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RESUMO

Em 2004, entrou em vigor no Brasil a Convencdo de Estocolmo, uma iniciativa do
Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente, visando proteger a satide humana e o
meio ambiente dos efeitos nocivos dos Poluentes Organicos Persistentes (POPs), bastante
presentes em pesticidas e quimicos industriais, com objetivo final de extingui-los. Porém,
existem obstidculos, como limitagdes técnicas e financeiras, para monitorar e eliminar
corretamente essas substancias, agravado pelo fato de que o Brasil, é o pais que mais consome
agrotoxicos no mundo, apresentando em 25% dos alimentos vegetais niveis elevados de
pesticidas ou compostos proibidos. Dentre eles estd o endosulfan com seus isémeros e
metabolitos, que sdo persistentes, semivolateis e altamente toxicos. Nesse sentido, detecta-los
mesmo nas menores concentragdes faz-se necessario, € a espectroscopia Raman amplificada
em superficie (SERS) pode ser uma alternativa para viabilizar a deteccdo e monitoramento
dessas substancias. Por ser uma técnica rapida e versatil, que possibilita identificar moléculas
por seus modos vibracionais, espécies quimicas € como interagem entre si € com 0 meio, €
que contorna o obstaculo de deteccao devido a baixa se¢do de choque do espalhamento
Raman convencional, utilizam-se nanoparticulas metélicas e o fendmeno da ressonancia
plasmonica de superficie, para amplificar o sinal Raman. O objetivo deste estudo foi o
desenvolvimento e a aplicagdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas com
dodecanotiol, para a deteccdo dos pesticidas a-endosulfan e seu metabolito sulfato de
endosulfan, utilizando a técnica de SERS. A sintese das AuNPs foi realizada pelo método de
Turkevich, produzindo particulas esféricas com didmetro médio de 17 nm e ressonancia
plasmonica de superficie em 520 nm, e estabilidade eletrostitica de até 30 dias. Foram
realizadas andlises para identificar se a presenga de AuNPs puras seria o suficiente para
amplificar o sinal dos pesticidas; porém, considerando a natureza hidrofobica dos POPs, foi
necessario funcionalizar as AuNPs com 1-dodecanotiol para criar uma superficie lipofilica,
favorecendo a adsorcao seletiva dos analitos. A funcionalizacdo foi confirmada pelo aumento
do raio das nanoparticulas, com distribuicao uniforme na dispersao coloidal, pelas imagens de
microscopia eletronica de transmissdo, pela mudanga do potencial Zeta e por testes de
estabilidade coloidal na presenca de sal, obtendo ao final um sinal Raman amplificado,

cumprindo o objetivo central do estudo.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro, Espectroscopia Raman Amplificada em Superficie,

Poluentes Organicos Persistentes.



ABSTRACT

In 2004, the Stockholm Convention, an initiative of the United Nations Environment
Programme, came into force in Brazil. Its aim is to protect human health and the environment
from the harmful effects of Persistent Organic Pollutants (POPs), which are highly prevalent
in pesticides and industrial chemicals, with the ultimate goal of eliminating them. However,
obstacles such as technical and financial limitations hinder the proper monitoring and
elimination of these substances. This is exacerbated in Brazil by the fact that it is the world's
largest consumer of pesticides, with 25% of plant-based foods showing high levels of
pesticides or prohibited compounds, such as endosulfan and its isomeric metabolites, which
are persistent, semi-volatile, and highly toxic. Therefore, detecting them even at the lowest
concentrations is necessary, and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) could be an
alternative to enable the detection and monitoring of these substances. Because it is a fast and
versatile technique that allows the identification of molecules by their vibrational modes,
chemical species, and how they interact with each other and with the medium and which
overcomes the detection obstacle due to the low cross-section of conventional Raman
scattering, metallic nanoparticles and the surface plasmon resonance phenomenon are used to
amplify the Raman signal. The objective of this study was the development and application of
functionalized gold nanoparticles (AuNPs) for the detection of the pesticides a-endosulfan
and its metabolite endosulfan sulfate, using the SERS technique. The synthesis of the AuNPs
was carried out by the Turkevich method, producing spherical particles with an average
diameter of 17 nm, surface plasmon resonance at 520 nm, and electrostatic stability of up to
30 days. Analyses were performed to identify whether the presence of pure AuNPs would be
sufficient to amplify the pesticide signal; however, considering the hydrophobic nature of
POPs, it was necessary to functionalize the AuNPs with 1-dodecanethiol to create a lipophilic
surface, favoring the selective adsorption of the analytes. The functionalization was confirmed
by the increase in the radius of the nanoparticles, with uniform distribution in the colloidal
dispersion; by transmission electron microscopy images; by the change in zeta potential; and
by colloidal stability tests in the presence of salt, ultimately obtaining an amplified Raman

signal, fulfilling the central objective of the study.

