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OLIVEIRA, Marcelo J. S. Deteccdo de contaminantes emergentes em meio aquoso via
espalhamento Raman amplificado em superficie (SERS). 2023. 72f. Dissertacdo (Mestre em
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ger?il\J/rer:ocie agregacdo das nanoparticulas metélicas é um dos fatores que influenciam a detecgéo de
substancias de interesse através da técnica de espalhamento Raman amplificado em superficie
(SERS), podendo afetar a reprodutibilidade e a sensibilidade das analises. Neste contexto, este
trabalho teve como foco avaliar o efeito de dois métodos de preparo de amostras (adi¢éo de padrédo
externo (APE) e adi¢cdo multipla de padrdo (AMP)) para deteccéo do fungicida tiabendazol (TBZ)
como molécula alvo por meio da técnica SERS utilizando coloide de prata (AgNPs). Foi possivel
verificar por espectroscopia de extin¢cdo no UV-Vis, potencial zeta, espalhamento dinamico de luz
(DLS) e microscopia eletrdnica de transmissao (MET) que em ambos 0s métodos o TBZ induziu
significativa agregacdo coloidal, porém com diferencas a se destacar. A concentracdo para a qual
é induzida intensa agregacéo (concentracéo critica - cc) foi de 9,0x10® mol/L para o método APE
e 2,3x10° mol/L para o método AMP. As isotermas de adsorcdo obtidas via SERS (intensidade
SERS vs concentracdo de TBZ) apresentaram uma correspondéncia direta com a agregacao
coloidal. Em ambos os métodos (APE e AMP), e para baixas concentra¢@es (< cc), ha a formacao
de uma camada de TBZ, cuja adsorcdo é favorecida pelo aumento da concentracdo de TBZ
(“adsorg¢do cooperativa”). Porém, em altas concentragdes (> cc), a isoterma de adsorcao atinge um
patamar para 0 método APE (excesso de TBZ disperso no coloide e possivel formacdo de
multicamadas) e uma queda abrupta para o método AMP (degradacdo da dispersdo
coloidal/precipitacdo). Em termos da morfologia dos agregados, o método APE em baixas
concentracdes apresentou agregados mais compactos com dimensdes de até 500 nm e em altas
concentragOes agregados mais ramificados e superiores a 2 pm. J& 0 método AMP em baixas
concentragOes apresentou agregados mais ramificados com dimensdes de até 2 um e em altas
concentracdes agregados mais compactos e superiores a 2 um. Portanto, a partir destes aspectos
morfologicos em funcdo da concentracdo de TBZ, e considerando os mecanismos DLCA
(diffusion-limited colloid aggregation — agregacgéo coloidal limitada pela difusdo das AgNPs) e
RLCA (reaction-limited colloid aggregation — agregacao coloidal limitada pela interacdo entre as
AgNPs), pode-se inferir que 0 método APE segue o mecanismo RLCA de agregagdo em baixas
concentracdes e DLCA em altas concentracbes. Em contrapartida, 0 oposto ocorreria para o
método AMP. Por fim, em termos quantitativos, apesar das diferencas supracitadas e sob as
mesmas condi¢des experimentais, os limites de deteccdo do TBZ para ambos os métodos foram
muito proximos (método APE: 5,9x10® mol/L; método AMP: 4,9x10® mol/L).



Palavras chaves: SERS; deteccdo; tiabendazol; mecanismos de agregacdo, métodos de adicéo.



Abstract
The level of aggregation of metallic nanoparticles is one of the factors influencing the detection of

substances of interest through the technique of Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS),
which can impact the reproducibility and sensitivity of analyses. In this context, this study aimed
to evaluate the effects of two sample preparation methods (external standard method (ESM) and
standard addition method (SAM)) for detecting the fungicide thiabendazole (TBZ) as the target
molecule using the SERS technique with silver colloids (AgNPs). By employing extinction
spectroscopy in UV-Vis, zeta potential measurements, dynamic light scattering (DLS), and
transmission electron microscopy (TEM), it was observed that both methods induced significant
colloidal aggregation of TBZ, albeit with distinct characteristics. The critical concentration (cc) at
which intense aggregation occurred was determined to be 9.0x10°® mol/L for the ESM method and
2.3x10° mol/L for the SAM method. Adsorption isotherms obtained via SERS (plotting SERS
intensity against TBZ concentration) exhibited a direct correlation with colloidal aggregation. In
both the APE and AMP methods, at low concentrations (< cc), a TBZ layer was formed, with
adsorption favored by increased TBZ concentration (referred to as "cooperative adsorption").
However, at higher concentrations (> cc), the adsorption isotherm plateaued for the ESM method
(indicating an excess of TBZ dispersed in the colloid, possibly leading to multilayer formation)
and exhibited a sharp decline for the SAM method (indicating degradation of colloidal dispersion
or precipitation). Regarding aggregate morphology, the ESM method at low concentrations
exhibited more compact aggregates measuring up to 500 nm, while at high concentrations, the
aggregates were more branched and exceeded 2 um in size. Conversely, the SAM method
displayed more branched aggregates at low concentrations, with dimensions of up to 2 um, and
more compact aggregates exceeding 2 pum at high concentrations. From these morphological
observations, in relation to TBZ concentration and considering the diffusion-limited colloid
aggregation (DLCA) and reaction-limited colloid aggregation (RLCA) mechanisms, it can be
inferred that the ESM method follows the RLCA mechanism at low concentrations and DLCA at
high concentrations, whereas the reverse is true for the SAM method. Lastly, in quantitative terms,
despite the aforementioned differences and under identical experimental conditions, the limits of
detection for TBZ were very similar for both methods (ESM method: 5.9x10® mol/L; SAM
method: 4.9x10°8 mol/L).

Keywords: SERS; Detection, Thiabendazole,aggregation mechanisms, addition methods.
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1. Introducéo

1.1.  Motivacéo

As pesquisas relacionadas a técnica de espalhamento Raman amplificado em
superficie (do inglés surface-enhanced Raman scattering — SERS) crescem ao longo dos
anos devido as vantagens que a técnica proporciona, como baixo custo relativo, métodos de
preparacdo simples, além da alta sensibilidade e seletividade, caracteristicas necessarias em
uma aplicacdo sensorial. A técnica SERS utiliza nanoparticulas (NPs) metélicas (Au, Ag e
Cu para lasers de excitacdo no visivel) como "substratos SERS", que podem amplificar o
sinal de Raman em até 10'° em situacdes especificas, como os chamados hot spots (pontos
intersticiais nos agregados de nanoparticulas) [1], podendo realizar anélises em baixas
concentraces, incluindo a deteccdo de molécula unica [2,3].

Porém, as flutuacGes na intensidade do sinal SERS ainda sdo um dos desafios para
aplicacdo rotineira da técnica como ferramenta analitica. Estdo relacionadas com a
homogeneidade do substrato SERS em termos de morfologia, tamanho e distribuicdo
espacial das nanoparticulas metalicas (agregacdo), bem como com a interacdo dos analitos
(adsorbatos) em diferentes regides dos agregados de nanoparticulas. No caso dos hot spots,
por exemplo, se por um lado tais regiGes apresentam um forte campo elétrico responsavel
por um intenso aumento do sinal Raman [4,5], por outro, porém, podem ser também
responsaveis pela baixa reprodutibilidade na intensidade do sinal.

Portanto, para melhorar a reprodutibilidade da técnica, sem perder sua capacidade de
amplificacdo, além das modificacdes realizadas nas suspensdes coloidais, é possivel utilizar
substratos SERS sdlidos [6]. Nosso grupo de pesquisa vem utilizando suspensdes coloidais
desde 2015, a partir de uma colaboracdo com o Dr. Santiago Sanches Cortez pesquisador do
Consejo Superior de Investigacion Cientifica (CSIC) em Madri, Espanha [7], quando
passamos nao sO a buscar a aplicacdo analitica da técnica SERS [8], como também a
determinar os mecanismos de interagdo analito/nanoparticula metalica [9,10].

A agregacéo das nanoparticulas € um dos principais fatores para a amplificacdo do
sinal SERS devido a proximidade das NPs produzirem os hot spots. O trabalho de Vesga et
al. [11], mostra a influéncia na intensidade SERS da agregacdo das NPs com a glicina
favorecendo a agregacdo das NPs [11]. Vesga et al. analisaram a influéncia do pH e o tempo
de adsorcéo da molécula na agregacdo das NPs através da técnica de absor¢édo no UV-Vis e

espalhamento dinamico de luz. Os autores observaram que em concentracGes mais altas (50
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e 100 g/kg) com o pH 4, ocorre maior agregacdo das NPs e, consequentemente, um melhor
sinal SERS em intensidade [11].

1.2. Mecanismos de agregacao das NP: DLCA e RLCA

De acordo com Lin et al. [12], as suspensdes coloidais sdo estabilizadas por grupos
carregados adsorvidos na sua superficie, os quais formam uma barreira repulsiva nas
nanoparticulas que impede que ocorra o processo de agregacdo. O processo de agregacao
seria determinado pela probabilidade (P), dada por P o ¢ "), sendo Ep 0 valor da barreira
repulsiva. Para que o coloide ndo agregue, o valor de E, deve ser muito maior que KT [12].
Os mecanismos de agregacdo abordados por Lin et al. [12] sdo dois: agregacao coloidal
limitada por difusdo (do inglés difusion-limited colloid aggregation - DLCA ) e agregacéo
coloidal limitada por reacdo (do inglés reaction-limited colloid aggregation - RLCA). Cada
mecanismo possui caracteristicas distintas, porém, em ambos mecanismos 0s agregados
formados sdo fractais [12].

No primeiro mecanismo DLCA a barreira repulsiva que envolve a nanoparticula é
totalmente removida (Ep << kT, P ~ 1), proporcionando um nimero elevado de colisdes entre
as particulas ou agregado, sendo que todas as particulas que colidem formam agregados,
sendo uma agregacao rapida. Dessa forma, a taxa de agregacao é limitada apenas pelo tempo
entre colisdes induzidas pela difusdo. No mecanismo DLCA, a remogé&o da barreira repulsiva
na pratica se da utilizando-se uma alta concentracdo de adsorbato (analito), os quais, apos
adsorverem na superficie das nanoparticulas, promovem a remocdo da barreira repulsiva
pela troca dos ions adsorvidos na superficie das nanoparticulas (oriundos da sinteses
coloidal) pelo adsorbatos (eletricamente neutros), facilitando a formacéo de agregados.

J& para 0 mecanismo RLCA ocorre a diminui¢do da barreira repulsiva apenas em
poucas regides (Ep > KT, P << 1), portanto, para que haja a agregacdo deve-se ter um grande

namero de colisGes antes que duas particulas ou agregados se unam sendo esta uma
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agregacdo lenta [12]. O mecanismo RLCA ocorre em baixas concentracGes de analito,
fazendo assim que pequenas quantidades de nanoparticulas sejam recobertas.

No trabalho de Lin et al. [12], os autores realizaram medidas com 3 coloides
diferentes: nanoparticulas de Au, nanoparticulas de silica e nanoparticulas de latex de
poliestireno, além de realizarem simulacdo computacional. Os autores realizaram medidas
por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) dos 3 coloides para estudar o tipo de
agregado que formariam, relacionando-os com os mecanismos DLCA e RLCA. Para o
coloide de Au reduzido com citrato utilizaram a piridina (molécula neutra) para promover a
agregacdo, sendo assim, para induzirem o mecanismo DLCA foi adicionada uma
concentracio de 10 mol/L e para 0 mecanismo RLCA foi adicionado 10* mol/L. No
coloide de silica reduzido por OH™ ou SiO", a agregacdo foi induzida por NaCl, em alta
concentracdo (1,7 mol/L), onde o mecanismo atuante é o DLCA, e em baixa concentracédo
(0,6 mol/L) para o RLCA. Por fim no latex de poliestireno reduzido por adsorcdo de acido
carboxilico, a fim de induzir o mecanismo DLCA foi adicionado 1,2 mol/L de HCI enquanto
que o RLCA foi adicionado 0,2 mol/L de NaCl. Nesse trabalho os autores apresentaram as
imagens dos agregados formados por cada coloide e denominaram o mecanismo DLCA
como agregados mais abertos e ramificados com um baixo valor de dimensdo fractal (ds
~1,8) e Mmedio crescendo linearmente com o tempo. No mecanismo RLCA os agregados séo
mais compactos com maior valor de dimensdo fractal (df = 2,1) € Mmedio Crescendo
exponencialmente com o tempo.

Em outro estudo publicado no livro “Amplificacion plasmonica de espectros Raman
y de fluorescencia: SERS y SEF sobre nanoestructuras metalicas” por Aroca et al. [13], 0s
autores realizaram medidas de absor¢cdo no UV-Vis e analisaram imagens MET de
nanoparticulas de prata utilizando dimetilcitosina (molécula neutra) para determinar os

mecanismos de agregacdo. Neste trabalho ha uma divergéncia entre os mecanismos de
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agregacao citados por Lin et al.[12]. No trabalho de Aroca et al.[13], temos 0s seguintes
resultados:

o Em altas concentracGes de analito ha a diminuigéo da densidade de carga. Tal
diminuicdo contribui para a agregacao limitada por difusdo (DLCA) resultando em
agregados compactos (D> 2) com bandas de extingdo em menores comprimentos de
onda.

o Em baixas concentragfes de analito ndo ha uma diminuicéo consideravel da
densidade de carga, o que contribui para a agregacao limitada por reagdo (RLCA),
resultando em agregados ramificados (Ds < 2) com bandas de extin¢cdo em maiores

comprimentos de onda.

Portanto, ambos autores concordam na descricdo dos mecanismo DLCA e RLCA,
contudo nota-se diferenca entre os formatos dos agregados formados em cada método. Lin
et al.[12], associa a formacdo de agregados ramificados com o mecanismo DLCA, enquanto
que Aroca et al. [13], a formacdo dos agregados compactos. JA no RLCA Lin et al. .[12],
atribui 0 mecanismo a formacéo de agregados compactos. Porém, Aroca et al. [13], associa
este mecanismo a formacédo de agregados mais ramificados. Vale ressaltar que, em ambos
os trabalhos foi utilizado 0 mesmo método de adi¢do, chamado método de adicdo padrédo
externo, ou seja, cada aliquota da solucdo do analito é adicionada a uma aliquota de coloide,
além dos analitos utilizados para promover a agregacao coloidal serem neutras.

