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RESUMO

A sensibilidade limitada e a dificuldade em obter um sinal reprodutivel sdo dois dos
principais desafios que impedem a aplicacdo pratica dos substratos SERS. As nanoparticulas
de latex apresentam alta monodispersidade, uma caracteristica crucial para a formacdo
espontanea de macrocristais ordenados, que podem ser utilizados em aplicacGes Opticas. Essas
particulas surgem como uma alternativa para a preparacao de substratos auto-organizados mais
estdveis para Espectroscopia Raman de Superficie Aprimorada (SERS). Arranjos
nanostruturados sdo altamente valorizados para a preparacao de substratos SERS devido a sua
excelente estabilidade e reprodutibilidade do sinal. Neste estudo apresentamos uma nova
abordagem para fabricar substratos SERS ativo a partir de nanofilmes de latex e prata
duplamente auto-organizados, possuindo alta sensibilidade ao analito. O método de preparacéo
dos substratos SERS utilizado é econémico, facil de operar e boa reprodutibilidade, além de
reduzir a quantidade de reagentes e amostras e ao tempo de processamento e detec¢do. Esse
método ndo apenas é répido e eficiente, mas também apresenta excelentes perspectivas de
aplicacdo. Além disso, 0 substrato se destaca pela capacidade de utilizar diferentes fontes de
lasers de excitacdo, 0 que pode potencialmente melhorar a deteccdo de analitos em tracos. A
distribuicdo das AgNPs e sua localizacdo nas bordas das nanoparticulas de latex ajudam a criar
hot spots de campo eletromagnético altamente densos, aumentando a interacéo entre o analito
e 0 substrato e, consequentemente, melhorando os sinais de deteccdo do analito adsorvido na
superficie do substrato. O limite de detec¢do para R6G nos substratos SERS foi de 0,5 ppb, com
um AEF de até 83000 vezes. Foi possivel detectar melamina em concentrac6es de até 100 ppb,
e 0s substratos demonstraram uma estabilidade de 90 dias. A uniformidade macroscopica dos
substratos garantiu a reprodutibilidade dos sinais SERS, tornando-os candidatos ideais para

aplicacdes SERS.



ABSTRACT

Limited sensitivity and the difficulty in obtaining a reproducible signal are two major
challenges that hinder the practical application of SERS substrates. Latex nanoparticles exhibit
high monodispersity, a crucial characteristic for the spontaneous formation of ordered
macrocrystals, which can be used in optical applications. These particles emerge as an
alternative for preparing more stable self-organized substrates for surface-enhanced Raman
scattering (SERS). Nanostructured arrangements are highly valued for SERS substrate
preparation due to their excellent stability and signal reproducibility. In this study, we present
a new approach for manufacturing an active SERS substrate from doubly self-organized latex
and silver nanofilms, which possess high sensitivity to the analyte. The method used for
preparing the SERS substrates is cost-effective, easy to operate, and offers good reproducibility,
while also reducing the amount of reagents and samples as well as processing and detection
time. This method is not only fast and efficient but also presents excellent application prospects.
Moreover, the substrate stands out for its ability to utilize different excitation laser sources,
which can potentially enhance the detection of trace analytes. The distribution of AgNPs and
their location at the edges of the latex nanoparticles help create highly dense electromagnetic
field hotspots, increasing the interaction between the analyte and the substrate, and
consequently improving the detection signals of the analyte adsorbed on the substrate surface.
The detection limit for R6G on the SERS substrates was 0.5 ppb, with an Enhancement Factor
(EF) of up to 83,000 times. Detection of melamine at concentrations of up to 100 ppb was
achieved, and the substrates demonstrated stability for 90 days. The macroscopic uniformity of
the substrates ensured the reproducibility of the SERS signals, making them ideal candidates
for SERS applications.
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1. INTRODUCAO

O efeito de Espectroscopia Raman de Superficie Aprimorada (SERS) ocorre quando
moléculas interagem com a superficie de nanoestruturas metalicas, e 0 comprimento de onda
da luz incidente corresponde a faixa de ressondncia de plasmon superficial localizado (LSPR)
das nanoestruturas. Esse fendmeno resulta em um aumento significativo da intensidade da
dispersdo Raman, podendo atingir até milhares de vezes, o que permite a deteccdo de moléculas
em concentragdes extremamente baixas (SINGH, et al. 2002).

A intensidade dos sinais SERS é influenciada pela intensidade dos hot spots no campo
préximo do substrato e pela distancia entre o analito e a superficie metélica. Esses hot spots
tendem a se concentrar em lacunas, fendas ou caracteristicas agudas de materiais plasmonicos
compostos por nanoparticulas metalicas como ouro, prata e cobre, que s@o os substratos SERS
mais comuns (FARCAU, et al. 2010). Além disso, os substratos SERS podem incluir
nanomateriais metalicos em dispersdo coloidal ou imobilizados em substratos solidos e filmes
metalicos nanoestruturados (PANIKAR, et al. 2018).

Estudos mostram que a intensidade do sinal Raman pode ser amplificada em até 102
vezes, possibilitando a deteccdo de tracos de produtos quimicos como pesticidas (ZHANG et
al. 2013), contaminantes alimentares (XIAO, et al. 2019), produtos farmacéuticos e
biomoléculas (YAN, et al. 2020). Desde sua descoberta, o efeito SERS tem sido amplamente
investigado e aplicado para deteccdo quimica e biologica. No entanto, desafios significativos
como sensibilidade limitada, vida util e dificuldade em obter sinais reprodutiveis ainda
impedem a aplicagdo mais extensa dos substratos SERS em contextos comerciais
(MOSKOVITS, et al. 2023).

A sensibilidade do SERS depende do comprimento de onda da ressonancia de plasmon
superficial localizado (LSPR), da densidade de hot spots e da forma, morfologia e composicao
da nanoestrutura SERS. Resultados experimentais e tedricos demonstram que o fator de
ampliacdo do sinal SERS aumenta significativamente quando o comprimento de onda LSPR é
ajustado para coincidir com o comprimento de onda de excitacdo e o comprimento de onda de
vibracdo Raman do analito, ja que a resposta do analito varia com o comprimento de onda de
excitacdo; portanto, o comprimento de onda LSPR deve ser ajustavel para maximizar a
sensibilidade (YADAYV, et al. 2023) (ROY, et al. 2017).

Nanoparticulas de prata (AgNPs) foram amplamente estudadas para aplica¢cdes SERS,

permitindo, por exemplo, a deteccdo de residuos de pesticidas em vegetais com limites de



deteccdo de até 1,26 ppb (MAYER, et al. 2023). Nanoparticulas de latex também foram
utilizadas para preparar substratos SERS, com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade e
aumentar a atividade SERS, ja que permitem propriedades plasménicas ajustaveis. Elas também
ajudam na melhor deposic¢do de nanoparticulas plasmonicas, pois a ampliagdo do sinal de uma
Unica particula isolada é relativamente limitada e substratos fabricados com nanoparticulas
isoladas exibem baixa reprodutibilidade (XUDONG, et al. 2004). Microsferas de latex também
podem provocar um efeito de ampliacéo dptica, gerando um feixe de luz altamente focalizado
sob a acdo do laser. Isso significa que essas microsferas podem concentrar a luz do feixe em
uma area muito pequena, permitindo uma interacdo mais eficiente com estruturas em escala
nanométrica (JUNFAN, et al. 2020).

Foi desenvolvido um substrato utilizando nanoparticulas de poliestireno (PS) para criar
plataformas SERS ultrassensiveis, empregando uma técnica de auto-montagem camada por
camada para formar um filme contendo AgNPs e ouro sobre nanoparticulas de PS, resultando
em um substrato do tipo MFON (um sistema metalico aliado a um tipo de polimero). A
eficiéncia do substrato foi testada com um Raman portatil usando amostras de suco de uva,
mostrando uma intensidade 25 vezes maior e boa reprodutibilidade (LI, et al. 2022).

Outro substrato SERS foi desenvolvido a partir de um filme fino de prata depositado em
esferas de poliestireno por pulverizagdo catodica a vacuo para detectar melamina em solucéo
de leite em p6 para formulagdo infantil. Os resultados demonstraram boa capacidade de
amplificacdo do sinal e estabilidade, com uma linearidade de 0,9926 quando a concentracdo de
melamina na solucdo aumentou de 2 para 25 mg/L (XIAO, et al. 2019).

Além disso, foi produzido um substrato SERS com arranjos de micro-tigelas montadas
em AgNPs para a detec¢do de residuos de pesticidas. O arranjo de AgNPs foi preparado por
eletrodeposicdo em um filme poroso revestido de ouro e um molde monocamada de esferas de
PS. Esse substrato mostrou alta sensibilidade na deteccdo de thiram e metil paration em vegetais
(ZHU, et al. 2020), com o molde de nanoparticulas de PS contribuindo para uma melhor
deposicao de AgNPs e um aumento no nimero de hot spots.

Apesar dos avancgos significativos na preparacdo de sensores SERS, ainda existem
desafios consideraveis para sua aplicacao, especialmente em contextos comerciais. Embora os
substratos SERS possam detectar moléculas em baixas concentragdes, a sensibilidade pode
variar dependendo do analito e das condi¢Ges experimentais. Alguns analitos podem néo
interagir de maneira eficaz com o substrato, resultando em sinais fracos. Além disso, a

eficiéncia desses substratos pode ser influenciada pelo comprimento de onda de luz utilizada,



tornando a adaptacdo dos substratos para diferentes fontes de laser um processo complexo que
exige ajustes precisos. Além disso, a tecnologia envolvida na fabricacdo desses substratos pode
ser cara e dispendiosa.

O presente trabalho busca superar as limitagbes encontradas em substratos SERS
desenvolvidos anteriormente, incluindo aqueles ja utilizados comercialmente, especialmente
em relagdo a reprodutibilidade, sensibilidade e custos elevados das tecnologias envolvidas. A
automontagem tem se mostrado uma estratégia promissora, simples e eficaz para a construcao
de substratos ativos. Neste estudo propfe-se um substrato SERS com uma estrutura auto-
organizavel formado por nanoparticulas de latex e prata, utilizando um método de preparacao
inovador baseado em auto-organizacdo dupla. Este substrato oferece a vantagem de ser
compativel com diversas fontes de laser de excitacdo, gracas as diferentes morfologias das
AgNPs empregadas que cobrem uma ampla faixa de absorcao. Além disso, é capaz de detectar
uma vasta gama de analitos com alta sensibilidade, possibilitando a detec¢do de analitos em

concentragcOes extremamente baixas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal a preparacdo de um substrato SERS
duplamente auto-organizado, composto por nanoparticulas de latex e prata para deteccdo
ultrassensivel de uma ampla gama de analitos. Além disso, o substrato € projetado para ser

compativel com diferentes fontes de laser de excitacéo.

2.2 Objetivos especificos

(i) Sintese de nanoparticulas de latex de poliestireno (PS) e poli(estireno-co-2-
hidroxi-etil-metacrilato) (P(S-HEMA)) por polimerizagcdo em emulsdo livre de surfactante;

(if)  Preparacdo de filmes auto-organizados de latex de PS e P(S-HEMA);

(iii) Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) com variadas distribuicdes de

tamanhos e diferentes morfologias;



(iv) Utilizacao de nanoparticulas de prata (AgNPs) para montagem do dispositivo do
tipo SERS;
(v) Investigacdo dos efeitos de intensificacdo do sinal por espectroscopia Raman;

(vi) Aplicagéo do dispositivo SERS usando analito padréo e amostra comercial.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Latex

Um latex é uma dispersdo coloidal estavel de particulas de um polimero em meio aquoso
com didmetro na faixa de 10 nm a 1000 nm. Sua coloracdo é branca, e o grau de opacidade que
esta associado ao tamanho e concentracdo das particulas (BLACKLEY, et al. 2012).

O latex apresenta duas vias de origem, a natural e a sintética. O latex natural é originado
da seiva leitosa de certas espécies de plantas, no qual a principal fonte comercial é a seringueira
(Hevea brasiliensis) e possui particulas de borracha natural suspensas em meio liquido. Ja o
sintético € obtido por meio da polimerizacdo radicalar em emulsdo de varios mondmeros,
através da agregacdo simultdnea das cadeias poliméricas (TRUSCOTT, et al. 1995). Um
iniciador é utilizado e é ativado pela presenca de luz ultravioleta ou sob determinadas
temperaturas, dessa forma radicais livres sdo gerados dando inicio a formagdo da cadeia
polimérica (HEARN, et al. 1981).

A polimerizacdo em emulsdo ocorre em agua com ou sem a presenca de surfactante e,
na maior parte dos casos se usa polimerizacao radicalar. Os sistemas podem ser classificados
como homopolimeros, quando héa existéncia de apenas um tipo de monémero e em copolimeros
guando ha dois monémeros diferentes no meio. Em sistemas mais complexos envolvendo a
sintese dos copolimeros, a ocorréncia de heterogeneidade do latex esta associada
principalmente a natureza dos reagentes, tais como: solubilidade e reatividade (CHERN, et al.
2006).

A polimerizacdo em emulsdo € utilizada na industria para a fabricacdo de uma grande
variedade de polimeros e envolve um sistema que necessita de compreensdo do mecanismo e
conhecimento da cinética da sintese e dos procedimentos operacionais do reator, facilitando um
melhor controle de propriedades fisico-quimicas e morfolégicas do latex, que estdo
relacionadas a distribuicdo e tamanho da particula, densidade de carga superficial, tipos de



grupos funcionais na superficie da particula, conformac&o hidrofébica polimérica, propriedades
Oticas e reoldgicas (KRIEGER, et al. 1976).

Todas essas caracteristicas contribuem significantemente nas propriedades e aplicacdo
final dos produtos, visto que a utilizagdo do latex é de grande importancia para a economia
mundial, pois este é matéria prima para fabricacdo de uma ampla variedade de produtos
industriais, como plasticos, borrachas, fibras, revestimentos, tintas e outros (XIONG, et al.
2002). Além disso, 0 uso da &gua como solvente durante a sintese diminui os efeitos prejudiciais
dos solventes organicos e ainda resulta em um produto promissor para diversas aplicacfes

tecnoldgicas, como por exemplo, os sensores (ZOSEL, et al. 1995) (TURAN, et al. 2021).

3.1.1 Polimerizacdo Radicalar

A polimerizacdo radicalar é designada como um processo reativo que ocorre em cadeia,
na qual é caracterizada pela existéncia de trés etapas bem definidas, iniciacdo, propagacao e
terminacdo que apresentam velocidades e mecanismos diferentes.

Na etapa de iniciacdo ocorre a quebra de uma ligagdo covalente (cisdo homolitica
equacdo 1), mediante a presenca de um iniciador que é ativado pela presenca de luz ultravioleta
ou sob determinadas temperaturas, dessa forma radicais livres sdo gerados dando inicio a

formacdo da cadeia polimérica (HEARN, et al. 1981).

Iniciadores

O uso do iniciador numa reagéo de polimerizagao tem o intuito de formar radicais livres,
por meio da cisdo homolitica ou heterolitica que as moléculas sofrem, e estes s@o responsaveis
pela etapa de iniciacdo da polimerizacdo radicalar (LOVELL, et al. 2020).

Quando aquecido acima de uma temperatura caracteristica o iniciador térmico e alvo
deste estudo, forma dois ou mais radicais livres que interagem com 0 mondmero, contribuindo
para formacdo de novas moléculas de monémero a cadeia polimérica.

O persulfato de potéssio (KPS) (equacéo 1) é termicamente instavel e é considerado um
dos iniciadores hidrossoltveis mais comumente utilizado em reacéo de polimerizagéo. Ele sofre
ionizacdo e decomposicao térmica em torno de 50 °C, gerando radicais livres (ions SO4) que
atua atacando a dupla ligacdo do mondmero e originando a cadeia polimérica. Para este estudo
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foi empregado o KPS seguindo a decomposi¢do térmica proposta por Kolthoff (1946),

conforme mecanismo abaixo:

A constante cinética de decomposicdo do persulfato (Equacdo 1) e a velocidade de
decomposicdo sdo sensiveis a temperatura, no qual sdo determinados pelos parametros de

Arrhenius, como destacado a seguir:

—-142,8(KJ.mol™1)

-1\ — 17
ka(s%) = 1,23 x 107 e - (1)

Mecanismo polimerizagéo

O mecanismo de reacdo inicia-se pela decomposi¢édo do iniciador originando duas
espécies radicalares (R") que, em seguida, reagem com monémero (M) formando um novo
radical (Mz°) (equagdo 2-3). E, para que a polimerizagdo acontega, 0 mondmero deve ter um
grupo funcional que permita a formacéo de radicais livres, 0o que € essencial para iniciar a
reacao.

Assim, é possivel apontar o mecanismo de polimerizacdo radicalar do P(S-HEMA),
onde o grupo funcional relevante para a polimerizacdo do estireno é a dupla ligacdo carbono-
carbono (C=C). O P(S-HEMA\) € um dos polimeros estudados neste trabalho e seu mecanismo

de polimerizacdo pode ser descritos a seguir:

PROCESSO DE INICIACAO

Iniciador —X9 2R 2)
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Re+M — K 5 Mo 3)
Onde Kq e K sdo valores da constante de dissociagdo e de inicia¢do, respectivamente.

