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RESUMO

O presente trabalho visou a sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPSs) e
sua aplicacdo na construcdo de biossensores plasmonicos utilizando para a deteccéo as
técnicas de LSPR (ressonancia de plasmon de superficie localizado) e SERS/SEF
(espalhamento Raman intensificado por superficie / fluorescéncia intensificada por
superficie). As AuUNPs foram sintetizadas na forma de nanobastes (AuNRs) e
nanobipiramides (AuNBs) utilizando o método de crescimento por particulas precursoras
(seed) e utilizando surfactantes para direcionamento do crescimento das mesmas. Devido
ao melhor rendimento obtido para AuNRs, avaliou-se apenas sua sensibilidade em
suspensdo ou imobilizadas em laminas de vidro. Para a imobilizacdo em vidro, o 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano foi utilizado como molécula ligante entre o vidro e as
AuUNPs e posteriormente o0s substratos modificados foram caracterizados por
espectroscopia UV-VIS, microscopia eletrénica de varredura e voltametria ciclica. A
superficie dos AuNRs foi modificada para a deteccdo de duas biomoléculas-prova: (1)
estreptavidina, realizada pelo mecanismo de interacdo por bioafinidade com a biotina,
utilizando cisteamina como ligante entre as AUNPs e a biotina; (2) anti-BSA, através do
mecanismo de interacdo antigeno-anticorpo, ativando a superficie das AuNPs
(previamente  modificada com  &cido  mercaptoundecandico) com  N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida e N-hidroxisuccinimida. A sensibilidade LSPR
foi monitorada pelo deslocamento do maximo da banda do plasmon longitudinal dos
AuNRs frente ao aumento do indice de refracdo local devido as modificacbes na
superficie dos AuNRs, alcancando 297 nm RIU™. A deteccdo por SERS foi realizada
através do modo extrinseco, utilizando um corante (IR-820) como molécula marcadora
sobre a superficie dos AuNRs. Os biossensores construidos tiveram desempenho
satisfatorio na deteccdo de moléculas provas, além de boa sensibilidade frente a
modificagdes no indice de refracdo do meio; isso foi observado tanto para AUNPs em
suspensdo ou imobilizadas em laminas de vidro. Os procedimentos reportados sdo
simples, rapidos e eficientes para a aplicacdo em biossensores. Adicionalmente, a
integracdo das AuNPs em suspensdo (modificadas com moléculas marcadoras) com as
AUNPs imobilizadas nas laminas de vidro, se mostrou um método interessante para a

deteccdo de biomoléculas utilizando SERS/SEF.

Palavras-chave: Biossensores. Plasmonica. Nanoparticulas. LSPR. SERS/SEF.



ABSTRACT

This work was focused on the synthesis and characterization of gold nanoparticles
(AuNPs) for applying as LSPR (localized surface plasmon resonance) and SERS/SEF
(surface enhanced Raman spectroscopy / surface enhanced fluorescence) based
biosensors. AuNPs were synthesized in two different forms, nanorods (AuNRs) and
nanobipyramids (AuNBs), controlling the growth of seeds by using surfactants. A better
yield was obtained to AuNRs and therefore, only the sensitivity of these nanoparticles
was evaluated either using the AUNRs in suspension or immobilized on glass slides. A
monolayer of 3-mercaptopropylmetoxisilane was used as a linker between AuNPs and
glass surface, and after the modified glass slides were characterized with UV-VIS
spectroscopy, scanning electronic microscopy and cyclic voltammetry. AuNRs surface
was modified aiming the detection of two probe molecules: (1) streptavidin allowed by
the bioafinity for biotin, using cysteamine as monolayer between AuNPs and biotin; (2)
anti-BSA allowed by an antigen-antibody interaction activating the surface (previously
modified with mercaptoundecanoic acid) with  N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimide and N-hidroxisuccinimide. The LSPR sensitivity was evaluated by
monitoring shifts in the longitudinal plasmon mode of AuNRs with changes in local
refractive index due to surface binding events, reaching 297 nm RIU™. SERS sensitivity
was carried out in an extrinsic mode using a dye (IR-820) as SERS label on AuNRs
surface. The biosensors developed in this work (AuNPs in suspension and adsorbed on
glass slides) are efficient as biosensor as they presented good sensitivity for change in
refractive index and for surface binding with probe molecules. The main advantages of
these biosensors is the simple methodology summed to the short time of analysis. In
addition, coupling the labeled AuNPs in suspension with the AuNPs adsorbed on glass

slides is an interesting methodology for SERS/SEF detection of biomolecules.

Keywords: Biosensor. Plasmonic. Nanoparticle. LSPR. SERS/SEF.
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1. INTRODUCAO
1.1. NANOCIENCIA — NANOPARTICULAS DE OURO

Nanomaterial € qualquer estrutura que tenha ao menos uma de suas dimensdes entre
1 e 100 nm. A cada dia a importancia desses materiais para a ciéncia e tecnologia vem
aumentando fortemente (CONDE et al., 2014). Nanociéncia € a ciéncia que envolve o design,
sintese, caracterizacdo e aplicacdo desses nanomateriais (SAHOO; PARVEEN; PANDA,
2007).

Hoje em dia é muito frequente o uso do termo nanotecnologia, e ja é possivel
observar constantemente na literatura, a utilizacdo de nanomateriais em diferentes areas como
na producdo de medicamentos, cosméticos, catalise, geracdo de energia solar, diagnéstico e
cura de doencas (SAHOO et al., 2007). Apesar das nanoparticulas serem usadas desde 0s
tempos antigos como um método para coloracdo de vidro, no exemplo da famosa taca de
Lycurgus (FREESTONE et al., 2007); foi apenas com Faraday que as nanoparticulas de ouro
(AuNPs) tiveram maior atencdo na ciéncia, caracterizando o nascimento da ciéncia moderna de
coloides (FARADAY, 1857). Faraday estudou o comportamento da luz incidida em uma
suspensdo coloidal (sal de ouro reduzido utilizando fésforo) e observou que havia uma
diferenca entre a luz incidente e a luz refletida (EDWARDS; THOMAS, 2007). Deste entdo o
interesse em tais particulas tem aumentado, novas metodologias foram desenvolvidas,
Turkevich propés um método de reducdo do sal de ouro utilizando citrato de sédio
(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951). Algum tempo depois Frens aprimorou esse
método, sintetizando AuNPs esféricas e com tamanho controlado através da variacdo da
concentracdo de citrato utilizado (FRENS, 1973). Frens mostrou isso sintetizando varios
tamanhos de esferas com diferentes concentracdes de citrato: quanto maior a concentracao de
citrato, era menor o tamanho das esferas. O citrato de sodio também pode atuar como
estabilizante, pois forma uma camada em volta das AuNPs, causando repulsao eletrostatica,
evitando a agregacao.

Nos dias de hoje é possivel obter AuNPs das mais diversas formas e ainda com
controle de tamanho como: nanobastdes (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003),
nanobipirdmides (KOU et al., 2007), nanobranches (CHEN et al., 2008), entre outros. Devido
as suas propriedades Fisico-Quimicas particulares, as AuNPs tém sido bastante utilizadas
recentemente para a construcdo de varios tipos de biossensores, principalmente baseados na
ressonancia de plasmon de superficie localizado (do inglés localized surface plasmon

resonance, LSPR) (DORIA et al., 2012). O estudo da plasmonica se tornou uma poderosa
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maneira de incorporar a éptica na nanociéncia e na nanotecnologia (MURRAY; BARNES,
2007).

As AuNPs, possuem a razao superficie/volume muito grande, isso implica em uma
enorme reatividade, podendo ser utilizadas para varias propriedades cataliticas. Devido ao
bloqueio de Coulomb podem ser aplicadas como transistores, comutadores, eletrémetros e
sensores (LI; ZHAO; ASTRUC, 2014). O desenvolvimento de sensores biol6gicos bastante
sensiveis e seletivos para o monitoramento de biomarcadores de doencas é uma grande

motivacao para a pesquisa em nanociéncia (HAES et al., 2005).

1.2. SENSORES

O sensor é um dispositivo que mede ou detecta uma informacdo, convertendo-a em
um sinal que pode ser lido ou observado por um instrumento (KRESS-ROGERS, 1997). Por
exemplo, o term&metro de mercurio é um dos sensores mais comumente utilizados e funciona
convertendo o calor (temperatura) em expansdo e contragdo do liquido, registando a resposta
em um tudo de vidro graduado.

Sensores sdo constituidos basicamente por duas partes muito importantes, o
receptor e o transdutor:

- Receptor: é a parte onde a informacdo é transformada em forma de energia para
que possa ser medida pelo transdutor. Podendo ser seletivo.

-Transdutor: é a parte que transforma a energia contendo a informacéo da amostra
em um sinal analitico mensuravel.

Sensores quimicos sao aqueles em que a informacdo dada pela amostra é uma
informacdo quimica, diferente do termdmetro onde a informacdo é uma propriedade fisica do
sistema, chamado de um sensor fisico. Os sensores quimicos podem ser classificados de acordo
com o tipo de transformagdo da informacdo quimica em sinal analitico, ou seja, pelo principio
de operagéo do transdutor em: (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991).

Sensores oOticos: a informagéo é transformada em sinal analitico por um fendmeno
optico, e sdo divididos de acordo com a propriedade Optica utilizada como absorcéo, reflex&o,
luminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo, ou espalhamento de luz;

Sensores eletroquimicos: a informacdo € transformada em sinal analitico pela
interacdo eletroquimica entre o analito e um eletrodo. Também séo divididos em subgrupos de
acordo com a técnica utilizada como: sensores voltamétricos, potenciométricos ou

amperométricos.
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Sensores elétricos: o sinal analitico é dado por mudancas nas propriedades elétricas
causadas pela interacdo com o analito. Podem ser sensores de semicondutores de Oxidos
metalicos, semicondutores organicos, sensores utilizando de condutividade eletrolitica e de
permissividade elétrica.

Sensores de massa: o0 sinal analitico é dado pela diferenca de massa que causa a
modificacdo na propriedade de um material suporte. S&o os sensores piezelétricos e sensores de
ondas acusticas de superficie.

Existem ainda vérias outras classificacdes, como sensores magnéticos e
termomeétricos. Além disso, podem ser classificados de acordo com a aplicacdo ou o analito a
ser determinado, como sensores de pH, ions metélicos, para determinacdo de oxigénio entre
outros gases. (HULANICKI et al., 1991).

1.3. BIOSSENSORES

O primeiro a definir os conceitos sobre biossensores foi Leyland C. Clark em 1962,
em sua descri¢do sobre um eletrodo de enzima. Baseado no eletrodo de oxigénio, sua antiga
invencdo, Clark argumentou que a deteccdo eletroquimica de oxigénio ou perdxido de
hidrogénio poderia servir como base para instrumentos bioanaliticos, utilizando da
imobilizacdo de enzimas apropriadas. Um exemplo classico € o biossensor para deteccdo de
glicose em amostras humanas de pessoas com diabetes, que utiliza a imobilizacdo da enzima
glicose oxidase, e que permite a conversao de um simples eletrodo de platina em uma poderosa
ferramenta analitica (TURNER, 2013).

Os biossensores sdo sensores muito parecidos com sensores quimicos, porém em
seu receptor sdo utilizados elementos bioldgicos, chamados bioreceptor. Um bioreceptor pode
ser um microrganismo, organela, enzima, célula, anticorpo, acido nucleico entre outros.
(VELUSAMY et al., 2010). Na Figura 1 temos um esquema simples de um processo de
deteccdo por um biossensor, o bioreceptor reconhece o analito dentro da matriz da amostra
gerando um sinal bioldgico, este sinal é entdo transformado em um sinal analitico mensuravel

pelo transdutor e assim o sinal é processado.
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Figura 1: Esquema de detecgdo através de um biossensor
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Biossensores sdo de grande importancia para diferentes areas cientificas, como
diagnosticos clinicos, biomedicina, detec¢do de drogas ilicitas, analise ambiental, industria
farmacéutica, qualidade e seguranca alimentar. (CAO; SUN; GRATTAN, 2014; PEREZ-
LOPEZ; MERKOCI, 2011). Devido a esse fato, o estudo e desenvolvimento de biossensores
para a deteccao de compostos quimicos tem atraido o interesse de pesquisadores de varias areas
como a quimica, fisica, ciéncia dos materiais e biologia (HOMOLA; YEE; GAUGLITZ, 1999).
Hoje em dia, a utilizacdo de biossensores tem uma série de vantagens sobre métodos
convencionais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e
Analise de Enzima-Imuno-Adsorvida (ELISA, do inglés enzyme-linked-imunosorbent assay).
Biossensores requerem menor para analises, muitos estdo em tamanhos miniaturizados e
utilizam instrumentagdo menor; sendo faceis de manusear e portateis, aumentam a facilidade
de analises de campo e, dependendo da técnica utilizada, ainda podem ser de baixo custo.

Dentro desse contexto essas caracteristicas dos biossensores sdo importantes para
novos cuidados com a salde, tratamentos clinicos e diagndsticos em tempo real, principalmente
em paises em desenvolvimento. A biomedicina necessita atualmente desses dispositivos
miniaturizados e automatizados. Nos Ultimos anos as pesquisas em biossensores plasmoénicos
tém evoluido significativamente (BROLO, 2012). A variedade de sensores e diferentes sistemas
de deteccdo indicam que biossensores plasmonicos podem ser a solugdo para uma grande gama
de problemas bioquimicos e biomédicos. As aplicacbes podem variar desde a deteccdo de
sistemas proteina — proteina até a deteccdo de fragmentos de DNA na concentracao de attomolar
(FERREIRA et al., 2009).
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1.4. BIOSENSORES PLASMONICOS
1.4.1. Materiais plasmonicos

Materiais plasmonicos sdo tipicamente metais, que apresentam conducdo elétrica e
alta refletividade Optica. Porém, ha alguns anos surgiu também o interesse na parte Optica, além
da natureza reflexiva dos metais. Do ponto de vista eletromagnético, o metal é um plasma de
estado solido, consistindo na mobilidade dos elétrons do metal (elétrons de conducao) em um
fundo fixo de ions positivos. O estudo das oscilagdes coletivas desse plasma e sua excitacdo
Optica se chamou plasménica (MURRAY; BARNES, 2007).

A excitacao coletiva dos elétrons da superficie de um material metalico é chamada
de plasmon de superficie (SP, do inglés Surface Plasmon). A ressonancia ocorre para
comprimentos de onda de excitacdo em que modos de oscilagdo dos elétrons de superficie
coincidem com a radiacdo eletromagnética incidente (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). A energia
e 0 momento total do sistema (luz + metal) devem ser conservados para que haja a excitacdo de

SP. Na equacdo 1 temos a dispersao de um plasmon de superficie em um filme plano:

ke == ey (D

Onde k, é o vetor de onda do campo eletromagnético propagante paralelo a
superficie, w € a frequéncia angular e c a velocidade da luz. €. ¢ ¢ € a constante diel€étrica efetiva,

mostrada na equacao 2

E4E
Eeff = gdi—r;n (2)

E4 € &ns80 as constantes dielétricas do meio adjacente ao metal e do metal
respectivamente. Essas equaces nos mostram que a constante dielétrica do meio adjacente ao
metal afeta as condicdes da ressonancia do plasmon de superficie (SPR, do inglés Surface
Plasmon Resonance). As propriedades dielétricas do meio sdo fortemente modificadas na
presenca de um adsorbato. Essa caracteristica é a principal contribui¢do para a aplicagdo do
SPR para sensoriamento (BROLO, 2008).

