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RESUMO
Santos, D. P. Espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS) no regime de
deteccio de uma molécula. 2013. 222 p. Tese - Programa de Pés-Graduagdo em Quimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Nesta tese foi estudado o espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS)
em regime de deteccdo de uma molécula em eletrodo de prata ativado por ciclos de oxidag¢ao
e reducdo. Neste regime, de baixas concentragcdes, sdo observadas intensas flutuagdes de
intensidade SERS as quais foram controladas neste substrato pela aplicagdo de potencial ao
eletrodo, o que foi associado a alteracdes na concentracdo de moléculas adsorvidas na
superficie do eletrodo. Além da dependéncia com o potencial aplicado, foram estudadas
através de simulagdes Monte Carlo, a contribui¢do nestas flutuacdes da constante de adsorgao
das moléculas, do ntimero de "hot spots" (regides de altas intensificacdes SERS) e do tipo de
"hot spot" (em termos de eficiéncia para detec¢do de espectros de uma molécula). Através
destas simulacdes foram verificadas flutuacdes de intensidade muito semelhantes as
observadas experimentalmente.

Além das flutuacdes de intensidade foram também observadas flutuagdes de
intensidades relativas, como por exemplo, das relacdes de intensidades anti-Stokes/Stokes, as
quais foram interpretadas segundo um modelo de ressonéncia, através do qual foi possivel
estimar as energias de ressonancia nos "hot spots". Alguns dos resultados indicaram a
contribuicdo de ressondncias finas, as quais foram interpretadas como resultado de
interferéncias entre ressonancias de plasmon de superficie. Interferéncias como estas foram
demonstradas através de simulagdes pelo método DDA ("Discrete Dipole appoximation") em

modelos simples de "hot spots" formados por nanobastdes de Au.

Palavras-chave: SERS, uma molécula, flutuagdes, DDA, Monte Carlo, nanoparticulas.



ABSTRACT
Santos, D. P. Surface-enhanced Raman scattering at single-molecule detection regime.

2013. 222 p.. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

In this thesis it was studied surface-enhanced Raman scattering (SERS) at single-
molecule detection on Ag electrode activated by oxidation and reduction cycles. At this low
concentration limit it was observed strong SERS intensity fluctuations that were controlled by
the applied potential to the electrode and this control was associated to changes in surface
concentration of adsorbed molecules. Furthermore, it was studied through Monte Carlo
simulations the influence of adsorption constant, number of "hot spots" (regions of high SERS
enhancements) and type of "hot pot" (in terms of efficiency for single-molecule detection).
With such simulations, it was verified fluctuations of SERS intensities very similar to
experimental observations.

Besides absolute intensity fluctuations, we also observed fluctuations of relative
intensities as, for instance, the. anti-Stokes to Stokes intensity ratios. These fluctuations were
interpreted according to a resonance model, which made possible the estimative of resonance
energies at the SERS "hot spots". Some of these results indicated the existence of sharp
resonances that were interpreted as a result of interferences among surface plasmon
resonances, which were demonstrated through DDA (Discrete Dipole Approximation)

simulations in simple models of "hot spots" formed by Au nanorods.

Keywords: SERS, single-molecule, fluctuations, DDA, Monte Carlo, nanoparticles.
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Capitulo 1

Introducao

A composi¢do e as propriedades da matéria podem ser investigadas
experimentalmente através de perturbagdo no sistema em estudo. Uma maneira de se
investigar tais propriedades ¢ através do uso de radiacdo eletromagnética, a qual ao interagir
com a matéria pode levar a uma série de efeitos observaveis, dos quais a interpretacdo pode
levar a conclusdes importantes a cerca do sistema. Por exemplo, a absor¢do de radiacao
eletromagnética em determinados valores de energia revela o carater discreto dos niveis
energéticos da matéria. Dentre as técnicas espectroscopicas para investigacao de absor¢ao de
radiagdo eletromagnética por sistemas moleculares, podemos citar a Espectroscopia de
Absor¢ao no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), que prova niveis eletronicos moleculares; a
Espectroscopia de Absor¢ao no Infravermelho (IR), que prova os niveis vibracionais das
moléculas; a Espectroscopia Rotacional (microondas), que prova os niveis rotacionais; a
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que prova os spins nucleares dos
atomos, etc.

Diversas informagdes podem ser retiradas de cada uma destas técnicas acima.
Chamamos a atengdo, por exemplo, da espectroscopia IR, que permite mapear as vibragdes
moleculares, as quais sdo formadas por movimentos coordenados de dtomos na molécula. A
analise dos espectros IR (resultado da absor¢do de radiagdo no infravermelho em diferentes
energias) permite inferir sobre a estrutura e geometria molecular.

Além do efeito de absorcdo, outros fendmenos podem ser observados como resultado
da interacdo entre radiagdo eletromagnética e a matéria, que permitem, em diferentes esferas,
tracar especificas conclusdes sobre o sistema. Pode-se citar, por exemplo, o espalhamento de

radiacdo eletromagnética. Espalhamento ¢ provocado por heterogeneidades ou flutuacdes



23

observadas em diferentes escalas.[1] Por exemplo, se considerarmos a matéria em sua
constituicdo microscopica, a mesma ¢ formada por moléculas, atomos, elétrons, prétons, etc,
ou seja, elementos (ou particulas) discretas, as quais constituem obstaculos para a propagacao
da radiacdo eletromagnética e, portanto, heterogeneidades. Este espalhamento pode ser
elastico, onde a energia da radiagdo espalhada ¢ a mesma da radiagdo eletromagnética
utilizada para perturbar o sistema, ou inelastico, em que ha uma diferenga entre as energias
destas radiacdes. O espalhamento Rayleigh ¢ um espalhamento elastico, enquanto o
espalhamento Raman ¢ um espalhamento inelastico, que corresponde ao ponto mais
fundamental desta tese, o qual sera discutido abaixo.

Assim como a absorc¢do, o fenomeno de espalhamento deve ser tratado do ponto de
vista mais formal através da mecanica quantica. Porém, ¢ possivel através de modelos mais
simples (mecanica classica) obter importantes conclusdes sobre o fenomeno de espalhamento.
Como do ponto vista geral desta tese estamos interessados essencialmente no fendémeno de
espalhamento, a seguir apresentamos uma descricao cldssica deste fenomeno.

O campo elétrico da luz que incide sobre uma molécula interage com os elétrons da
mesma, provocando alteragdes na sua distribui¢do eletronica, devido a polarizagdo da

densidade eletronica. Esta polarizagdo pode ser visualizada através de um momento de dipolo
induzido ( P), que pode ser descrito em fungio do campo elétrico E da radiagdo incidente:
P=G.E
Eq.1

onde & corresponde ao tensor de polarizabilidade molecular ¢ estd associado a facilidade de

distor¢do da nuvem eletronica devido ao campo elétrico da radiagdo incidente. Este tensor ¢
de ordem 2 pois transforma o vetor campo elétrico £ no vetor momento de dipolo induzido

P . Uma representacdo do tensor de polarizabilidade é apresentada na Eq. 2.
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Px a"xx axy axz E X
Py = ayx ayy aﬂ Ey
})Z aZX zy aZ Z EZ

Eq.2

Na Eq. 2 os elementos a,, (p,6 = X, y ou z) da primeira linha do tensor, por exemplo,
transformam as componentes do vetor campo elétrico na componente x do momento de dipolo
induzido, P, = E, + 0 E, + o E, .

O vetor campo elétrico da radiacdo eletromagnética oscila no tempo e no espaco
(E(t,r)) e, portanto, o momento de dipolo induzido na molécula também apresenta um
comportamento oscilatorio. Como as dimensdes moleculares sdo tipicamente inferiores ao
comprimento de onda da luz, este comportamento oscilatério do momento de dipolo induzido
pode ser descrito apenas em fun¢ao do tempo:

B(t) = Re|Pexp(—iar)]
Eq.3
A Eq. 3 corresponde a uma descrigdo harmonica para o momento de dipolo induzido,

onde P ¢ o vetor amplitude do momento de dipolo induzido e pode ser descrito por:

Eq. 4
em que e ¢ a carga elementar do elétron e ¢ descreve a quantidade de carga da nuvem
eletronica oscilando na diregdo 7 .
Na Eq. 3 o ¢ a frequéncia do movimento oscilatorio de P(r), a qual apresenta o
mesmo valor que a frequéncia da radiagdo excitante, ou seja:
E = Re[EO exp(—i at)]

Eq.5
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Dipolos oscilantes sdo fontes de emissdo de radiacdo eletromagnética [2-3] e a
intensidade da radiacdo emitida por este dipolo (/,.4) € dependente da amplitude do mesmo e
pode ser escrita, considerando a Eq. 2, Eq. 3 e Eq. 5 como:
Ly =o' | PP="|E [ Y (&),
Eq. 6 -

onde (Q) oo corresponde aos elementos do tensor de polarizabilidade da Eq. 2. Na Eq. 6

consideramos o caso de uma onda plana polarizada em uma determinada dire¢do com
amplitude Ej.

Observa-se na Eq. 6 que a intensidade da radia¢do emitida (no sentido da mecanica
classica) pelo dipolo (radiacdo espalhada) ¢ proporcional a quarta poténcia da frequéncia de
oscilacdo (frequéncia da radiacdo espalhada) e ao quadrado do campo elétrico da radiacao
incidente. Além disso, observa-se uma dependéncia quadratica com os elementos do tensor de

polarizabilidade.

1 - O espalhamento Raman

O espalhamento descrito acima ¢ eldstico uma vez que as frequéncias da radiacdo
espalhada e incidentes sdo iguais. Porém ha a possibilidade de espalhamento inelastico como
¢ o caso do espalhamento Raman, em que as radiacdes espalhadas apresentam frequéncias
diferentes da frequéncia da radiacdo incidente. A origem para este espalhamento ineléstico ¢ a
presenga, assim como no caso do espalhamento elastico, de heterogeneidades ou flutuacdes.
Ha uma possibilidade de que existam flutuagdes na polarizabilidade molecular, sendo que a
existéncia destas flutuagdes de polarizabilidade ¢ que da origem ao espalhamento
inelastico.[4]

As diferengas entre a frequéncia da radiagdo incidente e as radiagdes espalhadas estdo
associadas a origem das flutuagdes de polarizabilidade. Estas flutuagdes podem ser

originadas, por exemplo, através de vibragdes moleculares. Neste caso, as diferengas de
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energia acima estdo associadas as frequéncias vibracionais da molécula e o espalhamento
ineldstico ¢ chamado espalhamento Raman vibracional. Deste ponto em diante na tese,
utilizaremos somente espalhamento Raman por simplicidade, mas sempre se referindo a
espalhamento Raman vibracional.

A frequéncia da radiagdo espalhada pode ser tanto maior (espalhamento Raman anti-
Stokes), quanto menor (espalhamento Raman Stokes) que a frequéncia da radiagdo incidente,
sendo que as frequéncias das radiagdes espalhadas anti-Stokes e Stokes sdo simétricas em
torno da frequéncia da radiagdo incidente (tipicamente de um laser), ou seja, apresentam a
mesma informagao em termos de frequéncia vibracional. As caracteristicas dos espalhamentos
anti-Stokes e Stokes serdo discutidas mais detalhadamente ao longo desta tese (Capitulo 3). A
seguir, apresentamos diferentes abordagens para o tratamento do espalhamento Raman: os

modelos classico e quantico.

1.1 - Descricdo Classica

Nosso ponto de partida nesta descricdo do espalhamento Raman do ponto de vista
classico ¢ o modelo de espalhamento segundo a formag¢do de um dipolo induzido P na
molécula devido a interagdo com o campo elétrico £ da radia¢do incidente, descrito acima.
Neste caso, o modelo descreve as alteracdes na polarizabilidade devido ao movimento
vibracional, descrito pelas coordenadas normais de vibragao, Q.

A dependéncia da polarizabilidade com a coordenada vibracional Q; do modo de
vibragdo j* pode ser escrita como uma expansio em série de Taylor:

o &
—_ (t - -
20, Q1)+ 20"

Q) =ar+

QX () +..

Eq.7

*
j corresponde a um dos 3N-6 graus de liberdade vibracionais, onde N ¢ niimero de atomos que constituem a
molécula.
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onde a derivada da polarizabilidade ¢ considerada na posi¢do de equilibrio da vibracao

molecular (sobescrito 0 nas derivadas parciais). O primeiro termo corresponde a

R = o
20, |

Eq. 8

polarizabilidade molecular e o termo

estd relacionado ao chamado tensor de polarizabilidade Raman. A Eq. 7 descreve a regra de
selecdo para o espalhamento Raman: deve haver variagdo da polarizabilidade com a
coordenada vibracional, ou seja, o tensor de polarizabilidade Raman deve apresentar
elementos diferentes de zero.