INICIACAO P(S-HEMA)

CH;, CH,
/_\ | 4 H')

H, K H, 2
Roe + HC—C—C—O0—C—O0H R—C—C—C—0—C—o0H
' * |

" (w) T ()

Na etapa de propagacdo as moléculas de monémero sdo continuamente inseridas aos
radicais em crescimento, ocorrendo uma reagdo do radical monomérico (Mi¢) com outro
mondmero M, ampliando a cadeia e formando a espécie (Mz¢) que por sua vez ao ser adicionada

a outro monémero (M) origina a espécie (Mz¢), ocorrendo o processo de forma consecutiva, de

acordo com as equacdes (4-6) a seguir:

PROCESSO DE PROPAGACAO

Mie+M —K2_» My 4)
Mae+M K ) Mge (5)
Mg+ M — K2 yien) ® (6)

PROPAGAGCAO DE P(S-HEMA)



CH; CH;
H H, ‘ H,
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() ()

CH;
H, ‘ H,
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CH, O CH;
] | 5
H,CO—C—C—CH;
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I
O
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PROCESSO DE TERMINACAO

2
JHC—C—C—0—C—0H

CH;
o, H2
Kd R—C—C—C—0—C—o0OH
—» |
CH, O

H,
HO—C—O—(C— g— CH;

° )

CH,
H, H,
R— C—C—C—0—C—O0H
Kd CH, O
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CH,
H, H,
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CH, O
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—»
O cH,
H
H,C—C—C—0—C—0H
CH,

H
HO—C—0— C—C—CH;

(e)
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A terminacdo ocorre quando dois radicais se encontram e reagem entre Si,

interrompendo o crescimento das duas cadeias e formando uma ou mais moléculas de polimero,

isto pode acontecer principalmente de duas formas diferentes: quando ha a combinacédo entre

duas cadeias em propagacao com radicais ativos, onde os dois carbonos ativos estdo proximos

o suficiente para a formacéo de uma ligacGes covalente simples C-C entre eles (unido de macro-

radicais) ou quando houver transferéncia intermolecular de hidrogénio do carbono cauda mero

localizado na ponta ativada de uma cadeia radial para o carbono cabe¢a do mero encontrado na

ponta ativada de outra cadeia radial (desproporcionamento).
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TERMINACAO

Mys + Mys — K€, My  (Unido de macro-radicais)

Mys + Mye— X9 5 My + My (Desproporcionamento)

Onde Ky e Ky sdo as constantes de velocidade das reagoes.

TERMINACAO P(S-HEMA)

Unido de Macro-Radicais

CH;

H, Hl
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CH,
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0O CH,
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3.2 Mecanismo de formacao de particulas
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3.2.1 Polimerizagdo em emulséo

A polimerizagdo em emulsdo € caracterizada como um processo em que monémeros sao
transformados em polimeros dentro de pequenas gotas de mondmero dispersas em fase aquosa.
O método proposto por Harking para polimerizacdo em emulsdo pode ser caracterizado por
ocorrer em meio heterogéneo, na maioria das vezes, composto por dgua como agente de
dispersdo, além de mondmero, emulsificante e iniciador. No qual a polimerizacdo ocorre por
meio dos radicais livres provenientes do iniciador, formando um polimero como particulas
dispersas em meio aquoso. Esse processo utiliza emulsificantes ou surfactantes, para criar e
estabilizar as essas gotas. (ASLAMAZOVA, et al. 1995).

Ao iniciar a agitacdo do sistema, o emulsificante ou surfactante, permite a emulséo das
particulas dispersas no meio aquoso continuo, atuando como estabilizante das gotas do
mondmero e/ ou particulas de polimero (FUKUDA, et al. 1992).

Quando a sua concentragdo estd acima da concentracdo micelar critica, CMC, as
moléculas de emulsificante originam agregados chamados micelas e nelas contém centenas de
moléculas de emulsificante, onde os grupos hidrofilicos com suas extremidades polares séo
voltados para a fase aquosa e 0s grupos hidrofébicos da cadeia sdo orientados para o interior.
Para explicar esse processo hd um modelo proposto que dividiu a reacdo em trés estagios
(Figura 1) (CHERN, et al. 2006).

O iniciador que normalmente € soltvel em agua se decompde logo que € adicionado ao
sistema, formando radicais livres a uma velocidade gque € influenciada pela natureza quimica e
condic¢Bes do meio. Os radicais livres gerados entram nas micelas para formar as particulas,
esta formacdo de particulas caracteriza o Estagio I, onde h4 o aumento do numero de particulas
e da taxa de reacdo. Ao longo da reacdo ha o crescimento das particulas e a necessidade de uma
maior quantidade de emulsificante para estabiliza-las até que ocorra o esgotamento das micelas,
caracterizando o final do Estégio | e inicio do Estéagio Il (CHERN, et al. 2006).

No Estagio Il ha o periodo de crescimento das particulas mediante a propagacao. Neste
caso, a concentracdo de monémero nas particulas poliméricas encontra-se constante, visto que
0 mondémero comeca a migrar das gotas e vai sendo absorvido pelas particulas. Devido a
concentracdo do mondmero permanecer constante e ndo haver alteracdo do numero de
particulas, a taxa de polimerizagdo mantém-se constante.

No ultimo estagio (Estagio I11) as gotas de monémero desaparecem e a reagao continua

até que haja o consumo completo do monémero existente nas particulas de polimero. A medida
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em que a reacgdo prossegue ha uma diminuic¢do da concentracdo de monémeros nas particulas e
a taxa de reacdo tende a cair (CHERN, et al. 2006).

A polimerizacdo em emuls@o € um processo que vem sendo amplamente utilizado em
uma grande diversidade industrial, principalmente para a producdo de latex sintético. Sao
produzidos milhdes de toneladas de latex sintéticos poliméricos para as mais variadas
aplicac0es, tais como: borrachas sintéticas, aditivos para materiais de construcao, tintas, sistema

de liberacdo de farmacos, testes diagnosticos, imunoensaios e etc (KIM, et al. 2010).

Figura 1- Representacdo esquematica do modelo de nucleagdo de micelas
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FONTE: Adaptado de KIPARISSIDES, et al. (1996)

3.2.2 Polimerizagéo livre de surfactante

A presenca de surfactante € uma desvantagem para algumas aplicacdes, como as que
envolvem instrumentos de calibracdo e determinacdo de tamanho de poros. Uma vantagem da
polimerizacéo livre de surfactante é a obtencdo de materiais poliméricos com 6tima resisténcia
a agua e boa propriedade adesiva. Em sistemas tradicionais de polimerizacdo em emulsdo, 0s
surfactantes (ou tensoativos) sdo usados para estabilizar as gotas de monémero na fase aquosa,
formando uma emulsdo. Sem surfactantes, € necessario encontrar outras maneiras de estabilizar
essas gotas ou criar uma emulsao.

O mecanismo denominado agregacdo nuclear ou nucleacdo homogénea, foi proposto
por Tauer e colaboradoes (1999) onde este propde um mecanismo usando 0 monémero estireno

(St) com iniciador KPS. Neste caso, a solubilidade do estireno (St) aumenta com a adi¢do dos
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grupos polares de sulfato oriundos do iniciador e posteriormente diminui com o crescimento da
cadeia, esta continua a se propagar se tornando um radical oligomérico livre e ndo soluvel.
Porém, a polimerizacdo continua e a cadeia vai aumentando devido a presenga do monémero
adicionado naquele meio.

Diante disso, monémeros e oligdbmeros de cadeia curta, poderdo ser agregados aos
radicais oligoméricos de cadeia longa, formando pequenos nucleos de particulas, que sendo
coloides estaveis poderdo se agregar de forma a se repetir o processo até a formacédo de
particulas maiores e vdo se expandido a medida que radicais livres e monémeros encontram-se
disponiveis. Esse processo permite o crescimento das particulas através da difusdo dos
mondmeros dos reservatorios, ou seja, gotas de mondmero. A nucleagdo termina quando um
numero suficiente de particulas de latex é originado, podendo absorver todas as espécies
oligoméricas e as particulas precursoras primarias. Isto permite a formacdo de uma molécula
anfifilica que apresenta propriedades semelhantes a dos emulsificantes e apontam um grau de
polimerizac&o critico capaz de promover sua precipitacdo (TOCHIGI, et al. 2002).

O crescimento das particulas ao longo do processo de polimerizacéo livre de surfactante
também foi estudado por Tanrisever e colaboradores (1996) que identificaram que um ou mais
radicais livres *SO4" participam da etapa de iniciacdo da polimerizagdo onde, no minimo um
deles esta ligado ao final da macromolécula e também radicais oligoméricos livres originados
ndo conseguem penetrar o interior das particulas, em virtude da sua natureza hidrofilica,
permanecendo na superficie das particulas e facilitando a repulsdo entre elas, corroborando para
a estabilidade coloidal do meio. O grupo sulfato mencionado, bem como: hidroxila e carbonila

também sdo considerados 6timos grupos estabilizadores.

3.2.3 Létex de PS e P(S-HEMA)

Os latex de PS e P(S-HEMA) s&o obtidos por meio da polimerizagdo em emulséo, sem
a presenca de surfactante, usando como mondémero o estireno e o 2-hidroxietil-metacrilato.

O latex de PS é formado por particulas totalmente esférica e lisa, diferindo do P(S-
HEMA) que apresenta superficie com protuberancias, semelhante ao formato de uma
framboesa, atribuida a formagdo do P(HEMA) com grande existéncia de dominios na superficie
das esferas (CARDOSO, et al. 1999).

Durante a polimeriza¢do em emulsdo dos mondmeros de estireno e HEMA sdo formadas

misturas de cadeias heterogéneas de polimeros, visto que umas apresentam uma riqueza maior
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de HEMA e outras contendo pouco desse mondmero, tal fato ocorrendo tanto para o HEMA
guanto para o estireno (KAMEL, et al. 1986).

A presenca de diferencas na cadeia polimérica promove uma separacéo se fases das
particulas em no minimo dois tipos de dominios, ricos em PHEMA e PS, e diante disso, a
textura da superficie das particulas é referente a morfologia de uma framboesa. Isto permite
ressaltar que, o processo de polimerizagdo em emulséo que possibilita esse tipo de morfologia
para o latex de P(S-HEMA) é o mecanismo de nucleacdo homogénea, diferentemente do que

ocorre para 0 PS, contendo particulas totalmente esféricas (CHERN, et al. 2006).

Formagcé&o das particulas de P(S-HEMA)

Ao iniciar o processo de polimerizacdo em emulsdo onde se tem monémeros como
estireno (S) e 2-hidroxietil-metacrilato (HEMA) e o persulfato de potassio (KPS) como
iniciador, a agitacdo origina uma mistura heterogénea contém goticulas de estireno dispersas
em agua. Embora 0 HEMA seja sollvel tanto em dgua quanto em estireno, na polimerizacao o
mondmero € mais solUvel na agua. J&, o estireno apresenta baixa solubilidade aquosa e o
iniciador KPS, por outro lado, é solivel somente em agua. Desse modo, na solubilidade, o
iniciador forma o fon persulfato (S.0s*) e, por decomposi¢do térmica, os radicais sulfatos SO4
reagem com qualquer mondmero disponivel na fase aquosa, principalmente ao HEMA, devido
a sua solubilidade aquosa. Com isso, a reacdo origina radicais oligoméricos, iniciando a
propagacao destes radicais em fase aquosa até que o crescimento da cadeia polimérica exceda
o limite de solubilidade e atinja a etapa de nucleacdo e formagdo das particulas (QUIN, et al.
2010).

Embora os radicais reajam primordialmente com o HEMA, € possivel que estejam
reagindo de forma simultdnea com o estireno, originando um copolimero P(S-HEMA),
insoltvel em dgua, como é relatado por Kamei e colaboradores (1986). Onde os autores usaram
uma mistura de 80/20 estireno/HEMA, no qual 84% do mondémero HEMA migrou para a fase
aquosa antes da polimerizacdo; a medida que se inicia a polimerizacdo, a concentracdo do
HEMA diminuiu até 2% do seu valor inicial, quando a conversdo atingiu 30% do total de
mondmeros. Ressalta-se ainda que na demonstracdo, utilizando a propor¢cdo 90/10
estireno/HEMA a composic¢do das particulas formadas durante a fase de nucleacdo teve uma
maior fracdo de PHEMA.



18

Crescimento das particulas

Visto que existe um numero suficiente de particulas para interagir com todos 0s novos
radicais poliméricos, a nucleacdo € interrompida. A etapa de nucleacdo das particulas é curta
em relacdo a do seu crescimento, formando particulas com baixa polidispersdo. Embora o
estireno ndo seja um bom solvente para o PHEMA, as particulas de latex que crescem,
intumescem com o mondmero de estireno osmoticamente ou por difusdo das gotas de
mondmero dispersas em agua (CARDOSO, et al. 1998).

Durante a fase de crescimento das particulas, toda vez que uma particula captura um
radical oligomérico a partir da solucdo, ha uma continua polimerizacdo do monémero de
estireno inchado nas particulas, originando cadeias de polimeros de alto peso molecular. A
medida que vai restando pouca quantidade de HEMA, os radicais oligoméricos formados na
fase aquosa sdo, primordialmente, poliestirenos. Esta fase de polimerizagdo ocorre de forma
continua até que todas as goticulas do monémero de estireno sejam consumidas (TOWEY, et
al. 1990).

Finalizac&o do processo de formacdo das particulas

Na terceira etapa ndo ha presenca de goticulas de mondmeros residuais em meio aquoso,
neste caso, 0 mondmero de estireno intumesce dentro das particulas e € polimerizado pelos
radicais que sdo formados na fase aquosa e capturado nas particulas. Desse modo, o latex
contém dois tipos de moléculas poliméricas: um copolimero rico em PHEMA e outro em
poliestireno (QUIN, et al. 2010).

A superficie das particulas dos polimeros séo distintas, P(S-HEMA) com superficie rica
em PHEMA, apresenta morfologia do tipo framboesa, devido a agregacdo na fase de sua
formacdo e um nucleo rico em poliestireno, que tende a se formar por baixo dos l6bulos. A
morfologia framboesa € uma das varias morfologias existentes e obtidas por polimerizacdo em
emulsdo (SUNDBERG, et al. 1992).

As particulas de PS e P(S-HEMA) sdo bastante estaveis, entretanto, para o P(S-HEMA),
mais soluvel e estavel, o monémero HEMA contribui significativamente nesse processo, visto
que os grupos hidrofilicos (-COO- e -OH), se encontram na superficie da particula, formando
uma camada hidratada, exibindo um efeito estérico que impede a coagulacdo das particulas.

Enquanto isso, o grupo idnico localizado na superficie da particula, devido a decomposicao do
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iniciador SO47, pode promover repulsdo eletrostatica. Estes dois mecanismos de protecdo, efeito
estérico e repulsdo eletrostatica, possibilitam uma estabilidade maior do latex (TOWEY, et al.
1990).

3.3 Auto-organizacéo das nanoparticulas de latex

Sistemas coloidais formados por esferas de latex destacam-se pela relativa facilidade
de sintese em quantidades aprecidveis e sdao monodispersos. O auto-ordenamento em
nanoparticulas de latex é um processo pelo qual as particulas se organizam espontaneamente
em estruturas ordenadas sem a necessidade de intervencdo externa, onde as particulas se
organizam em padrdes regulares devido a interacdes fisicas e quimicas entre elas.

As principais forcas e mecanismos responsaveis pelo auto-ordenamento das
nanoparticulas sdo as forgas de Van der Waals, forcgas eletrostaticas e forcas de interacdo do
solvente. As interacOes atrativas entre as particulas podem levar a uma organizagdo regular, e
no caso de particulas que possuem cargas superficiais, a repulséo eletrostatica impede o contato
direto entre as particulas, causando repulsdes e atracfes especificas que promovem o auto-
ordenamento, interagdes das nanoparticulas com o solvente também podem influenciar nessa
organizacéo.

Sistemas auto-organizados de nanoparticulas de latex tem se mostrado capazes de
formar de modo espontaneo macrocristais auto-ordenados, onde o0 auto-ordenamento através da
associacao espontanea das particulas origina uma estrutura supramolecular ndo-covalente. Uma
consequéncia do elevado grau de ordenamento das particulas é um fenbmeno denominado
iridescéncia, notado apenas em materiais que contém estruturas altamente regulares. Refere-se
a um fendmeno Optico causado pela interferéncia da luz difratada por diferentes camadas no
interior de um material ordenado, de modo que, de acordo com o angulo observado, é possivel
identificar inimeras cores refletidas na superficie do sélido.

A secagem € um fator muito importante na formacdo de macrocristais e na estrutura
final das nanoparticulas de latex. Durante a secagem, a medida que o solvente evapora, a
concentracdo das nanoparticulas aumenta. Essa concentragdo crescente forca as particulas a se
aproximarem e interagirem mais fortemente, diminuindo a mobilidade das particulas e a
distancia entre elas diminui continuamente, até que sejam empacotadas em uma estrutura de
ordenamento permitido pelo seu estado de dispersao.

Com a evaporacao do solvente, as forcas de interagdo entre as particulas (como forcas

de Van der Waals e intera¢Ges eletrostaticas) tornam mais significativas. Essas forcas podem
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promover a formacédo de estruturas ordenadas, pois a medida que o solvente evapora, as
nanoparticulas podem se organizar em arranjos ordenados devido as interacfes entre elas,
resultando na formacdo de padrBes regulares ou estruturas cristalinas. A estabilidade e a
coagulagdo das particulas dependem da taxa de evaporacdo da agua e da natureza da forca de
estabilizacdo da particula. Por isso, as condi¢fes de secagem, temperatura e propriedades das
particulas podem influenciar no tamanho e na qualidade dos macrocristais.

Assim, 0 auto-ordenamento € um processo fundamental na formacéo de materiais com
propriedades especificas e na fabricacdo de estruturas em escala manométrica bem definidas,
despertando grande interesse, pois pode ser aplicado no desenvolvimento de dispositivos

eletrénicos tais como sensores (WANG, et al. 2004).

