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RESUMO

COSTA, Lays. SINTONIZAGAO DE RESSONANCIAS PLASMONICAS DE
NANOESTRUTURAS DE PRATA PARA DETECCAO ESPECTROSCOPICA DE
GLIFOSATO EM AGUA. 134f. Dissertacdo — Programa de Pdés-graduacdo em
Engenharia Elétrica e Informética Industrial, Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Curitiba, 2019.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de uma metodologia capaz de detectar o
herbicida glifosato em agua utilizando técnicas de espectroscopia o6tica ultravioleta-
visivel e Raman. O corante rodamina foi utilizado como molécula de prova para testes
preliminares, com o objetivo do desenvolvimento de uma metodologia de ablagdo a
laser e de converséao de formato fotoinduzida, capaz de sintetizar nanoparticulas com
diferentes geometrias e dimensdes. Tais nanoparticulas apresentaram diferentes
ressonancias plasmonicas e, quando sintonizadas com o comprimento de onda para
bombeamento do laser utilizado nas interrogacbes Raman, evidenciam uma
otimizacao na intensificacdo do campo eletromagnético. Posteriormente o corante foi
substituido pelo herbicida glifosato e os resultados mostram que com a utilizacdo de
nanoestruturas esféricas é possivel identificar apenas uma banda na regido de 1806
cm ! do espectro Raman com intensificagéo de superficie, com uma relacéo sinal/ruido
de 5,70 para a menor concentragao utilizada nos testes de 0,11 mg/L de glifosato em
solucdo. Para as nanoestruturas de prata triangulares e hexagonais, resultado do
processo de fotoconversao, o espectro mostrou-se distinto, com trés novas bandas
em 725, 935 e 1375 cm™, regides de assinatura do herbicida, e uma maior relagéo
sinal/ruido de 10,02 para a mesma concentracao de glifosato. Tais resultados foram
atribuidos a sintonizagdo das ressonancias plasmoénicas e a concentracdo dos

campos eletromagnéticos nas bordas afiadas de tais estruturas.

Palavras-chave: Espectroscopia Otica, agrotoxicos, glifosato, qualidade da agua,

nanotecnologia.



ABSTRACT

COSTA, Lays. TUNING OF PLASMONIC RESONANCES OF SILVER
NANOESTRUTURES FOR SPECTROSCOPIC DETECTION OF GLYPHOSATE IN
WATER. 134f. Master Thesis — Postgraduate Program in Electrical Engineering,
Federal University of Technology - Parana. Curitiba, 2019.

This work presents the development of a methodology able to detect the herbicide
glyphosate in water wusing UV-Vis and Raman optical spectroscopy
techniques.Rhodamine dye was used as probe molecule for preliminary testes, with
the objective of developing a laser ablation and photo-induced shape conversion
methodology capable of synthesizing nanoparticles with different geometries and
dimensions. These nanoparticles presented different plasmon resonances and, when
tuned to the laser pumping wavelength used in the Raman interrogations, show an
optimization in the intensification of the electromagnetic field. Subsequently the dye
was replaced by the herbicide glyphosate and the results show that with the use of
spherical nanostructures it is possible to identify only one band in the 1806 cm™ region
of the surface enhanced Raman spectrum, with a signal-to-noise ratio of 5.70 for the
lowest concentration used in the tests of 0.11 mg / L of glyphosate in solution. For the
triangular and hexagonal silver nanostructures resulting from the photoconversion
process, the spectrum was distinct with three new bands at 725, 935 and 1375 cm 7,
herbicide’s figerprint regions, and a higher signal-to-noise ratio of 10.02 for the same
glyphosate concentration. Such results were attributed to the tuning of the plasmon
resonances and to the concentration of electromagnetic fields at the sharp edges of

such structures.

Keywords: Optic spectroscopy, glyphosate, colloids, nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

1.1 MOTIVACOES

Desde 2008, o Brasil ocupa o primeiro lugar na classificacdo mundial de
consumo de agrotoxicos, comercializando 19% do volume total de producédo desses
compostos (SILVA, 2018). Enquanto nos ultimos dez anos o mercado mundial desse
setor cresceu 93%, no Brasil, esse crescimento foi de 190% (ROSSI, 2015).

Segundo os dados mais recentes sobre intoxica¢des por agrotoxicos, durante
0s anos de 2007 e 2014 o numero total dos casos registrados foi de 34.147 no Brasil,
sendo 6.099 no Parana (SINAN, 2014).

O estudo dos possiveis danos agudos e crénicos em humanos, causados pela
utilizagdo desses compostos, tém crescido na comunidade cientifica, assim como o
levantamento dos seus efeitos sobre o ambiente. Sabe-se que o0 uso de agrotdxicos
nas lavouras pode afetar diretamente os ambientes aquiferos, e especialmente para
0s agrotéxicos da classe dos organofosforados, essa contaminacdo pode resultar no
desenvolvimento de neoplasias e problemas relacionados aos aparelhos nervoso,
enddcrino e reprodutor humano (CARVALHO, 2003).

O herbicida glifosato € um composto organofosforado que afeta o sistema
nervoso pelo bloqueio da atividade das enzimas que regulam a acdo do
neurotransmissor acetilcolina e seu efeito pode ser danoso ao organismo humano
(SESP, 2013).

Em 2014 o IBAMA divulgou o crescimento das vendas desse herbicida e,
segundo o boletim, em 2009 o volume total comercializado foi de 118.485 ton. e em
2014 o volume foi de 194.878 ton. ou seja, um crescimento de 64% durante um
periodo de 6 anos.

Para Carneiro et al. (2015), os danos causados por essa classe de agrotoxico
tornam necesséaria a monitoragdo de sua presenca em aguas, solos, ar e alimentos.

A deteccédo da presenca do glifosato em agua é verificada por érgaos publicos
por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), seguindo
a CRL 0541 (INMETRO, 2013a) com um limite de deteccéo de 0,2 pg/L. Entretanto, a
molécula do herbicida possui propriedades que dificultam a sua determinacgéo e, para
a aplicacdo da técnica de cromatografia liquida, € necesséaria uma etapa pés-coluna



18

que consiste na adicdo de um marcador, geralmente o o-ftalaldeido (OPA) (MELO,
2018).

O problema relacionado a essa técnica é o elevado tempo das analises,
denominado por Gées (2018) como “gargalo operacional’, e em virtude do namero
reduzido de laboratérios habilitados e do grande volume de amostras (no Parana
chegam a 100.000 por més), as andlises sdo realizadas semestralmente com um
custo de 60 a 100 reais por amostra.

Alguns equipamentos permitem que nao seja necessaria a etapa pos-coluna,
como por exemplo, cromatédgrafo iénico (ICS), com limite de quantificacao de 10 ug/L
(INMETRO, 2013b). A desvantagem desse método € o alto custo do equipamento, de
atualamente, cerca de R$ 10 milhdes.

Considerando os estudos acerca dos riscos a saude humana em razéo da
exposi¢do ao glifosato, torna-se necesséario o desenvolvimento de uma metodologia
gue possibilite a detecgéo de tal substancia, diminua os custos e tempo relacionados
as analises e aumente o controle qualitativo de sua presenca em agua.

O presente estudo propde a utilizacao da técnica de espectroscopia Raman para
a deteccdo do herbicida glifosato em agua. O custo da instrumentacéo relacionada a
essa técnica (soma dos valores do espectrometro, fibras 6éticas, software, laser e
lentes) é de US$ 28.349,00, atualmente cerca de R$108.576,76. Para cada amostra o
custo € de aproximadamente R$ 5,00 e o tempo de anélise é de dois minutos.

Essa técnica possui a desvantagem de uma baixa sensibilidade, a qual pode ser
solucionada com a utilizacao do efeito SERS (Surface Enhanced Raman Scattering).
Esse efeito consiste na interacdo do analito com uma nanoestrutura metalica (como
nanoparticulas de um metal nobre, por exemplo), potencializando o sinal Raman a

partir de vibragées moleculares.
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1.2 ESTADO DA ARTE

1.2.1 Agrotoxicos

De acordo com a Lei Federal n® 7.802, de 11 de julho de 1989, agrotoxicos séo,
em resumo, agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, que compdem
parte da producdo de produtos agricolas, com o objetivo de alterar a composicdo da
flora ou da fauna a fim de preserva-las da acdo danosa de outros organismos Vvivos
(MAPA, 2018).

1.2.1.1 A presenca dos agrotoxicos no meio ambiente

Os agrotoxicos podem ser encontrados em diferentes sitios ambientais e por
periodos variados. No ar, a presenca e persisténcia desses compostos sao resultado
de atividades de pulverizacdo. No solo, a contaminacdo ocorre em virtude do
derramamento ou do descarte inadequado, o que pode resultar na contaminagéo de
lencois freéticos (CARNEIRO et al., 2015).

O agrotoxico pulverizado pode ser carregado pelos ventos, promovendo a
exposicao de agricultores locais e de populacbes afastadas ao passo que os
decorrentes da aplicacdo com avides podem inclusive precipitar-se sobre as cidades
junto com a agua das chuvas (CARNEIRO et al., 2015).

Areas nas quais ndo ocorreu a aplicacdo direta também s&o atingidas por
volatilizacdo dos compostos e pela formacao de poeira do solo contaminado (ROCH,;
COOPER, 1991).

S&o inumeras as interagcbes dos agrotoxicos com o0 meio ambiente, as
principais sdo: adsorcdo, absorcdo, retencdo, biodegradagdo, degradacao fisico-
quimica, dissolucado, precipitacdo, lixiviacdo, escoamento superficial, volatizagdo e
sorcao (GHISELLI, JARDIM, 2007).

O desequilibrio ecologico decorrente do uso de agrotdéxicos ocasiona
problemas a propria agricultura, agravando a proliferacdo de pragas e doencgas, com
consequente maior uso de produtos e/ou de substancias com maior toxicidade
(PASCHOAL, 1979).
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1.2.1.2 Contexto histérico de preocupacdes acerca do meio ambiente e da utilizacdo
de agrotoxicos

Apo6s a Segunda Guerra Mundial, a era nuclear fez surgir preocupacfes acerca
de um novo tipo de poluicdo por radiacdo, porém a protecdo contra 0s impactos
quimicos do crescimento industrial ndo fazia parte das prioridades internacionais
(CETESB, 2012).

Em 1940, Minamata - Japéo, a empresa de produtos quimicos Chisso comecou
a usar mercurio para fabricar cloreto de vinila e acetaldeido e os residuos gerados
pela producao eram descartados em um rio. Em 1956, surgiu a primeira de 887 vitimas
fatais contaminadas por mercurio, uma crianca de 5 anos. Somente em 1970 a
empresa interrompeu o uso do poluente e em 1973, pela primeira vez na histoéria, uma
empresa era oficialmente responsabilizada por um desastre ambiental e o0 processo
de despoluicdo da baia ainda duraria 14 anos (O GLOBO, 2013).

Os temores com 0 meio ambiente ganharam novo impulso em 1962, quando a
cientista Rachel Carson publicou o livro “Primavera Silenciosa”, no qual fez um alerta
agudo e profundo sobre o uso agricola de pesticidas quimicos sintéticos, mostrando
a complexidade e a delicadeza dos danos causados pelo uso de agrotoxicos, 0S
impactos do crescimento dos sistemas capitalistas e destacando a necessidade de
respeitar o ecossistema para protecdo da saude humana e do meio ambiente
(CARVALHO, NODARI, NODARI, 2015).

Em 1972, resultado dessa crescente preocupacao com a questado sustentavel,
a ONU convocou a | Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Ambiente Humano, em
Estocolmo (Suécia). Apés 12 anos da Conferéncia ocorreu um novo desastre,
causado pelo vazamento de quarenta toneladas de gases toxicos (isocianato de metila
e hidrocianeto) usados no processo de fabricacio de agrotoxicos em Bhopal, na india,
resultando em graves contaminacdes ambientais, quatro mil mortes e duzentos mil
casos de efeitos crénicos. Até hoje as consequéncias desse desastre impactam a vida
de milhares de pessoas (BBC, 2014).

O desastre levou a uma nova conferéncia realizada no Rio de Janeiro em 1992,
a Eco 92. Nessa conferéncia ocorreu a criagdo da Agenda 21, um plano de acdes para
o desenvolvimento sustentavel, a qual trata de responsabilidades socioambientais,
entre elas a reducdo da utilizacado de agrotoxicos (MMA, 2012).
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Por fim, a ultima conferéncia realizada foi a Rio+20, em comemoracao aos 20
anos da Eco-92, realizada no Rio de Janeiro em 2012, na qual foram discutidos os
avancos nesses vinte anos e reafirmados compromissos, com atencdo especial as

mudancas climaticas e ao mercado de carbono (ONU, 2012).

1.2.1.3 Toxicidade e danos causados por agrotoxicos

O estudo dos possiveis danos agudos e cronicos em humanos, causados pela
utilizacdo de agrotoxicos, tém crescido na comunidade cientifica, assim como o
levantamento dos seus efeitos sobre o ambiente. Sabe-se que o uso de agrotéxicos
nas lavouras pode afetar diretamente os ambientes aquiferos, o que pode resultar no
desenvolvimento de neoplasias e problemas relacionados aos aparelhos nervoso,
enddcrino e reprodutor humano (CARVALHO, 2003).

A toxicidade da maioria dos agrotoxicos é expressa em valores referentes a
Dose Média Letal (DLso), a qual indica, em miligramas do ingrediente ativo do produto
por quilograma de peso vivo, a quantidade letal para 50% da populacdo de cobaias.
A DLso € utilizada para estabelecer as medidas de seguranca visando a reducdo dos
riscos do produto a satde humana (EMBRAPA, 2012).

Os agrotoxicos sdo divididos por classes e suas classificagcbes estédo

relacionadas na tabela 1.

Tabela 1 — Classes toxicoldgicas dos agrotéxicos com base na DLsg
CLASSE CLASSIFICACAO DL50 (mg/kg)
I Extremamente téxico

Il Altamente téxico 50 - 500
1] Medianamente téxico 500 - 5000
\Y Pouco téxico > 5000

Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2012).

De acordo com Carneiro et al. (2015), apesar de alguns agrotoxicos possuirem
classificagcdes de medianamente ou pouco toxicos, os efeitos cronicos podem ocorrer
meses, anos ou até décadas apds a exposicado. Na tabela 2 sdo apresentados o0s
sintomas de intoxicacdo aguda e crbnica dos principais grupos quimicos de

agrotoxicos.
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Tabela 2 — Sintomas agudos e crénicos por grupos de agrotéxicos.

SINTOMAS DE SINTOMAS DE INTOXICAC,AO
INTOXICACAO AGUDA CRONICA
Fraqueza, colicas
abdominais, vOmitos,
espasmos musculares e
conwulsdes

GRUPO QUIMICO

Efeitos neurotoxicos retardados,
alteragbes cromossomiais e
dermatites de contato.

Organofosforados e carbamatos

LesGes hepaticas, arritmias
cardiacas, lesdes renais e
neuropatias periféricas.

Nauseas, vomitos, contracdes

Organoclorados : ..
musculares inwluntarias

IrritacBes das conjuntivas, Alergias, asma brénquica,
Piretréides sintéticos espirros, excitagao, irritagdes nas mucosas e
conwlsdes hipersensibilidade.

Tonteiras, vOmitos, tremores | Alergias respiratérias, dermatites,

Ditiocarbamatos . A
musculares, dor de cabeca | doenga de Parkinson e canceres.

Fentalamidas - Teratogéneses
- . . Dificuldade respiratéria, Céanceres (PCP - formacéo de
Dinitroferdis e pentaciclorofenol . ) - L
hipertermia, conwlsdes dioxinas) e cloroacnes.
Perda de apetite, enjoo, Indugéo da produgéo de enzimas
Fenoxilacéticos vOmitos, fasciculagao hepéticas, canceres e
muscular teratogéneses.

Sangramento nasal, fraqueza, | Lesdes hepaticas, dermatites de

REREES desamios, conjuntivites contato e fibrose pulmonar.

Fonte: Adaptado de Carneiro (2015).

Segundo Moreira et al. (2002) estima-se que anualmente existam mais de
400.000 pessoas contaminadas por agrotoxicos no Brasil, dessas, cerca de 4 mil séo
vitimas fatais.

O SINAN (2014), possui em sua plataforma digital o Portal de dados abertos
sobre agrotéxicos e, segundo os dados mais recentes, durante os anos de 2007 a
2014 o numero total dos casos registrados de intoxicacado por agrotoxicos foi de
34.147 no Brasil, sendo 6.099 no Parana.

A SESP (2013), divulgou o Protocolo de Avaliagdos das Intoxicacdes Cronicas
por Agrotoxicos, com o objetivo de: “constituir um instrumento para direcionar o
atendimento, diagndstico e vigilancia dos casos de intoxicagdes cronicas por
agrotoxicos”. No protocolo consta uma lista com 0s grupos quimicos de agrotoxicos,
0s sintomas das intoxica¢des causadas por cada um e direcionamento do atendimento

meédico para cada caso, entre eles, a intoxicacao por organofosforados.
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1.2.2 Os organofosforados: histdria, composic¢ao e toxicidade

De acordo com Lara, Azuero, Delgado (2016), os primeiros compostos
organofosforados foram preparados por alquimistas no século XV. Centenas de anos
mais tarde, no século XIX, o quimico francés Jean L. Lassaigne conseguiu a
esterificacdo do &cido fosférico em experimentos com alcoois, dando inicio a diversos
estudos sobre esses compostos.

Durante a Segunda Guerra Mundial, compostos organofosforados foram
sintetizados com fins militares (sarin, soman e tabun) em raz&o da alta toxicidade para
0 sistema nervoso. Nesse mesmo periodo a propriedade inseticida dos
organofosforados foi observada pela primeira vez pelo cientista alemdo Gerhard
Schrader (LARA, AZUERO, DELGADO, 2016).

Segundo Barboza et al. (2018), a introducg&o de pesticidas na agricultura foi de
extrema importancia, devido a escassez refletida pela Guerra, ajudando a aumentar a
producdo de alimentos. Os organofosforados surgiram como substitutos aos
inseticidas organoclorados por serem menos persistentes no ambiente, sendo o
principal produto o Paration®, sintetizado por Schrader em 1944.

Atualmente os organofosforados representam mais de 36% do total do mercado
mundial de pesticidas quimicos, sendo o mais utilizado no controle de pragas
agricolas (BARBOZA et al. 2018).

De acordo com Santos et al. (2007), os organofosforados sdo compostos
classificados como ésteres fosféricos (derivados de acidos fosféricos, tiofosforico ou
ditiofosforico), a representacao geral da sua molécula pode ser vista na Figura 1.

Figura 1 - Formula estrutural geral da molécula de compostos classificados como
organofosforados

R1
\

Rs

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2007).

Nota: formula estrutural criada pelo software eMolecule®.
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O ligante “X” representa atomos de oxigénio, enxofre, selénio, cloro ou fluor.
Os radicais R1 e R2 representam grupos aril ou alquil que se ligam diretamente ao
atomo de fosforo, formando fosfinatos, ou por meio de um atomo de oxigénio ou de
enxofre, formando fosfatos e fosforotioatos. Por fim, o radical Rs representa
halogénios, alquil, aril ou heterociclicos (SANTOS et al., 2007)

De acordo com Cocker et al. (2002), a toxicidade e o principio ativo dos
compostos organofosforados mostram relagcdes com o substituinte representado pelo
“X” na Figura 1, possibilitando a sua diferenciagdo em produtos especificos. Os
organofosforados aplicados como inseticidas sdo usados frequentemente na forma
“tio” (P=S), e por dessulfuracdo metabdlica oxidativa o &tomo de enxofre é substituido
por um atomo de oxigénio, gerando P=0, utilizado como herbicida.

O Protocolo divulgado pela SESP (2013) descreve o mecanismo de acédo dos
organofosforados no sistema nervoso humano, o qual consiste na fosforilagdo e
consequente inibicéo irreversivel da enzima acetil-colinesterase. O bloqueio dessa
enzima provoca um acumulo do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, levando
a um estimulo aumentado do érgéo efetor. Esse aumento resulta nos sinais e sintomas
de acdo muscarinica e nicotinica, e a intoxicacdo pode ocorrer em trés estagios:
sindrome colinérgica aguda, sindrome intermediaria e neuropatia tardia.

A ingestéo dos produtos de degradacao dos organofosforados ocorre junto com
alimentos ou com a agua e, a partir do uso disseminado desses compostos, Varios
efeitos adversos foram descritos em populacdes humanas e em outras espécies
animais, atribuindo a esses compostos riscos a saude publica e ambiental, entre eles:
neurotoxicidade, imunotoxicidade, carcinogenicidade, desregulacdo endécrina e

alteracdes no desenvolvimento do individuo (CARNEIRO, 2015).

1.2.2.1 Herbicida glifosato

O glifosato é um composto organofosforado, da classe de pesticidas prioritarios
para estudos ambientais devido a sua aplicagdo na agricultura em todo o mundo. O
glifosato € absorvido pelas plantas e atua como inibidor das enzimas sintetizadoras de
aminoacidos, processo de interesse para a eliminacdo de ervas daninhas em
plantagcbes (MONSANTO, 2018).
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O glifosato apresenta riscos para a saude humana, em virtude do seu contato
com lencois freaticos resultando na contaminacdo da agua e também aos residuos
desse herbicida encontrados em alimentos (BOMBARDI, 2017).

Para Carneiro et al. (2015), os danos causados por essa classe de agrotoxico
tornam necesséria a monitiracdo de sua presenca em aguas, solos, ar e alimentos.

