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RESUMO

Os herbicidas atrazina e prometrina pertencem a classe das s-triazinas, possuindo
propriedades causadoras de maleficios em seres humanos, sendo classificados como
agentes toxicos. Esta dissertacdo para a defesa de Mestrado insere-se no projeto de
mestrado cujo objetivo principal é investigar a detec¢do dos herbicidas atrazina e
prometrina utilizando a técnica de espalhamento Raman amplificado em superficie
(SERS, do inglés surface-enhaced Raman scattering), que possui alta sensibilidade e
seletividade na deteccao de analitos, sendo a aplicacdo sensorial o objetivo mais amplo
deste projeto. Os herbicidas sdo dissolvidos em diferentes concentra¢fes em coldides de
prata (AgNPs: nanoparticulas de prata) sintetizados a partir de nitrato de prata, tendo
cloridrato de hidroxilamina como agente redutor. A atrazina foi detectada em
concentragdes da ordem de 10°*2 mol/L em &gua ultrapura com boa resolucdo sinal
ruido, e 10" mol/L em &gua deionizada. A prometrina também apresentou detecgdo em
agua ultrapura com concentragdes da ordem de 1012 mol/L e para sistemas com agua
deionizada e de torneira, a concentracdo foi da ordem de 10° mol/L. Tais valores estdo
abaixo dos limites de potabilidade de agua permitidos pelas agéncias reguladoras
(1,39 x 10® mol/L) para atrazina e 9,62 x 10 mol/L para a prometrina), limites estes
que representam um desafio analitico por si s6. Complementarmente, 0s espectros
SERS foram classificados por técnicas computacionais de visualizacdo da informacéo,
possibilitando uma melhor analise dos dados. Em termos dos mecanismos de adsorcao
para as solu¢des em agua ultrapura, a atrazina adsorve sobre as AgNPs via &tomo de N
entre o radical etil e 0 &tomo de Cl e a prometrina tém o seu anel triazinico posicionado
paralelo a superficie das AgNPs adsorvendo via atomos C-S. Tais mecanismos nédo
puderam ser determinados para dguas deionizada e de torneira. Complementarmente
foram realizadas medidas de espectroscopia de impedancia na detec¢cdo de ambos os

herbicidas em filmes layer-by-layer (LbL) de PAH/AgNPs.



ABSTRACT

The atrazine and prometryne herbicides belong to the class of s-triazines, having
properties that cause harm in humans and are classified as toxic agents. This thesis for the
Master Qualification Examination General is part of the master project whose main
objective is to investigate the detection of atrazine and Prometryn herbicides using surface-
enhanced Raman scattering (SERS) that has high sensitivity and selectivity in analyte
detection, being sensory application the broader objective of this project. The herbicides
are dissolved in various concentrations of silver colloids (AgNPs: silver nanoparticles).
The atrazina was detected in concentration of order 102 mol/L in ultrapure water with
good resolution signal noise and 10** mol/L in deionized water. The prometryn also
presented detection in ultrapure water with concentrations of order 10™> mol/L and for
systems with deionized water and tap on the order of 10"° mol/L. These values are below
the limits of potable water allowed by regulatory agencies (1.39 x 10 mol/L atrazine and
9.62 x 10® mol/L for prometryn), these limits that represent an analytical challenge by
itself. In addition, the SERS spectra were classified by computer techniques of information
visualization, enabling better data analysis. In terms of adsorption mechanisms for
solutions ultrapure water, atrazine adsorbs on AgNPs via C atom of the radical ethyl and
Cl and prometryn have their triazinico ring positioned parallel to the surface of AgNPs
adsorbing via C-S atoms. Such mechanisms could not be determined for deionized and tap
water. In addition were carried impedance spectroscopy measurements at the detection of

both herbicides in LbL PAH/AgNPs films.
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I. INTRODUCAO

1.1. Motivacéo

De acordo com o decreto N° 4.074 de 4 de janeiro de 2002 o Brasil define
agrotoxico como sendo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas. O Uso destes se da em pastagens na protecao de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos?.

A crescente demanda por alimentos e a concorréncia dos mercados
internacionais forcam o agronegdcio a recorrer cada vez mais aos agrotoxicos, como € o
caso do Brasil, onde as vendas de agrotoxicos tém aumentado drasticamente,
posicionando o pais como o maior consumidor do mundo®. Porém, a falta de critérios
para o controle do uso de agrotdxicos representa um problema ambiental grave devido a
contaminacdo de plantas, solo e aguas subterraneas. Os agrotoxicos podem ser
classificados de acordo com o tipo de peste contra a qual agem. Desta forma, ha
inseticidas, herbicidas, fungicidas, rodeneticidas, entre outros?. Neste trabalho foram
estudados os herbicidas que atuam principalmente em ervas daninhas, sendo que estes
apresentam facil dispersdo na atmosfera e oceanos o que podem levar a contaminagédo
em escala global®. O aumento da producéo de agrotoxicos foi significativo por volta da
segunda guerra mundial (1939), e destaca-se neste periodo a descoberta dos pesticidas
organoclorados, os quais possuem alto poder herbicidas*®. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), milhdes de pessoas sdo envenenadas por essas

substancias (herbicidas) a cada ano, levando a aproximadamente 220.000 mortes®. O



Brasil € o maior consumidor de herbicidas do mundo segundo o Instituto Nacional de
Cancer’, ultrapassando um consumo de 1 milh4o de toneladas por ano, o que ¢ equivalente a
um consumo médio de 5,2 Kg de agrotdxico por pessoa’. No Brasil a maior causa de 6bitos
por intoxicacdo humana é por meio de herbicidas, correspondendo a 38,05% dos casos,
seguida dos remédios 15,63% e drogas de abuso 15,04%?.

Os vérios tipos de herbicidas, como os derivados de triazina sdo predominantes
usados no controle pré e pos-emergente de sementes de plantas daninhas em uma
variedade de culturas, incluindo milho, cana-de-agUcar, sorgo, abacaxi, banana, café e
uva®. Alguns destes herbicidas ndo sdo biodegradaveis e tém solubilidade limitada em
agua, podendo levar a contaminacdo do meio ambiente, especialmente para as aguas
subterraneas e agua potavel. Entre os derivados de triazina, a atrazina e prometrina sao
amplamente utilizadas'®, a qual atua como inibidor da fotossintese!** e a atrazina pode
atuar como disruptor enddcrino ou causar efeitos carcinogénicos, dependendo da
concentracio'1°. Por esses pesticidas apresentarem baixas solubilidades, € necessario
desenvolver métodos analiticos mais sensiveis e seletivos para monitorar quantidades

residuais dos herbicidas atrazina e prometrina em &gua.

1.2. Objetivos Gerais:

Esta dissertacdo de mestrado tem como objetivo principal detectar através da
técnica SERS os herbicidas atrazina e prometrina diluidos em coloide de AgNPs em
concentracdes da ordem de ppm e ppb (limite de potabilidade da agua).
Complementarmente sera utilizada a técnica de espectroscopia de impedancia na
deteccdo de ambos os herbicidas, tendo como elemento transdutor de sinal filmes LbL
de PAH/AgNPs depositados em eletrodos interdigitados. Portanto, o trabalho visa
contribuir para o desenvolvimento da area de sensores. Neste sentido, 0s seguintes

objetivos especificos sdo listadas abaixo:



1.3. Objetivos Especificos:

1) Determinar as caracteristicas do coldide de Ag através dos resultados obtidos
pelas técnicas de MEV, potencial zeta e absor¢do no UV-Vis.

2) Detectar a atrazina e a prometrina dissolvidas em col6ide de Ag em diferentes
concentragOes e para distintos sistemas (dgua ultrapura, deionizada e de torneira), via
medidas de SERS.

3)Propor possiveis mecanismos moleculares envolvidos na interagdo
herbicidas/AgNPs, a partir dos resultados dos espectros SERS.

4) Detectar atrazina e prometrina dissolvidas em agua ultrapura em diferentes
concentracgdes, via medida de espectroscopia de impedancia.

5) Analisar os dados de SERS e espectroscopia de impedancia usando técnicas
computacionais de visualiza¢do da informagéo

1.4. SERS

O fenbmeno, SERS, foi observado por Fleischmann et al. trabalhando com
eletrodos de Ag em 1973 e 19747, Porém, implicagbes mais significativas destas
observagdes ndo foram reconhecidas até 1977. Dois grupos, Jeanmaire e Van Duyne?8 e
Albrecht e Creighton®, publicaram trabalhos independentes nos quais resultados
experimentais indicavam um ganho no sinal Raman de 4 a 6 ordens de grandeza para
piridina sobre eletrodos de Ag. Van Duyne fez uma revisao dos trabalhos deste periodo
19 e a partir de entdo inimeros estudos passaram a ser publicados relatando este
fendmeno.

O efeito SERS € conseguido posicionando as moléculas alvo suficientemente
proximo (150 A) de nanoparticulas metélicas. Os fatores de aumento dependem do
tamanho, forma, e agregacdo das nanoparticulas, bem como funcdes dielétricas do meio

circundante e do metal (nanoparticulas), e da frequéncia da radiacio de excitagdo?’2L.



As nanoparticulas de metais nobres (Au, Ag e Cu) sdo normalmente aplicadas com
radiacOes excitantes (lasers) na regido do visivel?>?! quando estas nanoparticulas podem
sustentar ressonancias de plasmon de superficie localizadas (LSPRs, do inglés Localized
Surface Plasmon Resonances) que sdo capazes de amplificar o campo elétrico em torno
das nanoparticulas. Este campo elétrico, denominado campo elétrico local, por sua vez,
intensifica o dipolo induzido (p1) da molécula alvo colocado proximo da nanoparticula
metalica, ou seja, a molécula é polarizada de forma mais eficiente (pelo campo elétrico
local) quando é colocada sobre a superficie do metal, gerando o dipolo induzido (p1). O
dipolo induzido (p1), por sua vez, polariza o metal, induzindo outro dipolo, porém nas
nanoparticulas (p2) que oscilam na mesma frequéncia do dipolo induzido (p1)?°2L. Para
moléculas colocadas nos intersticios das nanoparticulas (hot spots), o fator de
amplificacio pode atingir até 100.2
1.5. Atrazina e prometrina

Os herbicidas da familia dos triazinicos apresentam algumas caracteristicas em
comum, como um anel aromatico hexamérico, simétrico e constituido de trés &tomos de
carbono e trés de nitrogénio em posicdes alternadas. A sua solubilidade e a sua
terminagdo dentro dos nomes das triazinas ¢ um indicativo através do substituinte
posicionado em R1 como mostrado na Figura 1. Por exemplo, -azina indica atomo de ClI
na posicio R1; -atrina o grupo —SCHs e —tona indica o grupo —OCH3?2. Portanto, os
grupos laterais apresentados como R2 e R3 na Figura 1 mostram diversos nomes
comerciais, diferenciando 0 nome dos pesticidas dentro do préprio grupo pertencente. A
Figura 1 evidencia o anel triazinico e as cadeias laterais alifaticas da atrazina e
prometrina em uma tabela com a nomenclatura (formula) dos grupos substituintes R1,

R2 e R3.



Representacdo da molécula da familiados triazinicos
com seus grupos substituintesR1,R2e R3

Il?’l Anel triazinico
|
RZ\N )\N/J\N/R?) *N/)\
H H

Tabela representando os herbicidas prometrina e atrazina
com 0s seus respectivos grupos substituintes R1,R2e R3

Prometrina -SCH;, CH(CHjz), CH(CH,),

Atrazina Cl CH,CH; CH(CHy),

Figura 1: representacdo da familia dos triazinicos com seus grupos substituintes (R1,
R2 e R3) para os herbicidas atrazina e prometrina.