Desta forma, podemos reescrever a expressdo para o momento de dipolo induzido
incorporando-se a dependéncia na Eq. 7. Considerando-se uma aproximag¢ao harmonica para a
coordenada vibracional, ou seja:

: 1 . .
0,(t)=Re|Q" exp(—imy)|= Y [exp(i 1)+ explimy)]
Eq.9

0 \ . , N . .
onde (; corresponde a amplitude da coordenada normal e w; € a frequéncia vibracional do
modo j, podemos escrever para a expressao do momento de dipolo induzido:

P(t)=(Q))E(t)

e portanto, utilizando-se a Eq. 5, Eq. 7 e Eq. 9, temos que
P(t) = @Re|E, exp(—iax) |+ 1 R O’ lexp(—iw ) +expliot) [Re|E, exp(—icx)
2
ou

P(f)= &EO Relexp(—iax)]+ % R ijEO {Re[exp(— (0+ o, )t)]+ Re[exp(— i(w— a)j)t)]}
Eq. 10

O primeiro termo da Eq. 10 descreve o espalhamento Rayleigh (elastico), enquanto o

segundo e terceiro termos descrevem o espalhamento anti-Stokes (radia¢do espalhada com
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frequéncia w+w;) e Stokes (radiagdo espalhada com frequéncia w-w;). @ € w; apresentam os
mesmos significados apresentados acima. Como se pode notar, os dois espalhamentos
apresentam-se deslocados da frequéncia da radiagdo incidente pela frequéncia vibracional,
como discutido acima. A expressdo para a intensidade do espalhamento Rayleigh ¢
semelhante a Eq. 6, enquanto que as expressdes para as intensidades Raman (/zuman), NO
Stokes e anti-Stokes, podem ser escritas por:

Lpopan = (@2 @)" | Ey [P (8
0.0
Eq. 11

onde @, ¢ o tensor de polarizabilidade Raman (&, = (1/ 2)IA€jQJ°.) e (&), sdo os elementos

deste tensor. A expressdo acima descreve a dependéncia do espalhamento Raman com o

tensor de polarizabilidade Raman, com a intensidade da radiacdo incidente (relacionada a

| EO *) e com a frequéncia da radiagdo espalhada (w+ ;) onde o simbolo + se aplica para o

espalhamento anti-Stokes e o — para o Stokes.

O célculo das intensidades Raman depende, segundo a Eq. 11, do conhecimento do
tensor de polarizabilidade, cuja modelagem adequada ¢ realizada através de modelos
quanticos, o que constitui o tema da sessdo 1.2. Porém, podemos ainda utilizar o modelo
classico para a polarizabilidade & da molécula para antecipar algumas propriedades do
espalhamento Raman.

O modelo mais simples do ponto de vista cldssico para a polarizabilidade molecular ¢
a obtida considerando-se o problema de separa¢do de cargas em um movimento harmonico
(possivelmente com amortecimento) provocado por um campo elétrico oscilante, o qual gera
um par elétron-buraco que apresenta uma forca de restauracdo. A resolucao deste problema,
conhecida como modelo de Lorentz para a polarizabilidade molecular [2, 5], apresenta uma

dependéncia do tipo:
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2

. e

o(w)=—

m (f - & —iTw)
Eq. 12

onde m, I’ ¢ wy sdo a massa do elétron, a constante de amortecimento do movimento
oscilatério e wo corresponde a frequéncia natural do oscilador. A Eq. 12 descreve uma forte
dependéncia com a frequéncia da radiacdo incidente, ®, sendo que quando este valor se
aproxima da frequéncia natural do oscilador, ¢ atinge um valor maximo. Este modelo
simples descreve uma condigdo de ressonancia para &, e, portanto, para a intensidade da
radiagdo espalhada, a qual pode ser, por exemplo, uma ressonancia com uma transi¢ao
eletronica da molécula. Esta contribuicdo ressonante ¢ de extrema importancia para a

espectroscopia Raman em geral e, sobretudo, para alguns resultados apresentados nesta tese

(Capitulo 3).

1.2 - Descricdo qudntica e o espalhamento Raman ressonante

O modelo classico acima, apesar de mostrar a origem do espalhamento Raman e
predizer a correta dependéncia da intensidade com as frequéncias vibracionais, sofre de
algumas limita¢des. Por exemplo, a existéncia do espalhamento Raman requer a existéncia de
elementos ndo nulos no tensor de polarizabilidade Raman e, mais do que isso, requer a
existéncia de vibragdes moleculares. Do ponto de vista cldssico, uma molécula no estado
fundamental (ndo perturbada) ndo deveria apresentar vibragdes, o que indicaria a inexisténcia,
de acordo com este formalismo, do espalhamento Raman destas moléculas. Isto ndo estd de
acordo com a realidade e, de fato, a maior contribui¢do para as intensidades Raman no lado
Stokes ¢ devido a moléculas no estado vibracional fundamental do estado eletrdnico
fundamental. Do ponto de vista da mecanica quantica isto pode ser mais facilmente entendido,
através da existéncia de uma “energia do ponto zero”, em que a molécula, mesmo no estado
fundamental, encontra-se em movimento vibracional [5], o que justifica a existéncia do

espalhamento Raman de moléculas no estado vibracional fundamental.
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Desta forma, a modelagem mais adequada para ¢, deve ser obtida utilizando-se

resultados da mecanica quantica. Neste caso, o espalhamento pode ser entendido de forma
semelhante ao caso do modelo cléssico e, inclusive, a radiagdo eletromagnética pode ser
tratada do ponto de vista da mecanica classica e somente a molécula ¢ considerada do ponto
de vista da mecanica quantica, em que os estados moleculares sdo descritos por funcdes de
onda ¥ que sdo autoestados obtidos da resolu¢do da equagdo de Schrodinger para a molécula.
Pelo fato de que neste tratamento a radiacdo eletromagnética ¢ considerada em termos da
mecanica classica, o mesmo muitas vezes ¢ chamado ‘“semi-classico” em diversas
situagoes.[4]

A radiacdo eletromagnética provoca uma perturbacdo nas fung¢des de onda ¥ que
descrevem os estados moleculares. Esta perturbacdo pode ser descrita através da inclusdo na
equacdo de Schrodinger de um operador hamiltoniano de perturbagdo, que neste caso em

especial corresponde ao potencial elétrico provocado pelo campo elétrico da radiagdo
eletromagnética ( p.E, onde p é o operador momento de dipolo). Temos entdo dois conjuntos

de fungdes de onda que descrevem o sistema antes e apds a perturbacao, os quais sdo descritos
por PO o @) respectivamente. Os sobrescritos (0) e (1) correspondem as fungdes de onda
ndo perturbadas e perturbadas, respectivamente. O simbolo (1) se refere ao fato de que as
funcdes de onda perturbadas sdo obtidas através de correcdes de primeira ordem segundo a
teoria de perturbacdo. De acordo com esta descrigdo, podem ser calculadas diversas
propriedades referentes ao efeito da perturbagdo, como por exemplo, probabilidades de
transicdes entre estados moleculares induzidas pela radiacdo excitante, que estdo relacionadas
ao momento de transi¢ao de dipolo.[4]

De forma semelhante ao exposto na descrigdo classica, o efeito da radiacdo
eletromagnética pode ser entendido como sendo o de causar uma polarizacdo da densidade

eletronica molecular, levando a formacdo de um momento de dipolo induzido. Neste caso a
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radiagdo eletromagnética induz uma alteracdo no estado da molécula, inicialmente em um

estado W, a um estado final ‘P}O) apos o espalhamento. Esta alteracdo pode ser descrita em

termos do momento de dipolo de transi¢do (p)s, o qual faz o papel do momento de dipolo
induzido do tratamento classico. A expressdo para (p); segundo a teoria de perturbagdo de

primeira ordem, ou seja, (p"); é [4]:

¥)

(p(l))ﬁ o i Z <‘Pf f)p lPr><\P: ﬁp ‘Pz> 4 <1Pf‘ﬁp“yr><l}lr [A?p

E_ exp\—i(wtw,)t
2n 5y @, —w—il’ o, +w—ill o0 p( ( /’))

Eq. 13

onde, <‘I’a

p p“l’b> corresponde & componente p do momento de dipolo de transi¢do entre os

estados a e b da molécula. £, ¢ a componente ¢ (X,y ou z) da amplitude do campo elétrico da
radiagdo excitante. w; € a diferenca de energia entre os estados i e f'da molécula e, no caso
destes estados corresponderem a estados vibracionais, esta diferenga de energia corresponde a
frequéncia vibracional e o momento de dipolo de transi¢do acima pode ser interpretado como
uma fonte para o espalhamento de radiagdo com frequéncia o, = w+wy, ou seja, descreve o
espalhamento Raman anti-Stokes (+) e Stokes (-). Portanto, por analogia aos componentes
para os espalhamentos anti-Stokes e Stokes da Eq. 10, o tensor de polarizabilidade Raman

pode ser escrito como:

) o | (25, (2 5,%) (¥, [5,%. )(¥[5,%,)
@)y :%Z:‘f ;,[—w—il“p i ;)”.+a)—il“p

Eq. 14

A Eq. 14 ¢ conhecida como equacgdo de dispersdo de Kramers-Heisenberg-Dirac a

partir da qual as intensidades Raman podem ser calculadas através de:
) 4 2 ~N2
I(Cl)s, w) o< sEO Z(aR)O'p
o Xed

Eq. 15
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Na Eq. 14 a soma ¢ sobre todos os autoestados » da molécula e, portanto, o calculo da
intensidade necessita, em principio, do conhecimento de todos estes estados e suas respectivas
energias, o que nao ¢ possivel de ser feito. Porém, analisando-se o denominador da Eq. 14,
podemos considerar duas situagcdes que podem ser obtidas experimentalmente. A primeira (I)
corresponde ao caso da aproximacdo de que r apresenta energia maior que i € f, € que a

frequéncia da radiacdo excitante ® ¢ bem menor do que a frequéncia associada a uma
transi¢ao ‘l> %‘r> T, ou seja, @w<< @,;, onde esta transi¢do pode ser, por exemplo, entre os

estados eletronicos fundamental e primeiro excitado. Esta seria, por exemplo, a situagdo

Raman normal. Uma outra situacdo (II) seria, por exemplo, o caso em que w=®,, que

constitui, dentro das aproximagdes acima, uma condi¢do em que a radiacdo excitante estd em
ressonancia com uma transi¢cdo eletronica (permitida) da molécula, o que corresponde ao
chamado efeito Raman ressonante. Embora uma grande parte dos experimentos Raman seja
realizada na condi¢do de Raman normal, o efeito Raman ressonante ¢ sem duvida de extrema
importancia para o entendimento do efeito SERS (espalhamento Raman intensificado pela
superficie), que constitui o tema desta tese e, portanto, daremos enfoque a situacao II apenas.

A Eq. 14 pode ser lida como uma combinagdo linear de produtos de momentos de

dipolo de transicdo do tipo < f‘ﬁp‘r><r‘f7ﬂ‘i> onde o peso de cada produto estd no

denominador. Se considerarmos ‘r> o primeiro estado eletronico excitado e |l> e ‘ f > estados

vibracionais do estado eletronico fundamental, respectivamente, este primeiro estado
eletronico excitado domina na soma, o que permite reescrever a expressao da Eq. 14 levando-
se em consideragdo somente o primeiro e segundo estados eletronicos, o que simplifica o
problema. Além disso, percebemos que em relagio ao Raman normal, nesta condigdo de

ressonancia ha uma maior intensidade Raman se a transicdo eletronica ¢ permitida (os

" Neste caso utiliza-se ‘z> para designar ‘l}‘i>.
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momentos de dipolo de transicdo na somatdria ndo sdo nulos). Apesar desta simplificacdo, a

nova expressao para (d,),, ainda contém uma soma sobre todos os estados vibracionais dos

estados eletronicos fundamental e excitado. A andlise desta situacdo do ponto de vista
quantitativo ndo ¢ tdo simples e constitui o tema de capitulos inteiros de livros-texto. Como
este ndo corresponde o intuito desta introdugdo, discutimos apenas os aspectos qualitativos da
Eq. 14.

Este espalhamento Raman ressonante ¢ bastante importante, pois corresponde a um
mecanismo de intensificacdo do espalhamento Raman, o qual se comparado, por exemplo, a
emissdo de fluorescéncia ou a absor¢do no infravermelho, ¢ um efeito de baixa probabilidade
de ocorréncia. Esta probabilidade pode ser descrita pela chamada sec¢do de choque (o), que
descreve quio eficiente ¢ o processo para sua observacdo experimental. Na Tabela 1 sdo
apresentadas seccdes de choque para alguns dos processos mencionados até momento de
interagdo entre radiacdo eletromagnética e matéria, onde ¢ dada énfase para o caso dos

espalhamentos Raman e Raman ressonante.

Tabela 1: Comparacdo entre secgdes de choque (o) para diferentes processos de interacdo entre radiagdo
eletromagnética e matéria. Esta tabela é adaptada da referéncia [6].

Processo Sec¢io de choque (¢) / cm’
Absor¢do no UV-Vis 10
Absorgdo no IR 102!

Emissdo de fluorescéncia 107
Espalhamento Rayleigh 1072°
Espalhamento Raman 102

Espalhamento Raman ressonante 10

Na Tabela 1 observa-se, por exemplo, que o espalhamento Raman (normal) apresenta
seccdo de choque que ¢ ordens de grandeza menor que a de outras técnicas bastante
empregadas em espectroscopia molecular para a investigagdo de diversos problemas, como a

absorc¢ao no IR ou no UV-Vis, o que torna a espectroscopia Raman (normal) uma ferramenta
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com baixo poder para determinadas aplicacdes, como a analitica, devido ao baixo sinal
observado em determinadas condi¢cdes experimentais. Na condicdo ressonante, porém,
observa-se um aumento consideravel na sec¢ao de choque (tipicamente de 5 ordens de
grandeza), o que sem duvidas ¢ de grande interesse em determinados sistemas.

A intensificagdo Raman ressonante, porém, ndo ocorre da mesma maneira para o
espectro como um todo, mas observa-se que as bandas no espectro Raman, relacionadas ao
cromoéforo responsavel pela transicdo eletronica, sdo mais intensificadas que as demais, o que
possibilita, por exemplo, a utilizacdo da técnica Raman ressonante para identificacdo destes
cromoforos a partir da analise do espectro vibracional.