Keywords: Gold Nanoparticles, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy, Persistent Organic

Pollutants.
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1. INTRODUCAO

1.1. NANOPARTICULAS METALICAS NA HISTORIA

Normalmente, o ponto de partida da nanociéncia e nanotecnologia ¢ atribuido ao fisico
e ganhador do Prémio Nobel de Fisica de 1965, Richard Feynman, em razdo da palestra
intitulada “Theres Plenty of Room at the Bottom” (“Héa muito espaco 14 embaixo”) que
realizara em 1959 durante a reunido anual da American Physical Society (Sociedade
Americana de Fisica). Naquela ocasido, levantou questdes como: “Why can't we write the
entire 24 volumes of the Encyclopedia Britannica on the head of a pin?” (Por que nao
podemos escrever todos os 24 volumes da Enciclopédia Britanica na cabega de um alfinete?).
Ele sugeriu que, num futuro proximo, poderiamos manipular e organizar os 4&tomos para as
mais diversas finalidades. Devido a essa perspectiva visionaria, ficou conhecido como o pai
da nanotecnologia, embora o termo tenha sido utilizado e definido somente em 1974 por
Norio Taniguchi, como o processamento de um material com precisdo em nanoescala, pela
primeira vez durante um congresso. O termo foi se popularizando devido a publicagdo do
livro “Engines of Creation: the Coming Era of Nanotechnology", do autor Kim Eric Drexler,
em 1986, onde comecou a desenvolver o conceito de nanotecnologia molecular e, desde
entdo, as investigacdes sobre como sintetizar € manipular os materiais em nanoescala vém
aumentando dentro das mais diversas areas do conhecimento (BAYDA, S. et al., 2019; LOOS,
2014).

Todos os estudos desenvolvidos visando manipular e compreender as propriedades de
diferentes materiais em nanoescala (1 a 100 nm) fazem parte da nanociéncia, pois, ao
compararmos um material em escala macroscopica com as suas nanoparticulas, as
propriedades Opticas, mecanicas, térmicas, cataliticas, quimicas, reologicas, espectroscopicas,
fisicas em geral e bioldgicas mudam drasticamente, diferindo também de acordo com
tamanho, formato e composi¢do. Devido a essas mudancas, fez-se necessdria uma nova area
do conhecimento, focada em compreender essas novas propriedades, seus efeitos e
consequéncias, para sO entdo direciona-las em prol de alguma aplicag¢do, originando uma
nanotecnologia. (BAYDA, S. et al. 2019; MARTINS, M.A. et al. 2012; YOU, H. 2016).

Embora a nanociéncia e nanotecnologia sejam dreas relativamente novas, ha
evidéncias que comprovam a existéncia de nanoparticulas antes da era medieval, produzidas
sem nenhum conhecimento de sua existéncia pelos romanos, ao unir vidro fundido e metais
nobres para fabricacdo de utensilios, como a famosa taca de Licurgo, datada do século IV d. C

apresenta um dicroismo conforme o angulo de iluminagdo, aparecendo verde quando
1



iluminado por fora e vermelho-pirpura quando iluminado por dentro, como mostram as

imagens da Figura 1 abaixo.

Figura 1: Taca de Licurgo - século IV d.C.

Fonte: The British Museum, The Lycurgus Cup.

O entendimento de que a presenga de nanoparticulas com 50-100 nm, eram as
responsdveis pelo fendmeno do dicroismo observado veio somente em 1990, apods a
investigacdo da taca utilizando um microscépio eletronico de transmissdo (TEM) (BARBER
et al., 1990). Os cientistas identificaram que 66,2% das nanoparticulas eram de prata
(responsaveis pela coloracdo verde); 31,2% de ouro (responsavel pela coloracdo vermelha e
roxa para particulas maiores) e 2,6% de cobre, sendo assim um dos nanocompdsitos mais
antigos que se tem conhecimento (BINNIG et al. 1982; ENTWISTLE et al. 2013;
FREESTONE et al., 2007; WAGNER et al., 2000).

Os artesaos medievais e chineses também exploraram bem a unido de vidro fundido e
porcelana a metais nobres, buscando obter diferentes coloragdes para produgdo de vitrais e
ceramicas, gerando, sem saber, nanoparticulas dos mais variados tamanhos. Tendo como
exemplo as andlises apresentadas por LOOS (2014) nos vitrais observados nas fotos da Figura
2 abaixo, referentes ao final da era medieval, foi possivel confirmar a presenga de
nanoparticulas de ouro e prata de diversos tamanhos e formatos fundidas no vidro, sendo as

responsaveis pelas diferentes coloracdes.



Figura 1.2: Nanoparticulas de ouro e prata, seus tamanhos e efeitos de cores no vitral.