3.4 Ressonancia plasmonica

A ressonancia plasmonica € um fendmeno fisico que ocorre quando os elétrons em uma
superficie metélica sdo excitados coletivamente por um campo eletromagnético. Quando a luz
incide sobre o metal, ela interage com os elétrons livres, induzindo-os a oscilar em resposta ao
campo elétrico da luz. Se a frequéncia da luz coincidir com a frequéncia natural de oscilagao
dos plasmons, que sdo oscilacBes coletivas desses elétrons livres, uma ressonancia &
estabelecida. Esse processo resulta em uma absorcéo intensa da luz e na amplificagdo do campo
elétrico préximo a superficie do metal (ZAMARION, et al. 2008).

A ressonancia plasmonica de superficie (SPR) ocorre quando plasmons na superficie de
um metal sdo excitados e interagem com a luz incidente. Esse fendmeno é comumente
observado em superficies metélicas finas ou em filmes metalicos. Por outro lado, a ressonancia
plasmonica de superficie localizada (LSPR) refere-se a ressonancia plasménica que acontece
em nanoparticulas metalicas isoladas. Neste caso, a luz interage diretamente com a
nanoparticula, gerando uma ressonancia local dos plasmons dentro dela.

Observou-se que a estabilidade de uma solucdo de nanoparticulas estd fortemente relacionada
a interacdo entre os plasmons. Para uma nanoparticula esférica com um didmetro muito menor
que o comprimento de onda da luz visivel (D << ), um campo eletromagnético incidente com
frequéncia v pode induzir oscilacdes coletivas dos elétrons na banda de conducdo do metal.
Nesse caso, todos os elétrons confinados na nanoparticula sdo expostos ao mesmo capo elétrico

durante um intervalo de tempo especifico. Como resultado, a nuvem eletrénica se move sob a
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influéncia do campo elétrico, gerando uma separacdo dipolar de cargas na superficie da
particula.

A medida em que as particulas sdo iluminadas em comprimentos de onda dentro da faixa
de ressonancia do plasmon, ocorre um aumento de intensidade do campo proximo a superficie
da particula e muito maior que a intensidade da onda que a excitou. O campo é altamente
dependente da forma, dimensdo, da proximidade e da magnitude do acoplamento entre os
plasmons das particulas adjacentes.

De acordo com a equacado simplificada de Maxwell é possivel compreender a resposta
Optica de nanoparticulas metalicas a um campo elétrico. Sob a influéncia do campo externo

aplicado Eo, 0 campo elétrico dentro da particula E; é dado pela seguinte equacéo (7):

3€m

E; = E, (7)

€+2€,

Em que em é a constante dielétrica do meio e ¢, a constante dielétrica da nanoparticula
metalica.

O dipolo gerado (p) pela influéncia do campo eletromagnético a uma nanoparticula
metalica esférica (separacdo de cargas) mencionado anteriormente, pode ser escrito como p =
aemEo, €m que a polarizabilidade estatica da esfera, o, pode ser obtida pela equacéo de Laplace,
dada por (Equacéo 8):

_ 3 € €m
a= 4megR rze. (8)

Metais como ouro (Au), cobre (Cu) e prata (Ag) possuem elétrons livres que permitem
oscilacOes coletivas desses elétrons quando excitados. Essas caracteristicas fazem com que
esses metais sejam extremamente relevantes para a aplicacdo no efeito SERS. Em comparacgéo
com os materiais dielétricos, esses metais apresentam propriedades oOpticas distintas, que séo

fundamentais para a eficécia do efeito SERS.

3.5 Efeito SERS

A espectroscopia Raman é uma técnica capaz de identificar os componentes quimicos
de um composto através do espalhamento ineléstico da radiacdo eletromagnética incidente,
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caracteristicas dos modos vibracionais dos grupos quimicos que constituem o material
(RUSHITA, et al. 2011).

Ao ser incidida uma luz monocromatica sobre uma molécula esta pode originar dois
tipos de espalhamento de luz distintos, sendo eles: elastico e inelastico. No espalhamento
elastico ndo ha alteracdo da frequéncia do féton ou em seu comprimento de onda e energia,
diferente do que ocorre no espalhamento ineléstico, onde ha um deslocamento de frequéncia
dos fétons referente a excitacdo, em que o féton podera perder ou ganhar certa quantidade de
energia (SINGH, et al. 2002).

A espectroscopia Raman é uma das técnicas vibracionais amplamente utilizada na
caracterizagdo de materiais devido a sua capacidade de analise em solucgdes aquosa, uma vez
gue a agua possui um espalhamento Raman fraco. Essa técnica permite a obtencéo de espectros
in situ de forma ndo destrutiva e, possibilita investigacdes vibracionais em nimeros de onda
baixos sem a necessidade de instrumentacdo adicional. No entanto, o espalhamento Raman
convencional apresenta baixa sec¢do de choque, na faixa de 10 - 10% cm?molécula™. Devido
a essa pequena seccdo de choque, é fundamental um nimero grande de moléculas para realizar
medidas adequadas, o que limita a sensibilidade da técnica.

O Espalhamento Raman intensificado por Superficie (SERS) é um fendmeno de anélise
espectral Optica altamente sensivel, baseada na identificacdo dos componentes quimicos de
materiais adsorvidos em nanoestruturas metélicas. Este fendbmeno baseia-se no aumento dos
sinais Raman devido a interacao da luz eletromagnética com os metais adsorvidos na superficie.
A ampliacdo dos sinais ocorre por meio da ressonancia plasménica, uma excitagédo eletronica
que intensifica o campo do laser (PANIKAR, et al. 2018).

Quando as amostras sdo adsorvidas em superficies metalicas coloidais ou rugosas, 0
espectro Raman pode ser intensificado em um fator de ordem de 10? — 10* em relagéo ao
espectro Raman obtido sob as mesmas condi¢Ges de concentracdo do adsorbato e de poténcia
da radiacdo incidente.

O primeiro registro de um espectro SERS é atribuido a Fleischimann, Hendra e
McQuillan em 1973. Eles demonstraram a potencialidade da espectroscopia Raman como uma
técnica para analisar fendmenos de superficie ao estudar reacGes eletroquimicas de piridina
adsorvida na superficie de um eletrodo de prata. Naquela época, os processos superficiais eram
de grande interesse para eletroquimica e a catalise heterogénea, devido a necessidade de
entender e deduzir mecanismos de reacdo que ndo podiam ser elucidados com as técnicas de
instrumentacdo disponiveis (SLOAN-DENNISON, et al. 2019) (PANIKAR, et al. 2018).
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No entanto, o efeito de intensificacao so foi plenamente compreendido anos depois, com
os estudos de Jeanmaire e Van Duyne (1977) e de Albrecht e Creighton (1977). Esses estudos
foram fundamentais para a descoberta do efeito SERS. Eles observaram que a intensidade do
sinal Raman de moléculas adsorvidas em superficies metélicas podia ser amplificada por varias
ordens de magnitude devido & ressondncia plasmonica. Jeanmaire e Van Duyne (1977)
propuseram que a amplificagdo estava associada ao aumento do campo elétrico na superficie,
enguanto Albrecht e Creighton (1977) sugeriram que a intensificacdo era resultado da interacao
ressonante com os estados eletrénicos das moléculas.

Ambos os estudos independentes revelaram que a amplificacdo do sinal observada por
Fleischimann derivava de um mecanismo especifico, e, curiosamente, apresentaram
explicacOes distintas para o fendmeno. A proposta de Jeanmaire e Van Duyne (1977) se baseava
na intensificacdo do campo elétrico na superficie metalica (modelo eletromagnético), enquanto
Albrecht e Creighton (1977) relacionavam a amplificagdo com a interagdo ressonante entre a
luz e os estados eletrdnicos da molécula (modelo quimico).

O modelo eletromagnético explica a intensifica¢do dos sinais Raman como resultado da
amplificacdo dos campos elétricos das radiacdes incidente e espalhada nas proximidades de
uma superficie metalica, fendmeno este associado a ressonancia de plasmons de superficie
localizados. Por outro lado, o modelo quimico atribui a intensificagdo a alteracdo na
polarizabilidade da molécula, que ocorre devido as interagdes entre o adsorbato e o metal. Essas
interacbes promovem transi¢cdes eletrGnicas através da transferéncia de carga entre as
nanoestruturas metalicas e as moléculas adsorvidas na superficie dessas estruturas
(CARDINAL, et al. 2017) (OTTO, et al. 2005) (RU, et al. 2009).

De uma forma geral, a intensificacdo SERS é atribuida a dois mecanismos distintos e
complementares: o efeito eletromagnético e o quimico. Ambos 0S mecanismos ocorrem
simultaneamente, e a contribuicdo de cada um para a amplificacdo total depende das
caracteristicas especificas do sistema. Nenhum dos mecanismos isoladamente € capaz de
explicar a magnitude da intensificagdo observada no espalhamento Raman (LIN, et al. 2020).
Assim, a combinacdo desses efeitos pode resultar em um aumento significativo da da
sensibilidade da técnica SERS (LYON, et al. 1998).

A intensificacdo do sinal SERS € comumente observada em alguns metais, como ouro
(Au), prata (Ag) e cobre (Cu), que sdo altamente eficientes em experimentos SERS.
Intensificagdes menores foram registradas em metais como litio, cddmio, niquel e platina,

embora esses casos ndo sejam tao frequentes.
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Para que um metal seja considerado adequado para o efeito SERS, ele deve exibir uma
forte ressonancia na faixa de 400 a 1000 nm, que corresponde a regido visivel e infravermelha
do espectro eletromagnético. Ouro e prata sdo particularmente eficazes devido as suas
propriedades plasmonicas, com ressonancias ocorrendo tanto na regido visivel quanto na do
infravermelho. Essas caracteristicas os tornam especialmente Gteis em uma ampla gama de
aplicacdes.

O espectro de absor¢do dos materiais plasmonicos exibe bandas associadas a excitacdo
do plasma de superficie do metal, o que os torna ativos para SERS quando irradiados com
frequéncias dentro dessas bandas. Estudos experimentais mostram que o efeito SERS é
fortemente influenciado pela natureza da superficie metéalica. Metais que apresentam
ressonancia plasmonica de superficie na regido do visivel (LSPR) sdo particularmente
eficientes, pois facilitam a ressonancia entre a radiacdo excitante e a banda LSPR das
nanoparticulas metalicas.

Ao selecionar o metal para aplicagfes SERS, é importante considerar aspectos praticos,
como facilidade de manipulacdo para producdo de estruturas em escala nanométrica, boa
disponibilidade, baixa toxicidade, baixo acessivel e durabilidade (LE RU, et al. 2009). Nesse
contexto, a prata se destaca como um substrato altamente sensivel para SERS devido ao seu
excelente efeito de amplificacdo, oferecendo um bom custo-beneficio na intensificacdo dos
sinais Raman (KHOR, et al. 2017).

A prata proporciona melhores espectros quando a radiacdo excitante tem uma frequéncia
proxima de 500 nm, enquanto metais como ouro e cobre exibem melhor desempenho com
radiaces proximas de 600 nm. Além disso, nanoparticulas plasménicas, seja de prata ou ouro,
que apresentam bandas largas em seu espectro, podem ampliar suas aplicacdes ao permitir o
uso de diferentes fontes de laser para 0 mesmo material (JIANG, et al. 2021).

Outra questdo importante é o uso de nanoparticulas plasmonicas desses metais, que Sao
amplamente empregadas em estudos e aplicagdes em diversas areas. O fenémeno de
intensificacdo eletromagnética deve ser definido exclusivamente pelas propriedades 6pticas do
substrato, sem sofrer influéncia do analito. Portanto, a escolha do material é crucial para garantir

um efeito eficaz de amplificacdo do sinal (HONG, et al. 2020).

3.5.1 Modelo eletromagnético
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O mecanismo eletromagnético é responsavel pela intensificacdo do campo elétrico local,
tanto o incidente quanto o espalhado, através da ressonancia entre a radiacdo incidente e a
frequéncia de ressonancia dos plasmons de superficie localizados (LSPR). As teorias associadas
a esse modelo buscam explicar a seletividade do efeito SERS em funcdo do metal escolhido,
bem como a dependéncia da rugosidade da superficie metéalica (GIORDANO, et al. 2016).

A explicacdo através do efeito eletromagnético indica um aumento da intensidade do
espalhamento Raman proporcional ao momento de dipolo induzido do sistema metal-molécula.
Onde uma superficie metalica pode ser compreendida como um plasma, ou seja, originado por
um conjunto de elétrons se movendo. A oscilacdo coletiva desses elétrons que é denominada
Plasma de Superficie, apresenta frequéncia caracteristica dependente da natureza do metal e da
rugosidade da superficie (BORGES, et al. 2015). Como representando na Figura 2, os elétrons
livres na superficie da nanoesfera de metal podem ser induzidos a oscilarem quando excitados
com uma radiacdo de frequéncia o e amplitude Em A oscilacdo periddica leva a uma oscilagdo
de cargas transitoria na particula metalica, dando origem a um dipolo induzido oscilante ou
LSPR. A medida em que a frequéncia da radiacdo incidente se aproxima da frequéncia do
plasma superficial ocorre ressonancia, e consequentemente se origina fenémenos de absor¢éo

e dispersdo elétrica intensos.

Figura 2 - Representacdo da oscilacdo do plasmon de superficie localizado de nanoparticulas metalicas ao

incidir radiacdo eletromagnética e oscilagcdo da nuvem e elétrons

Indugao
do campo
elétrico

—»
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Nanoparlr'tlcu a elétrico
metalica

FONTE: Adaptada de KNEIPP, et al. (1997).

A nanoestrutura plasmonica funciona como uma antena oOptica, capaz de amplificar a

energia da radiagdo incidente com frequéncia (0o, transmitindo-a com uma nova frequéncia r.
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Para otimizar esse efeito, a molécula deve estar, no maximo, a 10 nm de distancia da superficie.
Dessa forma, o campo elétrico na superficie € significativamente mais intenso devido a
ressonancia dos plamons de superficie, em comparacdo com o campo elétrico da radiacdo
incidente, resultando em uma amplificacdo do espalhamento (BORGES, et al. 2015)
(OLIVEIRA, et al. 2015) (DOMINGOS, 2020).

3.5.2 Modelo quimico

O espectro SERS fornece informacdes detalhadas sobre o adsorbato e o ambiente quimico,
refletindo a interacdo entre o adsorbato e a superficie metalica, especialmente as interacfes
entre a ananoparticula e a orientacdo espacial do adsorbato (GIORDANO, et al. 2016).
Divergindo do modelo eletromagnético, onde a intensificacdo do momento de dipolo induzido
é ocasionada pela intensificacdo do campo elétrico na superficie metalica, no mecanismo
quimico, a intensificacdo acontece por meio do aumento da polarizabilidade, mediante as
transicOes de transferéncias de carga metal-adsorbato (LEE, et al. 2016).

Quando o analito (molécula) é adsorvido sobre a superficie metalica, seus niveis
eletrénicos interagem com os elétrons da banda de conducdo do metal, resultando em um
alargamento dos niveis eletronicos. Dependendo da proximidade entre os niveis de energia dos
orbitais de fronteira da molécula e o nivel de Fermi do metal, podem ocorrer transi¢cdes de
transferéncia de carga entre a molécula e a superficie (GOUR, et al. 2021).

Assim, como representado na Figura 3, ap0s o adsorbato interagir com a superficie da
nanoestrutura metalica, o nivel de Fermi do metal se encontra entre o orbital HOMO (orbital
molecular de maior energia ocupado) e o orbital LUMO (orbital molecular de menor energia
desocupado) do adsorbato. A incidéncia de radiacdo com comprimento de onda ressonante,
permite gerar a transicéo de transferéncia de carga entre o orbital HOMO do adsorbato e o nivel

de Fermi do metal ou entre o nivel de Fermi do metal e o orbital LUMO do adosorbato.

Figura 3 — Diagrama de energia ilustrando a banda de energia de nanoestruturas metalicas e os orbitais HOMO e
LUMO das moléculas adsorvidas. Onde ¢ ¢é a fungéo trabalho do metal e IP é o potencial de ionizacédo do
adsorbato.
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FONTE: Adaptada de AROCA, et al. (2006).

O efeito Raman ressonante ocorre quando a radiacdo incidente tem uma frequéncia
proxima ou coincidente com uma das transigdes eletronicas da molécula, resultando em um
aumento significativo da intensidade do fenbmeno. Este aumento é especialmente notavel em
transicOes intensas, como as transferéncias de carga em complexos, e pode intensificar o sinal
em varias ordens de grandeza quando a frequéncia do laser de excitacdo estd em ressonancia
com a transicdao eletrénica da molécula. Assim, 0 mecanismo quimico do efeito SERS pode ser
explicado em parte pelo efeito Raman ressonante, que ocorre devido a transi¢des do tipo metal-
adsorbato (GOUR, et al. 2021).

A intensificacdo do sinal Raman prevista pelo modelo Quimico é consideravelmente
menor quando comparado com o modelo eletromagnético e representa uma intensificagdo
experimental limitada a ordem de cerca de 10%vezes, e, mesmo que este fator seja um dado de
grande relevancia do ponto de vista de intensidade do sinal, o efeito pelo mecanismo quimico
ainda € de grande importancia, pois envolve o aparecimento de fendmenos significativos
responsaveis para a compreensao de algumas observacGes experimentais (GOUR, et al. 2021).