Adicionalmente, o trabalho de Darby & Le Ru demonstram que 0 modo de preparo
das amostras influencia no sinal SERS [14]. Os autores compararam dois métodos de adi¢éo
de dois analitos distintos (rodamina 6G e azul do Nilo A) ao coloide de prata reduzido com
citrato (AgCT): i) adicdo de um pequeno volume do analito concentrado (Large Dilution
Fator - LDF), exemplo: 10 pL de analito na concentracdo de 10 pM em 990 pL de coloide

de AQCT e ii) adi¢do do analito diluido em um volume equivalente do coloide (Half-Half
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Dilution — HHD), exemplo: 500 uL de analito na concentragdao 200 nM em 500 pL de coloide
de AgCT; em ambos os casos mantendo a mesma concentracdo final do analito nas solugdes
(0,1 uM). Neste trabalho foi possivel observar que o método de adicdo HHD se mostrou
mais eficaz em termos de amplificacéo, a qual foi aproximadamente 4,5 vezes maior do que
0 método LDF. Os autores atribuiram o melhor desempenho do método HHD ao processo
de cinética de adsorcdo do analito as nanoparticulas ser mais rapida do que o processo de
difusdo molecular do analito no meio coloidal. Porém, ressalta-se que o resultado pode variar
de acordo com a molécula sendo avaliada devido a afinidade da molécula pela superficie das
NPs. Assim, podemos observar que diferentes preparos das amostras podem influenciar

diretamente no sinal SERS.

2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo avancar no estudo de como 0s processos de
preparacdo de amostra (adi¢do padrdo externo — APE e adicdo mdltipla de padrdo — AMP)
afetam a formacdo de agregados em sistemas coloidais (morfologia: tamanho e formato),
relacionando-os com os mecanismos de agregacdo (DLCA e RLCA). Complementarmente,
busca-se compreender como cada método (APE e AMP), e, consequentemente, como 0s
agregados formados, influenciam na reprodutibilidade do sinal SERS em relacdo a deteccéo

e quantificacdo de contaminantes.
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3. Procedimento experimental

3.1.  Preparacao das amostras de tiabendazol (TBZ)

O pesticida TBZ e o solvente etanol possuem alto grau de pureza (=99%) e foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O TBZ apresenta solubilidade em &gua de 2,0x10*
mol/L (a 25° C) e em etanol de 1,3x10"* mol/L (a 25° C), com ponto de fusdo préximo a
298-304 °C [15,16]. As solucdes aquosas foram preparadas utilizando agua Milli-Q
ultrapura (pH=5,6 ¢ resistividade 18,2 MQ.cm a 25°C). A Figura 1 mostra a estrutura
quimica do TBZ.

a5 o
| Ane ¥ ne 2@ —@. Anel 1 ;"/
.g, 9

Figura 1: Estrutura quimica do TBZ. Fonte: autoria propria.

Devido a baixa solubilidade do TBZ em 4&gua, as solu¢Bes do pesticida foram
preparadas a partir de uma solugdo estoque de TBZ dissolvido em etanol (concentragdo 1072

mol/L) para posteriores diluicGes em meio aquoso, de acordo com a Figura 2.

Diluido 100 uL de TBZ 102 Diluido 100 uL de TBZ 1073 Diluido 100 uL de TBZ 10*
100% etanol em 900 uL de H,O em 900 uL de H,O em 900 uL de H,O

TBZ 102 mol/L TBZ 103 mol/L TBZ 10*mol/L TBZ 10~ mol/L
em etanol em agua em agua em agua

Figura 2: Preparo das diluicdes do TBZ em diversas concentragdes (102, 103, 10% e 107
mol/L). Na solugio 102 mol/L o TBZ ¢ dissolvido em etanol. Em 10 mol/L a solug&o possui
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10% de etanol em agua, em 10 mol/L possui 1% de etanol e em 10~ mol/L possui 0,1% de
etanol. Estas solu¢bes com TBZ ainda serdo diluidas em coloide de Ag.

3.2.  Sintese do coloide de Ag por reducéo de hidroxilamina hidroclorada

Os reagentes utilizados na sintese do coloide de Ag também foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich: nitrato de prata (AgNO3z, MM = 169,88 g/mol), hidréxido de sddio
(NaOH, MM = 40,00 g/mol) e hidroxilamina hidroclorada (NH.OH.HCI, MM = 69,49
g/mol).

O coloide de Ag foi sintetizado com base nos procedimentos descritos por Leopold
e Lendl [17]. Inicialmente, 300 uL de solugdo de NaOH (1,0 mol/L) foram adicionados a 90
mL de solucéo de hidroxilamina (1,6x10 mol/L) sob agitacdo magnética e aguardado 5
minutos para homogeneizacao da solucdo. Em seguida, um volume de 10 mL de solucédo de
AgNOs (1,0x102 mol/L) foi cuidadosamente adicionado (gota a gota). O coloide de Ag foi
mantido sob agitacdo magnética por 10 minutos e, em seguida, mantido a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por 24 horas antes do inicio dos experimentos. Vale ressaltar
que este trabalho envolve a utilizacdo de trés sinteses coloidais distintas, que serdo referidas
como coloide de Ag S1, abrangendo o periodo das medidas de qualificacdo (margo de 2021
a setembro de 2022); coloide de Ag S2 (outubro de 2022 a abril de 2023), abrangendo as
medidas realizadas durante o BEPE do mestrando; e coloide de Ag S3, abrangendo o periodo
subsequente ao BEPE (abril de 2023 a agosto de 2023). Destaca-se que apenas as medidas
de DLS e potencial zeta foram realizadas em suspensdes coloidais diferentes (coloide S1 e
coloide S3). Nas demais medidas, como SERS, UV-Vis e imagens de microscopia eletronica
de transmisséo (MET), utilizou-se o coloide S2.

3.3. Método de preparo da adicdo multipla de padrédo (AMP) e adicdo padréo
externo (APE)

O metodo de adicdo maltipla de padrdo (AMP), exemplificado na Figura 3, consiste
basicamente na adi¢do de vérias aliquotas da solucdo de TBZ (molécula-alvo) em um volume
fixo de coloide de Ag (1 mL), sendo que, para cada adicdo de TBZ sdo realizadas as medidas
de extingdo no UV-Vis, DLS, potencial zeta e SERS.
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Figura 3: Esquema do método de adicdo AMP.

No método adicdo padrdo externo (APE) para cada medida realizada, uma aliquota
de TBZ é adicionada a uma nova aliquota de coloide de Ag. A Figura 4 mostra como €
realizado o método APE. O quadro em destaque (vermelho) é relacionado as concentracdes
finais de TBZ. As medidas de extingdo no UV-Vis, DLS, potencial zeta e SERS séo

realizadas apos a adi¢cdo de cada aliquota de TBZ.
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Figura 4: Esquema do método de adi¢do APE.

3.4. Caracterizacdo do coloide de Ag: UV-Vis, DLS e potencial zeta
As medidas de absorcdo e extingdo no UV-Vis foram realizadas utilizando o

espectrofotbmetro Varian, modelo Cary 50, na regido de 190 a 1100 nm. O tamanho e
potencial zeta das AgNPs (DLS e potencial zeta) foram determinados por meio do
equipamento ZetaSize Nano ZS90 da Malvern (633 nm diodo laser) a 25° C. O coloide de

Ag foi diluido para evitar saturagdo no sinal, como mostrado no esquema da Figura 5.
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Adicdo aliquotade Agitagdo da amostra e
TBZ medida

Adicdo de agua

o |
- . :

Coloide de Ag Coloide de Ag (1000 Coloide de Ag (1000 Coloidede Ag + TBZ
1000 uL pL) +TBZ (20 puL) pL) +TBZ (20 pL) + (3000 L)
H,0 (1980 uL)

Figura 5: Esquema do preparo da amostra para a realizacdo das medidas de UV-Vis, DLS
e potencial zeta. No método APE o coloide de Ag + TBZ ¢ descartado ao final de cada
medida e repete-se 0 processo de preparo da amostra para uma nova aliquota de TBZ. No
método AMP utiliza-se 0 mesmo coloide de Ag + TBZ para as adi¢des subsequentes de TBZ.

No método AMP foi utilizado um volume fixo de coloide de Ag e
adicionadas aliquotas subsequentes de TBZ. A Figura 5 apresenta as amostras
preparadas para as medidas de UV-Vis, e, a
Tabela 2, para as medidas de potencial zeta e DLS (ambas as tabelas se referem ao

método AMP). Néo foram utilizadas as mesmas amostras do UV-Vis para o potencial zeta e
DLS devido ao grande nimero de amostras que foram obtidas pelo UV-Vis. No método
APE, em cada concentracdo de TBZ preparada e adicionada ao coloide de Ag, a amostra era
descartada (coloide de Ag + TBZ). Nas amostras preparadas pelo método APE foi mantido
0 mesmo padrdo utilizado para as medidas SERS, com o volume de coloide de Ag em 1000
ulL e 20 uL TBZ e o volume de agua adicionado em 1980 pL, com volume final de 3000 uL
(coloide de Ag + TBZ). A Tabela 3 mostra os valores de concentragdes utilizados no método
APE para as medidas de UV-Vis, DLS e potencial zeta. Em ambos os métodos considerou-
se apenas a concentracdo de TBZ diluido no coloide, visto que a agua utilizada nos
experimentos tem apenas a fungdo de reduzir a turbidez da disperséo.

Tabela 1: Valores referentes as concentracbes estoques de TBZ e suas respectivas

concentracdes finais (coloide de Ag + TBZ) utilizadas nas medidas de UV-Vis para 0 método
AMP,
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Volume total de TBZ | Volume total da amostra
adicionado no coloide de| (coloide de Ag + TBZ)
Ag (uL)

Solucéo estoque de [ Volume adicionado de TBZ
TBZ (mol/L) (nL) no coloide de Ag

Concentracéo final de TBZ no coloide de Ag
(mol/L)

1 1063 4,1x10°
2 1065 6,0x10°
Lox10° 4 7 1069 9,7x10::
6 13 1075 1,5x10
8 21 1083 2,2x10°
10 31 1093 3.1x10°

Tabela 2: Valores referentes as concentracfes estoques de TBZ e suas respectivas
concentracgdes finais (coloide de Ag + TBZ) utilizadas nas medidas de DLS e potencial zeta
para 0 método AMP.

Solucio Estoque | Volume adicionado de Volume total de TBZ Volume total da amostra | Concentracio final de TBZ no
de TBZ (mol’L) |[TBZ (nL) no coloide de Ag| adicionado no coloide de Ag|(coloide de Ag + TBZ) (pnL) coloide de Ag (molL)
1 1 2501 4,0x10”
1,0x10° 12 13 2513 52x10°
18 31 2531 1.2x10”

1 1 2634 1,7x107
1,0x107* 12 13 2646 6.3x10"
18 31 2664 1.3x107

Tabela 3: Valores referentes as concentragdes estoques de TBZ e suas respectivas
concentracdes finais (coloide de Ag + TBZ) utilizadas nas medidas de UV-Vis, DLS e
potencial zeta para 0 método APE.
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Solucéo _\/_olume Volume total _da Concentracéo final de
Estoque de adicionado de amostra (coloide TBZ no coloide de Ag
TBZ (mol/L) | TBZ(L)no | deAg+TBZ) (mol/L)
coloide de Ag (nL)
5,0x1077 20 1000 1,0x10°8
1,5x10°° 20 1000 3,0x10°8
3,0x10° 20 1000 6,0x108
4,5x10 20 1000 9,0x108
5,0x10® 20 1000 1,0x10°
1,5x10° 20 1000 3,0x1077
3,0x10° 20 1000 6,0x1077
4,5x10° 20 1000 9,0x1077
5,0x10° 20 1000 1,0x10°®
1,5x10* 20 1000 3,0x10°®
3,0x10* 20 1000 6,0x10°®
4,5x10™ 20 1000 9,0x10®
5,0x10* 20 1000 1,0x10°
1,5x10%3 20 1000 3,0x10°
3,0x10°3 20 1000 6,0x10°
4,5x10°3 20 1000 9,0x10°5
5,0x10°3 20 1000 1,0x10*

3.5. Medidas SERS

As medidas Raman e SERS foram realizadas utilizando o espectrografo micro-
Raman Renishaw, modelo in-Via, equipado com um microscopio optico Leica com lente
objetiva de 20X e utilizado o laser 785 nm, cuja poténcia maxima incidida nas amostras € da
ordem de uW, com rede de difragdo de 1200 linhas/mm. No preparo das amostras SERS néo
foi preciso diluir o coloide de Ag, como realizado para as técnicas anteriores, pois, nas
medidas SERS a turbidez da amostra ndo afeta no resultado (Figura 6). Porém, como tal
diluicdo pode afetar o sinal SERS, em etapa posterior foram realizadas as medidas SERS
para o coloide diluido. Os valores das aliquotas de cada método estdo dispostas na Tabela 4

para as medidas AMP e na Tabela 5 para as medidas APE.
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Agitacdo da amostra e

Adicao de TBZ realizagio da medida
— - 3
' f— S
A — —_—
Coloide de Ag Coloide de Ag (1000 pL) Coloide de Ag (1000 pL)
1000 L +TBZ +1BZ

Figura 6: Esquema do preparo da amostra para as medidas SERS. No método APE o coloide
de Ag + TBZ é descartado ao final de cada medida e repete-se o processo de preparo da
amostra para uma nova aliquota de TBZ. No método AMP utiliza-se 0 mesmo coloide de
Ag + TBZ.

Tabela 4: Valores referentes as concentracbes estoques de TBZ e suas respectivas
concentracgdes finais (coloide de Ag + TBZ) utilizadas nas medidas SERS do TBZ para o
método AMP.