Nanoparticulas de ouro e prata podem ser A cor obtida nos vitrais varia com a
usadas para produzir vitrais. forma (prisma, esfera) e o tamanho das
particulas.

Y 4

o

<

B @ <25 )R- 0 I @O <

STy
N Z
Yl G

< (y <o
g

~ 5
s

——

Prata - esferas Ouro - esferas 4
Tamanho: 40 Tamanho: 50

)

nm Cor refletida: Azul escuro nm Cor refletida: Verde amarelado

e

A
*
-}

-~
¥

. » £ i
; of e &
- . .

Prata - esferas Ouro - esferas

Tamanho: 80 nm Tamanho: 100

Cor refletida: Azul celeste nm Cor refletida: Coral

Prata - esferas 3 Prata - prismas
Tamanho: 100 nr Tamani 0

Cor refletida: Dourado brihante Cor refletida: Vermelho

Fonte: adaptado de LOOS, Marcio (2014, p. 16-17).

Além da produgdao desconhecida de nanoparticulas para artesanatos, os alquimistas,
em meados do século XV, também sem conhecimento, preparavam coloides de nanoparticulas
de ouro para consumo, chamado mais tarde de Aurum Potable (ouro potavel), pois
acreditava-se que tal bebida se tratava do elixir da juventude. Com o passar do tempo, essas
crengas e producdes foram sendo apropriadas pela medicina (inicio do século XVI), devido ao
potencial curativo para varias doengas que os médicos da época viam nas nanoparticulas. Isso
se dava ainda sem um padrdo de producdo e rigor cientifico bem definidos, com analises
quimicas mais gerais, sem deixar de lado o olhar mistico, resultando em trabalhos como o de
Nicholas Culpeper, botanico inglés. Onde, na sua produgdo Treatise of aurum potable
(Tratado do ouro potavel), publicado postumamente em 1656, o autor estabelece relagdo entre
os mundos intelectual, elemental e celestial.

Contudo, Michael Faraday foi o primeiro a estudar de forma rigorosa e cientifica a

preparagdo de coloides de ouro e as suas propriedades, como apresentado em seu trabalho
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Experimental relations of gold (and other metals) to light, publicado em 1857 no The Royal
Society. Nele, Faraday descreve a sintese que realizou por meio da redu¢do do sal de ouro
Au®, utilizando como agente redutor o fosforo e como estabilizador o dissulfeto de carbono
CS:, e sugeriu que as interagdes das particulas de ouro dispersas no solvente, como a luz
visivel, seriam as responsaveis pela diferenca observada nas coloragdes dos coloides
(FARADAY, 1857).

Apds aproximadamente 100 anos, Turkevich realizou diversos procedimentos de
preparacdo de coloide semelhantes ao de Faraday e, como consta em seu trabalho “A study of
the nucleation and growth processes in the synthesis of colloidal gold” de 1951, pode
constatar que no coldide havia nanoparticulas de diametro entre 7 ¢ 3 nm, corroborando com
os comentarios de Faraday em sua primeira sintese publicada. E para além dessa observacao,
desenvolveu um trabalho detalhado, reproduzindo e analisando processos de sintese ja
propostos, apresentando também sua propria técnica (FARADAY, 1857; TURKEVICH, 1951;
TURKEVICH, 1951).

Desde entdo, muitos outros processos de sintese foram propostos e caracterizados,
dado o surgimento de novas técnicas e novos equipamentos; visando compreender como os
formatos, tamanhos, composicdes e organizagdo afetam as propriedades destes materiais, para

o desenvolvimento de novas tecnologias.

1.1. METODO DE SINTESE DE NANOMATERIAIS

A sintese de materiais nanométricos pode ser realizada mediante metodologias e
técnicas que englobam abordagens fisicas, quimicas e bioldgicas, em que, a depender de
parametros como temperatura, dispersdo das espécies quimicas e pH, podem-se obter
diferentes tamanhos e morfologias que influenciam diretamente nas propriedades
apresentadas por esse material (GULERIA et al., 2022). A depender da finalidade que se
almeja dar aos nanomateriais, € necessario o controle dos tamanhos e morfologias, e as
principais metodologias existentes para a sintese destes estdo divididas entre duas grandes
abordagens: top-down e bottom-up.

Nas técnicas top-down (de cima para baixo), os materiais em escala macroscopica sdo
reduzidos a nanoparticulas, principalmente por meio de: moagem mecéanica, litografia,
ablacdo ou trituragdo, electrospinning, erosao por laser ou plasma, ataque quimico e deposi¢ao

fisica de vapor. Essas metodologias podem ser aplicadas a uma ampla variedade de materiais,
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e sdo mais utilizadas na induastria por serem mais faceis e mais rapidas; porém conferem
menor controle dos tamanhos e morfologia (FU et al., 2018; CHIUTA et al., 2017).