Assim, 0 mecanismo quimico além de ser altamente significativo para a explica¢do do
efeito SERS, ele vai depender da natureza quimica da amostra a ser analisada, da geometria de
absorcdo da molécula, de sua variacdo no decorrer dos experimentos, do potencial aplicado e a
interacdo do analito com o substrato (LANGER, et al. 2019).
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3.6 Hot Spots

Os hot spots sdo regides de interacdo que intensificam o espectro de moléculas
adsorvidas, formando-se quando a distancia entre as nanoestruturas de metais nobres €
suficientemente pequena para interagir com a luz incidente de Raman, amplificando assim o
campo eletromagnético. Esses hot spots sdo fenémenos localizados e pontuais, e a densidade e
uniformidade deles em toda a superficie sdo cruciais para o desenvolvimento de materiais SERS
(Figura 4). Para alcangar um controle preciso da uniformidade espacial e da distancia entre
esses pontos, tém sido desenvolvidos métodos avancados de fabricacdo de substratos com
superficies mais reprodutiveis, incluindo litografias, nanoimpressdo, filmes de Langmuir e

sistemas auto-montados, entre outros (YAN, et al. 2020).

Figura 4 - Representacdo do Hot spots

Analito

o
o .

FONTE: Adaptada de RADZIUK, et al. (2015).

Comumente os fatores aprimoramento SERS (EFs) séo encontrados como sendo mais
altos em materiais nobres estruturados em superficie de filmes metalicos ou em nanoparticulas
de metais nobres. O tamanho, a forma e o espagcamento entre essas nanoestruturas metalicas
desempenham um papel crucial no desempenho dos sensores. Essas caracteristicas influenciam
diretamente as propriedades dpticas das nanoestruturas, que estdo relacionadas ao plasmon de

superficie. Além disso, a distdncia entre as nanoestruturas ¢ um fator determinante no
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desenvolvimento de substratos ativos para SERS. E importante notar que o hot spot criado ndo
pode ser descrito apenas por plasmon de superficie localizado independente (Y AN, et al. 2020).
As nanoestruturas podem assumir varias formas, incluindo esferas sélidas, estruturas solidas
com diferentes geometrias (como elipsoides, triangulos, cilindros, etc.) e agregados de
nanoparticulas organizados em padrdes. Observa-se que enquanto uma esfera pode absorver
luz em uma frequéncia especifica, um esferoide pode absorver em até trés frequéncias distintas.
Por outro lado, uma estrutura de agregados pode ressoar em uma ampla gama de frequéncias,
abrangendo uma vasta regido espectral. Entre os diversos fatores que influenciam a
intensificacdo do efeito SERS, a agregacdo de particulas se destaca como particularmente
importante (LIU, et al. 2015). Esse arranjo tem como consequéncia uma motivagdo em ter
fendmenos de superficie aprimorada, o que pode levar para a obtencdo de varios tipos de
dispositivos de sensoriamento (LANGER, et al. 2019) (YAO, et al. 2022).

A utilizacdo de luz com comprimento de onda adequado pode amplificar a intensidade
média do campo eletromagnético em particulas individuais de metais nobres. Quando o
comprimento de onda da luz de excitacdo é significativamente maior do que o tamanho da
particula, as particulas agem como dipolos elétricos ressoantes. Quando as particulas estdo
agregadas, os dipolos se acoplam e intensificam o campo eletromagneético local, criando hot
spots com aumentos de campo extremamente elevados. Esse efeito de amplificagdo na
superficie torna as estruturas agregadas particularmente importantes e interessantes devido a
sua capacidade de amplificar sinais de maneira excepcional (YU, et al. 2019).

O uso de materiais que incorporam substratos SERS tem se mostrado cada vez mais
promissor devido a sua capacidade de concentrar intensamente o campo eletromagnético. Isso
ocorre gragas a presenca de ressonancia de plasmon superficial localizada nos materiais
metalicos do substrato e a alta densidade de hot spots. A integracdo direta com sistemas de
espectroscopia Raman padrdo, bastando substituir substratos comuns por substratos SERS tem
possibilitado ao SERS estabelecer-se em uma ampla gama de aplicagdes, tanto em sensores
quimicos quanto bioldgicos, permitindo a deteccdo de até uma unica molécula (YAN, et al.
2020).

O presente trabalho visa superar as limitacbes encontradas em substratos SERS
desenvolvidos anteriormente, incluindo aqueles ja utilizados comercialmente, particularmente
em relacdo a reprodutibilidade, sensibilidade e custos elevados das tecnologias envolvidas. A
automontagem tem se mostrado uma estratégia promissora, simples e eficaz para a construgédo

de substratos ativos. Assim, este estudo prop6e um substrato SERS com uma estrutura auto-
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organizavel composta por nanoparticulas de latex e prata, junto com o método de preparacéo
correspondente. Este substrato pode ser utilizado de forma eficaz para detectar diversas classes
de analitos com alta sensibilidade. Além disso, o substrato oferece a vantagem adicional de ser
compativel com diferentes fontes de laser de excitagdo, possibilitando a detec¢cdo de analitos

em concentragcfes extremamente baixas.

4 PARTE EXPERIMENTAL

Esta secdo encontra-se dividida em quatro partes (i) sintese das nanoparticulas de latex
de PS e sintese das nanoparticulas de latex) P(S-HEMA), (ii) preparacdo dos filmes auto-
organizados de PS e P(S-HEMA), (iii) auto-organizacapo de AgNPs nos filmes de latex (iv) e
preparacéo e aplicacao dos sensores.

A seguir encontram-se descritos os reagentes utilizados no desenvolvimento deste

trabalho:

Lista de reagentes

Etanol PA (Vetec)

Estireno 99% (Fluka)
2-hidroxietil-metacrilato 99% (Aldrich 99%)
Persulfato de potassio K2S20g (Aldrich 99%)
Etanol (Aldrich 99%)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Aldrich 99%)
Acetona (Aldrich 99%)

Alcool isopropilico (Aldrich 99%)
Cloroformio (Aldrich 99%)

Agua deionizada 18 MQ

Rodamina 6G (Aldrich 99%)

Melamina (Aldrich 99%)

AN N N NN N Y N U N N

Limpeza do suporte e preparagao dos substratos
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Laminas de vidro borossilicato utilizadas em microscopia Optica foram utilizadas como
substratos. As laminas foram cortadas em dimensdes de (25x25x1,5) mm. A limpeza foi
realizada imergindo em solucdo de dodecil-sulfato de sédio (SDS) 2% por cerca de 30 minutos
em banho ultrassOnico para remogdo de impurezas organicas, seguidos de sonicacdo em
acetona, isopropanol e adgua deionizada, respectivamente, por 15 minutos, e, posteriormente

secos em fluxo de gas nitrogénio (N>).

4.1.1 Preparacdo de latex de PS e P(S-HEMA)

As sinteses foram realizadas seguindo a técnica de polimerizagcdo em emulséo livre de
surfactante descrita na literatura (KAMEI, et al. 1986) (REESE, et al. 2002). A
copolimerizacao foi realizada em um equipamento tipo (batch reactor), composto por um reator
de 250 mL, contendo um condensador, termdmetro, agitador mecénico e fluxo de gas (N-). Para
o controle da temperatura utilizou-se um circulador de dleo termostatizado e agua.

Inicialmente, foram pesados os mondmeros e agua, nos quais foram adicionados ao
reator sob agitacio mecanica. A medida que a temperatura do sistema atingiu 70 °C, adicionou-
se persulfato de potassio dissolvido em 5 mL de agua. O tempo total de reacédo foi de 5h. O

mesmo procedimento foi realizado para o latex de P(S-HEMA).

Tabela 1 — Preparacdo do latex de PS

Reagente Quantidade (g)
estireno 23
K2S20s 0,3

Agua 150

Condictes de sintese: Temperatura (°C) = 70 + 1°C; Fluxo Nz L.min" = 0,1; Tempo de sintese = 5h,
Velocidade (rpm) 450

Tabela 2 — Preparacéo do latex de P(S-HEMA)

Reagente Quantidade (g)

2-hidroxi-etil-metacrilato 4,20
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estireno 31,20
K2S20s8 0,108
Agua 210,20

Condicdes de sintese: Temperatura (°C) = 70 + 1 °C; Fluxo N, L.mint = 0,1; Tempo de sintese = 5h,
Velocidade (rpm) 450

4.1.2 Preparacédo substratos SERS auto-organizados

4.1.2.1 Preparacdo dos filmes de latex auto-organizados

As amostras foram centrifugadas por cerca de 20 minutos com taxa de rotagdao de 6000
rpm e, em seguida, foi feita uma dispersdo em etanol com 25% da proporcdo EtOH/H20 e
colocada no ultrassom por cerca de 30 minutos,

Foram empregadas quatro metodologias distintas para a preparacao dos filmes de latex
auto-organizados: o método da superficie aquosa (SA), 0 método de auto-ordenamento
espontaneo (AE), o método de dip coating (DC) e o método de spin coating. Entre essas
metodologias, o spin coating (SC) foi selecionado devido a sua superior eficiéncia e aos
melhores resultados obtidos na producéo dos filmes.

A seguir, apresentamos o processo de cada metodologia utilizada.

Método da superficie aquosa (SA)

A dispersdo coloidal das nanoparticulas foi aplicada na superficie da agua usando uma
micropipeta, que foi posicionada na lamina de vidro em um angulo de aproximadamente 45°
em relacdo a superficie da agua. Ao entrar em contato com a agua, as nanoparticulas se auto-
organizaram e formaram um filme. Para facilitar a formacdo do filme, foi adicionada uma
solucdo de 0,1 mol/L de surfactante SDS antes da introducdo das nanoparticulas na superficie
aquosa. Em seguida, um substrato de vidro limpo foi imerso na subfase e elevado em um angulo
raso para transferir a camada coloidal para a superficie do vidro. O material foi entdo seco a 25

°C sob vacuo e posteriormente encaminhado para anélise.

Figura 5 - Método da superficie aquosa (SA)
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Nanofilme
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Método de auto-ordenamento espontaneo (AE)

Para preparar os filmes de nanoparticulas de latex auto-montadas, foram adicionados
100 pL da suspensdo das particulas no centro de um substrato de vidro limpo e seco. Em
seguida, o substrato foi secado a 25 °C sob vacuo por 24 horas antes de ser encaminhado para

analise.

Figura 6 - Método de auto-ordenamento espontaneo (AE)

Substrato mmm) :::::::
auto-organizado . S@ o0 /"

Método dip coating (DC)
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No método de dip coating, a solugdo contendo as nanoparticulas de latex foi colocada
em um béquer. Um substrato de vidro limpo foi entdo imerso nessa solucdo, e posteriormente
removido com as nanoparticulas aderidas a sua superficie. Apds a imerséo, o substrato foi seco

a 25 °C sob vacuo por 24 horas antes de ser encaminhado para analise.

Figura 7 - Método dip coating (DC)

\ t

Substrato

Método de spin coating (SC)

Os filmes foram preparados utilizando a técnica de spin coating. Primeiramente, foram
depositados 120 pL da suspensdo sobre o substrato de vidro, permitindo que se espalhasse
uniformemente por 20 segundos. Em seguida, o substrato foi girado a uma velocidade de 3000
rpm por 60 segundos para promover a formacdo do filme. Apés a rotacdo, os filmes foram
expostos a uma atmosfera de cloroférmio por 1 hora e, em seguida, secos sob vacuo por 24

horas. Posteriormente, os filmes foram armazenados sob vacuo para preservacao.

Figura 8 - Método de spin coating (SC)
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Substrato
auto-organizado

Rotacdo: 3000 rpm
Tempo: 60 segundos

4.1.3 Adicdo das nanoparticulas de prata (AgNPs) sobre os filmes auto-organizados

de latex

As AgNPs foram previamente preparadas pelo nosso grupo de pesquisa, de acordo com
a metodologia descrita por Andrade e colaboradores (2022) por reducdo quimica de ions Ag+
com NaBHs, seguido pela adicdo de uma solucdo aquosa de AgNOas/acido ascdrbico em
temperatura ambiente até a cor mudar para vermelho escuro.

As AgNPs foram adicionadas mediante o uso de um spray diretamente nos nanofilmes
de latex auto-montados em até 5 deposicdes, em seguida o material foi seco a vacuo em

temperatura de 25 °C e levado para anélise.

Figura 9 - Deposicao das nanoparticulas de prata sobre os filmes auto-ordenados de nanoparticulas de latex

Nps de latex
Auto-ordenadas

é Filme duplamente auto-ordenado

!

4.2 TECNICAS DE CARACTERIZAGCAO
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4.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV), Microscopia eletronica de

transmissdo por varredura (STEM)

As analises foram realizadas em um equipamento Tescan modelo Mira 3, sob tensao de
aceleracdo eletronica de 10 kV. As imagens foram adquiridas no modo elétrons secundarios
(SEI) a partir de aliquotas das dispersdes do latex adicionadas sobre um porta-amostras de
zinco. A metalizacdo com ouro (sputtering) foi realizada sob vacuo, em atmosfera de argdnio,
a 45 mA de corrente, 107 torr de pressdo por um tempo de 90s. Nestas condicdes foi depositada
sob a amostra uma camada de ouro de cerca de 10nm de espessura.

As imagens adquiridas foram usadas para obtencao de tamanho de particula e anélise de
morfologia, para tal empregou-se o software JMicro Vision para processamento de imagem.

Os coloides de AgNPs foram diluidos em agua deionizada com fator de diluigéo de 1:10
e um volume de 10 pL foi adicionado sobre as grades de cobre revestidas com carbono e
colocado para secar a temperatura de 25 °C por um periodo de 24 h. A andlise, foi realizada sob
tensdo de aceleracdo eletrdnica de 25 KV. As imagens obtidas foram utilizadas para verificacdo
e distribuicdo de tamanho e morfologia das nanoparticulas, empregando o software image-J
para processamento de imagem.

As distribuicbes das AgNPs sobre a superficie das camadas auto-ordenadas foram

investigadas mediante as analises de microscopia por elétrons retroespalhados.

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros foram obtidos na regido de 4000 a 400 cm™, empregando-se a técnica de
pastilha de KBr. O equipamento utilizado foi um espectrémetro com transformada de Fourrier
da Shimadzu, modelo IRTracer-100, na qual as medidas foram analisadas no laboratorio de
Central Analitica do DF-UFPE.

4.2.3 Espectroscopia Raman

Os espectros foram obtidos em um espectrémetro Raman-AFM da Horiba, modelo
iHR320. Este equipamento possui detector CCD (dispositivo sensivel a carga), resfriado a ar.
A fonte de excitacéo utilizada foi um laser de Nd: YVO4 operando na linha de 671 nm, poténcia

10 mW. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente na regido de 200 a 3000 cm™.
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Foram obtidos também espectros utilizando um espectrdmetro Raman da Horiba,
modelo LabRAM HR Evolution, operando na linha de 785 nm e 532 nm, poténcia 10 mW.

4.2.4 Espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis

Espectros de absor¢do na regido do UV-Visivel foram obtidos usando espectrometro da
marca Ocean Optics, modelo DH-2000 com ldmpadas de deutério e tungsténio e cubeta
retangular de quartzo contendo 10 mm de largura. As medidas foram realizadas na faixa de
300-900 nm de comprimento de onda e tempo de integracdo de 3800 ms. Os coloides foram
diluidos em &gua deionizada com fator de diluicdo de 1:80, no intuito de evitar saturacdo do

sinal do equipamento.

4.2.5 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

O didmetro hidrodindmico médio das nanoparticulas de latex foi determinado por meio
do Espalhamento de Luz dinamico (DLS), empregando o analisador de particulas da
Brookhaven Instruments, modelo Nanobrook Omni. Para a analise das nanoparticulas realizou-
se trés ciclos de trinta medidas cada, sendo possivel obter o valor médio para o didmetro e para
o indice de polidispersidade. Foi empregada para as medidas do latex uma diluicdo de 1:40 em
agua deionizada, utilizando um angulo espalhamento de 90° para as analises.

As andlises de potencial Zeta foram realizadas usando analisador de particulas
Brookhaven Instruments, modelo Nanobrook Omni. As amostras foram diluidas em &gua
deionizada, aplicando um fator de dilui¢do 1:40. E, os parametros usados pelo software para o
calculo dos valores de PZ foram equivalentes aos da agua a 25° (viscosidade = 0,89 cP, indice
de refracdo = 1,331 e constante dielétrica = 78,54). Foi empregado 0 modelo Smoluchowski

para ajuste da curva das medidas adquiridas pelo equipamento.

4.2.6 Medida de angulo de contato

As medidas de angulo de contato entre os latex de PS e P(S-HEMA) e o substrato de
vidro foram medidos em equipamento caseiro construidos em um pequeno estudio lightbox,
modelo Sagaro e microscopio digital Brastoy conectado a um laptop. As imagens foram

analisadas por meio de um software Image J.
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4.2.7 Célculo do Rendimento

Para obtencdo do rendimento da reacgéo utilizou-se o calculo a seguir:

m polimero produzido

Rendimento (%) = ( ) x 100

m polimero teérico
4.2.8 Diametro de Ferret

O diametro de Ferret é usado para medir a distancia entre dois planos paralelos que
restringem um objeto e foi a medida estatistica empregada para analisar e descrever a
distribuicdo do tamanho dos contornos, a partir das imagens de microscopia de nanoparticulas
de prata de diferentes morfologias. O célculo foi realizado usando o software de anélise de
imagem Image J, que realiza a analise automatica dos contornos e calcula o didmetro de Ferret

baseado na geometria dos contornos.
4.2.9 Investigacdo do efeito SERS para deteccdo de analito

A rodamina 6G foi usada como analito alvo para o teste do substrato SERS fabricado.
Uma solucao de rodamina foi preparada e diluida para atingir a concentracao desejada. Foram
adicionados 20 pL da solugdo do analito na &rea ativa do substrato SERS e seco a temperatura
de 25 °C antes de realizar as medigdes de espectroscopia Raman.