Os animais ndo possuem a via metabdlica inibida pela acéo do glifosato, o que
justifica a baixa toxicidade atribuida ao herbicida, porém, foi comprovado que a
toxicidade elevada para a espécie humana de diversos organofosforados esta
relacionada as ligacdes P=0, ligacéo presente na molécula do herbicida (COCKER et
al., 2002).

A IARC (2010) e a Revista The Lancet Oncology (2015) apresentam uma série
de estudos acerca da carcinogenicidade do glifosato.

Em agosto/2018 na Califérnia, a indUstria fabricante de agrotéxicos Monsanto®
foi condenada a pagar um valor de US$ 289 milhdes ao jardineiro Dewayne Johnson
devido a um linfoma ndo-Hodgkin (NHL), um cancer no sangue que afeta o sistema
imunolégico, atribuido ao contato com o herbicida Roundup™, produzido pela empresa
(THE GUARDIAN, 2018). A composicao desse produto é: surfactante polioxietileno-
amina, acidos organicos de glifosato, sal de isopropilamina e agua. Tal formulacéo
garante ao Roundup™ uma toxicidade aguda, testada em laboratério pelas principais
agéncias regulatorias do produto nos EUA (ANDRIOLI, 2011).

A decisdo do Estado da Califérnia foi a primeira a julgar que agrotdéxicos com
glifosato causam cancer e o processo foi um dos 5 mil casos similares em andamento
nos EUA. Na Europa, o presidente francés Emmanuel Macron tentou banir a
substancia apesar da licenga para que o herbicida possa ser usado na Unido Europeia
ter sido renovada por mais 5 anos (BBC, 2018).

No Brasil, de acordo com dados do IBAMA (2017), o herbicida glifosato e seus
sais lideram a classificacdo dos 10 ingredientes de agrotdéxicos mais vendidos, com
um volume total de 173.150,75 toneladas comercializadas, sendo o Paranad o 3°
estado com maior comercializacdo desse agrotoxico (24.121,69 toneladas), Rio
Grande do Sul em segundo (26.044,63 toneladas) e Mato Grosso liderando (31.484,08
toneladas).

O limite quantitativo de glifosato em agua no Brasil (500 ug/L (3 uM)) é cinco mil
vezes maior do que o permitido na Unido Européia (0,5 ug/L) (BOMBARDI, 2017) e,

entre 0s cinquenta agrotoxicos mais utilizados, 22 séo proibidos na UE, o que faz do
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Brasil o maior consumidor de agrotéxicos proibidos em outros paises (LAZZERI,
2017).

Em agosto/2018 o MPF publicou uma liminar, Processo N° 0021371-
49.2014.4.01.3400, de suspensao dos registros, do uso na agricultura e com a
exigéncia que a ANVISA priorizasse o andamento dos procedimentos de reavaliagéo
toxicolégica das substancias abamectina, glifosato e tiram, os quais deveriam ser
concluidos até 31/12/2018 (MPF, 2018). Em setembro/2018 o Tribunal Regional
Federal - 12 Regido derrubou a liminar (CRUZ, 2018), seguido pela declaracdo do
ministro da Agricultura Bairo Maggi “a proibicao definitiva do uso de glifosato no Brasil
seria um desastre para a agricultura do pais” (G1, 2018).

Segundo informacdes da Ascom/ANVISA (2017), desde 2008 o glifosato segue
sob avaliacdo de toxicidade. Em 2013, o parecer da Fiocruz, contratada para analises
de aspectos toxicoldgicos do herbicida, foi de que as evidéncias acerca da
carcinogenicidade do glifosato ndo eram suficientes para a sua proibicdo. Em 2017,
novas analises foram realizadas, contando também com estudos de toxicidade aguda,
subcrdnica e cronica do glifosato e a discusséo, no Parecer Técnico de Reavaliacéo
n° 19/2017/GGTOX/ANVISA, de 23/06/2017, sobre as definicbes de seus residuos.

Novas avaliagOes foram realizadas e, em margo/2019, a GGTOX divulgou um
parecer no qual afirma néo ter encontrado evidéncias suficientes da carcinogenicidade
do herbicida, porém propds novas medidas e restricdes para o agrotoxico, entre elas
a alteragao da classificagao de “pouco toxico” para “extremamente toxico” (CANCIAN,
2019).

1.2.3.2 Detecgéo do glifosato

A resolugcdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (2011),
estabelece limites quantitativos de glifosato na agua potavel (500 ug/L (3 uM)) e no
ambiente (65 pg/L (0,4 uM)). A verificacdo de tais limites € realizada por 6érgaos
publicos pelo método de cromatografia em coluna, a partir da separacéo do glifosato e
de seu produto de degradacéo, o acido aminometilfosfonico (AMPA). Nessa técnica &
utilizado um cromatégrafo liquido de alto desempenho (HPLC) (fase estacionaria: C18;
fase moével: KH2PO4), seguindo a CRL 0541 (INMETRO, 2013a), com um limite de
quantificacéo de 0,2 pg/L.
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Segundo Peiter (2017), em razdo de propriedades da molécula do herbicida
como sua alta solubilidade em &gua, baixa solubilidade em solventes organicos e
auséncia de grupos cromoforos, a aplicacdo da técnica de cromatografia liquida
necessita de uma derivatizacdo. Tal técnica consiste em uma etapa pos coluna,
realizada em meio alcalino e em temperatura superior a 40 °C, na qual é adicionado
um marcador, geralmente o o-ftaladeido, e para formacdo de um composto
fluorescente mais estavel, a reacéo € feita também na presenca de mercaptoetanol.

A partir das informac@es de tempo de retencao e espectro UV-Vis das amostras
(fluorescéncia com comprimento de onda de excitacdo de 340 nm e emissdo em 455
nm), é possivel identificar e quantificar com uma curva de calibracdo a presenca do
herbicida (SILVA, 2009).

Um método alternativo no qual a etapa poés-coluna ndo é necessaria, € a
cromatografia iénica (ICS), com limite de quantificacdo de 10 pg/L, de acordo com a
CRL 0309 (INMETRO, 2013b). A desvantagem desse método € o alto custo do
equipamento, equivalente a R$10 milhdes e a pequena quantidade de laboratérios
habilitados para opera-lo, gerando um problema em relacdo ao tempo e demanda de
amostras. No Parana, o volume total de amostras analisadas por més é de mais de
100.000 e, para o glifosato, as andlises sao realizadas semestralmente a um custo de
60 a 100 reais por amostra (GOES, 2018).

Tendo em vista os problemas relacionados a tempo e custos das andlises
exigidas pelas normas, sdo encontrados na literatura estudos de técnicas alternativas
para a deteccdo do herbicida. Em geral, a técnica mais encontrada na literatura € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo utilizados diferentes detectores, como
por exemplo: detector de fluorescéncia (KIM et al., 2011; ABAKERLI, FAY, 2003;
PIRES, 2015), cromatografia de ions e detec¢cdo condutométrica (MATOS, 2014;
DIMITRAKOPOULOS et al., 2010), espectrometria de massas (HAO et al, 2011,
BAUER, KNEPPER, 1999; GOMES et al., 2015), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (ABREU et al., 2008), espectroscopia de refletancia difusa
(SILVA et al., 2011), UV com detector de arranjo de diodos-DAD (CARDINALI et al.,
2015; CARDOSO, 2013; PIMENTA, 2016) e a colorimetria via espectroscopia UV-Vis
(SILVA, 2009; QIAN et al., 2009; KHROLENKO, WIECZOR EK, 2005; GOES, 2018).

A técnica de colorimetria consiste na analise da mudanca do espectro otico de
uma solucdo em virtude da interacdo com o analito de interesse. Tal técnica possui

éxito na detecgéo de contaminantes por meio da sua interagdo com nanoestruturas



28

metélicas e na coloracéo final da solugéo, a qual pode ser determinada por meio da
espectroscopia UV-Vis, assim como pela aparéncia visual quando comparada a uma
escala de cores padréao (VILELA et al., 2012; PATEL et al., 2015; ROHIT et al., 2016).

Goes (2018) fez uso da técnica de colorimetria UV-vis para verificacdo da
interacdo do glifosato com nanopatrticulas de prata, e utilizou o espalhamento inelastico
Raman com intensificacdo de superficie (SERS) para a detec¢éo do herbicida, obtendo
um limite estimado de deteccéo de cerca de 1,7 mg/L. A técnica consiste na interacao
entre o analito e nanoparticulas metalicas, a qual potencializa o sinal a partir de
vibragbes moleculares. O estudo mostra a dependéncia do crescimento do sinal da
banda em 1800 cm do espectro Raman em funcdo do aumento da concentragdo de
glifosato em solucao, porém tal banda ndo € exclusiva do herbicida, sendo associada

as vibracdes moleculares de ligacdo C=0.

1.2.4 Nanotecnologia

Nos ultimos anos, em virtude de caracteristicas como aumento de sensibilidade,
reducao de custos e de processamento de amostras, a nanotecnologia mostrou-se um
importante meio alternativo para a deteccédo de poluentes ambientais (WEI, ABTAHI,
VIKESLAND, 2015). Essa ciéncia esta associada ao processo de construcao, sintese,
controle e utilizacdo de produtos em escala nanométrica (1 — 100 nm), sendo capaz
de gerar materiais com propriedades especiais que podem levar ao avanco em
inovacgao, ciéncia e tecnologia, sendo um campo crescente de pesquisa em varias
areas de estudo.

Algumas areas de estudo e aplicacdes de nanotecnologia séo relacionadas na
tabela 3.
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Tabela 3 — Nanotecnologia e suas aplicacdes em areas de estudo

AREA DE ESTUDO APLICACOES
IndUstria automotiva e Fabricagdo de materiais mais leves e reforcados por
aeronautica nanoparticulas
Industria eletrbnica e de Telas planas, tecnologias sem-fios, maior velocidade e
comunicagao armazenamento de dados

Catalisadores que aumentem a eficiéncia da combustéo dos
veiculos motores, ferramentas de corte extremamente duras e
resistentes, nanocompdsitos que combinam propriedades de
materiais dispares, como os polimeros
Medicamentos baseados em nanoestruturas que atinjam pontos
especificos no corpo humano, préteses biocompativeis, materiais
para a regeneracao de 0ssos e tecidos

IndUstria quimica e de materiais

IndUstria farmacéutica,
biotecnol6gica e biomédica

Membranas seletivas capazes de filtrar contaminantes ou ainda
eliminar o sal da agua; dispositivos nanoestruturados, capazes
de retirar os poluentes dos efluentes industriais; caracterizacao
dos efeitos das nanoestruturas sobre o meio ambiente; redugéo
significativa na utilizagdo de materiais e energia; redugéo das
fontes de poluicédo; novas possibilidades para a reciclagem

Meio ambiente

Fonte: adaptado de Alves (2004).

De acordo com Schulz (2018), no ano de 1959, Richard Feynman ministrou
uma palestra ("There’s Plenty of Room at The Bottom", em portugués: “Ha mais
espaco la embaixo”), a qual ficou conhecida como o marco inicial da nanotecnologia.
Nessa palestra, Feynman sugeriu a manipulacéo e controle de materiais em escala
atdbmica, citando termos como miniaturizacdo e rearranjo de atomos. Termos esses
gue podem ser classificados como a esséncia de processos utilizados como base para
a sintese de nanoparticulas: os métodos top-down e bottom-up, respectivamente, 0s

quais serédo elucidados no presente trabalho.

1.2.4.1 Sistemas coloidais: nanoparticulas

Coldides sdo misturas heterogéneas dispersas, compostas de pelo menos duas
fases diferentes, com a matéria de uma das fases na forma finamente dividida com
dimenséo entre 1 nm a 1 ym (sdlido, liquido ou gas), denominada fase dispersa e uma
fase continua (solido, liquido ou gas), denominada meio de dispersao (JAFELICCI,
VARANDA,1999).

Segundo Cavalcante (2009), na interface de separacdo dessas duas fases

ocorrem fendmenos de grande importancia para a determinacao de caracteristicas
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fisico-quimicas de um sistema, como a adsor¢cdo de moléculas e a formacao da dupla
camada elétrica.

As nanoparticulas dispersas em agua sdo um exemplo de sistema coloidal, o
qual apresenta propriedades Oticas, magnéticas e cataliticas distintas das
encontrados no material em macroescala. Essas alteracbes estdo relacionadas a
fenbmenos quéanticos e a alta relagdo &real/volume presente em materiais
nanometricos e abre um leque de pesquisas acerca dessas propriedades
(CAVALCANTE, 2009).

1.2.4.1.1 Obtencéo de nanoparticulas

Faraday (1857) apresentou pela primeira vez uma metodologia de sintese de
um nanomaterial. A andlise consistiu na preparacdo de Au coloidal monodiperso, a
partir de uma solucao de cloroaurato (AuCls ) utilizando um sistema bifasico contendo
fosforo dissolvido em dissulfeto de carbono CS: e observando mudancas na coloragéo
das solucdes coloidais apdés compressdo mecanica. Desde entdo, um grande volume
de trabalhos foi publicado que apresentam diferentes métodos e coldides
desenvolvidos a fim de pesquisar e mapear as diferentes caracteristicas dos coldides
e a influéncia de parametros como temperatura e pH na agregacéo de nanomateriais.

Os métodos de sinteses de nanomateriais podem ser divididos em quimicos e

fisicos e estao listados na tabela 4.

Tabela 4 — Métodos quimicos e métodos fisicos de obtencao de nanoparticulas

METODOS QUIMICOS METODOS FiSICOS
Reducéo quimica de sais metélicos Técnica de fio explosivo
Microemulsdes Plasma
Decomposicao térmica de sais metélicos Deposicao de vapor quimico
Sintese eletroquimica Irradiac&o de microondas

Ablacé&o por laser pulsado
Fluidos supercriticos
Reducao Sonoquimica
Radiac&o gama

Fonte: adaptado de Mirela (2009).

Tais métodos podem ser classificados pelo tipo de técnica para a formacao de

nanomateriais. Existem duas técnicas as quais podem ser utilizadas: a denominada
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bottom up, baseada na combinacéo e crescimento controlado de atomos e moléculas
para a obtencdo de nanoparticulas, e a top down, a qual consiste na quebra de
particulas de dimensbes maiores para a obtencédo de nanomateriais (MIRELA, 2009).

Neste trabalho foi utilizado o método fisico de ablac¢éo por laser pulsado (LAL -
Laser ablation in liquids) para formacé&o das nanoparticulas, técnica top down que sera

discutida posteriormente.

1.2.4.1.2 Nanoparticulas aplicadas no efeito SERS e na deteccdo do glifosato

Segundo Wei, Abtahi, Vikesland (2015) a nanotecnologia mostrou-se um
importante meio alternativo para a deteccdo de poluentes ambientais, devido a
diferentes propriedades oticas, magnéticas e cataliticas dos hanomateriais.

Goes (2018) realizou testes de efeito SERS com o corante rodamina 6G
utilizando solu¢des aquosas contendo nanoparticulas de prata e chegando a um fator
de intensificacao de 500, calculado a partir da relagdo com o sinal obtido pela mesma
concentracdo do composto diluido apenas em agua. Outros testes com esse corante
sdo encontrados na literatura envolvendo SERS (QIU et al., 2008; NGUYEN et al.,
2012; KNEIPP et al., 1995; LING et al., 2010), assim como com coldides de outros
metais como cobre, aluminio, platina e niquel e cobalto (YANG, 2007) e ligas de
vanadio (PARHOODEH, KOWSARI, 2016).

Costa et al. (2012) demonstraram a eficiéncia do efeito SERS na detecc¢édo do
herbicida glifosato e, de acordo com os autores, a interpretacdo do espectro SERS
obtido da interacéo do herbicida com nanocubos de prata e a analise das atribuicdes
vibracionais da molécula do glifosato possibilitou um sensor de assinatura desse
composto. O estudo no entanto ndo determina o limite de deteccdo da técnica.

Heidemann et al. (2017) demonstraram um sensor capaz de quantificar a
presenca do glifosato, o qual consiste em uma fibra 6tica com uma rede de periodo
longo revestida por uma pelicula de nanoparticulas de ouro, funcionalizada com
cisteamina. Esse dispositivo de acoplamento modal opera na faixa espectral do visivel,
na banda de ressonancia de plasmon de superficie e, testado em agua contaminada

com o herbicida apresentou limite de deteccéo de 3,381 ug/L.
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1.2.4.1.3 Estudos de algumas propriedades e mudanca de forma fotoinduzida de

nanoparticulas

As solucbes coloidais de nanoparticulas de prata, em razdo de suas
caracteristicas oOticas distintas, sdo capazes de apresentar oscila¢cdes na frequéncia
de Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado (LSPR). Essas propriedades
relacionadas a fendmenos quanticos e a alta relacdo area/volume desses materiais
sao estudados por Cavalcante (2009), assim como por Saade (2013) o qual relaciona
em seu trabalho as diferencas nas dimensfes com a estabilidade das nanoparticulas.

O trabalho de Tsuji et al. (2011) discute sobre diferentes técnicas para a
mudanca de forma, de dimenséo e de carga das nanopatrticulas, tendo consequéncias
na interacdo das nanoparticulas com o analito de interesse.

Da mesma forma, Langille, Personick, Mirkin (2013) pesquisam fatores
quimicos e fisicos para o controle da forma de nanoparticulas, como o controle térmico
utilizado por (SUN et al., 2003), a variacdo na concentracdo de reagentes
(PARNKLANG et al., 2015), (ZHANG et al.,, 2014) e a incidéncia de diferentes
comprimentos de onda (técnica conhecida como PISC - Photoinduced shape
conversion). As alteracdes de tais fatores resultaram na sintese de nanoparticulas
com diferentes formatos como nanodiscos, nanoesferas, nanotriangulos e
nanohexagonos, apresentando diferentes faixas de absor¢éo na regido do UV-Vis.

O controle da posicdo da banda de LSPR, variando-se o material de
composi¢cdo ou a forma das nanoestruturas, possibilita a sintese de uma solugdo
especifica para cada caso de deteccdo. A banda de LSPR resulta em uma intensa
banda de extingdo (combinacao dos efeitos de absorcao e espalhamento), que pode
ser da ordem de 10° maior do que a de uma particula da mesma dimensdo sem a
ocorréncia da ressonancia plasmonica (JAIN et al., 2006). O uso de substratos com
caracteristicas especificas para uso com intensificagdo do sinal Raman (SERS) é

relatado na literatura com intensificacdes da ordem de 10%° (STROBBIA et al., 2015).
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1.3. OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo € desenvolver técnicas de espectroscopia Otica

Raman e UV-Vis para a deteccao do herbicida glifosato em agua.

Para isso os objetivos especificos sao:

a) estabelecer uma metodologia de ablacdo a laser para a sintese de
nanoparticulas de prata eficiente para o processo de fotoconversdo de
formato das nanoparticulas (PISC);

b) realizar a fotoconversdo de nanoparticulas esféricas a nanoparticulas
prismaticas, as quais possuam ressonancia em torno de 600 nm, proximo ao
comprimento de onda do laser utilizado nas analises Raman e SERS;

c) verificar a interagdo das nanoparticulas sintetizadas com o analito de prova,
corante rodamina 6G, via espectroscopia UV-Vis e espectroscopia SERS;

d) verificar a interacdo das nanoparticulas sintetizadas com o herbicida
glifosato, via espectroscopia UV-Vis e espectroscopia SERS;

e) analisar o efeito dos parametros pH e temperatura no comportamento da
solucéo coloidal, assim como na interagdo da mesma com o analito;

f) realizar a calibracdo das técnicas de espectroscopia SERS e UV-Vis

aplicadas na deteccdo do contaminante glifosato;
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1.4. ESTRUTURA DO TRABALHO

Este trabalho esta estruturado em cinco capitulos. O primeiro capitulo aborda
as motivacoes, o estado da arte e os objetivos do trabalho proposto. Apresentam-se
em diferentes secdes, a necessidade do desenvolvimento de técnicas capazes de
identificar o contaminante glifosato em amostras de 4gua, assim como pesquisas
recentes que abordam tecnologias aplicadas com o mesmo objetivo. No segundo
capitulo consta a fundamentacao tedrica, na qual estdo descritas de maneira sucinta
0s principios das técnicas de espectroscopia Otica UV-Vis e Raman, sintese e
caracteristicas de coldides nanoestruturados, assim como técnicas para a mudanga
de formato e dimensédo das nanoestruturas a partir da incidéncia de radiacao
eletromagnética na solucéo coloidal. O terceiro capitulo apresenta as metodologias
utilizadas para cada técnica, assim como o0s reagentes utilizados, o preparo de
solugdes para analises, os calculos e a discussdo de resultados. O quarto capitulo
aborda as conclus@es a partir das analises dos resultados obtidos e, por fim, o Gltimo

capitulo apresenta os trabalhos futuros relacionados a pesquisa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO GLIFOSATO

O glifosato (N- (fosfonometil) glicina) possui formula molecular CsHsNOsP e
massa molar de 169,1 g/mol. Esse composto e seus sais apresentam-se como solidos
cristalinos em condi¢cdes ambientes, com alta solubilidade em agua (12 g/L), quase
insolUveis na presenca de solventes organicos e com estabilidade na presenca de luz
(AMARANTE JUNIOR et al. 2001).

O (glifosato em meio aquoso pode apresentar diferentes comportamentos,
dependentes do pH do meio. De acordo com Coutinho e Mazo (2005) os mecanismos
de reacdo do glifosato em diferentes pHs conferem diferentes cargas para a molécula
do herbicida.