Ja nas rotas da abordagem bottom-up (de baixo para cima), as nanoparticulas sao
constituidas a partir de 4&tomos, moléculas ou ions, que se organizam para formar estruturas
nanométricas, envolvendo principalmente processos como: precipitagdo e reducao quimica,
sintese sol-gel, microemulsdo, hidrotermal, auto-organizacdo molecular, pirdlise a laser, etc.
Essas técnicas apresentam maior controle sobre o tamanho, forma e composi¢do das
nanoparticulas, possibilitando criar estruturas complexas ¢ bem definidas, porém com
processos que geralmente exigem reagentes especificos e condi¢des controladas que sdo mais
complexas e lentas do que os da abordagem fop-down (SINGH et al., 2020; MODAN et al.,
2020).

Nesse contexto, a técnica de reducdo quimica se apresenta como uma boa opg¢ao para
sintese das nanoparticulas metdlicas, visto a variedade e simplicidade das diferentes
metodologias ja empregadas para obtencdo de nanomateriais com tamanho e morfologia
controlados, além de permitir abordagens que minimizem impactos ambientais e biologicos
(SZCZYGLEWSKA et al., 2023).

Sendo o meétodo de Turkevich uma das técnicas mais classicas de sintese de
nanoparticulas de ouro e amplamente utilizada na nanociéncia, baseado na redugdo de acido
cloroaurico (HAuCls) por citrato de s6dio em meio aquoso, geralmente sob aquecimento. Esse
processo ndo somente reduz os ions de ouro (Au*") a ouro metalico (Au®), mas também atua
como agente estabilizante, evitando a aglomeragdo das particulas formadas (TURKEVICH;
1951). O processo ocorre tipicamente em trés etapas principais: nucleagdo, crescimento e
estabilizacdo. Inicialmente, o citrato reduz Au* a Au’, formando ntcleos metalicos; em
seguida, esses nucleos crescem por deposicdo de mais atomos de ouro, gerando
nanoparticulas esféricas de tamanhos controlados. A estabilizacao ¢ assegurada pela adsorgao
de ions citrato na superficie das particulas, conferindo carga negativa e impedindo a
agregacao por meio da repulsdo eletrostatica (WUITHSCHICK et al., 2015; SIVARAMAN et
al., 2011; GRASSESCHI et al., 2015; SCHULZ et al., 2014).



1.2. NANOPARTICULAS DE OURO E RESSONANCIA PLASMONICA DE
SUPERFICIE

As nanoparticulas de ouro, como ja se sabe, estdo presentes em criagdes humanas
desde a antiguidade, muito antes de se cunhar o prefixo nano (n) ou o termo nanotecnologia.
Atualmente, para além de alteragdes nos efeitos visuais devido a mudanca de cores, elas vém
sendo amplamente estudadas em diversas areas do conhecimento devido as mudancas em suas
propriedades em comparacdo ao ouro metalico macroscopico, proporcionando uma alta
versatilidade para as mais diversas aplicacdes. Por exemplo, o ouro, na forma volumétrica
(bulk), ¢ um metal quimicamente inerte, diamagnético, 6timo condutor, de cor amarela. Em
contrapartida, suas nanoparticulas sdo quimicamente ativas e, de acordo com o numero de
atomos, morfologia e tamanho, podem apresentar comportamento catalitico (muito utilizado
para oxidacdo de metanol), semicondutividade ou magnetismo, além de sofrer alteragdes nas
propriedades oOpticas, devido ao fendmeno Optico da ressonancia plasmdnica de superficie do
inglés localized surface plasmon resonance (LSPR), que, dentre um dos efeitos, altera a
coloracdo das nanoparticulas (SCHMID et al., 2003; ABDEL-FATTAH et al., 2014; DONNIO
et al., 2016; GUO et al., 2023).

No presente trabalho, a propriedade apresentada pelas nanoparticulas que se tem
interesse de explorar ¢ a propriedade Optica, a qual estd associada ao fenomeno de ressonancia
plasmonica de superficie localizada, que se trata de uma oscilagdo coletiva e coerente da
nuvem eletronica do material. Ao incidir luz sobre as nanoparticulas, a componente elétrica da
onda interage com os elétrons da banda de valéncia do metal que, pelo tamanho, ficam bem
distribuidos em sua superficie da nanoparticula. Este processo gera uma oscilagdo coerente na
nuvem eletronica do material, chamada de pldsmons. Essa oscilagdo do campo elétrico gera
um campo magnético intenso, localizado proximo da superficie do metal, que, por sua vez,
causa uma diferenca de potencial nas particulas metalicas, induzindo um momento de dipolo
na superficie do metal e promovendo o aparecimento de um campo elétrico que tem a fungao
de restaurar o equilibrio das distor¢des das cargas (Figura 1.3). Em suma, ao incidir uma onda
eletromagnética com frequéncia compativel com a frequéncia de oscilagdo dos elétrons da
nanoparticula, amplifica-se o campo eletromagnético na superficie do metal, e esse se mostra
promissor em aplicagdes na area de espectroscopia, sendo de interesse desse estudo a
espectroscopia Raman, para o efeito de amplificacdo do sinal, resultando na espectroscopia
Raman amplificada em superficie (EUSTIS et al., 2006; DING et al., 2014; SANTOS et al.,
2016; KRAVETS et al., 2018; SOARES, 2018; HAN et al., 2021).