No final da decada de 1960, Krestschmann (KRETSCHMANN; RAETHER, 1968)
e Otto (OTTO, 1968) resolveram independentemente, de maneiras diferentes, o famoso
problema eletromagnético, que consistia no fato da excitacdo SP por luz ndo ocorrer devido a

ndo conservacdo do momento no processo. O momento do SP € maior que 0 momento do féton
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de energia excitante, e a maneira de resolver o problema é aumentando o0 momento da luz. Os

dois métodos envolvem a utilizacdo de prismas, como mostrado Figura 2. O método de Otto,

aprimorado por Krestchmann, utiliza a reflexdo total da luz incidente, quando essa sofre
reflexdo total pelo prisma a mesma cria uma onda evanescente na interface do prisma e esta
onda permite a excitagdo de um plasmon na interface metal/dielétrico com um momento maior
do que o permitido pelo féton propagante. A metodologia torna possivel variar tanto o angulo
de incidéncia como o comprimento de onda de excitacdo para realizar a excitacdo de SP. O
método de Otto possuia uma grande dificuldade, pois utilizava um gap de ar entre a superficie
metalica e o prisma para a propagacdo da onda evanescente; porém, o controle da espessura da
camada de ar era muito dificil. Krestchmann utilizou o préprio filme metalico para propagacéo
da onda evanescente. Esse método se mostrou vantajoso porque o controle sobre a espessura de
filmes metalicos é muito maior do que o controle sobre a separa¢do entre partes do substrato e,
sendo assim, a configuragdo de Krestchmann se tornou a mais utilizada pelos interessados no
SPR (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Além dos metodos de Otto e Krestchmann, existem outros
métodos para resolver o problema eletromagnético como a utilizacdo de estruturas periodicas
como superficies rugosas, grades, nanoburacos (ESCOBEDO et al., 2013; MENEZES et al.,
2010; MONTEIRO et al., 2012). Desde entdo os SP sdo amplamente estudados para varias

aplicacdes.

Figura 2: Métodos para manter a conservacdo do momento angular utilizando prismas.
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1.4.2 Biossensores utilizando LSPR

O SP pode ser localizado, ou seja, plasmons de superficie localizados (LSP, do
inglés Localized Surface Plasmon), quando se tem objetos metalicos com dimensdes
comparaveis ou menores que o comprimento de onda. O interessante € que nesse caso 0 vetor
de onda, k, se torna irrelevante devido ao fato de que nessas dimensdes o campo elétrico pode
ser considerado homogéneo em toda a nanoestrutura (LE RU; ETCHEGOIN, 2009). Na Figura
3 pode-se observar a diferenca entre os diferentes modos de SPs e LSPs. A Figura 3A ilustra o
plasmon de superficie estendido. Os SPs se propagam nas dire¢Ges X e y na interface do metal
e do dielétrico, essas distancias de propagacdo em X e y podem chegar a mais de 100 microns.
No entanto na dire¢do z ha um decaimento evanescente e as distancias de propagacdo nesse
eixo sdo no maximo de aproximadamente 200 nm. Na Figura 3B tem-se os LSPs, onde é
mostrado o dipolo elétrico gerado devido a nuvem eletrdnica que oscila na direcdo oposta ao
vetor do campo elétrico da radiacdo eletromagnética incidente. A frequéncia desta oscilacéo
corresponde ao LSPR (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

Figura 3: Esquema dos tipos de plasmon
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O uso do LSPR como ferramenta de sensoriamento esté ligado a dependéncia da
posicdo da banda de ressondncia com o indice de refracdo do meio dielétrico no qual as
nanoparticulas estdo imersas; essa variacdo do indice de refracdo causa mudangas no
comprimento de onda de maximo e na intensidade da banda LSPR (STEWART et al., 2008).

E possivel relacionar a frequéncia da banda LSPR com a constante dielétrica do
meio. A partir do modelo de Drude para a estrutura eletronica dos metais, temos que:

2

—1 Wp
e(w) = T wIt g2 (3)

Onde w, € a frequéncia do plasma e y o parametro de amortecimento, ambos para
o metal bulk. Em frequéncias na regido do visivel e do infravermelho proximo, y < w, , pode-

se entdo simplificar a equacdo 3 para (MAYER; HAFNER, 2011):
2

Wy
e(w) =1 —z (4)

Por outro lado, o campo elétrico dentro de uma esfera metalica € proporcional ao
campo elétrico incidente (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).
3&m
Ein = mEo ©)
Onde E;,, € o campo elétrico dentro da esfera e E, € o campo elétrico incidente.
Desta equacdo podemos chegar a uma condi¢do de ressonancia para este sistema, onde o maior
valor de E;,sera quando e(w) ~ —2&,,. Voltando a equacédo 4 e utilizando desta condicdo de

ressonancia temos que:

w.
Wmax = —r (6)

J2em +1
Wmax € @ frequéncia da banda LSPR, podemos converté-la em comprimento de

onda utilizando a relagdo A = 27Tc/w. A constante dielétrica esta relacionada com o indice de

refracdo &,,, = n?, substituindo essas duas relacdes na equacdo 6 (MAYER; HAFNER, 2011):

Amax = Ap\[202 +1 (7)

Onde A4, € 0 comprimento de onda do LSPR e 4, é o comprimento de onda
correspondente ao plasma do metal bulk e n,,é o indice de refracdo do meio.
A espectroscopia utilizando SPR ainda domina a instrumentacdo comercial, porém

a espectroscopia LSPR oferece varias vantagens para sensoriamento, permitindo varios
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beneficios adicionais, como a utilizacdo de nanoparticulas de tamanhos e formas variados,
facilidade de transporte, miniaturizagdo e menores custos (HAES, A.; VAN DUYNE, 2004).
Além disso, a LSPR abre a possibilidade de utilizar espectroscopias intensificadas por
superficie.

A ressonancia entre a radiacdo incidente e o LSP resulta em uma grande
intensificacdo do campo eletromagnético proximo a superficie das nanoparticulas, ou campo
elétrico local. Essa intensificagio do campo local permite a ocorréncia de fenémenos
espectroscopicos intensificados por superficie, como o efeito de espalhamento Raman
intensificado por superficie (SERS, do inglés surface enhanced Raman scattering) e a
fluorescéncia intensificada por superficie (SEF, do inglés surface enhanced fluorescence)
(AROCA, 2006). Na Figura 4 podemos observar uma ilustracdo do resultado de um célculo
tedrico sobre o campo elétrico local na superficie de uma nanoesfera excitada na LSPR, com as
configuracdes da radiagdo excitante como indicado. A regido em vermelho escuro mostra uma
intensificacdo de até 50 vezes do campo local em relacdo ao elétrico incidente. E possivel
observar também que essa intensificacdo decai bruscamente com a distancia em relacdo a
superficie, mostrando que este é um fendmeno que acontece muito proximo da superficie
(KELLY et al., 2002).

Fonte: KELLY et al., 2002

O LSPR pode ser visto em diferentes nanoestruturas, porém para alguns metais
como Au, Ag e Cu, metais de cunhagem, o LSPR é visto como uma banda de absorcdo e
espalhamento (comumente absorcdo + espalhamento € chamado de extingdo) na regido
espectral do visivel-infravermelho proximo. Nas Figura 5 e Figura 6 sdo mostradas as

excitacfes LSPR e os espectros de extingao caracteristicos de nanoesferas e de nanobastdes de
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Au (CAO et al., 2014). Para nanoestruturas esféricas apenas uma banda de extin¢do é
observada, porém para nanobastfes sdo observadas duas bandas de extin¢do relativas as
oscilacdes dos elétrons ao longo dos dois eixos dos nanobastdes, sdo as bandas do plasmon
longitudinal e do plasmon transversal. O espalhamento de luz caracteristico de
micro/nanoestruturas é chamado de efeito Tyndall ou Rayleigh, dependendo do tamanho das
particulas envolvidas (EDWARDS; THOMAS, 2007).

Figura 5: Exemplo de excitacdo do LSPR para nanoesferas
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Figura 6: Exemplo de excitagdo do LSPR para nanobastdes
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As propriedades do LSPR estdo diretamente ligadas ao tamanho e a forma das
nanoestruturas, devido as mudancas da polarizabilidade da superficie causadas por essas
propriedades. Ha vérias formas de nanoestruturas que podem ser obtidas a partir de métodos
avancados de preparacéo, variando desde nanoesferas, que séo as nanoestruturas de preparagéo
mais simples, até outras mais complexas como nanobranches, nanobipirdmides, nanobastdes,
nanoshells entre outros (CHEN et al., 2008). A variacdo do tamanho ou da forma das
nanoestruturas causa o deslocamento da banda LSPR no espectro de extin¢do, enquanto o
aumento da simetria das nanoestruturas pode causar o aumento da intensidade, pois
nanoestruturas de mesma simetria e tamanho possuem bandas LSPR muito semelhantes,
aumentando entdo a intensidade média. Além disso, a menor distribuicdo de tamanho das
nanoestruturas diminui a largura da banda LSPR (PETRYAYEVA; KRULL, 2011).

Do ponto de vista analitico, 0 LSPR pode ser utilizado para detectar a captura de
biomoléculas, ja que a variacdo da banda LSPR depende da concentracdo do analito na
superficie do sensor e também das propriedades da molécula a ser detectada, uma vez que esses
afetem o indice de refracdo da regido préxima a superficie da nanoparticula plasmonica. A
mudanca no indice de refracdo para uma camada de analito adsorvida pode ser expressa
segundo a equacdo 8: (HOMOLA, 2008).

dn\ r
m=(2Z)r (8
dc/ h ( )
Onde (dn/dc) é o incremento do indice de refracdo pelas moléculas do analito, h é
a espessura da camada molecular formada sobre a superficie do sensor e T € a concentragdao da
superficie em massa/area.
O deslocamento do comprimento de onda maximo da banda LSPR causado por

variacdes do indice de refracdo do meio onde se encontra as nanoparticulas pela presenca do

analito ou algum adsorbato, é dado pela equacdo 9: (PETRYAYEVA; KRULL, 2011).

—2h>

A g = SAN [1 — e(? (9)

Onde lq € o decaimento caracteristico do campo eletromagnético das nanoparticulas
de metais de cunhagem. Com o aumento da distancia da superficie do metal esse decaimento €
exponencial, para nanoparticulas esta entre 5 e 6 nm (HAES; VAN DUYNE, 2002), no entanto,
esse valor depende da forma e tamanho das mesmas, podendo chegar em uma distancia de
deteccdo de 10 nm (MAYER; HAFNER, 2011). Um fator importante na analise do desempenho

de um biossensor é o fator de sensibilidade LSPR, S, que mede a variagdo da posi¢do da banda
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de ressonadncia plasmonica com a variacdo do indice de refracdo do meio, sem levar em
consideragdo a presenca da interface. S é dado em nm/unidade de indice de refragdo (RIU), e
pode ser calculado pela equacdo 10: (MAYER; HAFNER, 2011).
da
§==2 (10

Onde Ap € 0 comprimento de onda correspondente a frequéncia do plasmon do
metal.

Outra maneira de analisar um biossensor é utilizando a figura de mérito (FOM)
(MAYER; HAFNER, 2011), dada pela razdo entre a sensibilidade e a largura a meia altura
(fwhm) da banda LSPR, mostrada na equacéo 11.

S
FOM = ]W (11)

Na Figura 7 é possivel observar a variagdo do maximo da banda LSPR de
nanobastdes de Au (AuNRs, Figura 7A) e de nanobipirdmides de Au (AuNBs, Figura 7B) com
a variacdo do indice de refragdo do meio, devido a variacdo da concentracéo de glicerol em uma
mistura de agua-glicerol (as setas indicam o aumento da concentracdo de glicerol). De acordo
com a C, pode-se verificar que ambas as estruturas apresentam sensibilidade a mudanca do
indice de refracdo (curvas em azul e vermelho para 0s nanobastBes e nanobipirdmides,
respectivamente). No entanto, € interessante ressaltar que a sensibilidade das nanoestruturas
aumenta quando as mesmas se tornam estruturas anisotropicas e também quando a excitacao
dos plasmons ocorrem em maiores comprimentos de onda (CHEN et al., 2008).

Figura 7: Estudo da sensibilidade para AUNRs e AuNBs
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Os biossensores, assim como outros tipos de sensores, possuem varias
caracteristicas necessarias para que sua capacidade de sensoriamento seja avaliada. Uma dessas
caracteristicas € a sensibilidade (S, equacéo 10), que corresponde a inclinagdo de uma curva de
calibracdo/analitica, obtida da resposta do sistema versus concentracdo analitica ou versus
indice de refracdo para biossensores SPR e LSPR. Um bom sensor deve possuir grande
sensibilidade, ou seja, elevadas respostas frente a pequenas variagdes da concentracdo do
analito ou indice de refracdo do meio (VALSECCHI; BROLO, 2013). Nesse mesmo contexto,
¢ interessante que o sensor possua uma ampla faixa de linearidade. Ao obter uma boa curva
analitica, € possivel que o sensor produza resultados que sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito, apenas analisando a curva analitica.

O tempo de vida é outra caracteristica importante principalmente para sensores de
baixo custo. E interessante que o dispositivo possa ser utilizado mais de uma vez antes de ser
descartado. Isso nem é sempre possivel trabalhando com sensores utilizando nanoparticulas em
suspensdo, devido a sua instabilidade. Uma maneira de contornar essas instabilidades é
utilizando nanoparticulas imobilizadas (ENDO et al., 2006; FAN et al., 2010). Além disso é
importante que 0s sensores possuam um tempo de resposta rapido, para que todo processo de
analise seja feito em um curto espaco de tempo, permitindo que as analises sejam rotineiras.

Uma das mais importantes caracteristicas de um biossensor é sua especificidade, ou
a capacidade de medir com exatid@o e unicamente o0 analito ou composto de interesse dentro de
uma matriz com possiveis interferentes, impurezas ou produtos de degradacdo. Hoje em dia
este € um dos desafios na construcdo dos biossensores. A protecdo da superficie das AuNPs
para uma adsorcao ndo especifica pode ser feita com proteinas tipo BSA (albumina de soro
bovino) ou com polimeros como o PEG-SH (polietileno glicol-tiolado) (CAO et al., 2012;
MACLAUGHLIN et al., 2013).

Na construgéo dos biossensores geralmente sdo utilizados alguns experimentos para
prova-de-conceito (PdC) da capacidade de sensoriamento. Esses testes sdo feitos antes da
deteccdo de fato das biomoléculas de interesse, e sdo feitos com sistemas bem conhecidos, para
otimizagdo do biossensor; ap0s tais testes sdo utilizadas para estudo das biomoléculas de
interesse. Um sistema bastante utilizado para PAC em biossensores LSPR, envolve a interagdo
de biotina com estreptavidina. Esse sistema € bastante utilizado pois a ligacdo entre as duas
especies & muito forte e especifica (HAES; VAN DUYNE, 2004). A biotina, que é uma
molécula organica pequena, pode ser ligada a superficie da nanoparticula, seguido pela
interacdo com a estreptavidina (uma proteina tetramétrica, que pode ser ligada a quatro

moléculas biotiniladas, como anticorpos, acido nucleicos, com minimo impacto na sua
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atividade bioldgica) (GREEN, 1975). A interacdo com a estreptavidina causa mudanga do
indice de refracao local (proximo a superficie das nanoestruturas), que sera detectada como um
deslocamento no espectro de extingdo dessas nanoestruturas. Ja foram reportadas na literatura
deteccdes de estreptavidina em concentracfes da ordem de attomolar (FERREIRA et al., 2009).
Além disso, foi demonstrado ser possivel detectar essa proteina mesmo quando exposta a
substancia com interacdes ndo especificas com a biotina, como a BSA (MAYER; HAFNER,
2011).