Os valores de pKa e as dissociacdes da molécula séo apresentados na Figura

Figura 2 - Esquema de comportamento do glifosato em diferentes pHs
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Fonte: Adaptado de Coutinho, Mazo (2005).



36

Segundo o esquema apresentado, adaptado de Coutinho, Mazo (2005), a
molécula do glifosato possui comportamento zwiteridnico, sofrendo primeiramente
dissociacbes dos hidrogénios ligados aos oxigénios. Dessa forma, a molécula
apresenta carga positiva em pH abaixo de 2 por sua protonacdo no grupo amina
(- NH2*-). Em pH na faixa entre 2 e 2,6 a molécula apresenta ainda a protonacao no
grupo amina e sofre uma dissociagcdo no grupo fosfato ( - PO2H" ). Na faixa entre pH
2,6 e 5,6 a molécula apresenta mais uma dissociacao, dessa vez no grupo carboxilato
(- COO"). Na faixa entre pH 5,6 e 10,6 a molécula apresenta mais uma dissociagao,
novamente no grupo fosfato ( - PO2% ) e por fim, em pH superior a 10,6 a molécula
atinge um estado trianionico e sofre a dissociagédo do hidrogénio ligado ao nitrogénio
(-NH-).

2.2 NANOPARTICULAS
2.2.1 Ablacgéo a laser em meio liquido (LAL)

A ablacao por laser pulsado de materiais sélidos possui um grande potencial
no processamento de materiais como: preparacao de filmes finos, crescimento de
nanocristais, limpeza de superficies e fabricacdo de dispositivos microeletrénicos.
Esse método, quando realizado em ambientes liquidos, conhecido pela sigla em inglés
LAL, permite efeitos fisicos como resfriamento e confinamento dos nanocristais
formados, além de promover reacbes quimicas que resultam em diferencas nas
dimensdes e na estabilidade das nanoparticulas (NICOLODELLI, 2011).

A técnica consiste na incidéncia de pulso laser em um alvo sélido, o que resulta
na formacdo de uma pluma de plasma em sua superficie. No interior da pluma ocorre
uma série de reacdes quimicas de oxidacao e reducdo de atomos do alvo sélido e de
um agente estabilizante adicionado em solucdo. A presenca do liquido resfria e
confina a pluma formada que esta em expansao, o liquido estabelece determinada
pressdo sobre a pluma condensando-a, gerando uma fina camada solida depositada
sobre o alvo e a formagcdo de novas moléculas e nucleacdo de nanoparticulas
dispersas na solucdo (SAADE, 2013). Um esquema do processo pode ser observado

na Figura 3.
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Figura 3 - Etapas da LAL de alvo sélido.
Laser

Pluma de plasma I Pressdo por onda de choque
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Fina camada depositada
sobre o alvo

Fonte: adaptado de Saade (2013).

A concentracdo, o tamanho e a forma das nanoparticulas produzidas séo
dependentes do comprimento de onda, fluéncia e largura temporal de pulso do laser
utilizados na ablacédo (além de outros fatores como concentracdo de estabilizante,
temperatura e etc), pois o0 processo que ocorre no metal depende da taxa em que o
alvo é aquecido (ZENG et al., 2012).

Em relacdo a estabilidade do colbide, essa pode ser expressa pela teoria
DLVO.

2.2.2 Teoria DLVO de intera¢cdes de um sistema coloidal e potencial zeta

Desenvolvida no final da década de 40 a teoria DLVO (Derjaguin-Landau-
Verwey-Overbeek) de interacdes fisicas e dindmicas de nanoparticulas descreve duas
diferentes interacdes eletromagnéticas dos sistemas coloidais com a matéria, sdo
elas: dupla camada de cargas (interacdo Coulombiana repulsiva) e forcas de van der
Waals (interacdes eletrodinamicas atrativas) (JAFELICCI, VARANDA, 1999).

A carga da superficie da particula influencia na distribuicdo dos ions em
solugéo, sofrendo processo de atracao e repulsao e gerando diferentes potenciais. As
particulas coloidais adquirem cargas elétricas na superficie quando expostas ao

contato com solvente polar, por diferentes mecanismos, tais como dissociacéo de
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grupos da superficie e adsorcdo ou dissolucdo de ions da superficie. A atracdo de
ions com carga oposta (contra-ions) a essa interface gera a interagcdo de dupla
camada elétrica (JAFELICCI, VARANDA, 1999).

A forca de atracdo de van der Waals por sua vez depende do momento de
dipolo elétrico das moléculas. Uma molécula com momento de dipolo pode rotacionar
livremente e sofrer atracdo por cargas dispersas em solucao, situacdo de maxima
interacdo em modulo e minima energia (SAADE, 2013).

De acordo com a teoria DLVO, o sistema coloidal estard no limiar de se
desestabilizar, se a for¢ca de repulséo entre as cargas for insuficiente diante da forca
atracdo de van der Waals, ndo garantindo a estabilidade das particulas dispersas.
Dessa forma, as particulas dispersas podem sofrer processo de agregacao
rapidamente por suas interacfes atrativas de van der Waals a medida que as
superficies das particulas se aproximam umas das outras (SAADE, 2013).

Em resumo, a teoria assume que a energia potencial de interacdo total entre
duas particulas € a soma da energia de interacdo da dupla camada elétrica e da
energia de atracdo de van der Waals (BRAGANCA, 2008).

Um recurso utilizado para a estabilizacdo de particulas é a adicdo de sais na
solucao coloidal, conhecido como estabilizacdo eletrostatica. Tal estabilizacdo ocorre
com a formacao de uma bicamada idnica envolvendo a particula (camada de Stern e
a camada difusa), fenbmeno conhecido como capeamento, resultando na formacéo
de trés diferentes potenciais: de superficie, de Stern e o potencial zeta (BRAGANCA,
2008).

O potencial zeta tem papel fundamental para a formacéo e estabilizacdo das
particulas geradas e possui sensibilidade ao parametro pH do meio reacional. Dessa
forma a carga das nanoparticulas pode ser alterada pela alcalinidade ou acidez do
meio, caracteristica importante para o processo de crescimento e possivel mudanca

de formato das nanoparticulas (SILVA, 2011).
2.2.3 Propriedades oticas de nanoparticulas metélicas e teoria de Gustav Mie
O primeiro uso de nanoparticulas conhecido na historia foi por artesbées no

século IV, na Mesopotamia, com o objetivo de criar um efeito brilhante sobre as
superficies de vasos. O método foi utilizado por toda a Idade Média e o Renascimento
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para produzir recipientes com cores que remetessem ao ouro, ou gerassem cores
vibrantes em artefatos de vidro e na coloragéo de vitrais das igrejas (CARMO, 2011).

O maior exemplo € uma das mais famosas antiguidades romanas, a taca de
Licurgo, fabricada com vidro contendo nanoparticulas de ouro (denominado vidro
Ruby), essa taca possui a particularidade de mudanca de cor ao ser iluminada externa

ou internamente, a qual pode ser vista na Figura 4.

rna e internamente

Figura4 - Tagade Licurgo iluminada exte

Fonte: The Trustees of the British Museum/Art Resource, NY (apud G1, 2013).

Em 1904, Maxwell Garnett descreveu as cores brilhantes observadas em vidros
dopados com metal, utilizando a teoria de Drude para metais e as propriedades
eletromagnéticas de pequenas esferas desenvolvida por Rayleigh. Quatro anos mais
tarde, Gustav Mie, a partir da resolucdo das equacdes de Maxwell em coordenadas
esféricas para uma particula isolada submetida a um campo eletromagnético,
desenvolveu sua teoria para as propriedades Gticas de espalhamento e absorcao de
luz por particulas metalicas esféricas (MIE, 1908).

Entre suas predi¢cdes, como a descricdo do espectro de extingdo que sera
apresentada nessa dissertacdo, sua teoria mostra a dependéncia de caracteristicas
das ressonancias de plasmon do espectro de extincdo em funcédo da forma e do
tamanho das nanoparticulas metélicas, mostrando que nanoparticulas com mesma
composicao e tamanhos diferentes apresentardo bandas de ressonancia distintas.

A dependéncia entre a frequéncia de ressonancia de plasmon e a dimenséao
das nanoparticulas é tal que: quanto maior a nanoparticula, maior é o desvio da
frequéncia de ressonancia de plasmon para o vermelho (CARMO, 2011). A meia
largura da banda espectral também possui relagdo com o tamanho das particulas,
sendo que o aumento na dispersdo de tamanhos é indicado pelo aumento na meia
largura da banda (BORRERO, 2015).
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De acordo com resultados experimentais de Borrero (2015), em testes com
energias de pulso de 10 mJ e 25 mJ para a sintese de nanoparticulas de prata por
ablacao a laser, para sistemas coloidais com dispersédo de tamanhos o estreitamento
da meia largura de banda indica uma maior homogeneidade, ou seja, uma menor
distribuicdo de tamanhos das particulas.

Com a teoria de Mie, é possivel explicar o efeito na coloracdo da taca de
Licurgo: as nanoparticulas de ouro contidas na taca absorvem a luz na regido do azul,
reflete a luz na regido do verde e transmite a luz na regido do vermelho. Dessa forma,
quando a taca € iluminada pelo lado externo ela apresenta uma coloragao
esverdeada, pois as cores complementares sao absorvidas (azul) e transmitidas para
o interior da taca (vermelho). Quando a taca é iluminada pelo interior, ela apresenta
uma coloracdo vermelha, pois a luz transmitida do interior € a vermelha (ALVES,
2014).

As alteracdes em propriedades fisico-quimicas de nanoestruturas € um campo
de pesquisa que esta em expansao, conduzindo a novas aplicacdes em diferentes
areas do conhecimento (CAVALCANTE, 2009). A alteracdo de caracteristicas das
nanoestruturas, tais como formato e dimensdes, possibilitam o controle de
comprimentos de onda de absorcao e espalhamento da luz (COSTA, 2012).

As cores correspondentes a alguns comprimentos de onda da banda LSPR das
nanoparticulas de prata em funcdo do comprimento de onda de absorcdo séo

apresentadas na Figura 5.

Figura 5: Coloragdo da solucéo coloidal de nanoparticulas de prata em funcdo do
comprimento de onda (hm) da banda LSPR

400 488

Fonte: Adaptada de Langille, Personick, Mirkin (2013).

2.2.4 Mudanca de forma fotoinduzida de nanoparticulas

O trabalho de Langille, Personick, Mirkin (2013) apresenta fatores fisicos e
quimicos (como por exemplo temperatura, pH e reacdes de oxirreducdo) que podem
ser utilizados para o controle da forma e tamanho de nanoparticulas de metais nobres,

assim como os efeitos das mudancas apresentadas em relagéo a absorcao da luz. De
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acordo com os autores, a irradiacdo em diferentes comprimentos de onda posterior a
sintese das nanoparticulas resulta em diferentes formatos como nanodiscos,
nanoesferas, nanoprismas e nanohexagonos os quais apresentam diferentes faixas
de absorcao na regido do ultravioleta até o inicio do infravermelho.

O trabalho de Tsuji et al. (2011) discute sobre diferentes técnicas como a
fotoinducéo (PI), a posterior incidéncia de laser (PLI) e adi¢do de citrato de sodio a
ablacdo LAL. A utilizacdo dessas técnicas mostrou-se eficiente para a mudanca de
forma, de dimenséo e de carga das nanoparticulas (NPs), respectivamente. Essas
alteracOes tém consequéncias na interacdo das NPs com o analito.

A adicao do sal citrato de sddio possui uma dupla funcionalidade na solucéo,
desempenhando o papel de estabilizante por formacéo da bicamada ibnica (discutida
no item 2.2.2), a qual favorece o crescimento das nanoestruturas em locais
especificos, determinantes no processo de conversao de formato (TSUJI, TSUJI,
HASHIMOTO, 2011).

No processo de obtencdo de nanoparticulas de prata por ablacdo a laser, na
presenca de oxigénio, ions de prata (Ag*) sao liberados em solucéo e passam pelo
processo de aglomeracéo (conhecido como coalescéncia). A presenca do citrato de
sédio estabiliza os cétions (Ag*) gerados durante o processo de ablacao a laser pela
adicao do anion citrato dissociado em solucdo aquosa. A estabilizacdo desses cations
diminui as interacdes de repulsdo entre eles, tendo inicio o processo de aglomeracéo
de atomos (clusters) os quais propiciam um sitio para o crescimento e formacao de
nanoparticulas, conhecido como nucleacao. O processo de nucleacédo € interrompido
no momento em que a concentracdo se encontra abaixo da saturacédo do sistema,
dessa forma as particulas continuam em crescimento até que se tornam estaveis e
com dimensdes nanométricas (BRITO-SILVA, 2011).

As reacdes que ocorrem em solucédo séo representadas a seguir:

2AQ° + .02 + H20 — 2Ag* + 20H"

(1.1)
a prata metalica (Ag®) em solucdo aquosa é oxidada a Ag* pela presenca de gas
oxigénio (O2) e agua (H20).

NazCsHs07 + H20O — 3Na* + CeHO7*

(1.2)

o citrato de s6dio em solucéo é dissociado em cations Na* e anions citrato (CeHO7%)
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CeHO7% + OH" — Cs0s5% + CO2 + H20 + 2e-

(1.3)
os anions citrato (CeHO7%") sdo oxidados pelos grupos hidroxila (OH"), produto da
oxidacdo da prata metalica (Ag®) em (1.1), liberando um par de elétrons (2e’) em
solucgéo.

2Ag* + 2e- — 2Ag°

(1.4)
a prata oxidada em (1.1) é agora reduzida a AgP pelos elétrons liberados na oxidacédo
dos anions citrato em (1.3) tornando-se estavel.

De acordo com Tsuiji, Tsuji, Hashimoto (2011) sem a presenca de citrato de
sédio durante a LAL o cation Ag* atrair4 para a superficie das nanoparticulas os ions
oxigénio presentes na solucdo aquosa, resultando em uma mudanca de carga na
superficie das nanoparticulas. Tal fenbmeno prejudica a agregacdo dos atomos, em
virtude da elevada eletronegatividade do oxigénio, variando as caracteristicas de
absorcéo e espalhamento da luz.

A Figura 6 apresenta esquematicamente a comparac¢éo do comportamento das
nanoparticulas de prata com a adi¢do de citrato durante (Figura 6a) e apds 0 processo
de ablacéo (Figura 6b).

Segundo Zeena, Prashant (2010) os ions citrato influenciam o crescimento das
particulas em estagios iniciais por agir como redutor de ions Ag*, desempenhando um
papel importante ao ditar o tamanho e a forma dos nanocristais por possuir uma alta

afinidade pelas nanoparticulas de prata.

Figura 6 - Nanoparticulas em solugdo com citrato de sdédio

: N . Cit .-
@ Na® Na Na ® it Cit
i ~ Na’ NaE)_ Na*
Clt Clt . Na+ O O- Clt-
Cit Cit o OT-\I )
- Ty Na* _Na
Cit @ 1t o &0
Cit + O Na* it
Na+ Na’ Na 1
Na™ Cit Cit

Fonte: Adaptado de Tsuji et al. (2011).
(a) Nanoparticulas de prata com a adicdo de citrato de sddio durante a LAL. (b) Nanoparticulas
de prata com a adicdo de citrato de sodio ap6s a LAL.
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Para a obtencdo de nanoparticulas com formato prismético a partir de
nanoesferas a evolucao sistematica é de esferas (comprimento de onda da banda de
plasmon em 400 nm) a discos (480 nm), em seguida hexagonos (540 nm), prismas
com bordas retas (580 nm), e finalmente, prismas de bordas afiadas (600 nm), sendo
resultado do processo de deposicdo de prata metalica, reduzida pela agéo do citrato
nas faces rugosas de nanoparticulas gémeas (unido de duas nanoparticulas), como
mostra a Figura 7 (LEE et al., 2010).

Figura 7 - Evolucéo do formato de nanoparticulas de prata durante o processo de
fotoconverséo

SRR B TN

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2010).

Durante o processo de aglomeracdo os anions citrato se depositam em sitios
especificos nas bordas de nanoparticulas gémeas, estabilizando-as e permitindo a
deposicao de outras nanoparticulas com dimensdes menores, (2 — 4 nm de tamanho
e LSPR com comprimento de onda até 395 nm) denominadas “sementes”, nesses
sitios. A importancia da presenca de nanoparticulas sementes pode ser explicada em
virtude do processo de oxirreducao necessario para o crescimento dos nanoprismas,
pois nanoparticulas com tamanhos maiores do que 4 nm possuem alto potencial de
oxirreducao, sendo mais dificilmente oxidadas/reduzidas.

De acordo com Langille, Personick, Mirkin (2013) o processo de formagao dos
prismas pode ser dividido em trés etapas: nucleacdo das nanoparticulas sementes,
crescimento de pequenos nanoprismas formados a partir da deposicdao das
nanoparticulas sementes nas nanoesferas (5 — 10 nm e LSPR com comprimento de
onda de 396 — 400 nm, deslocado para o vermelho em relagéo as sementes) e por fim
a conversao total, em que as nanoesferas ndo estdo mais presentes, restando apenas
nanoprismas em solucao.

E importante ressaltar que tal processo ndo ocorre na auséncia de citrato de
sbdio, necessario para a reducao e deposicdo das nanoparticulas sementes, assim
como nha auséncia de luz ou com irradiacdo em comprimentos de onda maiores do

que 700 nm. Outro fator interessante discutido por Langille, Personick, Mirkin (2013)
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€ a adicdo de um comprimento de onda secundario no processo de fotoconverséo. Os
autores utilizaram uma lampada com comprimento de onda 550 + 20 nm e obtiveram
uma distribuicdo bimodal de nanoprismas, os menores com 70 nm de dimenséao e 0s
maiores com 150 nm. Com a adicdo de uma nova lampada na montagem
experimental, com excitagdo em comprimento de onda de 450 + 5 nm, a distribuigéo
tornou-se monomodal com prismas de 72 nm de dimensé&o.

Dessa forma, para um processo de conversdo efetivo sdo necessarios 5
componentes: uma fonte de Ag*, oxigénio, citrato de sédio, nanoparticulas sementes
e luz visivel.

A mudanca no formato e no tamanho das nanoparticulas garante diferentes
comprimentos de onda de absorcdo, onde quanto maior as nanoparticulas, mais
deslocado para a regido do vermelho estara o pico de absor¢céo. Langille, Personick,
Mirkin (2013) observaram tal fendmeno ao realizarem o processo de conversdo de
nanoparticulas por fotoinducéo. De acordo com o0s autores, a partir da anélise de
absorcdo e obtencdo de imagens por microscopia de transmissdo (TEM), as
nanoparticulas sintetizadas por LAL possuem formatos esféricos e banda de absor¢céo
em torno de 400 nm, 0s nanoprismas possuem banda de absorcdo em torno de
600 nm e nanoprismas maiores possuem comprimento de onda de absorcédo de
700 nm até 1000 nm. Os resultados obtidos pela analise do espectro de absor¢ao
apresentaram também o aparecimento de uma pequena banda na regido de 470 nm.

Essa banda foi atribuida a diferentes vibracbes dos elétrons livres dos
nanoprismas de prata (dipolo e quadrupolo), descritas por Saade (2013), conforme a
Figura 8.

Figura 8 - Vibracdes eletrénicas dipolo e quadrupolo de nanoprismas.

M

Fonte: Adaptado de Saade (2013).
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2.3 TECNICAS DE ESPECTROSCOPIA OTICA

2.3.1 Espectroscopia de absorcdo UV-Vis

A espectroscopia em sua esséncia é o estudo da interacdo da radiacdo com a
matéria e, quando a frequéncia do campo eletromagnético esta na faixa de 200 nm a
3000 nm, o estudo é denominado de espectroscopia otica. Para uma radiagdo com
intensidade lo podem ocorrer trés diferentes fendmenos: a absor¢cdo da energia e
posterior emisséo lg, 0 espalhamento Is, que pode ser elastico ou inelastico, os quais
serdo discutidos posteriormente neste trabalho, e a parcela de radiagdo que néo foi
absorvida e nem espalhada € denominada radiacdo transmitida I+, H4 também uma
parcela de radiacado refletida que pode ser considerada como um espalhamento
elastico (HALLIDAY e RESNICK, 2012). A Figura 9 traz um esquema dos fenbmenos
de interacdo da radiacao descritos.

Figura 9 - Fenémenos de interacdo da radiacdo incidente lo com a matéria.

Fonte: Adaptada de Solé et al. (2005).
Ir: radiacéo refletida; Ie: radiagdo emitida; Iy: radiacdo transmitida; Is: radiacdo espalhada.

A espectroscopia de absorcdo na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) € uma
técnica analitica que vem sendo empregada ha mais de 50 anos e depende do
processo de absorcéo de radiagcdo eletromagnética na regido do ultravioleta (100 -390
nm) e visivel (390 - 770 nm) por sistemas atdmicos, capaz de fornecer informacgdes
sobre transicdes eletrbnicas. Tal processo ocorre quando um elétron da matéria é
promovido de um estado eletrénico de energia a outro de energia mais elevada por

incidéncia de radiacéo eletromagnética (HOLLAS, 2004).
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No processo de analise de absorcao, a radiacdo de uma fonte de banda larga
passa por um monocromador, no qual é selecionada uma banda estreita e com
comprimento de onda central especifico. A radiacdo em banda estreita passa pela
amostra contida em um caminho 6tico de comprimento definido e a esse aparato pode
ser adicionado um sensor junto ao monocromador, formando assim um
espectrofotometro. Nesse caso a radiacdo de banda larga interage com a amostra e
€ mensurada a intensidade resultante para cada comprimento de onda e com a
absorcéo para cada comprimento de onda tem-se o espectro de absor¢cdo (HOLLAS,
2004).