Figura 1.3: Representagdao do processo de ressonancia plasmdnica de superficie, em

que a) e b) representam dois instantes da oscilagdo.
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1.3. ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica de caracterizacdo, baseada na andlise da
interacao inelastica de um feixe de luz incidente com a matéria. O principio basico da técnica
¢ a identificacdo dos deslocamentos de frequéncia do foton espalhado quando comparado ao
foton incidente, pois, no momento em que a luz interage de forma ineldstica com a matéria,
um fonon, que se trata de um quantum de energia de vibragcdo de uma rede cristalina, ¢ criado
ou aniquilado, resultando em uma diminui¢do (Stokes) ou aumento (anti-Stokes) da
frequéncia do foton espalhado. Essa diferenca corresponde a frequéncia com que atomos
presentes na area estudada estdo vibrando e pode variar de acordo com a geometria molecular,
espécies quimicas presentes e de como estas interagem entre si e com o ambiente (LARRUDE
etal., 2011).

Essa técnica serve para caracterizagdo e detec¢do tanto de compostos organicos como
inorganicos e, por sua versatilidade, acaba sendo utilizada em diversas areas, como a da
biotecnologia, clinica médica, sensores e biossensores, deteccdo de poluentes emergentes, e
também em dareas da eletronica. Porém, um fator que limita a eficiéncia do espalhamento
Raman ¢ a baixa concentragdo molecular, pois a reduzida se¢ao de choques resulta em sinais
Raman igualmente baixos, que se confundem com o ruido do equipamento, dificultando sua
distin¢do e, consequentemente, a caracterizagdo do material de interesse (SONG et al., 1996;
FURINI et al., 2015; CAMACHO et al., 2018; KRAVETS et al., 2018; ALLAKHVERDIEV
et al., 2022; BOLDT, 2022).

Para contornar essa limitagdo, uma alternativa ¢ a utilizag¢@o do principio da ressonancia
plasmonica de superficie, para amplificar o sinal Raman que se deseja detectar. Essa técnica ja
¢ estudada e aplicada em diferentes areas, sendo conhecida como SERS (do inglés Surface
Enhanced Raman Spectroscopy) ou espectroscopia Raman amplificada em superficies (DING

etal., 2014; HAN, et al., 2021).



1.4. ESPECTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICADA EM SUPERFICIE

O espalhamento Raman amplificado em superficie foi reportado pela primeira vez por
Fleischman e colaboradores em 1974. Na ocasido, apds sucessivos ciclos de oxidagdo e
reducdo de um eletrodo de prata rugoso, o aumento no sinal foi atribuido ao aumento da area
superficial do eletrodo. Mais tarde, em 1977, de forma independente, Jeanmarie e Van Duyne,
bem como Albrecht e Creighton, propuseram que o aumento na intensidade do sinal
observado ndo era somente devido a area superficial, mas também um reflexo da ressonancia
plasmoénica de superficie observada em nanoestruturas metalicas. O plasmon de superficie
induzido pela interagdo com a luz gera uma intensificacdo no campo eletromagnético na
superficie do material que, por sua vez, amplifica o sinal espalhado pela amostra adsorvida na
nanoparticula. Esse fendmeno abriu espaco para consolidar o SERS como uma nova
ferramenta para aplicagdes em quimica, biologia, sensoriamento e diagndstico, devido a alta
sensibilidade e seletividade, possibilitando até detectar moléculas isoladas, contornando as
limitagdes do espalhamento Raman convencional. (SUR, 2013; DING et al.,, 2020;
LANGARO et al., 2014; ROSTRON et al., 2016; HAN et al., 2021).

Atualmente, existem duas teorias bem aceitas que descrevem o mecanismo de
amplificacio do SERS: o mecanismo de aprimoramento eletromagnético e¢ o de
aprimoramento quimico. O aprimoramento eletromagnético ¢ responsavel por um aumento de
10* a 10® no espalhamento Raman, que ocorre devido ao plasmon de superficie, sendo maior
em regides onde as particulas se agrupam, gerando um intenso campo eletromagnético local.
Essas regioes sao chamadas de /ot spots. O mecanismo de aprimoramento quimico, por sua
vez, fornece aumento até a ordem 10%no espalhamento Raman, e acontece quando a molécula
adsorve fortemente na superficie do metal, levando a mudangas em sua polarizabilidade.
Além disso, a presenca das nanoestruturas metalicas proporciona um aumento da secdo de
choque de até 15 ordens de magnitude, dependendo das configuragdes do sistema, o que,
combinado com ambos 0os mecanismos, ¢ possivel se obter por SERS amplificacdes da ordem
de até 10" (NIE, et al., 1997; KNEIPP et al., 1997; SUR, 2013; DING et al., 2020; HAN, et
al., 2021).