A espectroscopia Raman de acordo com o apresentado acima ¢ uma técnica vibronica
(vibracional + eletronica), pois permite o acesso a informagdes vibracionais e eletronicas da
espécie molecular em estudo, o que conduz a técnica a um elevado patamar de importancia
para uma ampla gama de aplicagdes, tanto para o caso da investigagdo de propriedades
moleculares, quanto como uma técnica auxiliar para investigacdo de diferentes processos.
Neste ponto, queremos ressaltar, por exemplo, a aplicacdo da espectroscopia Raman para o
estudo de processos eletroquimicos. Isto se baseia no estudo dos espectros Raman de espécies
moleculares adsorvidas em um eletrodo metalico para diferentes potenciais aplicados. Os
processos de oxidacdo e/ou redug¢do das moléculas podem, portanto, ser acompanhados por
mudangas nos espectros Raman referentes a determinados modos vibracionais.

Em um estudo como este, Fleishmann e col. [7] reportaram em 1974 um estudo sobre
o espalhamento Raman de piridina adsorvida em eletrodo de Ag. O enfoque destes autores
estava no estudo Raman espectroeletroquimico (espectroscopia Raman + eletroquimica) das
moléculas adsorvidas. Devido ao baixo sinal Raman que pode ser obtido de uma monocamada
de moléculas adsorvidas, os autores ajustaram as condigdes experimentais para que um maior

numero de moléculas pudessem ser excitadas pela radiacdo laser excitante, porém ainda na



35
condi¢cdo de monocamada, o que foi feito através do aumento da area superficial do eletrodo.
Este aumento da area foi realizado através de um procedimento eletroquimico de oxidagdo e
reducdo do eletrodo, o que gera uma rugosidade e, portanto, aumento da area superficial. Com
este procedimento os autores verificaram um enorme aumento das intensidades das bandas
nos espectros Raman coletados. Este aumento, foi em primeira instancia, interpretado como
sendo resultado direto do aumento da area do eletrodo e consequente aumento do nimero de
moléculas iluminadas pela radiacdo excitante. Porém, a intensificagdo observada estava muito
acima da esperada considerando-se o aumento da area superficial. Além disso, a continua
aplicagdo de ciclos de oxida¢ao e reducgdo levava em alguns casos a uma diminuic¢ao do sinal
observado, o que ndo pode ser explicado de acordo com esta interpretacdo. Neste ponto
Jeanmaire ¢ Van Duyne [8] e Albretch e Creighton [9], independentemente, demonstraram
que o aumento da area superficial ndo poderia explicar a intensificagdo observada e, uma vez
que ndo se esperava nenhum outro mecanismo de intensificagdo Raman além do efeito Raman
ressonante, os resultados foram interpretados a luz de um novo mecanismo de intensificagao,
o qual foi chamado de Espalhamento Raman Intensificado pela Superficie (SERS). A seguir

apresentamos uma discussao sobre o efeito SERS.

2 — O espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS)

Para guiar a discussdo do efeito SERS consideramos dois tipos de observacdes
experimentais. Uma delas (I) ¢ que a magnitude da intensificagdo SERS ¢ dependente do tipo
de metal utilizado como superficie metalica. Os resultados indicam que Ag, Au e Cu sdo os
melhores candidatos para observacao de intensifica¢des para radiagdes laser no visivel. Além
disso, hd uma dependéncia com fatores geométricos associados a superficie metalica, como
pode ser observado através da dependéncia da intensificagdo com a rugosidade, como
abordado acima, ou ainda o fato de que suspensdes de nanoparticulas coloidais de

determinadas geometrias e tamanhos podem levar a altissimas intensificagdes SERS. Esta
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contribuicdo para a intensificagdio SERS estd relacionada a superficie metdlica e a
discutiremos em detalhes na sessao 2.2, abaixo.
O outro aspecto (II) que ndo podemos esquecer ¢ que o sinal SERS observado ¢ obtido
de moléculas adsorvidas nesta superficie e, portanto, deve depender da interacdo entre a
molécula e a superficie, como por exemplo o tipo de adsor¢do (quimica ou fisica). De fato
este ¢ o caso e se observa diferentes intensificacdes SERS para diferentes moléculas
adsorvidas em um mesmo tipo de superficie metalica. Além disso, resultados na literatura
mostram, para o caso do eletrodo rugoso, a existéncia de um perfil de intensificagdo SERS
com o potencial aplicado para diferentes modos vibracionais em determinadas condi¢des
experimentais. Nestes casos, as intensidades SERS para algumas bandas, utilizando-se a
mesma radiacdo excitante, podem atingir valores maximos em determinados potenciais
aplicados e voltam a diminuir com a continua alteragdo do potencial. Estes perfis sdao
semelhantes ao perfil Raman ressonante (perfil de intensidades de uma banda em fun¢do do
comprimento de onda da radiagdo excitante), em que o maximo corresponde a ressonancia
entre a radiacdo excitante (laser) e uma transicdo eletronica na molécula. Este tipo de
observagdo no SERS sugere uma contribui¢ao que nao ¢ exclusiva do metal, mas que também
envolve os estados eletronicos da espécie molecular adsorvida. O mecanismo de

intensifica¢do relacionado a estes resultados ¢ discutido na sessdo 2.1.

2.1 - Mecanismo quimico de intensificacdo (CE)

O mecanismo quimico explica as observagdes experimentais apresentadas em (II)
acima. A ideia por traz de tal mecanismo ¢ de que, em relagdo a molécula livre, a adsor¢ao
molecular leva a alteragdes no tensor de polarizabilidade Raman (¢,). Desta forma, o
mecanismo CE de intensificacio SERS estd relacionado a alteracdes neste tensor de
polarizabilidade, que sdo resultado da forma¢do de um complexo entre a molécula e o metal.

Esta formagao de um complexo de superficie permite, portanto, a transferéncia de densidade
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de carga entre a molécula e o metal, o que corresponde ao motivo para as alteracdes no tensor

de polarizabilidade.
Este modelo de transferéncia de carga esta representado no esquema da Figura 1, onde

se considera que, com a adsor¢do molecular, o nivel de Fermi do metal (maior densidade de

estados/separacdo entre a banda de condugdo e valéncia no metal), designado por ‘F > , situa-
se entre os niveis eletronicos fundamental (HOMO ou ‘I > na figura) e primeiro excitado

(LUMO ou ‘K > na figura), como indicado a seguir:

Metal
A
- ——— LUMO,|K)
2 g |F) > |K) f———
o & 1) - |K) >
\ 2
11}
)= 1FI——— Homo,|/)

Densidade de
estados no Metal

Figura 1: Modelo de transferéncia de carga entre estados do metal e da molécula adsorvida.
Na Figura 1 a transigdo HOMO-LUMO representada por ‘[ > - ‘K > ¢ responsavel

pelo efeito Raman ressonante, discutido na sessdo 1.2, acima, e representado pela Eq. 14,
onde se observa a condicdo de ressonancia através do denominador da equacdo, ou seja,
quando a radiagdo excitante apresenta energia igual ou proxima a energia da transicdo

eletronica. Na Figura 1 também sdo apresentadas transicdes eletronicas associadas aos

processos de transferéncia de carga entre a superficie e a molécula: ‘] >—>‘F > para a

transferéncia de carga da molécula para o metal e ‘F > - ‘ K > para a transferéncia de carga do
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metal para a molécula. Estas transferéncias de carga ocorrem proéximo ao nivel de Fermi
devido a maior densidade de estados para esta energia, o que leva a uma maior probabilidade
de transi¢do (maior momento de dipolo de transi¢do). De forma semelhante ao caso do efeito
Raman ressonante, espera-se um aumento do tensor de polarizabilidade e, consequentemente
da intensidade SERS se a radiacdo excitante (laser) estd em ressondncia com estas
transferéncias de carga. Portanto, espera-se contribui¢des para o tensor de polarizabilidade da

molécula adsorvida (¢7},), contribuigdes ressonantes semelhantes a Eq. 14 envolvendo o nivel

de Fermi. Isto pode ser obtido em um formalismo semelhante ao de Albretch [4, 10] para o
efeito Raman ressonante, em que se considera através de teoria de perturbagdo corregcdes nas
fungdes de onda molecular devido ao movimento vibracional (acoplamento de Herzberg-
Teller). No caso do efeito Raman ressonante, este formalismo descreve os estados perturbados
através de uma combinagdo linear de todos os estados da molécula, sendo os coeficientes
desta combinacdo inversamente proporcionais a diferenca de energia entre o estado a ser
corrigido e todos os outros estados da molécula. Isto sugere que, por exemplo, estados
excitados de energias mais altas ndo contribuam de maneira significativa para esta correcao
como o primeiro estado eletronico excitado (LUMO) contribui.

No caso do SERS, esta corre¢do nos estados da molécula € realizada considerando-se
os estados do metal e, uma vez que estes estados do metal apresentam energias situadas entre
o HOMO e LUMO da molécula, o peso de estados do metal de energias mais elevadas nao
podem ser desconsiderados como no efeito Raman ressonante e, portanto, diferentes efeitos
podem ser observados, como por exemplo, a possibilidade de uma maior intensificagdo de
modos vibracionais nao-totalmente simétricos no SERS em relagio ao Raman
ressonante.[10-11]

A ressondncia com estes processos de transferéncia de carga pode ser modulada pela

escolha da radiacdo laser excitante, a exemplo do efeito Raman ressonante. Um fato
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interessante ¢ que a aplicag@o de potencial (em um experimento espectroeletroquimico), altera
a posicdo do nivel de Fermi no metal [12], como indicado na Figura 1, o que,
consequentemente, leva a alteragdes na condigdo de ressonancia para os processos de
transferéncia de carga considerando-se uma mesma radiagdo excitante. Portanto, medidas de
intensidade SERS em fungdo do potencial aplicado podem revelar valores maximos para um
determinado potencial aplicado, o que estd diretamente associado aos processos de

transferéncia de carga entre a molécula e o metal.

2.2 - Mecanismo eletromagnético de intensificacdo (EM)

Um outro mecanismo para a intensificacdio Raman de moléculas adsorvidas em
superficie diz respeito as propriedades do substrato metélico utilizado no experimento SERS.
A experiéncia indica a necessidade de utilizacdo de nanoparticulas de Ag, Au ou Cu para
obtencao de altas intensificacdes SERS. Este mecanismo, em principio, ndo estd associado as
caracteristicas da molécula investigada, como ¢ o caso do mecanismo CE. Em termos da Eq.
15 isto significa a influéncia do metal na intensificacdo dos elementos fora da somatoria, ou
seja, a intensificagdo do campo elétrico da radiagdo experimentada pela molécula. Em outras
palavras, a nanoestrutura metalica atua como uma "anfena" concentrando o campo na
superficie da nanoestrutura. Pelo fato de estar associado a intensificagdo do campo elétrico,
este mecanismo ¢ chamado eletromagnético (EM).

Este efeito de concentracdo do campo elétrico na superficie de nanoestruturas destes
metais esta relacionado as propriedades Opticas dos mesmos e ¢ um efeito de grande interesse
no campo de ciéncias dos materiais como um todo. A origem destas intensificagdes ¢ devido a
ressonancias na oscilagdo dos elétrons livres do metal, as quais sdo conhecidas como
ressonancias de plasmon de superficie.

Plasmon de superficie ¢ uma excitagdo coletiva da densidade de elétrons livres do

metal. Assim como no caso do dipolo induzido em moléculas devido & perturbacdo de um
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campo elétrico externo, estas excitacdes coletivas correspondem a resposta Optica dos metais
frente a perturbacdo. Embora o tratamento adequado deste sistema de muitos elétrons seria do
ponto de vista da mecanica quantica, o mesmo pode ser tratado do ponto de vista de resposta
optica, ou seja, através do eletromagnetismo classico e de fato este € o caso da maior parte dos
trabalhos tedricos para o estudo dos efeitos das ressonancias de plasmon de superficie.

A resposta Optica de materiais pode ser descrita através da fungdo dielétrica (g), a qual
descreve, do ponto de vista classico, as propriedades da matéria frente a absorcdo e
espalhamento de luz. Na realidade, pode-se mostrar que a func¢do dielétrica est4 relacionada a
polarizabilidade através da relagdo de Clausius-Mossotti, que sera discutida no Capitulo 4
desta tese. O campo elétrico experimentado por uma molécula na superficie do metal ¢ o
resultado da soma dos campos elétricos incidente e espalhado pelo metal. De forma
semelhante ao exposto anteriormente, a radia¢do espalhada pode ser interpretada como
resultado de uma fonte de dipolo oscilante. No caso dos metais considerados, a situagdo ¢ bem
mais complexa, pois ao invés de um tnico dipolo como fonte para emissdo desta radiacdo,

temos na realidade uma distribuicao de dipolos induzidos na superficie. Portanto, neste caso,
chamamos P(7,r) a polarizagdo dos elétrons nesta superficie metalica, a qual corresponde a
uma soma dos elementos desta distribui¢do. Nota-se que, além da dependéncia temporal
também observada no caso de um unico dipolo, hd uma dependéncia com a posi¢ao

¥ =(x,y,z), resultado do fato de se ter uma distribui¢do de polarizagdes no metal.

P@#t) = eo[e(# t) — 1]E, (7, t)
Eq. 16

onde €, ¢ a permissividade elétrica no vacuo. O fato de que os metais utilizados em SERS sao
Ag, Au e Cu, estd relacionado as propriedades Opticas destes materiais, ou seja, estd
relacionada as fungdes dielétricas €(F, t) destes metais. A seguir faremos uma breve discussio

sobre estas fungoes dielétricas.
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A exemplo do que foi feito acima para caso de fun¢des complexas, podemos escrever
£(r,t) como:

£(7,t)=Rele(F, w) exp(—iax))
Eq. 17

onde &(F,w) ¢ a fungdo dielétrica complexa, que depende da frequéncia da radiagdo
excitante. Em SERS, em geral, a dependéncia radial da fun¢do dielétrica ndo ¢ levada em
consideragdo (aproximagdo ndo-local), o que, para a maioria dos casos constitui uma boa

aproximacao.[13-17] Portanto, podemos escrever:

&(w)= 81(0)) +1E, (@)
Eq. 18

onde ¢ (w) ¢ &,(w) sdo as partes real ¢ imaginaria da fungdo dielétrica.