Solugéo estoque| Volume adicionado de Volume total de TBZ Volume total da amostra |Concentracao final de TBZ
de TBZ (mol/L) | TBZ (nL) no coloide de Ag |adicionado no coloide de Ag |(coloide de Ag + TBZ) (uL) | no coloide de Ag (mol/L)

1 1 1063 4,1x10

2 3 1065 6,0x10°

\ 4 7 1069 9,7x10°
1,0x10° 6 13 1075 1,5x10°
8 21 1083 2,2x10°

10 31 1093 3,1x10°
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Tabela 5: Valores referentes as concentragdes estoques de TBZ e suas respectivas
concentracgdes finais (coloide de Ag + TBZ) utilizadas nas medidas SERS do TBZ para o
método APE.

Solucéo Estoque Volume adicionad(? de Volume totql da Concentracéo final de TBZ

de TBZ (mollL) | B4 (”gg Z‘; coloide arzfg’sf%(;‘;")ozﬂife no coloide de Ag (mol/L)
5,0x10°7 20 1000 1,0x108
1,5x10° 20 1000 3,0x10®
3,0x10® 20 1000 6,0x10®
4,5x10° 20 1000 9,0x10®
5,0x10°® 20 1000 1,0x107
1,5x10° 20 1000 3,0x10”7
3,0x10° 20 1000 6,0x1077
4,5x10° 20 1000 9,0x10”7
5,0x10° 20 1000 1,0x10®
1,5x10* 20 1000 3,0x10®
3,0x10* 20 1000 6,0x10®
4,5x10* 20 1000 9,0x10®
5,0x10* 20 1000 1,0x10°
1,5x10%3 20 1000 3,0x10°
3,0x10°3 20 1000 6,010
4,5x10°3 20 1000 9,0x10°
5,0x1073 20 1000 1,0x10*

3.6. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foram obtidas na
Universidad Complutense de Madrid, utilizando o equipamento JEM 1400 Plus, com tensdo
de aceleracdo de 40 a 120 kV em intervalos de 33 V. O modo MET apresenta resolucdo de
0,38 nm entre pontos e 0,2 nm entre linhas, com aumento variando de 50x a 12,105x. A
camera tem uma distancia focal de 15 a 350 cm em AS DIFF e de 4 a 80 cm em HD DIFF,
e 0 canhdo de elétrons é do tipo termidnico com filamento LaB6. Para a preparacdo das
amostras para as imagens de MET, foi utilizado o Filme de Carbono sobre 200 mesh, Cobre,
adquirido da PELCO Pinpointer Grid. Assim, 5 pLL de suspensao coloidal foram adicionados
a grade e aguardados 15 minutos, retirando-se 0 excesso remanescente de suspensdo

coloidal, como mostra a Figura 7. As imagens foram obtidas 12 horas ap6s o preparo da
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amostra. Para observar os tipos de agregados formados em cada método (APE e SAM),

foram preparadas concentracdes de acordo com o método de adigdo proposto.

Ap6s 15 min
—\
Grid Grid com 5 pL da suspensdao Secagem da Apds 12 hrs
coloidal suspensao coloidal

Figura 7: Representacdo da forma como as amostras foram preparadas para obtencéo das
imagens de MET.
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4. Resultados e discussoes

4.1. Mecanismo de adsorc¢do do TBZ sobre as AgNPs (métodos APE e AMP)

Inicialmente foram obtidos espectros SERS do coloide de Ag e coloide de Ag + 20
uL de etanol (maximo de etanol que adicionamos ao coloide de Ag), e espectros Raman do
etanol e do TBZ em agua (10 mol/L com 1% de etanol porque a solucéo estoque de TBZ
em 1072 mol/L é em etanol), conforme mostra a Figura 8.

F] ° ?
@._ o 3
Anel 3| Anel 2 (@ “Auel 1 ‘/)
Anel 3 ‘ 2 .
o 9 oo

> Tiabendazol L

‘o
9
3

TBZ 104

Coloide de Ag + 20 uL etaneol

Coloide de Ag ——/\'—-‘\\\

T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 8: Espectros SERS do coloide de Ag na presenca e auséncia de 20 uL de etanol e
espectro Raman do TBZ em &gua e etanol (10 mol/L). Laser: 785 nm. Espectros nas
mesmas condi¢des experimentais, com correcdo de linha de base, colocados no zero de
intensidade (offset correction) e normalizados (banda mais intensa com a mesma “altura”).
Coloide S2.

Os espectros Raman do coloide de Ag e da solugio de TBZ (10 mol/L) apresentam
uma banda larga proximo a 1400 cm™, referente a interagdo do laser com a agua [18]. A
auséncia de bandas no coloide de Ag indica que ndo possui impurezas no nivel da medida
realizada. Além disso, o espectro da solu¢cdo de TBZ ndo apresentou nenhuma banda,
indicando que a técnica Raman ndo é sensivel suficiente para realizar a detec¢do do TBZ

mesmo na concentracgdo de 10* mol/L em meio aquoso.
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Intensidade Raman

A partir dos espectros Raman e SERS dos “brancos”, os espectros SERS e Raman do
TBZ foram obtidos para compara-los entre si com o intuito de estudar como a molécula de
TBZ adsorve na superficie das AgNPs (mecanismo de adsor¢do). A Figura 9 apresenta 0s
espectros Raman do TBZ em po e os espectros SERS do TBZ para 1,2x10° mol/L (método
AMP) e para 6,0x10° mol/L (método APE). A Tabela 6 mostra as atribuicdes relacionadas
aos espectros Raman do pé e SERS do TBZ, as quais sdo oriundas do trabalho de Mdller et
al.[19], no qual os autores fizeram uma descri¢do bastante completa dos modos vibracionais
do TBZ associando célculo tedrico (DFT) e resultados experimentais. Nas nossas analises
utilizaremos a atribuicdo do modo vibracional que mais contribui para a vibracao entre as

vibracdes atribuidas, considerando também outros autores (mencionados ao longo da

discussao).
3 ; ] g
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Figura 9: Espectros Raman do TBZ em p6 (em preto), espectro SERS do TBZ 6,0x107
mol/L pelo método APE (em vermelho) e espectro SERS do TBZ 1,2x10° mol/L pelo
método AMP (azul escuro). Todos os espectros foram obtidos com o laser 785 nm. Os
numeros de onda destacados em cores diferentes guardam correlacdo destas cores com 0s
grupos quimicos da molécula de TBZ em destaque (inset: verde = grupo benzimidazol e rosa
= grupo tiazol). Espectros com correcdo de linha de base e normalizados (banda mais intensa
com a mesma “altura”). Coloide S2.
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Tabela 6: Atribuicdes vibracionais do espectro Raman do p6 do TBZ e espectro SERS do
TBZ em coloide de Ag.

TBZ solido | TBZ SERS
(cm™) (cm™) *Atribuictes
Deformagé&o angular (C—S—C) anel 1 + deformagéo angular (C—C—
571 573 C) anel 1 + deformacéo angular (C—C—C) anel 2 + deformacao
angular (C—H) anel 2
Deformagéo angular (C—S—C) anel 1 + deformacéo angular (C—H)
635 630 anel 1 + deformacéo angular (C-C) anel 3
Estiramento (S—C) + deformacdo angular (C=N) anel 1 +
782 783 deformacdo angular (C—N) anel 1 + deformacéo angular (C-C) anel
3
Estiramento (S—C) + deformacéo angular (C=C) anel 1 +
879 884 x _
deformacéo angular (N=C) anel 1
088 990 Estiramento (C-S)
Estiramento (C—N) anel 2 + estiramento (C-C) anel 2,3 +
1011 1011 | deformacéo angular (N=C-N) anel 2,3 + deformacéo angular (C—H)
anel 1
1159 deformacdo angular (C—H) anel 3
Estiramento (C-C) + deformacéo angular (C-H) anel 1 +
1199 1195 | deformacéo angular (N-H) anel 2 + deformacéo angular (C—H) anel
1,2
1959 Estiramento (C—C) + deformagéo angular (C—H) anel 2 +
estiramento (N-H) anel 2 + estiramento (C—H) anel 3
Estiramento (C—N) anel 2 + estiramento (C—-N) anel 2 +
1279 1280 deformacéo angular (C—C—H) anel 2 + deformacéo angular (C=N-
N) anel 2
Estiramento (C-C) anel 3 + estiramento (N-C) anel 2,3 +
1306 deformacdo angular (N-H) anel 2 + deformacéao angular (C=C-H)
anel 3
Deformagéo angular (C-H) anel 1,3 + estiramento (C=C) +
1459 estiramento (C—C) anel 3 + estiramento (N=C)
Estiramento (C—C) anel 2 + estiramento (N=C) anel 2 + estiramento
1577 1579 (C=C) anel 3 + estiramento (C-C) anel 3 +
deformagéo angular (C—H) anel 2 + deformacéo angular (C—N—H)
anel 2
Estiramento (C=C) + estiramento (C—C) anel 2,3 + estiramento
1623 1626 (N=C) anel 2 + deformacéo angular (C—H) anel 3 + deformagéo

angular (N-C) anel 2

A Figura 9 mostra os espectros Raman e SERS do TBZ pelos métodos AMP e APE,

com énfase nas bandas que coincidem em numero de onda (interligados com linhas

pontilhadas). No espectro Raman do pé do TBZ, a banda em 1579 cm™ possui maior

intensidade relativa, sendo referente ao estiramento C-C do grupo benzimidazol [20]
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(circulado em verde na Figura 9), além das bandas em 1280 e 1459 cm™ referentes ao
estiramento C-C (grupo benzimidazol) [21] e deformacdo angular C-H (grupo tiazol) [20],
respectivamente. As bandas em 783, 1280 e 1459 cm™ apresentam 20%, 47% e 35 %,
respectivamente, de intensidade relativa em comparacdo com a banda mais intensa (1577
cm* = 100%), sendo a banda em 783 cm atribuida ao estiramento S-C [22], comum neste
tipo de composto [23].

Como os resultados SERS para ambos os métodos APE e AMP néo apresentaram
alteracdo espectral (nem em numero de onda, nem em intensidade relativa), podemos inferir
que o0 mecanismo de adsorcdo para ambos 0s métodos é o mesmo. Portanto, trataremos
ambos os espectros, independentemente do método, da mesma forma nesta se¢éo. O espectro
SERS do TBZ é caracterizado pelas bandas em 573, 783, 884, 1011, 1579 e 1626 cm™!, entre
outros. A banda em 783 cm, atribuida ao estiramento S-C do grupo tiazol (destaque em
rosa na Figura 9), diferente do observado no espectro do pd, que apresenta a banda com
maior intensidade a banda em 1579 cm™. Com a inversdo da banda mais intensa e 0 aumento
das bandas em 572, 783, 884 e 920 cm?, referentes ao grupo tiazol, indicam a proximidade
deste grupo com a superficie das AgNPs. A diminuicdo da intensidade da banda em 1577
cm? atribuida ao estiramento C-C do grupo benzimidazol pode estar relacionada ao
afastamento deste grupo da superficie das AgNPs. Segundo as regras de selecdo para SERS,
que nos auxiliam na determinacdo do mecanismo de adsorcao e da orientacdo da molécula
sobre as nanoparticulas metalicas, basicamente a amplifica¢do do sinal Raman (= SERS) se
da quando o momento de dipolo elétrico induzido na molécula pela radiacdo incidente
apresenta ao menos uma componente perpendicular a superficie metalica, além da
proximidade entre o grupo quimico espalhador da radiacdo e a nanoparticula metalica [24].
Dessa maneira, 0 aumento das intensidades relativas das bandas 783 e 884 cm™ indicam a
proximidade do grupo tiazol a superficie das AgNPs e pode-se inferir que as moléculas de
TBZ estdo adsorvidas na superficie das AgNPs por dois possiveis sitios de adsor¢ao, um
pelo atomo de S e outro pelo atomo de N, ambos do grupo tiazol.

O mesmo perfil espectral SERS obtido por nos foi observado por Hussain et al. [25],
em que os autores utilizaram nanoparticulas de Au revestidas com Ag na detec¢do do TBZ
e ferbam em amostras de leite. Porém, neste trabalho de Hussain et al. [25], o0 método de
adicdo usado para as medidas foi o0 APE com o laser de excitacdo 633 nm. Chen et al. [26],
observaram o mesmo perfil espectral obtido por nos para o sinal SERS na detec¢do do TBZ
em amostras de frutas, utilizando nanobastbes de Au revestidos com Ag. Os autores

utilizaram como preparo de amostra 0 método APE e a obtengdo dos espectros SERS foi
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através do laser de excitacdo 785 nm, porém também ndo mencionam 0s mecanismos de
adsorcédo do TBZ.

Com o intuito de identificar a interagdo mais provavel, via N ou S, foi realizado um
estudo de andlise de reatividade local em colaboracdo com o Prof. Augusto Batagin Neto
(UNESP/campus de Itapeva) por meio de calculos de DFT que estédo apresentados na Figura
10. Os resultados provenientes da anélise (Condensed to Atoms Fukui Indices — CAFI) (em
agua) sdo apresentados da seguinte forma: as regiGes em vermelho e em azul indicam,
respectivamente, sitios reativos e inertes (em relacdo a nucledfilos (f), eletréfilos () e
radicais livres (1/2 [f* + f7]). Os calculos mostram que o centro de maior reatividade do TBZ
(em relacédo a superficie das AgNPs, neste caso) esta associado ao &tomo de S, sugerindo
que a adsorcdo da molécula seja preferencialmente por esse atomo (via N seria menos
provavel). Esta hipotese é reforcada através dos calculos complementares para os complexos
TBZ-Ag, que mostram que a interacdo via atomo de S leva a mudancgas na estrutura
eletronica e, consequentemente, no espectro de absorcdo Optica do sistema que sdo
compativeis com os dados experimentais que serdo apresentados na proxima secdo. Detalhes
destes calculos foram apresentados no artigo publicado pelo nosso grupo intitulado
“Detection of thiabendazole fungicide/parasiticide by SERS: Quantitative analysis and

adsorption mechanism” [27].

