelhantes (CHEN et al., 2008). Esse resultado era esperado pois a sintese de bastdes foi
reproduzida sem alteracbes da literatura (NIKOOBAKHT e EL-SAYED, 2003). Por outro
lado, para os AuNRs-chip onde o procedimento de adsor¢do na superficie do vidro foi
aprimorado, os resultados indicam um aumento de 18% na sensibilidade e de 15% na FOM
para bastdes com razé@o de aspecto semelhantes. Esse resultado indica que os AuNRs-chip sdo

substratos bastante promissores para aplicacdo como biossensores.
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Tabela 3: Comparativo entre a sensibilidade e FOM dos AuNRs-chip com biosensores baseados em

AUNRs com razéo de aspecto similares

Material Razdo @ Sensibilidade @ FOM Aumento na
de (nmRIUY) senbilidade?
(RIUY)
aspecto
AuUNRs- 2,7 297 3,0 -
chip
S-AuNRs 2,7 196 2,2 -
AuNRs em 2,2 252 n.i.° 18%
laminas de
vidro
AUNRs em 3,3 170 1,3 75%
laminas de
vidro
AuNRs 2,4 195 2,6 52%
AuNRs 3,4 224 2,1 33%
AUNRs em 5,2 366 n.i.° -
laminas de
vidro
AuNRs em 3,5 330 14 -
laminas de
vidro

Aumento na
FOMP

131%

15%

43%

15%

Referéncia

Essa Tese

Essa Tese

(MARINA
KOS et al.,
2007)

(MAYER et
al., 2008)

(CHEN et
al., 2008)

(CHEN et
al., 2008)

(CHEN et
al., 2007)

(PAIl et al.,
2017)

#Aumento na sensibilidade dos AuNRs-chip construidos nessa tese em relagdo a outros estudos

reportados na literatura ® Aumento na FOM dos AuNRs-chip construidos nessa tese em relagdo a

outros estudos reportados na literatura ¢ n.i. = ndo informado
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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4.7 DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR LSPR

A deteccdo de biomoléculas utilizando os substratos preparados e a técnica LSPR
foi realizada para uma interacdo antigeno-anticorpo modelo, entre BSA e anti-BSA. Essa
deteccdo foi feita utilizando as duas configuracdes de biosensores, S-AuNRs e AuNRs-chip.

A deteccdo de anti-BSA por LSPR foi realizada a partir de um ensaio de quatro
etapas. A primeira etapa consistiu na modificacdo da superficie dos AUNRs com MUA, que é
um &cido carboxilico alifatico de cadeia longa, com um grupo tiol na posi¢éo 11. O grupo tiol
tem grande afinidade pela superficie metalica de Au, devido a forte ligacdo Au-S. A utilizacdo
do MUA foi essencial no presente trabalho, pois 0 CTAB forma uma bicamada na superficie
dos AuNRs, mesmo apos a retirada do excesso por centrifugacao, e a ligacdo Au-S é bastante
forte, capaz de separar essa bicamada de CTAB do AuNR e substituir por uma monocamada
de MUA (CAO et al., 2012).

Apos a funcionalizagdo com MUA, o grupo carboxila foi modificado com
moléculas que permitem a imobilizacdo de biomoléculas como a BSA. O procedimento
utilizou o par EDC/NHS, onde o EDC atua como catalisador da reacéo, e o NHS fica ligado a
superficie dos nanobastfes, permitindo a imobilizacdo de biomoléculas que contenham grupos
amina. Sendo assim a BSA foi imobilizada e a deteccdo de anti-BSA ocorreu através da

interacdo antigeno-anticorpo .

4.7.1 Deteccao de Anti-BSA utilizando os S-AuNRs

Na Figura 34 sdo mostrados os espectros UV-VIS dos S-AuNRs modificados por
MUA, etapa inicial de todo o processo de modificacdo. Podemos observar o deslocamento
caracteristico para maior comprimento de onda devido a adsor¢cdo de moléculas na superficie
metélica. O deslocamento do maximo da banda LSPR apds a modificacdo com MUA foi de
8,0 nm, média feita a partir de 4 amostras, em relacdo aos S-AuNRs ndo modificados. O
MUA é uma molécula pequena se comparada a proteinas, portanto € comum que ndo haja
deslocamentos expressivos na banda LSPR de nanoparticulas de Au, devido a pequena

variacdo do indice de refracdo local proximo a superficie metalica.
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Figura 34: Espectros de extin¢do para a etapa de modificacdo da superficie dos S-AuNRs com
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A Figura 35 mostra os espectros no UV-VIS dos S-AuNRs apés a adicdo de BSA
e de anti-BSA. Primeiramente, é possivel observar um grande deslocamento para o vermelho
com a imobilizacdo de BSA na superficie dos S-AuNRs. Como a BSA é uma proteina e,
consequentemente, tem um tamanho muito maior que o MUA, por exemplo, sua imobilizagédo
causa grande variacdo do indice de refracdo local e como resultado apresenta deslocamentos
significativos do maximo da banda LSPR que, nesse caso, foi de 17,2 nm na média para 4
amostras de S-AuNRs, valor de deslocamento relacionado aos S-AuNRs sem modificacdo. A
imobilizacdo de BSA é um resultado bastante interessante nesse trabalho, primeiramente pelo
fato de caracterizar a imobilizacdo de uma biomolécula no substrato e por essa modificacdo
ser essencial para todos os ensaios de deteccdo feitos, tanto para LSPR como para SERS e
SEF e, portanto, esse resultado torna-se uma maneira de verificar a imobilizacdo de BSA na
superficie dos bastdes.

O deslocamento para maiores comprimentos de onda na presenca de anti-BSA em
relacdo a BSA imobilizada, também mostrado na Figura 35, é de 2,76 nm na média para 4
amostras de S-AuNRs. O deslocamento causado pela adicdo de anti-BSA é consideravelmente
menor do que o observado para a BSA, o que é esperado, visto que a BSA e a anti-BSA sao
biomoléculas grandes, de modo que ap6s a imobilizacdo da primeira resulta no aumento da
distancia do anti-BSA em relacdo a superficie metélica, o que faz com que a interacdo entre as
duas esteja longe da superficie metalica e, consequentemente haja um decréscimo da

sensibilidade para a deteccdo de anti-BSA em relacdo a imobilizagdo do antigeno. Esse
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deslocamento, porém, é suficiente para que haja a deteccéo de anti-BSA através do fenémeno
do LSPR por uma interacdo de antigeno-anticorpo, indicando inclusive que o método €

sensivel a imobilizacdo dessa biomolécula.