A interacdo anticorpo—antigeno é outro sistema-modelo interessante, sendo a base dos
chamados imunoensaios. Os anticorpos sdo ligados as nanoparticulas via um processo de varias
etapas. Inicialmente formam-se SAM (camadas auto-organizadas) de tiois sobre a superficie
das nanoparticulas e a seguir, conectam-se ligantes com interacdo especifica com a biomolécula
de interesse (em geral, anticorpos); por Ultimo, esse sistema € exposto ao antigeno de interesse.
Nesse caso, a sensibilidade e baseada em uma curva entre concentra¢do do antigeno e o sinal
analitico. A sensibilidade desse sistema depende da constante de ligacdo antigeno-anticorpo e
da relacdo sinal-ruido no espectro LSPR. Além dessa figura-de-mérito, a distancia entre a
nanoparticula e o antigeno a ser detectado também é importante, uma vez que quanto maior
essa distancia, menor serd a sensibilidade desse sensor e maior sera o limite de detec¢do. Em
condicBes otimizadas, porém, este pode ser encontrado na ordem de picomolar (MAYER,;
HAFNER, 2011).

As aplicacbes do LSPR em biossensoriamento sdo as mais variadas; a primeira
deteccdo de uma ligacdo antigeno-anticorpo, utilizando o deslocamento do comprimento de
onda méximo da banda LSPR, foi feita em 1998 por Englebienne (ENGLEBIENNE, 1998).
Sete anos depois Haes et al. (HAES et al., 2005) fizeram a primeira descri¢do de um diagnostico
clinico utilizando LSPR (WILLETS; VAN DUYNE, 2007). A utilizagdo do LSPR nos permite,
além da construcdo de biossensores utilizando a prépria técnica como forma de transdugéo,
utilizar espectroscopias intensificadas por superficie, como os fenébmenos SERS e SEF na

construcdo de biossensores.

1.4.3. Espectroscopia Raman

O efeito SERS é baseado na intensificagdo do espalhamento Raman na presenca de
nanoestruturas metalicas. O hoje chamado espalhamento Raman foi descoberto em 1928 por
Chandrasekhara Venkata Raman. A diferenca entre a frequéncia da radiagdo monocromatica

excitante e a radiacdo espalhada d& informacGes sobre transigdes vibracionais de uma molécula,
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que também podem ser obtidas da espectroscopia no infravermelho. Apesar de ambos 0s
efeitos, Raman e absorgdo no infravermelho, mostrarem as transi¢des vibracionais, o efeito
Raman envolve o espalhamento de fotons de forma inelastica, enquanto que a absor¢éo no
infravermelho envolve a absor¢édo de fotons em ressonancia com as transicdes vibracionais (LE
RU; ETCHEGOIN, 2009).

Os espectros Raman e infravermelho muitas vezes divergem consideravelmente,
devido as regras de selecdo diferentes entre os dois fendmenos. A quantidade de bandas, suas
frequéncias e intensidades relativas sdo associadas a cada modo normal de vibracao e isso gera
diferentes padrdes espectrais. E possivel obter impressdes digitais de materiais quimicos e
bioldgicos, relacionados as bandas no espectro Raman caracteristicas dos diferentes grupos
quimicos. Essa caracteristica faz com que a técnica sirva para a identificacdo de espécies
especificas, aléem de ser possivel realizar medidas quantitativas (GRAHAM; GOODACRE,
2008).

O efeito Raman é observado devido ao espalhamento inelastico de uma radiacdo
monocromatica que esta sendo incidida em uma molécula. A radiacdo incidente também pode
se espalhar elasticamente (espalhamento Rayleigh). Na Figura 8 podemos observar os trés
possiveis espalhamentos da luz incidente para uma mesma transi¢do vibracional (SALA, 1996).

Figura 8: Tipos de espalhamento
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(a) espalhamento Rayleigh (b) espalhamento Raman Stokes (c) espalhamento Raman anti-Stokes
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

No espalhamento Rayleigh (Figura 8A), a molécula é perturbada pela radiacéo
incidente do estado inicial de energia ao estado virtual e retorna para 0 mesmo estado,
espalhando um foton com a mesma energia do foton incidente. Porém, nas Figura 8B e C
ocorrem espalhamentos inelasticos, nos quais a molécula é perturbada a um estado virtual e
retorna para um nivel de energia diferente do inicial. Para o espalhamento Raman Stokes a

molécula é perturbada a partir de um estado inicial fundamental e retorna para um estado
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excitado, o foton incidente tem maior energia que o espalhado. No caso do espalhamento
anti-Stokes, a molécula j& estd em um estado de energia vibracional excitado e apds a interacdo
com a radiacdo fica no estado vibracional fundamental, de modo que o féton espalhado tem
maior energia que o féton incidente (SALA, 1996).

Um dos fatores contribuintes para a intensidade Raman €é a se¢do de choque da
molécula em questdo, para 0 Raman a sec¢éo de choque é normalmente muito baixa (da ordem
de 1073%a 1072°¢m? por molécula) sdo necessarias 108 moléculas para que uma tenha
espalhamento Raman (FARIA; TEMPERINI; SALA, 1999). Em comparacdo a outras
espectroscopias utilizadas na analise de substancias quimicas e biolégicas como a fluorescéncia,
a secdo de choque Raman é cerca de 10 a 15 ordens de grandeza menor: a fluorescéncia, por
exemplo, possui secdo de choque entre 10717 e 1076c¢m? por molécula (KNEIPP; KNEIPP;
KNEIPP, 2008). Devido a necessidade de melhorar o sinal Raman varios efeitos de
intensificacdo, como o efeito SERS, se apresentam como ferramentas poderosas para o0 estudo

da espectroscopia Raman.

1.4.4. Biossensores SERS

A baixa seccdo de choque para o espalhamento Raman faz com que 0 mesmo nao
tenha sensibilidade suficiente para a investigacdo de monocamadas (FARIA et al., 1999).
Fleischmann et al., sabendo que a intensidade Raman depende do nimero de espalhadores,
tentaram aumentar o sinal Raman aplicando varios ciclos de oxi-reducdo em um eletrodo de
prata, para aumentarem sua area superficial. Assim obtiveram o espectro Raman com alta
relacdo sinal/ruido da piridina adsorvida neste eletrodo, que foi a primeira observacédo do efeito
SERS. Alguns anos depois, Jeanmaire et al. e Albrecht et al., mostraram independentemente
que a alta relacdo sinal/ruido ndo poderia ser atribuida apenas pelo aumento da area superficial
do eletrodo que era de 10? vezes, uma vez que o aumento da secdo de choque da piridina
adsorvida era da ordem de 10° vezes, efeito posteriormente denominado SERS (ALBRECHT;
CREIGHTON, 1977; JEANMAIRE; VANDUYNE, 1977).

Apbs a descoberta do efeito SERS, a comunidade cientifica se mobilizou para
entender o efeito, surgindo alguns trabalhos teéricos da década de 80 para tentar explica-lo.
Apos um esforgo da comunidade, o efeito SERS foi explicado com base em dois modelos, o
modelo eletromagnético e modelo quimico, (SHARMA et al., 2012) embora ainda ndo haja

certeza sobre a contribui¢do de cada um para o efeito, nos ultimos anos alguns autores também
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vém trabalhando na construgdo de uma teoria conjunta, que leve em consideragdo os dois
modelos anteriormente propostos (LOMBARDI; BIRKE, 2012) .

- Modelo Eletromagnético: esse modelo envolve a intensificagdo do campo
eletromagnético na superficie das nanoparticulas metalicas, sendo possivel intensificar o sinal
Raman das moléculas adsorvidas sobre o metal. O espectro SERS obtido deve ser bastante
similar ao espectro Raman das moléculas em solucdo, pois ndo é necessario que a molécula
esteja em contato com a superficie metalica (MCNAY et al., 2011).

- Modelo Quimico: Neste modelo sdo consideradas as interacdes entre a molécula
espalhadora e a superficie. Acontecem modificacdes na polarizabilidade molecular, devido a
formacdo de um complexo de superficie, podendo ocorrer transferéncia de carga. O contato
com a superficie é necessario e devido a essas interacdes os espectros SERS podem divergir
dos espectros Raman das solucfes (MCNAY et al., 2011).

A intensificacdo na intensidade do espalhamento Raman observada no efeito SERS
é cerca de 10° a 10° vezes a intensidade do espalhamento Raman (FAN; ANDRADE; BROLO,
2011), porém no regime de uma Unica molécula (single-molecule-SERS, ou SM-SERS) ¢é
possivel alcancar intensificagdes de 107 a 10 vezes (LE RU et al., 2007). A intensificacio
SERS ¢ dada pela média dos “hot spots”, que se caracterizam por duas nanoparticulas metalicas
muito proximas, de maneira que os modos do plasmon de superficie localizado interajam,
provocando grandes intensificagcbes do campo eletromagnético local. Assim, se uma molécula
estiver entre duas ou mais nanoparticulas tera seu sinal Raman ainda mais intensificado do que
guando préximo apenas de uma nanoparticula (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).

Na secdo 1.4.2 foi dito que a banda LSPR para metais de cunhagem (Au,Ag e Cu)
é normalmente encontrada na regido do visivel e infravermelho proximo. Estes metais também
sdo 0s mais utilizados para a pratica do SERS, e isso pode ser explicado utilizando a constante
dielétrica destes metais: esta € um numero complexo e, portanto possui uma parte real e uma
parte imaginaria. A parte real é responsavel pela posicdo da banda de ressonéancia do plasmon
destes metais em escala nanométrica e valores negativos indicam alta eficiéncia no
espalhamento de luz, enquanto a parte imaginaria esta ligada a intensidade dessa banda, pois
nos da informacdo sobre a absor¢do de luz do metal. O chamado fator de Qualidade (Q)
relaciona essas duas partes da constante dielétrica e € dado por:

w(de' /dw)
"~ 2(e" (W)

Onde ¢’ = Re(e)e &’ = Im(e). Paraque um metal seja um bom substrato SERS

(12)

€ necessario que Q seja maior que 2, porem é preferivel que seja maior que 10. Como a parte
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imaginéria esta relacionada a absorcao de luz, sua diminuigcdo implica em menores perdas do

campo elétrico; também é desejavel que a parte real possua um valor mais negativo possivel,

normalmente para LSPs esta entre —20 < Re(e) < —1 . Na Figura 9 é mostrado um gréafico

de Q em relacdo ao comprimento de onda para varios metais (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).
Figura 9: Gréfico do Q x comprimento de onda para varios metais.
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Fonte: LE RU; ETCHEGOIN, 2009

A Figura 9 nos mostra que todos os metais de cunhagem podem ser utilizados para
comprimentos de onda maiores que 600nm e a prata ainda pode ser usada a partir de 300nm,
porém todos esses possui Q baixo em maiores comprimentos de onda. Outros metais como o
Litio possuem um bom valor de Q, porém é dificil a construcdo de nanoestruturas utilizando
metais t&o reativos (LE RU; ETCHEGOIN, 2009).

O SERS tem atraido grande aten¢do recentemente para a construcao de biossensores
especificos (BELL; SIRIMUTHU, 2008). A sua utilizacdo para o biossensoriamento possuli
uma grande vantagem em comparacdo ao LSPR, porque o SERS permite identificar diretamente
a substancia quimica ou biologica analisada, além de ter alta sensibilidade (BANTZ et al.,
2011). Ainda € possivel citar outras vantagens do uso do espalhamento Raman em relagdo a
outras técnicas espectroscopicas como SPR, LSPR e fluorescéncia. Entre essas vantagens,
podemos citar a minimizacao de possiveis interferéncias de fluorescéncia com o emprego de
nanoparticulas de ouro e a excitacdo no vermelho. O espalhamento Raman com excitacdo na
regido do vermelho é pouco susceptivel a causar fotodegradacdo das amostras. Além disso, a
largura das bandas Raman é de 10 a 100 vezes mais estreitas do que as mesmas de fluorescéncia
ou LSPR, o que reduz uma potencial sobreposicdo de bandas. Esses atributos facilitam a

utilizacdo da técnica SERS para vérias aplicaces (PORTER et al., 2008).
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Entre as possibilidades de substratos SERS, a utilizacdo de coloides metélicos
possui algumas vantagens: grande area superficial e grande dispersdo em liquidos, que permite
uma melhora na interacdo entre o analito e o substrato; movimento Browniano, causado pela
presenca do solvente, que minimiza os danos sofridos pela amostra devido a exposi¢do a
radiacdo laser. Os coloides de nanoparticulas metalicas podem ser usados ainda para a
preparacdo de filmes finos sobre vidro, materiais poliméricos, entre outros, o que da
portabilidade e versatilidade para os biossensores (ABALDE-CELA et al., 2010).

Existem duas abordagens para a utilizacdo do efeito SERS para detec¢do e estudo
de interacdo em biossensores que envolvem os métodos intrinseco e extrinseco. O método
intrinseco pode ser utilizado quando o sinal Raman do préprio analito de interesse é
intensificado, a partir da proximidade com uma nanoestrutura metalica, produzindo assim um
sinal intensificado SERS que permite a deteccdo direta. Ja no método extrinseco o sinal SERS
do analito € pouco intenso e, nesse caso a nanoestrutura ¢ modificada com uma molécula
reporter, que em geral possui sinal SERS intenso e bem conhecido (HOWES; RANA,
STEVENS, 2014). Apb6s a modificacdo com a molécula repdrter, as nanoestruturas serao
funcionalizadas para ter afinidade com o analito em questdo e, quando em contato com o analito,

a molécula reporter fornecerd um sinal analitico SERS indireto (PORTER et al., 2008) .

1.5. FILMES METALICOS

A fabricagdo de estruturas em duas e trés dimensdes de coloides metalicos
nanoestruturados € interessante por causa das possiveis aplicacdes em varias areas, entre elas a
area de sensores, proporcionando sensores que possam ser reutilizados, com grande tempo de
vida, e com alta estabilidade (FAN et al., 2010). Essas nanoestruturas permitem o controle do
tamanho e do espacamento entre os constituintes, permitindo manter as propriedades Unicas dos
nanomateriais em um sistema organizado de grande dimensao. Uma estratégia interessante para
a preparacdo desse tipo de sistema € a da constru¢cdo de multicamadas, onde se realiza a
construcdo de camadas auto-organizadas de nanoparticulas metalicas utilizando um ligante
molecular (TSENG; LIN; CHAU, 2001). Uma maneira interessante ja reportada de montar
essas estruturas € a construcdo de filmes metalicos em laminas de vidro, utilizando silanos
substituidos com grupos de alta afinidade com as nanoparticulas, como o 3-mercaptopropil-
trimetoxisilano (MPTMS), para ligar as camadas de nanoparticulas entre si e ao substrato,
permitindo a obtencdo de varias camadas de nanoparticulas sobre o vidro modificado (FAN;
BROLO, 2009).
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Também é possivel a utilizacdo de substratos ainda mais baratos que laminas de vidro,
como substratos de politereftalato de etileno (PET), que, além de baratos, séo flexiveis, ndo sdo
degradados pela luz e sdo transparentes na regiao do visivel. Varios biossensores tém sido feitos
utilizando esse polimero na intengéo de utilizar algumas dessas propriedades. Esses dispositivos
podem ser usados em displays flexiveis e transparentes, dispositivos eletrdnicos organicos e
dispositivos biomédicos (FAN et al., 2010).