Molécula Estrutura f r 12 (F+£°)

y - /; 4 _— .\
TBZ-CF, m@ ffi X I‘i X D~
. > - \*r > \'/‘ >

J

e, | XY | X048 | <8 | Xt

Figura 10: Reatividade local de dois confébmeros TBZ (CF1 e CF2) em &gua: as cores
vermelha e azul representam regides reativas e inertes, respectivamente, em relacdo a
nucleofilos (f*), eletréfilos (f) e radicais livres (1/2 [f* + f7]). Cada molécula tem sua prépria
escala de cores RGB. R: red, G: green e B: blue.

Em relacéo a orientacdo da molécula de TBZ na superficie das AgNPs, considerando
as regras de selecdo para SERS, devido aos modos vibracionais amplificados do TBZ serem
principalmente compostos por estiramento (Tabela 6: Atribui¢des vibracionais do espectro
Raman do po6 do TBZ e espectro SERS do TBZ em coloide de Ag.), € possivel inferir que a

molécula esteja adsorvida preferencialmente perpendicular a superficie das AgNPs. O
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aumento de intensidade relativa das bandas atribuidos ao grupo tiazol (572, 782 ¢ 884 cm™)
somado a presenca da banda em 884 cm™!, ausente no espectro Raman do pd, atribuida ao
estiramento C-S [28] que surgiu no espectro SERS, corroboram a suposicdo de que a
molécula de TBZ esteja adsorvida preferencialmente perpendicular a superficie das AgNPs.

A adsorcdo do TBZ em superficie metalica foi reportada por Kim et al. [21], para o0s
fungicidas benzimidazol e TBZ. Os autores realizaram estudos por meio da técnica SERS
utilizando como substrato um espelho de Ag, além da alteragdo do pH, para laser em 780
nm. Apesar dos autores ndo mencionarem o método de adicao utilizado, pode-se inferir, a
partir das medidas, que tratou-se do método APE. Mesmo utilizando um substrato de espelho
de Ag, os autores reportaram o mesmo perfil espectral do TBZ obtido por nés para o sinal
SERS. As mudancas espectrais observadas foram o aumento da intensidade relativa em 786,
891 e 1010 cmt, que s&o atribuidas ao wagging C-H, deformagcéo angular fora do plano C-
C-S e wagging C-H, respectivamente, além da baixa intensidade relativa das bandas na
regido entre 1200 e 1500 cm™ atribuidos aos modos de estiramento C=C e C=N (em
comparacao com o pd). A partir dessas mudancas, 0s autores deduziram que o TBZ poderia
estar adsorvido paralelamente a superficie metalica em pH 7. Enquanto, para o TBZ em pH
2 0s autores deduziram que a molécula de TBZ estaria adsorvida perpendicularmente,
levemente inclinada a superficie da Ag, através da interacdo dos a&tomos de S e N com a Ag.
A orientagdo paralela do TBZ esta ainda associada ao aumento da intensidade das bandas
987 e 1631 cm™ atribuidos ao estiramento C-S e estiramento C-N, respectivamente, além de
apontarem que a presenca da banda em 3086 cm™ atribuida ao estiramento C-H corrobora
com tal adsorcéo para 0 TBZ em solucdo acida.

De acordo com a literatura, 0 TBZ em pH 2 apresenta todos os N da sua estrutura
protonados e no pH 7 apresenta dois N desprotonados: o N do anel 1 (grupo tiazol) e o N do
grupo benzimidazol (essas mudancas ocorrem devido a molécula de TBZ apresentar trés
pKa: 2,5, 4,7 e 12) [29]. A Figura 11 ilustra como em diferentes pHs altera-se a estrutura
molecular do TBZ.
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Figura 11: Estrutura molecular do TBZ em diferentes pHs. Adaptado de M. Jalil et al [29].

No trabalho de Muller et al. [19], os autores realizaram a deteccdo de TBZ em frutas
citricas e banana utilizando coloide de Ag reduzido com citrato. Neste trabalho os autores
também apontam para dois mecanismos possiveis de adsor¢do do TBZ na superficie das
AgNPs, com a molécula de TBZ paralela ou perpendicular a superficie das AgNPs. Os
autores associam o TBZ estar adsorvido em paralelo ao alargamento e deslocamento de
algumas bandas do espectro SERS (coloide de Ag/citrato) em relagcdo as mesmas bandas no
espetro Raman (solugdo aquosa), principalmente as bandas em 1006 e 1574 cm™. Porém,
essas mudancas citadas pelos autores ndo sdo observadas em nossos resultados, o que, de
certa forma, € consistente com o fato de que em nosso sistema (coloide de Ag/hidroxilamina)

0 TBZ ndo deva estar paralelo a superficie.

4.2. Analise quantitativa

4.2.1. Medidas SERS em diferentes concentraces utilizando o método APE
A Figura 12 mostra os espectros SERS/APE do TBZ em todas as concentragdes
(9,0x10® a 1,0x10* mol/L) testadas.
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Figura 12: Espectros SERS/APE do TBZ nas concentracdes de 9,0x102 a 1,0x10* mol/L. Os
espectros foram obtidos com 10% de intensidade do laser até a concentragdo de 6,0x107
mol/L, a partir da concentragdo de 9,0x10” mol/L foram obtidos com 1% de intensidade
devido a saturacdo do sinal SERS. Espectros com correcdo de linha de base e colocados no 0
eixo y (offset correction). Laser 785 nm. Coloide S2.

Nos espectros SERS/APE da Figura 5 é possivel observar as bandas caracteristicas
do TBZ, em geral, podemos observar que, com 0 aumento da concentracdo de TBZ o sinal
SERS também aumenta, devido ao nimero de moléculas adsorvidas na superficie das
AgNPs. Com o intuito de encontrar os limites de deteccdo para este método separamos 0s
espectros que apresentam as menores concentragdes. A Figura 13 mostra 0s espectros
SERS/APE do TBZ nas concentragdes de 1,0x107 a 6,0x10™ mol/L.
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Figura 13: Espectros SERS/APE do coloide de Ag e do TBZ nas concentragdes de 1,0x10°
" a 6,010 mol/L. Espectros com corregdo de linha de base e normalizados (banda mais
intensa com a mesma “altura”). Laser 785 nm.

Na Figura 13 é possivel observar as bandas caracteristicas do TBZ até baixas
concentragdes, 3,0x107 mol/L, porém com baixa intensidade SERS. As bandas mais intensas
que indicam a presenca do TBZ séo 783 e 1011 cm™ referentes as vibragGes S-C e C-H,
respectivamente [25,30]. No livro “Raman Spectroscopy for Chemical Analysis”, 0 autor
Richard L. McCreery [31], considera um sinal Raman detectavel quando a razdo entre a
intensidade da banda pela intensidade do ruido para 0 mesmo numero de onda é maior ou
igual a 3. Na concentragéo de 3,0x10”" mol/L o valor da razdo é de 15,1 para a banda 1011
cm?, por exemplo. Porém, para a concentragdo de 1,0x10" mol/L ja ndo foram mais
observadas as bandas SERS caracteristicas do TBZ. De acordo com Desimoni & Brunetti
[32], o limite de deteccdo (LOD) pode ser definido pela relagdo sinal/ruido igual a 3 na
medida em que permite comprovar a presenca do analito na amostra por meio da(s) sua(s)

banda(s) caracterisitcas. No nosso caso, considerando uma variagéo linear da intensidade do
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sinal SERS em baixas concentragdes, o sinal mais baixo do TBZ estimado é de 5,9x10°
mol/L nas condicGes experimentais aqui utilizadas (laser 785 nm, poténcia 10%, lente 50x-
longa, 1 acumulagéo, tempo de integracdo 10 segundos).

A fim de observamos o comportamento da intensidade SERS em relacdo a
concentracdo de TBZ, a Figura 14 mostra a isoterma de adsorcdo para os valores da
intensidade da banda em 1011 cm™ vs a concentracgdo de TBZ (6,0x10® a 1,0x10™* mol/L)
com todos os espectros mostrados na Figura 12. Observa-se que com 0 aumento da
concentracdo de TBZ ocorre 0 aumento da intensidade SERS até atingir o maximo em

6,0x10° mol/L. Apds essa concentragdo ndo ha aumento na intensidade SERS.
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Figura 14: Intensidade SERS dada pelos valores da intensidade da banda em 1011 cm™ vs
log da concentracio de TBZ em A) todas as concentragdes de 6,0x10® a 1,0x10* mol/L,
com a primeira concentragdo que apresenta espectro do TBZ (3,0x10” mol/L) e com sinal
mais intenso (6,0x10° mol/L) circuladas em vermelho. B) Regido em baixas concentracoes
6,0x10® a 1,0x107 mol/L e C) altas concentracdes de 3,0x10% a 1,0x10 mol/L pelo método
APE.

Como a intensidade SERS ¢ proporcional ao nimero de moléculas adsorvidas na
superficie da nanoparticula, a Figura 14A, pode ser considerada uma isoterma de adsor¢édo
de moléculas de TBZ na superficie das AgNPs [33]. O comportamento sigmoide observado
na Figura 14A (método APE) pode ser interpretado via “modelo B.D.D.T”, nomeado dessa
forma devido as iniciais dos autores do artigo que realizaram o estudo de diferentes isotermas

de adsorc¢éo, Brunauer, Deming, Deming e Teller [34]. O modelo B.D.D.T aborda 5 tipos de
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isotermas de adsorcdo a partir da relacdo entre duas constantes, Kad e K2. A Figura 15
mostra os 5 tipos de isotermas abordadas por Brunauer et al. [34]. A constante Kad é
relacionada a adsorg¢do analito-nanoparticula e a constante K2 as interag@es intermoleculares
do analito (adsorbato) [34]. Portanto, para o sistema TBZ+AgNPs, o "tipo V" indica que a
adsorcdo de TBZ na superficie de Ag apresenta duas constantes de interacdo e saturagéo,
envolvendo esses dois processos diferentes com Kad = K2: um corresponde a formagéo da
primeira camada (Kad), que depende da interacdo da molécula de TBZ com a superficie de
Ag; outro depende da associacdo das moléculas de TBZ entre si (K2), que ocorre na segunda
e nas subsequentes camadas. A isoterma de adsor¢do de Langmuir, muito comumente
discutida neste contexto de adsorcao, € caracterizada somente pela constante Kad, sem a
formacdo de camadas sucessivas que dependem da interacdo das moléculas de adsorbato
entre si (K2). [35,36]

Interpretacdo semelhante do mecanismo de adsorcdo do TBZ sobre a superficie da
Ag obtida a partir do modelo B.D.D.T para a curva V pode ser encontrada no trabalho de
Giles et al. [37]. Ainda em Giles et al. [37], alguns detalhes adicionais podem ser obtidos
para a primeira regido da curva S (baixas concentragdes), a qual apresenta um crescimento
ndo linear da intensidade SERS com a concentracdo de TBZ, sugerindo que a adsorcdo de
um adsorbato é facilitada pela presenca de outro adsorbato previamente adsorvido. As
relagOes entre tipos de isoterma e mecanismos de adsorgéo serdo apresentadas com mais

detalhe para o modelo AMP a seguir em 4.2.2.

ISERS

III

0 0 0 0 [A‘]

Figura 15: Isotermas de adsorcéo propostas pelo modelo B.D.D.T, adaptado de Brunauer et
al. [34].

4.2.2. Medidas SERS em diferentes concentrages utilizando o método AMP
A Figura 16 mostra os espectros SERS do TBZ em todas as concentracdes (9,9x10°°
a 3,2x10° mol/L) testadas para 0 método AMP.
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Figura 16: Espectros SERS/AMP do TBZ nas concentracgdes de 9,9x10° a 3,2x107° mol/L.
As concentragdes de 9,9x10° a 5,9x107" foram excitadas com 10 % da intensidade do laser.
A partir da concentracdo de 9,7x107 foram excitadas com 1% da intensidade devido a
saturacdo do sinal SERS. Espectros com correc¢do de linha de base e colocados no 0 eixo y

(offset correction). Laser 785 nm.

Na Figura 16 os espectros SERS apresentam as principais bandas do TBZ,

semelhante & Figura 12, e a intensidade SERS também aumenta conforme ha o aumento da

concentracdo do TBZ. Com o objetivo de encontrarmos o LOD, a Figura 17 mostra 0s
espectros SERS/AMP do TBZ nas concentracdes de 6,9x102 a 2,3x10° mol/L.
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Figura 17: Espectros SERS/AMP do coloide de Ag e do TBZ nas concentragdes de 6,9x10°
8 a 2,3x10"° mol/L. Espectros com correcdo de linha de base e normalizados (banda mais
intensa com a mesma “altura”). Laser 785 nm.

Nas medidas SERS/AMP ¢ possivel observar as bandas caracteristicas do TBZ até
baixas concentragdes, sendo a concentragdo que apresenta as primeiras bandas de TBZ a de
1,2x107" mol/L. Nessa concentra¢do o valor da razdo de intensidade ruido foi de 7,3 para a
banda em 1011 cm™. As medidas também foram realizadas com 10% de intensidade, laser
785 nm, lente 50x-longa, 1 acumulacdo e tempo de integracdo de 10 segundos e fazendo-se
os calculos como no método APE, considerando que a diminuicdo da intensidade do sinal
SERS a baixas concentracfes seja linear, a concentracdo mais baixa a detectar TBZ é de
4,9x10°® mol/L (LOD), muito préximo ao estimado para 0 método APE, que foi de 5,9x108
mol/L.

A Figura 18A mostra a isoterma de adsor¢do do TBZ para as concentragdes de
9,9x10°a 3,2x10°° mol/L, com destaque para as regides em baixas concentragdes de 9,9x10°
% a 9,7x107 mol/L (Figura 18B) e altas concentragdes 1,5x10° a 3,1x10° mol/L (Figura
18C).
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Figura 18: Valores da intensidade da banda em 1011 cm™ vs log da concentragdo de TBZ
de A) todas concentragdes de 9,9x10° a 3,2x10° mol/L, com a primeira concentragio que
apresenta espectro do TBZ (1,2x10”7 mol/L) e com sinal mais intenso (1,5x10° mol/L)
circuladas em vermelho. B) Regido em baixas concentragdes 9,9x10° a 9,7x10" mol/L e C)
altas concentragfes de 1,5x10° a 3,1x10° mol/L pelo método AMP.