Figura 35: Espectros de extingdo para imobilizacdo de BSA e posterior deteccdo de anti-BSA
utilizando os S-AuNRs
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Um experimento branco foi feito no intuito de verificar a seletividade do
biosensor em relacdo a adicdo de anti-BSA. No lugar da anti-BSA foi adicionada a mesma
quantidade de agua deionizada a fim de confirmar se a interacdo antigeno-anticorpo € a causa
do deslocamento da banda LSPR. Na Figura 36 sdo apresentados os espectros de extincdo
para 0 experimento branco. Assim como para 0s espectros da Figura 35, hd um grande
deslocamento para maior comprimento de onda com a imobilizacdo de BSA, contudo apds a
adicdo de agua deionizada (espectro em verde), ndo hd nenhum deslocamento ou mudanca
significativa no perfil espectral dos S-AuNRs-BSA. Este resultado indica que o substrato
construido é sensivel especificamente a presenca de anti-BSA, comprovando que a interacédo

antigeno-anticorpo é a responsavel pelo deslocamento da banda LSPR dos S-AuNRs.
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Figura 36: Espectros de extingdo do experimento branco
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Avaliou-se a influéncia da concentracdo da biomolécula no ensaio de deteccdo do
biossensor. Foram adicionadas sequencialmente aliquotas de 50 pL com diferentes
concentragdes de anti-BSA, os espectros de extingdo sdo mostrados na Figura 37A. E possivel
observar que o deslocamento esta relacionado a concentracdo do analito utilizada, ja que se
observa, tanto nos espectros quanto no grafico de barras mostrado na Figura 37B (os valores
embaixo de cada barra indicam a concentracdo de anti-BSA adicionada no total), que para
maiores concentracdes de anti-BSA adicionadas, ha um maior deslocamento da banda LSPR
para o vermelho. Porém, com a elevacdo da concentracdo (adi¢do de mais 50 pL de solucdo 1
mg mL? de anti-BSA a aliquota, resultando em 1,6 mg mL* adicionado no total) nota-se um
deslocamento de apenas 2 nm em relacdo ao anterior. A diminui¢do da variacdo com o
aumento da concentracdo do anticorpo € uma indicacao preliminar de que esta proximo de se
atingir um limite de concentracdo que satura a superficie dos AuNRs, diminuindo a

sensibilidade dos mesmos.
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Figura 37: Influéncia da concentracdo de Anti-BSA no deslocamento da banda LSPR.
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4.7.2 Deteccao de Anti-BSA utilizando o AuNRs-chip

A deteccdo de Anti-BSA através dos AuNRs-chip segue 0 mesmo procedimento
para 0s S-AuNRs, porém algumas mudangas nas concentracdes e tempos de adsorcao, ja que
0s AuNRs-chip sdo muito mais estaveis. Todas as modificacBes superficiais foram
acompanhadas por espectroscopia no UV-VIS e os espectros de extingdo sdo mostrados na
Figura 38. Pode-se observar o deslocamento caracteristico para o vermelho com a
imobilizacdo de BSA e posteriormente para a detec¢do de anti-BSA. Da mesma maneira que
foi observado para os experimentos com S-AuNRs, houve um grande deslocamento para BSA
e um menor para o anti-BSA. O deslocamento médio, para 6 medidas em diferentes regides de
dois AuNRs-chip, para BSA foi de 30,3 nm e a média para o anti-BSA de 33,1 nm em relacéo
aos AuNRs-chip sem modificacdo. O deslocamento médio entre BSA e anti-BSA, portanto,
foi de 2,85 nm, indicando a deteccdo especifica do anticorpo, também pela interacdo

antigeno-anticorpo.
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Figura 38: Espectros de extincdo para imobilizacdo de BSA e posterior deteccdo de anti-BSA

utilizando os AuNRs-chip
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4.8 COMPARACAO DE DESEMPENHO ENTRE AS DUAS CONFIGURAGCOES

Na Tabela 4 sdo mostradas as principais figuras de mérito para avaliar o
desempenho dos substratos estudados, que sédo os deslocamentos médios da banda LSPR e o
limite de deteccdo (LOD) para as duas configuracdes de biossensor. A sensibilidade e FOM
para 0s AuNRs-chip sdo maiores do que 0s S-AuNRs; esses valores maiores podem ser
atrelados ao acoplamento entre nanoparticulas préximas, mostrados tanto por UV-VIS como
por AFM nas secbes 4.4 e 4.5, que levam a uma maior intensificacio do campo
eletromagnético local, fazendo com que o substrato fique mais sensivel a modificacdes no
indice de refracdo local. O LOD foi calculado utilizando os AuNRs imobilizados com BSA
como branco para a detec¢do de Anti-BSA, através da equacdo LOD =3cg / S, (sendo og 0
desvio padrdo do branco). O LOD para os AuNRs-chip é menor se comparado aos S-AuNRs,
também devido a maior sensibilidade (S). Os AuNRs utilizados na construc¢do dos dois tipos
de biossensor foram preparados da mesma forma, porém durante 0s experimentos de
modificacdo superficial, as vizinhancas e disposicdo espacial afetaram sua performance como

biossensor.
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Tabela 4: Comparacgéo de performance entre os AUNRs-chip e 0s S-AuNRs

Material Sensibilidade FOM Almax Almax Almax LOD
(hmRIU?Y)  (RIUY) AuNRs-BSA AUNRs — deteccdo de RIU
(nm) Anti-BSA Anti-BSA
(nm) (nm)