1.6. POTENCIAL APLICACAO DE BIOSSENSORES PLASMONICOS

Biossensores com elevada sensibilidade na deteccdo de biomoléculas sao
promissores para a aplicagdo no diagndstico de doencas. Um grupo de doencas a se destacar
compreende as chamadas “Doencas Negligenciadas”, que afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas
em 149 paises. Estdo presentes na maioria dos paises em desenvolvimento e principalmente em
populacdes pobres (LOUREIRO; HASSELMANN:; GASSER GOUVEA, 2011). Recebem esse
nome devido ao fato de serem doencas que ndo interessam aos paises mais ricos, detentores das
maiores empresas farmacéuticas, ja que sdo doencas que nao apresentam alto potencial de
retorno financeiro. O baixo retorno financeiro é devido ao fato das populagdes de baixa renda
ndo poderem comprar 0s remédios, resultando em necessidade de apoio governamental, ou aos
custos muito baixos destes remédios (DE SOUZA, 2010).

O desenvolvimento de técnicas de diagndéstico rapido, preciso e, principalmente,
barato € de grande importancia no combate dessas doencas. Sendo assim, o desenvolvimento
de biossensores plasménicos para esse tipo de doenca pode ser um grande avanco para a
biomedicina e para o combate dessas doencas. Mas nem tudo se resolve apenas com o
desenvolvimento de novas drogas, ou maiores investimentos em pesquisa; ha a necessidade de
melhor saneamento basico, infraestrutura e condigdes minimas de saude (O'CONNELL, 2007).

Cerca de 80% da populacdo mundial esta vivendo em paises em desenvolvimento.
Paises com baixo padrdo de vida, industria fraca e baixo IDH (indice de desenvolvimento
humano). Grande parte das técnicas utilizadas nos dias de hoje envolvem processos
complicados de deteccéo, precisam de muita amostra e instrumentacdo cara e complexa. Devido
a todas caracteristicas ja mostradas, o LSPR é uma proposta interessante para 0
desenvolvimento de sensores econdmicos e eficazes, gerando qualidade de vida para paises em
desenvolvimento (HAMMOND et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

Esta dissertacdo teve como objetivo geral a construgéo de biossensores nanoestruturados
baseados nas técnicas de LSPR e SERS, utilizando AuNPs, para a futura aplicacdo no
diagnostico de doencas negligenciadas.

Para atingir o objetivo geral, diversos objetivos especificos foram necessarios:

a) Sintese e otimizacdo das AuUNPs anisotropicas com tamanhos e formas

controladas;

b) Construcéo de filmes de AuNPs sobre laminas de vidros;

c) Estudo da sensibilidade das AuNPs imobilizadas frente a modificacGes do indice
de refracdo do meio dielétrico;

d) Funcionalizacdo das AuNPs com sistemas de biomoléculas modelo;

e) Funcionalizacdo das AuNPs otimizadas e realizacdo de testes de desempenho de

biossensoriamento utilizando SERS;
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3. METODOLOGIA

Na construcdo de biossensores plasmonicos, o desempenho dos sensores depende
da forma e do tamanho das nanoestruturas empregadas, ou seja, antes de qualquer deteccdo ha
a necessidade do estudo das técnicas de sintese de nanoparticulas de forma e tamanho diferentes
de maneira controlada. Neste trabalho de mestrado, tais nanoestruturas foram caracterizadas
utilizando a espectroscopia no UV-VIS (Espectrometro Ocean Optics 2000 ou Espectrometro
Ocean Optics 2000 com microscopio éptico acoplado disponivel no 1Q-UFRGS) e microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscépio eletrénico de varredura, tipo Field
Emission Gun (FEG-MEV), de marca FEI, modelo Magellan. As principais formas utilizadas
foram AuNRs, AuNBs de ouro. Para as medidas utilizando SERS, o espectrometro Raman
utilizado foi Raman Bruker, modelo Senterra, com radiagdes excitantes em 532nm, 633nm e
785nm, acoplado ao microscopio dptico permitindo a realizacdo de medidas de microscopia e
mapeamento Raman.

A deteccdo de proteinas modelo foi realizada de duas maneiras diferentes: (1)
modificagdes superficiais nas nanoparticulas em suspensdo coloidal ou (2) utilizando
nanoparticulas fixadas em laminas de vidro. Foram utilizados dois sistemas de proteinas

modelo: biotina-estreptavidina e albumina de soro bovino (BSA)

3.1 MATERIAIS

Tripropilamina (Sigma Aldrich; >98%) ; Tributilamanina (Sigma Aldrich; >
98,5%); Bromohexadecano (Sigma Aldrich; 97%); Brometo de Cetriltrimetilamdnio, CTAB
(Fluka; 96%); Borohidreto de Sddio (Fluka; >99%); Acido tetracloroaurico (Sigma Aldrich; >
99,9%): citrato de sodio (Merck; > 99%); Nitrato de prata (Sigma Aldrich; >95%); Acido
Ascorbico (Sigma Aldrich; >99%); 3-Mercaptopropil Trimetoxisilano (Sigma Aldrich; 95%);
Glicose (Merck); Ferricianeto de Potassio; Cloreto de Potassio (Sigma Aldrich; > 99%);
Cisteamina (Sigma Aldrich; >95%); Biotina N-Hidroxisuccinimidil ester (Sigma Aldrich;
>08%); Estreptavidina (Sigma Aldrich); Acido mercaptoundecanéico, MUA (Sigma Aldrich;
95%); 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%); Anti Albumina de Soro Bovino (Sigma Aldrich); corante IR-820 (Sigma
Aldrich); Tetrahidrofurano (Sigma Aldrich); Dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich; 99,5%). As

solugdes foram preparadas utilizando dgua desionizada (R = 18,2 MQ cm).
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3.2 SINTESE DOS SURFACTANTES

Para a sintese de nanobipirdmides utilizou-se surfactantes com estruturas muito
semelhantes a do CTAB, porém nao comerciais. Houve entdo a necessidade de sintetiza-los,
Esta etapa foi realizada em colabora¢do com o grupo da Profa. Dra. Fernanda I. Bombonato e
0 estudante de doutorado Mathias P. Pereira.

Uma quantidade estequiométrica (ou 1:2) de bromohexadecano e trialquilamina
foram colocados em refluxo em acetonitrila (T = 90°C) por 24 h, a uma razdo de 1:2,2 de
reagentes:solvente. A mistura foi rotaevaporada para remover a acetonila e deixada no
congelador para solidificar. Apo6s a solidificacdo foi adicionado éter etilico para fazer a
recristalizacdo da mistura, e o sdlido resultante foi filtrado utilizando também éter etilico para

remover as impurezas (KOU et al., 2007).

A caracterizagdo dos compostos obtidos foi realizada utilizando espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H! e C®3, utilizando o espectrometro de RMN
Bruker Avance Il HD 500MHz.

3.3. SINTESE DAS AuNPs
3.3.1. Nanobastdes

Uma suspensao 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 LY). Foi entéo
adicionado 0,60 mL de 0,010 mol L™t NaBH4 em banho de gelo, sob agitagdo. A solugéo ficou
sob agitacdo vigorosa por 2 min e deixada em temperatura ambiente ap0s a agitacao, por até
30 min. A solugédo de crescimento dos nanorods consiste na adicdo de CTAB (5 mL, 0,20
mol L) a solugdo de AgNO3 (0,15 mL, 0,0040 mol L), A essa solugéo foi adicionado HAUCI
(5,00 mL, 0,001 mol L?) e solugio de &cido ascorbico (0,070 mL; 0,07888 mol L7).
Finalmente, foi adicionado 0,012 mL da solucdo seed na temperatura controlada entre 27-30°C,
a coloracdo da solugdo mudou em cerca de 10-20 minutos (NIKOOBAKHT; EL-SAYED,
2003).

3.3.2. Nanobipiramides

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 agua (9,62 mL), seguido
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por uma solugdo 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 até a
preparacdo da solugdo de crescimento.

A solucdo de crescimento foi preparada pela adigdo de HAuCls (0,3 mL;
0,01 mol L), AgNOs (0,45 mL; 0,01 mol L) e acido ascorbico (0,10 mL, 0,1 mol L) em
uma solucéo aquosa de CTBAB (brometo de cetiltributilaménio) (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 termostatico. Foram utilizados outros surfactantes como o
CTAB e CTPAB (brometo de cetiltripropilamdnio), que resultam em mudancas na razdo de

aspecto e na taxa de crescimento das nanobipiramides (KOU et al., 2007).

3.4. CONSTRUCAO DE FILMES DE AuNPs SOBRE LAMINAS DE VIDRO

Para obtencdo de filmes de Au sobre lIaminas de vidro, foi necesséria a deposi¢éo
de varias camadas de AuNPs para que fosse possivel obter um sinal LSPR significativo, esse
processo foi feito a partir do procedimento proposto por Fan e Brolo com pequenas adaptagdes
(FAN; BROLO, 2009).

Antes das deposi¢Oes das AuNPs, as laminas foram limpas com solugéo piranha
(75% H2S04 e 25% H20-) e enxaguadas com agua ultrapura (R = 18,2 MQ cm). Em seguida,
foram seguidos dois procedimentos distintos: (1) o substrato foi imerso em uma solucédo
metandlica de mercaptopropril trimetoxisilano (MPTMS) 10 mmol L por 24 h, sendo
posteriormente lavado com metanol para remover o excesso de MPTMS néo adsorvido e
novamente com agua ultrapura, e foi a seguir imerso em uma suspensdo de AuNPs por 24 h, as
AuNPs foram centrifugados 3 vezes a 8500 RPM por 30 minutos e redispersos em agua
ultrapura para retirada de todo o excesso de CTAB; (2) o substrato foi imerso em uma solucéo
etanolica de MPTMS 10 mmol L™ por 24 h, sendo as duas primeiras horas aquecido a 60°C e
depois o restante a temperatura ambiente, foi lavado com etanol para remover o excesso de
MPTMS néo adsorvido e depois com &gua ultrapura, a seguir foi deixado em aquecimento
(T =120°C) por 2 h, chamado tempo de cura. Depois foi imerso em uma suspensdo de AuNPs
por 24 h, devidamente centrifugados como no primeiro procedimento. Ocorreu a formacgéo da
camada de AuNPs. Para deposicdo de um numero maior de camadas com o objetivo de
aumentar o sinal LSPR, utilizou-se MPTMS para ligar uma camada de AuNPs a outra. Uma
solugdo de 300 pL de MPTMS e 250 pL de HCI 0,1 mol L em 25 mL de agua ultrapura foi
deixada em agitacdo por no minimo 1 h. O substrato ja contendo uma camada de AuNPs foi
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imerso nessa solugéo por cerca de 20 minutos, lavado com agua ultrapura e imerso novamente
na solucdo de AuNPs por 1h, seguido por lavagem; essa série de procedimentos foi considerado
como a deposi¢do de uma camada adicional de AuNPs. Esse procedimento foi feito até se obter
0 numero de camadas desejado, sendo monitorado através da aquisicdo de espectros UV-Vis
(utilizando o ar como branco) objetivando acompanhar o sinal LSPR do substrato com o

aumento do nlimero de camadas de AuNPs.

3.5. ESTUDO DA SENSIBILIDADE

Estudou-se a sensibilidade tanto das AuNPs imobilizadas em laminas de vidro
qguanto em suspensdo coloidal. Para o primeiro caso, a sensibilidade foi estudada utilizando
solucdes de glicose com diferentes concentracbes (variacdo de 6% m/v até 30% m/v) e
consequentemente indices de refracdo diferentes, os indices de refracdo variaram de 1,3390 e
1,3365 e foram medidos utilizando um refratbmetro de Abbé de bancada. No segundo caso, a
sensibilidade foi estudada utilizando os AuNPs redispersos em solugdes aquosas de diferentes
concentracdes de tetrahidrofurano (THF), solvente este que permitiu a redispersdo sem
agregacdo nas concentracdes utilizadas, antes da redispersdo final dos AuNPs em THF, sdo
feitos no minimo trés ciclos de centrifugacdo a 8500 rpm por 30 min e posterior redispersao em

agua deionizada.

3.6. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A caracterizacdo eletroquimica foi realizada utilizando voltametria ciclica de blogueio
(feita no LAMAI, 1Q-UFRGS utilizando o pontenciostato AUTOLAB 302N) em um intervalo
de -0,2 V a+0,5 V, com velocidade de varredura de 100 mV s*. A solucio eletrolitica utilizada
foi ferricianeto de potassio (1,0 mmol L) em KCI 0,1 mol L™ em meio aquoso. Foi utilizada
uma cela eletroquimica de trés eletrodos, sendo utilizado como contra eletrodo uma lamina de
platina, eletrodo de referéncia Ag|AgCl(sat.) e eletrodo de trabalho um substrato comercial de
vidro recoberto com Oxido de estanho dopado com flior (FTO). O substrato de vidro foi
substituido pelo FTO nestas analises, uma vez que é necessario um substrato condutor. E
importante ressaltar que o procedimento utilizado para modificar o FTO é idéntico ao utilizado

nos substratos de vidro.
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3.7. DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR LSPR
3.7.1. Biotina-Estreptavidina

A deteccdo de proteinas por LSPR envolve o desenvolvimento de uma série de etapas
relacionadas com a quimica de superficie do filme de nanoparticulas. O procedimento utilizado
nesse trabalho consiste de trés etapas e foi baseado com algumas modificacfes no reportado
por De Leebeeck et al. (DE LEEBEECK et al., 2007). Na Figura 10 é mostrado um esquema
da funcionalizagdo das AuNPs imobilizadas para a deteccéo de estreptavidina. O substrato foi
imerso em uma solugéo aquosa de 6,2 mmol L™ de cisteamina por cerca de 36 h. A cisteamina
possui um grupo tiol, que se liga fortemente ao Au, e possui um grupo amino que sdo reativos
frente ao grupo N-hidroxisuccinimil (NHS) da biotina modificada com este grupo. O substrato
foi lavado com é&gua ultrapura para a retirada de moléculas ndo adsorvidas e o espectro UV-Vis
foi registrado com este imerso em tampéo fosfato de pH=7,5 (PBS). O substrato modificado
com cisteamina foi entdo imerso em uma solugéo contendo 5 mg mL™ de biotina-NHS em
dimetilsuféxido por 45 minutos (o que foi repetido para os dois lados do slide de vidro).
Novamente o substrato foi lavado, agora com tampao PBS e o espectro UV-Vis foi registrado.
Apds esse procedimento, o substrato estava pronto para a interacdo com estreptavidina, e sendo
assim foram feitas duas deteccGes com concentracdes diferentes da proteina, o substrato foi
imerso em solugdo contendo 0,125 mg mL™ da proteina por 15 minutos (para cada lado da
lamina) em PBS e o espectro UV-Vis foi registrado, depois foi novamente imerso em uma

solugdo de 0,250 mg mL™ e o espectro novamente registrado.
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Figura 10: Esquema de funcionalizacdo de um AuNR para a deteccéo de Estreptavidina por
LSPR
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