10 - 100
a b —— Ag (Palik) i

Au (Johnson e Christy)
Cu (Johnson e Christy)
—— Pt (Palik)
—— Ni (Palik)

-10 4
- 10
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304 —Au (Johnson e Christy)

—— Cu (Johnson e Christy)
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-404 — Ni (Palik) E
-50 y Y . ' v . v . ' . : ' . .
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Figura 2: a) Parte real da fun¢éo dielétrica () em fun¢do do comprimento de onda. b) mesmo que em (a) para
a parte imaginaria da fung@o dielétrica &;(®).

Na Figura 2 s3o apresentados valores experimentais (compilagdes de Palik [18] e
Johnson e Christy [19]) de € e &, para diferentes comprimentos de onda de excitacdo para Ag,
Au e Cu, metais que possibilitam intensificagdes SERS, comparados com Pt e Ni, que ndo
permitem a obtencdo do mesmo nivel de intensificagdo do espectro Raman. A primeira
caracteristica importante desta fun¢do dielétrica € que a sua parte real ¢ negativa para estes
metais na regido do visivel (regido em que as medidas SERS sdo realizadas), o que estd

relacionado a alta refletividade de metais[20] (materiais transparentes apresentam funcao
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dielétrica real e positiva). Portanto, esta parte real esta relacionada ao espalhamento. Observa-
se que Ag, Au e Cu apresentam valores semelhantes na regido do visivel para €;, o que indica
semelhantes respostas para estes metais em relagdo ao espalhamento. Da mesma maneira, Pt e
Ni apresentam valores semelhantes na regido do visivel e que ndo sdo tdo diferentes dos
valores para os demais metais discutidos (pelo menos na regido até 600 nm), o que mostra que
apenas a parte real da funcdo dielétrica ndo corresponde ao motivo para a observagdo de
espectros SERS intensos para alguns metais mas ndo para outros na regido do visivel.

A parte imaginaria das funcdes dielétricas estdo relacionadas a absor¢do. No caso dos
metais apresentados, Pt e Ni apresentam alta contribui¢do de absorcdo (devido a transi¢des
interbandas), as quais concorrem contra a excitacido de modos de plasmon de superficie. Esta
absorcao na regido do visivel € o que inviabiliza a utilizagdo destes metais para o efeito SERS.
No caso dos demais metais, a Ag apresenta valores apreciaveis apenas na regido abaixo de
300 nm, ndo apresentando contribui¢des de absor¢dao na regido do visivel, o que mostra o
motivo pelo qual substratos de Ag sdo os que permitem as maiores intensificagdes SERS.

Au e Cu apresentam absorc¢des na regido abaixo de 500 e 600 nm, respectivamente. Na
regido acima de 600 nm, porém, os valores de &, sdo semelhantes aos da Ag (especialmente
Au), justificando o fato de se utilizar estes metais em SERS. A presencga de contribui¢des de
absorcdo (interbanda) para o Au e Cu nas regides mencionadas faz com que as ressonancias
de plasmon de superficie para estes metais sejam deslocadas para o vermelho (maior
comprimento de onda) em relacdo a Ag, fato que ¢ observado experimentalmente.

Como mencionado, a superficie metdlica deve ter dimensdes em escala nanométrica
(até cerca de 100 nm) para se observar intensificagdes SERS na regido do visivel. Isto pode
ser observado através do calculo do campo elétrico na superficie de nanoparticulas de
diferentes geometrias e tamanhos, o que ¢ feito através da resolucdo das equagdes de

Maxwell. Estas equacdes apresentam solugdes exatas apenas para algumas geometrias e,
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portanto, para evitar complicacdes, discutimos o caso de esferas de raio a bastante inferior ao

comprimento de onda (A) da radiacdo eletromagnética, situagdo em que permite escrever para
o campo elétrico incidente EO(?, t)= Eo- Com isto, o problema pode ser tratado do ponto de

vista eletrostatico (resolucao da equagdo de LaPlace). Para o caso de uma excitagdo dipolar do

plasmon de superficie, o campo elétrico fora da nanoestrutura ( E(t) ) ¢ dado por[21]:

- = T 2 | g(w)—¢,+ig(w -
E(r):‘Eo‘T+ - (@) -&, ‘z( ) 35
7| |7 | (@) +2¢,+ig,(w)
Eq. 19
onde g ¢ a constante dielétrica do meio onde a nanoesfera se encontra, por exemplo, agua

(~1,777). Na Eq. 19 se observa uma condi¢do de ressonancia dada por g (w)=-2¢, 0 que

somente ¢ possivel pelo fato de que a parte real € negativa na regido do visivel. Este resultado
¢ valido no limite em que a << A. Isto ¢ vélido até valores da ordem de 12 nm, como
apresentado na Figura 3a, onde se observa uma banda no perfil da intensificagdo média do
campo elétrico local na superficie da nanoesfera de Ag em comprimento de onda da ordem

395 nm, onde o valor de &;(®) ~2&.
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Figura 3: Para nanoesferas de Ag sdo apresentados a) Média na superficie da amplitude do campo local
normalizado pela amplitude do campo elétrico da radiagdo incidente, onde se observa uma ressonancia para

comprimento de onda de 395 nm. b) Variagdo do comprimento de onda de ressonancia (ARessonincia) €m fungio
do raio da nanoesfera.

Para maiores valores de a a aproximagdo eletrostatica ndo descreve bem a realidade

das ressonancias de plasmon de superficie para as nanoesferas. Com o aumento do didmetro, a
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banda referente ao modo dipolar de excitacdo de plasmon de superficie desloca para o
vermelho, como apresentado na Figura 3, mostrando uma grande dependéncia da ressonancia
de plasmon com a geometria das nanoparticulas e que esta ressonancia estd na regido do
visivel para nanoesferas de raio até ~100 nm.

A intensificagdo do campo elétrico na superficie da nanoestrutura, como apresentado
na Figura 3a leva a uma intensificagdio do campo elétrico experimentado pela molécula,
levando a uma intensificagdo do sinal Raman. Além disso, como descrito por Le Ru e
Etchegoin [5], a radiacdo emitida pelo dipolo induzido na molécula ¢ modificada
(intensificada) se a mesma encontra-se adsorvida em uma determinada superficie. A
intensificacdo da radia¢do emitida no caso da molécula adsorvida em nanoestruturas de Ag
segue um perfil semelhante ao da ressonancia da Figura 3a. De fato, Kerker [22] demonstrou
que no caso de excitacdo com uma onda plana (condicdo experimental usualmente empregada

em medidas SERS) e de nanoparticulas de dimensdes inferiores ao comprimento de onda

desta radiacdo excitante, a intensificagdo do campo elétrico da radiagdo espalhada, E

espalhado?

em relagdo ao campo elétrico da radiacdo incidente, E, pode ser aproximada a intensificagdo

do campo elétrico local, E,ml, em relagdo a EO na frequéncia da radiag¢do espalhada (@, ).[5,

16, 20, 23-25] Neste caso, pode-se escrever para a intensificacio SERS (ou fator de

intensificagdo SERS do ponto de vista do mecanismo eletromagnético, EFgy):

@O F o @I | Epoy (@) P | E (@) P
|E(@)  |E(@) E(@)  |E(o)f
Eq. 20

EM

A Eq. 20 ¢ uma das equagdes mais importantes no tratamento eletromagnético do
efeito SERS e é conhecida como aproximagio E*, pois no caso de a frequéncia espalhada
estar muito proxima a frequéncia da radiacdo excitante, o fator de intensificacdao
eletromagnético poderia ser aproximado a quarta poténcia do fator de intensificagdo do campo

elétrico da radiagdo excitante.
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3 — Espectros SE(R)RS no regime de uma molécula

Embora os mecanismos para a intensificacdo do sinal de moléculas adsorvidas em
nanoestruturas metalicas foram apresentados separadamente nesta introducdo, as trés
contribuicdes podem ocorrer simultaneamente para determinadas condi¢cdes, como a
utilizagdo de corantes que apresentem bandas de absor¢do na frequéncia de excitagdo laser.
Neste caso temos o espalhamento Raman ressonante intensificado pela superficie (SERRS),
situacdo que permite altas intensificagdes no espectro Raman e a detec¢do do sinal de
moléculas em baixos niveis de concentracdo’. De acordo com Lombardi ¢ Birke, em um
esforco para unificar estas trés contribuicdes, a intensidade SERRS apresenta contribuigdes
multiplicativas dos fatores de intensificacdo devido a estes trés efeitos, o que pode ser descrito

por termos do tipo [26-27]:

A

(K|P|1)F|p|K)10A /00, )| F)ilo.] f)

(81 (a)) + 2‘90 + i82 (w))((a)éK - a)z ) + yl%“K X(wIzK - wz) + J/IZK )

SERRS
Eq. 21
onde <K ‘ f?‘[ > e <F ‘ ﬁ‘ K> sdo os momentos de dipolo de transi¢do para transigdes entre

estados eletronicos moleculares (contribui¢do Raman ressonante) e entre o nivel de Fermi no

metal e o primeiro estado eletronico excitado (transferéncia de carga metal-molécula),

respectivamente. <I |(8PI / 00, )O|F > corresponde ao acoplamento entre os estados eletronicos
‘I > e ‘F > que ocorre devido ao modo vibracional Oy (acoplamento de Herzberg-Teller). Os

estados |l> e ‘ f > sdo os estados vibracionais inicial e final ap6s o espalhamento. Os termos

no denominador correspondem as ressonancias de plasmon de superficie, de transferéncia de

carga e de transicdo entre 0 HOMO e LUMO da molécula, sendo que estas duas ultimas

t . . - . . ~

Embora a presenga do efeito Raman ressonante permita a obtengdo de elevados fatores de intensificagao, a sua
existéncia para uma dada condigdo experimental ndo € necessaria para a detecgdo de sinais de moléculas em
baixas concentragdes, ou até mesmo para a detec¢do de uma tinica molécula.
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correspondem a alteragdes no tensor de polarizabilidade Raman e serdo agrupadas nesta tese
como mecanismo CE.

A extensdo da intensificacdo obtida pelos mecanismos CE e EM ¢ fonte de intensa
discussdo na literatura. A variedade dos resultados apresentados mostram que na maioria dos
casos a contribui¢do EM ¢ superior a CE, principalmente quando as nanoparticulas metalicas
estdo separadas por distancias da ordem de 1-2 nm. Nestes casos, os modos de excitagdo de
plasmon de superficie das nanoparticulas individuais se acoplam de tal forma que na
frequéncia de ressonancia do sistema acoplado os fatores de intensifcacdes eletromagnéticos
podem atigir valores superiores a 10° na regido de separagdo entre as nanoparticulas, a qual é
chamada na literatura pelo termo "hot spot". Isto pode ser ser visualizado em uma simulagao
eletromagnética para um dimero de nanoesferas (¢ = 25 nm) separadas por 1 nm, apresentado

na Figura 4.

Fator de
Intensificagcao

Figura 4: Mapa dos fatores de intensificag@o (simulados pela Aproximagdo de Dipolos Discretos apresentada no
Capitulo 4 desta tese) nas imediagdes de um dimero de nanoesferas (a = 25 nm) separadas por uma distancia de
~1 nm.

. . ~ ~ 8 10
A intensifica¢do da sec¢do de choque Raman por fatores da ordem 10° a 10 vezes
leva a obtencdo de secgdes de choque comparaveis a sec¢ao de choque da espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia, como indicado na Tabela 1. A espectroscopia de fluorescéncia €

conhecida como uma técnica que atinge um limite de deteccdo de uma unica molécula. A
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presencga de "hot spots" como o da Figura 4 no sistema investigado eleva a técnica SERS ao
seleto grupo de técnicas espectroscopicas que permitem tal limite de detec¢do. Se comparada
a técnica de fluorescéncia, porém, existe uma vantagem que ¢ inerente ao SERS, que diz
respeito ao fato de que a técnica permite o acesso a informagdes mais detalhadas sobre a
estrutura molecular, ja que espectros vibracionais sdo assinaturas moleculares. O aumento na
seccdo de choque ndo ¢ o Unico fator responséavel pela deteccdo de espectros de uma tUnica
molécula por SERS. Outra caracteristica que deve ser mencionada ¢ o avango na
instrumentagdo e a utilizagdo de detectores CCD de alta performance.

Além do 6bvio interesse analitico de se obter espectros SERS de uma tinica molécula,
existem outros atrativos que estdo mais relacionados a interesses académicos. Pelo fato de que
a obtencdo de espectros SERS de uma unica molécula estd associada as maiores
intensificagdes SERS, a obtencdo destes espectros estd relacionada as caracteristicas mais
fundamentais da técnica e, portanto, o estudo de espectros SERS neste limite de detec¢ao
permite investigar estas caracteristicas. Por exemplo, pode se investigar as propriedades dos
"hot spots" quanto a condi¢ao de ressonancia e intensificacdo e a influéncia destes "hot spots"
nos espectros SERS observados. Além disso, a observagdo de espectros SERS neste limite de
deteccdo usualmente estd associada a intensas flutuacdes de intensidade, cuja origem e

contribuigdes ainda sdo temas de investigacdo na literatura.