Os aspectos supracitados descrevem o processo de amplificagdo do espalhamento
Raman por meio da técnica SERS, porém a frequéncia da oscilagdo ressonante plasmdnica, na
qual os elétrons de condugdo absorvem e espalham a radiagdo com maior eficiéncia, depende
de alguns fatores: I) a natureza do metal, que envolve a constante dielétrica do metal, que

facilita ou ndo a formagao do campo elétrico na superficie conforme o feixe de luz incidente;
8



IT) as dimensdes do metal, como o tamanho, formato e distribuicdo espacial das
nanoparticulas; III) natureza do adsorvato, caracteristicas da substancia aderida na superficie
metalica para estudo, afinidade quimica, qudo polarizavel ¢ a molécula e quantidade de
moléculas; IV) os pardmetros instrumentais: equipamento ¢ medidas experimentais (FARIA et
al., 1999; SOARES, 2018; BELL et al., 2020).

Diante do exposto e dos avangos na aplicacdo de nanoparticulas metalicas em técnicas
analiticas sensiveis como a SERS, o presente trabalho tem por objetivo produzir
nanoparticulas de ouro, para aplicagdo em sensoriamento visando detec¢do de moléculas que
fazem parte do grupo dos poluentes organicos persistentes (POPs), por meio da

espectroscopia Raman amplificada em superficies.

1.5. POLUENTES ORGANICOS PERSISTENTES

Segundo a CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo), os POPs sao
substancias quimicas sintéticas usualmente presentes em pesticidas e quimicos industriais,
que apresentam particularidades devido as suas caracteristicas fisico-quimicas:
semivolatilidade, persisténcia, bioacumulacao e toxicidade.

A persisténcia diz respeito ao tempo de meia-vida (tempo que uma matéria leva para se
degradar pela metade), que nos da a tendéncia de uma substancia em permanecer no
ambiente, resistindo a degradac@o biologica, quimica e fotolitica. Segundo a Convencao de
Estocolmo, um contaminante ¢ dito persistente se a sua meia-vida for superior a dois meses
em agua, seis meses em sedimento e solo e dois dias no ar. Por exemplo, endosulfan e seu
metabolito, sulfato de endosulfan apresentam meia-vida que varia de 9 meses a 6 anos no
solo, contribuindo para que esses pesticidas permanecam por décadas no ambiente
(MATSUMOTO et al., 2009; BUSSIAN, et al., 2015; HALSE, et al., 2015).

Ligada a isso, temos a semivolatilidade, que confere a essas moléculas organicas uma
evaporacao lenta, permanecendo suspensas tempo suficiente para serem levadas pelos ventos
a longas distancias, e condensam-se em baixas temperaturas, diretamente nas superficies das
aguas ou do solo. Como consequéncia, estes pesticidas sdo encontrados em locais remotos,
como indicado em muitos estudos a presenca dos POP em ilhas oceanicas, principalmente nas
regides polares, como o caso do Artico, em que se detectou em tecidos humanos e leite
materno, regides onde esse tipo de pesticida nunca foi utilizado (DAMSTRA, 2002; CIPRO et
al., 2011; DIAS, 2010, 2015; COLABUONO et al., 2014).



Temos também a bioacumulagdo, que se trata de um fenomeno no qual uma substancia
quimica atinge uma concentracdo mais elevada nos tecidos de um organismo do que no meio
ambiente ao redor, reflexo das caracteristicas hidrofobicas (insolubilidade da espécie quimica
em agua) e lipofilicas (afinidade quimica com gorduras) dessas moléculas, interferindo na
eliminagdo corporal por meio de excre¢do ou biotransformagdo, acumulando-se em regides do
corpo que apresentam maior presenga de lipideos. A principal via de exposi¢ao para os
humanos ¢ pela dieta, seguida de absor¢do cutinea e por vias respiratdrias, sendo passadas de
um nivel trofico para outro, fazendo com que o topo da cadeia alimentar esteja mais suscetivel
a acumulagdo, que nesse contexto ¢ chamada de biomagnificacao (KELLY, et al., 2001;
CZUB, et al., 2004; BONDIOLI et al., 2015; SUN, et al., 2015).