3.7.2 Antigeno — Anticorpo: Detec¢do de anti-BSA
Filmes de AuNRs

O procedimento utilizado para a detec¢do de anti-BSA foi diferente, devido a
especificidade do sistema. Na Figura 11 é mostrado um esquema para a deteccao de anti-BSA
por LSPR e também por SERS, a quimica de superficie foi realizada em 4 passos nesse caso
(MONTEIRO et al., 2012). O substrato foi imerso em uma soluc&o etandlica de 1 mmol L de
MUA por cerca de 72 h. Depois foi lavado com etanol e agua e incubado em uma solucéo 1:1
de 0,1 mol L de NHS e 0,1 mol L de EDC por 3 h. Em seguida, o substrato foi imerso em
uma solucdo de BSA 100 pmol L™t em PBS por 6 h. Para a deteccdo de anti-BSA, o substrato
foi imerso em uma solugéo de anti-BSA 1mg mL* em PBS por cerca de 12 h. Os espectros

UV-Vis foram retirados em cada passo da modificacao das ldaminas de vidro com AuNRs.
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Figura 11: Esquema de funcionalizacdo de um AuNR para a deteccao de anti-BSA por LSPR
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
Suspensoes coloidais de Au

Para as suspensdes coloidais o procedimento para a utilizacdo da BSA sofreu
alteracdes nas concentragdes de alguns reagentes e no tempo necessario para cada modificacéo,
porque as nanoparticulas sdo mais sujeitas a agregacdo em suspensdo, 0 que interfere
diretamente na observacdo das modificacdes espectrais. O método utilizado foi adaptado de
Cao et al (CAO et al., 2012) assim como para a deposi¢do de camadas de Au em laminas de
vidros, as AuNPs em forma de bastées foram centrifugadas (8500 RPM, 30 minutos por no
minimo trés vezes) até a retirada do excesso de CTAB, seguido pela redispersdo em agua
ultrapura; a seguir a 5,0 mL de AuNRs foram adicionados a 2,0 mL de MUA 0,010 mol L sob
agitacdo vigorosa, que foi mantida por 24 h. Depois dessa etapa, a suspensdo foi novamente
centrifugada (8000 RPM durante 20 minutos) para a retirada do excesso de MUA. Apds a
retirada de excesso de MUA, os AuNRs foram redispersos em PBS e a 1,0 mL dessa solugéo
de AuNPs modificadas com MUA foram adicionados 20 pL de uma solugdo recém-preparada
de EDC (0,1 mmol L™1)/NHS (0,2 mmol L), que ficou sob agitagdo em vortex por 25 min; a
seguir, 50 pL de uma solugdo de BSA 1 mg mL* em PBS foi adicionada a soluc&o resultante.
A suspensdo modificada com BSA foi centrifugada para retirada do excesso de BSA, foi
redispersada em PBS e a essa suspensdo foram adicionados 50 pL de uma solugdo com
concentracdo conhecida de anti-BSA para analise. Os espectros UV-Vis foram obtidos apos

cada passo da modificacéo superficial.
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3.8. ATIVIDADE SERS

Para os testes de atividade SERS, foram preparadas solucdes de 1,0 pmol L do corante
IR-820. Para as suspensdes coloidais foi feita uma diluicio de uma solucdo 10 pmol L de
IR-820 com a suspensao. Para as laminas de vidro, a solucdo do corante foi adicionada sobre a
superficie destas previamente modificadas, e ap6s secagem, a lamina foi lavada com agua

ultrapura para obtencdo do espectro/imagem SERS.

3.9. DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR SERS

A deteccdo de biomoléculas utilizando SERS foi feita utilizando o método de
imunoensaio sanduiche adaptado de (QIAN et al., 2008) mostrado no esquema da Figura 12.0
substrato foi 0 mesmo que o utilizado para a deteccdo de anti-BSA por LSPR, mostrado em
3.7.2. O procedimento para a modificacdo da suspensdo de AuNPs também foi 0 mesmo
utilizado em 3.7.2, porém com a adicéo do corante IR-820 100 umol L™ na proporgéo de 1:10
de suspensdo AuNRs + MUA e foi deixado reagir durante aproximadamente 6 h até completar
as 24 h de agitacdo com MUA, porém o procedimento ocorre apenas até a imobilizagdo de
BSA. Sendo assim, o substrato modificado com anti-BSA é imerso na suspensdo de AuNPs
imobilizados com BSA e IR-820 por cerca de 1h ou mais e entdo lavado com agua ultrapura. O
espectro SERS deste substrato é entdo obtido. Para garantir a imobilizacdo do IR-820 nas
AuNPs, espectros SERS foram obtidos da suspenséo de AuNPs funcionalizados com IR-820 e
BSA.

Figura 12: Esquema de um imunoensaio sanduiche para detec¢do SERS
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. SINTESE DOS SURFACTANTES

Os dois surfactantes derivados do CTAB ndo comerciais (CTPAB (Brometo de
cetiltripropilamdnio) e CTBAB (Brometo de cetiltributilaménio)) utilizados foram sintetizados,
purificados e posteriormente caracterizados por RMN. Durante a sintese, a formacao do produto
foi controlada a partir de cromatografia em camada delgada, retirando aliquotas em tempos
periddicos e utilizando os precursores como padréo, e através da mistura reacional, o progresso
da reacéo era visualizado. Com a formacéo satisfatéria do produto, este era purificado através
de recristalizacdo utilizando éter dietilico e entdo caracterizado por RMN, adotando CDCl3
como solvente. Nessas reacdes era esperada a formacdo de um sal de aménio quaternario a
partir de uma amina terciaria. O bromohexadecano deve se ligar ao nitrogénio da respectiva

trialquilamina, liberando o Br",

41.1. CTBAB

Na reacdo da tributilamina e o bromohexadecano, o produto esperado foi o CTBAB
e a estrutura proposta esta apresentada na Figura 13.

Figura 13: Estrutura proposta para 0o CTBAB
CHj3
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A confirmacéo da obtencéo dessa estrutura foi obtida através da caracterizacdo de
RMN de 'H e 3C. Na Figura 14 é possivel observar o espectro de RMN de *H para o produto

purificado obtido na reacao.
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Figura 14: RMN de *H do composto CTBAB em CDCls
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A indicacdo dos deslocamentos quimicos medidos junto com a atribuicdo dos
diferentes a&tomos de hidrogénios na molécula do CTBAB, mostrada como inserto, sdo vistos
na Figura 14. Como pode-se observar, os atomos de hidrogénio marcado como 1 (H-1) possuem
0 maior deslocamento quimico e sdo encontrados na regido de 3,4 ppm, esses sao 0s hidrogénios
mais desblindados, pois estdo ligados ao carbono mais proximo do nitrogénio (dtomo mais
eletronegativo). Os hidrogénios H-2 nédo estdo ligados ao carbono mais préximo do nitrogénio,
porém ainda sofrem seu efeito, sdo mais desblindados que H-3 e H-5, se encontrando na regiao
de 1,7 ppm. A utilizacdo de um equipamento com 500 MHz ajuda, por exemplo, na
diferenciacdo dos hidrogénios H-3 proximo a 1,5 ppm e os hidrogénios H-5 na regido de 1,3
ppm. Os hidrogénios H-4 das metilas sdo os menos desblindados, pois sdo os hidrogénios do
carbono mais distante do nitrogénio e estdo na regido de 0,9 e 1,0 ppm. Sendo assim o0 espectro
de RMN de H nos permite demonstrar a obtencdo do composto de interesse. Os dados de *C
também corroboram a obtengdo do composto proposto.

E possivel notar um sinal em 2,5 ppm, este sinal ndo pdde ser atribuido. Acredita-
se ser alguma impureza do processo de sintese que ndo foi completamente eliminada na
recristalizacdo e lavagem do produto. Ainda ha necessidade de melhor otimizagdo dos
processos de purificagcdo. Apesar das impurezas, os resultados indicam a formacdo do produto

proposto.
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4.1.2. CTPAB

Utilizando a tripropilamina como amina terciaria, 0 composto a ser obtido foi o
CTPAB, conforme estrutura proposta na Figura 15:

Figura 15: Estrutura proposta para o CTPAB
CHj3
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Pelo espectro de RMN de *H mostrado na Figura 16, pode-se confirmar que o

produto formado na reacdo entre a tripropilamina e o bromohexdecano é o CTPAB.

Figura 16: RMN de *H do composto CTPAB em CDCls
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os deslocamentos quimicos estdo indicados e a atribuicdo aos hidrogénios €
mostrada na estrutura como inserto no espectro, assim como a Figura 14, os hidrogénios H-1
sdo os hidrogénios ligados ao carbono mais proximo do nitrogénio, portanto 0s mais
desblindados, aparecendo em cerca de 3,4 ppm. Os hidrogénios H-2 ja estdo ligados a um
carbono mais distante do nitrogénio, porém ainda sofrem seu efeito, se encontrando entre 1,7 e

1,8 ppm. Os hidrogénios H-4 estdo mais blindados e se encontram na regido de 1,3 ppm.

ppm
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Enquanto os hidrogénios H-3 das metilas, sdo os hidrogénios mais blindados e portanto se
encontram na regido de 0,9 e 1,1 ppm.

Novamente é possivel observar alguns sinais bem fracos na regido de 3,7 e 4,3 ppm,
atribuido a possiveis impurezas; porém, sdo sinais muito fracos em relagéo ao resto do espectro,
notando-se que para esse composto o processo de purificacdo foi mais eficaz. Os resultados de
RMN de *H, aliados aos resultados de RMN de *3C, indicam a formag&o do produto com a

estrutura proposta na Figura 15.

4.2. CARACTERIZACAO OPTICA DAS NANOPARTICULAS DE OURO
4.2.1. Nanobastdes de Au (AuNRs)

A caracterizacdo dos AuNRs foi feita primeiramente através da espectroscopia no
UV-VIS e as amostras que apresentaram 0s melhores resultados indicados por esta técnica
foram caracterizadas por FEG-MEV.

Os AuNRs foram sintetizadas utilizando o método descrito em 3.3.1, 0 método
permite adi¢cGes de quantidades diferentes de AgNOs, agente este que controla a razdo de
aspecto nos AuNRs sintetizados na metodologia adotada, sendo utilizado 150 puL de AgNOs
0,0040 mol L nesse trabalho. Como discutido na secdo 1.4.2, as nanoparticulas de Au
apresentam bandas de extin¢do na regido do visivel que sdo fortemente dependentes da forma
e do tamanho das nanoparticulas. Na Figura 17 € mostrado o espectro no UV-VIS dos AuNRs
obtidos nesse trabalho, apresentando duas bandas de extingdo em 510 e 750 nm. Este espectro
é tipico de AuNRs obtidos por outras metodologias (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003). A
banda em 510 nm ¢€ atribuida ao plasmon transversal enquanto a banda em 750 nm ao plasmon
longitudinal dos AuNRs. A partir desses resultados tem-se indicios da formacéo de AuNRS na
sintese (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).
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Figura 17: Espectro de extingdo para 0s AUNRS
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A intensidade da banda em 750 nm (Figura 17) pode ser utilizada para indicar se na
reacdo ha um bom rendimento para a producdo de AuNRs: quanto maior for a razdo de
intensidade entre a banda do plasmon longitudinal sobre o transversal, maior sera a produgdo
de AuNRs. No caso do espectro apresentado na Figura 17, a banda em 750 é ca. 5 vezes mais
intensa do que a banda em 510 nm, o que nos indica a formacdo de uma boa proporcéo de
AUNRs frente a outras possiveis estruturas, como esferas de Au que possuem uma banda LSPR
na regido préxima de 510 nm.

E interessante ressaltar que a banda em maior comprimento de onda possui uma
largura a meia altura (FWHM) pequena em comparagdo com muitas outras preparacfes de
AuUNPs. Esse fato é bastante importante para o sensoriamento, ja que ha a necessidade de
observar os deslocamentos dessa banda com as modificacdes na superficie dos nanobastdes, e
assim, quanto mais fina a banda LSPR melhor sera para observar esses deslocamentos. Além
disso, como ja foi discutido, a banda em maior comprimento de onda é mais sensivel as
modificag¢Oes do indice de refracdo do meio.

Na preparacdo de AuNRs, o controle da temperatura é muito importante,
principalmente para um melhor rendimento da sintese. O controle é ainda mais essencial pelo
fato da sintese ocorrer muito proxima da temperatura ambiente. As primeiras tentativas de

preparacdo de AuNRs foram feitas a temperatura ambiente sem um controle fino da
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temperatura, o que resultou em sinteses com baixo rendimento de AuNRs, como observado no
espectro UV-VIS da Figura 18; com a utilizacdo do banho termostatico, com resolucdo de
temperatura de 0,1°C, foi observado uma grande melhora no rendimento da sintese, visto no
espectro UV-VIS da Figura 18. O melhor rendimento ¢ atribuido & grande diferenca na razéo
de intensidade entre plasmons longitudinal e transversal, sendo ca. 140% maior ap0s o controle
fino de temperatura, somada a maior quantidade de material (maior intensidade da banda). Esse
aumento se deu devido a menor formacdo de nanoesferas que apresentam uma banda de
plasmon na regido de 530 nm para 0 Au e também em um maior controle da razdo de aspecto
dos AuNRs.

Figura 18: Espectros de extingdo de AuNRs preparados com e sem controle fino de
temperatura, utilizando banho maria e banho termostatico, respectivamente.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Outra grande diferenca observada na Figura 18, € o deslocamento da banda do
plasmon longitudinal para maior comprimento de onda com o controle fino de temperatura, o
que nos indica a formacdo de AuUNRs com maiores comprimentos e maior razdo de aspecto.
Esses dados nos mostram que o controle da temperatura € essencial no processo de sintese de
nanobastBes, pois mantém a reprodutibilidade da sintese, essa reprodutibilidade é em relacéo
aos resultados de espectroscopia no UV-VIS e de MEV, um rendimento aceitavel, o que torna

0 procedimento interessante para a utilizacdo em biossensores.
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4.2.2. Nanobipiramides de Au (AuNBs)

O procedimento para a caracterizagdo das AuNBs é o mesmo para 0s AuNRs,
inicialmente é feita a caracterizacdo por UV-VIS e as amostras que apresentaram melhores
resultados por essa técnica foram caracterizados por FEG-MEV.

As AuNBs foram sintetizadas utilizando vérios surfactantes, conforme descrito no
procedimento citado em 3.3.2. No entanto, somente houve resultados satisfatorios para o
procedimento utilizando o CTPAB no direcionamento do crescimento das AuNPs. Na Figura
19 é mostrado o espectro para as AuUNBs sintetizadas com CTPAB.