Objetivos e organizacao da tese

Esta tese tem por objetivo investigar as flutuagdes de intensidades nos espectros SERS
em regime de observacdo de uma unica molécula e as contribui¢des por traz destas flutuagoes,
como por exemplo do potencial aplicado ao metal, concentra¢do, constante de adsorg¢do,
distribuicao de "hot spots" e tipo de "hot spot". No que diz respeito a influéncia do potencial

aplicado pode-se utilizar como substrato SERS o eletrodo de Ag ativado por ciclos de
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oxida¢do e reducdo, com o qual a possibilidade de aplicacdo de potencial ¢ direta. Este
substrato foi amplamente utilizado nos resultados apresentados nesta tese.

Para a interpretacdo dos resultados buscamos utilizar de métodos numéricos para a
simulagdo de "hot spots" e Monte Carlo para a simulagdo das flutuagdes de intensidade. Com
estes objetivos em mente, os resultados desta tese foram organizados em 4 capitulos. No
Capitulo 2 apresentamos resultados obtidos para verificar a possibilidade de detec¢dao de
espectros de uma unica molécula em eletrodo de Ag ativado por ciclos de oxidacao e reducao,
onde sdo estudadas flutagcdes de intensidades SERS em diferentes niveis de concentragcdo de
moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo e potenciais aplicados. No Capitulo 3
apresentamos resultados quanto as flutuacdes de intensidades relativas anti-Stokes/Stokes
obtidas para este substrato, um tema de bastante interesse e discussdo na literatura. No
Capitulo 4 sao discutidas simulagdes eletromagnéticas efetuadas pelos métodos DDA
(Aproximacao de Dipolo Discreto) e Teoria de Mie. Estas simulagdes foram realizadas com o
intuito de auxiliar as interpretagdes dos resultados observados no Capitulo 3. No Capitulo 5,
por sua vez, apresentamos resultados de simulagdes Monte Carlo para o auxilio do estudo das
flutuacdes de intensidades SERS (estudadas experimentalmente nos Capitulos 2 ¢ 3) em
diferentes condi¢des, como concentragdo, constante de adsor¢do e numero de "hot spots". Em
cada capitulo ¢ apresentada uma pequena introducdo (Motivagdo) com os elementos tedricos
mais importantes relacionados ao tema de investigacdo, seguida por uma descrigdo sobre os

procedimentos experimentais e/ou computacionais envolvidos nos resultados obtidos.
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Capitulo 2

Espectros SERS em regime de uma molécula em eletrodo ativado

eletroquimicamente

2.1 - Motivacao

O limite de detec¢dao de uma unica molécula esta associado a substratos SERS de alta
performance, ou seja, substratos que permitem a obtengdo de elevados fatores de
intensificacdo SERS. Estes fatores de intensificacdo, como j& descrito no Capitulo 1 desta
tese, correspondem a uma medida de quanto o sinal Raman de uma molécula adsorvida ¢
aumentado devido a presenca do metal (nanoestruturado). Porém, diferentes defini¢cdes de
fatores de intensificacdo sdo descritas na literatura. Citaremos aqui duas dessas definigdes,
que estdo relacionadas ao tema da tese e ao tema deste capitulo especificamente: o fator de
intensificacdo para uma tnica molécula (SMEF) e o fator de intensificagdo do ponto de vista
do substrato SERS (SSEF).

A definicdo SMEF descreve a intensificacdo do sinal Raman de uma tinica molécula
em uma dada posi¢cdo da superficie, com uma dada orientagdo em relacdo ao metal. Isto
significa que hd um elevado niimero de variaveis para tal defini¢do, dificultando seu uso
pratico do ponto de vista experimental [28], o que leva, ao invés de um Uinico nlimero para o
SMEF, a determinac¢do de uma distribui¢do de valores para esta grandeza, a partir da qual ¢
possivel se obter, por exemplo, o valor maximo de SMEF, ou seja, a melhor situagdo quanto o
"hot spot" onde se encontra a molécula, posi¢do da mesma em relagdo a este "hot spot" e
orientacdo com relacdo a superficie metalica.[29] De acordo com Le Ru e col.[28] SMEF

pode ser escrito como:
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~1
SMEF = dO-SERS . dO_Raman
dQ dQ

Eq. 22

onde Osgrs € ORraman coOrrespondem aos valores da seccdo de choque SERS e Raman,
respectivamente, e Q ¢ o angulo so6lido. A derivada de o com relagdo a Q (conhecida como
seccdo de choque diferencial [5]) descreve o perfil espacial do espalhamento, ou seja, quanto
sinal € possivel coletar com o detector posicionado em uma determinada regido do espaco em
relacdo a posicdo da molécula. Como o detector ndo corresponde a um ponto no espaco este
perfil de intensificagdo ndo poderia ser descrito por um tnico angulo 6 ou ¢ (em coordenadas
esféricas) em torno da molécula, mas pelo par (0,¢) = Q, justificando o uso do angulo so6lido
Q na definicdo acima. Embora este fator de intensificagdo seja a definicdo mais apropriada
para o tema desta tese, ou seja, estd relacionado a propria medida de espectros SERS de uma
unica molécula, na maioria dos experimentos SERS esta defini¢do acaba sendo pouco ttil do
ponto de vista pratico, devido as suas complica¢des experimentais.

O fator de intensificacdo SSEF, por sua vez, apresenta-se como uma op¢ao mais
pratica experimentalmente, j4 que o mesmo tem por objetivo comparar a performance de
diferentes substratos metalicos para aplicagdio em SERS. A defini¢do mais usual encontrada

na literatura [28] ¢

—1
SSEF = 1 SERS . 1 Raman
N N,

N

Eq. 23

onde Isgrs € Iraman S30 as intensidades obtidas em um experimento SERS e em um
experimento Raman normal, respectivamente. Ng e Ny correspondem ao numero de moléculas
na superficie e no volume investigados pelo laser, responséaveis pelos sinais Isgrs € Iraman,
respectivamente. Ny pode ser determinado pela concentragdo em solugdo (Cso) € pelo
conhecimento da geometria confocal do equipamento e abertura numérica das lentes

utilizadas. [28]. Um problema, porém, esta na determina¢do de Ns, que no caso do substrato
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SERS ser um eletrodo ativado envolve, na melhor das hipoteses, o conhecimento da area do
eletrodo iluminada pelo laser (assumindo-se monocamada de moléculas adsorvidas), Ay, 0
que ¢ feito através de medidas eletroquimicas, que envolvem a 4rea como um todo do eletrodo
(n2o somente a regido iluminada). Portanto, a determinacdo desta area envolve a aproximagao
de que a mesma ¢ aumentada por um fator de rugosidade que pode ser determinado por
medidas eletroquimicas (impedancia ou voltametria ciclica). Por outras palavras, a
determinagdo do nimero de moléculas na superficie (N;) envolve um numero muito grande de
aproximagdes que levam a uma variedade muito grande de valores na literatura, que tornam a
sua analise bastante complicada. Le Ru e col. [28] propdem uma definicdo mais apropriada
para este fator de intensificacdo levando em consideragdo a distribui¢do de "hot spots" na
superficie:

ssgr = Lsms . Colly
IRaman :‘uMluSAM
Eq. 24

onde Her € a altura efetiva do volume de espalhamento e py e ps sdo as densidades de
nanoestruturas responsaveis pela intensificagdo SERS e de moléculas na superficie do metal,
respectivamente. A defini¢do na Eq. 24, apesar de mais adequada, ainda apresenta uma grande
dificuldade na determinagdo de p € ps.

As duas defini¢des acima, SMEF e SSEF, estdo relacionadas a duas condig¢des
experimentais que serdo amplamente discutidas nesta tese, a comegar deste capitulo: a
condi¢do de observacdo de espectros de uma tinica molécula (regime de SERS de uma tnica
molécula) para o qual sdo observadas intensas flutuacdes (temporais e espaciais) de
intensidade, e a condicdo (ou regime) de SERS médio, para o qual ndo sdo observadas
grandes flutuagdes de intensidade. Desta forma, a utilizacdo de SSEF ¢ mais apropriada para o

caso de regime de SERS médio e ¢ neste contexto que entra a motivagdo para este capitulo.
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Estudos com diferentes substratos SERS indicam que o eletrodo ativado
eletroquimicamente, onde um eletrodo liso ¢ submetido a varios ciclos de oxidagdo e reducao
(procedimento que gera rugosidade em escala nanométrica) ndo ¢ um substrato de tdo alta
performance se comparado, por exemplo, com o coloide do metal em questdo.[30] Estas
medidas sdo baseadas nos valores de SSEF obtidos através da Eq. 23 e revelam valores da
ordem de 10°, indicando a impossibilidade de obtengio de espectros de uma unica molécula
com tal substrato, o que corresponde ao primeiro objetivo deste capitulo, ou seja, investigar a
possibilidade de obtencdo de espectros de uma unica molécula neste eletrodo.

A obtengdo de espectros de uma molécula no eletrodo ativado apresenta uma
vantagem muito importante sobre o coloide, que diz respeito a possibilidade de acompanhar
processos eletroquimicos no nivel de deteccdo de uma tUnica molécula através da técnica
SERS. H& muitos relatos na literatura de medidas espectroeletroquimicas (técnica
espectroscopica + técnica eletroquimica) no regime de uma tnica molécula obtidas utilizando-
se emissdo de fluorescéncia. A técnica SERS oferece uma vantagem muito grande sobre tais
medidas por permitir 0 acesso a um nimero de informag¢des muito maior sobre o analito
investigado (os espectros vibracionais sdo encarados como assinaturas da espécie molecular).
[5-6] Em um outro aspecto, a presenca de um ambiente eletroquimico (possibilidade de variar
o potencial do eletrodo) pode ser um elemento importante para o controle da dindmica de
flutuacdes de intensidade associadas ao limite de deteccdo de espectros de uma tUnica
molécula pela técnica SERS, o que torna a investigacdo ainda mais interessante em sua

esséncia.
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2.2 — Experimental e computacional

2.2.1 - Materiais

As moléculas utilizadas nos experimentos a serem discutidos neste capitulo foram a
Rodamina 6G (R6G) e o Vermelho do Congo (CR), cujas formulas estruturais sao

apresentadas na Figura 5.

0=Ss N
AN SN
o o

Figura 5: Formulas estruturas da Rodamina 6G (a) e do Vermelho do Congo (b).

O substrato SERS utilizado para as medidas foi um eletrodo de Ag ativado
eletroquimicamente por ciclos de oxidacdo e redu¢do em solucdo 0,1 M de KCI, que foi

utilizado como eletrolito suporte.

2.2.2 - Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato-galvanostato
EG&G modelo PAR-273A. Os eletrodos auxiliar e de referéncia foram um fio de platina e
Ag|AgClKClsa), respectivamente. O eletrodo de trabalho consistiu em um cilindro de Ag de
didmetro ~0,13 cm inserido em um cilindro de teflon, permitindo-se somente a area superior
do cilindro de Ag ser exposta. Ao eletrodo de trabalho (devidamente limpo) foram aplicados 3
ciclos de oxidagdo e reducao (ORC) utilizando solugdo de KCl 0,1 M. O intervalo de
potenciais foi ca. -0,3 V a ca. +0,2 V de tal modo que a densidade de corrente de oxidacao
estivesse no intervalo 60 a 100 mA.cm™. Este procedimento, bem descrito na literatura [31],

leva a um aumento da rugosidade superficial do eletrodo na escala nanométrica a
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micrométrica, ou seja, permite a obten¢do de nanoestruturas para a intensificagdo SERS. Este

procedimento de ativagao foi realizado na auséncia de R6G e CR.

2.2.3 - Medidas SERS

As medidas SERS foram realizadas utilizando-se como substrato o eletrodo de Ag
ativado por ciclos de oxidagdo e reducdao (Ag ORC). Apds a ativagdo do eletrodo solugdes
aquosas de R6G e CR foram adicionadas a solugcdo de ativagdo até que a concentracao
desejada fosse atingida (ver discussdo abaixo). O comprimento de onda de excitagdo foi 632,8
nm de um laser He-Ne (Coherent 31-2140-000), ou seja, fora de ressonancia com transigdes
eletronicas das moléculas, como pode ser visualizado na Figura 6, onde sdo apresentados

espectros de absor¢dao no UV-Vis para os corantes.
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Figura 6: Espectros eletronicos das moléculas R6G e CR

Os espectros SERS foram obtidos utilizando-se um microscopio confocal Renishaw
System 3000 equipado com uma lente de 50 x com abertura numérica NA = 0,5. A poténcia
da radiacdo laser na amostra foi ajustada para ca. 0,8 mW e o didmetro do laser na amostra
era de aproximadamente 2 pum. As concentracdes dos corantes utilizadas variaram no

intervalo 10 nM a 5 uM. Cada medida na realidade consistiu em uma sequéncia temporal de

milhares de espectros (tipicamente de 1000 a 3000) obtidos com tempo de aquisi¢do de 1 s.
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No limite de baixas concentragdes (10 nM) os espectros podem apresentar sinais muito

baixos e ndo podem ser observados constantemente em todas as posi¢cdes na superficie do
eletrodo. Desta forma, antes da cole¢do (temporal) dos espectros, a superficie foi mapeada a
procura de uma regido na qual caracteristicas espectrais das moléculas (identificadas e
caracterizadas no limite de altas concentracdes, 5 uM) pudessem ser observadas. Uma vez que
tal regido fosse encontrada, a posi¢do do laser permaneceu fixa sobre a mesma para a

obten¢ao dos espectros SERS com o tempo.