A atrazina é um pesticida organoclorado por apresentar um CI ligado ao anel
aromatico®% contendo seus grupos laterais alifaticos diferentes: o grupo R2 (CH2CHs)
é um etil e o grupo lateral R3 [CH(CH?3)2] € um isopropil. A prometrina, diferentemente
da atrazina, € um herbicida que apresenta o enxofre (S) com um radical metil (CHs)
ligado ao anel aromatico®® e seus grupos funcionais laterais R2 e R3 (Figura 1) séo
iguais (isopropil).

1.6. Revisao bibliogréafica

Na literatura ha trabalhos distintos descrevendo alguns métodos analiticos para
detectar atrazina e prometrina. Os métodos cromatograficos?®2° mostram grande
seletividade e sensibilidade; no entanto, eles exigem sofisticada preparagdo de amostras.
Os sensores eletroquimicos utilizando eletrodos de mercurio, que por si s6 € um aspecto
negativo ao meio ambiente,**3! e eletrodos sélidos,*?3® sdo os mais explorados para a
deteccdo de atrazina e prometrina. No entanto, além de utilizarem mercurio, o seu limite
de detecgdo é normalmente cerca de 10 a 10° mol/L, o que significa que, em muitos
casos, tais sensores ndo garantem o controle de qualidade da agua potavel. As baixas

concentracdes permitidas na agua potavel de acordo com a regulamentacdo em



diferentes paises variam de 3,0 mg/L (1,39 x 10® mol/L ou 3 ppb) nos EUA,
determinada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA),3* a 0,1
mg/L (4,64 x 10" mol/L ou 0,1 ppb) na Unido Europeia®.

A atrazina e a prometrina possuem um sinal Raman relativamente forte, o que
permite detecté-las utilizando espalhamento Raman amplificado em superficie (SERS).
Existem poucos trabalhos na literatura que relatam os espectros Raman ou SERS dos
herbicidas atrazina e prometrina®*=°. No trabalho de Costa et al.*® foram estudados
espectros tedricos e experimentais para entender a interacdo entre o herbicida e o metal
(Ag). Os trabalhos de Costa et al.*® e Bonora et al.*® mostraram que o grupo
isopropilico da molécula de atrazina provoca um impedimento estérico, evitando sua
aproximacdo das AgNPs nesta regido da molécula. Bonora et al.*®® relatam também
espectros tedricos e SERS dos herbicidas atrazina, prometrina e simetrina, porém, como
relatado pelos autores, os espectros SERS experimentais ndo foram bons em relacdo as
intensidades relativas e centro de bandas quanto aos espectros Raman dos compostos
puros. No entanto, relatam que os espectros tedricos deram base para inferir a adsorcao
dos herbicidas na Ag.

O efeito SERS tem sido aplicado na deteccdo de pesticidas sob varias condi¢Ges
experimentais, envolvendo distintos substratos metalicos, como nanoparticulas isoladas,
coldides e filmes*®#2, Neste trabalho de mestrado foi estudada a deteccdo dos herbicidas
atrazina e prometrina através de SERS usando col6ides de Ag para concentracGes entre
107 a 10"*2 mol/L. O coldide de AgNPs foi obtido por reducgdo via hidroxilamina. Esta
sintese foi escolhida porque o branco (Raman do coldide de AgNPs) ndo apresentar
bandas, diferente do coldide sintetizado com citrato*®. A analise dos espectros SERS
também foi realizada por meio das técnicas de projecdo multidimensionais, que nos

auxiliou na separacdo das distintas concentracdes detectadas dos herbicidas*#¢. O



detalhe da técnica de projecdo multidimensional pode ser encontrado nos trabalhos de
Paulovich et al.*® e Oliveira et al.*

O estudo de deteccdo de pesticidas tem que avangar de maneira que consigam
detectar pesticidas como a atrazina e prometrina em amostras de rios e lagos. Também
existe a necessidade de desenvolver metodologias que acople a vantajosa técnica SERS
em sistemas coloidais com a deteccdo em amostras reais, como, frutas e verduras, por
exemplo. Seguindo no avanco de deteccdo de pesticidas em sistemas SERS/coloide,
existem trabalhos na literatura que realizam a deteccdo de pesticidas por nanoparticulas
de Au e Ag recobertas com finas camadas de silicas (ordem de 2 nm a 20 nm)*8, Esta
detec¢do com nanoparticulas isoladas recobertas, do inglés shell-isolated nanoparticles
(SHINS), sdo nanoestruturas metalicas recobertas com silica e aplicadas na amplificacdo
do sinal Raman e da Fluorescéncia. Os trabalhos na literatura com deteccdo de
pesticidas por SHINs se refere preferencialmente em cascas finas de frutas (laranja,
tomate, macd, uva, manga, péra e péssego), sendo isto uma vantagem comparada ao
sistema SERS/coloide®.

Outra vertente que pode ser explorada na literatura é estudar a deteccdo dos
herbicidas em substancias himicas, uma vez que essas substancias estdo no solo e
absorvem variados tipos de metais e pesticidas®®®. Existem poucos trabalhos na
literatura referindo a este tema, existem vantagens em utilizar o sistema SERS/coloide
em substancias himicas, pois essas substancias estdo diretamente presentes ao local,
onde o pesticida e aplicado (solo). Porém, por se tratar de uma macromolécula
complexa, tem que estudar bem a forma com que estds substancias humicas se

interagem com os pesticidas e a origem dessas substancias presentes no solo.
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2.1. Materiais

Os reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich (Fluka) foram: nitrato de prata
(AgNOs3, MM = 169,88 g/mol), cloridrato de hidroxilamina (NH>OH.HCI,
MM 69,49 g/mol/L) e hidréxido de sodio (NaOH, MM = 40,00 g/mol). Os herbicidas
utilizados, prometrina e atrazina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os dados referentes
aos herbicidas prometrina e atrazina sdo mostrados na Tabela I. Todos os reagentes
quimicos foram utilizados sem purificacdo adicional. As estruturas moleculares desses
compostos estdo na Figura 2.

Tabela I. Dados dos herbicidas atrazina e prometrina.

Solubilidade em Massa Formula Pureza Marca
agua Molecular Estrutural
Prometrina 33 mg/L 241, 36 g/mol C1H19NsS 98,8 % Fluka
Atrazina 33 mg/L 215, 68 g/mol CsHuCINs 98,8 % Fluka
Cl SCH,

Nl)\N GHg r\%/kN CHs
)\N/]\N/ NN H30AN*N,;LN*CH3
H H H H

Atrazina Prometrina

Cloridrato de Hidroxilamina
H

e N0 HC

H

Figura 2: estrutura molecular dos herbicidas atrazina e prometrina e do agente redutor
cloridrato de hidroxilamina.



A &gua ultrapura (18,2 MQ.cm e pH ~ 7,0) obtida em um sistema Milli-Q,
modelo Simplicity, foi utilizada para o preparo de solugéo estoque de atrazina e prometrina
para posterior dissolucdo no coldide de Ag. A agua deionizada (0,3 MQ.cm e pH ~8) de
um sistema de deionizacdo SPLabor, modelo SP-050C, também foi utilizada para o
preparo das solucdes estoque dos herbicidas. O processo de neutralizagdo de cargas
durante o processo de deionizagdo remove nitratos e elementos como, calcio, magnésio,
cadmio, bario, chumbo e algumas formas de radio®. A agua de torneira (pH ~9) também
foi utilizada para o preparo das solugdes dos herbicidas.

2.2. Sintese de coldide de Ag por reducéo de hidroxilamina

O coloide de Ag foi obtido por reducdo de hidroxilamina e sintetizado de acordo
com a metodologia descrita por Leopold e LendI®. A sintese consiste na adi¢éo de 4,5 mL
de solucdo aquosa de hidréxido de sodio com concentracdo 0,1 mol/L, a temperatura
ambiente, em 5 mL de solucdo do redutor cloridrato de hidroxilamina a concentragdo de
43,3 mmol/L. Esta solucdo foi adicionada a 90 mL de AgNOz em 1,2 mmol/L, sob
agitacdo. A concentracdo final do col6ide de Ag foi de 1,0 mmol/L. A utilizagdo do agente
redutor cloridrato de hidroxilamina permite obter particulas predominantemente esféricas,
com algumas variacdes nos tamanhos,> o que é observado no trabalho de Lee et al®*., em
que as particulas coloidais sintetizadas podem obter diferentes geometrias. A reducdo do

nitrato de prata por cloridrato de hidroxilamina é apresentado na reacéo geral abaixo.

4AgNO, , +4NH ,O0H .HCl ,,+8NaOH ., —4Ag°(s) +4NaCl,,+4NaNO, . +2N, , +12H,0,

(aq) (aq) (aq (aq) 2(g)

Como é comum nas vias das sinteses de coldide de Ag, existir uma reducéo dos ions

metélicos (Ag*) para Ag (AgP), resultando na formag&o de nanoparticulas.
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2.3. Medidas de potencial zeta

As medidas de potencial zeta foram realizadas usando o equipamento
ZetaSizer3000 HS, operando com um laser de He-Ne com poténcia de 10 mW a partir
da funcdo de correlacdo de intensidade tempo normalizado. As medidas de potencial
zeta foram realizadas no grupo do professor Dr. Eloi da Silva Feitosa da UNESP do
Campus de S&o José do Rio Preto. O coldide de Ag foi adicionado em uma cubeta de
quartzo. A Figura 3 ilustra um esquema do coléide de Ag e suas respectivas
caracteristicas, a camada de contra-ions junto a faixa negativa formada pelo Cl do
agente redutor cloridrato de hidroxilamina. Assim, forma-se uma dupla camada elétrica

na interface da particula com o liquido, que da origem ao potencial zeta.

. Potencial zeta |

lons fortemente
vinculados a e
particula \
S é
°Q - a O
o9 Q O e (+]
Py o Q S
o Qo 9 e
@ 9 i
f eee - :
v, _ b
Plano de @ — Ions%a
cisalhamento ou S O @ o P |
plano de ' fracamente
deslizamento ! ligados

——>

) S cargas qUe estdo dentro do

Figura 3: ilustragdo da dupla camada elétrica e do potencial zeta do coldide de Ag
reduzido com cloridrato de hidroxilamina.
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2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas através de um equipamento Carls Zeiss,
modelo EVO LS15. O experimento foi realizado utilizando o detector de elétrons
secundarios (SE) em alto vacuo a temperatura constante. O preparo das amostras foi
realizado através da deposi¢édo de gotas de coldide de Ag sobre a fita condutora de dupla
face de carbono no stub (porta amostra). Esperou-se a evaporacdo da dgua formando
filmes cast do coldide de Ag. As imagens foram obtidas em diferentes ampliacGes,
sendo de 5.000X, 15.000X e 25.000X. As imagens foram realizadas no Laboratorio
Multiusuério de Microscopia Eletrénica de Varredura (LabMMEV) da UNESP de
Presidente Prudente e o equipamento foi operado pela técnica responsavel Ms. Glenda
Gongcalves de Souza.

2.5. Espalhamento Raman e absorgéo no UV-Vis

A andlise micro-Raman foi realizada utilizando um espectrégrafo micro-Raman
Renishaw, modelo in-Via, equipado com um microscépio éptico Leica com lente
objetiva de 50X, possibilitando a coleta de espectros de areas de aproximadamente
1um? (resolucdo espacial). Na obtencdo dos espectros foi utilizado um laser com
comprimento de onda 633 nm, cuja poténcia méxima incidida nas amostras é da ordem
de W, com grade de 1800 linhas.