A curva na Figura 18A ndo compreende nenhuma curva do “modelo de B.D.DT.”.
Porém, ao dividir as curvas em baixas e altas concentragdes, a curva da Figura 18B (baixas
concentracdes) pode ser associada a curva Il no modelo B.D.D.T. ou, complementarmente,
a curva S1 relatada por Giles et al. [37], cujas isotermas de adsor¢do por eles estudadas sdo
mostradas na Figura 19, as quais referem-se a0 mecanismo de adsor¢cdo de adsorbatos
diversos em solucdo sobre superficies sdlidas também diversas.

Giles et al. [37] descrevem que, para a obtencdo de curvas da familia S, o soluto
(adsorbato) deve satisfazer, de modo geral, trés condicdes: i) ser monofuncional, ou seja, ter
uma localizacdo bem definida espacialmente de interacdo com o substrato; ii) ter interacao
intermolecular moderada (permitindo com que a molécula de soluto adsorva
perpendicularmente a superficie do substrato); iii) encontrar forte concorréncia por sitios do
substrato com as moléculas do solvente ou de outra espécie adsorvida. Isto implica que, na
parte inicial das curvas S (baixas concentracfes de soluto), quanto mais soluto ja houver
adsorvido, mais facil ¢ a adsorcao de quantidades adicionais, em uma associagdo “lado a
lado” entre as moléculas adsorvidas, ajudando a manté-las na superficie, 0 que tem sido
chamado de “adsor¢@o cooperativa”. Neste estdgio, se a orientagdo das moléculas se da de

forma que a nova superficie tenha alta atragdo por mais soluto, a curva sobe continuamente.
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Ja no estagio final das curvas S (altas concentracdes), a medida que mais soluto € adsorvido,
geralmente ha progressivamente menos chance que uma molécula de soluto na solucéo
encontre um sitio para adsorcdo no substrato. Neste estagio, se as moléculas de soluto
adsorvidas formando uma monocamada estdo orientadas de forma que a nova superficie que
apresentam para a solucdo tenha baixa atracdo por moléculas do soluto, a curva apresenta
entdo um longo plato.

O TBZ ancora as AgNPs através do atomo de S, preferencialmente, e possui uma
interacdo intermolecular moderada (ndo ha indicios de forte interacdo entre as moléculas de
TBZ em solucdo — perfil dos espectros de UV-Vis ndo variam com a concentracdo de TBZ
no intervalo aqui considerado 1,0x10* a 1,0x107°). Resultados anteriores de nosso grupo
[27], assim como estes aqui apresentados (banda 783 cm™ vibragBes S-C), sugerem que a
molécula de TBZ adsorve perpendicularmente a superficie das AgNPs, além de apresentar
forte atracdo pela superficie das AgNPs. Portanto, assim como sugerido para 0 método APE
via modelo B.D.D.T (isoterma V), segundo Giles et al. [37] (isoterma S1, ou S2 em seu
estagio inicial), a curva de adsorcdo do TBZ mostrada na Figura 18B para as amostras
preparadas pelo método AMP (baixas concentracdes), a adsorcdo € caracterizada pela
formacédo inicial de uma camada de TBZ a partir de sua interacdo com a nanoparticula

(adsorcao perpendicular, preferencialmente).

P

Quantidade adsorvida

b ’ ’
- o’ /-\\_ P 4

Concentragdo em equilibrio

Figura 19: Sistema de classificacdo de isotérmicas de Giles et al. [37]. Detalhe: ilustracéo
esquematica das condices que favorecem a geracdo das isotermas S e L. Soluto polar
monofuncional sobre substrato polar em solvente polar. Uma molécula de soluto é mais

40



estavel adsorvida em “a”, adjacente a outras moléculas ja adsorvidas, do que isoladamente
em “b”. Resultado: isoterma S. Adaptado de Giles et al. [37].

J& a queda do sinal SERS observada na Figura 18C ndo é representada em nenhum
dos sistemas estudados até entdo para explicar tal comportamento. No entanto, no trabalho
de Sanchez-Corteés et al. [38], os autores realizaram estudos utilizando 1,5dimethylcitosine
(DMC) como agente agregador em nanoparticulas de Ag e Cu, com intuito de analisar a
relacdo entre morfologia e os resultados SERS. Os autores relataram a queda de intensidade
do sinal SERS como a mostrada na Figura 18C e associaram a queda ao tipo de agregado
formado, que neste caso seriam compactos.

No nosso caso, uma outra hipotese poderia estar associada a dessorcédo das moléculas
de TBZ na superficie das AgNPs promovida por uma interacdo TBZ-TBZ maior que a
interagdo TBZ-Ag proporcionada pelo método AMP a partir da concentragdo de 1,5x10°
mol/L de TBZ. Esta hipdtese ndo nos parece razoavel e pode ser descartada por completo a
partir dos espectros de extin¢cdo no UV-Vis discutidos mais adiante (auséncia da banda do
TBZ em tais espectros). Um excesso de agregacao do coloide induzido pelo TBZ via método
AMP a ponto de torna-lo inadequado (degradacao/precipitacdo) a amplificacdo do sinal
SERS seria uma hipotese plausivel, a qual apresentou-se consistente com os resultados de

espectroscopia de extin¢do no UV-Vis e imagens opticas discutidas na Secéo 4.3.
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4.3. Medidas de extin¢do no UV-Vis em ambos os métodos APE e AMP

Os espectros de extingdo do coloide de Ag na presenca do TBZ estdo apresentados

na Figura 20, e contém as concentragdes de 1,0x10 a 1,0x10™* mol/L pelo método APE.
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Figura 20: A) Espectros de extin¢cdo no UV-Vis do coloide de Ag na auséncia e presenca
de TBZ nas concentragdes de 1,0x10 a 1,0x10 mol/L adicionado pelo método APE. Linha
de base para amostra com coloide de Ag: cubeta de quartzo com agua ultrapura. B) Extin¢édo
vs concentracdo de TBZ (mol/L) para as bandas em 405 (AgNPs isoladas) e 798 nm (AgNPs
agregadas) para 0 método APE. C) Imagens (a partir de fotos de celular) do coloide de Ag
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para diversas concentracdes de TBZ do método APE, com as concentragdes utilizadas para
as imagens TEM marcadas com uma esfera vermelha.

O espectro de extin¢cdo do UV-Vis do coloide de Ag apresenta plasmon centrado em
406 nm referente as nanoparticulas isoladas, sendo valor proximo ao relatado na literatura
para coloide de Ag com nanoparticulas de morfologia esférica [39]. O espectro da solucédo
de TBZ 10* mol/L (azul claro na Figura 20A) apresenta apenas um maximo de absor¢io em
297 nm, atribuido a transi¢ao eletronica m-n* do anel aromatico [40].

A Figura 20 (método APE) mostra uma diminui¢do continua da intensidade do
plasmon em 406 nm referente as AgNPs isoladas até a concentragio de 3,0x10° mol/L.
Porém, na concentracdo de 9,0x10°® mol/L, chamada aqui de concentracéo citrica por ser a
concentracdo das maiores mudancas espectrais, ndo s6 0 maximo em 406 nm sofre uma
queda ainda mais significativa do que a observada para 6,0x10° mol/L, como também surge
claramente uma banda em maiores comprimentos de onda (> 600 nm). Essas mudancas nos
espectros de extingdo no UV-Vis indicam a agregacao das AgNPs induzida pela presenca do
TBZ [41].

Em concentracdes de TBZ maiores que 9,0x10 mol/L, as intensidades do plasmon
em 406 nm e do plasmon dos agregados (> 600 nm) variam dentro de uma faixa com o
aumento da concentracdo de TBZ, tendendo a um patamar (estabilizacdo), como mostra a
Figura 20B. Isto pode ser consequéncia de uma excessiva agregacao do coloide, como sugere
a sua mudanca de cor de amarelado até 1,0x10® mol/L para acinzentado a partir de 3,0x10°
® mol/L (Figura 20). Por fim, a partir da concentracéo de 3,0x10"° mol/L (inclusive), observa-
se 0 surgimento da banda em 297 nm, que corresponde a absor¢do do TBZ. Isso indica a
presenca de TBZ “livre” na dispersdo coloidal, sugerindo que o TBZ ja ndo estd mais
adsorvendo nas AgNPs e seus agregados, ficando como um excesso na dispersao.

A Figura 21 mostra os espectros de UV-Vis nas concentragdes de 6,9x108 a 3,2x10°
® mol/L pelo AMP.
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Figura 21: A) Espectros de extin¢cdo no UV-Vis do coloide de Ag na auséncia e presenca
de TBZ nas concentragdes de 6,9x102 a 3,2x10"° mol/L adicionado pelo método AMP. Linha
de base para amostra com coloide de Ag: cubeta de quartzo com &gua ultrapura. B) extin¢cdo
vs concentracdo de TBZ (mol/L) para as bandas em 405 (AgNPs isoladas) e 798 nm (AgNPs
agregadas) para 0 método AMP. C) Imagens (a partir de fotos de celular) do coloide de Ag
para diversas concentracdes de TBZ do método AMP, com as concentragdes utilizadas para
as imagens TEM marcadas com uma esfera vermelha.

Na Figura 21A (método AMP) sdo observadas a diminuigdo da banda em 406 nm e o
surgimento da banda > 600 nm com o aumento da concentragdo de TBZ, assim como visto
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para 0 método APE. No entanto, essas mudancgas ocorrem em concentracOes diferentes. Na
faixa de concentrago entre 6,9x108 e 9,7x10" mol/L, ocorre a diminuicdo continua da banda
em 406 nm. Na concentracdo de 1,5x10° mol/L observa-se uma reducdo significativa na
extin¢ao do plasmon em 406 nm, juntamente com o surgimento do plasmon > 600 nm, seguida
do que chamamos de concentragéo critica, que esta em 2,3x10® mol/L para o método AMP
(9,0x10° mol/L para o método APE), indicando uma forte agregacdo coloidal induzida pelo
TBZ. Além disso, no método AMP, diferentemente do método APE, ap6s a concentracao de
2,3x10°® mol/L, & medida que a concentracdo de TBZ aumenta, tanto o plasmon em 406 nm
quanto o plasmon dos agregados > 600 nm continuam diminuindo (Figura 21B), ou seja, todo
0 espectro é deslocado para baixo (menores valores de extingao). Isto sugere uma degradacdo
do coloide, por excesso de agregagdo, 0 que é consistente com as mudancas de cor deste
coloide, como mostram as imagens na Figura 21.

A cor do coloide muda de amarelado para esverdeado em 2,3x10°® mol/L
(concentragdo critica) e vai perdendo a cor a partir desta concentracdo de TBZ até tornar-se
praticamente incolor, podendo-se ainda observar a olho nu particulas dispersas no coloide.
Ainda no método AMP, Figura 21A, nao se observou o surgimento da banda em 297 nm
relativa ao TBZ em excesso na dispersdo. Isto se da, provavelmente, porgque a concentracao
mais alta utilizada no método AMP método foi de 3,2x10™° mol/L e tal banda foi observada
a partir da concentragdo de 3,0x10° mol/L no método APE.

O mesmo efeito relacionado a agregacao coloidal induzida por analito também é
relatado por Hoang et al.[42] em que os autores realizaram a detec¢do do pesticida tiram por
meio da técnica de colorimetria utilizando coloide de Ag reduzido com borohidreto de sédio
e estabilizado com polivinilpirrolidona (PVP) ou poli-hexanida (PHMB). Os autores
relataram que para a AgNPs-PHMB a banda das AgNPs isoladas decresce a medida que
aumenta a concentracdao de tiram, com o aparecimento de uma nova banda em maiores
comprimentos de onda, além da mudanca de cor do coloide de amarelo para rosa claro,

indicando a agregacao coloidal induzida pelo tiram [42].

4.4. Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta do coloide de Ag ha

auséncia e presenca de TBZ pelos métodos APE e AMP

As medidas de DLS e potencial zeta foram realizadas para ambos os métodos (APE
e AMP). Essas medidas complementam os estudos de UV-Vis para analisar os efeitos que

as concentragdes do TBZ causam na agregacdo das AgNPs. A Tabela 7 mostra os valores

45



das medidas de DLS do diametro das AgNPs (e seus agregados) em nm na auséncia e
presenca de TBZ (3,0x10® a 1,0x10* mol/L) pelo método APE.

Tabela 7: Valores do diametro (d) das AgNPs (e seus agregados) na auséncia e presenca
de TBZ obtidos via DLS (método APE). Coloide S3.

AgNPs 84,4 89,9 89,8 87,3 2,7 0,47
3,0x10°® 87,2 89,6 89,8 88,9 14 0,47
6,0x10°® 84,9 85,2 86,8 85,6 1,0 0,46
9,0x10® 87,9 85,7 88,2 87,3 13 0,43
1,0x10”7 84,7 86,2 90,0 87,0 2,7 0,42
3,0x10” 86,5 89,1 89,4 88,3 15 0,47
6,0x10”’ 88,7 86,6 91,7 89,0 2,5 0,48
9,0x10”’ 94,4 91,4 96,7 94,2 2,6 0,51
1,0x10°® 96,7 102,8 98,0 99,2 3,1 0,52
3,0x10° 89,4 89,9 92,7 90,7 1,7 0,49
6,0x10°® 1211 129,7 129,8 126,9 4,9 0,55
9,0x10°® 422,4 4423 429,2 431,3 10,1 0,26
1,0x10° 398,4 376,3 510,5 428,4 71,9 0,28
3,0x10° 438,7 616,4 535,6 530,2 88,9 0,27
6,0x10° 4014 798,1 783,6 661,0 225,0 0,29
9,0x10° 527,3 450,2 477,0 484.,8 39,1 0,31
1,0x10* 452,3 403,2 689,4 515,0 153,0 0,32

O diametro médio das AgNPs na auséncia de TBZ obtidas pelo método APE foi de
87,3 £ 2,7 nm (didmetro hidrodindmico médio). O valor de didmetro médio est& de acordo
com a literatura para suspensdes coloidais de prata reduzidas com hidroxilamina [17,43].
Além do tamanho, as medidas de DLS fornecem informacdes sobre o indice de poli
dispersividade (PDI), relacionado a distribuicdo das populacGes em relacdo ao tamanho das
particulas. Os valores de PDI variam de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e
homogénea € a amostra [44]. As AgNPs apresentaram PDI de 0,47, indicando que possuem
mono dispersividade moderada [45]. A medida que adicionamos TBZ no coloide de Ag, é
possivel observar um aumento do tamanho do didmetro hidrodindmico médio, consistente
com a agregacéo das AgNPs induzida pelo TBZ. Com o intuito de facilitar a observacao da
influéncia do TBZ, foi construida a Figura 22 (diametro medio das AgNPs e seus agregados)
em nm vs log da concentracdo de TBZ em mol/L foi elaborada a partir dos resultados da
Tabela 7.
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Figura 22: Diametro médio das AgNPs (e seus agregados) + TBZ vs log da concentracdo
de TBZ (método APE). Concentracdes de TBZ listadas na Tabela 7.