2.2.4 - Analise dos dados

O grande numero de espectros obtidos em cada experimento torna inviavel a analise de
cada espectro individualmente. Desta forma, utilizamos de ferramentas estatisticas para o
reconhecimento de padrdes no conjunto de espectros. Por exemplo, no limite de baixas
concentragdes existem, na sequéncia temporal, espectros com intensidades SERS apreciaveis,
mas também espectros com bandas de intensidades muito baixas, ou ainda espectros em que
nenhuma banda ¢ observada, apenas ruido (isto sera discutido mais a frente). Portanto, se faz
necessario, antes de qualquer andlise, reconhecer os espectros em que sdo observadas bandas
das moléculas e separa-los do conjunto de espectros com somente ruido. Diversas ferramentas
estatisticas podem ser utilizadas para o reconhecimento de padrdes em um conjunto de dados.
Uma dessas ferramentas ¢ a Andlise de Componentes Principais (PCA) [32-35], que, como o
proprio nome indica, ¢ uma ferramenta de andlise de dados multivariados que identifica as
caracteristicas mais importantes (que mais contribuem) para a variancia no conjunto de dados.

Brevemente, o conjunto de espectros obtidos ¢ arranjado em uma matriz M, sendo que

em cada linha desta matriz sdo dispostas as intensidades /" para cada nimero de onda w; no
J

espectro #, como apresentado a seguir. No PCA normalmente os dados sdo padronizados em

termos do valor médio, ou seja, efetua-se a subtragdo do valor médio de cada espectro para se

ter a comparacdo (medida de covaridncia) entre dados que apresentam média zero, ja que o
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fundo do espectro apresenta grande contribui¢do para a varidncia. Portanto, em M sdo

apresentados os valores de I — I, , onde I, ¢éa média das intensidades no espectro #:
J J J

_ 1 N
l= N2
Eq. 5
[ 7o, T coy ]
Itl 1 It, 2 y N
T, T T
M _ Itzl ]tzz . N
, T 1)
I[T‘ I,T2 ]trN
Eq. 26

A partir da matriz M ¢ calculada a matriz de covariancia C entre as colunas de M,
onde a covariancia (cov) entre as duas primeiras colunas da matriz M (coll e col2), por

exemplo, seria dada por:

T

cov(coll,col2) = (;ZIA"* Ve

T_l) = L
Eq. 27
cov(coll,coll)  cov(coll,col2) ... cov(coll,colN)
cov(col2,coll) cov(col2,col2) ... cov(col2,colN)

cov(colN,coll) cov(colN,col2) ... cov(colN,colN)
Eq. 28

onde se observa que C ¢ uma matriz quadrada de dimensdo NxN e simétrica, e que , portanto,

possui N autovetores f; (Nx1) e N autovalores @; ndo-nulos, ou seja:

foi :aifi

Eq. 29

Na formacdo da matriz M e na andlise acima estamos pensando que as intensidades
SERS formam um espago vetorial de N dimensdes (N valores de w;). Portanto, cada espectro
na matriz M corresponde a um vetor dentro deste espago vetorial. Os autovetores f;
correspondem a direcdes (vetores) em M, ou determinados padrdes (caracteristicas) dos

espectros com o tempo. Estes vetores formam uma base neste espago vetorial, que sao
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organizados pelos autovalores (covariancia), ou seja, de acordo com o quanto descrevem as
intensidades SERS em determinados ;.

Portanto, se colocdssemos os autovalores em ordem decrescente, isto significaria
colocar estes vetores (padrdes), ou caracteristicas dos espectros com o tempo, em ordem
decrescente de contribuicdo para intensidade SERS. Ou seja, estes autovetores seriam as
caracteristicas mais importantes no conjunto de dados de intensidades SERS, os quais sdo
conhecidos como componentes principais (PCs). Desta forma, a primeira componente
principal PC1 corresponde as caracteristicas espectrais que levam as maiores intensidades
SERS para determinados @; no conjunto de espectros. As demais componentes principais
levam a um grau cada vez menor de contribui¢ao para intensidades SERS até um certo ponto
em que as PCs descrevem apenas o ruido espectral.

A ideia por traz da aplicagdo do PCA nestes resultados experimentais ¢ de que, pelo
fato de que as PCs formam uma base neste espago vetorial, é possivel reconstruir cada vetor,
ou seja, cada espectro em M, através de uma combinacao linear de PCs.

A N —
[=3 xPC+1,

a=1

Eq. 30

onde PC® corresponde ao valor da a-ésima PC para o nimero de onda w; € y, 6 € o
coeficiente da combinagio linear, obtido através da multiplicagdo de M por PC, respeitando

a caracteristica de combinag¢ao linear na Eq. 30 € a ortogonalidade entre autovetores (os PCs)
Portanto, através de um numero apropriado de PCs nesta reconstrucao ¢ possivel, por
exemplo, eliminar o ruido dos espectros e, portanto, melhor identificar espectros de
intensidades comparaveis ao ruido. Além disso, durante a acumulacdo dos espectros ¢
possivel que exista algum grau de fotodegradacdo da espécie molecular em estudo, o que pode

ser identificado no conjunto de dados e eliminado através do PCA.



58

A andlise de componentes principais foi realizada no ambiente de programagao
estatistica R 2.7.0.[36] Em todas as andlises foram escolhidas as componentes principais que
descrevem as caracteristicas espectrais das moléculas R6G e CR observadas no SERS médio.
Estas componentes foram, entdo, utilizadas para reescrever os espectros através de uma
combinacdo linear levando-se em consideracdo somente estas componentes. Apds a analise
PCA, as intensidades SERS em fun¢do do tempo para determinadas bandas foram analisadas
através de histogramas de distribuicdo de intensidades normalizadas. Esta normalizac¢do foi

realizada pelo valor médio das intensidades para a banda em questao.

2.3 — Resultados e discussao

Os resultados neste capitulo estdo baseados em duas condigdes: influéncia da
concentragdo e do potencial aplicado na sequéncia temporal de espectros SERS de moléculas

adsorvidas, as quais serdo discutidas em detalhes.

2.3.1 - Influéncia da concentracdo na sequéncia temporal de espectros SERS de moléculas

adsorvidas

Na Figura 7 s@o apresentados espectros SERS em concentracdes 500 e 20 nM para a
molécula R6G, obtidos em potencial de circuito aberto (~ +0,04 V). Observa-se a
caracteristica de espectro bastante ruidoso neste limite inferior de concentragdes, porém onde

também se observa as assinaturas vibracionais da R6G.
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Figura 7: Espectros SERS de R6G em concentragdes 500 nM e 20 nM em eletrodo de Ag ORC em potencial de
circuito aberto (+0,04 V).
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Figura 8: Perfis de intensidade SERS com tempo para a banda em ca. 1500 cm-1 da R6G em potencial de
circuito aberto para as concentragdes 500 nM (a) e 20 nM (b).

O resultado da Figura 7 parece 6bvio ja que a diminui¢do na concentragdo leva a uma
diminui¢do no sinal. Mas o motivo para a comparagdo na Figura 7 ndo se limita apenas a

observagdo de um espectro em um baixo limite de concentragiao, mas estd também baseado na
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observagdo dos resultados na Figura 8, onde sdo apresentados os perfis de intensidade SERS
com o tempo para a banda em ca. 1500 cm™ demarcada por um retangulo na Figura 7 para as
duas condicdes de concentracdo: 500 nM (Figura 8a) e 20 nM (Figura 8b).

Os perfis temporais de intensidade na Figura 8 sdo muito distintos entre si. Para a
concentragdo 500 nM a intensidade SERS para a banda em 1500 cm™ apresenta variagdes de
intensidade, mas que se limitam a um determinado intervalo de intensidades em torno de um
valor médio. O fato interessante ¢ que a flutuacdo de intensidade neste caso ndo ¢ tdo drastica
como na Figura 8b, em que a flutuacdo ¢ tdo grande que sdo observados na sequéncia
temporal um numero muito grande de eventos nulos e um niimero consideravelmente menor
de eventos nao-nulos. Destes eventos em que se observa uma intensidade SERS diferente de
zero para a banda em ca. 1500 cm™ ha uma enorme variagio de intensidades. Observamos
espectros com baixa relagdo sinal ruido como ¢ o caso do apresentado na Figura 7, como
também eventos com intensidades bastante elevadas. Esta enorme flutuagdo de intensidade
em que o sinal aparece e desaparece com o tempo ¢ conhecida na literatura como "blinking" e
¢ um fendmeno bastante conhecido para a espectroscopia de fluorescéncia, o que esta
normalmente associado ao poder desta técnica na deteccdo de espectros de uma Unica
molécula. [37-40]

Observagdes como na Figura 8b para o SERS ndo ¢ uma novidade em si e os primeiros
relatos destas flutuacdes, devido a semelhanca com os resultados para a espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia, associaram este "blinking" a um regime de observacdo de uma
unica molécula pela técnica SERS. [41-42] Embora este argumento tenha sido muito debatido
na literatura, ¢ aceito que a técnica SERS ¢ capaz de deteccdo de espectros de uma unica
molécula. Os objetivos deste capitulo sdo, entdo, verificar se de fato estas flutuacdes
observadas para o eletrodo de Ag ORC podem ser associadas a um regime de deteccdo de

uma Unica molécula e, considerando-se que este ¢ o caso, quais seriam as condi¢des
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eletroquimicas que afetam estas flutuacdes. A origem e as contribui¢des para estas flutuagdes
de intensidade sdo tema do Capitulo 5 desta tese e deixaremos por ora esta discussdo de lado.
Isto se deve ao fato de que os resultados do Capitulo 5 dependem das simulagdes
computacionais que sdo discutidas no Capitulo 4.

As intensidades SERS de cada espectro foram medidas ap6s o tratamento dos
espectros por PCA, ou seja, ap6s eliminagdo de ruido e de possiveis espectros de produtos de
decomposicdo. Os resultados da analise PCA estdo apresentados na Figura 9 (PCs) e Figura

10 (coeficientes da combinacao linear (a) e reconstru¢do do espectro sem ruido - b).
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Figura 9: Componentes principais PC1 a PC4 para a sequéncia temporal de espectros de R6G em concentragdo
20 nM.

Na Figura 9 sdo apresentadas as 4 primeiras componentes principais: PC1 (em preto),
PC2 (em vermelho), PC3 (em azul) e PC4(em verde). Estas componentes estdo organizadas
em ordem decrescente de varidncia. Nota-se que as 2 primeiras componentes principais
apresentam perfeita correlacdo com o espectro SERS da R6G na Figura 7. As componentes

PC3 e PC4 apresentam variacdes que ocorrem nas regides onde sdo observadas as bandas da
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R6G e, portanto, também descrevem as caracteristicas espectrais desta molécula, nao
contribuindo, assim, com novas informacgdes espectrais que ja ndo possam ser descritas pela
PC1 e PC2. Estes resultados indicam a possibilidade de descrever os espectros obtidos
somente através das componentes PC1 e PC2. Neste caso poderia ndo haver uma perfeita
descri¢do dos espectros, sobretudo os de maior intensidade, o que necessitaria da inclusao de
PC3 e PC4, por exemplo. Os espectros de menor intensidade muitas vezes, apos o PCA,
apresentam bandas de baixa intensidade onde somente ruido era observado. Para evitar a
inclusdo de tais efeitos em andlises como na Figura 8b, as intensidade SERS foram
computadas somente quando o valor estimado (altura da banda) era maior que duas vezes o
desvio do ruido. [32]

No caso dos experimentos acima, a PC1 e a PC2 mostraram ser perfeitamente capazes
de descrever as principais caracteristicas dos espectros SERS sem o ruido experimental, como
pode ser visualizado na Figura 10b. Na Figura 10a sdo apresentados os coeficientes da
combinacdo linear em termos de PC1 (eixo x) e PC2 (eixo y) para cada um dos espectros

(numerados no grafico).
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Figura 10: a) Coeficientes da combinacdo linear das componentes principais PC1 ¢ PC2 (comp.1 e comp.2,
respectivamente) para cada espectro da sequéncia temporal. b) Exemplo da reconstru¢do de um espectro original
através da combinagdo linear das componentes principais PC1 e PC2.

Na Figura 10a observa-se que grande parte dos espectros estdo agrupados em um

determinado intervalo de valores para os coeficientes de combinagdo linear para as
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componentes PC1 e PC2 (indicado na figura). Uma inspecao destes espectros revelou que os
mesmos ndo correspondem a espectros da R6G, possivelmente originados por meio de
fotodecomposicao. Estes resultados mostram uma caracteristica muito importante da técnica
PCA, que permite ndo apenas a remog¢ado de ruido, mas também permite eliminar possiveis
espectros de produtos de decomposi¢dao, que podem levar a interpretacdes errOneas para a
analise de distribui¢des de intensidades.

Para analisar a dependéncia das flutuagdes de intensidades SERS com a concentragao,
apresentamos na Figura 11, para diferentes concentragdes, histogramas de distribuicdo de
intensidades normalizadas pelo valor médio (na sequéncia temporal) para a banda em ca.

1500 cm™, como indicado na figura. Estes resultados se referem ao potencial de circuito

aberto.
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Figura 11: Histogramas de distribui¢do de intensidades SERS normalizadas pelo valor médio da distribuicdo
para diferentes concentragdes de R6G. Os espectros foram obtidos em eletrodo de Ag ORC em potencial de
circuito aberto.