Os espectros de absorcdo no UV-Vis foram coletados em um espectrofotometro
Varian, modelo Cary 50, na regido de 190 a 1100 nm. As medidas de absor¢do no UV-
Vis do coloide de Ag misturado com os respectivos herbicidas foram realizadas em uma
cubeta de quartzo (1 cm de caminho éptico), sendo as concentracfes dos herbicidas da

ordem de 10 e 107" mol/L a fim de evitar a saturacio do detector.
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2.6. Medidas de SERS
A Figura 4 ilustra o procedimento adotado para obter espectros SERS dos

herbicidas prometrina e atrazina.

objective
50x

E SERS
6% o ‘
® B 9 ¢
® *x® @ ® @ o
— "0 _ o rop - ¢ @° 49 &
\9* ¢ ° %0 %0 % ‘.‘.‘0“
e . » $3. > 293 > 9
3 4 s 5
Yt
le hold
Sample holder Prometrina ou Atrazina
© Agne

Figura 4: esquema para a obtencdo de espectros SERS dos herbicidas prometrina e
atrazina diluidos em coldide de Ag.

As medidas de SERS foram realizadas em solucGes estoque dos herbicidas, sendo
preparadas separadamente por dissolucdo de 5,40 mg de atrazina e 6,00 mg de prometrina
em 250 mL de agua ultrapura. As solugdes foram deixadas sob sonicacdo por 10 minutos
para a solubilizacdo completa. O mesmo procedimento foi realizado para a prometrina
utilizando &gua deionizada e de torneira. A atrazina também foi solubilizada em agua
deionizada e de torneira. A fim de adquirir medidas SERS, foi retirada uma aliquota entre
100 e 200 pL dessas solugdes estoques dos herbicidas. Posteriormente este volume de 100
ou 200 ulL da solucdo de atrazina ou prometrina foi adicionado ao coldide de Ag. O
volume das solucdes dos herbicidas foi adicionado no coldide de Ag de maneira que
este volume foi desconsiderado, mantendo assim a concentracdo como sintetizado (1
mol/L) do coloide de Ag. As solucBes de atrazina e prometrina diluidas no coloide de Ag
foram colocadas em um suporte sob 0 microscopio 6ptico do micro-Raman e o foco do

laser foram ajustados para a interface ar/dgua (Figura 4). As solugdes estoque dos
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herbicidas foram preparadas com concentrages de 1,0x10* mol/L para a atrazina e
1,0x10° mol/L para a prometrina e diluidas para a concentracdo desejada no coléide de
Ag. As concentracdes finais das solu¢Bes de atrazina e prometrina diluidas no coldide de
Ag foram 5,0x107; 5,0x1078; 5,0x10®; 5,0x10%; 5,0x10™! e 5,0x102 mol/L.
2.7. Analise de dados

As andlises de dados resultantes de aplicagdes de sensores e biossensores tém sido
estudadas através de métodos estatisticos e computacionais, tais como Anélise de
Componentes Principais (PCA)® e Visualizacdo da Informagdo,** respectivamente,
ferramentas empregadas para reduzir a dimensionalidade dos dados. Nestes métodos séo
realizadas proje¢des de dados de um espaco multidimensional em um conjunto 2D ou
3D com a méxima preservacdo de relagdes de similaridade. Uma das técnicas de
Visualizacdo da Informacdo é a Técnica de Projecdo Multidimensional (TPM).
Formalmente, os dados no espaco original sdo representados por X = {xu, X2, .., Xn}, €
d(xi, xj) € definido como a distancia entre os dois pontos de dados i e j. Eles séo
mapeados em um diagrama 2D com marcadores graficos representados por Y = {y1, Y2,
., Yn}, que séo determinados em um procedimento de otimizagdo usando uma funcéo
injetora f: X — Y que minimiza |5(xi, Xj) - d(f(xi),f(xj))] = 0, V¥ xi, xj € X, em que
d(xi, xj) representa a dissimilaridade entre os objetos i e j no espago original e d(yi,y;) é
a funcio de distancia do plano projetado*. Ha uma tentativa de preservar no espago
projetado a semelhanca de dados no espaco multidimensional original. A flexibilidade
desta abordagem de otimizagdo surge a partir da disponibilidade de funcfes de varios
custos (ou de erro) utilizadas para a colocacdo dos marcadores gréficos sobre um
diagrama 2D. Aqui utilizou-se o mapeamento chamado de Sammon*® e Interactive

Document Map (IDMAP),% cujas funcdes de erro sio dadas:
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B 1 Z(d(yi,Yj)_5(Xi’Xj))2
Sam — Zg(xi’xj) §(Xi’xj) (1)

i<j

em que 6 e d séo as funcGes de distancia definidas acima.

5(Xiix')_5m'n
Sipmap = 5 1_5. _d(yi'yj) 2)

em que Jdmin ¢ dmax SA0 as distancias minima e maxima entre as amostras.

2.8. Espectroscopia de impedancia e crescimento do filme LbL de PAH/AgNPs

As medidas de espectroscopia de impedancia foram realizadas utilizando um
analisador Solartron, modelo 1260A. As medidas foram obtidas na faixa de frequéncia
de 1 Hz a 1 MHz usando 50 mV de amplitude. Foram utilizadas 2 unidades de detecgéo:
um eletrodo interdigitado de Pt (bare) e um eletrodo interdigitado de Pt modificado com
5 bicamadas LbL de solucdes de PAH/AgNPs (Figura 5). O eletrodo bare foi utilizado
para monitorar qualquer alteracdo na resposta elétrica provocada por meio dos filmes
ultrafinos. Estas unidades sensoriais de deteccdo foram aplicadas para discriminar a
agua ultrapura e as solucdes de atrazina ou prometrina nas concentragdes de 1,1 x 1071,
1,1x107° 1,7 x 10%;, 5,6 x 108 e 1,1 x 10" mol/L preparadas por adi¢do de aliquotas de
solucBes estoque em &gua ultrapura. Os eletrodos interdigitados utilizados foram de Pt
com 50 pares de digitos, sendo que cada digito possui 10 um de largura, 0,5 mm de
comprimento e 100 nm de espessura, espacados de 10 um um do outro. Os filmes LbL
foram crescidos imergindo o eletrodo em solucBes na seguinte sequéncia: solucdo de
PAH (3 min) depois em agua ultrapura agitando suavemente para remover o PAH nao
adsorvido (1 min), em seguida foi imerso em coldide de AgNPs por 3 minutos e
novamente imerso em agua ultrapura (1 minuto) para remover as nanoparticulas nao

adsorvido no substrato.
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Figura 5: representacdo esquematica para a) filmes LbL de PAH/AgNPs imersos em
solucBes de atrazina ou prometrina. b) ilustracdo dos filmes LbL de PAH/AgNPs nos

eletrodos de Pt para realizacdo das medidas de impedancia.
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Caracterizacao do coldide de Ag na

presenca da atrazina e da prometrina
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3.1. Potencial zeta: coldide de Ag
A seguir sdo exibidos resultados de potencial zeta ({) que representa a carga
elétrica superficial do coldide de Ag. A Tabela Il apresenta valores de potencial zeta e a
média destes valores para o coldide de Ag sintetizado com o agente redutor cloridrato
de hidroxilamina (AgHi). Estes valores referem-se a 5 medidas repetidas para a mesma
sintese do coldide de Ag (pH ~ 6).

Tabela I1. Valores de potencial zeta e na parte inferior é indicado o valor médio do
potencial zeta (X ). O desvio padrdo (o) e o erro da medida (Er).

Potencial zeta (mV)
AgHi
-29,7
-30,8
-24,5
-29,1
-23,1
X=-2741 c =34

Er=15

O valor médio do potencial zeta foi de -27,4 mV, o que esta dentro da faixa (-
30mV a +30mV) correspondente a coldides instaveis®”*®. Em trabalhos como de Neto et
al.®® e Saade et al.%®, a estabilidade do coldide é confirmada para valores inferiores a -
30 mV (€ < -30mV) ou superiores a 30 mV (£ > 30 mV), sendo relatado também nestes
trabalhos que a aglomeracdo das nanoparticulas aumenta quando o potencial zeta se
aproxima de zero®*°. O valor do potencial zeta do coldide de Ag deste trabalho de

mestrado (-27,4 mV) estd proximo do limite inferior adequado para a estabilidade do
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coloide. A estabilidade do coldide é fundamental para que ndo ocorra a aglomeracao das
nanoparticulas e a precipitacdo da Ag, perdendo-se a caracteristica de coloide.
3.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV): nanoparticulas de Ag

A caracterizacdo morfoldgica do coloide de Ag foi obtida pela técnica de MEV.

A Figura 6 apresenta imagem de MEV para o filme cast da nanoparticula de Ag com

ampliacdo (25.000X).

Figura 6: imagem de MEV usando ampliacdo de 25.000X do cast da nanoparticula de
Ag. Os pontilhados que estdo em vermelho mostram regides que houve a agregacao da
Ag. A imagem mostra uma barra de 300 nm.

A imagem de MEV apresentada na Figura 6 mostra a agregacdo da
nanoparticula de Ag formando um emaranhado de AgNPs. A agregacdo do coldide de
Ag foi observada em diferentes pHs e temperaturas por MEV e UV-Vis no trabalho de
Gorup L.F®°. A aparéncia da agregagdo observada no trabalho de Gorup L.F® é similar

com a deste trabalho de mestrado. No entanto, neste trabalho de mestrado o coloide de
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Ag apresenta um valor de potencial zeta proximo do estavel, mostrando que este coloide
é adequado para a aplicacdo de medidas SERS. Normalmente é necessario ativar o
coloide com algum tipo de sal (nitrato de potéassio (KNO3); hidréxido de soédio (NaOH))
para a realizacdo das medidas SERS. No entanto, neste trabalho ndo foi necessario
ativar o mesmo com algum tipo de sal®*%. A imagem de MEV esta de acordo com os
resultados de potencial zeta (3.1), pois 0 potencial zeta mostra que as nanoparticulas
estdo se agregando, devido ao valor do coldide de Ag (-27,4 mV) n&o estar dentro do
intervalo adequado de estabilidade ({ < -30mV ou { > 30mV)*’°. Portanto, existem
condicGes para a agregacdo das nanoparticulas. As aglomeracdes das AgNPs para
sistemas coloidais realizados com citrato também foram observadas por imagens de
MEV*3®_ A agregacdo do coldide é fundamental para ativar o SERS e obter o sinal do
analito de interesse. A agregacdo aumenta os intersticios para amplificacdo do sinal dos
herbicidas?®4,
3.3. Medidas de extincao: col6ide de Ag e Ag/herbicidas

As medidas de extingdo foram realizadas para verificar se ha os deslocamentos
de bandas referentes a adsorcdo dos herbicidas na superficie da Ag e para inferirmos se
o coloide de Ag estd adequado para aplicacdo das medidas SERS, comparando seu
plasmon de acordo com a literatura. As Figuras 7% e 7b mostram resultados da
espectroscopia de extin¢do do coldide de Ag e para as solugdes de atrazina e prometrina
diluidas no coloide nas concentragdes de 5,0x10° e 5,0x10”7 mol/L. As Figuras 7a e 7b
apresentam destacada a extin¢do entre 250 e 1000 nm, com maximo em 417 nm
referente ao plasmon (dipolos)®3. Existe um pequeno ombro na regido de 370 nm que se
refere & absor¢do via quadrupolos®™®. A banda na regido de 370 nm pode ser também
atribuida a uma transico eletronica dos elétrons da Ag*#"%>%¢ ha uma terceira hipotese,

sendo a transic&o eletronica do fon NOs™ que esta disperso no coléide de Ag®®6L,
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Figuras 7: espectros de extin¢do para o coldide de Ag sintetizado com hidroxilamina
hidroclorada contendo a) atrazina e b) prometrina diluidas no coldide de Ag em
concentragdes de 10° e 107 mol/L. A banda de plasmon é observada na regifo de 417
nm e um pequeno ombro é observado referente aos quadrupolos na regido de 370 nm.