S- 196 2,2 17,2 +4.2 19,9+ 4.7 2,76 £0,58 0,064
AUNRs

AuNRs- 297 3,0 30,354 33,1+6,6 285+241 0,054

chip

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

E interessante destacar que apesar dos AuNRs-chip apresentarem melhor FOM e
sensibilidade, e mesmo os dois substratos sendo construidos com os mesmos AuNRS, os
deslocamentos obtidos nos ensaios para deteccdo de anti-BSA (aproximadamente 3 nm para
0s dois biossensores) sdo bastante similares. Esse resultado indica que o ambiente nos
arredores dos AuUNRs influencia na eficiéncia de deteccdo. Alguns fatores devem ser
avaliados para explicar esse comportamento parecido: (1) os S-AuNRs possuem uma maior
area superficial disponivel para a interacdo antigeno-anticorpo em comparacdo a0 AuNRS-
chip (configuracdo 3D comparada a uma 2D), porque os bastdes imobilizados precisam ter
um de seus lados adsorvidos na lamina de vidro; (2) o volume e a area dos AuNRs
sintetizados € similar nos dois casos, porém, a area dos AuNRs efetivamente disponivel no
filme formado sobre a ldmina de vidro e na suspensdo de AuNRs ¢ diferente, justamente pela
mudanca de uma configuracdo 2D para 3D. Realizou-se uma estimativa com base nos
resultados de microscopia, de que a suspensdo S-AuNRs possui cerca de 10° mais AuNRs
disponiveis para a imobilizacdo de biomoléculas do que os AuNRs-chip. Além disso,
considerando a intensidade da banda LSPR, os S-AuNRs possuem uma intensidade cerca de
10x maior. Segundo a Equacdo 9, uma maior superficie disponivel para imobilizacao,
aumenta 0 nads, que € o indice de refracdo efetivo do analito (anti-BSA no presente caso) na
vizinhanca a superficie e, consequentemente causa aumento do deslocamento do méaximo da
banda LSPR. Esse comportamento ndo é observado na imobilizacdo de BSA devido ao fato de
que a concentracdo de BSA é 6 vezes maior para 0s AuNRs-chip.

Finalmente, é importante notar que os desvios padrdo calculados sdo sempre

menores para 0s S-AuNRS nos ensaios reportados, porém, apenas na detecgdo de anti-BSA se



90

observa um desvio padrdo alto para os AuNRs-chip. Esse maior erro pode ser atribuido a
heterogeneidade de distribuicdo dos AuNRs, porque, apesar do acoplamento do LSPR-L
devido a agregacdo das nanoparticulas aumentar a intensificacdo do campo eletromagnético
local e consequentemente aumentar a intensidade, o alargamento da banda LSPR diminui a
resolucéo.

Os dois biossensores ndo apresentaram mudancas apreciaveis na posicao da banda
LSPR, aumento na largura, nem deslocamentos consideraveis da banda LSPR e perda de
intensidade, mantendo sempre o perfil espectral caracteristico dos AuNRs durante 0s
processos de modificacdo superficial e deteccdo de anti-BSA, circunstancia essencial na

construcéo e aplicagdo de um biossensor do tipo proposto.

4.9 DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR SERS E SEF

A detecgdo por SERS E SEF foi realizada utilizando um imunoensaio tipo
sanduiche, como mostrado na Figura 18, que envolve um método de deteccdo extrinseco
(indireto). O imunoensaio utilizou os dois substratos de AUNRs estudados para a deteccéo por
LSPR: 0s S-AuNRs e 0os AuNRs-chip. Uma diferenca importante foi que os S-AuNRs tiveram
a adicdo da molécula prova, que é a responsavel pelo sinal SERS ou SEF a ser analisado na
deteccdo de biomoléculas pelo método proposto. A molécula prova foi adicionada na mesma
solucdo em que foi adicionado 0 MUA nos S-AuNRs para adsor¢édo. Os AuNRs-chip com a
anti-BSA imobilizada em sua superficie foram imersos na suspensdo S-AuNRs modificados

com a molécula reporter e logo os espectros SERS ou SEF foram obtidos.

4.9.1 Deteccédo de anti-BSA por SERS

Primeiramente na deteccdo de biomoléculas utilizando o método extrinseco foi
necessario que a suspensdo de AuNRs modificada com a molécula prova possuisse sinal
SERS intenso o bastante para que pudesse ser analisado no ensaio de detec¢do. Para a
deteccdo utilizando a técnica SERS, a molécula prova utilizada foi o corante azul do Nilo;
entdo, primeiramente realizou-se um experimento para verificar se a suspensao de S-AuNRs,
apos as modificacdes superficiais e adicdo da molécula prova (chamada a partir daqui de AN-
S-AuNRs) possuia sinal SERS detectavel. O espectro SERS dessa suspensdo e a estrutura do

corante s&o mostrados na Figura 39.



91

Figura 39: Espectro SERS dos AN-S-AuNRs com concentracéo inicial da molécula prova

1,0x10% mol L?, excitado em 785 nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A Figura 39 mostra o espectro SERS caracteristico para o azul do Nilo excitado
em 785 nm. O espectro apresenta sinal SERS intenso com alta relacdo sinal/ruido
considerando que a concentragdo do azul do Nilo foi de 1,0x10° mol L?, apresentado de
forma bem clara a banda em 595 cm? atribuida ao anel fenoxazina (BROLO e
SANDERSON, 2004; REKHA et al., 2018). Este resultado indica que a suspensdo AN-S-
AuNRs possui sinal SERS com boa intensidade, que foi, portanto, utilizada como suspensédo
de prova no imunoensaio sanduiche baseado no efeito SERS.

Espera-se através da interacdo antigeno-anticorpo que 0os AN-S-AuNRs fiquem
adsorvidos nos AuNRs-chip. O sinal analitico utilizado foi a intensidade SERS do corante
azul do Nilo, que foi monitorada através do mapeamento quimico utilizando a técnica Raman,
monitorando especificamente a banda mais intensa do espectro do corante, em 595 cm™. Na
Figura 40 é mostrado um espectro SERS selecionado do azul do Nilo com radia¢do excitante

em 785 nm na superficie do AuNRs-chip ap0s sua imersdo na suspensdo dos AN-S-AuNRs.
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Figura 40: Espectro SERS da superficie do AuNRs-chip ap6s imersdo na suspenséo
AN-S-AuNRs, excitado em 785nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A Figura 40 mostra o espectro SERS do corante azul do Nilo com razoavel
intensidade e relagéo sinal/ruido, apesar do numero de moléculas espalhadoras ter sido menor
do que nos AN-S-AuNRs. Esse resultado confirmou a presenca do corante na superficie dos
AuNRs-chip e consequentemente a interacdo dos AuUNRs-chip com 0s AN-S-AuNRs. Porém,
a presenca do corante ndo permitiu identificar diretamente se o tipo da adsorcdo foi uma
adsorcao fisica ou se foi de fato a adsorcao devido a interacdo antigeno-anticorpo entre BSA e
Anti-BSA que aconteceu entre AN-S-AuNRs e AuNRs-chip.