Na Figura 11 as intensidades foram normalizadas para permitir uma comparagao direta

entre os histogramas. Observa-se para a maior concentragdo investigada uma distribui¢ao
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normal (Gaussiana) centrada no valor médio da distribuicdo (Intensidade normalizada = 1).
Esta distribuicdo para concentragdo de 5 M apresentou uma largura a meia altura por volta
de 0,09, mostrando uma pequena flutuagio das intensidades SERS para esta concentragdo. A
medida que a concentracdo foi diminuida, observou-se um alargamento da distribui¢do de
intensidades, como pode ser observado, por exemplo, para as concentragdes 50 nM e 20 nM
na figura, o que mostra uma maior flutuagdo de intensidades nestes casos de menor
concentragdo. As distribui¢des de intensidade SERS para menores concentragdes deixam de
apresentar o formato Gaussiano, passando a apresentar um comportamento do tipo lognormal
[43]. Nestes casos passamos a observar que a distribuicdo de intensidades apresenta uma
calda para valores de intensidade bastante superiores ao valor médio, se compararmos ao caso
da concentracdo 5 pM. Além disso observamos um aumento significativo do nimero de
eventos nulos (intensidade zero) para a banda em questdo, como se pode observar para o caso
da concentragdo 10 nM, em que a distribuicdo apresenta um formato essencialmente
exponencial.

As distribui¢des de intensidade com um elevado nimero de eventos nulos como € o
caso das concentragdes 10 e 20 nM na Figura 11 s3o associadas a dindmica de um pequeno
niamero de moléculas adsorvidas na area iluminada pelo laser. Nestes casos, a observacao de
eventos nulos seriam associadas a auséncia de moléculas nos "hot spots". Com o objetivo de
se verificar tal situacdo nas condi¢cdes experimentais acima, estimamos o numero de
moléculas adsorvidas na superficie através dos parametros de adsor¢do para a R6G em
coloide de Ag, estimados por Hildebrandt e Stockburger [44], ou seja, constante de adsor¢ao
(Kags) igual a 4.10% e cobertura superficial maxima (I'yqs) igual a 4,8.10'* moléculas por cm’.
Considerando-se uma isoterma de adsor¢do de Langmuir, o nimero de moléculas adsorvidas
por unidade de area (I') para uma dada concentracdo em solucao C,; ¢ dada por

F = 1—‘max1<aa(s Csol
Eq. 31
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Considerando-se que uma estimativa do didmetro da area iluminada pelo laser de 2
um, o que corresponde a uma area iluminada de 7.10® cm?®, nds estimamos o niimero de
moléculas de R6G irradiadas pelo laser como sendo 2,4.10°2,8.10°,2,9.10*, 1,1.10* ¢ 5.8.10°
para as concentragdes de solucdes de R6G iguais a 5 uM, 500 nM (Figura 8a), 50 nM, 20 nM
e 10 nM, respectivamente. Apesar destes numeros serem bastante elevados e,
consequentemente, muito acima da realidade de uma tnica molécula na area iluminada pelo
laser, se considerarmos o grau de cobertura para cada concentracido (I'/I'max) Observamos que
estes valores sdo de, aproximadamente, 16%, 2%, 0,2%, 0,07% e 0,04% para as
concentragdes acima. Ou seja, mesmo para a concentracdo mais elevada (5 uM) o nimero de
moléculas investigadas estd bem abaixo da condi¢do de monocamada.

De acordo com resultados apresentados na literatura e resultados que serdo discutidos
no Capitulo 5 desta tese, o "hot spot" corresponde a uma regido cuja area relativa ¢ de apenas
3-4% da area da nanoparticula [43]. Portanto, se considerarmos este dado e compararmos com
as estimativas de grau de cobertura superficial para cada concentragao, verificamos que para a
concentracdo de SuM a cobertura ¢ de cerca de 5 vezes maior que a area do "hot spot", o que
indica uma alta probabilidade de se ter algumas moléculas aleatoriamente distribuidas em
torno do "hot spot", o que justifica o formato Gaussiano da distribui¢do de intensidades,
devido a baixa probabilidade de ndo se ter pelo menos uma molécula no "hot spot".

Para a concentracao de 500 nM, porém, a cobertura superficial ¢ de ca. 2%, ou seja,
comparavel a area estimada dos "hot spots" e, portanto, espera-se um menor nimero de
moléculas distribuidas em torno do "hot spot" e, consequentemente, uma maior variagdo de
intensidades conforme a evolugdo da dindmica das moléculas adsorvidas com o tempo.
Apesar de ndo se esperar um numero grande de eventos nulos, espera-se uma maior flutuagao

de intensidade, o que de fato ¢ observado na Figura 12.
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Figura 12: Histogramas de distribui¢do de intensidades SERS normalizadas pelo valor médio da distribuicdo
para solugdes de R6G 5 uM e 500 nM em potencial de circuito aberto.

Para as concentragdes 20 nM e 10 nM, embora milhares de moléculas sejam
iluminadas pela radiagdo laser, as coberturas superficiais de ~0,07 e ~0,04%, respectivamente,
sdo cerca de 2 ordens de magnitude inferior a area dos "hot spots", o que indica que para uma
determinada nanoestrutura dentro desta area iluminada pelo laser, a probabilidade de se ter
uma molécula no "hot spot" € muito baixa.

Lembrando que o "hot spot" € responsavel pela maior parte do sinal SERS observado,
estas milhares de moléculas ndo apresentardo sinais aprecidveis (para detecgdo) se estiverem
fora do "hot spot". Como nestas concentragdes ha uma maior probabilidade de que as
moléculas se adsorvam fora do “hot spotf”, esperamos observar mais eventos nulos ou de
baixa intensidade do que eventos ndo nulos ou de alta intensidade, os quais seriam obtidos
quando uma ou poucas moléculas atingissem a localizagdo do "hot spot". Isto levaria a
obtenc¢ao de histogramas com um elevado niimero de eventos nulos, como os observados na
Figura 11. Portanto, as grandes flutuacdes de intensidades observadas para concentragdes
inferiores a 50 nM de R6G sdo consistentes com esta idéia de que somente as moléculas no
"hot spot" contribuem para o sinal SERS nestas concentracdes. Além disso, como a area do

"hot spot" ¢ pequena e também a concentragdo superficial, o nimero médio de moléculas no

"hot spot" deve ser muito baixo (uma ou poucas moléculas), o que indica um regime de
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observacdo de uma molécula neste substrato SERS. Em outras palavras, mesmo com milhares
de moléculas sendo iluminadas pelo laser, somente aquela(s) nos "hot spots" dao origem ao
sinal observado.

Um fato interessante ¢ a concentragdo em que se observam as flutuagcdes de
intensidades correspondentes as interpretacdes acima de regime de uma ou poucas moléculas.
Esta concentragdo (abaixo de 50 nM) ¢ superior a concentragdes utilizadas em experimentos
SERS de uma unica molécula em substratos de alta performance, como por exemplo o coloide
de Ag. Os primeiros relatos de observacao de espectros de uma tnica molécula para o coloide
de Ag indicaram a necessidade de concentragdes inferiores a 0,1 nM para a R6G [42], ou seja,
pelo menos 2 ordens de grandeza inferiores as utilizadas nos resultados apresentados acima. O
motivo para isto pode ser entendido em termos da menor eficiéncia do substrato Ag ORC em
relagdo ao coloide, por exemplo, na intensificacdo SERS média. Esta eficiéncia pode ser
entendida como sendo resultado do menor nimero de "hot spots" no eletrodo Ag ORC com
ressonancia em torno do comprimento de onda de excitacdo (ca. 632,8 nm) em relacdo ao
coloide de Ag. A area total de "hot spots" iluminada pelo laser serd, portanto, tanto maior
quanto maior o numero de "hot spots", o que necessitaria de um numero cada vez menor de
moléculas na superficie do eletrodo. Como o eletrodo Ag ORC ¢ um substrato de menor
eficiéncia e, portanto, deve apresentar um menor nimero de "hot spots" com ressonancia no
comprimento de onda do laser, ndo ¢ necessario a utilizacdo de concentra¢des tdo baixas
quanto 0,1 nM, ou inferiores, para se observar as flutuacdes de intensidade acima. Este

resultado sera melhor discutido no Capitulo 5 desta tese.
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2.3.2 - Influéncia do potencial aplicado na sequéncia temporal de espectros SERS de

moléculas adsorvidas

Os resultados anteriores sugerem que o eletrodo Ag ORC permite a observacao de
espectros SERS de R6G no regime de flutuagdes caracteristico de observagdo de uma tUnica
molécula de R6G. Uma vantagem do eletrodo de Ag ORC sobre o coloide de Ag neste tipo de
estudo ¢ a possibilidade de aplicacdo de potencial para investigar a influéncia do mesmo nas
flutuacdes de intensidade.

Na Figura 13 s3o apresentados histogramas de distribuicdo de intensidade para uma

solu¢do de R6G de concentragdo 20 nM para diferentes potenciais aplicados, como indicado

na figura.
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Figura 13: Histogramas de distribui¢do de intensidades SERS normalizadas pelo valor médio da distribuicdo
para a banda em 1503 cm” da R6G em eletrodo de Ag ORC (concentragio de R6G igual a 20nM). Os
histogramas se referem a diferentes condi¢des de potencial aplicado, como indicado na figura.

Os histogramas de distribuicdo de intensidade na Figura 13 apresentam grandes

alteragdes com o potencial aplicado. Para um potencial de -0,1 V o histograma apresenta uma
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distribuicdo com grande niimero de eventos nulos (intensidade zero), muito parecido com o
histograma para o potencial de circuito aberto da Figura 11, o qual foi interpretado como
sendo resultante de um pequeno niimero de moléculas adsorvidas no "hot spot". Ao aplicar
um potencial igual a -0,2 V o niimero de eventos nulos diminui e o histograma apresenta um
maximo na intensidade média. Para potencial -0,3 V o nimero de eventos nulos apresenta
uma significativa diminui¢do e a distribui¢do aparenta ainda mais do que em -0,2 V a uma
distribuicao do tipo log-normal. Para potenciais mais negativos observou-se uma tendéncia de
uma distribuicdo normal. Os resultados ndo sdo apresentados, pois a partir deste potencial
para valores mais negativos o numero de eventos ndo-nulos diminui drasticamente,
possivelmente devido a reducdo da espécie molecular adsorvida ou desorcdo de cloreto e,
consequentemente, da R6G adsorvida via formagao de par i6nico. Experimentos variando-se o
potencial aplicado foram, também, realizados para concentracdo de 5 pM, mas os resultados
ndo apresentaram variagdes significativas como no caso de 20 nM.

Os resultados com o potencial aplicado na Figura 13 apresenta uma tendéncia muito
semelhante ao aumento da concentracdo a partir de 20 nM na Figura 11. Isto sugere que a
aplicacdo de potencial negativo leva a um aumento da concentragdo superficial de moléculas
de R6G, aumentando, portanto, a probabilidade de ocupagdo dos "hot spots" por estas
moléculas. Isto ocorre porque de fato a concentragao superficial de moléculas adsorvidas pode
ser alterada com o potencial aplicado [45]. Neste caso em particular, os resultados indicam
que em potenciais mais negativos ha um aumento da concentra¢do de R6G na superficie do
eletrodo, o que sugere um efeito de interagdes do tipo atragdo eletrostatica entre a superficie e
a R6G, uma espécie catidnica (Figura 5a).

Para verificar esta contribuicdo de interacdo entre a molécula e a superficie devido ao
potencial aplicado, decidimos realizar experimentos como os acima para a molécula CR, uma

espécie anionica (Figura 5b), para a qual esperamos observar uma tendéncia oposta da
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variagdo nos histogramas com o potencial aplicado. O espectro SERS do CR ¢ apresentado na
Figura 14, onde é demarcada a banda em ca. 1590 cm™, a qual sera utilizada para a analise
das distribuicdes de intensidade. Observa-se na Figura 14 que ¢ possivel a obtengdo de
espectros SERS desta molécula em concentracdes da ordem de 20 nM com boa relagao

sinal/ruido.
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Figura 14: Espectros SERS de CR em concentragdes 500 nM e 20 nM em potencial de circuito aberto (~0,4 V).

Ao invés de simplesmente apresentar a dependéncia dos histogramas de distribuicao
de intensidade com o potencial aplicado para o CR apenas, efetuamos o experimento para
solugdes contendo uma mistura de R6G e CR em concentracdes 10 nM cada. Este
experimento de obtencdo de espectros com duas moléculas em solugdo simultaneamente ¢
conhecido na literatura como "bi-analyte", o qual corresponde ao procedimento mais aceito na
literatura como prova de detec¢do de uma tinica molécula pela técnica SERS. [46-52] A ideia
por traz deste procedimento ¢ que na condicdo de SERS médio, os espectros de uma mistura
de duas espécies moleculares apresenta as bandas dos espectros das duas espécies. No caso do
regime de observagdo de uma Unica molécula, em um dado instante de tempo uma ou poucas
moléculas podem visitar um determinado "Aot spot". No caso de ser uma unica molécula, o

espectro observado apresentara somente as bandas de uma das moléculas da mistura.

Portanto, se analisarmos os espectros SERS neste experimento "bi-analite" no regime de
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detec¢do de uma molécula, observaremos uma distribui¢do de eventos nulos, eventos em que
somente bandas de uma ou outra molécula sdo observadas e eventos em que as bandas das
duas moléculas sdo observadas simultaneamente. A medida que a concentragdo ¢ aumentada,
a distribuicao relativa destes eventos muda, no sentido de que o nimero de eventos nulos e de
observacdo de espectros de uma ou outra molécula diminuem, enquanto o nimero de eventos
em que as bandas das duas moléculas sdo observadas simultaneamente aumentam.

A vantagem deste experimento ¢ de que em primeiro lugar trata-se de uma "prova" de
que o regime de observacdo de uma uUnica molécula realmente pode ser obtido em um
substrato com menor eficiéncia SERS (médio) como o eletrodo ativado ORC. Em segundo
lugar, este experimento permite que os histogramas de distribui¢ao de intensidade para R6G e
CR possam ser diretamente comparados, pois sdo construidos de eventos que sdo gerados de
uma mesma distribuicao de "hot spots" (mesma area do eletrodo). Para analisar os resultados
nestes experimentos foi empregado PCA para identificar os eventos correspondentes a R6G e
CR. Os resultados dos coeficientes de combinacdo para as primeiras componentes principais
PC1 e PC2 sdo apresentados na Figura 15, nos eixos x e y, respectivamente. As componentes

PC1 e PC2 sao apresentadas na Figura 16 em funcdo do niimero de onda.