A extingdo na regido de 417 nm apresentada na Figura 7a e 7b esté associada as
AgNPs predominantes em formatos esféricos*®, consistente com o que é visto na

Figura 6 para medidas de MEV. As AgNPs deste trabalho tém um tamanho entre 45 e
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55 nm como observado na literatura para esta regido de comprimento de onda (417
nm)*’. O trabalho de Izquierdo-Lorenzo et al.%! mostra as diferentes regides de plasmon
e suas respectivas imagens de MEV, estabelecendo os diametros para cada tipo de
nanoparticulas, o que esta de acordo com este trabalho de mestrado. Na literatura é visto
que as NPs sintetizadas com o agente redutor hidroxilamina hidroclorada apresentam
tamanhos menores que as sintetizadas com o agente redutor citrato®. No entanto, as
AgNPs sintetizadas neste trabalho (417 nm) estdo na mesma ordem de tamanho que as
sintetizadas com citrato, pois o coldide de Ag sintetizado com hidroxilamina apresenta
plasmon proximo da regido de comprimento de onda das NPs com citrato*3®*, A forma
e 0 tamanho das AgNPs desempenham um papel importante no deslocamento da
ressonancia de plasmon de superficie, sendo que quanto maior o comprimento de onda
maior o tamanho das NPs®"~%°, O trabalho de Mock et al.®® mostra que a regido referente
ao azul é caracteristica de AgNPs esféricas. Reforcando esta idéia de deslocamento de
plasmon, o trabalho de Garcia-Leis et al.”® apresenta fabricacio de nanoestrelas de Ag
(silver nanostars (AgNS)) possuindo na primeira etapa da sintese o coldide de Ag com
plasmon na regido de 475nm, formando um col6ide com nanoparticulas em formato
esférico. Na segunda etapa da sintese se adiciona citrato, produzindo um deslocamento
de plasmon para regides de maiores comprimentos de onda formando assim as AgNS™.
As solucdes de atrazina e prometrina diluidas no col6ide de Ag ndo produziram
deslocamento do plasmon nem aumento na largura da banda nas condiges testadas,
portanto isto infere que n&o foi possivel observar por medidas de UV-Vis uma interagdo
Ag/herbicidas. Isto pode se dever as baixas concentragdes dos herbicidas (10 e 107
mol/L) e ao fato do coldide de Ag apresentar sua agregacdo propria como foi observado
nas secdes (3.1 e 3.2). No entanto, o trabalho recente de Furini et al.2 mostra o

deslocamento de plasmon do coloide de Ag comparado ao da solucdo do herbicida
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carbendazim (MBC) diluida no coldide de Ag. Este deslocamento de plasmon estd
relacionado a forte interacdo do MBC com a Ag, induzindo assim uma agregacdo do

coldide. O mesmo deslocamento é observado no trabalho de Izquierdo-Lorenzo et al.5t,

3.4. Medidas SERS: coloide de Ag

As Figuras 8 e 9 mostram resultados de duas sinteses distintas do coldide de Ag
(sintetizado com &gua ultrapura, ambas as sinteses em pH~6) realizadas através do
mesmo procedimento (2.2). Foram sintetizados com o agente redutor hidroxilamina. A
Figura 8 mostra o coldide de Ag utilizado para o SERS da prometrina dissolvida em
agua ultrapura (Cap 1V). A Figura 9 apresenta espectros do col6ide de Ag que foi

utilizado para obtengdo do SERS da atrazina dissolvida em agua ultrapura (Cap V).

Intensidade Raman

T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
NUmero de onda (cm-1)

Figura 8: espectros Raman do col6ide de Ag utilizado para a realizacdo do SERS da
prometrina.
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Figura 9: espectros Raman do coléide de Ag utilizado para realizacdo do SERS da
atrazina.

A Figura 8 mostra apenas o sinal do coldide de Ag. A Figura 9 apresenta
algumas bandas nas regides de 1339 a 1619 cm™ para os espectros do coldide de Ag. No
entanto, as bandas observadas na Figura 9 foram notadas no inicio do trabalho de
mestrado, para fazer a comparacdo com as bandas do herbicida atrazina (Figura 10). As
bandas observadas nos espectros da Figura 9 podem ser por ndo utilizar dgua fervente
na limpeza das vidrarias, diferente do método utilizado na limpeza das vidrarias para a
sintese do coloide de Ag da Figura 8. Porém, ndo podem ser descartados os relatos de
produtos gerados na sintese do coldide de Ag realizado com o agente redutor
hidroxilamina, as bandas observadas no Raman do coldide de Ag (Figura 9) podem ser
devido a estes produtos. O livro de Aroca et al.*’ mostra que essa sintese apresenta a
desvantagem pela formacéo de 6xido de nitrogénio como produto, os quais (N2O) pode
reagir com a dgua formando &cidos de nitrogénio que dao a acidez do meio aquoso do
coloide. Todavia, esta formagdo de nitrogénio como produto pode ndo ter uma selecdo
por SERS e ndo ocorrer estas interacbes (Bandas) que se observa na Figura 9.
Ressaltando que ndo encontram trabalhos na literatura que relatam essas bandas de

produtos gerados pela sintese. Portanto, temos a hipdtese que essas bandas sdo algumas
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contaminagdes durante a preparagdo da sintese do coldide de Ag ou até mesmo depois,
durante a realizacdo dos experimentos. Esses espectros (Figura 8 e 9) do coldide de Ag
sdo apresentados como referéncia para a melhor identificacdo das bandas de vibragdo da

prometrina (Capitulo 1V) e atrazina (Capitulo V).
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Capitulo IV

Deteccao do herbicida prometrina por
espalhamento Raman amplificado em
superficie (SERS)
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4.1. Prometrina em agua ultrapura

4.1.1. Detec¢do da prometrina em &gua ultrapura

O estudo referente aos espectros SERS da solucdo de prometrina diluida no
coldide de Ag mostrou que a concentragdo do herbicida desempenha um papel
importante no sinal SERS, uma vez que a agregacdo das moléculas de prometrina pode
dificultar a adsorcdo sobre o coloide de Ag’L. O efeito da concentragio de prometrina na
intensidade do espectro SERS pode ser observado nas Figuras 10 e 11. A Figura 10
mostra os espectros do herbicida diluido no coléide de Ag em concentraces
relativamente elevadas: 5,0x10° e 5,0x10® mol/L. Em contraste, as bandas com
intensidade Raman mais intensas e definidas sdo mostradas na Figura 11 para o
herbicida diluido no col6ide de Ag em concentragBes relativamente baixas: 5,0x107 a
5,0x10"22 mol/L. O espectro Raman do coldide de Ag é mostrado como referéncia para a

melhor identificacdo das bandas de vibracdo da prometrina nas Figuras 10 el1.

5,0x10°mol/L

5,0x10°mol/L

N TN

SdO 1060 1560 2060 2560 3060 35b0 4000

Intensidade Raman

NUmero de onda (cm-?)

Figura 10: espectros SERS das solucdes de prometrina diluidas no coloide de Ag em
concentragdes de 5,010 e 5,0x10° mol/L.
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Figura 11: espectros SERS de solucdes de prometrina diluidas no coldide de Ag em
concentragdes 5,0x107; 5,0x10%; 5,0x10°%; 5,0x10%%; 5,0x10! e 5,0x10% mol/L. O
espectro do coldide de Ag € dado como referéncia, na parte inferior, a fim de distinguir
as bandas de vibracdo da prometrina, cuja estrutura molecular com os atomos
enumerados é dada na insercao.

As principais bandas vibracionais do espectro SERS para a solucdo de

prometrina diluida no col6ide de Ag e para o espectro Raman convencional do herbicida

em po sdo atribuidas na Tabela I11.
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Tabela I11. Atribuigdes vibracionais de bandas caracteristicas do p6 da prometrina e do
espectro SERS da solucdo de prometrina diluida no coloide de Ag em concentracdo de
5,0x1012 mol/L. Em vermelho estdo alguns nimeros de onda relacionados as bandas
que desaparecem no espectro SERS da prometrina®"273,

Prometrina/p6 Prometrina/SERS

(cm ) (cm ) Atribuicdes
419 429 (deformacéo no plano dos grupos CNC + CSC)"®
499 (deformacao no plano dos grupos CH3 + CH)™
615 (estiramento Ag-S)™
703 (deformacao do anel fora do plano+ estiramento C-S)3872
829 826 (respiracdo do anel)3®
902 (respiragdo do anel)*®
965 964 (respiracdo do anel)*®
1126 (deformacéo do grupo isopropilico)’?
1157 1149 (estiramento C-S)%872
1176 (deformag?ozdo grupo isopropil)’? ,
(estiramento C-S)%72 (deformagcéo do anel N-C-H)"?;
1273 1273 (deformagdo C-C-H)®
1310 (deformacéo do anel N-C-H)"? (deformagéio C-C-H)%®
1346 1347 (CHs symmetric bending)?
1448 1457 (deformagio CH3)3®
2872 (estiramento simétrico C-H do grupo CH3)*®
(estiramento antissimétrico C51-H + C52-H + C53-H do grupo
2909 CHy®
2933 2937 (estiramento simétrico C31-H + C32-H + C33-H do grupo CHy)®
2971 (estiramento antissimétrico do grupo C31-32-H do grupo CH3)*®

Vale ressaltar que os espectros SERS das solucdes mais concentradas (Figura 9)
foram obtidos mais facil que os espectros SERS para o herbicida diluido no coloide de
Ag nas concentracdes abaixo de 10® mol/L. Os espectros da Figura 11 n3o foram
simples de se obter, pois exigiram varios espectros (aproximadamente 8 espectros para
cada concentracBes) para a obtencdo destes mostrados na Figura 11. Provavelmente,
apenas as moléculas do herbicida adsorvidas nos "hot spots" ddo origem a sinais
mensuraveis como observado na Figura 1177, A Figura 11 ndo mostra sobreposicoes
de bandas dos espectros SERS da prometrina em relacdo ao Raman do coloide de Ag,
sendo observadas somente as bandas referentes ao herbicida. A melhoria de sinal

(relacdo sinal/ruido) é encontrada para as bandas atribuidas aos modos de vibragdo que
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envolve o anel do herbicida prometrina na regido de 1100 a 1500 cm™ 3. O maior
aumento na intensidade foi observado na banda em 1273 cm™ atribuida a deformacgio
do anel N-C-H com o estiramento C-S%%72,