Figura 19: Espectro de extin¢do para 0s AUNBs.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

O espectro mostrado na Figura 19 apresenta duas bandas de extin¢do, uma atribuida
ao plasmon transversal (530 nm) e a outra ao plasmon longitudinal (730 nm), sugerindo a
formacdo de AuNBs. (KOU et al., 2007). No entanto, este método devera ser aprimorado para
que se obtenha uma maior proporcao de bipirdmides frente aos outros formatos e também deve
ser feito com controle fino de temperatura. Para isso, serd necessario aumentar a relagéo entre
as intensidades das duas bandas, do mesmo modo que para os AuNRs este € um indicador de
uma maior propor¢do de bipiramides. Apesar da presenca das duas bandas indicar a formacéo
das AuNBs, a maior intensidade da banda em 530 nm frente a banda em 730 nm indica uma
possivel formacdo de estruturas esfericas, pois a banda em 530nm é caracteristica dessas
estruturas para 0 Au (FRENS, 1973).

Embora haja a necessidade de otimizacdo do método de sintese para melhores
resultados e melhor rendimento na formacao de AuNBS, este resultado mostra que o surfactante
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sintetizado nesse trabalho é promissor no controle de direcionamento do crescimento de

AUNPs, permitindo que haja a formacéo de nanobipiramides.

4.3. CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS NANOPARTICULAS DE OURO.

Através da caracterizacdo Optica temos apenas uma indicacdo sobre a possivel
morfologia das AuNPs sintetizadas. Para uma confirmacdo da morfologia e do tamanho €
necessario a utilizacdo de técnicas de microscopia eletrdnica. Micrografias para diversas
preparacOes foram obtidas atraves de FEG-MEV, e verificou-se que as AUNPSs apresentaram a
morfologia desejada, tamanho e razao de aspecto similares aos reportados na literatura. (KOU
etal., 2007; NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003)

4.3.1. Nanobastdes de Au (AuNRs)

Na Figura 20 sdo mostradas as micrografias para as nanoestruturas sintetizadas com
controle fino de temperatura que resultaram em uma relacdo alta entre as bandas
longitudinal/transversal no espectro UV-Vis da Figura 17. Nas micrografias apresentadas na
Figura 20 é possivel observar um alto rendimento de AuNRs frente a outras possiveis
nanoestruturas como esferas. Os AuNRs possuem comprimento longitudinal médio de
63,4 £ 7,6 nm e transversal médio de 23,4 + 3,7 nm, a razdo de aspecto que € a relacdo entre o
comprimento longitudinal sobre o transversal é cerca de 2,8 + 0,5. Sendo assim, 0s AuUNRs
mostrados na Figura 20 apresentam alta homogeneidade no tamanho e na forma.

Figura 20: Microscopia eletronica de Varredura para 0s AUNRS

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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Como mostrado nos resultados de espectroscopia de UV-VIS na Figura 18, o
controle de temperatura tem grande influéncia nos resultados da sintese, fazendo com que haja
um melhor rendimento na quantidade de AuUNRs. Em resumo, um maior numero de AuNRs em
relagdo a outras estruturas foi formado com boa homogeneidade de tamanho. A Figura 21
apresenta as micrografias para as duas condicdes de preparacdes abordadas nos resultados de

espectroscopia de UV-VIS: com controle fino de temperatura e controle limitado de

temperatura.

Figura 21: Microscopia eletronica dos AUNRS

(a)Sintese dos AuNRs sem controle fino da temperatura (b) Sintese dos AUNRS com controle fino da

temperatura.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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De acordo com a Figura 21B, verifica-se que de fato o controle fino de temperatura
promove uma grande proporcdo de AUNRSs em comparagdo a nanoestruturas de outras formas.
Além disso, na Figura 21A é possivel verificar a presenca de algumas nanoestruturas esféricas
além de outras formas. Os AuNRs observados na Figura 21A sdo mais heterogéneos, possuem
tamanhos variados, diferente do mostrado na Figura 21B onde se tem uma boa homogeneidade
de tamanho e forma. Tais resultados de FEG-MEV corroboram com os resultados mostrados
na espectroscopia no UV-VIS. Sendo assim, o controle fino da temperatura no processo de
sintese, € essencial para se ter uma sintese com boa quantidade de AuNRs, e principalmente

com boa homogeneidade e reprodutibilidade.

4.3.2. Nanobipiramides de Au

Para confirmar a possivel estrutura de nanobipiramides, utilizou-se FEG-MEV para
obter a micrografia apresentadas na Figura 22. Esta imagem corresponde as AuNPs sintetizadas
utilizando o CTPAB como direcionador do crescimento para a preparacdo de nanobipiramides
(espectros de UV-VIS da Figura 19).

Figura 22: :Microscopia eletronica de Varredura para as AUNBs

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

E possivel observar na Figura 22 nanoestruturas de varias formas, como esferas, bastoes
e também bipiramides em pequena proporcao. Também € importante ressaltar que algumas das
estruturas parecidas com esferas, podem ser bipirdmides orientadas perpendicularmente ao
feixe de elétrons do microscopio. De acordo com os resultados de espectroscopia UV-VIS
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mostrados na Figura 19, era esperado um baixo rendimento de AuNBs e, além disso, baixa
homogeneidade de forma e tamanho. Sendo assim os resultados de FEG-MEV corroboram o0s
resultados de espectroscopia UV-VIS, como pode ser verificado na Figura 22. Contudo, este
ainda é um resultado interessante que nos mostra possibilidade de sintetizar AUNBs utilizando
um dos surfactantes preparados no laboratério. Acredita-se que este método pode ser melhorado
através de um melhor controle de temperatura e otimizacéo da sintese dos surfactantes, assim

como da sintese das AuNBs.

4.4. CARA:CTERIZA(;AO OPTICA DOS FILMES DE NANOBASTOES DE OURO
SOBRE LAMINAS DE VIDRO

A construcdo de substratos LSPR e SERS baseados na imobilizacdo das
nanoparticulas sobre laminas de vidro foi realizada a partir de dois métodos diferentes de
preparacdo de acordo com a sec¢do 3.4: (1) a adsor¢cdo de MPTMS sobre vidro foi feita em
temperatura ambiente, seguida pela deposi¢édo de uma camada de AuNRs; (2) a adsorcéo do
MPTMS sobre o vidro foi feita em temperaturas diferentes, nas duas primeiras horas, a
temperatura foi mantida em 60°C e a seguir, durante as outras 22 h, o sistema foi mantido em
temperatura ambiente. Apés a adsorcdo do MPTMS, foi realizada uma etapa de cura (2 h a
120°C) da camada do silano sobre o vidro antes da adi¢do de AuNRs. Os dois métodos de
imobilizacdo dos AuNRs geraram resultados bastante diferentes em relacdo ao nimero de
camadas necessarias para a obtencdo de um sinal LSPR significativo, e também na obtencéao do
sinal LSPR das duas bandas caracteristicas dos bastdes.

Na Figura 23 sdo mostrados os resultados para a construcdo do substrato utilizando
do método (1), onde é possivel observar a necessidade de 10 camadas de AuNRs para a
obtencdo de um sinal LSPR apreciavel. De acordo com a Figura 23, até 5 camadas nao é
observavel um sinal LSPR significativo, observando-se baixa intensidade das bandas LSPR
caracteristicas, sem nenhuma definigdo. Com 10 camadas surge um sinal LSPR apreciavel, com
banda bem definida em 777 nm. Esta banda esta bem proxima da regido onde se encontra a
banda do plasmon longitudinal dos AuNRs utilizados (como mostra o inserto na Figura 23), e
sua intensidade aumenta de acordo com o acréscimo de camadas de AuNRs adsorvidas sobre o
vidro. Com a adicdo de 20 camadas ha um sinal LSPR caracteristico e satisfatorio para as
medidas LSPR, havendo um deslocamento da banda LSPR para maior comprimento de onda.
Isso se deve ao fato de que essas nanoparticulas se aglomeram e interagem entre si ao serem

depositadas, de maneira que o plasmon de superficie pode sofrer acoplamento e assim deslocar
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a banda LSPR para maiores comprimentos de onda, se comportando entdo como particulas
maiores. Ou seja, aglomerados de nanoparticulas de varios tamanhos diferentes, podem causar
tanto o deslocamento do maximo como também o alargamento da banda LSPR, como

observado na Figura 23.
Figura 23: Espectros de extingdo dos AuNRSs imobilizados sobre laminas de vidro. Método
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Na Figura 24 sdo mostrados os espectros UV-Vis dos substratos construidos a partir
do método (2). O processo de aquecimento no inicio da adsorcdo MPTMS e a etapa de cura
fazem com que as moléculas do MPTMS tenham uma melhor adsorcéo ao vidro e também aos

AUNRs resultando em uma melhor imobilizacdo dos nanobastdes sobre o vidro.
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Figura 24: Espectros de extin¢do dos AUNRs imobilizados sobre laminas de vidro. Método
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Os substratos construidos a partir do método (2) apresentam resultados melhores
do que os obtidos pelo método (1) (Figura 23), onde uma banda LSPR caracteristica e bem
definida é observada apenas com 10 camadas ou mais. Na primeira camada de AuNRs
imobilizados j& é possivel observar uma banda LSPR bem definida no espectro de extin¢do da
Figura 24. Com a adicdo de mais camadas é notado um aumento da intensidade LSPR e, com
apenas 5 camadas é perceptivel o aparecimento de uma banda atribuida ao plasmon transversal
dos AuNRs, 0 que ndo € possivel observar com clareza nos substratos modificados pelo
método (1). A partir de 5 camadas as bandas se tornam ainda mais definidas e com a deposicéo
de 10 camadas o substrato apresenta um sinal LSPR intenso tanto do plasmon longitudinal
quanto do transversal. Observa-se também uma boa relagdo entre as duas bandas do espectro
LSPR dos AuNRs, além da semelhanga do espectro dos AuNRs imobilizados nas Iaminas de
vidro com o espectro de extingdo dos AUNRS em suspensdo, mostrado no inserto da Figura 24,
indicando assim a presenga dos AuNRs na superficie da lamina de vidro. Assim como na Figura
23 0s espectros apresentam deslocamento das bandas LSPR com a adig&o sucessiva de camadas
de AuNRs, que pode ser devido ao acoplamento entre as nanoparticulas.

Atraveés da Figura 24 também se confirma que a utilizagdo do método (2) levou uma
maior deposicdo de AuNRs sobre as laminas de vidro, resultando em bandas mais intensas e
definidas com um ndmero menor de camadas de bastdes do que o método (1). A diminuicao do

namero de camadas necessarias € uma vantagem pois diminui o tempo para a construgdo do
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substrato. Como exemplo, considerando que cada camada de AuNRs leva cerca de 1 h e 30 min
para ser depositada (veja se¢do 3.4), a diminuicdo de 10 camadas de AUNRs do método (2) em
relacdo ao (1), leva uma diminuicdo de 15 horas na preparacdo dos substratos. Os espectros
mostrados na Figura 24 mostram que, devido ao apreciavel sinal LSPR apresentado, € também
possivel a utilizacdo dos substratos com apenas 5 camadas de AuNRs, diminuindo ainda mais

o0 tempo de preparacdo dos substratos.

4.5. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS FILMES DE NANOBASTOES DE
OURO
A caracterizacdo eletroquimica dos filmes de AuNRs imobilizados foi feita por

voltametria ciclica (Figura 25). Essa técnica necessita da utilizagdo de um substrato condutor,
0 substrato de vidro é entdo recoberto com FTO, um material semicondutor transparente na
regido do visivel muito utilizado para esse tipo de medida. O objetivo da técnica é avaliar a
eficiéncia do recobrimento da superficie do substrato depois da adicdo de camadas de AuNRs.
No voltamograma obtido previamente a modificacdo da superficie, observa-se 0 processo redox
do Kz[Fe(CN)e] com os picos caracteristicos de oxidacdo em 0,26 V e redugdo em 0,17 V. No
entanto, apds a modificacdo da superficie com MPTMS e AuNRs, a corrente faradaica diminui
drasticamente, devido a resisténcia causada pelas camadas adsorvidas, dificultando a migragéo
dos ions Fe(CN)s> em direcdo a superficie condutora. A corrente bem préxima de zero nos
indica um bloqueio quase total da superficie. Tal bloqueio esta relacionado a adsorcdo do
MPTMS, que serve para ligar as camadas de AuNRs entre si e também com a superficie do
FTO. A presenca do MPTMS blogueia o contato entre as camadas de AuNRs e também entre
as AuNRs e o FTO, aumentando a resisténcia em série até o ponto em que ndo ha mais fluxo

de corrente entre o eletrodo de trabalho (FTO) e o par redox em solucao.
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Figura 25: Voltametria ciclica de 1 mmol L™ de ferricianeto de potassio em 0,1 mol Lt de
KCI, velocidade de varredura 100 mV s, utilizando como eletrodo de trabalho um substrato
de FTO
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

O aumento do numero de deposicdes de camadas de AuNRs, para a voltametria
ciclica, se reflete em bloqueio da transferéncia de elétrons dos processos de oxi-reducdo com a
superficie do FTO, e entdo a intensidade da corrente diminui como foi notado na Figura 25. Os
resultados de espectroscopia no UV-VIS apresentados nas Figura 23 e Figura 24 mostram o
aumento do sinal LSPR com o aumento da deposi¢do de camadas de AuNRs, aliado os
resultados de voltametria da Figura 25, nos confirmam a deposi¢do das camadas de AuNRs
sobre as laminas de vidro. Além disso é demonstrado que a adicdo de camadas de AuNRs
afetam tanto o comportamento Optico como 0 comportamento eletroquimico dos substratos a

serem utilizados.

4.6. ESTUDO DA SENSIBILIDADE

Espera-se que uma variagdo do indice de refracdo proximo a superficie do material
plasmonico fagca com que a banda do plasmon sofra deslocamentos de frequéncia. Por exemplo,
com o aumento do indice de refracao, espera-se que uma banda LSPR sofra deslocamentos para
maiores comprimentos de onda. O estudo da sensibilidade é um experimento extremamente
necessario para a aplicacdo dos substratos na constru¢do de um biossensor, pois € necessario

que o substrato seja sensivel a mudancas do indice de refracdo. Essa variacdo pode ser obtida a
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partir de diferentes concentragdes de solucdes (aquosas de glicose, por exemplo) ou solventes
(4gua, metanol, etanol, tolueno ou mistura de solventes) com indices de refracdo conhecidos.
Conhecida a sensibilidade ao indice de refracdo, é possivel assumir que o substrato serd também
sensivel para detectar alteracdes do indice de refracdo causada pela adsorcéo de proteinas ou
pela adsor¢do de um antigeno sobre um anticorpo imobilizado sobre a superficie do sensor.

A sensibilidade dos substratos LSPR a mudanca do indice de refracdo € encontrada
a partir de uma regressao linear de um grafico com os dados do maximo da banda LSPR em
funcdo do indice de refracdo da solucdo ou solvente utilizado. A partir do coeficiente angular
dessa reta sabemos qual a variagdo do méaximo do LSPR por unidade de indice de refracdo
(RIU), e temos assim sua sensibilidade. Neste projeto, os substratos foram utilizados de duas
maneiras diferentes: (1) AuNRs imobilizados em laminas de vidro (2) AuNRs em suspenséo

coloidal.