Realizou-se um experimento branco no qual os AuNRs-chip tiveram a superficie
modificada apenas até a etapa de imobilizacdo de BSA e, portanto, sem a presenca do analito
anti-BSA. Foi entdo analisado os AuNRs-chip com e sem a presenca de anti-BSA através do
mapeamento SERS de 400 pontos na superficie de cada lamina, apresentado na Figura 41. A
escala em cores ao lado de cada mapeamento indica a intensidade do sinal SERS. Os
mapeamentos foram construidos com base na area da banda em 595 cm™ que é a banda mais
intensa da molécula-prova (REKHA et al., 2018). Atraves do mapeamento SERS foi possivel
monitorar a intensidade e homogeneidade do sinal SERS do corante azul do Nilo adsorvido na

superficie dos AuNRs-chip.
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Figura 41: Mapeamento SERS de 400 pontos dos AuNRs-chip apds imersao nos
AN-S-AuNRs. A integral utilizada foi da banda em 595 cm™ do azul do Nilo, excitado em
785nm.
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A) Imunoensaio sanduiche na auséncia de anti-BSA. B) Imunoensaio sanduiche na presenca de
anti-BSA. O tamanho da area mapeada no item A foi de 6200x3100 um? e no item B, 5720x4400 um?.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Na Figura 41B € possivel observar que na presenca de anti-BSA ha um aumento
na observacdo de eventos com alta intensidade SERS em quase todas as regides monitoradas
em relacdo ao que é observado na Figura 41A, o que pode ser notado pela predominancia das
cores quentes (proximas ao vermelho) no mapeamento. Observa-se que a distribuicdo de
intensidades é heterogénea nos dois substratos, mesmo na presenca de anti-BSA. Como ja
discutido nos experimentos envolvendo o sensoriamento por LSPR, os AuNRs-chip possuem
essa heterogeneidade associada a presenca de regides com maior densidade de bastdes e
regibes com poucos bastdes, que foi demonstrado pelos resultados de UV-VIS e AFM (Figura
30 e Figura 31), resultando em uma heterogeneidade intrinseca desse substrato. Afim de
garantir que essa heterogeneidade ndo inteferisse na performance do substrato como
biossensor, foi utilizado um procedimento proposto por Bohn e colaboradores, onde os 10%
de eventos com valores de intensidade extremos (tanto maiores quanto menores) foram
desconsiderados (BOHN et al., 2010). Utilizando esse procedimento, um grafico de barras da
intensidade média SERS com uma barra de erros (considerada como o desvio padrdo da

média ap0s o sugerido acima) foi construido e é mostrado na Figura 42.
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Figura 42: Gréafico de barras da média das integrais da banda do AN em 595 cm™ com seus
respectivos desvios padrdo para os 400 pontos dos mapeamentos SERS da Figura 41,
utilizando o procedimento de Bohn e colaboradores onde foram retirados 10% dos menores e

maiores valores de intensidade.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Através do grafico de barras da Figura 42 pode-se observar que o sinal SERS na
presenca de anti-BSA é cerca de duas vezes maior na média do que em sua auséncia, o que
evidencia a deteccdo da anti-BSA através do método proposto. Além disso, outra evidéncia €
o maior valor de incerteza percentual da intensidade SERS na auséncia de anti-BSA. A
presenca do analito poderia levar a formacdo de um grande nimero de hot spots SERS, que
teriam desempenho altamente variado, porém aumentam a intensidade SERS média, ja que
ndo ha controle sobre a regido espacial em que a proteina estd ligada as nanoparticulas. A
presenca de muitas regides com baixa intensidade de sinal SERS no mapeamento da Figura
41A, junto do maior sinal SERS na presenca de anti-BSA indica que a detec¢do do analito €
através da interacdo especifica entre o anti-BSA presente nos AuNRs-chip com a suspensdo
AN-S-AuNRs contendo BSA. Apesar do processo de lavagem, apds a imersdo na suspensao
repérter ainda foi possivel obter o sinal SERS do corante azul do Nilo, mesmo na auséncia do
anticorpo, o que indica que ha também uma adsorcédo fisica dos AN-S-AuNRs na superficie
dos AuNRs-chip.

Para garantir que a heterogeneidade intrinseca do substrato ndo interfisse na

performance do biossensor, também foi utilizado o protocolo de Albuquergue e colaboradores



Pontos eixo Y

95

(DE ALBUQUERQUE et al., 2018). Esse procedimento envolve a construcdo de um
mapeamento digital da medida SERS para condi¢cbes proximas a uma Unica molécula
(SM-SERS); no presente trabalho o procedimento foi adaptado para o biossensor construido,
j& que ndo envolveu estudos de SM-SERS como no procedimento original. Para tanto, o
mapeamento SERS digital foi construido a partir dos mapeamentos da Figura 41, onde 0s
valores de intensidade SERS acima de um valor limite foram considerados como eventos
positivos, atribuido o valor 1, por outro lado, para os valores abaixo desse limite foi atribuido
o0 valor 0 e esses sdo considerados eventos nulos, gerando, entdo, um mapeamento de eventos
positivos e nulos. O valor limite foi obtido a partir da média da intensidade dos 400 pontos do
experimento branco. Foi construido entdo o mapeamento SERS digital do experimento
branco, utilizando essa média, que foi de 79 contagens. O mapeamento da Figura 41B,
experimento na presenca de anti-BSA foi reconstruido, considerando a média de 79
contagens, onde todos 0s pontos onde a intensidade é maior, foi atribuido o valor 1. A Figura
43 mostra 0os mapeamentos SERS digitais para 0s experimentos na auséncia e presenca de

anti-BSA e um gréafico de barras do namero de eventos positivos em cada.