A utilizacdo de SERS para distinguir as solugdes de prometrina é melhor
evidenciada por tratamento dos espectros SERS utilizando a técnica de projecao
multidimensional. Os resultados apresentados na Figura 12 estdo agrupados de acordo
com a similaridade dos espectros SERS das amostras coldide de Ag e Ag/prometrina.
Quanto mais préximos os circulos, mais semelhantes os espectros SERS, sendo que
cada circulo representa um espectro SERS (sdo mostrados 3 espectros para cada
amostra). Os espectros SERS correspondentes as diferentes concentrages de
prometrina estdo afastados uns dos outros, 0 que indica que as amostras podem ser
distinguidas até 5,0x10*2 mol/L. Neste trabalho de mestrado foi confirmada a
capacidade de distingdo das concentragOes por tratamento dos espectros SERS (Figura
11) e através da técnica de projecdo multidimensional IDMAP, cujos resultados estdo
mostrados na Figura 11.
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Figura 12: projecdo multidimensional IDMAP agrupando por semelhanca os espectros
SERS para diferentes concentragfes de prometrina em solucfes de 4gua ultrapura.
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A maior dispersdo dos dados foi vista para as solucdes de prometrina em 10719,
10t e 102 mol/L, o que é uma consequéncia direta das flutuagdes nos espectros SERS
que afetam a largura da banda, a forma da banda, o deslocamento Raman e as
intensidades absolutas e relativas para as solucfes altamente diluidas. Os parametros de
flutuacBes nos espectros séo tipicos de um comportamento observado para solucdes
muito diluidas, cujo limite € a deteccdo de uma Unica molécula, o que € revelado através
das alteracbes no perfil dos espectros SERS em conjunto com a compensacdo das
alteragdes locais do ambiente molecular®®’"’®, De fato, neste trabalho de mestrado
estima-se haver trés moléculas de prometrina por picolitros (10%L). A escala de
picolitros foi escolhida, pois essa é a ordem de grandeza do volume do laser em
experimentos de deteccdo de uma Gnica molécula3976.7980,

A concentracdo estudada neste trabalho de mestrado foi a menor ja detectada
para solucdes de prometrina, aproximando-se dos niveis de Unica molécula. Trabalhos
com o uso de SERS para prometrina relatados na literatura até o momento nao
apresentaram valores menores que 10 mol/L. Foram observados trabalhos na literatura
para a deteccdo de prometrina com técnicas cromatograficas atingindo limites 10 a
1071% mol/L?%81-8 enquanto a utilizacido do método polarografico de pulso diferencial
levou a deteccdo dos herbicidas atrazina, simazina e prometrina até 8,0x10® mol/L?%,
Oliveira-Brett et al.® relataram um biossensor eletroquimico a fim de investigar as
interacdes entre 0 DNA e herbicidas do grupo s-triazina, obtendo um limite de deteccao
de 5,0x10™* mol/L.

4.1.2. Adsorcdo da prometrina em coloide de Ag

A Figura 13 compara o espectro SERS da solugdo de prometrina (5,0x102
mol/L) diluida no coloide de Ag com o espectro Raman da prometrina em pd. As linhas

pontilhadas estdo mostrando as bandas (em cor vermelha) que séo caracteristicas do
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herbicida em pd e que praticamente desapareceram no espectro SERS da prometrina
(1012 mol/L). Consequentemente, algumas discussdes podem ser destacadas. i) A banda
em 615 cm™ é atribuida ao estiramento C-S™ do espectro SERS da prometrina,
revelando aproximacédo desta regido do herbicida na AgNPs. ii) A banda na regido de
965 cm™ ¢ atribuida a vibragdo do anel triazinico e apresenta a maior intensidade no
espectro Raman do herbicida em pd, no entanto sua intensidade diminui drasticamente
no espectro SERS da prometrina. As bandas em 703, 902 e 1310 cm™ séo referentes a
vibracdo do anel triazinico e também desapareceram no espectro SERS da prometrina.
Considerando a regra de selecdo SERS, segundo a qual as bandas relacionadas aos
modos de vibracdo que estiverem paralelo a superficie das AgNPs tendem a diminuir ou
até mesmo desaparecer?>21478 e sabendo que as bandas mencionadas acima pertencem
ao plano do anel, pode-se inferir que o anel triazinico esta preferencialmente paralelo a
superficie das AgNPs. iii) As vibracdes dos grupos laterais alifaticos da prometrina
referentes as bandas 1126, 1176, 2872, 2909 e 2971 cm™ também desapareceram no
espectro SERS da prometrina. Como tais vibracGes ndo possuem direcdes preferenciais,
as regras de selecdo ndo tém grande interferéncia sobre suas intensidades. Esses
desaparecimentos podem, portanto, estar relacionados a processos de degradacdo do
herbicida por meio de uma desalquilacdo®-%, iv) As outras bandas (em cor preta)
mostradas na Figura 13 sdo relacionadas aos nimeros de onda do espectro SERS da
prometrina que também estdo presentes no Raman do herbicida em p6. Pequenas
diferengas quanto ao centro da banda e intensidades relativas podem ser observadas, as
quais podem ser consequéncia dos fatores discutidos em (i), (ii) e (iii), alem da questdo
intrinseca dos diferentes ambientes que o herbicida estd sendo analisado

(pd/coldide)?0,
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Figura 13: espectro SERS da solucdo de prometrina diluida no coldide de Ag em
5,0x1012 mol/L em comparacéo ao espectro Raman da prometrina em pé. Em vermelho
estdo os numeros de onda relacionados ao espectro do herbicida em po.

A melhora do sinal SERS, como mencionado em (ii), é altamente dependente da
orientacdo molecular e da distancia entre os grupos moleculares e a nanoparticula,
praticamente desaparecendo para distancias maiores que 150 A?°. Devido a isso,
podemos assumir que a adsor¢do da prometrina nas AgNPs se da pela banda 1273 cm
que apresenta a maior intensidade nos espectros SERS (Figura 11 e 13). Portanto, as
moléculas do herbicida devem estar preferencialmente adsorvida nas AgNPs através dos
grupos S-C. A Figura 14 ilustra esta adsorcdo e resultado similar em relacéo a adsorgéo
dos atomos C-S foi obtido por Bonora et al.*® em estudos utilizando Raman e SERS
como metodo de diferenciacdo para os herbicidas triazinicos, atrazina, prometrina e
simetrina e pelos calculos tedricos de Benassi et al.”. Destacamos a banda mais intensa
do espectro Raman para o p6 do herbicida em 965 cm™ (respiracio do anel), entretanto

esta banda diminuiu drasticamente no espectro SERS do herbicida (Figura 13),
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sugerindo que as moléculas de prometrina tém o seu anel triazinico posicionado paralelo

a superficie das AgNPs adsorvendo na superficie das AgNPs via atomos C-S%.

Figura 14: ilustracdo da adsorcao da prometrina nas AgNPs via atomos de C-S (cinza e
amarelo), com o anel paralelo as AgNPs.
4.2. Prometrina em agua deionizada e de torneira

Um dos desafios mais relevantes no desenvolvimento de dispositivos analiticos é
a analise de contaminantes em amostras reais. Nesta etapa do trabalho de mestrado
também foi realizado um estudo a concentracdes na ordem de ppm (&gua deionizada) e
ppb (dgua de torneira) de prometrina em solugdes de agua deionizada e de torneira,
simulando as condi¢cfes existentes em amostras reais. A Figura 15a mostra espectros
SERS coletados para prometrina dissolvida em agua deionizada (10" mol/L) e diluida
até a concentragio de 10°*2 mol/L em coldide de Ag. Os espectros SERS coletados para
as solucbes de prometrina dissolvida em agua de torneira (10° mol/L) e diluida até a
concentracéo de 10° mol/L em coldide de Ag sdo exibidos na Figura 15b. Os espectros

tipicos do coloide de Ag com adicao de aliquota de dgua deionizada (Figura 15a) ou de
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torneira (Figura 15b) sdo mostrados na parte inferior das Figuras 15a e 15b como
referéncia para permitir uma melhor identificagdo das bandas de vibracdo da
prometrina. Para melhor andlise, varios espectros Raman dos coldides de Ag sdo
mostrados nas Figuras 16a e 16b com aliquotas de &gua deionizada (Figura 16a) e de

torneira (Figura 16Db).
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Figura 15: espectros SERS coletados para (a) solugcdes de prometrina em agua
deionizada diluida em coldide de Ag nas concentragbes 5,0x107; 5,0x108; 5,0x10°°;
5,0x10%%: 50x10! e 5,0x107*2 mol/L. (b) Solucbes de prometrina em agua de torneira
diluida em coldide de Ag nas concentragdes 5,0x10°%; 5,0x10°; 5,0x107; 5,0x107° e
5,0x10° mol/L. Os espectros do coldide de Ag com adicio de agua deionizada e de
agua de torneira sdo dados como referéncia na parte inferior de cada figura.
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a) Coloide de Ag + agua deionizada
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Figura 16: espectros Raman coletados a partir do proprio coldide de Ag contendo
aliquotas de agua (a) deionizada ou (b) de torneira.

As pequenas bandas observadas nas Figuras 16a e 16b do colbide de Ag
contendo agua deionizada ou de torneira indicam a presenca de impurezas no meio ou
de reagentes utilizados na sintese do coldide de Ag*">?. Essas impurezas afetam o sinal
SERS da molécula alvo, herbicida. De fato, existe uma sobreposicdo de bandas na
regido de 1100 a 1621 cm™ para os espectros SERS de prometrina e do coldide de Ag,
como mostram as Figuras 15a e 15b.

A adequacdo de SERS para determinar prometrina em solu¢fes de &gua
deionizada é mais claramente visualizada no grafico 2D mostrado na Figura 17, em que
os espectros SERS foram classificados por semelhanca através da técnica

multidimensional IDMAP.
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Figura 17: projecdo multidimensional IDMAP agrupando por semelhanca os espectros
SERS para as diferentes concentragdes de prometrina em solugdes de agua deionizada.

Os resultados foram agrupados de acordo com a semelhanca entre os dados
analisados. As concentracbes de prometrina 5,0x10°; 5,0x10°; 5,0x107; 5,0x10® e
5x10° mol/L diluidas no coldide de Ag estdo agrupadas em clusters afastados uns dos
outros, indicando que os espectros SERS podem distinguir estas amostras. No entanto,
as solucdes de prometrina mais diluidas (5,0x10% 5,0x10! e 5,0x10*2 mol/L) sdo
agrupadas ocorrendo algumas sobreposicdes, mostrando que estas solu¢Ges ndo podem
ser claramente separadas entre si.

O espectro SERS de prometrina diluida em &gua de torneira apresenta o fator
mais baixo em relacdo as intensidades absoluta e relativa das solugdes, devido as
impurezas no meio circundante do coldide de Ag. A Figura 18 apresenta a projecdo dos
dados adquiridos para solucdes de prometrina diluidas em &gua de torneira para
concentrages de 10° a 10° mol/L. Foram obtidos resultados para as concentragdes
mais baixas, porém omitidos da Figura 18, uma vez que seus pontos entraram em

colapso no cluster para a referéncia do coldide de Ag. As maiores quantidades de
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impurezas na agua de torneira levaram a uma menor amplificacdo da prometrina nos

espectros SERS em comparagdo com a agua ultrapura e deionizada.
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Figura 18: projecdo multidimensional IDMAP agrupando por semelhanca os espectros
SERS para diferentes concentracdes de prometrina em solucdes de dgua de torneira.