A absorcédo de energia depende da estrutura eletrdnica da molécula, e por isso,
a espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis tem ampla aplicacdo na
caracterizacdo de uma série de propriedades de diversas espécies organicas,
inorganicas e bioquimicas (GOES, 2018).

Considerando os fendmenos apresentados na Figura 9, o resultado combinado
das medidas de absorcdo e espalhamento € denominado de espectro de extincao,

conforme descrito por Gustav Mie em 1908 e apresentado na equacao (1):

Qabs =Qext—Qesp
(1)

2.3.2 Espectroscopia Raman

O fendmeno de espalhamento no qual a frequéncia de radiacdo espalhada é
igual & da radiacdo incidente €& denominado como espalhamento Rayleigh
(espalhamento elastico), e para o caso de espalhamento com frequéncia de radiacao
diferente da incidente, o fendbmeno é denominado como espalhamento Raman
(espalhamento inelastico) (RAMAN, 1928).

O espalhamento Raman, observado experimentalmente por Raman (1928),
ocorre quando a radiacao incidente interage com 0os modos vibracionais e rotacionais
moleculares da matéria. Este fendmeno é dividido em dois diferentes casos: Stokes e
Anti-Stokes.

O espalhamento Raman Stokes € caracterizado quando ao ceder energia para
o0 sistema, a radiagédo espalhada tem comprimento de onda maior do que a incidente,

sendo quantizada na forma de fétons de menor energia.
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Para o espalhamento Anti-Stokes, os modos vibracionais moleculares estédo
pré-excitados, cedendo energia para a radiacdo incidente e resultando em um
espectro de espalhamento com bandas em comprimentos de onda menores, sendo
guantizada na forma de fétons com maior energia (RAMAN, 1928).

Considerando a baixa energia térmica no sistema a temperatura ambiente, a
probabilidade de se encontrar moléculas em estados vibracionais pré-excitados é
menor e em geral, as linhas Stokes sdo mais intensas.

Um esquema dos processos descritos pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 - Processos de espalhamento da luz
Nivel eletronico

excitado

Estado virtual ...... Np e Ay g

Nivel eletronico
fundamental

STOKES RAYLEIGH ANTI-STOKES

Fonte: Adaptado de Faria, Santos, Gongalves (1997).
Da esquerda para a direita: espalhamento inelastico (Stokes), espalhamento elastico (Rayleigh)
e espalhamento ineléstico (anti-Stokes).

A diferenca de energia entre a radiacao incidente e a espalhada corresponde a
energia com que atomos presentes na regido estudada estdo vibrando e essa
frequéncia de vibragao possibilita a identificagédo da geometria molecular, arranjo dos
atomos e informacdes das interacdes moleculares (FARIA, SANTOS, GONCALVES,
1997).

Essa técnica € vantajosa por possibilitar a obtencdo de uma regido espectral
de assinatura, correspondente aos modos de vibracdo molecular da substancia na
regido visivel do espectro eletromagnético, permitindo a utilizacdo de componentes
6ticos mais simples em relacdo a espectroscopia no infravermelho (GOES et al.,
2014).

Como desvantagem da espectroscopia Raman, que pode interferir na execucao
de pesquisas, pode ser citada a baixa intensidade do sinal, ocasionando uma baixa
relacdo sinal-ruido das amostras. Segundo Chase (1987), estima-se que de cada 108

fétons que incidem sobre uma substancia, somente 1 seja espalhado inelasticamente.
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Outro fator limitante da técnica é a taxa de emissao de fétons por fluorescéncia ser da
ordem de 10* a 108 vezes mais intensa que o espalhamento Raman.

2.3.2.1 Efeito SERS

Com o intuito de aumentar a intensidade de sinal em andlises utilizando a
espectroscopia Raman, foi desenvolvida a técnica de interacdo do analito com
superficies metélicas especialmente preparadas, conhecida como efeito de
espectroscopia Raman intensificada pela superficie, ou SERS. Estudos demonstram
gue essa técnica apresenta a propriedade de intensificar o sinal Raman por fatores da
ordem de 10* até 10'® vezes. A técnica consiste na producdo de uma superficie
metalica adequada, utilizando nanoparticulas metélicas, a qual potencializa o sinal do
analito a partir de vibragdes moleculares (STROBBIA et al., 2015).

Atualmente, a alta sensibilidade da técnica permite também que sejam obtidos
espectros de moléculas em concentragées da ordem de 101° mol.L? garantindo
aplicacdes nas areas médica e ambiental. O efeito SERS pode ocorrer gracas a dois
mecanismos diferentes que levam a amplificacdo: quimico (transferéncias de cargas)
e eletromagnético (BOTTREL, 2012).

O mecanismo de transferéncia de cargas esta associado a quimissorcao da
molécula e a transferéncia de cargas entre o adsorbato e o substrato metalico, a qual
forma um complexo de superficie. Essas transferéncias sédo favorecidas em regides
rugosas da superficie metalica, nestes sitios metalicos ocorre a formacao de um par
“elétron-buraco” na superficie metalica, o que leva a transferéncia ressonante de um
elétron para orbitais vazios do adsorbato no estado eletrénico excitado. Quando este
elétron retorna ao metal é criado um féton Raman quando a molécula permanece
vibracionalmente excitada (LANGILLE, PERSONICK, MIRKIN, 2013).

Segundo Langille, Personick, Mirkin (2013), o mecanismo eletromagnético
consiste na oscilacdo coerente de elétrons na superficie metalica a partir da incidéncia
de luz em determinada frequéncia, processo o qual resulta na formacao de uma onda
progressiva, chamada plasmon de superficie (SP). As oscilagdes de plasmon ocorrem
em torno de superficies nanoestruturadas na frequéncia de ressonancia de plasmon
de superficie localizado (LSPR), gerando um intenso campo eletromagnético e,
consequentemente, uma intensificacdo no sinal Raman (SERS), esquema

representado na Figura 11.
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Figura 11 - Ressonancia de plasmon de superficie
_— Campo elétrico

Esfera Metalica

Nuvem eletronica
Fonte: Adaptada de Langille, Personick, Mirkin, 2013.

O aperfeicoamento das técnicas SERS ja possibilitou a deteccdo do espectro
vibracional de uma unica molécula de rodamina 6G (R6G), um corante altamente

fluorescente usado como marcador para a medida de tracos (KNEIPP, 1995).

2.3.2.2 Célculo do limite de deteccao (LOD)

Na avaliacdo dos métodos analiticos € necessario expressar o limite de
deteccdo da técnica utilizada como forma de valida¢éo da capacidade de deteccado de
determinada substancia.

A IUPAC define o limite de deteccdo (LOD) com uma grandeza de valor
guantitativo, obtida por um dado procedimento de medicdo, a qual expressa a
probabilidade do método de alegar falsamente a auséncia da substancia em um
material (falso negativo expresso por ), e a probabilidade de falsamente alegar sua
presenca (falso positivo expresso por a).

O valor padrédo recomendado para as incertezas de tipo | e Il (a e B) € de 0,05
(ou seja, 5%) sendo o LOD a verdadeira concentracgédo liquida ou quantidade do analito
no material a ser analisado, que possui uma probabilidade de 95 % de mostrar que a
concentracdo ou a quantidade do analito no material analisado € maior do que no
material em branco (GOES, 2018).

As diretrizes da International Conference on Harmonization - ICH, estabelecem
3 métodos para a determinagcdo do LOD: por avaliagdo visual, baseado na relacao
sinal ruido para baixas concentracdes de analito e baseado na relacdo sinal-ruido
utilizando uma curva de calibragao (SHRIVASTAVA e GUPTA, 2011).

No presente estudo foi utilizada a relacdo sinal ruido na tentativa de sua

determinacdo, essa relacdo € dada pela intensidade da banda a ser analisada
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(calculada do pico até a metade da intensidade do ruido) dividida pela intensidade do

ruido pico a pico.

De acordo com Desimoni e Brunetti (2015) para estimar essa relacdo deve ser

determinado o valor da intensidade da banda do ruido excluindo eventuais picos,

sendo o LOD determinado pela equagéo 2:

na qual AS é a intensidade da banda e AN é a intensidade do ruido.

A Figura 12 apresenta um exemplo gréafico do calculo do LOD.
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Figura 12 - Exemplo do célculo do LOD
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Fonte: o autor, 2019.

)

Com a relacao sinal ruido multiplicada por dois, considera-se a meia largura da

faixa de ruido e, com o LOD fixo em 3, qualquer resultado superior a esse valor indica

gue a amostra de teste contém o analito, enquanto os resultados inferiores significam

gue o analito esta ausente (ou inferior ao LOD).

2.4. RODAMINA

Os corantes da classe dos xantenos, um dos mais antigos e mais utilizados

corantes sintéticos, tendem a ser fluorescentes, dando cores brilhantes, de amarelos
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rosados a vermelhos azulados. Fazem parte dessa classe de corantes as pironinas,
fluoresceinas e as rodaminas (CASTRO, 2017).

A Figura 13 mostra a estrutura molecular base dessa classe de corantes.

Figura 13 - Estrutura geral dos xantenos

O

Fonte: Castro (2017).

De acordo com Souza (2013), as propriedades 6ticas dos corantes dependem
do tipo de corante e do solvente utilizado, sendo que suas caracteristicas de absor¢ao
e emissao de luz sdo determinadas pelos seus grupos croméforos, os quais
correspondem aos grupos funcionais da molécula e, no caso especifico das
rodaminas, o grupo funcional é a amina.

Devido a sua estrutura, esse grupo cromoforo apresenta vantagens em suas
propriedades fotoquimicas e fotofisicas por possuirem eficiéncia quantica de
fluorescéncia alta e boa fotoestabilidade, garantindo aplicacbes em setores da
medicina. Além dessa aplicacdo, por causa de suas propriedades oOticas e
espectroscopicas, esse grupo cromoéforo tem sido alvo de estudos na area de laser de
corantes, pois, dependendo do solvente usado na solucéo, pode apresentar uma forte
tendéncia para formar agregados moleculares (SILVA, 2010).

A Figura 14 apresenta alguns corantes da familia de rodamina.
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Figura 14 - Exemplos de moléculas da familia de corantes rodamina

Rodamina 6G Rodamina B

Rodamina 123 Rodamina WT

Fonte: Adaptado de Donnici et al. (2009).

A rodamina 6G é um corante catidnico, solivel em agua e em diversos
solventes organicos, utilizado como corante em industrias téxteis, de plasticos e de
cosméticos. Sua formula molecular € (C2sH290N203Cl). Sua massa molar €
479,02 g/mol, possui densidade de 1,26 g/cm?.

No presente trabalho o corante rodamina 6G (R6G) foi utilizado como molécula
de prova para testes de efeito SERS, utilizando nanoparticulas de prata, em virtude
de seus tracos de espalhamento bem definidos e varios estudos envolvendo essa
molécula e o efeito SERS como: QIU et al., 2008; KNEIPP et al., 1995; GOES, 2018.

De acordo com as andlises realizadas por Silva (2010), que avaliou as
alteracdes microscopicas sofridas pelo corante por conta de agregacfes de
nanoparticulas de ouro, a banda de absorcdo da rodamina 6G chega a valores de até
570 nm.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

3.1. REAGENTES

A ablacéo a laser foi realizada em uma lamina de prata (99,9%) CAS: 6440-22.
Sigma Aldrich®, na presenca de solucéo de citrato de sédio 10 mM (0.147 g / 50mL)
dihidratado P.A. (99%), Biotec®, LOTE: 40128 e agua deionizada de condutividade
elétrica a 25°C: 2,75 uS/cm, Cloroguimica®, LOTE: 27863, com concentracdes
indicadas em cada experimento.

Aos testes de fotoconversdo das nanoparticulas de prata foram adicionadas
aliguotas indicadas em cada experimento da solucéo de citrato de sédio previamente
citada, e do reagente Peréxido de hidrogénio P.A. (35%), Biotec®, LOTE: 51551.

O pH foi alterado nos testes de interacdo das nanoparticulas com o analito
utilizando-se aliquotas de éacido acético glacial (99.7 %), Biotec®, LOTE: 42383 e
reagente hidréxido de sédio, Biotec®, LOTE:32872.

Uma solugéo tampéo pH = 4 foi preparada com 4gua deionizada adicionando-
se 2,9 mL de &cido acético glacial, previamente citado, e 1,237 g de acetato de sodio
(99%), Biotec® em um baldo volumétrico classe B com 50 mL de capacidade.

Aos testes de interacdo das nanoparticulas por espectroscopia Raman foram
adicionadas aliquotas de solucdo 10 mM do reagente rodamina 6G, CAS: 83697,
Sigma Aldrich®, LOTE: BCBM3142V, e solugdo 4 mM (0,0338 g/ 50 mL) do reagente
glifosato CAS 1071-83-6, Sigma Aldrich®, LOTE: # SZBF243XV.

3.2. INSTRUMENTACAO

As nanoparticulas foram produzidas por rota fisica de LAL com laser Nd: YAG
532 nm pulsado New Wave Tempest 20 (Figura 16a), pulsos de duragéao de 3-5 ns,
taxa de repeticao e energia de pulsos indicadas em cada experimento.

A fotoconversdo das nanoparticulas de prata foi realizada utilizando-se a
combinacgao de um LED branco (GE 5W 4500 K) e um LED azul 470 nm, 240 mW na
saida (4 V/500 mA). A Figura 15a apresenta os graficos de emissdo combinada dos
LEDs, o esquema de irradiacéo de luz (15b) e uma imagem da estrutura experimental
(15c¢).
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Figura 15 - Espectros de emissdo combinados e esquema de irradiacao de luz para

fotoconversao
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Fonte: o autor, 2017.
(a) espectro combinado das luzes utilizadas no processo de fotoconverséo, (b) esquema da
disposicdo das luzes para irradiacdo da solucéo e (c) montagem experimental, LED azul a
esquerda, ao centro duas cubetas tampadas de 4,5mL e LED branco a direita.

Os espectros de extincdo foram obtidos em um espectrébmetro UV/VIS Ocean
Optics HR4000 e uma fonte de luz de banda larga (lampada halégena de filamento de
tungsténio), modelo LS-01 também fabricada pela Ocean Optics, que permitem a
obtencéo de espectros 6ticos de extingdo na regidao entre 200 nm e 1100 nm. Para os
experimentos foi utilizada uma fibra 6tica de 200 um de didmetro do ndcleo, modelo
P200-2-UV-VIS fornecido pela Ocean Optics, a qual leva a luz da lampada até um
suporte para cubetas, modelo CUV-ALL-UV com quatro portas, fabricado também
pela Ocean Optics. Outra fibra ética foi utilizada com 200 um de diametro do nucleo,
resultando em uma resolugao de aproximadamente 6,6 nm (HR4000), (Figura 16b e
c), a qual leva a luz do suporte até o espectrometro HR4000. O tempo de integracéo
utilizado foi de 5 ms, com média de 100 espectros e taxa de aquisicdo de 5 vezes.

Os espectros Raman foram obtidos utilizando-se o espectrémetro da
StellarNet Raman-HR-TEC-X2 (resolucéo de 4 cm™), laser 638 nm, 50mW, 200-3900

cm® (Figura 16d), o qual pode ser acoplado a um microscépio 6tico Olympus CX31
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para medir amostras sélidas e a um suporte de vial para amostras liquidas, via a ponta
de prova da StellarNet Raman-Probe-638. Os parametros de tempo de integragéo e
meédias séo descritos a cada experimento.

As massas dos reagentes solidos foram obtidas com balanca analitica
Shimadzu AUW 220D, resolucéo de 0,01 mg (Figura 16c).

Para verificacdo da morfologia e tamanho das nanoparticulas produzidas
utlizou-se um microscépio eletrénico de transmissdo (MET) marca JEOL, modelo
1200EX-Il, disponivel no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade
Federal do Parana (UFPR). Este equipamento com resolucdo de 0,5 nm permite
magnificacdes de até 600 kX e andlises com temperatura controlada de -180 a
+110°C. O registro das imagens é feito através da camera CCD Gatan (BioScan) e da
camera de alta resolucdo CCD Gatan (Orius SC1000B). As imagens foram obtidas
pingando-se aliquotas de 10 uL das solu¢cbes em grades de cobre revestidas com

carbono, apés o periodo de secagem a temperatura ambiente (Figura 16e).

Figura 16 — Equipamentos utilizados para analises

E—

Fonte: o autor, 2019.

(a) esquema de incidéncia do Laser Nd:YAG focalizado em um béquer de 20
mL. (b) disposicdo dos equipamentos para andlise de extincéo,
espectrofotdmetro UV/VIS Ocean Optics HR4000, fonte de luz de banda larga
(lampada hal6gena de filamento de tungsténio), modelo LS-01 e fibra 6tica.
(c) balanca analitica Shimadzu AUW 220D. (d) espectrofotdmetro Raman
StellarNet-HR-TEC-X2, microscoépio 6ptico Olympus CX31 e ponta de prova
Raman-Probe-638. (e) Microscopio Eletrénico de Transmissédo JEOL JEM
1200EX-Il —imagem do acervo digital CME UFPR.
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3.3. SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA POR ABLACAO A LASER

A metodologia de sintese de Ag NPs para analises do corante rodamina 6G
foi baseada no estudo de Goées (2018), realizada por ablacéo a laser de uma lamina
de prata.

O alvo estava submerso, com o auxilio de uma lamina de vidro para evitar sua
movimentacdo durante a LAL, em um béquer (capacidade de 25 mL) contendo
10 mL de solugéo 0,1 mM de citrato de sodio. O laser foi focalizado por uma lente
convergente de 15 cm de distancia focal e o feixe direcionado ao fundo do béquer por
um espelho, conforme mostra a Figura 17.

Figura 17: Montagem experimental para ablagao a laser

Y - e

Fonte: o autor, 2017.
(a) Béquer contendo a peca de prata e 10 mL de H,O deionizada, posicionado para o alcance
do laser Nd:YAG New 532 nm. O caminho do feixe laser € indicado em verde. (b) Vista lateral
do béquer contento a peca de prata e 10 mL de H,O deionizada. (c) Vista superior do béquer
contento a peca de prata e 10 mL de H»O deionizada.

A fim de definir a melhor metodologia de ablagcéo para a sintese de solucdo
homogénea e com a presenca de nanoparticulas sementes (dimensdes de até 5 nm),
ideais para o processo de fotoconversdo conforme item (2.2.4), foram testados os
parametros de energia de pulso do laser, taxa de repeticdo, tempo de ablacdo e
temperatura ambiente.

A tabela 5 apresenta a relagéo dos parametros e dos valores escolhidos para
os testes.
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Tabela 5 - Par@metros testados para definicdo de metodologia de ablacao a laser

PARAMETROS AVALIADOS VALORES
Energia de pulso (mJ) 12 e 17
Taxa de repeticdo (Hz) 10 e 15

Tempo de ablacao (min) 20e 30
Temperatura ambiente (£0,6°C) 16, 18, 20 e 22

Fonte: o autor, 2018.

A Figura 18 apresenta o diagrama das analises realizadas.

Figura 18 - Diagrama de anédlises realizadas para definicdo da metodologia de ablac&o

LAL
Nd:YAG laser
532 nm
. Ag NPs
Leitura do espectro de
|
H} Hz 10 mL m— extingsio (UV-Vis)
(E)mJ I [M] citrato de sédio Ocean Optics HR4000
|
2.5 mL
Ag

Temperatura controlada

Fonte: o autor, 2018.

3.3.1 Resultados da sintese de nanoparticulas de prata por ablacéo a laser

3.3.1.1 Resultados do parametro energia de pulso do laser

Os espectros de extingdo para diferentes energias de pulso do laser e os

comprimentos de onda de pico sédo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 - Espectros de extin¢cdo de Ag NPs sintetizadas com diferentes energias de pulso
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Fonte: o autor, 2018.
Nota: as setas indicam os comprimentos de onda de pico de cada amostra.

Conforme a Figura 19, para a energia de pulso de 12 mJ, o espectro de extingao
apresenta comprimento de onda de pico em 398,6 nm (nanoparticulas com 5 — 10 nm
de dimensao) e densidade otica de 0,46.

Para a energia de pulso do laser de 17 mJ, o espectro de extincdo mostra um
comprimento de onda de pico em 396,1 nm (5 — 10 nm) e densidade 6tica de 0,77.

Verifica-se o desvio para o azul da banda LSPR da amostra de 17 mJ, quando
comparado ao espectro obtido para a energia de pulso de 12 mJ, o que, de acordo
com a teoria de Gustav Mie (1908), indica a sintese de nanoparticulas menores.

A densidade 6tica mais elevada por sua vez indica uma maior concentracéo de
nanoparticulas em solucdo. Além disso, a largura de 32,6 nm (FWHM) da banda da
solucdo com 17 mJ mostra-se mais estreita, quando comparada as nanoparticulas
sintetizadas com 12 mJ de energia de pulso com largura de 39,1 nm (FWHM). Esses
resultados foram observados também por Borrero (2015) em seus testes com
energias de pulso de 10 e 25 mJ, e é atribuido a sintese de nanoparticulas com uma

distribuicdo de tamanhos mais homogénea para pulsos de maior energia.
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3.3.1.2. RESULTADOS DO PARAMETRO TAXA DE REPETICAO DE PULSO DO
LASER

Os resultados do parametro taxa de repeticdo de pulso do laser podem ser

observados na Figura 21.