Figura 43: Tratamento de dados para o mapeamento SERS da Figura 41, considerando o

procedimento de Albuquergue e colaboradores.

. 1 c
300
‘8 250
200
150 4
100 4
0
6 18 20

Pontos eixo Y

.

.

1

"

i 50

2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 2 4 6 8 0 12 14 A

Pontos eixo X Pontos eixo X

Numero de eventos positivos

0+

Auséncia de anti-BSA Presenga de anti-BSA
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Figura 41B. (C) Gréfico de barras com o nimero de eventos positivos em A e B. Onde os pontos em
preto sdo eventos positivos (atribuido o valor 1).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Pela Figura 43B pode-se observar um elevado nimero de eventos positivos, bem
maior do que o observado na Figura 43A. O grafico de barras na Figura 43C evidencia essa
diferenca, sdo 320 eventos positivos na presenca de anti-BSA, enquanto que em sua auséncia

foram apenas 166 eventos, demonstrando que a presenca de anti-BSA gera um sinal SERS
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maior em todo o substrato, comparado ao branco, portanto, demonstrando através desse
método a deteccdo de anti-BSA.

A proposta de Albuquerque e colaboradores de reconstrucdo do mapeamento
SERS, além de diminuir a interferéncia da heterogeneidade intrinseca do substrato, gera um
mapeamento digital que considera apenas o contraste entre eventos positivos (que tém
intensidade SERS apreciavel) e negativos. Essa abordagem mostra o resultado de forma
bastante simples e visual, o que potencialmente pode permitir uma analise direta do resultado.
Esse tipo de abordagem pode permitir a construgdo de biossensores com simplicidade de

anélise.

4.9.2 Detecgdo de Anti-BSA por SEF

O método de imunoensaio sanduiche foi utilizado para a detecgdo de anti-BSA
por SEF, com 0os mesmos procedimentos utilizados para os ensaios utilizando a técnica SERS.
Contudo, houve a troca da molécula prova para o corante IR-820, pois este possui duas
bandas de absorcdo em 690 nm e 819 nm (NEVES e ANDRADE, 2015) sendo, portanto, pré-
ressonante em 633 nm e ressonante em 785 nm. Para esses ensaios foi utilizada a linha laser
em 785 nm, linha na qual a molécula prova apresenta alta eficiéncia de fluorescéncia. Assim
como para 0 SERS, primeiramente foi testado o sinal do corante presente na suspensdo de
AuNRs, que agora sera intitulada de IR-S-AuNRs.

E interessante notar que o uso do MUA como modificador superficie dos AuNRs
e do MPTMS como molécula ligante entre vidro e AuNRs e entre as nanoparticulas pode
favorecer o fendmeno de fluorescéncia no sistema proposto. Isso porque a presenca dessas
moléculas causa o aumento da distancia entre o corante e a superficie dos bastdes, impedindo
que as moléculas do corante IR-820 se adsorvam diretamente na superficie metalica,
consequentemente, permitem que a intensificacdo do campo eletromagnético local proximo a
superficie das nanoparticulas causada pela LSPR seja mais importante que a supressdo pela
presenca de uma superficie metalica; resultando em uma possivel intensificacdo do sinal de
fluorescéncia. O mesmo pode ser observado com 0 MPTMS, uma vez que na construcao dos
AuNRs-chip sdo feitos varios ciclos de adsor¢do de AuNRs e MPTMS, fazendo com que a
superficie metéalica de certo modo esteja protegida.

A ideia do uso dos AuNRs-chip para detec¢do utilizando o fendmeno SEF, veio
das interferéncias observadas na otimizagdo dos substratos para deteccdo SERS, porque,

dependendo da concentragdo do corante e da linha laser utilizada havia uma intensidade de
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fluorescéncia muito alta. Para confirmar se seria possivel utilizar o sinal de fluorescéncia foi
feito um experimento com os AuNRs-chip sem nenhuma modificacdo de superficie; para isso
foi obtido o espectro SEF do corante IR-820 adsorvido na superficie da lamina, mostrado na
Figura 44.

Figura 44: Espectro SEF do corante IR-820 10”° mol L™ sobre os AuNRs-chip sem
modificacdo, excitado em 785 nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

No espectro de fluorescéncia do IR-820 apresentado na Figura 44 observa-se uma
intensidade muito mais alta do que o esperado na presenca de nanoparticulas de ouro, 0 que
indica que se trata do espectro SEF do IR-820. Essa possibilidade foi confirmada, pois ao
fazer o mesmo experimento com uma lamina de vidro ndo se obtém praticamente nenhum
sinal de fluorescéncia da molécula. Tal resultado indica que é possivel entdo utilizar os
AuNRs-chip como um substrato para SEF, assim como foi utilizado para SERS. Deve-se
ressaltar também que a utilizacdo dos substratos para a fluorescéncia ndo implica que os
mesmos sejam invidveis para uso como substato SERS, ja que pode ser selecionada linha laser
em que a molécula prova ndo seja um fluordforo eficiente; esse tipo de procedimento foi

mostrado na se¢do anterior.
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A suspensdo IR-S-AuNRs também precisa possuir alta intensidade SEF
caracteristica da molécula prova. Na Figura 45 é mostrado o espectro SEF da suspensdo
IR-S-AuNRs, que é caracteristico do corante IR-820. Também € possivel observar algumas
bandas SERS sobrepostas ao sinal de fluorescéncia. Este resultado comprova que 0s
IR-S-AuNRs estdo marcados com a molécula prova e, portanto, podem ser utilizados para a

deteccdo no imunoensaio sanduiche.