O papel das impurezas foi destacado pela projecdo IDMAP na Figura 19, em que

os dados estdo plotados a partir de diferentes referéncias do coldide de Ag (aliquotas de

agua ultrapura, deionizada e da torneira) com solucdes de prometrina diluida na

concentracéo de 10 mol/L (agua ultrapura, deionizada e da torneira).
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Figura 19: projecdo multidimensional IDMAP agrupando os espectros das diferentes
referéncias para os coldides de Ag e para prometrina a 10° mol/L em agua ultrapura,

deionizada e agua de torneira.
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A Figura 19 revela que a distancia entre o conjunto de referéncia do coldide de
Ag e o cluster correspondente para a amostra contendo prometrina diminuiu claramente
na ordem de agua ultrapura > 4gua deionizada > agua de torneira. Em concluséo,
mesmo no pior cenario representado por solucBes feitas com agua de torneira, tratando
os dados SERS com IDMAP ¢é possivel detectar concentracbes de prometrina até uma
ordem de grandeza abaixo do limite permitido para a dgua potavel. Isso destaca a
utilidade da técnica de projecdo ndo s6 para lidar com os dados, mas também para
aperfeicoar a aplicacdo sensorial. O desempenho de deteccdo baseado em SERS é
competitivo com alguns trabalhos na literatura para a deteccdo de pesticidas em
amostras reais, sendo que a maioria dos trabalhos é baseada em métodos de extracéo e
de exclusdo de tamanho em técnicas de cromatografia?®8%-%, Koeber et al. foram
capazes de detectar herbicidas triazinicos em amostras de rio com um limite de detec¢do
de 3,3x1071% mol/L para simazina combinando a coluna de exclusdo de tamanho com a
cromatografia de adsorcdo®!. Djozan et al. relataram a detecgdo dos herbicidas da
familia das s-triazina em agua de torneira, com limite de deteccdo de 8,29x108 mol/L
utilizando cromatografia gasosa®. Técnicas eletroquimicas também foram aplicadas
para a deteccdo dos herbicidas em solucdes, alimentos e amostras reais. Alguns limites
de deteccdo reportados na literatura foram de 1,7x10® mol/L para metidationa®,
1,9x10* mol/L para o paraquat em tampéo e em extratos de batata® e 8,9x10® mol/L
para o lindano em &gua ultrapura.

Para uma melhor analise das bandas do herbicida prometrina, os espectros SERS
das solucGes de prometrina em agua ultrapura, deionizada e agua de torneira estdo
comparados na Figura 20 com o espectro Raman da prometrina em po. O espectro de
referéncia do coldide de Ag com adigédo de aliquota de 4gua de torneira é apresentado na

parte inferior da figura.
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Figura 20: espectros SERS de prometrina dissolvida em &gua ultrapura (5,0x10°
mol/L), agua deionizada (5,0x10° mol/L) e &gua de torneira (5,0x10° mol/L) em
comparagdo com o espectro Raman do pd da prometrina. O espectro de referéncia do
col6ide de Ag contendo agua de torneira € dado na parte inferior da figura.

As principais bandas de vibragdo dos espectros SERS para as solugbes do
herbicida diluidas no coloide de Ag e o Raman convencional do p6 do herbicida sdo
realgcadas por linhas tracejadas. A Figura 20 mostra a diferenca no perfil (largura da
banda, a forma da banda, o deslocamento Raman, as intensidades absoluta e relativa das
solugdes) do espectro SERS do herbicida comparado ao espectro Raman da prometrina

em pod. A intensidade das bandas vibracionais dos espectros coletados em solucdes de
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prometrina em &gua deionizada e de torneira ndo foi tdo intensa, nem definida,
comparada ao SERS das solucBes de agua ultrapura. As impurezas presentes na dgua
deionizada e de torneira podem adsorver nas AgNPs e impedir o contato direto das
moléculas de prometrina com a superficie metalica. As bandas de melhores intensidades
sdo0 encontradas na regido entre 1100 e 1500 cm™, atribuidas aos modos vibracionais
envolvendo o anel triazinico®. Portanto, o anel triazinico possivelmente também
desempenha um papel na adsorcao sobre a superficie das AgNPs da agua deionizada e
de torneira. No entanto, ndo se podem identificar interacfes especificas responsaveis
pela adsorcdo devido a grande variacdo na faixa de intensidades relativas, consequéncia

das impurezas no meio.
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Capitulo V

Deteccao do herbicida atrazina por
espalhamento Raman amplificado em
superficie (SERS)
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5.1. Atrazina em agua ultrapura
5.1.1. Deteccdo de atrazina em 4gua ultrapura
A técnica SERS foi aplicada para a detec¢do do herbicida atrazina dissolvido em
agua ultrapura (10 mol/L) e diluido até a concentragdo de 10712 mol/L em coldide de
Ag. A Figura 21 apresenta os espectros SERS obtidos para as concentragdes de 5,0x107°
a 5,0x10%2 mol/L de atrazina diluida no col6ide de Ag. Um espectro tipico do coldide
de Ag é mostrado como referéncia para a melhor identificacdo das bandas de vibracéo

da atrazina.
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Figura 21: espectros SERS de solucbes diluidas de atrazina em col6ide de Ag nas
concentragdes 5,0x107; 5,0x10%; 5,0x10°%; 5,0x10%%; 5,0x10* e 50x10% mol/L. O
espectro do coldide de Ag e dado como referéncia, na parte inferior, a fim de distinguir
as bandas de vibragéo da atrazina.

As bandas relacionadas estritamente ao SERS da atrazina foram destacadas por

linhas pontilhadas na Figura 21, com as atribui¢es dadas na Tabela I1I.
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As principais bandas vibracionais do espectro SERS para a solugédo de atrazina
diluida no cold6ide de Ag e para o espectro Raman convencional do herbicida em pé séo
apresentadas na Tabela IV.

Tabela 1V. Atribuicdes vibracionais de bandas caracteristicas da atrazina3®-,

Atrazina
(cm™) AtribuicGes
442 (deformacao do anel) (vibragdo CI-C)%%
751 (CHz rocking + CH3z wagging)®®
800 (estiramento C—C + CH3 wagging)®
917 (CHs twisting)*®
964 (estiramento C-C)%6%
1183 (N-H bending)3®
1275 (CH_ twisting)®
1339 (bending do grupo CHz+CH+NH)*®
1365 (N-H bending) ( CH,wagging)*®
1453 (bending CH3)%®
1505 (N-H bending)®
1610 (deformacdo simétrica no plano do anel C-N-H)¢%
1619 (N-H bending + estiramento C-N)*

A Figura 21 mostra sobreposicdes de bandas de 1339 a 1619 cm™ para espectros
da atrazina e do coldide de Ag. De acordo com Costa et al.*®, a banda de atrazina na
regido espectral de 1339 cm™ ¢ atribuida ao bending do grupo CHs+CH+NH. A regido
em 1365 cm™ esté relacionada ao bending dos atomos N-H e ao CH, wagging, sendo em
1619 cm referente aos grupos com NH bending + estiramento C-N. A interacdo da
atrazina com as AgNPs foi confirmada também por Bonora et al.®8, que observaram a
banda 1610 cm™ atribuida & deformagdo simétrica do anel, devido & vibragio dos
atomos C-N-H posicionados entre o radical etil e 0 atomo de Cl. A banda observada na
regido de 442 cm? refere-se a deformacdo do anel e da vibragdo CI-C%% mostrando
que existe uma interacdo do herbicida com a superficie da Ag nesta regido. Inclusive
existe um aumento da banda em torno de 200 cm™ que é a regido de vibracdo do N do

herbicida com a Ag do coldide®’.
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A adequacdo de SERS para distinguir as solu¢des de atrazina demonstradas na
Figura 21 foi revelada por tratamento dos espectros SERS utilizando mapeamento
Sammon®, como mostra a Figura 22.
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Figura 22: mapeamento Sammon dos espectros da solucdo de atrazina para distintas
concentragdes diluidas no colodide de Ag (coldide de Ag/atrazina). A figura ndo apresenta
eixos porque neste mapeamento o que interessa € a distancia relativa entre os pontos dos
dados. Amostras mais semelhante estdo mais proximas (e distintas estdo distantes).

A Figura 22 mostra uma maior dispersdo nos circulos para menores
concentragdes (5,0x1012 mol/L, em especial) que é explicado pelas alteracdes no perfil
dos espectros SERS (largura e forma da banda, centro da banda, e intensidades
absolutas e relativas) para as amostras mais diluidas. Observa-se tal variagdo espectral
SERS, por exemplo, nas experiéncias de deteccdo de Ginica molécula’. A concentragio
detectada de 5,0x107*2 mol/L estima-se haver 3 moléculas de atrazina por picolitro (1012
L) igual o resultado obtido para a prometrina (capitulo 1V)">®, Na literatura, poucos
trabalhos foram publicados sobre a deteccio de atrazina por SERS%%%", sendo no nosso
trabalho® reportada a menor concentragdo ja detectada. Nas referéncias [36] e [38], o

objetivo principal foi determinar como a atrazina é adsorvida nas superficies de

nanoparticulas sob diferentes condi¢des experimentais. As concentragcdes de atrazina
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utilizadas foram de 107 mol/L e no intervalo de ppm (2,5x10%° mol/L),
respectivamente. Carrillo-Carrion et al.*’, utilizando as técnicas de cromatografia
acoplada e SERS para experiéncias de deteccdo de pesticida, conseguiram chegar ao

limite de deteccdo de 0,9 umol/L para a atrazina realizando curvas analiticas por

cromatografia.

5.1.2. Adsorcao da atrazina no coldide de Ag

A Figura 23 mostra o espectro SERS da solucéo de atrazina diluida no coldide de
Ag com concentragdo final de 5,0x107 mol/L. Na mesma figura € apresentado o espectro
SERS do filme cast de solucdo de atrazina diluida no col6ide de Ag. Por fim, é

apresentado o espectro Raman da atrazina em po.
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Figura 23: espectros SERS da solugéo de atrazina diluida no coloide de Ag, sendo a
concentracdo final do herbicida em 5,0x107 mol/L. Filme cast da mesma solucio de
atrazina diluida no coloide de Ag. O espectro Raman de atrazina em pé € obtido como
referéncia.
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A Figura 23 mostra a diferenca do espectro SERS da atrazina comparado ao
Raman do p6 do herbicida. Os mesmos fatores (i, ii, iii e iv) que afetam o espectro
SERS da prometrina (capitulo IV, se¢do 4.1.2.) podem afetar os espectros SERS da
atrazina. A Figura 23 mostra uma maior quantidade de bandas para o espectro obtido
em col6ide de Ag (5,0x10”7 mol/L) comparado ao espectro do filme cast. Isto indica que
a escolha do substrato (col6ide ou filme cast) quando se deseja obter o sinal do analito é
importante®,

Em relacdo a adsorcdo da atrazina no coldide de Ag, os trabalhos de Costa et
al.® e Bonora et al.®® mostraram que o grupo isopropilico da molécula de atrazina
provoca um impedimento estérico, evitando sua adsorcdo as AgNPs por esta regido da
molécula. Neste trabalho de mestrado, foi proposto 0 mesmo mecanismo de adsor¢éo do
herbicida atrazina sobre as AgNPs via atomo de N entre o radical etil e o &tomo de CI.

A hipotese de adsor¢do da atrazina nas AgNPs mostrado na Figura 24 foi

estabelecida pelas intera¢des relatadas na Figura 21.

Figura 24: ilustragdo do mecanismo proposto para a adsor¢ao do herbicida atrazina nas
AgNPs via atomos de N (azul), entre o radical etil e 0 atomo de CI (verde).
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5.2. Atrazina em agua deionizada
A Figura 25 apresenta os espectros SERS obtidos para as concentragdes
5,0x107; 5,0x10° e 5,0x107!* mol/L de atrazina em &gua deionizada diluida no coloide
de Ag (sintetizado com &gua ultrapura). Um espectro tipico do coldide de Ag com uma
adicdo de aliquota de &gua deionizada é mostrado como referéncia para permitir a

melhor identificacdo das bandas de vibracdo da atrazina.
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Figura 25: espectros SERS obtidos para solucdo de atrazina em agua deionizada diluida
em coldide de Ag nas concentracdes de 5,0x107; 5x10° e 5x10! mol/L. O espectro do
col6ide de Ag com uma adicdo de aliquota de agua deionizada é mostrado na parte
inferior.