Figura 20 - Espectros de extin¢cdo de nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes taxas
de repeticbes
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Fonte: o autor, 2018.
Nota: as setas indicam os comprimentos de onda de pico de cada amostra.

Conforme a Figura 20, para a taxa de repeticao de 10 Hz, o espectro de extincao
apresentou comprimento de onda de pico em 399,2 nm (nanoparticulas com 5 — 10 nm
de dimensao) e densidade otica de 1,16.

Para a taxa de repeticdo de 15 Hz, o espectro de extingdo mostra um
comprimento de onda de pico em 396,8 nm (5 — 10 nm) e densidade ética de 1,14,
variacdo de apenas 0,02 em relagédo a primeira ablacdo mencionada.

A comparacao dos espectros obtidos permite observar que com o aumento da
taxa de repeticdo na ablacéo ocorreram discretas alteracdes no espectro de extingéo
das nanoparticulas de prata, com uma proximidade na concentragcdo de
nanoparticulas em solugéo, analisadas pela densidade 6tica dos espectros. Pode-se
verificar também que para a maior taxa de repeticdo ocorreu a sintese de

nanoparticulas menores, caracterizadas pelo menor comprimento de onda de pico



60

deslocado para o azul, e com distribuicdo de tamanhos mais homogénea, com uma
largura de 37,3 nm (FWHM), menor quando comparada as nanoparticulas sintetizadas
com 10 Hz de taxa com uma largura de 40,0 nm (FWHM). Uma desvantagem para o
aumento da taxa de repeticdo durante o processo de ablacdo foi a grande
movimentagdo da peca de prata mesmo com a lamina de vidro auxiliando na

seguranca da peca submersa.
3.3.1.3 Resultados do parametro tempo de ablacéo

Os resultados do parametro templo de ablacdo podem ser observados na

Figura 21.

Figura 21 - Espectros de extingdo de nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes
tempos de ablagéo.
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Fonte: o autor, 2018.
Nota: as setas indicam os comprimentos de onda de pico de cada amostra.

Para o tempo de ablacdo de 20 minutos, o espectro de extingdo apresentou
comprimento de onda de pico em 399,4 nm (5 — 10 nm) e densidade 6tica de 1,25.

Para o tempo de ablagcdo de 30 minutos, 0 espectro de extingdo mostra um
comprimento de onda de pico em 400,8 nm (nanoparticulas com dimensdes
superiores a 10 nm) e densidade otica de 1,41, indicando uma maior concentracéo de

nanoparticulas de prata em solucéo.
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A comparacédo dos espectros permite observar que com o aumento do tempo
de ablacdo ocorreu a sintese de uma maior concentragdo de nanoparticulas de prata,
analisada pela densidade 6tica dos espectros. Pode-se verificar também que para o
tempo de ablacdo menor ocorreu a sintese de nanoparticulas menores, devido ao
menor comprimento de onda de pico, e mais homogéneas, apresentando uma largura
de banda de 37,4 nm (FWHM), mais estreita quando comparadas as nanoparticulas
sintetizadas com 30 minutos com largura de banda de 40,0 nm (FWHM).

Tal fato pode ser explicado pelo processo de agregacdo das nanoparticulas de
prata apresentados no item 2.2.2. Com um maior tempo de ablagdo, mais
nanoparticulas serdo sintetizadas, porém as nanoparticulas que ja estdo em solucao
sofrem agregacao e resultam em um comprimento de onda de pico deslocado para

maiores valores.
3.3.1.4 Resultados do parametro temperatura ambiente

Os espectros de extincdo para diferentes temperaturas ambiente e o0s

comprimentos de onda de pico sé&o apresentados na Figura 22.

Figura 22 - Espectros de extingdo de nanoparticulas de prata sintetizadas com diferentes
temperaturas durante a ablacéo.
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Fonte: o autor, 2018.
Nota: as setas indicam os comprimentos de onda de pico de cada amostra.
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A sequéncia crescente de comprimento de onda de pico é: 22,0 °C, 20,0 °C,
18,0 °C e 16,0 °C, com valores de 396,7, 397,3, 397,6 e 398,0 nm, respectivamente.
As temperaturas de 22,0 °C e 16,0 °C apresentaram largura de banda de 33,2 nm
(FWHM) e as temperaturas de 18,0 °C e 20,0 °C apresentaram o valor de 34,9 nm.
Por fim, a sequéncia crescente de densidade 6tica é: 22,0 °C, 16,0 °C, 18,0 °C e
20,0 °C, com valores de 0,92, 1,05, 1,07 e 1,14, respectivamente. De acordo com as
sequéncias apresentadas, foi constatado que para a sintese de solucéo coloidal com
maior homogeneidade de tamanhos e que apresentem nanoparticulas “sementes”, a
temperatura de 22,0 °C é a mais adequada, com a desvantagem de uma menor
concentracdo de nanoparticulas em solucao.

Esse resultado também foi observado por Romani (2011), e foi explicado com
base na teoria de Mie (1908), a qual mostra a dependéncia da banda de ressonancia
com o fator de preenchimento (relagdo entre os volumes da nanoparticula e total da
amostra). De acordo com a teoria, um aumento no fator de preenchimento resulta num
desvio para o azul da banda de ressonancia. Considerando que o aumento na
temperatura ocasiona em um aumento de volume das nanoparticulas metalicas, maior
do que a dilatacdo volumétrica do liquido, o fator de preenchimento também sera
aumentado e o pico deslocado para menores comprimentos de onda.

Considerando os resultados apresentados, foi determinada a metodologia de

sintese de nanoparticulas de prata, apresentada na tabela 6.

Tabela 6 - Para@metros definidos apés a realizacdo dos testes

PARAMETROS VALORES
Energia de pulso (mJ) 17
Taxa de repeticdo (Hz) 10

Tempo de ablac¢do (min) 20
Temperatura ambiente (£0,6°C) 22,0

Fonte: o autor, 2018.

Foi definido um menor tempo de ablacdo para a sintese de nanoparticulas
sementes com dimensodes de 2 — 4 nm, temperatura da sala controlada a 22,0 °C para
obtencdo de nanoparticulas homogéneas e uma maior energia de pulso, de maneira
a compensar a baixa densidade 6tica apresentada com menores tempos e maiores
temperaturas e também por apresentar nanoparticulas com distribuicdo de tamanhos

mais homogénea e com menores comprimentos de onda de pico. A taxa de repeticao
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em 10 Hz foi mantida, por causa da grande movimentacao da peca de prata com uma

maior taxa e por ndo apresentar uma variagao significativa no espectro de extingéo.

3.4. MUDANCA DE FORMA FOTOINDUZIDA DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
(PISC)

A sintese de nanoparticulas de prata com diferentes formatos foi baseada no
estudo de Ciou et al. (2009) a qual foi realizada a partir da rota fisica LAL com posterior
irradiacdo de diferentes comprimentos de onda para conversdo de nanoesferas a
nanoprismas.

ApoGs a definicdo dos parametros da LAL, a concentragcéo de citrato de sédio e
a concentracdo de peroxido de hidrogénio foram avaliadas no processo de
fotoconversao.

O citrato de sédio e o perédxido de hidrogénio sédo reagentes limitantes para o
processo de fotoconversdo, pois atuam como agentes redutor e oxidante das
nanoparticulas sementes, as quais geram as nanoparticulas prismaticas (reacdes 1.1,
1.2, 1.3 e 1.4). A falta desses componentes em solugdo resultaria em uma
fotoconverséo incompleta.

A fim de confirmar essa hipotese, foi realizada a fotoconversao de uma aliquota
de 3 mL de solucdo de Ag NPs com uma concentracao inicial de 0,1 mM de sal citrato
de sédio e 0,5 uL de perdxido de hidrogénio. Apds o periodo de 24 horas de irradiacao,
foram adicionados a solu¢do mais 50 uL de citrato de sédio e 1 uL de peroxido de
hidrogénio, resultando em uma solu¢édo de 0,3 mM de citrato de sodio e 1,5 uL de
peroxido de hidrogénio e analisados os espectros de extingdo apds os periodos
adicionais de fotoconversao de 3 e 5 horas.

A leitura do espectro de extingdo é apresentada na Figura 23.
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Figura 23 - Espectros de extin¢cédo da solu¢do com variacdo da concentracao de citrato de

sddio e perdxido de hidrogénio durante a fotoconversao
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Fonte: o autor, 2018.
(a) os espectros foram coletados ap6s a ablacéo e apds 24 h de fotoconverséo para as
concentracdes de 0,1 mM de citrato de so6dio e 0,5 pL de H203, e 3h e 5h apds a adic&o de mais

50pL do sal e 1 puL de H>O2 (b) comparacéo da coloragéo das solugdes antes e apos a
fotoconversao.

O comprimento de onda de pico da solucdo ap6s a ablacdo estava em
397,3 nm e, apos o periodo de 24 horas de fotoconversao, esse pico deslocou-se para
401,7 nm, indicando a diminuicdo das nanoparticulas com menores dimensdes
(“sementes”) em solucéo, e o surgimento de uma pequena banda, com comprimento
de onda de pico em 505 nm, como prevé a teoria de conversao de formato apresentada
no item 2.2.4. Tal comportamento indica o crescimento de nanodiscos em fungéo do
consumo das nanoparticulas sementes, as quais se depositam em sitios especificos
das nanoparticulas com maiores dimensfes e geram novas estruturas. A presenga da
banda de nanoesferas com maiores dimensdes apds o periodo de irradiacdo mostra
uma fotoconverséo incompleta.

ApOs a adicdo dos reagentes e um periodo adicional de 3 horas de
fotoconversdo, a amostra j4 apresentava coloragdo azul (Figura 23b),
desaparecimento da banda com pico em 401,7 nm, indicando uma conversao
completa e surgimento de pico em 500 nm, abrangindo a faixa de comprimento de
onda de nanodiscos, intermediarios na conversao de nanoesferas a nanoprismas. Os

nanohexagonos e nanoprismas sao indicados por uma banda larga com alcance de
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547 nm a 983 nm, indicando uma distribuicdo heterogénea de tamanhos, conforme a
teoria de Gustav Mie e o estudo de Langille, Personik e Mirkin (2013).
Apés a andlise dos resultados e, com o objetivo de verificar a influéncia de cada

reagente, eles foram adicionados isoladamente no processo de fotoconversao.
3.4.1 Andlise da influéncia de peréxido de hidrogénio

Foi retirada uma aliquota de 3 mL da solu¢édo de Ag NPs contendo 0,1 mM de
citrato de sddio, transferida para uma cubeta e levada para irradiacdo. Foi adicionada
uma aliquota de 0,5 pL de peroxido de hidrogénio.

Apos o periodo de 24 horas de fotoconverséo e leitura do espectro de extingéo,
a concentracdo de peroxido de hidrogénio foi aumentada com a adicdo de 1 uL do
reagente e apo6s o periodo adicional de trés horas de fotoconversédo a leitura do
espectro de extincdo foi realizada novamente.

A Figura 24 apresenta a leitura dos espectros de extingdo e imagem da solucéo

apos o periodo adicional de fotoconversao.

Figura 24 - Espectro de extingdo e imagem da solug¢do com diferentes aliquotas de peroxido de
hidrogénio durante a fotoconversao.
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Fonte: o autor, 2018.
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O espectro apos o periodo de 24 horas (espectro de cor vermelha) apresentou
um comportamento semelhante ao espectro apresentado na Figura 23, com o
deslocamento do comprimento de onda de pico das nanoesferas de 397,2 nm para
404,1 nm, comportamento atribuido a diminuicdo na concentracdo de nanoparticulas
sementes em solugéo, e o crescimento de uma nova banda na regido de 495 nm a 595
nm, atribuida a nanodiscos e nanohexagonos em solucéo. A presenca da banda das
nanoesferas indica uma fotoconverséo incompleta.

Apos trés horas da adigdo de H202 (espectro de cor azul) a solu¢do perdeu a
coloragdo amarela, caracteristica das nanoesferas de prata (Figura 24) e & possivel
observar pela leitura do espectro de extingdo a diminuicdo significativa das bandas
apresentadas no espectro apos 24 horas de irradiacao (cor vermelha). Esse resultado
foi atribuido a oxidacéo quase total das nanoparticulas em solucdo pelo excesso de

agente oxidante H20..

3.4.2 Andlise da influéncia de citrato de soédio

Conforme apresentado no item 2.2.4, o sal citrato de sddio possui uma dupla
funcdo no proceso: estabilizante e redutor de ions Ag*, essenciais para a
fotoconversao.

Foram realizados testes de concentracao de citrato de sédio para a verificacédo

de suas funcodes.

3.4.2.1 Citrato de sédio como redutor de ions ag*

Foi retirada uma aliquota de 3 mL da solucdo de Ag NPs contendo 0,1 mM de
citrato de sodio, transferida para uma cubeta e levada para irradiacéo. Foi adicionada
uma aliquota de 0,5 uL de peroxido de hidrogénio. Apds o periodo de 24 horas de
fotoconversao e leitura do espectro de extingéo, a concentracao de citrato de sodio foi
aumentada com a adicdo de 50 uL do reagente, resultando em uma solugcdo com
concentracédo 0,3 mM de citrato de sodio e, apos o periodo adicional de 3 horas de
fotoconversao, a leitura do espectro de extingéo foi realizada novamente.

Os espectros séo apresentados na Figura 25.
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Figura 25 - Espectros de extin¢cdo da solucdo com diferentes concentracdes de citrato de sédio

durante a fotoconversao.
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Fonte: o autor, 2018.
(a) espectro de extingdo do teste de adicdo de perdxido de hidrogénio. (b) espectro de extin¢céo
do teste de adicdo de citrato de sdodio.
Notas: os espectros foram coletados apés a ablagado e passadas 24 h de fotoconverséo para
os dois testes e apds 3 h da adi¢do dos reagentes. As setas pretas indicam o comprimento de
onda de pico das bandas de plasmon.

O espectro de extincdo ap6s 24 horas de irradiacdo apresentou um
deslocamento do comprimento de onda de pico para um maior valor, indicando o
consumo das nanoesferas sementes, a formacao de banda secundaria na base da
banda de nanoesfera com comprimento de onda em 471 nm atribuida a nanodiscos,
e a formacdo de uma pequena banda com pico em 652 nm que abrange a faixa de
comprimentos de onda de nanoprismas.

Apbs 3 horas da adigéo do sal (espectro azul) a da banda em 402 nm atribuida
as nanoesferas apresentou um decréscimo na densidade Otica, e ocorreu o
surgimento de uma banda com pico em 479 nm e densidade otica de 1,06, atribuida
a combinagdo dos comprimentos de onda indicadores de nanodiscos e vibracdes
quadrupolo de nanoprismas, e uma pequena banda em 602 nm, caracteristica de
vibracOes dipolo de nanoprismas, descritas por Saade (2013), conforme Figura 8.
Esse resultado demonstra que a adi¢cdo de apenas citrato de soédio a solucao néo foi
capaz de converter completamente as nanoesferas em nanoprismas, resultando em

uma alta concentracdo do produto intermediério.
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Considerando os resultados apresentados, concluiu-se que para uma
fotoconversédo completa é necesséria a oxidacao das nanoesferas pelo reagente H20z,
com uma concentracao suficiente a qual evitasse a oxidacéao total das nanoparticulas

e possibilitasse a posterior reducéo por acdo do sal citrato de sodio.

3.4.2.2 Citrato de sodio como estabilizante e SERS da rodamina 6G

Conforme apresentado no item 2.2.2, o sal citrato de sodio estabiliza as
nanoparticulas por meio do processo de capeamento, evitando a agregacdo e
crescimento das nanoesferas. Para avaliacdo dessa funcdo estabilizante utilizou-se
espectroscopia Raman para verificacdo da interacdo das nanoparticulas com a
molécula de prova corante rodamina 6G por efeito SERS, ap0s a ablacéo e apés a
fotoconversao.

Foram sintetizadas solu¢bes de nanoparticulas de prata com diferentes
concentracdes de sal citrato de sédio de 0,1, 0,3 e 0,6 mM e realizadas as leituras em
espectrometro de extincdo e Raman.

A Figura 26 apresenta o diagrama de analises.

Figura 26 - Diagrama de andlises realizadas para definicdo da metodologia de fotoconverséo

Temperatura controlada
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Fonte: o autor, 2018.
3.4.2.2.1 Resultados para a amostra apos a ablacao
Primeiramente uma aliquota de 2,5 mL foi retirada de cada solucdo de Ag NPs

contendo 0,1, 0,3 e 0,6 mM de citrato de sédio apés a ablacao, transferida para uma

cubeta e realizada a leitura do espectro de extingédo (Figura 27).



69

Figura 27 - Espectros de extincao das solu¢des contendo 0,6 mM, 0,3 mM, 0,1mM de citrato de

sédio.
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Fonte: o autor, 2018.

O espectro de extincdo para a concentracdo de 0,1 mM de citrato de sédio (em
preto) apresentou comprimento de onda de pico em 401,6 nm (nanoparticulas com
dimensdes superiores a 10 nm) e densidade 6tica de 1,00. Para a concentracdo de
0,3 mM (cor vermelha) o comprimento de onda de pico foi 398,7 nm (5 —-10nm) e a
densidade otica de 0,71. Por fim, para a concentracdo de 0,6 mM (cor azul) o
comprimento de onda de pico estava centrado em 397,7 nm (5—10 nm) e a densidade
Otica foi de 0,67.

A partir dos dados de comprimento de onda de pico mencionados, é possivel
observar que com o aumento da concentracdo de citrato o comprimento de onda de
pico desloca-se para o azul, indicando a sintese de nanoparticulas com menores
dimensdes. Tal comportamento concorda com a teoria de estabilizacdo do sal citrato
de sbdio, pois quanto mais capeadas as nanoparticulas estiverem, menor sera a
agregacao, resultando em nanoparticulas com dimensdes menores.

Porteriormente foram adicionados a essas solu¢des 100 pL de solucédo 103 mM
de rodamina 6G e realizada a leitura do espectro SERS. A mesma analise foi realizada
com uma cubeta contendo 2,5 mL de agua e 100 puL de rodamina para comparacao

do espectro Raman do corante.
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Para as interrogacfes utilizou-se um tempo de integracdo de 2000 ms e 5
médias, apresentadas na Figura 28.

5000

Figura 28 - Espectros SERS e Raman de 100 pL de R6G em 2,5 mL de solucéo
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Fonte: o autor, 2018.
(a) Espectro SERS para das solu¢des de nanoparticulas de prata com concentracdes de 0,1
mM, 0,3 mM, 0,6 mM de citrato de sdédio, (b) espectro Raman do corante rodamina em agua.
Nota: os espectros foram separados para uma melhor visualizagdo da banda utilizada como
referéncia, indicada por (*)

As intensidades, com referéncia na banda na regido de 1517 cm, foram
calculadas pela subtragéo da intensidade do pico pela intensidade da base da banda.
Adicionalmente foi realizado o célculo da relacdo das intensidades, determinado pela
divisdo da intensidade da banda em 1517 cm™ (SERS) pela equivalente Raman da

Figura 28b. Os valores constam na tabela 7.

Tabela 7 — Comparacéo entre os valores de intensidade da banda em 1517 cm para diferentes
amostras contendo 100 uL de R6G

INTDEé\Ig:ggDE INE’EANSLDSAEDE INTENSIDADE RELAQAO DAS
AMOSTRA (unidades (unidades DA BANDA | INTENSIDADES
P o EM 1517 cm-! | (SERS/Raman)
arbitrarias) arbitrarias)
R6G em agua 303 26 277 -
0,1 mM 2469 547 1922 6,94
0,3 mM 2104 457 1647 5,95
0,6 mM 4693 3282 517 1,87

Fonte: o autor, 2018

A comparacao das intensidades dos espectros SERS das solucfes evidencia

gue com o aumento da concentracdo do sal na solucéo, o SERS da rodamina torna-se
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menos intenso. Esse comportamento concorda com a discussdo dos resultados
apresentados pelos espectros de extingdo (Figura 27) sobre o processo de
estabilizacdo das nanoparticulas. Concluiu-se que o aumento de citrato de sodio em
solucéo resulta na sintese de nanoparticulas menores, porém mais estaveis, dessa
forma o efeito SERS é prejudicado pela diminuicdo da interacdo das nanoparticulas
com o analito. Considerou-se a intensidade apresentada pelas trés solugbes e a
concentracdo de 0,6 mM foi descartada dos testes devido a pequena intensificacdo

apresentada por essa solucao.
3.4.2.2.2 Resultados para a amostra apos a fotoconversao

Novas aliquotas de 2,5 mL das solu¢des contendo 0,1 e 0,3 mM de citrato de
sédio foram transferidas para cubetas e passaram por irradiacdo de 24 horas com
aliquotas de 0,5 e 1,5 uL de peroxido de hidrogénio, respectivamente, de forma a
manter constante a relagdo com a concentracao de citrato de sddio.

Foram realizadas as leituras dos espectros de extin¢do, apds os periodos de 4,

5 e 24 horas, apresentados na Figura 29.

Figura 29 - Espectros de extin¢gdo e imagens das solucdes testes para a concentracdo de

citrato de sédio
1 v 1 M ] v ]

1.0 F (a) LAL com 0,1mM de citrato de sodio -
& —— Ag NPs
sk S ——4hPISC i
’ ——5h PISC
— 24 h PISC

&

0,6 F

~

EXTINCAO (D.O.)