O mesmo procedimento foi empregado para a melamina utilizada como outro analito de
teste.

O fator de aprimoramento analitico (AEF) foi estimado para o substrato SERS de acordo
com a equacao (1)

AEF = ISERS/CSERS

IRS/CRS

Onde o Isers € Irs sdo referentes a intensidade do sinal Raman sob condigdes SERS e
sem aprimoramento de superficie, respectivamente, enquanto, Csers € Crs representam as
concentrag0es das solugbes de analito utilizada para medi¢cbes com e sem SERS,

respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de latex de PS e P(S-HEMA)

A 10(A) mostra a imagem de (MEV) das particulas de latex de PS obtidas com o
rendimento de 78,50%. A Figura 10(B) apresenta as nanoparticulas de P(S-HEMA), no qual
obteve-se 96,10% de rendimento.

Figura 10 -Micrografia eletrdnica de varredura de PS(A) e P(S-HEMA)(B) em diferentes magnificagdes
e histograma das nanoparticulas de PS(C) e P(S-HEMA)(D)
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E possivel observar a morfologia esférica das nanoparticulas de PS com um didmetro
médio de 898 nm £ 31,87 nm e distribuicdo uniforme de tamanho, como é destacada por meio
do histograma das particulas, apresentando polidispersividade (PDI) de 0,95 (Figura 10(C)). A
morfologia esférica das particulas produzidas por polimerizacdo em emulsdo é uma forma que
0 sistema encontra para minimizar sua energia livre superficial e é caracteristica de
nanoparticulas de poliestireno, como foi observada por Shim e colaboradores (1999), durante a
sintese de nanoparticulas de PS livre de emulsificantes e utilizada por Geng e colaboradores
(2012) para preparacdo de monocamadas automontadas de PS apresentando didmetro médio
das particulas de 769 nm e polidispersividade inferior a 3%. Também por Telford e
colaboradores (2013) e Zhenxing e colaboradores (2011), por exemplo, com nanoparticulas de
PS de 200 nm de diametro médio. Na micrografia do latex de P(S-HEMA), Figura 10(B),
observa-se particulas contendo protuberancias em sua superficie, semelhante a um formato de
particula framboesa. 1sso se ocorre devido a presenca do 2-hidroxietil-metacrilato adicionado a
sintese para formar o copolimero (P(S-HEMA), gerando a formacao de poli (HEMA) rico em
dominios na superficie das esferas (SILVA, 2017).

As particulas de (P(S-HEMA) tem didmetro médio de 500 nm + 18,95 nm e apresenta-
se como um sistema monodisperso, assim como foi evidenciado no histograma que mostra a
distribuicdo do diametro médio das particulas (Figura 10(D)).

O histograma das particulas de PS apresenta uma distribuicdo de tamanho mais estreita,
visto que essas particulas apontam uma morfologia mais esférica e regular em relagcdo as
particulas de P(S-HEMA) contendo uma certa rugosidade na superficie (GOODALL, et al.
1977). Com isto, esses fatos indicam que a sintese com as condicdes de parametros empregados
foi bem sucedida e permitiu a formacéo das nanoparticulas de PS e P(S-HEMA).

Vimos que ha uma grande diferenca entre as morfologias dos latex de PS e P(S-HEMA).

A adicdo de um comonémero hidrofilico tem influéncia ndo apenas no tamanho das particulas,
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mas também na composicdo da superficie, na nucleacdo das particulas e na cinética de
polimerizacdo. A velocidade de polimerizacdo em emulsdo livre de surfactante do estireno
contendo HEMA como comondmero é maior do que a contendo apenas estireno, 0 HEMA
como monémero soltvel em agua determina o comportamento inicial da polimerizacao, pois a
reacdo tem inicio em meio aquoso com a decomposicao do persulfato de potéssio, e, todos esses
fatores influenciam na morfologia das particulas, estando diretamente relacionado as diferengas
morfoldgicas de ambos os latex (TOWEY, et al. 1990) (HERZOG, et al. 1998).

A morfologia para a preparagdo de um substrato SERS pode contribuir
significativamente na aplicacéo de superficie rugosas para utilizacdo em SERS. Além disso, a
integracdo de diferentes nanoestruturas em um substrato e a modificagdo com moléculas de
reconhecimento especificas podem tornar o efeito SERS muito mais atrativo e eficiente, visto
que existem ainda algumas desvantagens intrinsecas a esse efeito. Por exemplo, o tempo de
aquisicdo do SERS é longo e € dificil de obter imagens de grandes areas. Uma plataforma que
combine as vantagens unicas de reprodutibilidade e a alta sensibilidade do SERS, pode
proporcionar uma maior seletividade e consequentemente uma maior precisédo, melhorando a

deteccao.

5.1.1 Espalhamento Dindmico de Luz

Os valores para diametro médio das nanoparticulas de PS e P(S-HEMA) obtidos por
DLS encontram-se expressos na Tabela 3. Constata-se que o diametro médio das particulas
adquiridos por DLS estdo superiores aos valores obtidos por MEV, esse fato ocorre pois no
DLS é medido o raio hidrodindmico da particula, no qual, o célculo realizado pela analise de
DLS considera particulas esféricas e medida do raio hidrodinamico destas particulas, e, por isso
h& uma pequena diferenga entre tamanho do didmetro médio das particulas medidas por DLS e
aquelas adquiridas por imagem de microscopia, que avalia o didmetro seco das particulas.
Assim, a razdo entre os diametros hidrodinamico e seco condiz com resultados reportados na
literatura para nanoparticulas de PS (ANNUNZIATA, et al. 2011).

O valor médio obtido pelo DLS para o diametro das nanoparticulas de PS foi de 907 £
2,5 nm e para as nanoparticulas de P(S-HEMA) o diametro médio foi de 580 + 1,5 nm.

Quando os radicais oligbmeros sdo gerados homogeneamente na fase aquosa em massa,
estes crescem até um tamanho critico e precipitam para formar micelas de oligdmeros, com isso
os radicais recém gerados podem ser capturados pelas micelas e iniciam o processo de

polimerizagdo, onde as particulas do polimero em crescimento sdo formadas. Como nédo ha a
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presenca de tensoativos nesse tipo de polimerizacdo, as particulas de polimero ndo séo
estabilizadas, e neste caso, se colidem para formar particulas maiores a medida que a
polimerizacdo prossegue. Assim, particulas de polimeros obtidas mediante polimerizacdo em
emulsdo livre de surfactante apresenta geralmente, tamanho de didmetro de particulas maiores.

O PDI das particulas de P(S-HEMA) foi de 0,67, usando um indice de refragdo de 1,3.
Quando o valor de PDI é menor que 1,05 o sistema de particulas pode ser considerado
monodisperso. Os valores de PDI obtidos foram inferiores a 0,96, indicando que essas esferas

de polimeros apresentaram um sistema monodisperso.

Tabela 3 — Valores obtidos para tamanho de particulas e dados do rendimento reacional: R = rendimento; TS =

Teor de sblidos

_______________ Analise e e
Amostras MEV DLS p7 T R
(hm) (hm) (%) | (%)
PS 898 + 32 907 + 30 -37,3+2,9 10,52 | 78,50
P(S-HEMA) 500 + 19 580 + 20 -53,5+3,7 30,80 | 96,10

5.1.2 Potencial Zeta (PZ)

Os valores de PZ (Tabela 3) estdo associados a carga superficial das nanoparticulas no
sistema e afeta como as particulas se repelem ou se atraem umas as outras em um liquido. Onde
os valores de PZ obtidos para as nanoparticulas de PS e P(S-HEMA) foram de -37,34 £ 2,85
mV e -53,50 £ 3,74 mV. Em concordancia com valores encontrados na literatura e geralmente
obtidos para esses tipos de latex (SHIRAHAMA, et al. 1984) (CARDOSO, et al. 1998). A carga
negativa dessas particulas de latex é obtida pois as particulas estando dispersas em agua, varios
dos ions do potassio (presente no iniciador KPS) sdo dissociados da particula, dissolvendo-se
na agua e contribuindo para um excesso de cargas positivas sobre as negativa, conferindo para
as particulas de PS e P(S-HEMA) uma carga global negativa, indicando que a superficie das
particulas estd negativamente carregada em meio aquoso.

O Potencial Zeta é determinado pela diferenca de potencial entre a superficie de uma

particula em suspenséo e o fluido adjacente. Esse potencial ocorre na regido de dupla camada
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elétrica formada ao redor da particula em suspensdo. Assim, o PZ das nanoparticulas de PS e
P(S-HEMA) pode diferir devido as diferencas em suas propriedades quimicas e estruturais. Os
grupos carboxilicos no P(S-HEMA) sdo capazes de interagir com os ions em solucao e criar
uma carga superficial negativa, resultando em um PZ mais negativo. Por outro lado, para
nanoparticulas de PS, a auséncia de grupos funcionais ativos tende a favorecer um PZ mais
proximo de zero (SHIRAHAMA, et al. 1984).

Além disso, o PZ tem um impacto significativo em sistemas de auto-ordenamento em
escala nanométrica. Em sistemas auto-organizados envolvendo particulas sobre superficies, 0
PZ pode influenciar a disposi¢éo e a estrutura das particulas na superficie, afetando a formacéo
de padrdes ordenados. Um PZ mais alto pode indicar que as forcas repulsivas entre as particulas
sdo fortes, promovendo uma estrutura estavel e ordenada, auxiliando na distancia entre as
particulas e a densidade de carga na superficie.

Assim, sua magnitude evidencia estabilidade coloidal, onde uma carga superficial
(negativa ou positiva) elevada das particulas em suspensdo aponta uma tendéncia a repulsdo
eletrostatica, evitando a formacdo de agregados. Analises com PZ superior a valores = 30 mV,
tal qual é mostrado nos resultados obtidos para as nanoparticulas denota uma estabilidade
coloidal a longo prazo (DELGADO, et al. 2018).

5.1.3 Medida de angulo de contato

A Figura 11(A) e (B) mostra o resultado da aquisicdo de imagem e da medida do angulo
de contato entre os latex de PS(A) e P(S-HEMA)(B) e o substrato de vidro limpo realizada em
triplicata. E possivel observar que o latex de PS(A) molha a superficie do vidro com um angulo
de 59,90° £ 8,04. Para o latex de P(S-HEMA)(B) foi medido um angulo menor (39,80° + 7,96),
este fato pode estar relacionado as propriedades das superficies e diferencas quimicas desses
materiais, podendo influenciar consideravelmente na interagdes entre as nanoparticulas de latex
e a superficie do vidro. (MCCLEMENTS, et al. 2018).

O PS é um polimero ndo iénico e apolar, de forma que sua superficie ndo apresenta
grupos funcionais carregados, resultando em uma interacéo limitada. Desse modo, a superficie
do PS é menos molhavel e consequentemente exibe um angulo de contato relativamente maior
que ndao molha bem superficies apolares, como é o caso do vidro. Isso ocorre porque as
superficies apolares tendem a formar uma camada de vapor ou bolha de ar entre a particula e 0

liquido, originando um angulo de contato mais alto.
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O P(S-HEMA) apresenta grupos carboxilicos em sua composi¢do e a presenca desses
grupos permite a obtencdo de uma superficie mais hidrofilica, polar e atrativa, levando a um
angulo de contato menor. Tendo em vista que, esses grupos podem formar ligacGes de
hidrogénio com moléculas de agua, facilitando a formagdo de uma camada de liquido mais
uniforme sobre a superficie, reduzindo o angulo de contato e melhorando a molhabilidade da
superficie.

Ambos os latex tendem a se espalhar de maneira uniforme na superficie do substrato de
vidro, porém, o latex de P(S-HEMA) que apresenta menor angulo de contato, pode originar um
filme mais homogéneo, visto que o menor angulo de contato indica uma maior afinidade com
o0 vidro e pode contribuir significativamente na formacao e geracdo de um filme mais compacto
de latex. Além disso, os resultados indicaram uma boa molhabilidade para os coloides sobre a
superficie do substrato, tendo em vista que angulos de contato inferiores a 90° sdo considerados
significativos quando um liquido apresenta compatibilidade suficiente com a superficie de um
substrato solido para se espalhar sobre ela (MERCHANT, et al. 2018).

Figura 11 - Medidas de angulo de contato de PS (A) e P(S-HEMA) (B)

5.1.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho

A Figura 12 exibe os espectros de infravermelho dos latex seco, destacando os modos
vibracionais das bandas caracteristicas do homopolimero poliestireno (PS) e as bandas
correspondentes ao copolimero P(S-HEMA). Os espectros de PS e P(S-HEMA) apresentam as
principais frequéncias de absorcdo, que confirmam a identidade do composto e estdo
consistentes com os modos de vibracéo descritos em estudos anteriores sobre essas substancias,

descritos na Tabela 4.
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Figura 12 - Espectros de Infravermelho do latex de PS e P(S-HEMA)
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A Tabela 4 apresenta os principais sinais dos espectros vibracionais envolvidos nos latex
de PS e P(S-HEMA), o qual pode ser observado de acordo com a Figura 12 que mostra as
atribuicBes dos modos vibracionais que foram registrados na faixa de 500 a 4000 cm™.
Relacionando os dados encontrados experimentalmente com aqueles observados na literatura
(LIANG, et al. 1958) (STEVENSON, et al. 1987).

Tabela 4 — Principais atribui¢des dos espectros de infravermelho obtidos para os latex de PS e P(S-HEMA) em

comparagdo com a literatura

ALFiDUIGEES o e e o e Numerodeonda/em™ _
PS P(S-HEMA) Ref
6(CC) @ 690 700
O(CH) 760 760
v((CO))((Z; - 1008 (SHIM, et al. 2008)
v(C=C) o) 1076 1084
varo(CC) 1450 1452
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B (ABD EL MONGY,
vC=0) ] 1724 et al. 2009)
w(CHD) o) 2854 2845 STEVENSON, et al,
Vass(CH2) 2920 2926 1987).
v(O-H) () - 3450

(1) Atribuidos ao poliestireno e (2) ao poli(estireno-co-2-hidroxi-etil-metacrilato

5.2  Preparacao dos filmes de latex de PS e P(S-HEMA)

A preparacdo de filmes auto-ordenados de nanoparticulas de latex é utilizada neste
trabalho, no intuito de criar uma superficie de deposicdo para AgNPs. Busca-se a comparacdo
e avaliacdo de filmes de nanoparticulas de latex de morfologias e tamanhos diferentes obtidos
pela metodologia proposta, ja que estes aspectos contribuem significativamente na formacéo de
filmes auto-organizados, onde, por exemplo, esferas de didmetro maiores por terem alta
qualidade e velocidade de deposicdo rapida apresentam uma maior dificuldade em formar
arranjos ordenados, podendo influenciar diretamente na compactacdo do filme e na interagcéo
com o substrato, assim como morfologias das nanoparticulas e suas diferencas relacionadas as
propriedades quimicas e estruturais. Os resultados de PZ e medida de angulo de contato
mostram a possibilidade de um filme mais homogéneo para P(S-HEMA) devido as suas
caracteristicas estruturais. A presenca de grupos funcionais ativos em P(S-HEMA) permite um
PZ maior, melhor molhabilidade e menor angulo de contato (YUANYUAN, et al. 2010).

A sequir estdo os resultados das micrografias dos filmes (Figura 13) obtidos por meio
das diferentes metodologias: método da superficie aquosa (SA) (A), método de auto-
ordenamento espontaneo (AE) (B) e método de dip coating (C). Entretanto, essas técnicas ndo
foram utilizadas na producdo dos filmes duplamente auto-organizados destinados ao uso em
SERS.

Figura 13 — Micrografias dos filmes de nanoparticulas de latex obtidos por método da superficie aquosa (SA)

(A), método de auto-ordenamento espontaneo (AE) (B) e método de dip coating (C).
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5.2.1 Filmes de latex auto-ordenados por spin coating
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As dispersdes de PS e P(S-HEMA) resultantes da reacdo de polimerizagdo, sdo liquidos
brancos e opacos, o que indica a formacao de particulas com tamanho suficiente para espalhar
luz visivel. Essas dispersdes foram utilizadas para a preparacdo de filmes auto-organizados

pelo método de spin coating. A seguir, estdo as fotografias dos filmes obtidos.

Figura 14 - Filmes auto-ordenados de nanoparticulas PS (A) e P(S-HEMA) (B) por spin coating
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As Figuras 14 (A) e (B) mostram os filmes de PS e P(S-HEMA) nos substratos apos a
secagem das dispersfes por evaporacdo da &gua em temperatura ambiente, originando os
macrocristais. Esses macrocristais foram verificados apenas pela observacdo das imagens,
tendo em vista que os padrdes de cores sdo consistentes e regulares, 0 que sugere uma estrutura
ordenada. Os filmes auto-organizados formam dominios de tamanho nanométrico que
apresentam uma estrutura coloidal uniforme, densa e ordenada.

De acordo com as fotografias em iluminacdo natural, é possivel verificar que as
superficies dos sélidos desses filmes apresentam uma carateristica brilhante, onde pode ser visto
varias cores produzidas por iridescéncia. Essa caracteristica brilhante das amostras apontam
uma superficie plana de nanoestruturas ordenadas das nanoparticulas de latex (LI, et al. 2018).