Em baixas concentracdes (6,0x107 a 3,0x10® mol/L) ndo ha alteracio no diametro
médio. As mudancas iniciam-se na concentracdo de 6,0x10° mol/L justamente a
concentracdo onde inicia-se as primeiras mudancas no espectro de extingdo no UV-Vis,
como mostra a Figura 22. A concentracdo de 6,0x10° mol/L apresenta diametro médio de
126,9 = 4,9 nm, sendo um aumento de 39,6 nm, indicando a formacdo de agregados
coloidais. As mudancas no diametro médio coincidem com os resultados da Secdo 4.3. A
concentragéo de 6,0x10° mol/L é a primeira concentracio que ocorre a diminuigdo da banda
do plasmon das nanoparticulas isoladas (406 nm) e o surgimento de uma nova banda em
maiores comprimentos de onda (671 nm — banda dos agregados). A partir da concentracao
critica no UV-Vis (9,0x10°® mol/L) observa-se um aumento significativo no tamanho dos
agregados, sendo formado agregados com tamanhos proximos a 431,1 + 10,1 nm, atingindo-
se entdo um platd em relacdo ao diametro médio. Esses resultados corroboram as medidas
de UV-Vis.

A seguir estdo dispostos os resultados de DLS e potencial zeta realizados pelo método
AMP. A
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Tabela 8 mostra os valores das medidas de diametro (DLS) das AgNPs (e seus

agregados) em nm na auséncia e presenca de TBZ (4,0x10° a 1,3x10* mol/L).

Tabela 8: Valores do diametro (d) das AgNPs (e seus agregados) na auséncia e presenca
de TBZ obtidos via DLS (método AMP. Coloide S1)

AgNPs 72,1 72,6 70,0 71,6 14 0,34
4,0x10° 74,1 75,4 74,0 74,5 0,8 0,39
5,8x10°8 71,9 70,5 72,2 71,5 0,8 0,52
1,2x10”7 72,3 73,0 73,6 73,0 0,6 0,54
1,6x10”7 73,8 75,3 75,2 74,8 0,8 0,54
6,3x10”’ 78,5 75,1 76,7 76,8 1,6 0,55
1,3x10°° 113,2 126,5 142,5 1274 14,6 0,56
2,8x10°° 262,4 378,5 407,8 349,5 76,8 0,32
3,2x10° 462,8 501,8 558,1 507,5 47,9 0,31
7,6x10° 637,6 630,6 779,3 682,5 83,9 0,31
1,4x10° 624,3 810,9 801,3 745,5 105,0 0,32
1,7x10° 620,6 729,8 658,0 669,4 55,4 0,38
6,3x10° 672,4 643,9 628,0 648,1 22,4 0,39
1,3x10* 549,0 675,8 598,9 607,9 63,8 0,52

Conforme podemos observar na

Tabela 8, as AgNPs na auséncia de TBZ apresentam uma média de tamanho de 71,6
+ 1,4 nm (didmetro hidrodindmico médio) e PDI de 0,34. O valor do diametro médio diverge
ligeiramente em relacdo a medicao realizada pelo método AMP devido ao fato de se tratar
de uma suspensdo coloidal diferente. Porém, tal valor também esta de acordo com a literatura
para suspensdes coloidais de prata [17,43], com o PDI (0,34) indicando uma
monodispersividade moderada [45]. Além disso, conforme observado no método APE, foi
possivel notar 0 aumento do didmetro médio com o aumento da concentracéo de TBZ.

A Figura 23 (didametro médio das AgNPs e seus agregados) em nm vs log da
concentracdo de TBZ em mol/L ) foi elaborada a partir dos resultados da

Tabela 8 com o intuito de melhor ilustrar os efeitos que o TBZ induz na agregagao
das AgNPs (método AMP).
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Figura 23: Diametro médio das AgNPs (e seus agregados) + TBZ vs log da concentragdo
de TBZ (método AMP). Concentracdes de TBZ listadas na

Tabela 8.

Na Figura 23 é possivel observar que em baixas concentracdes de TBZ ndo ocorre
mudanca significativa no diametro médio das AgNPs, ficando em torno 71,6 a 74,8 nm. Para
a concentracdo de 1,3x10°° mol/L de TBZ o didmetro médio é de 127,4 + 14,6 nm, sendo um
aumento de 55,8 nm. Esta mudanca sugere o inicio da formacao de agregados induzidos pelo
TBZ. A partir desta concentracdo é possivel observar um aumento abrupto do didmetro dos
agregados, atingindo 745 nm para a concentragdo de 1,4x10™ mol/L. Ainda na concentragio
de 1,3x10°® mol/L de TBZ os efeitos de agregacio das AgNPs induzidos pelo TBZ coincidem
com as medidas de extin¢do no UV-Vis realizadas na secdo anterior (4.3), correspondendo
ao espectro em que se tem a primeira queda significativa da banda com maximo em 413 nm
(AgNPs isoladas) e o surgimento da banda em maiores comprimentos de onda (agregados).
Esses resultados reforcam que nesta concentragdo de TBZ (1,3x10° mol/L) ocorrem
mudangas mais significativas relacionadas ao processo de agregacdo das AgNPs para o
método AMP.
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Complementando a analise da formacédo dos agregados das AgNPs induzidos pelo
TBZ, foi estudado 0 mesmo sistema via potencial Zeta para comparar com os resultados de
UV-Vis e DLS. A Tabela 9 mostra os valores de potencial Zeta das AgNPs na auséncia e
presenca de TBZ nas concentracdes de 6,0x108 a 1,0x10* mol/L para o método APE. A
Tabela 10 mostra valores de potencial Zeta das AgNPs na auséncia e presenca de TBZ em

diversas concentracdes (4,0x10° a 1,3x10™* mol/L) para o método AMP.

Tabela 9: valores de potencial Zeta das AgNPs (e seus agregados) na auséncia e presenca
de TBZ (método APE).

AgNPs 42,7 -40,8 422 -41,9 0,9
3,0x10® -40,7 -40,4 -38 -39,7 1,4
6,0x10® -41,9 -42.3 -45,1 -43,1 1,7
9,0x10°® -41.4 41,7 -42.3 -41.8 0,4
1,0x107 -42.,6 41,4 -40,7 415 0,9
3,0x107 -38,5 -37,6 -36 -37.3 1,2
6,0x107 -35,6 -36,5 -375 -36,5 0,9
9,0x1077 -30,6 -29.4 -29,9 -29,9 0,6
1,0x10° -34,6 -33,1 -33,1 -33,6 0,8
3,0x10°6 27,9 -28,2 -28,4 -28,1 0,2
6,0x106 -18,5 -17,2 -15,3 -17 1,6
9,0x10°6 -10,8 -8,8 -6,8 -8,8 2,0
1,010 -11 9,7 9,8 -10,1 0,7
3,0x10° -11,7 -12,8 -12 -12,1 0,5
6,0x10°° 15 17,9 18,9 17,2 2,0
9,0x10° 21,8 21,6 22,4 21,9 0,4
1,0x10" 22,8 25,3 25,6 24,5 1,5

Tabela 10: valores de potencial Zeta das AgNPs (e seus agregados) na auséncia e presenca
de TBZ (método AMP).

AgNPs -28,2 -26,9 -28,4 -27,8 0,8
4,0x10° -23,3 -23,3 -24,3 -23,6 0,6
5,8x10°8 -23,0 -24,2 -24,3 -23,8 0,7
1,2x107 -20,1 -21,9 -22,3 -21,4 1,2
1,6x107 -19,0 -20,7 -18,7 -19,5 11
6,3x10”’ -14,0 -11,4 -10,9 -12,1 1,7
1,3x10° -13,7 -14,0 -14,6 -14,1 0,5
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2,8x10°® -10,7 -13,1 -11,5 -11,8 1,2
3,2x10° -11,5 -12,4 -11,2 -11,7 0,6
7,6x10° -10,3 -11,2 -10,4 -10,6 0,5
1,4x10° -9,3 -8,8 -8,6 -8,9 0,3
1,7x10° -5,1 -4,9 5,3 -5,1 0,2
6,3x10° 9,9 11,0 5,2 8,7 3,1
1,3x10* 13,8 16,8 15,3 15,3 1,5

Assim como para as medidas de DLS, a Figura 24 foi elaborada com o intuito de
melhorar a visualizag&o dos efeitos induzidos pelo TBZ no potencial zeta das AgNPs (e seus
agregados) via método AMP. A Figura 24A mostra a média do potencial zetaem mV vs log
da concentracdo de TBZ em mol/L para o0 método APE e foi elaborada a partir dos valores
da Tabela 9. Enquanto a Figura 24B mostra a média do potencial zeta em mV vs log da
concentracdo de TBZ em mol/L para o método AMP e foi elaborada a partir dos valores da
Tabela 10.
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Figura 24: A) média do potencial zeta das AgNPs (e seus agregados) em mV vs log da
concentracdo de TBZ (método APE). Concentracdes de TBZ listadas na Tabela 10. B) média
do potencial zeta das AgNPs (e seus agregados) em mV vs log da concentracdo de TBZ
(método AMP). Concentracdes de TBZ listadas na Tabela 10.

Devido as AgNPs serem de sinteses distintas, os valores de potencial zeta podem
divergir entre as bateladas distintas. No entanto, é possivel realizar a comparacdo de ambos
métodos. No método APE o potencial zeta das AgNPs na auséncia de TBZ apresenta valor
médio de -41,9+0,9 mV, enquanto no método AMP apresentaram potencial zeta com valor
médio de -27,8 + 0,8 mV. E importante observar que, para coloides serem considerados

estaveis, o valor do potencial zeta deve ser menor que -30 mV ou maior que +30 mV [46].
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Dessa forma, a sintese coloidal utilizada para as medidas do método APE esta de acordo
com a literatura e apesar do coloide de Ag do método AMP n&o estar abaixo dos -30 mV,
estd bem proximo desse valor e apresentou a estabilidade necessaria. Conforme o TBZ €
adicionado ao coloide de Ag, os valores de potencial zeta aumentam (tornam-se menos
negativos). Nota-se que, na concentracio de 6,0x10° mol/L (método APE), ponto em
destaque na Figura 24A, o valor médio do potencial zeta é de -17 + 1,6 mV, com um aumento
de 24,9 mV (tornando-se menos negativo) em comparacao as AgNPs na auséncia de TBZ.
As medidas de potencial zeta coincidem com o observado para as medidas de DLS e UV-
Vis, sendo dessa forma, a concentracdo de 6,0x10° mol/L que apresenta mudancas
significativas que indicam a formagéo de agregados induzidos pelo TBZ. Ao observar o
valor do potencial zeta na concentragio de 1,3x10° mol/L (método AMP), ponto em
destaque na Figura 24B, discutida nas medidas de DLS e extin¢do no UV-Vis para 0 método
AMP, o potencial € de -14,1 £ 0,5 mV, tendo aumentado significativamente em comparagéao
as AgNPs na auséncia de TBZ (-27,8 £ 0,8 mV). O aumento do potencial zeta observado em
ambos os métodos deve estar na origem do processo de agregacdo induzido pelo TBZ, sendo
responsavel pela diminuicdo da repulsdo eletrostatica entre as AgNPs, promovendo assim a
agregacao do coloide de Ag.

No trabalho de Detsr e Seeharaj [47], os autores realizaram a deteccéo da glutationa
(GHS - C10H17N306S) em diversas concentragdes (0,1 a 250 nM) por meio da técnica de
colorimetria. Neste trabalho os autores sintetizaram nanoparticulas esféricas de Ag
modificadas com &cido ftalico reduzidas com borohidreto de sodio. Por meio das técnicas
de UV-Vis e potencial zeta, os autores observaram 0s mesmos indicios de agregacdo
relatados em nossos resultados (mudanca do espectro de UV-Vis, diminui¢do do potencial
zeta e alteracdo de cor do coloide). Tais mudancas foram observadas a partir da concentragédo
de 50 nM de GHS, com alteragdo espectral do UV-Vis, ocorrendo a diminuicéo da banda do
plasmon (nanoparticulas isoladas) e o surgimento da banda em maiores comprimentos de
onda (agregados). Observaram ainda o aumento do potencial zeta de -35,7 mV para -18,8
mV, consistente com a formacéo de agregados de AgNPs devido a diminui¢do da repulséo
eletrostatica proporcionada pela adsor¢do das GHS [47]. O método de adicdo utilizado ndo
é relatado por Detsr e Seeharaj, porém, com as imagens utilizadas no artigo é possivel
deduzir que os autores realizaram as medidas pelo método APE.

Semelhante aos resultados discutidos aqui, no trabalho de Alam et al. [48] também
foi possivel observar a formacéao de agregados das AgNPs (reduzidas com &cido tanico) por

meio das técnicas de UV-Vis, DLS e potencial zeta, na detec¢cdo da melamina (CzHsNg) em

52



diversas concentragdes (0 a 4 uM). Os autores relacionaram a formacado de agregados a
adi¢do de 5 pL de melamina no coloide de Ag e observaram via espectros de extingdo a
diminuicdo do plasmon referente as AgNPs isoladas (400 nm) e o surgimento de uma nova
banda em maiores comprimentos de onda (540 nm). Por meio da técnica DLS observaram
um aumento de 31,3 nm para 168,9 nm do didametro das AgNPs na presenca de melamina (5
ulL). Nas medidas de potencial zeta observaram um aumento de -40,1 para -12,2 mV na
presenca de 5 pL. de melamina. Apesar dos autores apresentarem as imagens de MET, nao
relacionaram o0s agregados com nenhum tipo de mecanismo de agregacdo, porém o0s
agregados eram predominantemente lineares. O método de adi¢cdo ndo € citado no artigo,
porém, podemos inferir pelas imagens mostradas no artigo que o método utilizado foi o APE
[48].