4.6.1. Filmes de AuNRs sobre laminas de vidro

Na Figura 26 sdo mostrados os espectros de extin¢do para um substrato de AUNRs
imobilizados em vidro utilizando o método (2) com 5 camadas, veja em 3.4. Apds a preparacao,
o0s substratos foram imersos em varias solucdes de glicose com concentracGes diferentes, que,
portanto, apresentam diferentes indices de refracdo. As concentracdes foram variadas de 6%
m/v até 30% m/v de glicose em agua deionizada, cujos indices de refracdo variaram entre 1,339
até 1,365. A banda do plasmon utilizada para as medidas de sensibilidade foi a banda do
plasmon longitudinal, porque ela é mais sensivel do que a banda do plasmon transversal pois
esta em maior comprimento de onda. Os resultados mostrados na Figura 26 indicam um
deslocamento da banda do LSPR para maior comprimento de onda com o aumento do indice

de refracéo.
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Figura 26: Espectros de extingdo do Filme de AuNRs (5 camadas) imerso em solucdes de
glicose com diferentes indices de refracéo.
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A sensibilidade é dada pela regressao linear apresentada na Figura 27. A curva foi
montada a partir da média de trés medidas para 0 maximo de absor¢do para cada solucdo de
glicose e os respectivos erros sdo apresentados nas barras em preto.

Figura 27: Grafico analitico do deslocamento do méximo da banda LSPR em relacdo ao
indice de refragdo
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
O coeficiente angular da reta mostrado na Figura 27 é 297 nm RIU™ e representa o
valor da sensibilidade para o biossensor. Pelo valor de Rz também temos a indicacdo de um

comportamento linear que favorece a aplicacdo em biossensores, a FOM ¢ de 2,32. Em
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comparagao a outros substratos construidos, imobilizando AuNPs sobre vidro, este resultado é
bem interessante pois possui sensibilidade comparavel (CHEN et al., 2007; SILVA et al.,
2014).

4.6.2. Suspensdes coloidais de AUNRs

Na Figura 28 sdo mostrados os espectros de extingdo para AuNRs redispersos em
solugbes aquosas com diferentes concentragdes de tetrahidrofurano (THF) e,
consequentemente, diferentes indices de refracdo. A banda LSPR utilizada foi a banda do
plasmon longitudinal assim como para os AUNRs imobilizados sobre vidro.

Figura 28: Espectros de extingdo dos AUNRS em suspenséo redispersos em solucoes de THF
com diferentes indices de refragdo.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Assim como nas laminas de vidro com AuNRs imobilizados, foi observado um
deslocamento da banda LSPR para maior comprimento de onda com o aumento da
concentracdo de THF, logo com o aumento do indice de refragdo. A Figura 28 nos confirma a
sensibilidade dos AUNRs em suspensdo com a variagdo do indice de refracdo, porém néo foi
possivel quantificar essa sensibilidade devido a baixa estabilidade dos AUNRSs em suspensao
para concentracdes maiores do que as apresentadas. Além disso, 0s AUNRs também sdo sujeitas
a agregacdo com a adigdo de diferentes solventes organicos (etanol, dimetilformamida, THF),
assim como de glicose ou glicerol a suspensdo aquosa, 0 que dificulta o estudo dos

deslocamentos do maximo da banda LSPR dos AuNRSs nesses sistemas.
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Outro fato interessante é que, devido a sensibilidade dos AUNRS em suspensdo as
mudancas no indice de refracdo, o excesso de CTAB utilizado na sintese causa deslocamento
das bandas LSPR para um maior comprimento de onda. 1sso ocorre porque o0 CTAB causa
variacdo do indice de refragdo local na superficie dos AuNRs. Para se fazer as modificacdes
dos AuNRs é necessario remover o excesso de CTAB, que bloqueia a superficie das mesmas.
Para estudar a influéncia da retirada do excesso de CTAB por centrifugacdo dos AuNRs e
redispersdo em agua deionizada nos espectros de LSPR dos AuNRS. Na Figura 29 é mostrado
o efeito que o excesso de CTAB causa na banda da LSPR dos AuNRs.

Figura 29: Espectro LSPR dos AuNRs com o excesso de CTAB e ap0os trés ciclos de
centrifugacéo (8500 rpm e 30 min) e redispersdo em agua deionizada, para retirada do excesso

de CTAB.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Os AuNRs ap0s o processo de sintese apresentam a banda do plasmon longitudinal
mostrada em preto na Figura 29. Apds ciclos de centrifugacgéo e redispersdo para a retirada do
excesso de CTAB, o espectro em azul é observado. O que indica que o excesso de CTAB causa
um deslocamento do méximo da banda LSPR para os nanobastfes sintetizados. O grande
excesso de CTAB, se comparado a outros reagentes presentes da solugéo de crescimento, o
CTAB possui 10% vezes mais material, podendo entdo bloquear a superficie dos AuNRs para
posterior modificacdes. E por este motivo que os AuNRs sdo centrifugados antes de serem
imobilizados sobre laminas de vidro e antes de terem a superficie modificada em suspensdo. A
partir destes resultados de sensibilidade frente a mudanga no indice de refracdo € possivel
aplicar os AuNRs livres ou imobilizados na deteccdo de biomoléculas adsorvidas em sua
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superficie. No entanto, a configuracdo em filme € uma melhor alternativa para aplicacdo das
AUNPs em biossensores, uma vez que se consegue manter as nanoparticulas estaveis,
permanecendo com suas propriedades plasmonicas, aléem de permitir analises com menor

volume de amostra em tempo reduzido.

4.7. DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR LSPR

A deteccdo de biomoléculas foi realizada utilizando dois sistemas de PdC: (1)
sistema biotina-estreptavidina; (2) sistema antigeno-anticorpo, utilizando BSA e anti-BSA.
Cada sistema necessita de uma quimica de superficie para tornar os AuNRs seletivos, e cada
etapa foi acompanhada por espectroscopia UV-Vis. Foram utilizados os substratos com AuNRs
imobilizados sobre vidro e os substratos com AuNRS suspensos.

4.7.1 - Biotina-Estreptavidina

Para a deteccdo de estreptavidina por LSPR utilizou-se apenas os substratos de
filmes de AuNRs sobre vidro construidos pelo método (2) (veja se¢bes 3.4 e 3.7). Na Figura 30
sdo mostrados os espectros LSPR para cada etapa de modificagdo na superficie do substrato de
acordo com o esquema da Figura 10. Assim como para os estudos de sensibilidade, apenas a
banda em maior comprimento de onda, ou seja, a banda do LSPR longitudinal dos AuNRs, foi
monitorada. Em preto temos 0s AuNRs imobilizados sem nenhuma modificacéo, e é possivel
observar nos espectros que a cada modificacdo da superficie ha um deslocamento do maximo
da banda LSPR para maiores comprimentos de onda em relacdo a esse espectro. Este
deslocamento é devido ao aumento do indice de refracdo local, ou seja, do indice de refracéo
nas proximidades da superficie dos AUNRs imobilizados.

Para uma melhor visualizagdo desses deslocamentos, um grafico de barras dos
deslocamentos do maximo da banda LSPR é apresentado na Figura 31. Sdo mostrados os
deslocamentos dos filmes de AuNRs apos modificagdo com biotina, seguida de estreptavidina

em relacdo a superficie dos AUNRs sem nenhuma modificacao.
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Figura 30: Deteccao por LSPR de estreptavidina na superficie de AuNRs imobilizados em
superficie de vidro.
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Figura 31: Grafico de barras do deslocamento de biotina e estreptavidina em relacéo aos
AuNRs imobilizados sem modificacGes na superficie.
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Os deslocamentos em relagdo aos AuNRs com a superficie sem nenhuma

modificacédo sdo de ca. de 11 nm para a biotina e 15 nm para a estreptavidina, como observado

na Figura 31. O deslocamento do maximo da banda LSPR (AL) € maior para a superficie mais
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modificada, como o esperado. Esses deslocamentos sdo facilmente perceptiveis devido a
proximidade da molécula de biotina a superficie dos AUNRSs e também ao tamanho da molécula
de estreptavidina, pois moléculas grandes fazem com que o indice de refracdo local varie
fortemente com sua adsorcao. Por outro lado, o deslocamento entre biotina e estreptavidina é
de apenas ca. 4 nm; esse resultado pode ser devido a distancia que a molécula de estreptavidina
estd da superficie. Sabe-se que ocorre um decaimento exponencial do campo eletromagnético
com o aumento da distancia com a superficie, ou seja, quanto mais distante da superficie esta a
molécula a ser analisada, menor seré a sensibilidade do biossensor. Adicionalmente, pode ser
observado na Figura 30 que o A\ da banda LSPR para a modificagdo com cisteamina ¢ muito
pequeno. Esse resultado é decorrente da cisteamina ser uma molécula pequena e, por isso causa

pequenas variacbes no indice de refracdo local.

4.7.2. Antigeno — Anticorpo: Deteccdo de anti-BSA

A deteccdo Antigeno—Anticorpo foi feita utilizando os substratos de filmes de
AuUNRs sobre vidro feitos pelo método (2) e também com os AuNRs em suspensdo. Assim
como para o estudo da interacdo biotina-estreptavidina, foi monitorada a banda do plasmon

longidutinal dos AuNRs, devido sua maior intensidade e maior sensibilidade.

Filmes de AuNRs sobre laminas de vidro

O procedimento para a detec¢do de anti-BSA consiste em 4 etapas. Na primeira
etapa tem-se a modificacdo da superficie dos AUNRSs imobilizados sobre vidro com MUA, que
é um acido carboxilico com um grupo tiol. O grupo tiol tem grande afinidade pela superficie
metalica, devido a forte ligacdo Au-S. Na Figura 32 é mostrada a superficie dos AuNRs

imobilizados sobre vidro, antes e depois da modificagdo com MUA.
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Figura 32: Espectros de extin¢do da regido do plasmon longitutinal dos AuNRs imobilizados
sobre vidro e da modificacdo da superficie dos AUNRs com MUA
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Acreditava-se que a modificacdo da superficie com o MUA deslocaria banda LSPR
mostrada na Figura 32 para maior comprimento de onda, porém o que foi observado foi um
deslocamento para menor comprimento de onda. Existem algumas hip6teses para explicar este
deslocamento inesperado: (1) Mesmo ap6s centrifugacdes para retirada do excesso de CTAB
ainda pode existir algum CTAB adsorvido na superficie dos AuNRs. E possivel, assim, que
uma parte do CTAB ainda esteja ligada aos AuNRs formando uma bicamada (CAO et al.,
2012), porem 0 MUA ¢é capaz de substituir esta camada devido a sua maior interacdo com Au,
0 que deveria ter deslocado a banda de LSPR para maior comprimento de onda. Acredita-se
que, além do CTAB diretamente adsorvido ainda haja excesso devido ao tempo de exposicao
dos substratos & suspensdo de AUNRs e que, com a modificacdo com MUA, a bicamada e todo
0 excesso de CTAB sejam retirados deslocando a banda LSPR para menor comprimento de
onda, que pode ter efeito similar ao mostrado na Figura 29, onde o espectro das AUNRs sem
excesso de CTAB possui um deslocamento para menor comprimento de onda. (2) O MUA
poder aumentar a distancia interparticulas no filme de AuNRs, o que significaria que as
nanoparticulas ainda possuem certa mobilidade ap6s a imobilizagdo. O aumento da distancia
entre AUNRs diminui o efeito de acoplamento plasménico entre os AUNRs e deslocamento para
menor comprimento de onda da banda LSPR (RECHBERGER et al., 2003). Os resultados
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experimentais obtidos até 0 momento, porém, ndo permitem decidir entre as duas hipdteses
acima, o que exigira mais experimentos.

Sendo assim na Figura 33 os espectros LSPR para as diferentes modificagdes na
superficie dos AuNRs imobilizados sdo apresentados a partir da modificagdo com MUA. Na
Figura 33 é visto um deslocamento do maximo da banda LSPR referente ao plasmon
longitudinal dos AuNRs com as sucessivas modificacfes da superficie realizadas de acordo
com 0 mostrado no esquema da Figura 11, mostrando que as modificacfes superficiais estdo
causando variacao no indice de refracdo local. Uma melhor visualizagdo destes deslocamentos

pode ser vista no gréafico de barras mostrado na Figura 34.

Figura 33: Deteccao de anti-BSA na superficie dos AUNRs imobilizados em vidro.
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Figura 34: Grafico de barras do deslocamento de BSA e Anti-BSA em relacéo a superficie das
AuNRS modificadas com MUA.
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A partir do grafico de barras mostrado na Figura 34 é possivel observar grandes
deslocamentos do maximo da banda LSPR com as modificacg@es feitas na superficie dos AUNRs
ja funcionalizados com MUA. A utilizacdo de EDC/NHS serve para modificar o grupo
carboxila do MUA com a molécula de NHS, cujo acoplamento permite a imobilizacdo de
biomoléculas que contenham grupamentos amina, como a proteina BSA. O deslocamento para
BSA é ca. 26 nm, proteinas sdo moléculas relativamente grandes capazes de variarem em
grande extensdo o indice de refracdo local, explicando assim este grande deslocamento. Por
outro lado, o tamanho da BSA pode prejudicar a sensibilidade na deteccdo de anti-BSA,
afastando o antigeno anti-BSA da superficie dos AuNRs. Devido ao decaimento exponencial
do campo eletromagnético local com o aumento da distancia, a sensibilidade diminui de acordo
com que a distancia entre o analito e a superficie dos AUNRs aumenta. Isto explica o fato do
deslocamento entre anti-BSA e BSA € ca. 2 nm apenas, no entanto ainda é possivel fazer a

deteccdo da molécula de Anti-BSA.
Suspensdes coloidais de AUNRS
O procedimento para a detec¢do de Anti-BSA em suspensdes coloidais é 0 mesmo para

0s AuNRs imobilizados sobre vidro, exceto com relacdo as concentrac6es, que foram adaptadas

para evitar agregacdo dos AuNRs em suspensdo. Na Figura 35 sdo mostrados os espectros
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LSPR para diferentes etapas da modificagdo dos AuNRs até a imobilizagdo de BSA e na Figura
36 o grafico de barras para os deslocamentos do maximo da banda LSPR em relacdo aos AUNRs
sem modificacdo.

Figura 35: Espectros LSPR das modificacdes na superficie dos AUNRS em suspensao até a
imobilizacdo de BSA
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Figura 36: Grafico de barras do deslocamento do méximo da banda LSPR para MUA e BSA
em relagdo aos AUNRs sem modificagdes
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A partir do gréafico de barras apresentado na Figura 36, verifica-se um deslocamento
menor para 0 MUA, de 6 nm, e para a proteina BSA de 21 nm em relacdo aos AUNRS sem
modificacdo da superficie. O deslocamento é maior para BSA devido ao maior tamanho da
BSA em relagcdo ao MUA. Na Figura 37 temos a aplicacédo deste sistema na deteccdo de
Anti-BSA, que foi monitorada pelo deslocamento do méaximo da banda LSPR com as
modificacdes sequenciais na superficie dos bastdes.