A partir das Figuras é possivel verificar no substrato de vidro a variagdo da cor do sélido
com o angulo de observacdo. Esse resultado confirma que a interferéncia entre a luz difratada
por diferentes planos do material € a responsavel pelas cores observadas para esse caso,

descartando possibilidades como fluorescéncia e absor¢do da luz. Tais fatos confirmam a

obtencdo dos filmes por meio das condi¢Bes de preparacdo usadas e também indica que estes
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foram formados como consequéncia de diferentes orientagdes dos arranjos das esferas (WANG,
2004).

5.2.2 Microscopia eletronica de varredura

As Figuras 15 (A) e (B) mostram as micrografias dos filmes de nanoparticulas de PS e
P(S-HEMA) obtidos pelo método de spin coating

Figura 15 - Micrografias dos filmes de PS (A) e P(S-HEMA) (B) em trés magnificacdes distintas
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Um filme monocamada é bastante delicado, e qualquer vibracéo fisica, especialmente
durante o processo de transferéncia das esferas para o substrato e a secagem do filme no
substrato, pode comprometer significativamente a formacdo do filme, resultando em
imperfeicdes.

Para a formacéo do filme empregou-se 0 uso de etanol na preparacdo da amostra com
as nanoparticulas, visto que ele é altamente volatil e apresenta constante dielétrica baixa,
podendo favorecer a formacéo de sistemas auto-organizados.

A Figura 15 (A) mostra micrografias das nanoparticulas de PS. As imagens revelam
particulas esféricas distribuidas de forma uniforme em uma monocamada, sem vacéancias
visiveis entre elas. Isso indica a auséncia de defeitos no filme, evidenciando uma boa
organizacédo e um certo grau de auto-ordenamento.

A Figura 15 (B) ilustra a superficie das particulas de P(S-HEMA). A imagem de
microscopia revela particulas esféricas com superficie rugosa, organizadas em monocamadas e
distribuidas uniformemente na superficie da lamina. Esse arranjo auto-organizado demonstra
que as nanoparticulas de P(S-HEMA) sdo altamente monodispersas e compactas em seu filme
monocamada nanométrico, com dominios de espagos vazios e distancias maiores
consideravelmente reduzidos. Esses resultados indicam que a metodologia empregada
favoreceu a formacdo de sistemas organizados em monocamadas tanto para as nanoparticulas
de PS quanto para as nanoparticulas de P(S-HEMA).

Pisco e colaboradores (2017) também prepararam filmes automontados de esferas de
latex de didmetro médio entre 200 nm a 1000 nm na interface ar-4gua em arranjos hexagonais
compactos e ordenados cobertos por uma camada de ouro e demonstraram ser um 6timo
substrato SERS, além de ser um procedimento simples e barato.

A Figura 16 (A) exibe o filme formado pelas particulas de PS. A imagem de MEV
apresenta um campo representativo entre as micrografias analisadas, revelando um auto-
ordenamento perfeito com dominios de arranjo hexagonal, onde as particulas também assumem
uma forma hexagonal. Nesse arranjo, cada particula é circundada por seis outras, resultando em
um empacotamento denso que otimiza o uso do espaco. As bordas lisas e altamente esféricas
das particulas confirmam a morfologia esperada para as particulas de PS. Além disso, € notavel
que as particulas exibem uma forma hexagonal devido a sua formacdo inicial esférica,
influenciada pela intensa pressdo capilar durante a secagem da dispersdo de latex e pela
plasticidade das particulas (LIN, et al. 1995).
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O filme de latex obtido exibe caracteristicas de macrocristais auto-ordenados, formando
dominios monocristalinos com extensdo macroscopica. Esse efeito é alcancado sem a
necessidade de tratamento prévio da amostra, uso de procedimentos especiais, dispositivos
especificos ou substratos funcionalizados para orientacdo das estruturas. A formacdo dos
dominios compactados pode ser atribuida a dois fatores principais. Primeiramente, com a
evaporacdo do solvente, neste caso, a 4gua, a tensdo superficial na borda da gota aumenta,
intensificando a repulsdo eletrostatica entre as particulas. Em segundo lugar, durante a
evaporacao da agua, as particulas tendem a se orientar de maneira a minimizar a energia do
sistema, influenciadas pela capilaridade, onde as forcas de coesdo facilitam a atracéo entre as
moléculas do liquido, resultando na formacdo de dominios compactos. Além disso, a baixa
dispersdo de tamanho das particulas contribui para esse fenbmeno. Assim, emerge uma
estrutura ou padrao que se desenvolve espontaneamente a partir das interacdes locais entre as
particulas.

A monocamada coloidal de P(S-HEMA) (Figura 16 (B)) mostrou também uma auto-
organizacdo do filme de latex, com empacotamento hexagonal das particulas, onde a
micrografia de alta magnificacdo mostra a distribuicdo perfeita das particulas sem a presenca
de defeitos, consistindo em um filme ordenado distribuido de maneira bastante uniforme no
substrato e de superficie rugosa das particulas. A técnica de spin coating permite a fabricagdo
de filmes mais finos, com maior controle de espessura, maior reprodutibilidade e menor tempo
de fabricacéo.

Deve ser mencionado ainda que a técnica de revestimento por rotagdo permitiu a
obtencdo de filmes de monocamadas para ambos os latex, apresentando uma superficie limpa
e organizada, onde a melhor taxa de rotacdo para se obter tais caracteristicas foi de 3000 rpm,
garantindo uma area de cobertura satisfatoria com uma menor quantidade de defeitos e um filme
mais compacto, bem como ja foi investigado por Zhang e colaboradores (2019) que realizarem
0 mesmo experimento para o latex de PS obtendo bons resultados para a formacdo de uma
monocamada com a taxa de rotacdo de 2000 rpm e tempo de 60 segundos.

Como se sabe, a velocidade de rotacdo afeta a forca centrifuga aplicada a suspensdo dos
latex, assim como a velocidade e a turbuléncia caracteristica do ar imediatamente a acima dela.
Existe um equilibrio entre a forca aplicada para cisalhar a suspensdo dos latex em direcédo a
borda dos substratos e a taxa de secagem que afeta a viscosidade da suspenséo coloidal, assim,
baixas velocidades de rotagdo podem destruir o equilibrio da forga que atua nas nanoparticulas

de latex contribuindo por diminuir a taxa de evaporacdo dessas suspensdes e permitindo com
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que as nanoparticulas se agreguem e se arranjem de maneira desordenada com muita facilidade.
A medida em que se aumenta e encontra a velocidade de rotacdo ideal, a forca e a taxa de
evaporacdo aumenta até o ponto em que as nanoparticulas mantenham o equilibrio da forca.

Com o aumento da velocidade de rotacdo, uma massa de suspensdo coloidal é expelida
pela forga centrifuga e a evaporacdo aumenta de maneira que a viscosidade da suspensao dos
latex também aumenta acentuadamente, mudando o ambiente das nanoparticulas e tornando
mais dificil a movimentacdo deles de forma livre, contribuindo para que se fixem
aleatoriamente no substrato antes de serem dispostas em um ordenamento.

A literatura aponta que nanoparticulas de latex de P(S-HEMA) tem se mostrado capazes
de formar espontaneamente macrocristais auto-ordenados (CARDOSO, et al. 2001), e, séo
denominados cristais coloidais ou macrocristais, uma vez que ordenam-se de forma analoga aos
ions no interior do sélido cristalino (CARDOSO, et al. 1999). Isso ocorre devido as cadeias
hidrofilicas ricas no homopolimero metacrilato presentes na superficie das particulas, as forcas
capilares de adesdo, bem como a natureza, composicdo quimica e distribuicdo dos elementos
na superficie das particulas de P(S-HEMA) que sdo considerados fatores importantes que
influem no auto-ordenamento da mesma na formacéo desses filmes.

A respeito das informacdes a cerca do uso de latex para a formacgédo de macrocristais,
algumas caracteristicas tém sido importantes. Como por exemplo: uma maior uniformidade
quimica e morfoldgica é obtida a partir do fracionamento do latex por sedimentacao, originando
filmes sélidos macrocristalinos com um grau de organizagédo superior ao latex nao fracionado,
existe uma distribuicdo assimétrica dos elementos quimicos em cada particula, as espécies
quimicas oriundas do iniciador K>S>Og também apresentam distribui¢do assimétrica: o sulfato
distribuido por toda a extensdo de volume das particulas e o potassio em maior quantidade na
superficie. Permitindo que a distribuicdo global de carga nas particulas pode ser considerada do
tipo core-shell, onde o “carogo” ¢é negativo devido ao enxofre e a “casca” positiva relativa ao
potéssio.

Assim, devido a distribuicdo assimétrica de elementos quimicos e espécies carregadas,
as particulas de P(S-HEMA) passaram a ser consideradas dipolos ou multipolos elétricos,
permitindo a formacdo de um arranjo ordenado de dipolos a medida que as particulas se
aproximam e os dipolos vizinhos interagem. Tais interacfes contribuem significativamente para
a auto-organizacdo das particulas. As imagens de MEV de alta ampliagdo (Figura 16 A e B)

exibiram empacotamento préximo das particulas.
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Dessa maneira, tais resultados indicaram que as nanoparticulas de PS e P(S-HEMA)
pelo método de auto-montagem possuem a capacidade de se auto-oganizarem em uma série de
nanoestruturas de ilhas de monocamadas na superficie do substrato, apresentando tamanho de
15 nm para o latex de PS e 10 nm para P(S-HEMA). E, pode-se afirmar que os filmes auto-
organizados de latex foram obtidos com éxito pela metodologia proposta, através de método de
baixo custo e eficiente, podendo ser bastante favoravel para uso em sistemas nanoestruturados

de deteccdo altamente sensivel.

Figura 16 - Micrografia das particulas de PS (A) e P(S-HEMA) (B) mostrando o arranjo

5.3  Adicdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) sobre os filmes

As nanoparticulas de prata foram caracterizadas conforme itens a seguir para o seu uso

na formagao dos substratos SERS a partir de nanoparticulas de latex.

5.3.1 Potencial Zeta

O valor de potencial Zeta adquirido para o coloide foi de +32,04 £+ 3,14 mV. Esse valor
estd associado com a carga superficial das nanoparticulas no sistema. Além disso, sua
magnitude enfatiza a estabilidade coloidal para este caso. Uma carga superficial (positiva ou
negativa) elevada das superficies em suspensao aponta uma tendéncia a repulsdo eletrostatica,
impedindo a formacdo de agregados. Medidas de PZ com valor absoluto superior a +30 mV,
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como é o caso da analise adquirida para as AgNPs, geralmente estdo relacionadas a uma
estabilidade coloidal a longo prazo (DELGADO, et al. 2013) (GAKIYA, et al. 2018).

As naoparticulas de prata sintetizadas sem agentes estabilizantes, ha maioria das vezes
apresentam potencial zeta negativo, diferentemente do que ocorreu para essas medidas, o valor
positivo que acabou prevalecendo mesmo com a diluicdo do sistema pode ser atribuido a
natureza cationica das cadeias de quitosana, devido a existéncia de grupos NHs™ (GAKIYA, et
al. O PZ de +32,04 + 3,14 mV, mostrou gue este valor representa uma evidencia de estabilidade

coloidal para as particulas.

5.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao por Varredura (STEM)

A Figura 17 mostra a imagem de STEM das particulas de prata, campo claro (Figura A)
e campo escuro (Figura B) e a Figura 18 apresenta uma imagem na qual as particulas foram
discriminadas por morfologia e a porcentagem de cada morfologia observada em todas as
imagens analisadas.

As morfologias AgNP foram classificadas em seis categorias com ampla distribuicdo de
tamanho de particula, variando de 160,78 a 134,56 nm. Os valores de didmetro de Ferret das
particulas analisadas encontram-se na Tabela 5. As morfologias observadas foram: formato de
esfera, trapezoidal, triangular, retangular, pentagonal ou hexagonal e em forma de bastonete.
Os tamanhos considerados para o histograma (Figura 19) foram os comprimentos no eixo de
dimensdo maxima (FDmax) de cada particula, independente da morfologia. A FDmax média
para todas as particulas medidas foi de 141,29 + 24,76 nm.

O célculo do tamanho da particula por DLS considera apenas particulas esféricas. A
diferenca entre os didmetros médios obtidos por DLS e o didmetro médio adquirido para as
particulas pelas analises das imagens de STEM foi de 11,38 nm. Essa divergéncia entre os
didmetros encontrada pelos diferentes métodos se deve aos efeitos de solvatacgdo, visto que a
medida em que as analises por imagem de microscopia avaliam o didmetro seco das
nanoparticulas, medidas de DLS trata do diametro hidrodinamico.

A razdo encontrada relativamente alta entre os diametros hidrodindmico e seco condiz
com resultados reportados na literatura para nanoparticulas de prata estabilizadas por quitosana
e ainda pode ser considerado um indicativo da adsorcéo as moléculas de quitosana na superficie
das NPs (MEHR, et al. 2015).



Figura 17 -Micrografia por STEM das AgNPs

Figura 18 - nanoparticulas de prata coloridas em diferentes morfologias e grafico pizza identificando a

porcentagem de cada morfologia referente a sua cor
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Figura 19 - Distribuicdo do diametro de Ferret das nanoparticulas
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Tabela 5 — Morfologias das AgNPs e seus respectivos didmetros maximos e minimos

Morfologias FDmax (nm) FDmin (nm)
Esfera 134,56 + 24,42 109,23 + 21,46
Trapezoidal 149,51 + 20,08 109,04 £ 17,60
136,32 £ 21,01 114,01 £ 18,35

Triangular
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Retangular 139,67 + 20,88 100,70 + 14,70
Hexagonal 149,95 + 15,83 127,43 + 12,98
Haste 160,78 + 43,97 83,76 + 25,22

5.3.3 Espectroscopia de Absor¢do UV-Vis
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O espectro de absorcdo UV-Vis das AgNPs € ilustrado na Figura 20. O espectro exibe

apresenta uma ampla banda de absorcdo que se estende do ultravioleta até ao infravermelho

préximo (NIR), abrangendo a faixa de 400 a 800 nm. O méximo de absor¢éo é oberservado em

620 nm com alta absortividade em 671 nm, que corresponde ao comprimento de onda do laser

utilizado neste estudo. Este padréo é caracteristico de amostras de AgNPs com diferentes tipos

de morfologias e uma ampla distribuicdo de tamanho de particula (JIANG, et al. 2003).

Metais nobres como a prata podem suportar ressonancias plasmonicas das

nanoparticulas em regiGes do espectro ultravioleta, visivel e infravermelho proximo. Essas

ressonancias podem ser ajustadas variando-se o tamanho e a forma das nanoparticulas.

Figura 20 - Espectro de absor¢do das nanoparticulas de prata (AgNPs)
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5.3.4 Filmes de latex/AgNPs duplamente auto-organizados - Microscopia Eletronica

de Varredura por Elétrons Retroespalhado

No filme de PS auto-ordenado, as micrografias por elétrons retroespalhados (Figura 21
(A)) revelam a presenca de particulas pequenas caracteristicas de AgNPs dispostas sobre o
filme de latex. O didmetro médio dessas particulas esta proximo ao valor obtido pela analise de
STEM dessas particulas (Figura 17). Além disso, é notavel um brilho distinto nas particulas de
AgNPs contrastando com o brilho das particulas de latex de PS organizadas. Esse contraste é
evidenciado pelo sinal das AgNPs sobre o filme, resultado da diferenca significativa no peso
atdbmico entre a prata e o polimero de latex a base de carbono. O comportamento € 0 mesmo
para os filmes de P(S-HEMA) auto-organizados (Figura 21 (B)) nos quais também foram
incorporados AgNPs.

Observa-se ainda que, ao adicionar nanoparticulas metalicas sobre os filmes de latex, a
disposigéo das esferas na matriz permanece inalterada. Isso indica que a deposigao das AgNPs

ndo comprometeu a estrutura hexagonal dos filmes
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Figura 21 - Imagens de MEV dos filmes duplamente auto-organizados de nanoparticulas de latex e prata (A)
AgNPs@PS (B) AgNPs@P(S-HEMA) adquiridas no modo de elétrons retroespalhados

As micrografias obtidas por elétrons retroespalhados indicam a presenca de AgNPs
sobre ambos os filmes. As AgNPs distribuidas nas superficies dos substratos apresentam um
brilho mais intenso, o que pode gerar um sinal mais forte na regido correspondente & presenca
de prata. Esses resultados corroboram a hipdtese de que a adicdo de nanoparticulas de prata aos
substratos de PS e P(S-HEMA) foi eficiente (YU, et al. 2013).

Essas particulas estdo localizadas em varias areas do substrato, tanto sobre quanto entre
as nanoparticulas, sugerindo uma distribuicdo aparentemente aleatoria. Essa distribuicdo pode
estar associada as condi¢Oes de preparacao, deposicao e secagem do filme contendo as AgNPs.
No entanto, a superficie mapeada revela uma distribuicdo consistente das particulas por toda a
extensdo da amostra. Além disso, é notavel a presenca de aglomeracgdes de AgNPs, que também
devem ser consideradas.

Desde que o efeito SERS foi descoberto em eletrodos de prata rugosos, muitos avangos
foram realizados no desenvolvimento de substratos ativos de SERS altamente sensiveis com
varias nanoestruturas geométricas. No entanto, o aprimoramento do sinal SERS de uma Unica
particula isolada tem sido relativamente limitado, e o efeito SERS por esses substratos de

nanoparticulas livres apresenta baixa reprodutibilidade e ndo uniformidade na distribuigdo e
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propriedades de aprimoramento de hot spots, dificultando ainda na focalizagéo do laser usado
para excitar o processo SERS (WANG, et al. 2022).