622.1 nm

0.4

400 600 800 1000
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)



72

¥ T v T ¥ T v T y
1.0 k(D) LAL com 0,3mM de citrato de sodio |
& — Ag NPs
~ > & ——4h PISC
08 o ¢ -
g > 5 —— 5h PISC
= 598,5 nm 24h PISC
2 o6 e -
(Z)“ 818,2 nm
04 e
K -
0,2 -
0,0 4
1 [

400 600 800 1000 1200
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fonte: o autor, 2018.

(a) os espectros foram retirados passados 4 h, 5h e 24 h para a amostra contendo 0,1 mM de
citrato de sédio, a direita: imagem da solugao ap6s 24 h de fotoconverséo. (b) os espectros
foram retirados passados 4 h, 5 h e 24 h para a amostra contendo 0,3 mM de citrato de sédio, a
direita: imagem da solugédo apds 24 h de fotoconverséo.

Para a amostra de 0,1 mM de citrato de s6dio, o espectro de extingao
apresentou um comprimento de onda de pico de 395,8 nm (nanoparticulas com
dimensdes na faixa de 2 — 4 nm) e densidade Gtica de 0,68. Apds o periodo de
fotoconversdo a solugdo apresentou uma coloracdo esverdeada e com a analise do
espectro de extincdo é possivel observar o surgimento de duas bandas distintas a
banda de nanoparticulas esféricas, ja na 42 hora de acompanhamento, com picos em
473,1 e 622,1 nm, caracteristicos de diferentes vibracdes de nanoprismas de prata
(quadrupolo e dipolo, respectivamente), conforme Figura 8. Mesmo apos o periodo de
24 horas de fotoconverséo as bandas permanecem e a presenca da banda em torno
de 400 nm indica um processo de conversao incompleto, pois as nanoesferas ainda
estavam presentes em solucgéo.

Para a amostra de 0,3 mM de citrato de s6dio o comprimento de onda de pico
foi 398,3 nm (5 — 10 nm) e densidade otica de 0,71. Apos o periodo de fotoconverséo
a solucéo apresentou uma coloragéo azul e a partir da anélise do espectro de extingdo
ja na 42 hora de fotoconversao, é possivel observar o surgimento de duas bandas com
comprimento de onda de pico em 337,0 nm e 421,8 nm e uma banda larga com 3 picos:

523,0 nm, 598,5 nm e 818,2 nm. As pequenas bandas com picos em 337,0 nm e 421,8
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nm foram atribuidas as vibragfes de ressonancias plasmonicas quadrupolo e dipolo
de nanoprismas fora do plano. A banda larga foi atribuida & presenca de nanoprismas
em solucdo com grande variedade de tamanhos. ApOs o0 periodo de 24 horas de
fotoconversédo as bandas citadas permaneceram e o desaparecimento do pico em
398,3 nm indica um processo de conversédo completo.

Posteriormente foram realizadas as leituras de espectroscopia Raman para as
solugdes contendo aliquotas de 100 uL de rodamina 6G. A Figura 30 apresenta a
comparacao dos espectros obtidos antes (jA apresentados na Figura 28a) e ap0s o

processo de fotoconversao.

Figura 30 - Espectros Raman das solug¢des contendo 100 UL de R6G antes e ap6s o periodo de
24 horas de PISC
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Fonte: o autor, 2018.
(@) 0,1 mM e (b) 0,3 mM de citrato de sddio.

A banda em 1517 cm foi utilizada como referéncia para os calculos de
intensificacdo, realizados conforme a mesma metodologia apresentada no item
3.4.2.2.1.

Os valores constam na tabela 8.

Tabela 8 — Intensidade da banda na regido de 1517 cm™antes e apés a fotoconverséo.

CITRATO DE SODIO  INTENSIDADE (unidades arb.) RELACAO
(mM) (antes/apés)
Antes da PISC Apds a PISC
0,1 1442 5709 4,0
0,3 1824 3133 1,7

Fonte: o autor, 2019.

Os resultados mostram que o efeito de intensificacdo SERS foi mais eficiente
para a amostra com 0,1 mM de citrato de sddio, apesar da amostra ndo exibir o
processo total de conversdo de formato. A explicacdo para tal comportamento foi
baseada na fungcédo capeadora do sal, a qual diminui a interacdo das nanoparticulas
com o analito em solucdo. Essa hipdtese é sustentada pelo fato de que anterior ao
processo de PISC a intensificacdo de sinal da rodamina 6G ja era superior para a

amostra com 0,1 mM em relacdo a de 0,3 mM (Figura 28a).
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A leitura dos espectros também permite a observacdo de que ambas as
solucbes apresentaram um acréscimo no efeito SERS para as solugbes apds o
processo de fotoconversao, atribuido as interacdes quimicas e fisicas com os
nanoprismas em solucéo que possuem bordas afiadas as quais geram uma regiao de
intenso campo eletromagnético e banda de plasmon (LSPR) préxima ao comprimento
de onda do laser utilizado para as interrogacdes (638 nm).

Considerando os resultados apresentados foi definida a concentracdo de citrato
de sddio de 0,1 mM para os experimentos, com o objetivo de evitar a agregacdo das
nanoparticulas sem prejudicar a interagdo com o analito, mesmo com a desvantagem

de uma fotoconversao incompleta.

3.4.3 Utilizacdo de nanoparticulas de prata para SERS do glifosato

Apos a definicdo da metodologia de ablacdo e fotoconversdo, a molécula de

prova rodamina 6G foi substituida pelo analito de interesse, herbicida glifosato.

3.4.3.1 Defini¢do do pH da solugéo

Considerando o comportamento do herbicida em diferentes condi¢des de pH,
de acordo com o item 2.1, foram realizados testes de espectroscopia de extingcdo e
SERS para uma solucao contendo nanoparticulas esféricas de prata na presenca de
100 uL de solucdo 4 mM de glifosato, em diferentes condi¢cdes de pH (2, 4, 6, 8, 10 e
12), obtidos por acidificacdo com reagente acido acético e alcalinizacdo com reagente

hidroxido de sédio. Os resultados sdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31 - Espectros das solu¢8es contendo 100 pL de glifosato em diferentes condi¢des de

pH
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Fonte: o autor, 2019.
(a) espectro de extingdo (b) espectro SERS.
Nota: as setas roxas indicam o comportamento da banda de plasmon no espectro de

extin¢éo.

A partir da andlise do espectro de extingéo é possivel observar uma diminui¢do

na densidade Gtica da banda de plasmon das nanoesferas de prata, assim como o
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crescimento de uma nova e larga banda com pico em torno de 605 nm, atribuida a
interacao do glifosato com as nanoparticulas, em func¢éo da diminui¢cdo do pH do meio.

Para o espectro SERS a diminuigdo do pH resulta no aparecimento de uma
banda na regido de 1806 cm, observada também por Gées (2018) e Costa (2012) e
atribuida as vibracdes da ligacado C = O do grupo carboxilico presente na molécula do
herbicida (regides de 1680 — 1820 cm™). Deve ser notado mais uma vez que esta
banda néo é exclusiva do glifosato, e, portanto, ndo constitui uma assinatura espectral
do herbicida.

Conforme prevé a teoria, a interacéo do glifosato com as Ag NPs que possuem
cargas negativas (Figura 6) apresenta melhores resultados em pH acido, em virtude
da protonacéo apresentada pela molécula do herbicida em valores de pH inferiores
(Figura 2). Esse comportamento justifica o fato de que em pH basico as bandas de
interacdo para os dois espectros ndo aparecem, pois em pH elevado a molécula do
herbicida possui excesso de cargas negativas.

De acordo com os espectros apresentados, a melhor interacdo do herbicida
com as nanoparticulas ocorreu em pH =4 (cor vermelha), sendo mais intensa do quem
em pH = 2 (em preto). Tal fato foi atribuido ao processo redutivo de destruicdo das
nanoparticulas em pH muito acido, que pode ser observado no espectro de extingdo
para o valor de pH = 2, o qual apresenta a menor densidade 6tica das nanoparticulas
esféricas e uma pequena banda atribuida a interacédo, o que indica a diminuicdo de
nanoparticulas em solucéo. Além disso a colora¢ao da solucdo tornou-se acinzentada,

conforme mostra a Figura 32.

Figura 32 - Comparacéo da coloracdo da solucdo de Ag NPs + glifosato em diferentes pH
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Fonte: o autor, 2019.
(a) Ag NPs + 100 pL de glifosato, pH =2 e (b) Ag NPs + 100 puL de glifosato, pH = 4.
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Dessa forma o pH = 4 foi definido para utilizacdo nos experimentos.
3.4.3.2 Definicdo da aliquota de peréxido de hidrogénio para PISC

Conforme apresentado no item 3.4.1 a adi¢do de peréxido de hidrogénio em
excesso resulta na oxidagao total das nanoparticulas. Adicionalmente, considerando
as flutuacBes do laser utilizado na ablacdo da peca de prata, a concentracdo de
nanoparticulas pode variar, mesmo que em pequenos valores, para cada solucao
sintetizada, conforme apresentado no item 2.2.1.

A fim de estabelecer uma relagdo da concentracdo de nanoparticulas em
solucéo e da aliquota de peroxido de hidrogénio a ser adicionada no processo de
fotoconverséao, foi utilizado um espectro de extincdo em que a fotoconversao foi
eficiente, para uma dada concentracdo de peréxido de hidrogénio proporcional a
concentracao de citrato de sédio de 0,1 mM.

Foi verificada a area da banda em torno de 400 nm do espectro de extincao

das nanoparticulas de prata apds a ablacdo, conforme mostra a Figura 33.

Figura 33 - Determinacgao da area da banda de plasmon das nanoparticulas de prata
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De acordo com a teoria apresentada no item 2.2.3., a area da banda de
plasmon esté relacionada com a concentragdo de nanoparticulas em solucéo.

Para essa amostra contendo uma aliquota de 3 mL de solucédo de Ag NPs, a
aliqguota do reagente perdxido de hidrogénio adicionada foi de 0,7 uL e para a
determinacao empirica das aliquotas nos testes para o herbicida glifosato, mantendo
o volume constante da aliquota de Ag NPs de 3 mL, o mesmo tratamento de
determinacdo de &rea foi realizado para as bandas apresentadas nos espectros e

utilizou-se uma proporcao simples e direta, apresentada a seguir:

AREA ALIQUOTA
62,81648 (D.O. x nm) 0,7 uL

AREA DA BANDA
DE PLASMON

(xX) ALIQUOTA DE H202

3.4.3.3 Metodologia de anélises com o herbicida glifosato

Ap0s o periodo de 24 horas de PISC e leitura do espectro de extingdo, foram
transferidas aliquotas de 0,9 mL da solucéo a trés diferentes cubetas com capacidade
de 4,5 mL cada, para analises de espectroscopia.

Foi adicionada em todas as cubetas uma aliquota de 33 pL de solugéo tampéao
pH = 4 e realizada a leitura do espectro de extin¢cdo para a solugéo.

Posteriormente foram adicionadas diferentes aliquotas da solucdo 4 mM de
glifosato para cada cubeta: 20 uL, 50 uL e 75 pL. O volume das solucdes foi
completado com H20 deionizada em aliquotas de 180 uL, 150 puL e 125 pL, totalizando
1,133 mL de solucdo, com concentragbes de 15 mg/L, 30,1 mg/L e
44,6 mg/L, respectivamente.

A concentragéo da solugdo méae foi determinada de acordo com a equacéo (3):

Csol = —
SO_Vsol

(3)
na qual m é a massa de glifosato adicionada, e Vsol é o volume do baldo volumétrico

utilizado para a producédo da solucao.
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A concentragdo para cada amostra Cgli foi determinada conforme a equacgao

(4):
Csol * Vali
Vt

Cgli =

(4)

na qual Csol é a concentracéo da solucdo mée de glifosato, Vali é o volume da aliquota
retirada da solucdo mae, e V't é o volume total da amostra.

Apés agitacdo foram realizadas as leituras do espectro de extingdo para
verificacdo da interacdo das nanoparticulas com diferentes concentracdes do
herbicida e, por fim, as solu¢des foram transferidas para vials com capacidade de
5 mL e realizadas as leituras em espectrometro Raman, com tempo de integracao de
20000 ms e 5 médias, para a verificacdo do efeito SERS.

A mesma metodologia de analise foi realizada para a solu¢ao de nanoparticulas
de prata apds ablacdo para comparacao da interacédo do glifosato com nanoparticulas
sem fotoconversao (esféricas) e apos a fotoconverséao (hexagonos e prismas).

Utilizando um microscopio eletrdnico de transmissao foram obtidas imagens de
trés solucbes de nanoparticulas de prata, séo elas: amostra apos a ablagdo, amostra
apos a fotoconversdo e amostra apos a fotoconversdo contendo uma concentragcao
de 30,1 mg/L do herbicida.

O diagrama de andlises é apresentado na Figura 34.

Figura 34 - Diagrama de andlises realizadas para testes com o herbicida glifosato
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Fonte: o autor, 2019.
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3.4.3.4 Resultados para a amostra ap0s a ablacao (amostra A)

As imagens obtidas da primeira solucdo, a qual continha Ag NPs apés o

processo de ablacédo, é apresentada na Figura 35.

Figura 35 - Imagens por microscopia eletrénica de transmissao da solucdo de nanoparticulas
de prata apos ablagao.

. - @ . S

Odam s

Fonte: o autor, 2019.

(a) Regido isolada, magnificacdo de 50 kx (b) regido capturada com magnificagdo de 40 kx

Utilizando o software ImageJ® foi realizado o tratamento da imagem por
microscopia eletrbnica de transmissao (Figura 35 (a)) e analisada a distribuicéo de
tamanhos e contagem das nanoesferas.

A Figura 36 apresenta a analise das particulas ap6s o ajuste e o histograma

com a contagem e diametro das particulas.
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Figura 36 - Contagem e diametro das particulas esféricas em solucéo apés a ablacao
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Fonte: o autor, 2019.

@)

Histograma com a contagem e o didmetro das nanoesferas apds a ablacdo (amostra A) e

(b) tratamento da imagem TEM (Figura 35a) utilizando software ImageJ®.

A partir da observagdo das Figuras 35 e 36, concluiu-se que a solugao

apresentava uma distribuicdo heterogénea de tamanhos para as nanoesferas de

prata, nanoparticulas com diametros inferiores a 5 nm (sementes) e nanoparticulas

com diametros superiores a 5 nm, ambas essenciais para 0 processo de

fotoconversao, conforme apresentado no item 2.2.4.

A Figura 37 apresenta o espectro de extincdo da solugcdo contendo

nanoparticulas esféricas, caracterizadas pelo comprimento de onda de pico da banda

de plasmon préximo a 400 nm, e os espectros da mesma solu¢cdo com a adicao de

diferentes aliquotas de glifosato e em diferentes valores de pH.
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Figura 37 - Espectros de extin¢cdo e imagens de nanoparticulas esféricas na presenca de

glifosato

v ! v I v I
LSk — Ag NPs (esf) pH=7
— Ag NPs (esf) pH=4
—— Ag NPs (esf) pH=4 + 15,0 mg/L .
—— Ag NPs (esf) pH=4 + 30,1 mg/L
Ag NPs (esf) pH=4 + 44,6 mg/L |

auy
il

1,0

EXTINCAO (D.O.)

0,5 |

670,3 nm

0’0 M 1 2 1 M 1 M
200 400 600 800 1000
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Fonte: o autor, 2019.
() Ag NPs ap6s ablacao e (b) Ag NPs com a adicdo das aliquotas de glifosato, em ordem
crescente de concentracdo.

Nos espectros de extingdo contendo herbicida em solucdo € visivel o
aparecimento de uma nova banda de plasmon (proximo a 670 nm) e a diminui¢do da

banda caracteristica das nanoesferas com o aumento da concentracao de glifosato

em solucéo.
Utilizando o software OriginPro®, os espectros foram decompostos em trés

gaussianas para observacado do comportamento das bandas de plasmon, conforme

mostra a Figura 38.



Figura 38 - Espectros de extingcdo decompostos em gaussianas de solucao de Ag NPs
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Fonte: o autor, 2019.
(a) 15 mg/L, (b) 30,1 mg/L e (c) 44,6 mg/L.

A primeira gaussiana (vermelha), inicialmente com comprimento de onda em
399,8 nm, foi atribuida a ressonadncia de nanoesferas de menores diametros
(sementes e Ag NPs com diametro de até 10 nm), a segunda gaussiana (verde) com
comprimento de onda em 468,4 nm foi atribuida as nanoesferas de diametros
superiores a 10 nm e a terceira gaussiana (azul), referente a banda na regido de
670 nm do espectro (Figura 36) atribuida a aglomeracdo do analito com as
nanoparticulas esféricas em solucao, apds a decomposicéo apresentou um desvio no
comprimento de onda de pico para 637,5 nm.

A tabela 9 apresenta a amplitude das gaussianas em funcdo do aumento da

concentracéo de glifosato.

Tabela 9 — Amplitude das gaussianas para as diferentes concentracdes de glifosato em

solucdo.
CONCENTRACAO DE BANDA EM 399,1 nm | BANDA EM 468,4 BANDA EM 637,5
GLIFOSATO (mg/L) (D.O.) nm (D.O.) nm (D.O.)
15 0,45411 0,16079 0,11377
30,1 0,18844 0,11572 0,15283
44,6 0,17883 0,10455 0,17905

Fonte: o autor, 2019

Nota: amplitudes das gaussianas obtidas por software OriginPro®
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Com o aumento da concentracdo do herbicida, as amplitudes das bandas de
plasmon de nanoparticulas esféricas de diferentes tamanhos decrescem e a da banda
de plasmon com centro em 637,5 nm cresce. Os comportamentos dessas bandas de
plasmon sdo apresentados na Figura 39, assim como o deslocamento da banda LSPR

para a banda atribuida a aglomeracéo.

Figura 39 - Comportamento das bandas de plasmon para cada concentracdo de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.

atribuida a interagdo com o herbicida.
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E possivel observar também que a taxa de crescimento da banda inicialmente
em 637,5 nm é reduzida na concentracdo de 44,6 mg/L do analito, assim como é
reduzida a taxa de diminuicdo das bandas de plasmon das nanoparticulas esféricas,
tais comportamentos indicam a saturacao da solucao.

A andlise por espectroscopia Raman da interagdo do analito com as solucdes
é apresentada na Figura 40.

Figura 40 - Espectros Raman da solucéo contendo nanoparticulas esféricas na presenca de

glifosato

. I T : ;
—— Ag NPs (esf) pH =4 + 15,0 mg/L gli |
—— Ag NPs (esf) pH =4 + 30,1 mg/L gli

i —— Ag NPs (esf) pH =4 + 44,6 mg/L gli

5000 B

L 1806 em’ )

6000

4000 |- -

3000 |- -1

2000 «}

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

1000

X

0 | . L " B
1000 2000 3000 4000

DESVIO RAMAN (cm™)

Fonte: o autor, 2019.

Nota: a seta indica aregido de pico das bandas.

A amplitude do sinal Raman em unidades arbitrarias da banda em 1806 cm,
atribuida as ligagbes C = O, foi determinada realizando a relacdo entre as intensidades
das bandas do analito (AS) e de uma das bandas de vibracdo da agua (AA), a qual se
inicia na regido de 2857 cm™ e chega até 3667 cm! do espectro, com as variacdes
calculadas pela intensidade do pico até a base da banda espectral. Assim, a amplitude
do sinal Raman, denominada como amplitude relativa, pode ser expressa pela

equacao (5):
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(5)
Dessa forma, a amplitude relativa em fung¢ao da concentragéo do glifosato em
solucao é apresentada na Figura 41.

Figura 41 - Amplitude relativa da banda em 1806 cm™ para cada concentracao de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.

A taxa de crescimento da banda também foi reduzida na concentracdo de
44,6 mg/L, adequando-se ao comportamento observado nas leituras dos espectros de
extincao.

Considerando o deslocamento do comprimento de onda de pico da banda de
plasmon atribuida a interacdo apresentado na Figura 39b, as analises por
espectroscopia de extincdo nao foram utilizadas para deteccéo do glifosato, por ndo
ser uma assinatura do herbicida. Nesse sentido, a analise UV-Vis foi importante para
estudar e otimizar a interagdo das nanoparticulas com o analito, mas seu uso como
sensor colorimétrico é limitado.

Da mesma forma, apesar de demonstrar uma dependéncia com a concentracao
do herbicida, a banda na regido de 1806 cm™ ndo é considerada uma assinatura do
glifosato por estar relacionada as vibracdes de ligagdes C = O, presentes também na

solucéo tampéao de acido acético e no sal citrato de sédio.
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3.4.3.5 Resultados para a amostra apos a fotoconversédo (amostra B)

As imagens obtidas da segunda solucéo, a qual continha nanoparticulas de

prata apos o processo de fotoconversao, sdo apresentadas na Figura 42.

Figura 42 - Imagens por microscopia eletrénica de transmissédo da solu¢do de nanoparticulas
de prata ap6s fotoconversao (amostra B).
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Fonte: o autor, 2019.
(a) Regiéo isolada, magnificacdo de 50 kx (b) regido capturada com magnificacdo de 20 kx, (c)
regido capturada com magnificacdo de 40 kx e (d) regido capturada com magnificacdo de 100
kx.

E possivel observar uma distribuicdo de formato distintos de nanoparticulas,
sendo identificados os formatos: nanoesferas, nanohexagonos, nanoprismas de
bordas retas e nanoprismas de bordas afiadas.

Utilizando o software ImageJ® foi realizado o mesmo tratamento das imagens
obtidas por microscopia de transmissdo (Figura 36 (b)) para a amostra apés a

fotoconverséo. Foi analisada a distribuicdo das nanoesferas da imagem apresentada



90

na Figura 42a, com a esfericidade ajustada para o valor de 1, dessa forma a contagem
de particulas considerou apenas as esferas na imagem.