Figura 45: Espectro SEF do IR-820 imobilizado na superficie de AUNRS em suspensdo com
MUA, excitado em 785 nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Com o resultado mostrado na Figura 45, considera-se que a suspensao IR-S-
AuNRs pode ser utilizada para os ensaios de deteccdo de anti-BSA por SEF. Entdo, assim
como feito para a deteccdo SERS, 0s AuNRs-chip foram imersos nessa suspensdo, e entdo um
mapeamento de 400 pontos foi feito em dois substratos de AuNRs-chip. Um desses substratos
com o analito, anti-BSA, e outro na auséncia do mesmo. Na Figura 46 é mostrado um
espectro SEF obtido em um dos pontos do mapeamento feito na superficie dos AuNRs-chip
com Anti-BSA. Observa-se o sinal SEF caracteristico do corante com alta relagdo sinal/ruido;
indicando a deteccdo da molécula de interesse, ja que houve a interacdo entre 0 AUNRs-chip e

a suspensdo IR-S-AuNRs.
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Figura 46: Espectro SEF da superficie do AuNRs-chip apds imersdo na suspensao

IR-S-AuNRs
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Apenas com o espectro da Figura 46 ndo é possivel entender se a adsorcdo dos
bastbes marcados com IR-820 é através de uma adsorcéo fisica apenas ou de uma interacao
antigeno-anticorpo. Para verificar a influéncia da interacdo especifica antigeno-anticorpo foi
analisado o mapeamento como um todo, assim como para 0s ensaios envolvendo a técnica
SERS. Os mapeamentos foram obtidos utilizando a integral da banda de fluorescéncia do
corante IR-820, e sdo mostrados na Figura 47. A escala de cores ao lado de cada mapeamento
indica que quanto mais quente a cor (ou seja, tendendo para o vermelho), mais intenso o sinal
SEF.

Nos mapeamentos da Figura 47 pode-se observar que na presenca de anti-BSA
(A), o sinal da fluorescéncia € maior do que o que foi obtido para o ensaio na auséncia do

anticorpo (B).
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Figura 47: Mapeamento SEF de 400 pontos dos AuNRs-chip apds imersao nos
IR-S-AuNRs. A integral utilizada foi da banda de fluorescéncia do IR-820, excitado em 785

nm.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Os mapeamentos da Figura 47 mostram que o sinal SEF também é heterogéneo
nos dois AuNRs-chip; de modo a diminuir a interferéncia da heterogeneidade intrinseca
desses substratos na resposta do biossensor, obtendo melhor performance, plotou-se um
gréfico de barras utilizando a proposta de Bohn e colaboradores, que é apresentado na Figura
48.
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Figura 48: Gréfico de barras da média das integrais da banda de fluorescéncia com seus
respectivos desvios padrédo para os 400 pontos dos mapeamentos SEF da Figura 47, utilizando
0 procedimento de Bohn e colaboradores onde foram retirados 10% dos menores e maiores
valores de intensidade.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

E possivel observar através do gréfico de barras da Figura 48 que o sinal SEF na
presenca de anti-BSA é cerca de 3x maior na média do que em sua auséncia, evidenciando a
deteccdo do anticorpo através do imunoensaio sanduiche baseado na deteccdo por SEF. O
maior sinal mostrado pelas regides de cores quentes no mapeamento da Figura 47A e pelo
gréfico de barras indicam que a deteccdo do analito é através da interacdo especifica entre o
anti-BSA e o BSA, assim como na deteccdo SERS que utiliza 0 mesmo método. Do mesmo
modo, mesmo com 0s processos de lavagem apds imersdo na suspensdo IR-S-AuNRs, o
AuNRs-chip sem Anti-BSA ainda apesenta sinal do corante, o que pode ser devido a adsorcao
fisica dos bastdes marcados na superficie do substrato.

A proposta de Albuquerque e colaboradores (DE ALBUQUERQUE et al., 2018),
foi aplicada para os mapeamentos SEF. A Figura 49 mostra os mapeamentos reconstruidos
dos experimentos na presenca e auséncia de anti-BSA da Figura 47 e um grafico de barras do

namero de eventos positivos para esses experimentos.
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Figura 49: Tratamento de dados para o mapeamento SEF da Figura 47, considerando o

procedimento de Albuquerque e colaboradores
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(A) Mapeamento SEF digital construido a partir do mapeamento do experimento branco da Figura
47A. (B) Mapeamento SEF digital construido a partir do experimento na presenca de anti-BSA da
Figura 47B. (C) Grafico de barras com o nimero de eventos positivos em A e B. Onde os pontos em
preto sdo eventos positivos (atribuido o valor 1).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A presenca de anti-BSA gera um grande aumento no nimero de eventos positivos
como mostra a Figura 49B, em sua auséncia (Figura 49A) o numero de eventos positivos €
bem menor, para a construcdo desses mapeamentos foi utilizado o valor limite de 128192
contagens (média do experimento branco). O grafico de barras em C indica essa diferenca: na
presenca de anti-BSA observam-se 299 eventos positivos contra 156 eventos positivos em sua
auséncia. Esse maior numero de eventos positivos indica a deteccdo de anti-BSA através

desse método de tratamento de dados.

4.10 ATIVIDADE SERS DE AuNBs E AuNGs

Foram realizados testes da atividade SERS das AuNBs e AUNGs, para possivel
aplicacdo como biossensores. AUNBs e AUNGSs sdo nanoestruturas promissoras para aplicacdo
em biossensores baseados em LSPR (CHEN et al., 2008). Porém, também sdo estruturas
muito interessantes para aplicacdo como substratos SERS e SEF, o que pode eventualmente
levar a aplicacdo na construcdo de biossensores baseados nessas duas técnicas, devido ao
grande aumento do campo eletromagnético local nas pontas desse tipo de nanoestruturas. 1sso
é especialmente verdadeiro para os AuNGs, que possuem subestruturas nanométricas com
diferentes tamanhos e espessuras (REGUERA et al., 2017).
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4.10.1 Atividade SERS das AuNBs em 785 nm

Para determinar atividade SERS das AuNBs foi monitorado o sinal do corante AN
na concentragdo de 1,0x10° mol L? como molécula prova, excitado em 785 nm. Foram
selecionadas as AUNBs preparadas utilizando os surfactantes CTPAB e CTBAB, que foram as
que apresentaram melhores resultados na espectroscopia UV-VIS e pelas micrografias da
secdo 4.3.2. Na Figura 50 tem-se o espectro SERS do AN 1,0x10®° mol L na suspensdo de
AuNBs sintetizadas com CTPAB. E possivel observar no espectro SERS obtido uma grande
intensificacdo do sinal Raman em rela¢do ao azul do Nilo em solucdo aquosa, que fica clara
pela observacdo do aumento de intensidade da banda caracteristica do corante em 595 cm™. O
AEF foi utilizado para avaliar a intensificagdo gerada por essas nanoestruturas, para as
AuNBs com CTPAB o AEF calculado para essa banda foi de 178.