4.5. Imagens de MET em ambos os métodos APE e AMP

Com o intuito de estudar as possiveis diferencas na morfologia dos agregados que
cada método induz, foram realizadas as medidas de imagens MET. Porém, é importante
ressaltar que as medidas foram realizadas pelo mestrando em seu estagio BEPE na Espanha,
supervisionado pelo Dr. Santiago Sanchez-Cortés. Desta forma, as medidas de UV-Vis
foram repetidas para podermos correlacionar de maneira direta as mudancgas morfologicas e

0s espectros de extin¢do de cada concentracdo estudada.

Método APE — Figura 25A (MET) e 25B (UV-Vis)

A Figura 25 apresenta imagens de microscopia MET com seus respectivos espectros
de extincdo para o método APE. Foram realizadas imagens para baixas concentracdes
(3,0x108, 3,0x107" e 6,0x10°® mol/L), na concentragdo critica (9,0x10° mol/L) e em altas
concentragdes (6,0x10° e 1,0x10* mol/L) de TBZ. Na Figura 25A as imagens de MET do
coloide de Ag na auséncia do TBZ apresentam as AgNPs com didmetros entre 40 e 70 nm,
além da formacdo de alguns agregados, que podem ter ocorrido devido a preparacdo
(secagem) da amostra no grid ou até mesmo geradas espontaneamente na dispersdo. Porém,
no espectro de extingcdo nao ha alteracdo que indique agregacédo coloidal (diminuicdo da
banda em 406 nm e surgimento da banda >600 nm).
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Figura 25: A) imagens de microscopia MET do coloide de Ag na auséncia e presenca de
TBZ nas mesmas concentragcOes dos espectros de extingdo. e B) espectros de extin¢do do
coloide de Ag na auséncia (preto) e presenca de TBZ em baixas concentracdes 3,0x1078,
3,0x107 e 6,0x10° mol/L (amarelo), na concentracéo critica 9,0x10° mol/L (vermelho) e
em altas concentracdes 6,0x10° e 1,0x10* mol/L (verde). As medidas de A e B foram
realizadas pelo método APE. C) Imagens de microscopia MET do coloide de Ag na auséncia
e presenca de TBZ nas mesmas concentracdes dos espectros de extingdo. e D) espectros de
extin¢do do coloide de Ag na auséncia (preto) e presenca de TBZ em baixas concentragdes
6,9x10%, 59x107 e 1,5x10° mol/L (amarelo), na concentragdo critica 2,3x10° mol/L
(vermelho) e em altas concentragfes 9,7x10° e 3,1x10° mol/L (verde). As medidas de C e
D foram realizadas pelo método AMP.

As imagens de MET na Figura 25A para baixas concentracGes de TBZ para o método
APE (regio contornada em amarelo), referentes as concentracdes 3,0x1078, 3,0x107 e
6,0x10° mol/L, revelam que os agregados formados sio, de modo geral, agregados
compactos com tamanho <500 nm. Seus respectivos espectros de extincdo no UV-Vis
apresentam apenas a diminuicdo gradual do plasmon em 406 nm, com excecdo da
concentracéo de 6,0x10°® mol/L, que além desta diminuicdo tem o surgimento da banda dos
agregados em >600 nm, ja sugerindo um inicio de agregacdo mais significativa do coloide.

Na concentragdo critica 9,0x10° mol/L de TBZ, as imagens de MET na Figura 25A
apresentam a formacdo de agregados com tamanhos semelhantes aos observados
anteriormente e as AgNPs parecem estar coalescendo (“fundindo aos agregados”™). Isto pode
ter ocorrido devido algum erro na preparacdo da amostra que ndo ocorreu para as outras
imagens analisadas. Porém, temos outras imagens para uma sintese de coloide realizada em
um outro dia. A Figura 26 mostra as imagens de MET nas concentragdes de 1,0x10” mol/L,
6,010 mol/L e 3,0x10°° mol/L de TBZ pelo método APE.

56



Coloide de Ag
S T R %5 2

L ]
k. ; e .

1pm 500 nm 200 nm ° 200 nm 200 nm

~ & el
P

Coloide de Ag + TBZ 1,0x10-7 mol/L

1ym A 2000
Coloide de Ag + TBZ 6,0x10-° mol/L
""“ - 'Q*. %

Coloide de Ag + TBZ 3,0x10-> mol/L

v
.,,

2pm &m_ :\ - 3 ‘
Figura 26: imagens de microscopia MET do coloide de Ag na auséncia e presenca de TBZ
nas mesmas concentracdes de 1,0x107, 6,0x10® e 3,0x10° mol/L, realizadas pelo método
APE.

Na Figura 26 pode-se observar na concentracio de 6,0x10® a mais proxima da
concentracdo critica, a formacdo de agregados compactos, ou seja, observa-se 0 mesmo
padrdo encontrado na Figura 25A. Isso vale para as concentragdes baixas (1,0x10" mol/L) e
altas (3,0x10° mol/L). No espectro de extin¢io da concentracio de 9,0x10° mol/L de TBZ,
a diminuicdo da banda em 406 nm é abrupta e de cerca 55 % em relacdo ao espectro do
coloide de Ag puro, com um aumento na intensidade da extin¢gdo em 671 nm de quase 3
vezes (0 maximo da banda desloca-se de 631 para 798 nm).

Em altas concentracdes de TBZ (6,0x10° e 1,0x10* mol/L) as imagens de MET na
Figura 25A mostram agregados com formatos mais ramificados e maiores que 2 um. Os
espectros de UV-Vis para estas concentragdes de TBZ voltam a apresentar uma queda

gradual da banda em 406 nm, o crescimento da banda em <600 nm, com seu maximo

57



deslocando-se para maiores comprimentos de onda, e o surgimento da banda do TBZ livre

na dispersao (ndo adsorvido as AgNPs e seus agregados) em 297 nm.

Método AMP — Figura 25C (MET) e 25D (UV-Vis)

As imagens de MET na Figura 25C para o0 método AMP em baixas concentracdes
(6,9x108, 5,9x107 e 1,5x10° mol/L) mostram agregados mais ramificados, ao contrario do
observado para o método APE, e tamanhos até 2 um, de modo geral. Porém, os espectros de
extingdo acompanham o mesmo padréo do observado no método APE: diminuigdo gradual
da banda em 406 nm e surgimento da banda >600 nm.

As imagens de MET da concentragdo critica (2,3x10® mol/L) na Figura 25C ja
passam a apresentar agregados majoritariamente mais compactos, com 0 espectro de
extingdo da concentracéo de 2,3x10° mol/L de TBZ apresentando uma diminuicdo abrupta
de 66% da banda em 406 nm com o maximo da banda dos agregados sendo deslocado de
631 nm para 790 nm.

Ja em altas concentragdes (9,7x10° e 3,1x10™° mol/L — Figura 25C) os agregados
tornam-se relativamente mais compactos (mais “densos”) com dimensdes maiores que 2 pm,
de modo geral. Os espectros de UV-Vis para estas concentragdes de TBZ, porém,
diferentemente do observado para o0 método APE, caem de intensidade para todos os
comprimentos de onda, sugerindo a degradacdo/precipitacdo do coloide de Ag, como

discutido anteriormente.

4.6. Atribuicdo da banda em 247 cm nos espectros SERS do TBZ

Nos espectros SERS obtidos neste trabalho, o surgimento da banda em 247 cm™ nos
levou a investigar qual vibracao € referente a esta banda. A regido em baixa frequéncia nos
espectros SERS tem a capacidade de fornecer informac@es sobre a interacdo das moléculas
adsorvidas com o metal. Dessa forma, a Figura 27 mostra os espectros SERS/APE das
concentragdes de 9,9x10° a 1,5x10° mol/L, referente a regido entre 200 e 400 cm™ e o

grafico de intensidade SERS vs concentragéo de TBZ.

58



Método APE - Laser 785 nm

1098454

A) .
: Coloide de Ag + TBZ 6,0x10¢

Coloide de Ag + TBZ 3,0x10¢

____—/\ Coloide de Ag + TBZ 1,0x10*

Coloide de Ag + TBZ 9,0x10”7

-’/\ Coloide de Ag + TBZ 6,0x107
1 26803

Coloide de Ag + TBZ 3,0x107

4038
W Coloide de Ag + TBZ 1,0x107
! 3478
: Coloide de Ag

T T
200 250 300 350 400

Numero de onda cm!

Intensidade SERS

B) Método APE — Laser 785 nm 0 Método:ARE, = Liaser 785 mm
? 5 a 5‘ = Coloide de Ag + TBZ 9,0x10% i
seted g , ) o
Avel 37 Anel 2 @)@ Ancl 1 mzioxoe | 124 3.0 -6
i x10° mol/L
S T o ® .
2 1abendazol =
@ | 57 .
[ 100000 oot | T 1 n
% S 0.8 -
D a0000-| S
.g 5 0.6
= g
@ oo =
[} S
£ = 04 =
Jo— 40000 ; ]
—3; 0.2+
- : 3 "
| Z
' o0 mm u
=
o - - = s J TIEL T T
20 210 20 20 210 2%0 2% 210 200 10 10 10 10
Numero de onda cm™! Log da concentragio de TBZ (mol/L)

Figura 27: A) espectros SERS do TBZ nas concentragdes de 1,0x10” a 6,0x10° mol/L, na
faixa de 200 a 400 cm™, com os espectros plotados com linha de base. Sdo dadas ainda as
intensidades da banda em 247 cm™ (espectros obtidos nas mesmas condigdes experimentais).
B) Concentragbes de 6,0x10® a 9,0x10°® mol/L na regifo entre 200 e 280 cm™ com os
espectros plotados em escala sem alteragdo no espectro. C) Intensidade SERS dada pelos
valores da intensidade da banda em 247 cm™ vs log da concentragdo de TBZ em todas as
concentragdes de 6,0x108a 1,0x10* mol/L.

Apesar da Figura 27 apresentar apenas 0s espectros do método APE, em ambos 0s
métodos hé o surgimento da banda em 247 cm™ e em ambos a intensidade da banda aumenta
com a concentracdo de TBZ. Na Figura 27, observa-se que abaixo da concentragdo de

3,0x107 mol/L ndo ha a presenca da banda em 247 cm™ e, apds o surgimento dessa banda
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1,2x10”" mol/L, nota-se que, com 0 aumento da concentracio de TBZ, aumenta a banda em
247 cm™. A banda em 247 cm™* surge a partir da concentragdo de 3,0x10°" mol/L, coincidindo
com a primeira concentracdo em que surge o espectro do TBZ. Na Figura 27C é possivel
observar que a isoterma de adsorcao apresenta um formato sigmoidal, conforme o obtido
para as medidas de detecdo do TBZ na secdo 4.1.

Na literatura alguns trabalhos indicam que esta banda é referente a vibracdo Ag-Cl,
como no artigo de Rivas et al. [49], em que o0s autores investigaram a adsor¢édo de derivados
de acridina, a quinacrina (QA) e 9-aminoacridina (9AA) na superficie de prata. Rivas et al.
[49], realizaram testes mudando o pH do sistema adicionando HCI e observaram que em pH
baixo, a banda referente a Ag-N em 225 cm™ sofre sobreposi¢io devido a grande quantidade
de ions CI', resultando na formagéo da banda em 242 cm™, a qual os autores associaram a
banda Ag-Cl. No entanto, ao contrario do que ocorre em nossos experimentos, ndo ha adicao
de sal para aumentar a concentracdo de ions Cl, e mesmo assim € possivel observar o
surgimento da banda em 247 cm™. J4 no trabalho de Guerrini et al. [50], os autores
realizaram a deteccdo do dithiocarbamate calix[4]arene derivative (DTCX) utilizando
AgNPs. Neste trabalho os autores relataram a banda em 245 cm™ no espectro das AgNPs na
auséncia de DTCX e atribuiram a banda a vibracdo referente a Ag-Cl [50]. Porém, ao
adicionarem DTCX nas concentragdes de 107 a 10* mol/L, os autores relataram a
diminuicdo da banda em 245 cm™ e o surgimento da banda em 189 cm, referente a vibragdo
Ag-S [50]. Este efeito ocorre devido aos ions cloreto serem substituidos pelas moléculas de
DTCX. Em nossas medidas ndo é possivel observar a banda em 245 cm™ na auséncia de
TBZ. O surgimento da banda com maximo em 247 cm™ em nossos resultados se da apenas
guando aparecem as bandas referentes ao TBZ em todo o espectro SERS. Porém, nota-se
que a banda em 247 cm™ ¢ assimétrica, sugerindo a sobreposicdo de duas bandas, uma

centrada em 247 cm, que poderia estar associada a ligagdo Ag-Cl, e outra em menor ndimero
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de onda, que poderia estar associada a ligagido Ag-S. O surgimento da banda em 247 cm
apenas a partir de 3,0x10”" mol/L de TBZ poderia estar relacionada com a agregacao coloidal
induzida pelo TBZ e a consequente amplificacdo do SERS em niveis que permitam a
observacao das bandas do TBZ e da ligacdo Ag-Cl.

No trabalho de Matulaitiene et al. [51], os autores realizaram a caracterizacao do anel
imidazol utilizando o derivado de histamida do acido lipoico (LAH) através da técnica SERS
e calculos DFT. Neste trabalho os autores estudaram a adsor¢do do LAH em eletrodo de
prata, aplicando o potencial de 0,60 V, e observaram o surgimento da banda em 235 cm™
[51]. A partir da modelagem tedrica atribuiram a banda em 235 cm™ ao estiramento Ag-S,
sendo que os calculos tedricos indicaram que a ligacdo Ag-S é prevista entre 249 e 252 cm’
1 [51]. A Figura 28 mostra todas as estruturas moleculares dos analitos citados dos artigos

selecionados nesta secao.