A Figura 43 apresenta a analise das particulas apos o ajuste e o histograma
com a contagem e diametro das particulas.

Figura 43 - Contagem e diametro das particulas esféricas em solucao apés a fotoconversao
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Fonte: o autor, 2019.
(a) Histograma com a contagem e o diametro das nanoesferas ap0s a fotoconversao (amostra

B) e (b) tratamento da imagem TEM (Figura 42a) utilizando software ImageJ®.

A comparagédo do histograma da amostra B com o hitograma apresentado na
Figura 36a, para a amostra apos a ablacéo, permite observar que a concentracao de
nanoparticulas sementes diminui apés a fotoconversdo e, por outro lado, a
concentracdo de nanoparticulas com maiores diametros aumenta.

Foram realizadas as leituras do espectro de extingdo da solugéo e realizado o
tratamento de decomposicdo em gaussianas. A fim de comparagdo o espectro de
extincdo da amostra A, sem fotoconverséo, também foi decomposto em gaussianas

(Figura 36, linha preta). O tratamento € apresentado na Figura 44.
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Figura 44 - Espectros de extincdo da amostra sem fotoconversédo (A) e da amostra apds a
fotoconverséo (B).
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Fonte: o autor, 2019.

(a) amostra (A) e (b) amostra (B).

E possivel observar que ap6s o periodo de PISC ocorreu o surgimento de uma
nova banda de plasmon composta por trés gaussianas distintas. A tabela 10 apresenta
uma comparacdo dos comprimentos de onda, amplitudes e areas das gaussianas

antes e apos o processo de fotoconversao.
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Tabela 10 - Comparacéo da area e amplitude das gaussianas antes e apds o processo de PISC.

COMPRIMENTO DE ONDA| AMPLITUDE AREA AMPLITUDE AREA
(nm) (D.0.) (D.O. x nm) (D.0.) (D.O. x nm)
SEM PISC COM PISC
399,05529 0,94725 58,30764 0,91055 56,04876
431,44782 0,30929 41,01187 0,49308 65,38165
549,18648 0,00000 0,00000 0,08032 7,14164
644,42419 0,00000 0,00000 0,09744 15,16760
743,95480 0,00000 0,00000 0,05612 12,11640

Fonte: o autor, 2019.

A primeira gaussiana (vermelha), com comprimento de onda em 399,1 nm, foi
atribuida a ressonancia de nanoesferas de menores diametros (sementes e Ag NPs
com diametro de até 10 nm) e a segunda gaussiana (verde) com comprimento de
onda em 431,4 nm foi atribuida as nanoesferas de diametros superiores a 10 nm, pois
para ambos 0s espectros essas bandas estao presentes.

As trés novas gaussianas na amostra apos a fotoconverséo foram atribuidas
as ressonancias de plasmon de nanohexagonos (azul escuro), nanoprismas com
bordas retas (azul claro) e nanoprismas com bordas afiadas (rosa) observados nas
imagens de microscopia de transmisséo (TEM), com comprimentos de onda préximos
aos descritos por Lee et al. (2010) e Langille, Personick, Mirkin (2013).

De acordo com a Tabela 10, a concentracdo de nanoesferas sementes diminui
e ocorre o crescimento das outras quatro bandas. Tal comportamento é adequado
considerando o processo de formagdo e crescimento de nanoestruturas com
diferentes formatos, apresentado no item 2.2.4, no qual as nanoestruturas crescem
em funcéo das reacdes de oxirreducdo das nanoparticulas sementes e do sal citrato
de sadio.

O comportamento das gaussianas concorda também com os histogramas
apresentados nas Figuras 36a e 44a, indicando uma diminuicdo na concentracéo de
nanoparticulas sementes e um aumento na concentracdo de nanoesferas com

diametro superior a 10 nm.
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3.4.3.6 Resultados para a amostra ap0s a fotoconversdo com posterior adicdo de

glifosato (amostra C)

Com o objetivo de visualizar a interacdo das nanoparticulas com o glifosato, a
terceira solugdo analisada por microscopia continha a solugéo apos a fotoconversao
com uma concentracdo de 30,1 mg/L do herbicida (amostra C), apresentada na Figura
45.

Figura 45 - Imagens por microscopia eletronica de transmisséo da solugcédo de nanoparticulas
de prata ap6s fotoconversao com posterior adi¢do de glifosato.
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Fonte: o autor, 2019.
(a) Regido isolada, magnificacdo de 50 kx (b) regido capturada com magnificacao de 40 kx, (c)
regido capturada com magnificacdo de 30 kx e (d) regido capturada com magnificacdo de 80
kx.

As imagens mostram a interacdo das nanoestruturas com a molécula do
herbicida, formando grandes aglomerados nos quais sao identificados os diferentes

formatos de nanoparticulas de prata.
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A Figura 46 apresenta os espectros de extingao e imagens da solu¢ao contendo
nanoparticulas apds o processo de fotoconversdo e com a posterior a adicdo de

diferentes concentracdes de glifosato e diferentes condi¢cGes de pH.

Figura 46 - Espectro de extingcdo de Ag NPs ap6s PISC e na presenca de glifosato
| ! I ! | !
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—— Ag NPs 24h PISC, pH= 4 + 44,6 mg/L
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Fonte: o autor, 2019.
Espectro completo com acompanhamento da amostra apds ablagao, fotoconverséo (a),

acidificacdo e adicado de glifosato (b).

Os espectros apresentam o surgimento uma nova banda de plasmon em torno
de 680 nm com a adi¢c&o do glifosato em solucdo. Os espectros foram decompostos

em gaussianas conforme mostra a Figura 47.
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Figura 47 - Espectros de extincdo decompostos em gaussianas de solucao de Ag NPs apos

PISC com a adigéo posterior de diferentes concentragdes de glifosato.
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Fonte: o autor, 2019.
(a) 15,0 mg/L, (b) 30,1 mg/L e (c) 44,6 mg/L.

Uma andlise adicional é feita para a gaussiana 3 (azul escuro), com
comprimento de onda inicialmente em 529,4 nm, a qual apresentou uma amplitude
dependente da concentracdo de analito em solugédo, assim como um desvio para o
vermelho, indicando um aumento na dimensdo das nanoparticulas. Tal
comportamento foi atribuido ao processo de aglomeracdo das nanoparticulas com a
adicdo do herbicida e mudanca no pH da solucédo, dessa forma, essa gaussiana foi

atribuida a interacdo. A analise desse comportamento € apresentada na Figura 48.



Figura 48: Amplitude e deslocamento da gaussiana 3 para cada concentracdo de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.
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Assim como para a amostra sem fotoconversao, o comportamento para a

concentracéo de 44,6 mg/L indica uma saturacao da solucgéo.

A andlise por espectroscopia Raman da interacdo das nanoestruturas com a

molécula do glifosato € apresentada na Figura 49.

Figura 49 - Espectros SERS da solucdo contendo nanoestruturas de prata na presenca de
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1000 2000
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Fonte: o autor, 2019.
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A leitura apresentou o surgimento de trés bandas em regides de assinatura da
molécula do glifosato, conforme descrito por Costa (2012), sendo elas: 725 cm™
(associada a vibragGes de estiramento de ligacdo C — P e de flexdo N - H), 935 cm™?
(associada a vibracdes do tipo balanco de ligacdo H — C — H) e 1375 cm™ (associada
a vibracdes de oscilacdes de ligacdo H — C — H e estiramento de ligagcdo C - C). A
amplitude dessa banda em relacdo a amplitude da banda da agua, conforme a
equacao (5), em funcéo da concentracdo do glifosato em solucéo € apresentada na

Figura 50.

Figura 50 - Amplitude relativa das bandas SERS para cada concentracdo de glifosato

adicionada
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CONCENTRACAO DE GLIFOSATO (mg/L)
Fonte: o autor, 2019.

As bandas mostram dependéncia com a concentracdo de analito em solucéo e
comportamento similar ao observado na analise de espectroscopia UV-Vis para a

gaussiana 3 (Figura 48).

3.5. CURVA DE CALIBRACAO

A curva de calibracdo foi determinada utilizando o software OriginPro®

utilizando-se uma curva logistica de crescimento, em virtude do comportamento
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esperado da curva de amplitude do sinal SERS em fungcdo do aumento na
concentragéo de analito, conforme os parametros:

A — 4,

y="""—"x_

—)p

1+ (3

+ A4,

(6)

Valor inicial: A1=0
Valor final: A2=1
Centro: x0=5

Alcance: p =3

(x1/x0) p=(p-1)/(p+1)

(0,A1)

Foram consideradas as regides de minimo como limite de deteccédo e as
regides de maximo como saturacdo da solucao.

Para a realizacao da curva contendo 7 pontos, foi transferida uma aliquota de
0,5 mL de solugdo de nanoparticulas de prata para uma cubeta de 2,5 mL de
capacidade. Foi adicionada uma aliquota de 18,5 uL de solug¢édo tampé&o pH 4 e as
aliguotas da solucédo mée de glifosato utilizadas foram de 3 uL, 5,5 uL, 8,5 uL, 11 L,
19,5 uL, 28 uL e 41,5 uL. O volume foi completado com H20 deionizada totalizando
0,629 mL de solugdo com concentragbes de glifosato de 3,2 mg/L, 5,4 mg/L, 9,1
mg/L,11,8 mg/L, 20,9 mg/L, 30,1 mg/L e 44,6 mg/L, respectivamente.

As incertezas relacionadas a concentracdo de glifosato foram avaliadas e
constam no Apéndice A.

As avaliagOes das incertezas relacionadas as amplitudes relativas das analises
Raman séo apresentadas nos Apéndices B e C.

A determinagéo do limite de deteccéo foi realizada segundo a equagéo (2)

apresentada no item 2.3.2.2 e os calculos constam no Apéndice B.
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3.5.1. Resultados das curvas de calibracao

3.5.1.1 Curvas de calibracdo amostra sem fotoconversao

A Figura 51 apresenta os espectros de extincdo para a amostra apdés o

processo de ablagéo e com as sete diferentes concentragdes de glifosato.

Figura 51 - Espectro de extingdo de NPs apds ablagcao e com diferentes concentracdes de

glifosato

T T T T T T
(@) ——— Ag NPs (esf), pH =7

15 —— Ag NPs (esf), pH =4 n
—— Ag NPs (esf), pH=4+ 3,2 mg/L
—— Ag NPs (esf), pH=4+ 59 mg/L |
—— Ag NPs (esf), pH =4+ 9,1 mg/L (b)
—— Ag NPs (esf), pH=4+ 11,8 mg/L
1,0 —— Ag NPs (esf), pH =4+ 20,9 mg/L
—— Ag NPs (esf), pH =4 + 30,6 mg/L
—— Ag NPs (esf), pH =4 + 44,6 mg/L

~

EXTINCAO (D.O.)

200 400 600 800 1000
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fonte: o autor, 2019.
(a) espectros de extin¢do e (b) as 7 cubetas em ordem crescente de concentracdo de glifosato.
Nota: as marcagdes nas cubetas sao referentes as aliquotas adicionadas de solugdo 4 mM de
glifosato, a quais resultam em solu¢des com concentragdes finais indicadas no gréafico de

extin¢éo.

As bandas de plasmon apresentam 0 mesmo comportamento ja observado na
Figura 36 para trés diferentes concentracoes de glifosato.
Os espectros foram decompostos em gaussianas, apresentadas na Figura 52.
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Figura 52 - Espectros de extincdo em gaussianas para diferentes concentracfes de glifosato.
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EXTINCAO (D.O.)
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Fonte: o autor, 2019.
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(a) 3,2 mgl/L, (b) 5,4 mgl/L, (c) 9,1 mg/L, (d) 11,8 mg/L, (e) 20,9 mg/L, (f) 30,1 mg/L e (g) 44,6 mg/L.

A amplitude e o comprimento de onda da terceira gaussiana, representada pela

cor azul escuro, foram analisados em funcdo do aumento da concentracdo de

glifosato, realizando o ajuste para a curva logistica de crescimento conforme a

equacao (6). Os resultados sao apresentados na Figura 53.

Figura 53: Curvas ajustadas do comportamento da gaussiana 3 em funcéo de diferentes
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I odel Logigtic (b) I odel
Equation ¥ = A2+ (ATAZNT + (uixO)p) Equation
Reduced 161112158 Reduced
Chi-Sqr Chi-Sar
Adj. R-3quare 09446 Adj. R-Square
Value Standard Error
A 142423723 | 397426 4366
AZ 143683136 | 70228 46386
x0 0.00143 319941
%’E‘ER‘O’;]IEE p 0.0963 1126723 || AMPLITUDE
- EC20 7.98928E-10 313509566 D& BAMDA
EC50 0.00143 319941
ECB0 2650.7812 1.42T7T28E6

Logistic ©
¥ = AZ+ (AT-AZN0T + (0¥ p)
452 39626

089114

Value Standard Error

Al -0.40243 22936
A2 1.65073 157.66943
x0 394698645 2.98915E6
p 01616 949942
ECZ20 0.74257 189.507
ECA0 394698645 2.98915E6
ECa0 209795E7 = 2.6458Z2E10

Fonte: o autor, 2019.

(a) Curvas logisticas ajustadas para o comprimento de onda e intensidade da gaussiana 3 em

funcéo da concentragdo de glifosato, (b) constantes ajustadas para o comprimento de onda e

(c) constantes ajustadas para a intensidade da banda.

A analise por espectroscopia Raman da interagdo das nanoesferas com a

molécula do glifosato e a curva logistica ajustada para a intensidade da banda na

regido de 1806 cm em funcdo da concentracédo de glifosato sdo apresentadas na

Figura 54.

Figura 54 - Espectros SERS e curva de calibrac&o das solu¢des contendo nanoesferas de prata
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E - T T I T T T T T T T .
~ (b)
<24} 1 .
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<
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5-’ i . . 1
< Model Logistic
> 1,6 - Equation y=A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p) i
= Reduced 0,01471
> Chi-Sqgr
< - d 1
] Adj. R-Square 0,96208
g Value Standard Error

1,2 - A1 0,37169 0,41325 |7
o) A2 223794 0,11827
% - x0 6,98751 161279 | T
— AMPLITUDE P 2,3736 1,02699
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< 1 A 1 . I L [ L I .
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CONCENTRACAO DE GLIFOSATO (mg/L)

Fonte: o autor, 2019.
(a) Espectro SERS e (b) curva logistica ajustada para intensidade da banda em 1806 cm™.
Nota: curva de calibracdo da analise Raman com barras de incerteza total para a banda na

regido de 1806 cm'do espectro, os calculos constam no Apéndice C.

As duas bandas analisadas mostram uma relacdo de crescimento com o
aumento do herbicida em solucdo e, considerando o comportamento da curva, as
concentracfes utilizadas estdo distantes da regido de minimo, citada no item 3.5,
regido considerada préxima ao limite de deteccéo da técnica.

Utilizou-se a equacdo (2) para verificacdo da relacdo sinal/ruido da
concentracdo de 3,2 mg/L, a qual apresentou um valor de 9,37 (calculo no Apéndice
B), relagdo distante do valor de 3, considerado limite de detecg&o (conforme o item
2.3.2.2.), coerente com 0 comportamento das curvas.

Dessa forma, com uma nova solucdo de nanoparticulas e seguindo a mesma
metodologia, foram testadas concentracbes menores de glifosato: 0,11 mg/L,
0,32 mg/L, 0,75 mg/L, 1,5 mg/L e 3,2 mg/L.

A leitura do espectro de extingdo é apresentada na Figura 55.
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Figura 55 - Espectro de extincao das NPs ap6s ablacdo e com concentracdes menores de

glifosato

— Ag NPs

LS ~——— AgNPs,pH=4

—— AgNPs,pH =4+ 0,11 mg/L gli
——— AgNPs,pH =4+ 0,32 mg/L gli 1
——— Ag NPs, pH =4+ 0,75 mg/L gli
1.0 F —— Ag NPs, pH =4 + 1,60 mg/L gli 1
——— Ag NPs, pH =4 + 3,20 mg/L gli
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200 400 600 800 1000
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fonte: o autor, 2019.

A comparacao com a Figura 51a permite a observacdo de uma diminuicdo no
crescimento da banda de plasmon associada a interacdo, demonstrando novamente
a dependéncia com a concentracao de glifosato em solucéo.

As nanoparticulas ap@s a ablacao (espectro em preto) apresentaram também
uma densidade 6tica inferior a apresentada pela primeira solugéo (Figura 49, espectro
em preto), ou seja, a nova solucdo continha uma menor concentracédo de Ag NPs. Tal
fato foi atribuido as flutuacdes na intensidade do laser pois, conforme citado no item
2.2.2., a concentracdo de Ag NPs em solucdo € dependente da fluéncia do laser
utilizado na ablacéo, o que diminui a reprodutibilidade dos testes.

Foi analisada a interacdo das nanoesferas sintentizadas com as menores
concentracdes de glifosato por espectroscopia Raman. As intensidades dos espectros

em funcéo das concentracoes, sdo apresentadas na Figura 56.
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Figura 56 - Espectros SERS das Ag NPs ap6s a ablacdo com a posterior adi¢do de

concentragcBes menores de glifosato

1 ' I ' I !
—— AgNPs,pH =4+ 0,11 mg/L gli _|
—— Ag NPs, pH =4 + 0,32 mg/L gli
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—— Ag NPs, pH =4 + 3,20 mg/L gli -
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Fonte: o autor, 2019.

As concentracdes menores revelam estar mais proximas da regido do limite de
deteccdo da técnica, quando comparadas com as intensidades dos espectros
apresentados na Figura 54a.

A equacao (2) foi entdo utilizada e a relacdo sinal/ruido para a amostra
contendo 0,11 mg/L de glifosato foi de 5,70 (calculo no Apéndice B), mais proxima,

porém ainda superior ao limite de deteccéo.

3.5.1.2 Curvas de calibracdo amostra apos a fotoconverséo

Apos o periodo de fotoconversao foram realizadas as leituras dos espectros de

extincdo e SERS para as sete concentragdes analisadas, apresentados na Figura 57.
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Figura 57 - Espectro de extin¢gdo e imagens das cubetas apds o processo de fotoconverséo e

com a adicao posterior de diferentes aliquotas de glifosato
T T T T T T T

(a) —— AgNPs
L5 AgNPs, 24h PISC, pH =7 7
—— Ag NPs (PISC) pH = 4
—— AgNPs (PISC)pH=4+32mg/L. | (b)
——— Ag NPs (PISC) pH =4 + 5,9 mg/L
—— Ag NPs (PISC) pH =4+ 9,1 mg/L
——— Ag NPs (PISC) pH =4+ 11,8 mg/L |
——— Ag NPs (PISC) pH = 4 + 20,9 mg/L
—— Ag NPs (PISC) pH = 4 + 30,6 mg/L 1
—— Ag NPs (PISC) pH =4 + 44,6 mg/L

EXTINCAO (D.O.)

0,5

200 400 600 800 1000
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fonte: o autor, 2019.
(a) espectros de extingdo para as solucgfes apds PISC e com adicdo posterior de glifosato e (b)
imagem das 7 cubetas em ordem crescente de concentracéo de glifosato.
Nota: as marcagdes nas cubetas sao referentes as aliquotas adicionadas de solugcédo 4 mM de
glifosato, a quais resultam em solu¢cdes com concentracdes finais indicadas no grafico de

extingao.

A curva logistica ajustada para o comprimento de onda e intensidade da banda
plasmon atribuida a interacdo, em funcdo da concentracdo, € apresentada na Figura
58.
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Figura 58 - Curvas ajustadas do comportamento da banda de plasmon associada a interacdo

das Ag NPs ap6s a PISC com adicao posterior de diferentes concentrac6es de glifosato em

solucéo
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Equation y = A2+ (A1-A2)(1 + (x/x0)"p) Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)p)
Reduced 3.28573 Reduced 0,08304
Chi-Sgr Chi-Sqr
Adj. R-Square = 0.99761 Adj. R-Square 0,90845
Value Standard Error Value Standard Error
At 519.87057 3.04732 A1 0,08181 0,08505
A2 645.0755 9.37899 A2 0,16353 0,03551
x0 20.16486 1.76361 x0 7,73853 10,8288
8%“&?&%?“ 1.78881 0.21974||AMPLITUDE  p 1,07103 1,81349
EC20 9.29018 0.6073 || DA BANDA EC20 2,12082 7,34785
EC50 20.16486 1.76361 EC50 7,73853 10,8288
EC80 43.76895 7.47304 EC80 28,23529 34 82312

Fonte: o autor, 2019.

(a) Curvas logisticas ajustadas para o comprimento de onda e intensidade da banda de

interacao das nanoparticulas apos a fotoconversao em funcao da concentragéo de glifosato,

(b) constantes ajustadas para o comprimento de onda e (c) constantes ajustadas para a

intensidade da banda.

Fonte: o autor, 2019.

A analise por espectroscopia Raman e a curva logistica ajustada para a

intensidade das bandas em 725, 935 e 1375 cm™ em funcdo do aumento da

concentracéo de glifosato sdo apresentadas na Figura 59 e 60.
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Figura 59 - Espectros SERS das solu¢cdes contendo nanoparticulas ap6s fotoconversdo com

adicdo posterior de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.