A Figura 25 apresenta algumas sobreposicGes de bandas do herbicida atrazina
com o coldide de Ag. Esta sintese do coloide de Ag foi obtida depois da realizagdo do
estudo de atrazina dissolvida no coldide de Ag com agua ultrapura, sendo distinta das
sinteses apresentadas no capitulo 111 e V. As bandas observadas no espectro Raman do
col6ide de Ag na parte inferior da Figura 25 sdo possivelmente das impurezas da agua

deionizada®?. Os espectros SERS para o herbicida em agua deionizada ndo apresentaram

a mesma amplificacdo do sinal do analito comparados ao SERS do herbicida em agua
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ultrapura para concentragdes mais diluidas (Figura 21). Devido a dificuldade de
identificar as ligacGes da atrazina, ndo foi possivel determinar as interacdes especificas
responsaveis pela adsorcdo do analito nas AgNPs. Isto é observado devido a grande
variacdo nas intensidades de banda relativa que é uma consequéncia das impurezas no
meio. Neste caso (coldide de Ag/atrazina em &gua deionizada) ndo se pode deduzir a
orientacdo da molécula sobre a superficie das AgNPs porque as impurezas dificultam o
contato direto da molécula com a superficie das AgNPs. Neste caso da &gua deionizada,
a piora foi em relagdo a intensidade e larguras das bandas, havendo um aumento de
ruido e diminuindo a intensidade relativa, 0 que pode ser explicado pela dificuldade da
adsorcdo da atrazina na superficie das AgNPs em virtude da competicdo do herbicida
atrazina contra as impurezas da gua. Este resultado também é observado no capitulo IV
(secdo 4.2) para os coloides de Ag com &gua deionizada e de torneira referente ao
herbicida prometrina.

Os espectros SERS de atrazina em agua deionizada também foram analisados
via técnica de projecdo***®. A Figura 26 mostra resultados de clusters dos espectros

SERS que foram tratados pela técnica Sammon para distintas solucfes de atrazina.
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Figura 26: mapeamento Sammon dos espectros SERS das solucGes de atrazina em agua
deionizada para distintas concentragdes (5,0x107; 5,0x10° e 5,0x10"* mol/L) diluidas
no coldide de Ag.
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A Figura 26 mostra a separacio das concentragdes 5,0x107; 5,0x10° e 5,0x10!
mol/L. No entanto, os circulos dentro dos clusters para as mesmas concentracdes
possuem uma dispersdo maior que o resultado obtido para o sistema de deteccdo da
atrazina em &gua ultrapura (Figura 22). Essa maior dispersdo dos circulos dentro dos
clusters tem relagdo com as variagdes nos espectros SERS (Figura 25), resultado das
impurezas encontradas na agua deionizada®.

O resultado obtido para a detec¢do da atrazina em amostras proximas a real foi a
menor ja detectada via SERS. No entanto, os espectros SERS da solugdo de atrazina em
agua de torneira ndo foram possiveis para nenhuma concentracdo. Isto, provavelmente,
se deve ao alto teor de impurezas presentes na agua de torneira e ao fato de haver uma
competicdo entre a atrazina e as impurezas pela superficie da Ag, estando impurezas em
maior quantidade. No entanto, foi possivel obter os espectros SERS da prometrina nesse
sistema de agua de torneira (Cap V). Isto se deve porque o efeito estérico causado pelas

cadeias alifaticas da prometrina com a Ag € menor comparado ao da atrazina.
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Capitulo VI

Deteccao dos herbicidas atrazina e
prometrina por espectroscopia de

Impedancia
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6.1. Crescimento do filme LbL de PAH/AgNPs

O crescimento do filme LbL de PAH/AgNPs foi monitorado via espectroscopia
de extingdo no UV-Vis. A Figura 27 mostra os espectros de extingdo no UV-Vis para o
crescimento do filme LbL de PAH/AgNPs. A dependéncia linear da extincdo em 405
nm em funcdo do nimero de bicamadas depositadas é mostrada no inset da Figura 27a.
A Figura 27b mostra os espectros de extingdo com zoom na regido de 600 a 1000 nm com

um inset da &rea (integral) em func&o do nimero de bicamadas.
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Figura 27: espectros de extingdo do filme LbL de PAH/AgNPs contendo 5 bicamadas. O
inset mostra a dependéncia linear da extingdo em 405 nm em funcdo do ndmero de
bicamadas depositadas. b) Espectros de extingdo com zoom na regido de 600 a 1000 nm e
um inset da area em funcdo do nimero de bicamadas.

A dependéncia linear do numero de bicamadas depositadas em funcdo da
absorbancia (inset) revela que quantidades semelhantes de AgNPs sdo adsorvidas em
PAH por bicamadas depositada, levando assim a um crescimento controlado dos filmes
LbL (Figura 27a). A Figura 27b mostra um aumento da area para regido de 600 a 1000

nm. O inset da Figura 27b mostra que ha um aumento da area de acordo com o nimero
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de bicamadas, no entanto, ao atingir 5 bicamadas o aumento da area € menos
significativo. A crescente area sugere que as AgNPs estdo se agregando, segundo Aroca
et al.2%% o aumento na regido de elevados comprimentos de onda sdo atribuidos a
absorcdo por plasma de superficie do modo dipolo, e particulas agregadas®®4’®4. Isto
sugere que neste trabalho de mestrado as NPs estdo se agregando no filme LbL de

PAH/AgNPs.

6.2. Aplicacdo do filme LbL como unidade sensorial na deteccdo dos herbicidas
atrazina e prometrina

A combinacdo de eletrodos interdigitados, filmes ultrafinos, e espectroscopia de
impedancia € uma abordagem bem estabelecida para detectar tracos de diferentes
analitos, incluindo poluentes da agua®'®. Como uma abordagem complementar, o
desempenho dos filmes LbL de PAH/AgNPs como transdutores em unidades sensoriais
foi verificado por imersdao em solugdes aquosas contendo atrazina ou prometrina em
diferentes concentracGes. Além das 5 bicamadas do filme LbL de PAH/AgNPs, as
unidades sensoriais foram compostas por um eletrodo interdigitado de Pt (bare).

As Figuras 28a, b, ¢ e d mostram medidas de capacitancia em funcdo da
frequéncia realizadas em tensdo alternada para os eletrodos de Pt bare (Figura 28a e
28b) e recobertos com 5 bicamadas de filmes LbL de PAH/AgNPs (28c e 28d), ambos
os eletrodos foram imersos em solugdes de diferentes concentragcdes de atrazina ou

prometrina.

53



a) Bare diferentes concentragdes (Atrazina) b) Bare diferentes concentragdes (Prometrina)

\ = Aguainicial = Agua inicial
T 1xa07 Q 1,1x10°mol/L _1x107 11x104mol/L
< — 1,1x10° mol/L \Lb m— 1,1x10° mol/L
g 1,7x10®mol/L © 1,7x10®mol/L
= 9 = 5,6x10-8 mol/L 'S . =5 6x10-8 mol/L
£ 110 1.1X107mol/L g 1x10° 11x107mol/L
g \_ = Aguafinal 5 —— Aguafinal
S \ g
O 1x109 & 1x109)
(@]
1109 , | 1x1019 _
1x10° 1x10t 1x10? 1x103 1x10% 1x105 1x10° 1x100 1x10t  1x10? 1x103 1x104  1x105 1x108
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
¢) Filme LbL PAH/AgNPs (Atrazina) d) Filme LbL PAH/AgNPs (Prometrina)
= Agua inicial
1 10-7\ 1,1x10°mol/L ol = Aguainicial
X AN — 1,1x10%mol/L | X107 1,1x10%°mol/L
m 1,7x10mol/L 1 i =— 1,110 mol/L
= = 5,6x10"®mol/L 'S 1,7x10¥mol/L
'S 1x10% 1,1x107mol/L S 1x10® = 5 6x10-8mol/L
S = Agua final *5‘ 1,1x107mol/L
= I} I = Agua final
% -9 % 9
1x10" 9
% S 1x10 i
S i s
1x1019 = wow \\ —
1x10°  1x10'  1x10?2  1x10®  1x10¢  1x105  1x10° 1x10° X100 1x102  1x10°  1x10° 1x105  1x106
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 28: espectroscopia de impedancia (capacitancia em funcdo da frequéncia) em
eletrodo interdigitado de Pt (bare) imersos em diferentes concentracdes de a) atrazina e
b) prometrina. Filme LbL de PAH/AgNPs imersos em solucdes de c) atrazina e d)
prometrina.

Uma inspecdo visual ndo permite inferir se as unidades sensoriais conseguem
distinguir as amostras em diferentes concentracdes de atrazina ou prometrina, no
entanto, podemos recorrer a analise por meio de métodos computacionais. As Figuras
29a e 29b mostram medidas de capacitancia em funcdo da frequéncia por meio da

técnica de projecdo multidimensional IDMAP.
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Figura 29: projecdo IDMAP para as medidas de impedancia obtidas em diferentes
concentragdes de solucdes de a) atrazina e b) prometrina (1,1 x 10, 1,1 x 10°, 1,7 x
108 56 x 10®% e 1,1 x 107 mol/L), a partir das diferentes unidades sensoriais
identificadas pelas cores destacadas.

Os dados para as duas unidades sensoriais (eletrodo de Pt bare, filmes LbL
PAH/AgNPs em atrazina e prometrina) sdo combinados para uma analise de projecéo.
A técnica IDMAP foi usada para identificar a contribuicdo de cada unidade de deteccédo
pela sua capacidade de distin¢do. A cor dos circulos indica a unidade de sensor que esta
na legenda das Figuras 29a e 29b com as concentra¢cbes mostradas ao lado de cada
circulo na projecéo. Portanto, as Figuras 29a e 29b nos permitem a visualizagéo direta

do desempenho de cada unidade sensorial. O eletrodo de Pt (bare) estd posicionado

distante da outra unidade de deteccdo, confirmando que a modificagdo introduzida pelo
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filme LbL de PAH/AgNPs nos eletrodos de Pt € significativa. O filme PAH/AgNPs
mostra que hé a separacdo dos cluster das distintas concentragcdes de atrazina (Figura
29a) e prometrina (Figura 29b) alcancando uma separacdo até a concentracdo de 1,1 X
101% mol/L. N&o ha sobreposicdes de clusters do filme LbL de PAH/AgNPs nas
distintas concentracfes. A projecdo para o eletrodo de Pt bare também mostrou que
existe a separacdo dos clusters nas distintas concentragdes, porém, relativamente com
menor capacidade de classificagdo destes clusters.

Uma informacdo a ser destacada é que as medidas com agua ultrapura ao fim
dos experimentos indicaram que as unidades sensoriais foram afetadas pelas medicdes,
ndo coincidindo os clusters de dados de "agua final" com os da "agua inicial". Portanto,
embora a adicdo de pequenas aliquotas das solu¢bes de atrazina ou prometrina para
aumentar a concentracdo leve a mudangas na resposta elétrica, correspondendo assim a
uma alta sensibilidade, tais mudancas sdo irreversiveis. Este mesmo padrdo foi
observado em trabalhos semelhantes com outros analitos®®%, mostrando que adsorgio
irreversivel sobre os filmes LbL pode ocorrer, ndo sendo removidas nos procedimentos
de lavagem. Em Aoki et al.® a adsorcdo irreversivel sobre os filmes LbL foi
confirmada com experiéncias de SERS. Esta confirmacdo ndo foi possivel neste
trabalho de mestrado porque o sinal SERS para a os filmes LbL foi insignificante. Outra
possibilidade, ndo testada neste trabalho, é que a sequéncia de medidas alternadas e a
prépria imersdo do sensor em meio aquoso podem afetar a estrutura do filme LbL

depositado sobre o eletrodo (espessura, morfologia, organizacdo molecular, etc.).
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Capitulo VII

Conclusodes
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Coldide: os espectros SERS deste trabalho de mestrado foram obtidos através de
col6ides de Ag (nitrato de Ag) sintetizados com hidroxilamina (agente redutor). As
nanoparticulas de prata (AgNPs) revelaram-se esféricas (preferencialmente) e da mesma
ordem de tamanho (didmetro em torno de 50 nm) que as sintetizadas com citrato (agente
redutor), pois o coldide de Ag com hidroxilamina apresentou plasmon na regido de
comprimento de onda de NPs sintetizadas com citrato (417 nm). Medidas de MEV do
filme cast do col6ide de Ag reduzido com hidroxilamina sdo consistentes com estas
caracteristicas de forma e tamanho. Em relacdo a carga superficial das AgNPs
(potencial zeta), o valor foi de -27,4 mV, proximo do limite inferior adequado para a

estabilidade do coldide, ndo sendo observada a precipitacdo da Ag.