Contudo, a caracteristica que torna os poluentes dessa categoria tdo preocupantes ¢ a
toxicidade. Os POPs s3o agentes toxicos e podem acarretar sérios problemas ambientais e a
saude, diminui¢ao do sistema imunoldgico e reprodutivo, teratogenia (mé formagdo fetal),
estando associados a diversos tipos de cancer: mama, prostata, hepatico (figado), pancreas e
tantos outros, além do aumento na suscetibilidade de adquirir doencas que diminuem a
capacidade neurologica quando ocorre exposicdo em fases sensiveis do desenvolvimento,
como na gestacdo e infancia (MINEIRO et al., 2015; BONDIOLI et al., 2015; ARREBOLA,
et al., 2016; LIM, et al., 2015 e 2017; ENNOUR-IDRISSI, et al., 2019; HANSEN, et al.,
2019; BANSAL et al., 2020 ¢ 2021; PARK, et al., 2021; PORTA, et al. 2022).

Essas caracteristicas formam os critérios necessarios para um poluente ser classificado
como persistente, conforme as definicoes da Convencao de Estocolmo, sendo um tratado
internacional que visa proteger a satde humana ¢ o meio ambiente dos efeitos nocivos dos
POPs, dividindo-os em trés grupos (os proibidos, que precisam ser eliminados; os de usos
restritos; e os que sdo produzidos ndo intencionalmente), visando controlar produgdes,
estoques, residuos e, areas contaminadas, além de definir as medidas a serem tomadas acerca
de cada grupo, tendo como objetivo final a eliminacao de todos os POPs (UNEP, 2025). A
Convencao foi adotada em 2001, e entrou em vigor no pais em 2004, porém ainda existem
muitos obstaculos a serem transpostos para tornar isso realidade, como as limitagdes técnicas
e financeiras para monitorar e eliminar essas substincias, principalmente nos paises em
desenvolvimento, pois a substituicdo dos compostos por novos que nao sejam nocivos exige
laboratérios, investimentos e mudancas industriais, além da cooperagdo internacional, para o
fim do comércio ilegal, o qual também atrasa os avangos (WEBER, et al., 2011 e 2008;

NNOROM et al., 2008).
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O Brasil lidera o consumo mundial de agrotoxicos e, diante do crescimento
populacional e da crescente demanda da industria de alimentos, o uso de pesticidas tem
avancado no pais. Um estudo publicado pela EMBRAPA em 2021 analisou a evolugdo da
area agricola e do uso de agrotoxicos pelo periodo de 40 anos, e os resultados mostraram que
a area agricola cresceu cerca de 78%, enquanto o consumo anual de agrotoxicos aumentou
700%. Esse aumento desproporcional gera grande preocupacgdo, visto que grandes areas
territoriais do pais estdo destinadas ao cultivo de milho, soja e cana-de-agticar, aumentando o
potencial de contaminagdo ambiental e alimentar por pesticidas devido a presenga dos POPs
(EMBRAPA, 2021).

Consoante a isso, o relatério dos ciclos 2018-2019 e 2022 do Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) indicou que 1 em cada 4 alimentos de origem vegetal apresentou niveis de
substincias liberadas acima do nivel maximo permitido e/ou compostos proibidos, como o
endosulfan, que foi detectado em trés culturas, as quais ndo possuem autorizacao de uso:
batata, tomate e cenoura (ANVISA, 2023).

A partir dessas consideracdes, o endosulfan e seu metabdlito, sulfato de endosulfan, que
foram incluidos na lista de compostos proibidos da Convencdo em 2011, e tiveram sua
comercializagao proibida no Brasil a partir de 2013, principalmente devido a alta persisténcia
no solo e toxicidade, foram escolhidos como analitos no presente trabalho, pois ainda ha
evidéncias de seu uso recente (CHEN, et al., 2020; GIRONES, et al., 2020; CARVALHO, et
al., 2009).

1.5.1. ENDOSULFAN
O endosulfan ¢ um pesticida organoclorado altamente hidrofobico (logP > 4) que
possui dois isdmeros, o ¢ B que formam, pela oxidacdo e hidrélise no ambiente e/ou
organismos, o sulfato de endosulfan e o endosulfan diol, cujas estruturas quimicas estao

representadas na figura 1.4. (HALSE et al., 2015; PubChem, 2026)
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Figura 1.4: Estrutura quimica dos isdmeros do endosulfan: a e B endosulfan e seus

metabolitos sulfato de endosulfan e diol-endossulfan.
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Fonte: Adaptado de RAMESH, et al., 2002.

A persisténcia dos isomeros do endosulfan no solo pode chegar a trés anos, e em agua
pode ir até oito meses, sendo o a-endosulfan o isdbmero mais predominante no ambiente por
sua estabilidade. Dos metabdlitos, o diol endosulfan apresenta uma persisténcia trés vezes
menor do que os pesticidas de origem, enquanto o sulfato endosulfan persiste no solo de nove
meses a seis anos, sendo mais persistente do que seus precursores e igualmente toxico.
(ABRASCO, 2017, SHARMA et al., 2014; SUTHERLAND et al., 2002 ¢ 2024; NAQVI et
al., 1993; GUPTA et al., 1979).