Figura 60 - Curvas logisticas ajustadas para as amplitudes relativas das bandas nas regifes de
725,935 e 1375 cm™ do espectro SERS
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WModel Logistic Model Logistic Model Logistic
Equation y= A2+ (AT-A2)/(1 + (x/x0Y'p) Equation y= A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p) Equation y = A2 +(AT-A2)/(1 + (x/x0)"p)
Reduced 1.05008E 4 Reduced 0.00399 Reduced 0.00499
Chi-sqr (b) Chi-Sqr (c) Chi-Sqr (d)
Adj. R-Square 0.91989 Adj. R-Square 0.75247 Adj. R-Square | 0.95977
Value Standard Emor Value Standard Erro Value Standard Error
Al 0.43877 0.01982 Al 0.59399 1.12067 A1 -9.70414 718.91758
A2 0 56977 002512 A2 5.03633 316.58715 A2 344122 2206984
X0 13.13384 3.10071 x0 2541.48479 451091.4977 X0 0.00465 1.80406
725 p 2 35717 1.44211 935 p 054201 484574 1375 p 022354 432727
EC20 7.29415 2.68969 EC20 196.92583 30478.97201 EC20 9.41995E-6 0.00479
EC350 13.13384 3.10071 EC50 2541.48479 451091 4977 EC50 0.00465 1.80406
EC80 2364876 11.45013 EC80 32799.8869  ©6.56794E6 EC80 229447 615.2886

Fonte: o autor, 2019.
(a) curvas logisticas ajustadas para a amplitude relativa das bandas nas regides de 725, 935 e
1375 cm™, (b) constantes ajustadas para a amplitude relativa da banda 725 cm, (c) constantes
ajustadas para a amplitude relativa da banda 935 cm™ e (d) constantes ajustadas para a

amplitude relativa da banda 1375 cm™2.

Os resultados das espectroscopias de extingdo e SERS demonstraram um
comportamento semelhante ao apresentado no item 3.5.3.1, para nanoparticulas sem
fotoconverséao, para as concentragdes utilizadas.

A equacdo (2) foi utilizada para verificacdo da relacdo sinal/ruido da
concentracédo de 3,2 mg/L, e apresentou os valores de 6,12, 9,18 e 13,08 para as
regides de 725, 935 e 1375 cm, respectivamente.

Assim, para a concentracdo de 3,2 mg/L, as razbes encontradas estao

relacionadas na tabela 11.

Tabela 11 - Relagdes entre aintensidade do sinal e do ruido para a amostra de 3,2 mg/L

RELACAO DAS

REGIAO DE PICO ( cm™1) INTENSIDADES

(2 % AS)/AN
1.806 9,37
725 6,12
935 9,18
1.375 13,08

Fonte: o autor, 2019.

As solugdes com concentragdes menores citadas no item 3.5.3.1. (0,11 mg/L,
0,32 mg/L, 0,75 mg/L, 1,5 mg/L e 3,2 mg/L) também foram testadas apds o processo
de fotoconverséo da solucéo coloidal.

A leitura do espectro de extincdo € apresentada na Figura 61.
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Figura 61 - Espectro de extincdo de nanoparticulas apés a fotoconversao com adicéo posterior

de concentragBes menores de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.

A analise por espectroscopia Raman da interagdo das nanoesferas com a

menores concentracdes de glifosato € apresentada na Figura 62.

Figura 62 - Espectros SERS das solu¢cdes contendo Ag NPs (ap6s a PISC) em solugdo com

concentracdes menores de glifosato
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Fonte: o autor, 2019.
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Utilizou-se novamente a equacao (2) e tabela 11 apresenta as relacbes
sinal/ruido para as bandas de interacdo antes e apo0s a fotoconversao para a

concentracdo de 0,11 mg/L de glifosato.

Tabela 12 - Relacdes das intensidades sinal/ruido para a amostra de 0,11 mg/L

RELACAO DAS

~ -1
REGIAO DE PICO ( cm™1) INTENSIDADES

(2 % AS)/AN
1.806 5,70
725 3,63
935 5,63
1.375 10,02

Fonte: o autor, 2019

Nota: os célculos constam no Apéndice B.

Considerando os dados apresentados na tabela, todas as relacdes estdo acima
do valor fixo do LOD de 3 (conforme apresentado no item 2.3.2.2.), e a banda em
725 cm™ apresentou a intensidade mais proxima do limite de deteccdo para essa
concentragdo. Ao considerar a banda em 1375 cm apresentada pelas nanoestruturas

hexagonais e prismaticas, essa relacdo € superior quando comparada a relacéo

apresentada pela banda em 1806 cm, das nanoesferas.
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4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi apresentado o desenvolvimento de uma metodologia
de sintese de nanoparticulas de prata e posterior fotoconversado de nanoesferas.

Foram analisados os parametros de concentracdo de citrato de sodio,
concentracdo de peroxido de hidrogénio, temperatura da sala, tempo de ablacao,
energia de pulso e frequéncia do laser. A comparacao das diferentes concentracdes
do agente estabilizante e redutor, citrato de sodio, permitiu a conclusdo de que
maiores concentragdes do sal resultam em um processo de fotoconversdo mais
eficiente, porém a intensificagdo de sinal Raman, testada com o analito rodamina 6G,
€ prejudicada devido ao processo de estabilizacdo das nanoparticulas em solucao.

A metodologia de ablacéo a laser foi entdo definida de modo a realizar a sintese
de nanoparticulas sementes que apresentem interagcdo com o analito: maior energia
de pulso (17 mJ), menor tempo de ablacdo (20 minutos), taxa de repeticdo do pulso
de 10 Hz, temperatura controlada a 22,0°C e menor concentracao de citrato de sédio
(0,2 mM).

Os resultados de espectroscopia Raman da rodamina 6G com nanoestruturas
de prata prismaticas e hexagonais, com concentracdo de 0,1 mM do sal, evidenciaram
uma intensificacdo de sinal superior quando comparada ao efeito SERS verificado
para nanoparticulas esféricas de mesma concentracdo. Tal comportamento foi
atribuido a concentracdo dos campos eletromagnéticos nas bordas afiadas de tais
estruturas e a sintonizacao das ressonancias plasmonicas, mais proximo da sintonia
para o bombeamento do laser utlizado nas interrogagoes.

Para o herbicida glifosato as nanoestruturas prismaticas e hexagonais também
apresentaram uma melhora na intensificacdo de sinal com uma relacao sinal/ruido de
10,02 para a menor concentracdo analisada de 0,11 mg/L. J4 para as nanoesferas
essa relacao foi de 5,70. Essa concentracdo € aproximadamente cinco vezes menor
do que o limite maximo de glifosato em amostras de agua permitido no Brasil
(0,5 mg/L).

Concluiu-se que para a faixa de concentracdes deste trabalho, a deteccéao &
facilitada pela maior relacdo sinal/ruido para os nanoprismas e nanohexagonos,
comparado com as nanoesferas, além disso, o espectro apresentou trés bandas em
regides de assinatura de vibragdes moleculares do herbicida, mostrando ser uma

metodologia adequada para sua deteccéao.
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5. CONTINUIDADE DO TRABALHO

Considerando os resultados apresentados nessa dissertacédo para a deteccéo
do glifosato em agua utilizando as técnicas de espectroscopia O6tica, novos
experimentos seréo realizados com o objetivo do desenvolvimento de um sensor para
o herbicida.

A metodologia de fotoconversdo, assim como as rotas para sintese de
nanoparticulas serdo estudadas mais amplamente, objetivando o desenvolvimento de
um processo de conversao mais eficiente e mais reprodutivo, e consequentemente
com uma maior intensificacao do efeito SERS e um limite de deteccao de valor inferior.

Além disso, a metodologia desenvolvida para deteccéo do herbicida pode ser

ampliada e adequada para outros contaminantes.
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APENDICE A — CALCULOS DE INCERTEZA NA CONCENTRACAO DE

GLIFOSATO:
Concentracao da solucao mae:
Csol = —
sot= Vsol

m (massa de glifosato adicionada) = 0,03380 g
Vsol (volume do baldo volumétrico) = 50 mL
Csol = 0,676 g/L

Csol = MMg;; * Mgy,

MMg; = 169,05 g/mol
M, = 4.10° mol/L

Incerteza na concentracao de glifosato da solucado méae (o y501)

— m \/ 2 )2
OMsol = (MMgli « Vsol) */ (om/m)* + (ov/V)

oy (incerteza no volume do baldo volumétrico de classe B) = 0,1.103L
o, (incerteza na massa de glifosato), calculada em relacdo a resolucéo da balanca
andlitica:

0,0001
O, =

o = 2,89.107g

003380
PMsol = 769,05 x 50. 10-3)

%1/(2,89.10-6,/0,03380)2 + (1.10~3/0,05)?

Omsor = 8,004939093. 107 mol /L

A concentracdo para cada amostra (Cgli) foi determinada conforme a
equacao:

Csol = Vali

Cqli =
gh Ve

Vali (volume da aliquota) = 3.10°%, 5.10%, 8,5.10%, 11.10¢, 19,5.10°%, 28.10° e
41,5.10°L.
Vt (volume total da amostra) = 0,629.103 L.

12 concentracéo:
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0,676 x 3.107°
0,629.10°3

Cgli =

Cgli =3,2.1073g

22 concentracao:
0,676 x5.107°

€9l =—1629.10-3

Cgli =5,4.10"3g

3?2 concentragéo:
0,676 % 8.5.107°

0,629.10°3

Cgli =

Cgli=9,1.1073g
42 concentracao:
0,676 x11.107°

0,629.10°3

Cgli =

Cgli = 11,8.10 3¢

52 concentragéo:
0,676 x 19,5.107°

0,629.10°3

Cgli =

Cgli =20,9.1073g
62 concentracao:
0,676 = 28.107°

0,629.1073

Cgli =

Cgli =30,1.1073g
72 concentracao:
0,676 x41,5.107°

0,629.1073

Cgli =

Cgli = 44,6.1073¢g

Incerteza na concentragdo de glifosato das amostras (g¢g4u):

0cgr = Cgli % (Omsor/M50D)? + (0ya/Vali)? + (ay:/Vt)?

o4 (incerteza no volume de cada aliquota adicionada), em relacdo a resolucdo da
micropipeta utilizada:
0,5.1073

O, = —
ali 2*\/§
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O = 0,144.1076 L

oy (incerteza no volume total da solucao), relativa as resolucdes de todas as pipetas
utilizadas para cada reagente adicionado, calculada por:

Oyt = \/(ans)z + (O-Vgli)2 + (GVégua)Z + (GVtam)Z

onps(resolucdo da micropipeta utilizada para a retirada da aliquota da solucédo de
nanoparticulas)
0,02

Onps = ———=
nps 2*\/§

Ovglir Ovagua® Oveam COM O Mesmo valor, considerando a resolucédo da micropipeta
utilizada para a retirada das aliquotas

0,5.1073
Oy gli» Ovigua€ Oveam = m
Logo:
_ 0,02 5 0,5.10°3 5 0,5.10°3 5 0,5.10°3 5
ve = (2*\/5) +(2*\/§) +(—2*\/§) +(—2*\/§)

Oyt = 5,8 10_6 L
Dessa forma, as incertezas foram calculadas para cada concentracao:

12 concentracéo (3,2 mg/L)

_3 8,004939093.10°° 5 0,144.10°° 5 58.107° 5
Gequ = 32107 [T Y e ' Geaa 10®)

ocgu = 1,565395884.107*g

22 concentracéo (5,4 mg/L)

3 8,004939093.10~° 5 0,144.10°° 5 58.10° 5
Pcou =S4T (s ) e g0 T Geze 100

ocgui = 1,63653993.107*g

3?2 concentragédo (9,1 mg/L)

. |8004939093.10-6  0,144.10° 5810 _
Ocgui = 911077+ I( 4.10-3 '+ (G106t Ge20.102
Ocqu = 1,764637541.107%g

42 concentracao (11,8 mg/L)
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L, |B004939093.10°6 01441076 58.10°
Icgri = 111077+ I( 4.10-3 Y+ (10"t Gez9.102

cgi = 1,904168375.107*g

52 concentragéo (20,9 mg/L)

L5, |B004939093.1076 0144106 5810
Icgui = 20,9.107%+ ( 4.10-3 Y+ (o5 106) + G629.102
Ocqu = 2,50420083.107%g

62 concentracao (30,1 mg/L)

L5, |8004939093.1076 014410 5810
Icgui = 30,1107+ ( 4.10-3 '+ (Sg10s "t Ge29.102
Ocqi = 3,234601759.10~%g

72 concentracédo (44,6 mg/L)

L, |8004939093.106 0144106 5810
Icgi = 44,6.107% % I( 4.10-3 '+ Qs 1060t Gez9.102
Ocqui = 448383259410 %g
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AMOSTRAS SEM PISC
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INCERTEZAS NA RAZAO DAS

F1(X) BY) G1(Y) l‘EL| AY) | D(Y) | ) l‘EL| E(yEr) I‘EL|
Concentragdo Desvio padrdo  INCERTEZA DA M
de glifosato do ruido INTEN SIDADE Delta § Delta A Delta S / Delta A INCERTEZA DA RAZAO
ma/L
SIGMAuev u v w
(sqrt{2)y*col(b) COL{A)ICOL{D) col{C)y*sgrt({col{G1)/col{A))* 2+(col{G1)icol(D))" 2}
32 53.97837 76.33694 862.51954 134763006 0.6401 0.06726
54 51.83886 7331122 1858.71558 1872.45671 0.99266 0.05517
91 50.50252 71.42135 1984.67723 1257.39626 15784 0.10613
11.8 47 57253 B7.27772 2148.19513 1118.2517 1.92103 0.1303
209 49 92546 7060527 1810.35452 92522865 1.95666 0.16769
301 51.02878 72.16559 2089.73481 968.77283 216747 017781
44 6 44 04529 6228945 2364.31805 1023.4154 231022 0.15322
3000 T

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

2500

2000

1500

1000

500

delta8 =983.410008 - 181,467106 = 801942902
deltaN =293,213248 - 109.160779 = 184052469

[ (2*801,942902)/184,052460 =8,714285729033062 T
delta A =1479.79031 - 132.160252 = 1347,630058

T T T

T ) T i deltas =983.410008 - 120.790468 = 86261954

| deltaN =293.213248 - 109.160779 = 184 052469
(2*862.61954)/184.052469 = 9.37362638694078 = calculo do LOD

—— Ag NPs+3.2mg/L gli

1000

500

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

1000

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

—— Ag NPs +3.2mg/L gli

2000 3000 4000
DESVIO RAMAN (cm™)

1000

2000
DESVIO RAMAN (cm™)

T T T T T T
1500 | 4S5 = 654,847593 - 118,499921 = 536.347672

AN = 398286522 - 210,321778 = 187,964744
AA= 119119527 - 136,864293 = 1054,330977
LOD =2%AS/AN = 5,7

1000 -

——pH 4, 0,11 mg/L

1000 2000 3000
DESVIO RAMAN (cm™)



AMOSTRAS COM PISC

a0 | B | cm & sm | v | omm | Ev | Bm | eim | ki |
Concentracio S0  \NCERTEZADA Deftas Deltas
de giosrio p?j[je:]o NTENSDADE 705 | Detasess  CRiis Deltas  DeltaS/A | Delta SIA Delta SIA
mail
sigmauev v 725 935 1375
(sqri(2)ycol(D)
32 43.02801 | 60.85079  505.00668 75834603 | 108056741 1141.11202 044335 066457 0.94694
5.9 5410302 | 7651322 | 4954364  843.06958 | 1304.21563 1084.28444 045692 077754 1.20284
9.1 4007502 | 5667463 | 4454417 79379357  1370.68669 962.93581 04636 | 0.8295  1.42337
118 5025889 | 71.07681 41449638 69262166  1248.87222 81553509 050825 | 0.84928 153135
209 3137854 | 4437506  366.16285 587.08088 11351864 67850222 053966 | 0.86650 1.67308
306 36.83042 | 520038 47351558 785.07145 | 1517.13250 875.35050 054094 | 089788 1.73321
4456 492374 | 6963219 | 570.43847| 108247026 2008.21597 999.72743 057059 | 1.08277 2.00876
DY) &) HIY) &, 1Y) &,
INCERTEZA DA RAZAD INCERTEZA DA RAZAD INCERTEZA DA RAZAD
725 935 1375
col(F1)*sqrt((col(CVecol(J1))2+{col(CVColE)'2)  col(G1)sqri((col(CYcol(1)2+(cal(CHcol(E)'2) | col(k1)sart((cal(C)icol(H1)2+{col(CVcolE)2)
0.05833 0.06403 0.07344
0.07758 0.08939 0.11038
0.06487 0.07647 0.10238
0.09776 0.11434 0.1594
0.07432 0.08654 0.12748
0.06767 0.07999 0.11909
0.08019 0.10266 0.15629

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

INTENSIDADE (UNIDADES ARB.)

2000

1000

-1000

[ delta 1375 = 1227.14029 - 146.572883 = 1080 567407

T T T T T T T T T T T T T T T T
delta § 725 = 652.479562 - 146.572883 = 505.90667%
delta S 935=904.919811 - 146.572883 = 758.346928

delta N =243 033791 - 77.8188316 = 165 2149594
delta A = 1427.24537 - 286.133346 = 1141.112024

——PISC, pH 4, 3.2 mg/L

2*505.906679/165 2149594 = 6,124223627657775
2*758.346928/165 2149594 = 9.180124254535271 cilculo do LOD
2*1080.567407/165.2149594 =13,08074536257762 .
1 1 1 1 1 1 1 1

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
DESVIO RAMAN (cm'™)

1500 |-

1000

500

-500

T T T T T T T T T T
delta § 725 =359,738961 - 62.7819446 = 296,9570164

delta § 935 =557.96943 - 62.7819446 = 495.1874854

delta § 1375 =993,299087 - 62,7819446 = 930,5171424

delta N =327.089236 - 128.858768 = 198.230468

delta A= 100651445 - 115.643403 = §90.871047

=3
=5

2%359,738961/198.230468 = 3,629502211536927
2%557,96943/198,230468 = 5,629502221626193 } cileulo do LOD
2%093,299087/198.230468 = 10,02165910237371

—PISC24h, pH 4, 0,11 mg/L

0 1000 2000 3000 4000
DESVIO RAMAN (cm-1)
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APENDICE C — CALCULOS DE INCERTEZA TOTAL DA ANALISE RAMAN

AMOSTRAS SEM PISC

I{yErs) =) L1(yErt) JixErt) KATY)
|NCER"TE1ADA SIGMA
INCERTEZA TOTAL DA INTEN SIDADE RAZAD DAS CDNCENTRA{;E)ES SENSIBILIDADE
INTENSIDADES
SQRT{(COL(L1))*2+({COL(K1}*COL(J})*2)
0.0631 0.05517 01637 018706
010792 010613 01765 01108
0.13088 0.1303 0.1904 0.06496
016772 016769 0.2504 0.01364
017782 07731 0.3235 0.00432
0.15322 0.15322 0.4434 0.00119
AMOSTRAS COM PISC
AQK) B(Y1) | cer) | DY1) | E(yEr=) | M(yErs) | J'1(yEr¢}| FY1) | K1(Y1) | L10¥1) | GeY1)
|NCERT~EZ‘\ SIGMA
CONCENTRAGAD | RELACAO DE DA RAZAD CONCE | SENSIBILID SENSIBILI Slgri%'E'L
DE GLIFOSATO | INTENSIDADE DAS NTRACO ADE725 |DADE 935 -
INTENSIDA ES 1375
DES
maiL UNIDADES ARB
BANDAEM | BANDAEM BANDAEM BANDAEM BANDAEM BANDAEM
725cm-1 | 935cm-1 1375cm-1 725cm-1 | 935cm-1 | 1375 cm-1
3.2 044335 | 066457 094694 005833 | 006403 007344 01565 000325 | 0.01907  0.13936
5.4 045602 | 077754 | 120284 007758 | 008933 011038 01637 000558 | 0.0148  0.07725
9.1 0.4636 0.8295 142337 006487 007647 010238 01765 000708 | 0.0114  0.04242
1.3 0.50825 | 084928 153135 | 0.09776 | 0.11434 01594 | 01904  0.00643 | 0.00997  0.0313
20.9 053966 | 0.86650 167308 | 0.07432 | 008654 012748 02504 000278 | 0.0074  0.01615
30.1 054004 | 089788 173321 0.06740 | 007999 011909 03235 000112 | 0.00608 0.01055
4456 057059 | 1.08277 | 200876 & 0.08019 010266 0.15620 04484 3.48409E-4  0.00488 0.00666
H(yEr+) I’EL‘ I(yErs) I’EL| J{yEr+) I’EL‘

INCERTEZA TOTAL DA INTENSIDADE | INCERTEZATOTAL DA INTEMSIDADE | INCERTEZATOTAL DA INTEMNSIDADE

SQRT((COLE)2+COLKAPCOLF)2) SART((COLI1 ) 2+COLLFCOL(F)2) SART((COLU1)2+(COLIGIFCOLF)2)

0.05833 0.0641 0.07661
0.07759 0.08042 01111
0.06488 0.07649 0.10265
0.09777 0.11436 0.15957
0.07432 0.08656 012754
0.06749 0.08001 011914

0.080189 010268 015632
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APENDICE D — PUBLICACAO RESULTANTE DESTE TRABALHO

TRABALHO EM ANAIS DE EVENTO

COSTA, L. C. S; MARTINS, V. H; FABRIS, J. L.; MULLER, M. “On the role of silver
nanoparticles shape for SERS of Rhodamine”. 2018 SBFoton International Optics
and Photonics Conference (SBFoton IOPC). IEEE Xplore. Campinas - SP, Brasil,
2018. DOI: 10.1109/SBFoton-10PC.2018.8610887.