Figura 50: Espectros SERS do azul do Nilo 1,0x10°mol L™,
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(a) em suspensédo de AuNBs (sintetizadas com CTPAB) (b) em solucdo aquosa
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A Figura 51 mostra a atividade SERS para o AN na presenca de AuUNBs
sintetizadas com CTBAB; essas AuUNBs também possuem uma intensificacdo do sinal Raman
do corante, porém em menor escala do que para as mesmas estruturas sintetizadas com
CTPAB. O AEF medido para a banda em 595 cm foi de 17.
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Figura 51: Espectros SERS do azul do Nilo 1,0x10° mol L.
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4.10.2 Atividade SERS das AuNGs em 785 nm
O AN na concentragdo de 1x10° mol L também foi utilizado para monitorar o

desempenho como substrato SERS dos AuNGs. Na Figura 52 sdo mostrados o espectro SERS
do corante na presenca das AuNGs sintetizadas com TTAB e o espectro Raman do AN
disperso em solucdo aquosa. Ha grande intensificacdo do sinal Raman em todas as bandas do

espectro do corante, resultando em valor do AEF para banda em 595 cm™ de 910.
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Figura 52: Espectros SERS do azul do Nilo 1x10° mol L
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Também foi realizado o espectro SERS do corante na mesma concentracdo na
presenca de AuNGs sintetizadas com o TTBAB, apresentado na Figura 53. E possivel
observar grande intensificacdo do sinal Raman de todas as bandas do corante na presenca dos
AUNGSs, observa-se que no espectro do corante em solucdo aquosa, praticamente ndo ha

nenhum sinal Raman caracteristico do mesmo. O AEF para a banda em 595 cm™ foi de 1521.
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Figura 53: Espectros SERS do azul do Nilo 1x10° mol L™ em suspensdo de AuNBs

(sintetizadas com TTBAB) e em solucdo aquosa.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

4.10.3 Fatores de intensificacdo

Os AEF calculados para a banda em 595 c¢cm® do corante azul do Nilo sdo
mostrados na Tabela 5. Entre as AuNBs, é observado um maior AEF para as preparagdes com
CTBAB, contudo as duas preparacbes de AuNBs possuem AEF relativamente baixo se
comparado aos AuNGs. Deve-se destacar que a banda de absorcdo do corante ndo esta em
ressonancia com o comprimento de onda de excitacdo do laser (785 nm), indicando que essas
nanoestruturas possuem alto AEF. Cabe ressaltar que o AEF calculado a partir da Equacéo 14
sO leva em consideracdo o quanto o sinal é intensificado na presenca das AuNPs em relacao
ao sinal Raman normal do analito, ndo considera o quanto de material é adsorvido na
superficie metélica e nem as caracteristicas do analito, sendo, portanto, esse AEF €
subestimado (NOBREGA et al., 2013). A presenca de nanoestruturas muito finas nas pontas
dos nanogalhos e também nas pontas das bipiramides faz com que o campo eletromagnético
local aumente nas regides de alta curvatura e, consequentemente, aumente o AEF, de modo
gue essas nanoestruturas mostraram-se excelentes como substratos SERS (REGUERA et al.,
2017). Ha de se ressaltar que os resultados de espectroscopia no UV-VIS e microscopias

eletronicas indicam a necessidade de otimizacdo para obtencdo de melhor rendimento das
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nanoestruturas sintetizadas nessa tese e, portanto, ainda acredita-se ser possivel obter valores

mais altos de AEF com melhores rendimentos nas preparagoes de AUNBs e AuNGs.

Tabela 5: Fatores de intensificacdo (AEF) calculados para a banda em 595 ¢cm™ do corante
azul do Nilo, excitado em 785 nm.

Nanoestrutura AEF
AuNBs - CTBAB 17
AuNBs - CTPAB 178

AuNGs - TTAB 910
AuNGs — TTBAB 1521

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

De acordo com a Tabela 5 os AuNGs apresentam AEF muito superiores as
AuNBs. A presenca de nanoestruturas muito finas (pontas) nos AuNGs (Figura 29), pode
fazer com que o campo eletromagnético fique confinado préximo a essas pontas e, por isso
tais nanoestruturas apresentaram grande intensificacdo do campo eletromagnético local e
consequentemente maior AEF. Os AuNGs, além disso, apresentaram banda muito larga na
regido do laser utilizado, gerando um efeito de ressonancia com a radiacdo excitante pelo
mecanismo eletromagnético do SERS e, portanto, quanto mais proximo o maximo da banda
LSPR da nanoestrutura estd do comprimento de onda de excitagdo maior sera 0 AEF. As
preparacoes de AUNGs com TTBAB apresentaram maior AEF do que aquelas obtidas com
TTAB. Como pode ser observado pelos espectros no UV-VIS da Figura 24 e pelas
micrografias da Figura 28 que os AuNGs com TTBAB possuem um perfil similar ao
reportado pela literatura (CHEN et al., 2008) do que as preparagdes com TTAB e, portanto,
espera-se melhor desempenho SERS. Obviamente, também sdo estruturas muito promissoras
como substratos SERS, principalmente para aplicagdo como sensores.

Um fator interessante a respeito das nanoestruturas de Au sintetizadas nessa tese é
que todas possuem bandas LSPR-L que podem ter a posicdo razoavelmente controlada com
mudancas simples nas condicGes de sintese, como a concentracdo de AgNOs ou acido
ascérbico ou na quantidade de nanoparticulas precursoras adicionadas (NIKOOBAKHT e EL-
SAYED, 2003; REGUERA et al., 2017), podendo entdo utilizar diferentes radiagdes laser em
ressonancia com a absorcdo das AuNPs, como é observado na diferenga de AEF entre as

preparacOes de AUNGs.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram sintetizados e caracterizados seis diferentes
surfactantes com alto grau de pureza, utilizando da reacdo de bromoalcano e de
trialquilaminas. Tais surfactantes obtiveram bons resultados como direcionadores de forma na
sintese de AuNBs e AUNG, porém o rendimento precisa ser melhorado. AuNRs também
foram sintetizados e caracterizados com boa homogeneidade de forma e tamanho.