Nanoparticulas metalicas rugosas sobre uma superficie auto-organizada podem exibir
caracteristicas fisicas e quimicas unicas, que diferem significativamente das propriedades de de
nanoparticulas metalicas individuais. Esses efeitos distintos sdo atribuidos a efeitos de
sinergias, confinamento quéantico e acoplamento das particulas. Além disso, esses substratos
ativos tendem a gerar efeitos eletromagnéticos mais intensos, resultando em sinais altamente
amplificados para o analito, com excelente uniformidade e reprodutibilidade. O desempenho
do substrato pode ser aprimorado ainda mais quando as nanoparticulas sdo organizadas de

forma otimizada nesta configuragéo.

5.3.5 Aplicacdo e teste dos filmes auto-organizados de nanoparticulas de latex para

utilizag&o em sensor do tipo SERS

5.3.5.1 Teste com analito padréo rodamina 6G (R6G)

A Figura 22 apresenta 0s espectros Raman do pé R6G (0,198 M) e dos filmes
automontados dos substratos AQNPs@PS e AgNPs@P(S-HEMA) imersos em uma solugéo de
R6G 10 mol/L?, no intuito de comparar e avaliar a sensibilidade e o sinal SERS do corante
adsorvido nos substrato SERS em relacdo a amostra sem substrato SERS. Os espectros foram
obtidos entre as regides de 200 cm™ a 1800 cm™, que corresponde a regido onde aparecem as
bandas vibracionais de R6G, conforme descrito na literatura (HILDEBRANDT, et al. 1984).
Todos os espectros apresentam as bandas vibracionais tipicas de R6G quando excitados com
um laser de 671 nm e uma poténcia de laser de 10 mW (INGRAM, 2015).

Figura 22 - Espectros Raman da R6G sobre o substrato SERS Ag@PS, Ag@P(S-HEMA) e R6G em p6 sem
substrato SERS
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As bandas caracteristicas da R6G estdo listadas na Tabela 6. A banda localizada em 612
cm™ refere-se a flexdo no plano do anel C-C-C. Outras bandas incluem 750, 930 e 1089 cm™
associadas a flexéo fora do plano C-H; 1129 e 1186 cm™, relacionadas a flexdo no plano C-H;
e 1350, 1422, 1500, 1574 e 1648 cm™ atribuidas ao alongamento CC aromatico. Essas bandas
séo claramente observadas em todas as concentragdes analisadas. As posi¢des das bandas estdo
em boa concordancia com os dados da literatura (ZANG, 2021).

O efeito SERS foi investigado com base nos trés modos vibracionais mais intensos: 750
cm? (flexdo C-H fora do plano), 1350 cm™ (estiramento C-C aromatico) e 1500 cm™
(estiramento C-C aromatico). Esses modos estdo detalhados na Tabela 6, confirmando a
presenca da molécula do corante.

Além disso, o0s substratos desenvolvidos neste estudo exibiram intensidade de
espalhamento Raman quase 1000 vezes maior que a amostra de p6 R6G, e o substrato
AgNPs@P(S-HEMA) apresentou um sinal ligeiramente mais intenso que o0 AGNPs@PS.

Os espectros revelam a formacdo de bandas mais estreitas, com boa resolucéo espectral
e um sinal mais claro para a R6G quando aplicada sobre o substrato SERS. Mesmo com uma

concentracdo muito baixa, a R6G ainda é detectavel. Em contraste, as bandas localizadas em
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1023 cm™ e 1178 cm™ associadas as vibragdes de (v C-C) e (5 C-H), respectivamente, quase
ndo aparecem no espectro da R6G sem o substrato SERS. Além disso, as demais bandas
apresentam intensidade reduzida. E importante destacar que, mesmo com uma concentraco
significativamente maior de R6G (0,198 M) sem o substrato SERS, o espectro obtido foi de
menor intensidade quando comparado ao espectro da R6G em baixa concentragcdo sobre
substrato SERS.

No substrato ativo, uma baixa concentracdo de R6G resultou um efeito aprimorado na
banda de 1500 cm™, uma das principais bandas caracteristicas do corante, também utilizada em
estudos anteriores para determinagdo do AEF (JIN, et al. 2021). Os fatores de realce foram
estimados em 64000 para o substrato de AgNPs@PS e 83000 para o substrato AQNPs@P(S-
HEMA). Esse 6timo desempenho em SERS pode ser atribuido ao efeito da estrutura do
nanofilme de AgNPs na superficie do coloide. Assim, a atividade SERS foi significativamente
aprimorada, o que pode ser atribuido ao aumento do acoplamento de campo eletromagnético
entre as particulas. Esses valores reforcam a excelente sensibilidade SERS de ambos os

substratos, obtida por meio de uma metodologia simples e eficaz.

Tabela 6 — Principais atribuicbes dos modos vibracionais dos espectros Raman da R6G

Valores experimentais Valores de literatura (e
Atribuicdes p_l cita)
(Cm ) (Cm-l)
v C-C (anel xanteno) 605 606
o C-H 760 770
v C-C anel aromatico 993 994
v C-C 1023 1010
o C-H 1178 1185
v N=N 1306 1320
dC-H,v C-C 1356 1351
v C-C 1505 1520
v C-C 1649 1652

Os estudos SERS de uma unica molécula relatada por (MICHAELS, et al. 2000)
revelam que os sitios ativos provavelmente estdo localizados na juncdo de duas ou mais

nanoparticulas e o maior aprimoramento ocorre na juncdo entre elas. Em seu trabalho, pouco
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aumento foi observado para nanoparticulas de prata isoladas, enquanto um grande aumento foi
encontrado para agregados com multiplas nanoparticulas apresentando gaps entre elas. 1sso se
deve ao acoplamento de plasmon entre nanoparticulas proximas, resultando em enormes
aprimoramentos de campo eletromagnético em locais de jungao ou “pontos quentes” do SERS.
Calculos de XU e colaboradores (1999) apontaram que nanoparticulas com espacamentos de 1
nm podem oferecer um aumento de 10° no intersticial de duas particulas.

A medida que o tamanho dos agregados aumenta, conforme é visto nas imagens de MEV
dos filmes nanoestruturados obtidas neste trabalho, 0 nimero de jun¢Ges aumenta, e, portanto,
proporciona um aprimoramento mais intenso. A teoria eletromagnética classica prevé que o0s
campos intensificados ao redor de cada nanoparticula podem interferir coerentemente
(MARUYAMA, et al. 2001). Conforme a distancia entre as nanoparticulas diminui, a
ressonancia plasmon acoplada muda e o campo eletromagnético aprimorado aumenta
(SCHATZ, et al. 1984). A rugosidade resultante da agregacao de AgNPs sobre 0s substratos de
latex, conforme obtido neste trabalho, pode aumentar o campo eletromagnético e,
consequentemente, intensificar o sinal.

Nanoparticulas de PS também foram empregadas como substrato na preparacdo de
filmes de prata (AgFON) para deteccdo dos espectros SERS da melanina em solugéo de leite
em po infantil de forma direta, sem qualquer tratamento prévio. O substrato preparado
apresentou boa uniformidade e a distribui¢do do campo elétrico do filme (AgFON) foi simulada
e revelou um grande aumento dos sinais Raman, que foram atribuidos aos pontos quentes de
alta densidade do substrato (XIAO, et al. 2019). Embora a literatura apresente trabalhos
relacionados a SERS e aumento de sinal, ainda ndo ha relatos de trabalhos na literatura com
esse tipo de sistema.

Substratos metalicos de filme sobre nanoesferas (MFONSs) tém sido foco de pesquisas
devido a sua estabilidade sob condi¢Ges ambientais, sensibilidade e ajuste da excitacdo de
plasmons de superficie (KAHRAMAN, et al. 2018). Nanoparticulas de latex PS ja foram
utilizadas na preparagéo de substratos SERS, visando melhorar a reprodutibilidade do substrato
e aumentar a atividade SERS, pois sua aplicacdo permite propriedades plasmonicas ajustaveis.
Além disso, as proprias microesferas PS, por exemplo, podem formar um efeito de
aprimoramento 6ptico ao criar um fluxo de nano-feixe sob acéo do laser.

De acordo com o estudo de Junfan e colaboradores (2020), os resultados mostram que
apos o laser ser focado pelo campo proximo das microesferas PS, a intensidade do campo

elétrico pode ser aumentada em quase 4 vezes e 0s pontos quentes sdo distribuidos na superficie
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de silicio e tangente as microesferas PS. Observou-se que no conjunto de microesferas PS,
devido ao seu arranjo hexagonal compacto (HCP), cada duas microesferas eram tangentes entre
si, formando um nano-gap acima da tangente; assim, a intensidade do campo elétrico aumentou
bastante, melhorando significativamente o sinal.

Nestes casos, as nanoparticulas de PS sdo apenas adicionadas como moldes e
posteriormente removidas (ZHANG, et al. 2016), ou utilizadas para o crescimento de particulas
metéalicas (LI, et al. 2014), e também como base superficial para deposicao de filmes metéalicos.
(HSIEH, et al. 2011). Além disso, é a primeira vez que nanoparticulas de P(S-HEMA) sdo
utilizadas na preparagdo de substratos SERS. Consequentemente, essas estruturas com alta
densidade de hotspots obtidas por um método de preparacdo simples e conveniente sdo cruciais
no desenvolvimento de SERS, considerando que a producdo de substratos SERS de
nanoestruturas metalicas em larga escala ainda é um desafio, principalmente devido ao tempo
gasto e tecnologias extremamente caras (KORCOBAN, et al. 2022).

Em agregados metalicos, como nanoparticulas, o aprimoramento do SERS surge de
pequenas saliéncias acopladas em regides menores que o comprimento de onda visivel, gerando
um forte aprimoramento do sinal SERS (WANG, et al. 2015). Particulas individuais ativas no
SERS também podem gerar aumento de sinal; entretanto, Sztainbuch e colaboradores (2006)
mostraram em seu estudo a relacdo entre o aprimoramento do SERS e a estrutura morfologica
da superficie de particulas de ouro individuais e agregadas, com um aumento muito mais
significativo no sinal SERS nas particulas que foram agregadas. Os trabalhos de Maxwell e
Emory (1997) destacam o aprimoramento dos sinais R6G em agregados de prata, sugerindo um
posicionamento preferencial de analitos em hot spots SERS levando a baixos limites de
deteccdo. Os hotspots podem ser gerados pela montagem de NPs, como esferas, bastdes, cubos,
barras, etc.

As AgNPs utilizadas na preparacdo dos filmes duplamente auto-organizados
apresentam uma variedade de tamanhos e morfologias, incluindo nanobastdes, triangulos,
esferas e hexagonos. Essa diversidade morfologica pode ter contribuido para a alta sensibilidade
a R6G observada nos substratos, em comparacdo com o espectro do R6G sem SERS. A
morfologia das nanoparticulas é uma caracteristica crucial para o aprimoramento do efeito
SERS, pois particulas anisotropicas, como as utilizadas neste estudo, possuem extremidades
que proporcionam um maior nimero de plasmons localizados por particula. Esses plasmons
podem se ajustar melhor as frequéncias de ressonancia dptica, otimizando o aumento do campo

elétrico proximo associado as excitacdes plasmonicas. De fato, 0 campo eletromagnético em
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torno de materiais plasmonicos ndo é uniformemente distribuido, mas altamente concentrado
em regides espaciais restritas e nas areas entre as nanoparticulas e o substrato.

Diversos formatos de nanoparticulas foram investigados para a aplicacdo do efeito
SERS, com foco particular em regides com cavidades, pontas afiadas ou saliéncias, que foram
incluidas nos céalculos de aumento do campo elétrico. Os resultados indicaram que 0s campos
elétricos em locais com alta curvatura sdo significativamente maiores, contribuindo para um
aumento no fator de amplificacdo, frequentemente descrito como o efeito "para-raios”. Além
disso, o uso de nanoparticulas de maior tamanho neste estudo também pode ter favorecido uma
maior intensidade de SERS, promovendo um espalhamento mais eficiente e um tempo de
amortecimento plasmoénico mais rapido para particulas maiores (LIN, et al. 2020).

O substrato de latex também pode ter contribuido para o aumento do sinal Raman das
moléculas de R6G que se estabelecem na superficie do substrato e nos espacos entre as
microesferas, devido a distribuicdo das AgNPs. A luz incidente, ao ser parcialmente espalhada
e refletida difusamente pelo sistema, pode ainda excitar a ressonancia plasmonica nas lacunas
formadas pelos AgNPs na superficie do substrato, criando hotspots em diferentes angulos.

Baseado nesses principios, a superficie das microesferas de latex pode acumular uma
grande quantidade de AgNPs, resultando em uma distribuicdo densa de nanoparticulas tanto
sobre quanto ao redor das microesferas. Esse método de preparacdo do substrato demonstrou
ser eficaz, uma vez que permite um aumento significativo na atividade SERS utilizando um
sistema simples, sem a necessidade de tecnologias ou materiais sofisticados, e aproveitando
uma variedade de morfologias de nanoparticulas.

N&o foi possivel demonstrar que as morfologias lisas e semelhantes a framboesas, bem
como o tamanho das nanoparticulas de latex, favorecessem a deposicdo organizada e
reprodutivel de AgNPs. No entanto, essas caracteristicas podem ter contribuido para a formacéo
de agregados de particulas. As nanoparticulas tendem a se acumular preferencialmente nos
espacos vazios das nanoesferas de latex, que séo regiGes termodinamicamente mais estaveis.
Estudos indicam que agregados de AgNPs, como nanoparticulas empilhadas e pouco espacgadas,
exibem uma maior eficiéncia no aprimoramento do SERS em compara¢do com estruturas
compactas e planas (SUN, et al. 2008).

Com base no mecanismo de realce eletromagnético do SERS, as AgNPs depositadas na
superficie irregular das esferas de PS e P(S-HEMA) podem ter proporcionado um realce

sinérgico. Essa combinacdo com as propriedades plasménicas dos nanomateriais metélicos
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pode torna-los materiais centrais promissores para biossensores baseados em SERS (BAIA, et
al. 2006), (OSAWA, et al. 1994), (ZHU, et al. 2004) (CHEN, et al. 2024).

A obtencéo de espectros reprodutiveis € um grande desafio para a aplicacdo do SERS
como ferramenta analitica. Para avaliar a uniformidade do realce Raman em nossa amostra, foi
realizado um teste de caracterizacdo do mapeamento Raman nos substratos, considerando a
repetibilidade do sinal como um fator significativo na determinacdo da praticidade do sensor.
Testes de homogeneidade e reprodutibilidade foram realizados utilizando dez espectros R6G
SERS coletados ap6s selecdo aleatéria de diferentes pontos no mesmo substrato, conforme
ilustrado na Figura 23, sob condi¢des de teste idénticas (atmosfera de vacuo e temperatura de
25 °C). Um espectro médio obtido a partir de 10 espectros foi utilizado para aumentar a
confiabilidade dos resultados. Observou-se entdo que os espectros apresentam alta similaridade,
e 0s desvios padrdo relativos (RSDs) foram calculados considerando as bandas de 750 cm™,
1350 cm™ e 1500 cm™, correspondentes as bandas principais do espectro R6G. Os resultados
estdo resumidos na Tabela 7.

A banda em 1500 cm™ considerada de maior intensidade, apresentou um RSD de 6,90%
para o substrato AGQNPs@PS e 8,10% para o substrato AQNPs@P(S-HEMA). Esses valores sao
considerados bons e ainda abaixo dos valores de RSD encontrados na literatura para substratos
preparados em sistemas semelhantes, por exemplo: 8,20% (ZHU, et al. 2020), 14,80% (SAKIR,
et al. 2023), 9,20% (YAN, et al. 2020), 12,60% (LI, et al. 2020). A Tabela 8 mostra a
comparagio dos valores de RSD para a banda em 1500 cm™ obtidos neste trabalho com aqueles
encontrados na literatura. Os resultados obtidos neste estudo indicam boa uniformidade de sinal

em todo o substrato e reprodutibilidade para detec¢do de SERS em ambos 0s substratos de latex.

Figura 23 - Espectros Raman adquiridos em dez pontos aleatorios diferentes do substrato Ag@PS (A),
Ag@P(S-HEMA) (C), e Intensidades das bandas a 750 cm™, 1350 cm™ ¢ 1500 cm™* (B) e (D).
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Tabela 7 - Valores de RSD das bandas de 750, 1350 e 1500 cm™ para Ag@PS e Ag@P(S-HEMA) adquiridos de

espectros Raman de dez pontos aleatérios dos substratos SERS.

Bandas (cm ) RSD (%)
PS P(S-HEMA)
750 7,07 513
1350 12,37 13,09
1500 6,90 8,10

Tabela 8 — Valores de RSD referentes a faixa de 1500 cm™ dos substratos obtidos neste trabalho e substratos

reportados conforme literatura.

Substrato (RSD) Referéncia
AgNPs@PS 6,90 -
AgNPs@P(S-HEMA) 8,10 -
Microbowls of AgNPs 8,20 (ZHU, et al. 2020




AgNFs 14,80 (SAKIR, et al. 2023)
PSN@PAA)/Au 9,20 (YAN, et al. 2020)
ZnS@ Ag 12,60 (LI, et al. 2020)
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Para determinar o limite de detec¢do (LOD) dos substratos SERS, foram investigadas

solugbes R6G com concentragdes variando de 102 a 10°2° mol/L. Os espectros Raman s&o
apresentados na Figura 24 (A) e (C) para os substratos Ag@PS e Ag@P(S-HEMA),
respectivamente onde as trés bandas mais intensas de R6G ainda podem ser observadas mesmo

para a amostra mais diluida , o que corresponde a um LOD de 0,5 ppb. O P(S-HEMA) é um

pouco mais sensivel.