Considerando essa combinagdo de persisténcia e toxicidade, que justifica o banimento
desses pesticidas pela Convengao de Estocolmo, faz-se entdo necessario detecta-los até niveis
de baixas concentragdes. Sendo a espectroscopia Raman uma técnica rapida, versatil e com
boa seletividade, o objetivo do presente estudo é desenvolver, por meio da nanotecnologia,
meios para a deteccdo do a-endosulfan (AE) e sulfato de endosulfan (SE) através da

espectroscopia Raman.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

O proposito central deste projeto de pesquisa de mestrado foi desenvolver
nanoparticulas metalicas funcionalizadas com composto anfifilico, com énfase na detecc¢ao do
poluente organico persistente a-Endosulfan e seu metabolito Sulfato de Endosulfan, que
apresentam comportamento lipofilico. A abordagem baseou-se na aplicagdo da
Espectroscopia de Raman Amplificado em Superficies (SERS), proporcionando uma
ferramenta para a identificagdo precisa de POPs, contribuindo assim para a compreensao mais

aprofundada e eficiente do impacto desses poluentes no meio ambiente.

12



reforcam a interagdo entre os POPs com as nanoparticulas de ouro funcionalizadas,
consistente com as regras de selegao.

Na regra de selecdo, a amplificagdo pode ocorrer por mudanga na orientagcdo dos
modos vibracionais da molécula, que, ao ser adsorvida ou aproximada da superficie das
nanoparticulas, pode sofrer alteracdes na simetria, resultando em vibragdes que agora se
distinguem, como se observa para o alfa-endossulfan, ou intensificando o sinal por meio de
mais vibragdes correspondentes, orientagdo favordvel em relagdo a superficie da
nanoparticula, estando relacionada também ao acoplamento em regides com hotspots.
Concomitantemente a isso, para nenhum dos analitos, observaram-se bandas ou picos
adicionais além do sinal dos solventes, nem deslocamentos substanciais, sugerindo que o
DDT facilita a proximidade molécula-nanoparticula e a amplificagdo do sinal por meio da
interagdo fisica, ou seja, o mecanismo de amplificagdo ¢ o eletromagnético (HAN, et al.,

2021; DING et al., 2020; KUBACKOVA et al., 2015; NIE, et al., 1997; KNEIPP et al., 1997).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de sintese de nanoparticulas proposta por Turkevich demonstrou uma
eficiéncia notavel na obtencdo de nanoparticulas de ouro com diametro médio de 17 nm,
morfologia esférica e carga superficial negativa. Esta carga ¢ atribuida ao citrato de sodio
adsorvido na superficie do material, o qual atua como um redutor e garante a estabilidade das
nanoparticulas por um periodo de até 30 dias. Os testes de detec¢@o na presenga das AuNPs
demonstraram a necessidade de modificar a superficie, em virtude da auséncia de interacao
fisico-quimica com os analitos.

A funcionaliza¢do com dodecanotiol promoveu a formagao de conjuntos homogéneos
de nanoparticulas em clusters de aproximadamente 80 nm, que sdo favoraveis ao
aprimoramento do sinal SERS por meio do acoplamento eletromagnético interparticulas.
Embora o protocolo tenha se destacado por sua facilidade e forte estabilizagcdo dos clusters
por impedimento estérico, a presenca da agua como solvente ainda ndo foi favoravel a
deteccao.

Ao dispersar o coloide em metanol, os clusters formados reduziram seu diametro para
aproximadamente 58 nm, aumentando a homogeneidade e mantendo a formagdo de interesse.
Caracterizagdes de DLS na presenga dos pesticidas indicaram interagdo entre analito e
nanoparticulas pelo aumento expressivo no didmetro, confirmada pela detec¢do SERS clara

tanto do a-endossulfan (AE) quanto do sulfato de endossulfan (ES).
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Os espectros resultantes de ambos os POPs exibiram alteragdes seletivas na
intensidade relativa dos analitos ao compara-los com o Raman correspondente, sendo a mais
significativa em 374 cm'!, em que se observou a divisdo da banda em dois para o AE e, um
aumento consideravel na intensidade para SE. Também foi possivel identificar as bandas de
estiramento S=0O observadas em 989-1001 ¢ 1200 cm™, que diferenciam o metabolito de seu
composto precursor. Esses resultados fornecem novas referéncias espectroscopicas Raman e
SERS para o sulfato de endosulfan e demonstram o potencial de sistemas plasmonicos
funcionalizados para futuras aplicagdes na deteccdo e monitoramento ambiental de poluentes
organicos persistentes, atingindo o principal objetivo desse estudo, destacando o papel critico

da engenharia interfacial para a analise SERS de compostos organoclorados hidrofobicos.
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