B) C)

O NH
S-S H

Quinacrina (QA) Derivado de ditiocarbamato Histamida do acido llpélco
calix [4]areno (DTCX) (LAH)

Figura 28: estrutura molecular da A) quinacrina estudada por Rivas et al. [47], B) derivado
de ditiocarbamato calix[4]areno estudada por Guerrini et al. [48] e C) histamina do acido
lipbico estudada por Matulaitiene et al. [49].

Da mesma forma que foi realizado para o0 método APE, também foi realizado para o
método AMP, com o objetivo de analisar se ha alguma diferenca em relagdo a banda de 247

cm™. Assim, a Figura 29 apresenta os espectros SERS/APE do TBZ nas concentracdes de
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6,0x10® a 9,0x10® mol/L, correspondentes a faixa entre 200 e 400 cm™, juntamente com o

gréafico de intensidade SERS em funcédo da concentracdo de TBZ.
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Figura 29: A) espectros SERS/AMP do TBZ nas concentracdes de 6,9x10® a 1,5x10°
mol/L, na faixa de 200 a 400 cm™, com os espectros plotados com linha de base. Sdo dadas
ainda as intensidades da banda em 247 cm™ (espectros obtidos nas mesmas condicdes
experimentais). B) Concentracdes de 6,9x10® a 1,5x10° mol/L na regido entre 200 e 280
cm® com os espectros plotados em escala sem alteragdo no espectro. C) Intensidade SERS
dada pelos valores da intensidade da banda em 247 cm™ vs log da concentragéo de TBZ em
todas as concentragdes de 9,9x10°a 3,2x10™° mol/L.

Nas medidas realizadas para o0 metodo APE também foi possivel observar as mesmas
mudangas do método AMP, porém, em concentragdes diferentes, sendo a concentragédo de

1,2x10°" mol/L a primeira que aparece a banda em 247 cm™. Tais mudancas indicam que,
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mesmo em métodos de adicdo distintos ainda permanece o perfil do aparecimento da banda

em 247 cm:, coincidindo com o surgimento das bandas referentes ao TBZ.

4.7. Influéncia dos diferentes lasers nas medidas SERS

Nas primeiras medidas realizadas neste trabalho, foram observadas algumas
mudancas nos perfis espectrais que poderiam ser atribuidas ao método de adicdo ou aos
diferentes lasers utilizados para a deteccdo. Por esse motivo, foram realizadas medidas em
ambos 0s métodos (APE e AMP) utilizando diferentes lasers (532 e 785 nm) com o intuito
de avaliar se as mudancas estavam relacionadas aos métodos ou aos diferentes lasers. Sendo
assim, a Figura 30 mostra os espectros SERS de ambos os métodos (APE e AMP) em
concentragdes proximas (1,0x10° mol/L APE e 1,5x10° mol/L AMP) e diferentes lasers
(532 e 785 nm), além dos espectros Raman do p6 de TBZ nos respectivos lasers.

Espectros SERS ambos métodos e diferentes lasers
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Figura 30: espectros SERS com laser 532 nm nas concentragdes de 1,0x10° mol/L no
método APE, 1,5x10° mol/L no método AMP e espectro Raman do p6 de TBZ. Espectros
SERS com laser 785 nm nas concentracdes de 1,0x10° mol/L no método APE, 1,5x10°
mol/L no método AMP e espectro Raman do p6 de TBZ. Todos os espectros foram obtidos
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com 10% de intensidade do laser, 1 de acumulacéo e 10 segundos de exposi¢do. Espectros
com correcao de linha de base e normalizados (banda mais intensa com a mesma “altura”).

Independéncia do espectro Raman do TBZ em relacdo ao laser de excitacao:
importante observar que os espectros Raman do p6 nos diferentes lasers ndo sofrem alteracéo
nas intensidades relativas das bandas, mostrando que, independentemente do laser com o
qual a molécula de TBZ é excitada, ndo ha diferenca no perfil do espectro Raman.

Independéncia do espectro SERS em relacdo ao método (APE x AMP): nota-se que
para os espectros SERS obtidos com o0 mesmo laser, independentemente do método de
adicdo do TBZ, o perfil espectral do sinal SERS se mantém.

(In)dependéncia do espectro SERS do TBZ com o laser de excitacdo: nos espectros
SERS obtidos com o laser 532 nm, observa-se a amplificacdo das bandas em 783, 885, 901
e 1011 cm™ em relagdo ao espectro Raman do TBZ, ou seja, a intensidade relativa destas
bandas aumentou em relagdo as bandas em 1577, 1596 e 1623 cm™. O mesmo padréo é
observado para o laser em 785 nm, porém, neste caso, a amplificacdo das bandas em menores
nimeros de onda (783, 885, 901 e 1011 cm™) em relagdo as bandas em maiores nimeros de
onda (1577, 1596 e 1623 cm™) é ainda maior que a amplificacdo observada para o laser em
532 nm. No caso do laser 785 nm, as bandas em menores nimeros de onda passam a dominar
0 espectro SERS do TBZ, enquanto para o laser 532 nm, tais bandas passam a se equivaler,
em termos de intensidade relativa, as bandas em maiores nimeros de onda.

O padrdo de amplificacdo mencionado acima origina, a0 menos, outros dois
questionamentos: i) por que as bandas em menor nimero de onda foram amplificadas
preferencialmente em relagdo as bandas em maiores nimeros de onda e ii) por que o laser
em 785 nm produziu uma amplificacdo mais significativa destas bandas em menores
naumeros de onda em relagdo ao laser 532 nm?

i) A amplificacdo da regido em menores nimeros de onda se da devido ao modo em
que o TBZ adsorve na superficie das AgNPs, conforme citado na secdo 4.1. A adsorcdo do
TBZ se da pelo anel 1, por meio dos atomos de S e N, com a molécula preferencialmente na
perpendicular. Desta forma, os modos vibracionais relacionados ao anel 1, e que vibrem
perpendicularmente a superficie das AgNPs, terdo amplificacéo preferencial de acordo com
as regras de selecdo de superficie para SERS discutidas na secdo 4.1. Esta interpretacdo €
consistente com as atribui¢Ges dadas na Tabela 6 aos nimeros de onda em 783, 885, 901 e
1011 cm, enquanto as bandas em maiores nimeros de onda sdo referentes aos anéis 2 e 3.

Além disso, em teoria e considerando o mecanismo de amplificagdo proposto no modelo
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eletromagnético, quanto mais préximas da frequéncia do laser de excitacdo (zero relativo)
forem as frequéncias (ou nimeros de onda) dos modos vibracionais do adsorbato, maior
tende a ser a amplificacdo do sinal destas bandas do adsorbato [52]. Porém, é dificil
quantificar se tal diferenca na amplificacdo do sinal SERS seria significativa neste caso do
TBZ. O mais provavel seja mesmo que o0 mecanismo de adsorcdo do TBZ esteja
prevalecendo.

i) A amplificacdo preferencial do sinal SERS a partir do laser 785 nm em relagéo ao
laser em 532 nm pode ser explicada pela relacdo de ressonancia entre o laser e 0 espectro de
extincdo das AgNPs. Ainda em 1982, Blatchford et al. [53], trabalhando com piridina
reportaram que a ressonancia entre o laser de excitacdo e a banda de extingdo promove um
grande aumento na intensidade Raman. Consistente com a proposicao de Blatchford et al.,
o laser em 532 nm estd em pré-ressonancia com o plasmon das AgNPs isoladas e/ou do
modo transversal do plasmon dos agregados de AgNPs, enquanto o laser em 785 estd em
pré-ressonancia com o modo longitudinal do plasmon dos agregados das AgNPs, explicando
a maior amplificacdo do sinal SERS do TBZ para o laser em 785 nm.

Com o intuito de melhor observar os efeitos dos diferentes lasers, a Figura 31 mostra
0s espectros de extingdo do coloide de Ag na auséncia e presenca de TBZ na concentracao
de 1,5x10° mol/L e o espectro de absor¢do do TBZ na concentragio de 10 mol/L com inset
dos espectros SERS para os diferentes lasers (532, 633 e 785 nm).
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Figura 31: espectros de extin¢cdo do coloide de Ag na presenca e auséncia de TBZ na
concentragéo de 1,5x10° mol/L e espectro de absor¢do do TBZ em agua na concentracio de
10 mol/L. Inset com os espectros SERS do TBZ na concentragdo de 1,5x10° mol/L nos
lasers 532 nm (em verde), 633 nm (em laranja) e 785 nm (em vermelho). Os espectros do
inset foram obtidos com 10% de intensidade do laser, 1 de acumulacéo e 10 segundos de
exposicao. Espectros normalizados (banda mais intensa com a mesma “altura”).

Nos espectros de extin¢do da Figura 31, é possivel notar que o laser 532 nm é o mais
préximo da ressonancia com o plasmon das AgNPs (406 nm plasmon das AgNPs isoladas),
essa ressonancia é responsavel pela amplificacio das bandas proximas a 1600 cm™. A
medida que o comprimento de onda do laser aumenta, nota-se uma maior amplificacdo das
bandas em menores comprimentos de onda (entre 700 e 1000 cm™). A amplificacéo
observada nos espectros dos lasers de maiores comprimentos de onda, se da devido a
ressonancia dos lasers 633 e 785 nm estarem mais proximos ao plasmon dos agregados de
AgNPs + TBZ.

Efeito parecido é observado por Om Prakasha [54], em que o autor investigou a
adsorcao do diimida tetracarboxilico 3,4,9,10-perileno (PTCDI) em filme de Ag nano-ilhas
(AgNIF), utilizando a técnica SERS com véarios comprimentos de ondas de excitagdo. A
partir dos espectros de extin¢do no UV-Vis das AgNIF na presenca de PTCDI, foi possivel
observar o plasmon em 561, 614 e 758 nm. Dessa forma, em busca de estudar a dependéncia
do espectros SERS em funcdo do laser incidido com a ressonancia plasmonica, o autor
utilizou os lasers de 514,5, 633, 785 e 830 nm. Nos lasers de 514 e 633 nm, foi observado

uma amplificagdo em um maior nimero de bandas em comparacdo aos lasers 785 e 830 nm,
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devido aos lasers em menores comprimentos de onda estarem sendo auxiliados pela

ressonancia plasmonica da AgNIF + PTCDI.

5. Concluséao

Influéncia dos métodos APE e AMP sobre o coloide de Ag e, por consequéncia,
sobre a intensidade do sinal SERS

Fazendo uma andlise geral dos resultados de extingdo no UV-Vis, potencial zeta e
imagens de microscopias Opticas e MET utilizados como forma de monitorar a agregacéao
coloidal, é nitida a correlacdo entre as mudancas no coloide de Ag induzidas pelo TBZ e o
padrdo de intensidade do sinal SERS do TBZ em funcdo de sua concentracdo no coloide.
Ambos os métodos promoveram agregacdo coloidal, cujas concentrages criticas foram de
9,010 mol/L para o método APE e 2,3x10°° mol/L para 0 método AMP.

As isotermas de adsorcdo (intensidade SERS vs concentracdo TBZ) apresentaram
relacdo direta com a agregacdo coloidal para valores maiores e menores gque a concentracao
critica. Em ambos os métodos, em baixas concentracfes, formou-se uma primeira camada
de TBZ favorecida pelo aumento da concentragdo de TBZ (“adsorgdo cooperativa”). A
diferenca ocorre em maiores concentracfes: no método APE a isoterma atinge um patamar,
revelando um excesso de TBZ na dispersdo coloidal e uma possivel formacdo de
multicamadas; no método AMP observa-se uma queda abrupta do sinal SERS, a qual é
associada a degradacdo da dispersao coloidal/precipitacéo.

Em relacdo aos agregados coloidais, no método APE, em baixas concentracfes, 0s
agregados formados foram preferencialmente mais compactos, enquanto em altas
concentracdes os agregados apresentaram formatos mais ramificados. Sendo assim, para o
método APE, a agregacdo coloidal das AgNPs induzida pelo TBZ em baixas concentragdes
é governado pelo mecanismo RLCA e em altas concentragdes é governado pelo mecanismo
DLCA. Em contrapartida, no método AMP foi observado o oposto do método APE, ou segja,
em baixas concentracdes os agregados formados eram preferencialmente mais ramificados
e em altas concentracdes os agregados formados eram preferencialmente compactos. Tais
efeitos sugerem uma inversao dos mecanismos DLCA e RLCA em fungéo da concentragéo
de TBZ em relacédo ao que foi determinado para o método APE.

Apesar das diferengas mencionadas, temos que em termos de limite de detec¢do do
TBZ, os valores encontrados sdo proximos, sendo 5,9x10® mol/L para o APE e 4,9x10®
mol/L para o AMP.
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Mecanismo de adsorcao

Independentemente do método de preparacdo das amostras, as regras de selecdo de
superficie para SERS sugerem uma adsorcao via interacfes Ag-S e Ag-N (grupo tiazol), com
0 TBZ preferencialmente perpendicular a superficie das AgNPs, sendo a ligacdo Ag-S mais
provavel segundo célculos teoricos de reatividade local (indices de Fukui). Além disso, as
medidas SERS revelaram a presenca da banda com maximo em 247 cm™, cuja assimetria
sugere a sobreposicdo de duas bandas, possivelmente associadas as vibracdes Ag-Cl e Ag-
S.

Influéncia de diferentes lasers no espectro SERS

Por fim, foi observada uma dependéncia do perfil do espectro SERS com o laser de
excitacdo. Os lasers em 532 e 785 nm originaram espectros Raman do TBZ com 0 mesmo
perfil, predominando a banda em 1577 cm™. Porém, o espectro SERS revelou uma
amplificacdo preferencial das bandas entre 783 e 1011 cm™, sendo tal amplificacdo ainda
maior para o laser em 785 nm. Tal padrdo € consistente tanto com a adsorcao via atomos de
S e N guanto com a ressonancia entre o laser 785 nm e os agregados coloidais induzidos pelo

proprio TBZ.
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