Figura 24 — Espectros Raman do limite de deteccdo da R6G para o substrato de Ag@PS (A), Ag@P(S-HEMA)

(C) substrato e curvas de calibracao (B) e (D)
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A rodamina 6G foi empregada como molécula alvo modelo devido a sua forte afinidade

e capacidade de adsorcdo com metal nobre e sua grande secdo transversal de espalhamento
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Raman. Além disso, de acordo com o aumento da transferéncia de carga, hd uma interagdo
quimica entre as moléculas R6G adsorvidas e a superficie da nanoestrutura de prata, que
reorganiza os elétrons das moléculas adsorvidas para alterar a polarizacao, resultando em afetar
a intensidade e a frequéncia dos picos de espalhamento Raman (NIE, et al. 1997)

Os picos parecem notavelmente nitidos e limpos até uma concentragéo de 10° M, onde
podem ser claramente distinguidos; contudo, a uma concentragdo de 10°2° M, nio puderam ser
medidos. A nitidez do pico é muito valiosa para analise quantitativa porque a intensidade do
pico é diretamente proporcional a concentracdo de moléculas. Isto ocorre porque a medida que
0 nimero de moléculas R6G por unidade de &rea aumenta, as moléculas R6G preenchem
gradualmente numerosos pontos quentes formados pelas nanoparticulas na superficie da
microesfera.

A relacdo entre 0 nimero de moléculas contidas na substancia e a quantidade da
substancia situa-se dentro da faixa do espectro de excitacdo da molécula alvo, contribuindo para
a sensibilidade do SERS. Em casos de baixas concentracdes de R6G, a relacdo sinal-ruido dos
espectros é baixa, onde a cobertura ndo uniforme do analito na superficie das AgNPs e as
contribuicdes de efeitos ndo locais podem afetar a intensidade do SERS.

Embora a concentragdo de 101° M néo produza bandas R6G bem definidos, o LOD para
os substratos ainda é considerado satisfatorio (10° M). Isso sugere que os arranjos ordenados
das microesferas combinados com a presenca de AgNPs com diversas morfologias, podem
melhorar a superficie do substrato SERS. As curvas de calibracao para os substratos PS e P (S-
HEMA) sdo apresentadas na Figura 25 (B) e (D). Os coeficientes de correlacdo sdo
respectivamente 0,985 e 0,988 quando considerada a banda de 1500 cm™.

O trabalho realizado por Yan e colaboradores (2020), que também utilizou AgNPs na
preparacio de substratos SERS, alcancou limites de deteccdo para R6G de até 10° M;
entretanto, a fonte de excitacdo do laser empregada foi de 532 nm, e em outros estudos que
também utilizaram sistemas de substrato AgNPs, fornecendo intensidades de excita¢do variadas
(Tabela 9) (MIKAC, etal. 2017), (SAKIR, et al. 2023). Adicionalmente, também foram obtidos
outros LODs satisfatorios para R6G em substratos do tipo AgFON, tais como: 10 M
(INGRAM, et al. 2015), 107 M (JUNFAN, et al. 2021), 10° M (ZHANG, et al. 2019) e 1023
M (CHEN, et al. 2024). Porem, apesar dos bons resultados para limites em baixas concentracdes
em sistemas de substratos semelhantes ao desenvolvido neste trabalho, a preparagéo e aquisi¢ao
dos substratos relatados sdo muito mais trabalhosas e requerem equipamentos sofisticados.
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A comparagdo entre os comprimentos de onda utilizados na literatura para sistemas

semelhantes ao utilizado neste trabalho encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Comparacao entre 0s comprimentos de onda e os resultados obtidos para diferentes sistemas de
substratos SERS

Sistemas Corgr?(;;n(]?\rr]];[;) - faostaérn Erls\,(\j/()) LOD Referéncia
PSN@PAA)/Au 532 10 107 (YAZI(\)Iég)t al.
Ag(FON) 785 30 10° (“\;(I;.‘RZ)'S\ll\g)’ et
Ag(FON) 532 1 108 (JUN;g\ZNl,) etal.
AgNPs 532 10 10 (ZHAéI(\)IlGS,)et al.
Ag@SPS 785 2 1013 (CH|250l\é,4 ()et al.

As nanoestruturas empregadas neste estudo, que incluem particulas com morfologias
variadas como nanoesferas, nanotriangulos, nanobastdes com diferentes razdes de aspecto e
nanohexagonos com estruturas topoldgicas distintas, apresentam campos eletromagnéticos
significativamente aprimorados. Esses campos intensificam-se nos cantos e bordas agudas
devido as formas das particulas. Além disso, essas estruturas oferecem diversas energias livres
de superficie e distribuicbes de campo eletromagnético, permitindo uma variedade de
sensibilidades SERS para moléculas alvo.

Por exemplo, o aprimoramento da prata, utilizado neste estudo, pode ser explorado
através de nanoparticulas de diversas morfologias, como mencionado anteriormente, e também
através de diferengas nos tamanhos das particulas. Obviamente, o tamanho relativo as
nanoestruturas é uma caracteristica importante em relagdo a atividade SERS.

Assim, de acordo com 0s mecanismos atualmente conhecidos do SERS, a sensibilidade
é atribuida as propriedades do material e ao desenho da nanoestrutura dos substratos do SERS.
Essas propriedades incluem o comprimento de onda de ressonéancia do LSPR, a densidade dos
pontos criticos e a forma, geometria, tamanho e material das nanoestruturas SERS. Dentre esses
fatores, o comprimento de onda LSPR é uma das propriedades mais importantes para a
producdo de um substrato SERS altamente sensivel. Resultados experimentais e tedricos
(JIANG, et al. 2003), (KAHRAMAN, et al. 2018), (KIM, et al. 2009), (ZHU, et al. 2022),

demonstram que o fator de realce de um sinal SERS dramaticamente aumenta quando o
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comprimento de onda LSPR é ajustado para ser igual a média do comprimento de onda de
excitacdo e ao comprimento de onda de vibracdo Raman do analito porque a resposta do analito
varia com o comprimento de onda de excitacdo; portanto, é necessario que o comprimento de
onda do LSPR seja facilmente ajustavel para produzir economicamente a maior sensibilidade.
As nanoparticulas sintetizadas aqui podem exibir ressonancia plasmonica de superficie
localizada em uma ampla faixa de comprimentos de onda possiveis porque possuem diferentes
tamanhos e morfologias e, portanto, suas propriedades plasménicas podem ser ajustadas.
Assim, os comprimentos de onda dos plasmons de superficie e a magnitude do campo
eletromagnético das nanoestruturas sdo alterados.

A deteccdo quantitativa de moléculas foi realizada nos substratos preparados neste
estudo com uma poténcia de laser incidente de apenas 10 mW, uma intensidade extremamente
baixa. Estudos anteriores indicam que a atividade de SERS pode ser eficientemente aumentada
quando o comprimento de onda de excitacdo corresponde a banda de absorcdo das AgNPs.
Portanto, foi escolhida a luz incidente com comprimento de onda de 671 nm. Esse comprimento
de onda foi selecionado para minimizar a excitacdo do sinal de fluorescéncia do R6G, um
corante fluorescente comum, enquanto ainda se mantém dentro da faixa de absorcdo das
nanoparticulas plasmonicas utilizadas neste estudo. O R6G foi utilizado para avaliar a
capacidade SERS dos substratos (WU, et al. 2009).

A boa relacdo linear entre a intensidade de SERS e a concentracdo de R6G para o
substrato de latex e Ag (AgFON) preparado indica que os substratos podem oferecer locais de
ligacdo suficientes para a captura eficiente de moléculas R6G da solucdo de carga. Os resultados
confirmam que as variedades morfoldgicas de AgNPs depositadas na superficie das
microesferas de latex podem alcancar deteccdo ultra-trago do analito, exibindo sensibilidade
ideal para os substratos preparados.

A estabilidade dos sinais Raman é um parametro chave que afeta o desempenho e a
aplicacdo préatica de substratos SERS confiaveis (YAN, et al. 2020). Para investigar a
estabilidade de substratos de nanofilmes compositos para medi¢des de SERS, foram medidos
sinais Raman de R6G adsorvido nos substratos. Claramente, apos diferentes duracdes de
envelhecimento, a intensidade do sinal diminuiu em graus variados sob as mesmas condicdes
ambientais (Figura 25 (A) e (B)), onde foram armazenados sob atmosfera de vacuo, a uma
temperatura de 25 °C, e testados ap6s 0, 30, 60, e 90 dias utilizando solucéo de R6G 10 mol/L,
considerando a absorgdo a 1500 cm L. Os resultados estdo resumidos na Tabela 10. Apds 30

dias, a diminuicdo da intensidade foi de quase 40% para ambos 0s substratos, apos 60 dias a
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reducdo de intensidade foi de 15% para o substrato PS e 10% para P(S-HEMA), mas nenhuma

diminuicdo adicional significativa ocorreu até 90 dias.

Figura 25 - Espectros Raman relativos a estabilidade dos substratos SERS em 0, 30, 60 e 90 dias.
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Esses resultados indicam que o nanofilme de latex com AgNPs apresentou estabilidade
ainda maior (90 dias) do que outros substratos utilizados na detecgdo de R6G, que apresentaram
estabilidade de até 30 dias (NGUYEN, et al. 2022) e 40 dias (YAN, et al. 2020). Além disso,
outro fator digno de nota é a uniformidade e reprodutibilidade dos sinais dos substratos ativos
do SERS produzidos, que foram avaliados com base em sinais obtidos em pontos selecionados

aleatoriamente, apresentando um desvio padréo relativo (RSD) inferior a 12%.

Tabela 10 - Valores de RSD para substratos Ag@PS e Ag@P(S-HEMA) relacionados ao teste de

envelhecimento aos 30, 60 e 90 dias

Dias RSD (%0)
Ag@PS Ag@P(S-HEMA)
30 39 38
60 15 11
90 13 10

5.3.6 Teste preliminar com analito (Melamina)

A Figura 26 apresenta os espectros Raman do p0 de melamina e dos filmes
automontados dos substratos AQNPs@PS e AgNPs@P(S-HEMA) imersos em uma solugéo de
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melamina em 107 mol/L™. O objetivo é comparar e avaliar a sensibilidade e a atividade SERS
das amostras reais nos substratos preparados em comparacdo com a amostra sem substrato
SERS. Os espectros foram obtidos na faixa as regides de 300 cm™ a 1000 cm™, que cobre a
principal regido de vibracdo da molécula.

Nos espectros da melamina destacam-se bandas bandas distintas centradas em torno de
610 cm™e 920 cm™. A banda em 610 cm™é atribuida a deformacio do anel interno a(C-N-C),
enquanto a banda em 920 cm™ esta associada a0 modo de flexdo no plano B(HNH) do grupo —
NH: ligado externamente a molécula (ROY, et al. 2017). Outras assinaturas vibracionais no
espectro Raman sdo identificadas por sinais fracos na faixa de 1300-1630 cm™, relacionados
as vibragoes de estiramento v (C-N).

Os fatores de aprimoramentos analiticos para os substratos SERS foram estimados com
base nas areas de picos dos picos de melamina a uma concentracao de 1000 ppm para substratos
AgNPs@PS e AgNPS@P(S-HEMA), comparados ao p6 de melamina, sob excitacdo com laser
de 785 nm, como mostrado na Figura 26. Os resultados indicam que os substratos AQNPs@PS
e AgNPS@P(S-HEMA) apresentam AEFs na ordem de 21000 e 54000, respectivamente, em

comparagdo com a melamina em po.

Figura 26 - Espectros Raman da melamina sobre o substrato SERS de Ag@P(S-HEMA), Ag@PS e melamina

em p6 sem substrato SERS
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Para avaliar a eficicia dos substratos fabricados na determinacdo quantitativa de
analitos, eles foram usados para deteccdo baseada em SERS da melamina, a partir de solugbes
aquosas com trés diferentes concentracOes. A Figura 27 (A) e (B) mostra os espectros obtidos
para melamina depositada em substratos SERS de AgNPs@PS e AgNPs@P(S-HEMA) com
concentracdes de 1000 ppm, 10 ppm e 0,1 ppm, utilizando excitacdo com laser 785 nm. Ja a
Figura 27 (C) e (D) apresenta espectros obtidos com excita¢do a 532 nm.

Conforme estudos anteriores (LUO, et al. 2023), a atividade SERS pode ser
significativamente aprimorada quando o comprimento de onda de excita¢do coincide com a
banda de absorcdo das nanoparticulas de prata. Assim, foram selecionadas duas fontes de
excitacdo com comprimentos de onda de 785 nm e 532 nm, para avaliar o comportamento do
sensor e sua eficiéncia de deteccdo em diferentes condi¢cdes e como 0 comprimento de onda
pode afetar ou ndo o desempenho do substrato. Ambos os comprimentos de onda estdo dentro

da faixa de absor¢do das nanoparticulas plasménicas neste estudo.

Figura 27 - Espectros Raman da melamina sobre os substratos SERS (A) AgNPs@PS (B) AgNPs@P(S-HEMA)
em 785 nm e (C) AgNPs@PS (D) AgNPs@P(S-HEMA) em 532 nm
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Para ambos o0s substratos, com excitagdo por um laser de 532 nm, foi possivel detectar
melamina a uma concentragdo de 0,1 ppm, com o pico correspondente a 687 cm™ claramente
visivel. No entanto, ao usar um laser de comprimento de onda de 785 nm, a banda da melamina
desloca-se 610 cm™, onde também ¢é bem definida e apresenta uma intensidade
significativamente maior. Este deslocamento pode estar associado ao tipo de laser utilizado,
indicando que ele pode influenciar a forma dos espectros obtidos.

Os resultados mostram os nanofilmes duplamente auto-ordenados de latex usados como
substrato para deposicdo das AgNPs e para deteccgéo ativa por SERS, sdo eficazes em termos
de sensibilidade. A aplicacdo desses substratos para detec¢do de melamina em concentragfes
baixas quanto 0,1 ppm € relativamente relevante para 0 monitoramento da dgua potavel e da
qualidade dos alimentos. A deteccdo sensivel é crucial devido a nocividade da melamina e seu
uso frequente como adulterante no leite e em formulagdes infantis, um problema que tem

levado a um nimero significativo e até fatalidade entre lactantes (XIAO, et al. 2019).
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6. CONCLUSAO

Os substratos SERS duplamente auto-organizados, compostos por nanoparticulas de
latex e prata, foram obtidos com sucesso por meio da técnica de spin coating. As imagens de
MEV revelaram um sistema auto-organizado com as particulas dispostas de forma hexagonal
no substrato, apresentando poucas lacunas e defeitos. A disposic¢do ordenada das nanoparticulas
de latex provavelmente favoreceu a deposicao das nanoparticulas de prata, contribuindo para a
formacéo de hot spots essenciais para 0 aumento da intensidade em SERS.

A presenga de AgNPs na superficie dos substratos de nanoparticulas de latex foi
confirmada por micrografias obtidas com elétrons retroespalhados, onde o alto contraste
decorre do maior peso atbmico da prata em comparacdo com os polimeros de latex baseados
em carbono.

Os substratos SERS preparados foram avaliados qualitativamente com o analito padréo
R6G. O espectro Raman de R6G sobre os substratos de nanoparticulas de PS demonstrou um
aumento na intensidade do sinal de até 64.000 vezes, enquanto os substratos de P(S-HEMA)
apresentaram um aumento de até 83.000 vezes, permitindo a deteccdo de R6G em
concentracOes tdo baixas quanto 0,1 ppb. Os substratos também exibiram boa linearidade e
excelente reprodutibilidade, com um desvio padrdo relativo (RSD) abaixo de 8,10% e
estabilidade de até 90 dias.

Além de uma excelente capacidade de ampliacdo para R6G, os substratos SERS
duplamente auto-organizados também mostraram um aumento de até 53.000 vezes para a
deteccdo de melamina. As caracteristicas dos substratos incluem boa estabilidade, regularidade,
eficiéncia e baixo custo de producdo, fatores importantes para a aplicacao de substratos SERS.

Esses resultados demonstram que os substratos duplamente auto-organizados séo uma
alternativa promissora para a deteccdo de diversos analitos, oferecendo um significativo
potencial para andlises de moléculas individuais e baixas concentracdes. Além disso, a
compatibilidade com diferentes fontes de laser de excitagdo amplia o potencial de detec¢édo em
concentracOes extremamente baixas. Esta é também a primeira vez que nanoparticulas de P(S-

HEMA\) séo utilizadas para a preparacdo de substratos SERS.

7. PERSPECTIVAS
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As perspectivas futuras deste trabalho incluem a continuidade dos testes de
envelhecimento do sensor desenvolvido para avaliar sua durabilidade e desempenho a longo
prazo. Alem disso, pretende-se estudar a variacdo da poténcia do laser para investigar a
estabilidade e a eficécia do substrato SERS sob diferentes condi¢des de excitagao.

Outras areas de investigacdo envolvem a andlise de diferentes tipos de analitos, com o
objetivo de aprimorar a detecgdo de moléculas com alta precisdo e baixa concentracdo de
amostra, expandindo assim as aplicacBes do substrato SERS. Simula¢bes computacionais
também serdo realizadas para compreender como diversas configuracfes de nanoparticulas
influenciam a amplificagéo do sinal.

Além disso, pretende-se explorar técnicas para a produgdo em larga escala de substratos
SERS, garantindo a manutencdo da qualidade e eficiéncia. O desenvolvimento de dispositivos
portateis baseados em SERS para monitoramento em campo € outro objetivo importante. Por
fim, seré essencial investigar como a estrutura e a organizacdo dos nanomateriais impactam a

eficiéncia do realce SERS, a fim de otimizar ainda mais o desempenho dos substratos.
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