Os AuNRs foram adsorvidos sobre laminas de vidro de forma bastante eficiente,
caracterizados por UV-VIS e AFM. Foram aplicados como biossensores LSPR em duas
configuracbes diferentes: (i) S-AuNRs (ii) AuNRs-chip. Os S-AuNRs apresentaram
sensibilidade de 196 nm RIU? e FOM de 2,2 RIU? e os AuNRs-chip, sensibilidade de 297
nm RIU? e FOM de 3,0 RIU. Comparado a literatura os AuNRs-chip apresentaram ao
menos 18% de melhora na sensibilidade e 15% na FOM. Apesar dos melhores resultados de
FOM e sensibilidade, na prova-de-conceito de detec¢do de anti-BSA, os dois substratos
mostraram resultados semelhantes. Indicando que os arredores das nanoestruturas influenciam
na eficiéncia da deteccao.

Os dois substratos foram utilizados em conjunto na deteccdo pelas técnicas SERS
e SEF na deteccédo de anti-BSA. O método de imunoensaio sanduiche utilizado mostrou bons
resultados nas deteccGes utilizando o método de deteccdo extrinseco, onde foram analisados
sinais das moléculas prova azul do Nilo para 0 SERS e IR-820 para o SEF. A presenca de
anti-BSA acarretou o aumento do sinal SERS do azul do Nilo em 2 vezes na média e um
maior nimero de eventos positivos no mapeamento digital. No SEF, o aumento do sinal do
IR-820 foi 3 vezes na média com a presenca do anticorpo, o0 mapeamento SEF digital na
presenca de anti-BSA teve maior nimero de eventos positivos.

As AuUNGs e AuNBs mostraram bom desempenho como substratos SERS
utilizando o corante azul do Nilo como molécula prova. Sdo estruturas promissoras para a
construcdo de biossensores SERS e SEF.

Os biossensores construidos utilizando as trés técnicas sdo de baixo custo, rapidez
e simplicidade de analise. Os métodos utilizados mostraram excelentes resultados nos ensaios

de PdC e sdo promissores para deteccdo de anticorpos especificos de doencas.
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APENDICE A — Perspectivas futuras

Existem alguns pontos chave para finalizagcdo de parte dos resultados e algumas
aplicacbes que podem ser realizadas em trabalho futuro, especificamente:

- Refinar as sinteses de AuNBs e AuUNGs variando as concentracfes dos
reagentes, temperatura e tempo de reagao.

- Aplicagédo dessas nanoestruturas como biossensores SEF e SERS, utilizando as
metodologias construidas para os AuNRs.

-Aplicagdo das trés nanoestruturas sintetizadas como biossensores para
marcadores especificos de doencas como o IgG utilizando 0 mesmo procedimento com
EDC/NHS.

- Realizar a protecdo superficial contra adsor¢do ndo-especifica com PEG-SH ou
quitosana com a finalidade de garantir a seletividade de substratos baseados na metodologia
desenvolvida nessa tese.

- Estudo das propriedades plasménicas das AuNPs através da técnica de perda de
energia de elétrons (EELS, do inglés electron energy loss spectroscopy) e de calculos
utilizando o método de elemento de fronteira (BEM, do inglés boundary element method)
usando o MNPBEM toolbox para Matlab poderdo permitir entender em termos moleculares a

influéncia da adsorcéo de proteinas em superficies plasménicas.
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— Espectros de RMN de H para os compostos sintetizados

A

APENDICE B

Figura 54: Espectro de RMN de 'H para o CTEAB CDCl;

ceb8'0
mmown V

Egee?

£L92 H ./

o018

S967'T
PETE'T
EGEET
LESE'T
B869ET
CPBE'T
986E'T
66K9T
£999°7
52891
6969°T

{

LOEE'E
8/PE'E
9PSEE
0S92°E
198K € ~_

900S°E
ESTSE
86C5°E

9652°L —

CTEAB

HNJ* £6'T

-

= 00'9

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

f1 (ppm)

Figura 55:Espectro de RMN de H para o CTPAB CDCls

S50
.mw.nj
830
PO'T 1
907
£07
bT'T
s
0T 1
e
VET A

- ko0g
Fsze

TET
9g'T
LET
GET g
591 ;
L9574
697
bLT
SLT
91
21
8214
0814

PEE
s
gge
Lg'e
LE'E
6E'E

eT'L—

///[f

/

CTPAB

) Wn,mm

= 9

=TT
= kors

-MLW z08

4.0

4.5

f1 (ppm)




120

Figura 56: Espectro de RMN de *H parao TTPAB CDCls.

€8E80 o 6601 - 2
525804 = 007
292804 20T
90T | 521 .
£650'T " 80T o
8ES0'T s €T
69CC'T 4 PET A
0952'T SET — = 00'€
SR,Tﬁ - o a1 =t pg -3
£p2: - LET A 3
120£1 &1
BSCET 07T T e Tu.m
@mmgw i < | — ||UW$.c 2
25T - £r'1 .
ssee T N @) w1 f —_ p 6L
wgmiw — O |
zose f o O | srr 3
22591 o m | e
bZELT ot |
oLvtT < | et
895411 i m | sot 3
SS,J Bl - %i
1841 LT
S8 T - =
N o o
. = e =
obzeE © | e
s1ve e & | sec ) .
065€'E — Q | e — = Frwe |
gRsee “a T | ees .J b
bI/EE a ov'e
= (D) T
£ =9
= © S=
2 23
=l 2 =
n @ 2
o
[<b)
o
=2 m 2
7
O
D
o
n « n
n L w
N~
o Lo °
=
©
S
(@]
n 2 i
I LL &
S S
~ ~
m wi— M
B 5
— o — °
i 5