Figura 37: Deteccdo de Anti-BSA na superficie de AUNRs em suspenséo
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Para termos uma melhor dimenséo dos deslocamentos causados pelas modificagdes
superficiais na Figura 38 é apresentado um grafico de barras para tais deslocamentos. O
deslocamento do maximo da banda LSPR € de 27 nm para a BSA e 34 nm para o anti-BSA. O
deslocamento entre 0 méximo das bandas LSPR entre as modifica¢fes de BSA e anti-BSA foi
de 7 nm. Apesar do tamanho das proteinas, tamanho este que interferiu na deteccdo de anti-
BSA utilizando substratos de bastdes imobilizados sobre vidro, onde o deslocamento entre as
modificagdes de BSA e anti-BSA foi de apenas 2 nm. Acredita-se que as AUNRS em suspensao
sejam mais sensiveis do que quando imobilizadas devido a sua maior area superficial livre para
interacdo quando em suspensdo, porém ainda sdo necessarias medidas quantitativas de

sensibilidade para AUNRs em suspensao, para uma melhor comparacéo entre os substratos.
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Figura 38: Grafico de barras do deslocamento de BSA e Anti-BSA em relacdo aos AUNRS
sem modificacéo.
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4.8. ATIVIDADE SERS

Para a utilizacdo de AuNPs como substratos para a constru¢do de biossensores

SERS é necessario que elas possuam atividade SERS significativa. Na construgdo de

biossensores SERS utilizando o método de detec¢do extrinseca, ha a necessidade da obtencédo

de um sinal SERS de uma molécula-prova, no caso desse trabalho o corante IR-820, inserido
em uma matriz complexa formada pelas modificacfes da superficie metalica.

Na Figura 39 estd apresentada a comparagdo do espectro Raman para a solugédo de

IR-820 com o espectro SERS do mesmo corante, ambos na concentragio de 1,0x10° mol Lt

excitados em 633 nm, para 0s AUNRs em suspensao.
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Figura 39: Espectro Raman do IR-820 em solugdo (em preto) e Espectro SERS do IR-820
utilizando os AuNRs em suspensao (em azul), comprimento de onda de excitacdo do laser em
633nm
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Intensidade (u.a

Para 0s AuNRs em suspensdo uma boa atividade SERS na excitacdo de 633nm ¢é
observada na Figura 39. A excitacdo em 633 nm foi utilizada devido ao corante IR-820 possuir
uma banda de absor¢cdo com maximos em 690 nm e 819 nm (NEVES; ANDRADE, 2015) e
pouca intensidade de absorcdo na regido de excitacao do laser, na tentativa de diminuir efeitos
de ressonancia e fluorescéncia. A solugéo etandlica de IR-820 na concentragdo 1,0 pmol L™
ndo apresenta intensidade Raman significativa, além disso ndo é possivel a visualizacdo de
nenhuma banda vibracional caracteristica do corante. J& com a adsorcdo do corante na
superficie dos AUNRSs esse sinal é bastante intensificado, além de que ndo h4d nenhuma mudanca
significativa das bandas do corante em relagdo ao espectro obtido em solugédo etandlica em
concentracdes maiores que 1,0 umol L. Este resultado mostra a possivel aplicagdo dos AuNRs
em suspensdo para aplicacdo em biossensores com o SERS como técnica de deteccéo.

Como a deteccdo SERS foi por meio de um imunoensaio sanduiche, tanto os AuNRs
em suspensdo como os AuNRs imobilizados sobre o vidro, devem possuir atividade SERS
apreciavel. Na Figura 40 ¢ apresentado o espectro SERS do IR-820 10 umol L* sobre os filmes

de AuNRs imobilizados sobre vidro, na excitagdo de 785nm.
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Figura 40: Espectro SEF de IR-820 adsorvido sobre os filmes de AuUNRs imobilizados
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A Figura 40 nos mostra um espectro caracteristico de fluorescéncia ao invés de um
espectro caracteristico do espalhamento Raman. Ou seja, temos um espectro SEF em vez de um
espectro SERS, isto acontece pelo fato de estarmos trabalhando (excitacdo em 785nm) na regido
onde o IR-820 é ressonante. Sendo assim o sinal de fluorescéncia do corante se mostrou muito
mais intenso do que o sinal SERS. Trabalhando com o laser em excitacdo em 633 nm néo foi
possivel obter nenhum sinal dos filmes de AuNRs. Além disso, como esses substratos sdo muito
sensiveis a radiacdo, nao foi possivel aumentar a poténcia da radiacdo excitante para a obtencéo
de espectros SERS. Foi ainda testado o corante Rodamina 6G e 0 mesmo também nao
apresentou nenhum sinal em nenhuma das duas radiacGes excitantes, devido aos mesmos
problemas de sensibilidade a radiacao por parte dos substratos.

O sinal de fluorescéncia mais intenso que o sinal SERS permite que o material
desenvolvido seja utilizado como uma ferramenta de diagnostico por SEF, assim como 0 SERS.
Para verificar isto, realizou-se a deteccdo de Anti-BSA utilizando os substratos construidos no

presente trabalho.

4.9. DETECCAO DE BIOMOLECULAS POR SERS/SEF

Para a deteccdo SERS/SEF foi utilizado um imunoensaio sanduiche apresentado na
secdo 3.8 e na Figura 12. Os substratos utilizados foram os AuNRs imobilizados sobre vidro,

construidos conforme o método (2) (veja em 3.4). Pelos resultados da detecgdo de anti-BSA
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por LSPR (veja em 4.8.2), foi verificada a presenga de Anti-BSA na superficie dos AUNRS
imobilizados, que é de extrema necessidade para a utilizagcdo deste imunoensaio sanduiche. Para
esta deteccdo preparou-se a outra parte do substrato SERS/SEF que consiste nos AUNRs com
BSA imobilizada com a molécula repérter, o corante IR-820. Na Figura 41 temos o espectro
SERS/SEF do AuNRs em suspensao modificados com BSA e IR-820.

Figura 41: Espectro SERS/SEF dos AuNRs em suspensdo modificados com BSA e com a
molécula reporter. Laser com excitacdo em 785nm

6000

5000

4000

3000

2000

Intensidade (u.a.)

1000

500 1000 1500
NGmero de onda (cm )
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

A Figura 41 nos mostra um espectro com intensidade de fluorescéncia muito maior
que a intensidade SERS observada sobre o fundo de fluorescéncia. Este resultado confirma a
presenca do corante IR-820 na superficie das AuNRs, ou seja, esses AuNRs podem ser
utilizados para a deteccdo de Anti-BSA, utilizando SERS. A excita¢do em 785 nm foi escolhida
no intuito de utilizar a ressonancia do IR-820 para obtencdo de uma maior intensidade SERS,
porém a fluorescéncia é um grande interferente. Por outro lado, ndo foi obtido sinal SERS
significativo utilizando a excitagdo em 633 nm utilizada para outros experimentos.

O motivo para o baixo sinal SERS pode estar associado & presenga de uma
monocamada de MUA sobre os AuNRs, que pode impedir que as moléculas de IR-820
adsorvam-se na superficie dos bastdes. Essa situacdo aumenta a distancia entre o corante e a
superficie dos AuNRs, o que pode permitir que o campo eletromagnético local intensificado
nas proximidades das nanoparticulas intensifique o sinal de fluorescéncia. Quando uma
molécula fluoréfora esta adsorvida na superficie de uma nanoparticula metalica, esta tem sua
fluorescéncia suprimida, devido ao acoplamento com o SP, de maneira que um fluxo de energia

do fluoréforo para o SP € gerado, suprimindo a fluorescéncia. No entanto, quando uma camada
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de um semicondutor ou isolante é formada sobre a superficie das nanoparticulas, a molécula
fluorescente ndo fica adsorvida diretamente na superficie metalica e assim sofrera apenas acéo
do aumento do campo eletromagnético local e terd seu sinal de fluorescéncia intensificado
(AROCA, 2006). Com a presenca da molécula marcadora na superficie dos AuNRs em
suspensdo, os substratos de filmes de AUNRs modificados com anti-BSA e sem anti-BSA foram
imersos nessa suspensdo. Os espectros de um mapeamento SERS com 25 pontos nesses
substratos sdo mostrados na Figura 42.

Figura 42: Espectros SERS/SEF dos substratos na presenca e na auséncia de Anti-BSA no
substrato de vidro. Laser com excitagdo em 785nm
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Os espectros de fluorescéncia se mostram muito mais intensos que 0S espectros
SERS, como observado na Figura 41. Utilizando outras radia¢des ndo foi possivel obter nenhum
espectro, seja de SERS ou de fluorescéncia. Na presenca do anti-BSA o sinal de fluorescéncia
é mais intenso na média do que na auséncia do anticorpo; isso indica que a interagéo entre BSA
e anti-BSA faz com que os AUNRs em suspensdo fiquem adsorvidos na superficie dos filmes
de AuNRs. Apesar dos substratos serem lavados ap0s a imersao na suspensdo de AuNRs, ainda
had AuNRs adsorvidos na superficie (resultante da modificacdo prévia do vidro), explicando
assim o baixo sinal nos substratos onde ndo ha anti-BSA. Para uma melhor visualizagdo dessas
intensidades um grafico de barras da média das &reas de todos os espectros foi feito e € mostrado
na Figura 43e na Figura 44 é mostrado um mapeamento da banda de fluorescéncia do IR-820,
onde é possivel observar que na presenca de anti-BSA o sinal SEF médio é muito mais intenso
do que em sua auséncia.

Figura 43: Grafico de barras para o somatorio da area dos espectros da Figura 42.

400000
300000

200000

[N

-
©

2
(U
&
—
<

Sem Anti-BSA Com Anti-BSA

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.



77
RESULTADOS E DISCUSSOES L. P. F. PEIXOTO

Figura 44:Mapeamento SEF de 25 pontos dos espectros mostrados na Figura 42.
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As Figura 43 e 44 nos mostram que a intensidade dos espectros na presenga de anti-
BSA é trés vezes maior do que na auséncia do mesmo. Esse resultado indica que € possivel
realizar a deteccdo de anti-BSA com esse procedimento. A possibilidade de deteccdo do
anticorpo pode ser entendida considerando que a interacdo entre o anti-BSA e a BSA faz com
que AuNRs modificados com o IR-820 adsorvam-se melhor na superficie dos filmes do que na
auséncia dessa interacdo. A deteccao de anti-BSA indicou que o SEF também pode ser utilizado

para diagndstico.

4.10. TEMPO NECESSARIO PARA CADA DETECCAO

Na Tabela 1 sdo mostrados 0s tempos para a construcao e analise de cada substrato
utilizado como biossensor construido neste trabalho, a fim de mostrar as vantagens na utilizacao
desses substratos em relagdo aos seus tempos de analise, 0 que é de extrema importancia para
sua aplicacdo como biossensores de diagnostico preliminar. Os tempos sdo sempre
considerados em termos dos maiores tempos para cada procedimento.
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Tabela 1: Tempo de analise para cada tipo de substrato e analito.

Tipo de biossensor Analito Tempo para Tempode  Tempo de andlise
construcéo do adsorcao
substrato analito

AuNRs imobilizados Estreptavidina 104 h 15 min LSPR < 1min
AUNRs imobilizados Anti-BSA 160 h 12 h LSPR <1 min
AUNRSs em Anti-BSA 28h 1h LSPR <1 min
suspensao

. - Anti-BSA com
AUNRs imobilizados
+ AUNRS em IR8-829 como 188 h 15h Mapeamento

~ molécula Raman < 1h
suspensao

marcadora

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O tempo de construcgdo foi alto, mas é interessante ressaltar que esse tempo é grande
devido a necessidade de garantir a formagdo de monocamadas dos diversos modificadores,
como MUA, cisteamina, e MPTMS. No entanto, o tempo de analise ap6s a preparacdo do
dispositivo foi em geral muito curto. Por exemplo, para as detec¢des utilizando LSPR, em
menos de 1 minuto é feita a analise no espectrometro. Nota-se também, que o tempo necessario
para adsorcdo do analito na superficie do substrato depende do analito e do substrato utilizado.
Considerando que os substratos sejam construidos previamente, os tempos de adsor¢do do
analito + analise no equipamento s&o pequenos. E possivel diminuir ainda mais esses tempos,
como por exemplo diminuindo o tempo de adsorcéo do analito, através de medidas em tempo
real, obtidas durante a adsor¢do do analito, até que ndo haja deslocamentos na banda LSPR ou
aumento na intensidade de fluorescéncia ou Raman. Desta forma, pode-se determinar o tempo
necessario para saturagdo da superficie devido a adsorcdo do analito. Sendo assim, os substratos
descritos podem ser utilizados como biossensores com rapidez de analise, baixo custo e simples

utilizacéo.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel sintetizar e caracterizar os surfactantes CTPAB e CTBAB com alta
pureza. A utilizacdo do CTPAB como direcionador de crescimento para a sintese de AuNBs foi
realizada com éxito. Os AuNRs apresentam alto rendimento, boa homogeneidade e
reprodutibilidade com o controle fino da temperatura.

Estes AuNRs foram adsorvidos em laminas de vidro, sendo demonstrado que este
processo pode ser otimizado atraves de tratamento térmico das ldaminas de vidro previamente a
deposicdo. Resultados de LSPR e voltametria ciclica de blogueio confirmaram a presenca dos
AuNRs na superficie das laminas de vidro. Este material apresentou sensibilidade LSPR de 283
nm RIU. Em virtude disto, foi possivel utilizar os substratos de AUNRs imobilizados em vidro
e em suspensado na deteccdo de biomoléculas PdC como Estreptavidina e anti-BSA por LSPR.

Adicionalmente, demonstramos que devido as modificacGes de superficie dos
AuUNRs, a técnica de SEF foi mais apropriada que SERS como um método de diagnostico de
anti-BSA por imunoensaio sanduiche, utilizando da fluorescéncia do IR-820. Conclui-se
portanto que foram construidos biossensores de baixo custo, com rapidez e simplicidade de

analise que sdo promissores para a deteccdo de diversas doencas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar deste trabalho mostrar deteccbes eficientes por LSPR e SEF de
biomoléculas, consiste em apenas uma das etapas para o estudo e a construgdo de biossensores
de baixo custo, rapidez e simplicidade de anélise com alto desempenho. A necessidade de
biossensores de diagndstico preliminar ainda é grande, principalmente em paises em
desenvolvimento, que possam ser utilizados no campo, em areas de dificil acesso ou com
saneamento béasico precério. A construcdo de dispositivos miniatuarizados e de alto
desempenho utilizando biossensores plasmonicos e sua utilizacdo no campo ainda € um objetivo
longe de ser alcancado. No entanto o estudo minucioso dos fenémenos e técnicas utilizadas na
construcdo de biossensores plasmonicos é de extrema necessidade para alcancar tais objetivos.

Nesse contexto estdo centradas algumas perspectivas futuras como:

» Otimizacdo da sintese de AuNBs, além da utilizacdo de outros surfactantes para
a sintese de AuNPs de formas e tamanhos diferentes. Utilizacdo de reagentes naturais ou
biodegradaveis na sintese de AuNPs também é interessante no ponto de vista econémico e
ambiental.

» Caracterizacdo avancgada dos substratos: é de extrema importancia para o melhor
conhecimento de fenbmenos como LSPR e necessaria para aumentar a eficiéncia dos
biossensores construidos.

» Otimizacdo dos processos na construcdo dos substratos, para que se tenha
substratos homogéneos e que sejam reprodutiveis. Padronizacdo na obtencdo de espectros
LSPR e SERS no intuito de obter analises mais reprodutiveis.

» Construcdo de biossensores seletivos: biossensores com protecdo superficial
minimizam a adsor¢cdo ndo especifica e sendo assim podem ser utilizados em matrizes
complexas. E uma etapa necessaria para a utilizacio dos biossensores em experimentos a partir

de material biol6gico coletado.
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