Deteccao/prometrina: a concentracdo de prometrina detectada neste trabalho de
mestrado (1012 mol/L) foi a menor ja conseguida para solucdes de prometrina em agua
ultrapura, aproximando-se dos niveis de Unica molécula. Em um sistema mais proximo
ao real, foi detectado o herbicida diluido em coloide de Ag com &gua deionizada e de
torneira até a concentragdo de 10" mol/L. Portanto, mesmo no pior cenario representado
por solucdes com agua de torneira, é possivel detectar concentracdes de prometrina até
uma ordem de grandeza abaixo do limite permitido para a agua potavel. A ferramenta
computacional IDMAP (visualizacdo da informacdo) revelou-se bastante Gtil na anélise
(classificacdo) dos espectros SERS.

Mecanismo de adsorcdo Ag/prometrina: as moléculas de prometrina devem estar

preferencialmente adsorvidas nas AgNPs através atomo de S e com o anel triazinico
posicionado paralelo a superficie das AgNPs. Isto foi observado, principalmente, pelo
surgimento no espectro SERS da banda em 615 cm™, a qual ¢ atribuida ao estiramento
C-S. Em relagdo a orientacdo do anel triazinico, a banda mais intensa do espectro

Raman para o p6 do herbicida é em 970 cm™ (respiracio do anel), entretanto esta banda
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diminuiu drasticamente no espectro SERS do herbicida. Em relagdo a adsorcdo da
prometrina nas AgNPs em sistemas de agua deionizada e de torneira, ndo foram
identificadas interacdes especificas responsaveis pela adsorc¢éo devido a grande variagao
na faixa de intensidades relativas, consequéncia das impurezas no meio.

Deteccgdo/atrazina: a atrazina foi detectada em agua ultrapura através da técnica

SERS em concentragdes da ordem de 102 mol/L, conseguindo boa relagio sinal/ruido
nos espectros. A atrazina também foi detectada via SERS em sistemas de agua
deionizada até a concentragdo de 10°** mol/L, porém néo foi observada boa relagio
sinal/ruido nos espectros. A combinacdo de SERS com métodos de visualizacdo de
informacdo foi aplicada com éxito para diferenciar concentracBes de atrazina em agua
ultrapura e deionizada, sendo que em agua de torneira ndo foi obtido sinal SERS.

Mecanismo de adsor¢do Ag/atrazina: a adsor¢do da atrazina no coldide de Ag

ocorre pelo &tomo de N posicionado entre o radical etil e 0 &tomo de CI. Esta interacao
foi confirmada observando a banda em 1610 cm™ atribuida & deformagdo simétrica do
anel (vibracdo dos atomos C-N-H posicionados entre o radical etil e o &tomo de Cl) e a
banda na regido de 442 cm™ referente a deformacéo do anel e da vibragdo CI-C. Existe
ainda um aumento da banda em torno de 200 cm™ que ¢ a regido de vibragdo do N do
herbicida com a Ag do col6ide. No caso da dgua deionizada nao foi possivel determinar
interacOes especificas responsaveis pela adsor¢cdo do analito nas AgNPs. Isto é
consequéncia da grande variagdo nas intensidades relativas das bandas SERS em virtude
das impurezas no meio que dificultam o contato direto da molécula de atrazina com a
superficie das AgNPs.

Deteccdo de atrazina e prometrina via espectroscopia de impedancia: atrazina e

prometrina foram detectadas via espectroscopia de impedancia, tendo como elemento

transdutor de sinal filmes LbL de PAH/AgNPs depositados em eletrodos interdigitados.
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O filme PAH/AgNPs conseguiu separar os cluster das distintas concentracOes de
atrazina e prometrina até a concentragdo de 1,1 x 107'° mol/L. Os métodos de
visualizacdo de informacéo foram aplicados com éxito para diferenciar as concentracfes

das curvas de capacitancia em funcéo da frequéncia.
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Capitulo VIII

Consideracoes finais
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Esta dissertacdo de mestrado apresenta resultados a partir das atividades
realizadas no periodo de margo/2014 a Julho/2016 referente ao projeto de mestrado
financiado pela Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP
processo n° 2014/16693-8. Este projeto desenvolvido em 30 meses para a defesa aborda
a deteccdo dos herbicidas atrazina, prometrina. Os resultados deste trabalho
proporcionaram submeter um artigo logo no inicio deste mestrado, o qual foi aceito para
a publicacdo na revista Colloid and Polymer Science ¢ intitulado “Detection of trace
levels of atrazine using surface-enhanced Raman scattering and information
visualization”. Esse artigo serviu como base para aperfeicoar o estudo de pesticidas
com a técnica de Surface Enhanced Raman Scattering (SERS). Esse aperfeicoamento
foi verificado no trabalho intitulado “Probing trace levels of prometryn solutions: from
test samples in the lab toward real samples with tap water” 0 qual foi submetido para a
revista Journal of Materials Science, em que conseguimos avancar estudando sistemas
mais proximos ao real. Além das atividades desenvolvidas na dissertacdo de mestrado,
foram desenvolvidas colaboragdes com outros professores, conseguindo a realizacdo de
dois artigos intitulados, “Structural and Electrochemical Properties of Lutetium Bis-
Octachloro-Phthalocyaninate Nanostructured Films. Application as Voltammetric
Sensors” e “Formacdo de nanoparticulas de ouro em filmes de PVDF/Ouro”. Os
Trabalhos descritos proporcionaram a participagdo em congressos nacionais e
internacionais. Abaixo € apresentada a producdo cientifica durante o periodo do

mestrado, até a defesa do mestrado.
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Artigos:

(@) Rubira, R. J. G.; Camacho, S. A.; Aoki, P. H. B.; Paulovich, F.V.; Oliveira Jr.,

O. N.; Constantino, C. J. L. Probing trace levels of prometryn solutions: from
test samples in the lab toward real samples with tap water. Journal of Materials
Science, 2015. DOI:10.1007/s10853-015-9628-2.

(b) Rubira, R. J. G.; Camacho, S. A.; Aoki, P. H. B.; Maximino, M. D.; Aléssio, P.;

Martin, C. S.; Oliveira Jr., O. N.; Fatore, F. M.; Paulovich, F. V.; Constantino,
C. J. L. Detection of trace levels of atrazine using surface-enhanced Raman
scattering and information visualization. Colloid and Polymer Science, 2014.
DOI 10.1007/s00396-014-3332-7.

(c) Alessio, P.; Apetrei, C.; Rubira, R. J. G.; Constantino, C. J. L.; Medina-Plaza,

C.; De Saja, J. A.; Rodriguez-Méndez, M. L. Structural and Electrochemical
Properties of Lutetium Bis-Octachloro-Phthalocyaninate Nanostructured Films.
Application as Voltammetric Sensors. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, 2014. DOI 10.1166/jnn.2014.9355.

(d) Morais, A. J. O.; Cardoso, C. X.; Agostini, D. L. S.; Rubira, R. J. G.; Albas, A.

E. S. Formacdo de nanoparticulas de ouro em filmes de PVDF/Ouro. Boletim

Técnico da Faculdade de Tecnologia de Sdo Paulo, 2014. ISSN 1518-9082.

Congressos:

a) Rubira, R.J.G.; Camacho, S.A.; Aoki, P.H.B.; Maximino, M.D.; Alessio. P.;

Martin, C.S.; Oliveira Jr, O.N.; Fatore, F. M.; Paulovich, F.V.; Constantino,
C.J.L. Detection of trace levels of atrazine using surface-enhanced Raman
scattering and information visualization. In: Encontro Anual do Instituto
Nacional de Eletronica Organica (INEO/CNPq), 2014, Nazaré Paulista-SP,

Brasil.
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b) Rubira, R. J. G.; Camacho, S. A.; Aoki, P. H. B.; Maximino, M. D.; Aléssio, P.;

Martin, C. S.; Oliveira Jr., O. N.; Fatore, F. M.; Paulovich, F. V.; Constantino,
C. J. L. Herbicide detection using surface-enhanced Raman scattering and
impedance spectroscopy. In: X1l Encontro da SBPMat, 2014, Jodo Pessoa-PB,
Brasil.

c) Cardoso, C. X.; Agostini, D. L. S.; Rubira, R. J. G.; Albas, A., Teixeira, R.S.

Preparation of nanocomposites of PVDF/AuCls: formation of gold
nanoparticles. In: X111 Encontro da SBPMat, 2014, Jodo Pessoa-PB, Brasil.

d) Morais, A. J. O., Cardoso, C. X.; Agostini, D. L. S.; Rubira, R. J. G.; Albas, A.

Formacdo de nanoparticulas de ouro em filmes de PVDF/Ouro. CICFAI,
Congresso de Iniciagdo Cientifica das Faculdades Adamantinense Integradas,
2014, Adamantina-SP, Brasi.

e) Rubira, R. J. G.; Constantino, C. J. L.; Sanchez-Cortes, S. Detection of pesticide

with plasmonic nanoparticles functionalized with humic substances of different
origins giving rise to huge Surface-Enhanced Raman Signals. ICAVS-§,
International Conference on Advanced Vibrational Spectroscopy, 2015, Vienna,

Austria.

Durante a realizacdo deste mestrado foi possivel estabelecer parcerias com
outros pesquisadores que colaboraram de forma com que os objetivos deste trabalho
fossem alcancados. Os pesquisadores sdo o0 Dr. Osvaldo N. Oliveira Jr do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (IFS) da USP/Sao Carlos, o Dr Fernando V. Paulovich do Instituto
de Ciéncias Matematicas e da Computacdo da USP/Sao Carlos e o Dr. Santiago
Sanchez-Cortez do Instituto de Estrutura da Matéria (IEM) de Madri/Espanha. A

colabora¢do com o Dr. Santiago Sanchez-Cortez se deu a partir de um convite para a
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realizacdo de estagio em seu grupo de pesquisa, o qual foi realizado no periodo de 11 de
Margo a 10 de Setembro (documento anexado ao final da disserta¢do), sendo financiado
pela FAPESP processo n° 2014/16693-8. O estagio de seis meses proporcionou o
aperfeicoamento no estudo de deteccdo de pesticidas através da técnica SERS.
Estudando distintas sinteses de nanoparticulas e também como ocorre a interagdo dos
herbicidas com substancias humicas. Concluindo, foi realizado um estudo em que
mostrou a sensivel degradacdo destes pesticidas da familia dos triazinicos (atrazina e
prometrina) juntamente com cdalculos tedricos dos mesmos. Além das atividades
proposta pelo projeto, foi realizada uma atividade extra com a participagdo em uma

feira cientifica em Madri, divulgando o trabalho do IEM.
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