Comp .2

-0.1 00 0.1 02

Comp 1
Figura 15: Coeficientes da combinacdo linear para as componentes principais PC1 ¢ PC2 (comp.l e comp.2,
respectivamente) para o experimento "bi-analyte" em potencial de circuito aberto.



72

Na Figura 15 observa-se que os coeficientes para as componentes PC1 e PC2 (comp.1

e comp.2, respectivamente) para cada um dos espectros se distribuem em dois grupos
marcados pelas elipses em azul e vermelho, que se orientam perpendicularmente entre si. Os
eventos na elipse vermelha apresentam valores para comp.2 aproximadamente iguais a zero,
mostrando que sdo exclusivamente descritos pela PC1, enquanto que os eventos na elipse azul
apresentam comp.l = 0, indicando que estes espectros sdo descritos principalmente pela PC2.
Analisando-se as componentes principais PC1 e PC2 (Figura 16) verificamos que as mesmas
apresentam grande correlagdo com os espectros do CR e da R6G, respectivamente. Por
exemplo, a PC1 apresenta como principal elemento uma banda em ~1590 cm™, observada no
espectro do CR, enquanto que a PC2 descreve bandas em 1500 ¢ em torno de 1370 cm™
encontradas no espectro da R6G. Desta forma, os eventos ndo nulos na elipse vermelha
podem ser associados a espectros do CR principalmente, enquanto que os eventos na elipse
azul podem ser associados a espectros em que sdo observados bandas da R6G,
principalmente. Esta interpretacdo pode ser confirmada através da Figura 17 em que sdo
apresentados espectros retirados das elipses vermelha (a, vermelho) e azul (b, azul), os quais
apresentam grande correlacdo com os espectros SERS de CR (a, preto) e R6G (b, preto) em

concentracoes 500 nM.
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Figura 16: Componentes principais PC1 (a) e PC2 (b) para o experimento "bi-analyte" em potencial de circuito
aberto.
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Figura 17: Comparagdo entre espectros SERS no experimento "bi-analyte" com espectros SERS de R6G (a) e
CR (b) em concentragdes 500 nM (apresentados em preto). Potencial de circuito aberto.

Na Figura 18 sdo apresentados os histogramas de distribui¢do de intensidade para as
bandas em 1503 cm™ ¢ 1591 cm™ da R6G (a) e do CR (b), respectivamente, em potencial de
circuito aberto. Ambos os histogramas se assemelham a condi¢do de poucas moléculas na

superficie, com um grande nimero de eventos nulos, como esperado.
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Figura 18: Histogramas de distribui¢do de intensidades SERS normalizadas pelo valor médio da distribuicdo
para as bandas em 1500 cm™ da R6G (a) e 1590 cm™ do CR (b) no experimento "bi-analyte" em potencial de
circuito aberto. Em ¢) é apresentado o histograma de porcentagem de sinal corresponde a R6G.
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No caso do histograma para a R6G (a) observa-se um maior numero de eventos nulos do que
no caso do CR (b). Isto se deve a um maior nimero de espectros correspondentes a CR em
relacdo a R6G (ver Figura 15) na sequéncia temporal. Isto pode ser devido a diferengas entre
as constantes de adsor¢do das moléculas R6G e CR. Na Figura 18c ¢ apresentado um
histograma de fracdo de sinal correspondente a R6G (prsc), ou seja, para um determinado
espectro se 0 mesmo € composto somente de bandas de R6G, entdo, prec = 1, a0 contrario, se
somente CR ¢ observado, prec = 0. Quando as duas bandas sdo observadas preg corresponde a
relagio entre a intensidade da banda em 1500 cm™ ¢ a soma das intensidades da banda em
1500 cm™ € 1590 cm™.
O histograma na Figura 18c nos diz se o regime de observa¢do de uma tnica molécula
¢ ou nao observado, o que pode ser verificado se ha eventos com prec =0 € preg = 1. Para a
condi¢ao de SERS médio (baixas flutuacdes, histograma de distribui¢do do tipo gaussiano) o
numero de eventos nestas extremidades ¢ igual a zero e sdo observados eventos com prec €m
torno de 0,5, considerando-se que as duas moléculas tém as mesmas propriedades quanto a
seccdo de choque Raman e constante de adsor¢do. Se este fosse o caso, o histograma da
Figura 18c seria simétrico, como pode ser observado nos resultado apresentados no Capitulo 5
desta tese.
Para visualizar o efeito do potencial aplicado neste sistema, os histogramas na Figura
19 foram construidos para os potenciais -0,1 V (coluna da esquerda) e -0,2 V (coluna da
direita). Em cada linha sdo apresentados os histogramas de distribui¢do de intensidade para a

R6G (azul) e CR (vermelho), além do histograma de distribui¢ao de prec (cinza).
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Figura 19: Na primeira linha, em azul, sdo apresentados os histogramas de distribui¢do de intensidades SERS
normalizadas para a banda em ca. 1500 cm™ da R6G no experimento "bi-analyte" para os potenciais -0,1 V
(esquerda) e -0,2V (direita). Na segunda linha, em vermelho, 0 mesmo que na primeira, porém para a banda em
1591 cm™ do CR. Na terceira linha, em cinza, sio apresentados os histogramas de preg para os potenciais -0,1 V
(esquerda) e -0,2 V (direita).

Observa-se na Figura 19 uma tendéncia contrdria nos histogramas se compararmos
R6G com CR. Para potenciais mais negativos o nimero de eventos nao nulos correspondentes
a R6G ¢ maior que para o CR e em potenciais menos negativos observa-se o oposto. Este
resultado esta de acordo com a interpretacdo dada para a dependéncia dos histogramas da
Figura 13 com o potencial aplicado. Sendo a R6G um cation e o CR um anion, hd uma maior

interagdo entre a primeira e a superficie para potenciais mais negativos, enquanto que para o
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CR esta interacdo serd maior para potenciais menos negativos. Estes resultados, de acordo
com nosso conhecimento, ¢ um dos primeiros a mostrar a obtencdo de espectros SERS no
regime de uma unica molécula em ambiente eletroquimico [30], indicando a possibilidade de
se estudar processos eletroquimicos através da utilizagao deste substrato SERS. Recentemente

estudos efetivamente mostraram a possibilidade de seguir processos eletroquimicos utilizando

a técnica SERS.[53-54]

2.5 — Conclusoes parciais

Os resultados e discussdes apresentados neste capitulo trataram de dois pontos
bastante importantes na espectroscopia SERS, que foram estudados nesta tese: o primeiro esta
relacionado a possibilidade de deteccdo de espectros de uma tnica molécula utilizando como
substrato SERS o eletrodo de Ag ativado por ciclos de oxidagdo e redu¢do; o segundo esta
relacionado a possibilidade de investigar as flutuacdes de intensidades SERS com o potencial
aplicado.

A obtencdo de espectros SERS no regime de uma tnica molécula em eletrodo ativado
¢ um resultado muito interessante, pois mostra que nao ¢ necessario um substrato de tdo alta
eficiéncia SERS (médio) para que este regime de deteccdo seja atingido. A interpretagdo por
traz destes dados estd baseada em assumir que um substrato menos eficiente do ponto de vista
SERS médio, na realidade, apresenta uma menor distribuicdo de "hot spots" com ressonancia
no comprimento de onda da radiagdo excitante. Porém, a existéncia destes "hot spots" (em
maior ou menor quantidade) € o que garante a possibilidade de obtencdo de espectros de uma
unica molécula. A influéncia na quantidade de "hot spots" sugere apenas que a concentragao
do analito necessaria para se observar as flutua¢des de intesidade ("blinking") pode ser maior
ou menor dependendo da densidade destes "hot spots". Estes resultados abrem um tema para
investigacdo, que trata dos pardmetros que influenciam as flutuagdes de intensidade, o que

corresponde ao contetdo do Capitulo 5 desta tese.
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A dependéncia das flutuacdes de intensidade com o potencial aplicado abre a
possibilidade de se estudar o efeito do potencial aplicado em outras flutuagdes observadas no
regime de detec¢do de uma tinica molécula, como por exemplo, as flutuagdes de intensidades
relativas. Este ¢ um dos temas investigados no Capitulo 3 desta tese, onde o termo intensidade

relativa se refere as relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes neste substrato SERS.
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Capitulo 3

Flutuacoes das relacoes de intensidade anti-Stokes/Stokes
3.1 — Motivac¢ao

A observacdo de flutuagdes de intensidade ¢ (como ja discutido anteriormente) uma
das observacdes inerentes a colecdo de espectros SERS em regimes de baixas concentragdes
ou da observacao de uma ou poucas moléculas adsorvidas em regides de alta intensificacdo do
sinal SERS (altos fatores de intensificagdo SERS). As manifestagdes mais comuns sdo de
flutuacdes do tipo aparecimento e desaparecimento de espectros nos dominios espacial e/ou
temporal, as quais estdo relacionadas a distribuicdo de “hot spots”, bem como a posi¢do
relativa das moléculas em relacdo a distribuicao do fator de intensificagdo SERS em cada “hot
spot”. As origens de tais flutuagdes e suas contribui¢des ainda sdo objeto de bastante interesse
a comunidade SERS e, por este motivo este tema sera tratado mais detalhadamente nesta tese
no Capitulo 5.

No Capitulo 2 apresentamos um exemplo para as flutuacdes temporais de intensidade
SERS em eletrodo ativado de Ag. Porém, esta dindmica de flutua¢des ndo se limita apenas ao
aparecimento e desaparecimento de espectros, ¢ possivel, também, observar
experimentalmente flutuagdes espectrais como aparecimento ou deslocamento de bandas, ou
ainda mudangas de intensidades relativas de bandas ao longo do tempo ou em diferentes
regides de uma superficie metalica.

No que se refere as flutuagdes de intensidades relativas, por exemplo, pode-se citar a
observagao de flutuagdes das relagdes de intensidade de um mesmo modo vibracional quando
analisados os lados anti-Stokes e Stokes do espectro SERS. As primeiras observagdes deste
fendomeno por Kneipp e col.[55] para espectros SERS das moléculas Cristal Violeta (CV) e

R6G em dispersdes coloidais em regime de uma molécula, culminaram na identificacdo de
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uma situacdo em que hd um aumento preferencial das intensidades no lado anti-Stokes em
relacdo ao Stokes, sendo que a esta relacdo de intensidade (anti-Stokes/Stokes) foi atribuida
pelos autores o simbolo p. Desta forma, os valores de p observados pelos autores nos
experimentos SERS mencionados acima divergiram bastante dos valores esperados para o
caso Raman normal. Apresentamos neste capitulo resultados e uma discussao mais detalhada
dessa relagdo de intensidade para os resultados obtidos nesta tese.

Para guiar a discussdo, na Figura 20 ¢ apresentado o espectro Raman de CCl, (liquido
puro) nas regides anti-Stokes (lado com nimero de onda negativo na figura) e Stokes. O sinal
intenso centrado em zero corresponde a um resquicio do espalhamento Rayleigh que nao foi
completamente rejeitado pelo filtro utilizado no equipamento’ em que tal medida foi

realizada.
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Figura 20: Espectro Raman de CCly nos lados anti-Stokes e Stokes. Poténcia 400 uW e tempo de acumulagéo
10s.

O espectro Raman nos lados anti-Stokes e Stokes ¢ simétrico em termos de frequéncia,
uma vez que a mesma informagao vibracional (no sentido de atribuicdo do modo normal) estd
presente nos dois casos. A Unica diferenca estd contida nas intensidades relativas, a qual ¢

devida a estatistica de distribuicdo de moléculas nos diferentes estados vibracionais. Se

Y As especificagdes do equipamento utilizado para tal medida sdo apresentadas no item “2-Experimental”, abaixo.
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considerarmos, por exemplo, a banda em torno de 215 cm™ (marcadas em vermelho) a relagio
de intensidades (p) medida através deste espectro ¢ de, aproximadamente, 0,29. Como esta
relacdo depende da distribui¢do de Boltzmann, no caso do Raman normal podemos calcular
o valor esperado de p e comparar com o experimental e verificar possiveis desvios.

Se considerarmos, por exemplo, uma distribuicdo de N;, N,, Nj..., moléculas nos
estados vibracionais v = 1, 2, 3..., respectivamente, para um determinado modo vibracional
com energia Eyi, (ou frequéncia vyip), as intensidades nos lados Stokes (I;) e anti-Stokes (Ias)
para aquele modo apresentard uma dependéncia do tipo:

Igoc (N, + N, +N,+...)
I, o< (N, +N,+..)
Eq. 32

O numero de estados vibracionais a serem considerados em cada termo da Eq. 32 sera
dependente da temperatura e da diferenca energética entre os diferentes niveis vibracionais.
Por exemplo, para uma banda em ca. 215 cm™ deve haver uma apreciavel populagio de
moléculas no primeiro estado vibracional excitado a 25°C. A medida que estados excitados de
maior energia sdo acrescentados nas relagdes apresentadas na Eq. 32, a varia¢do no valor de p
se torna cada vez menor, uma vez que Ny >> N; >> N,. Logo,

Ly N,

o<

Iy  N,+N,

Eq. 33
Uma vez que a ocupagdo destes estados vibracionais ¢ um processo dinamico,
dependente da temperatura, ¢ possivel escrever equagdes de velocidade para esta dinamica, do

tipo apresentado na Eq. 34, a seguir:

** Neste capitulo pretendemos mostrar que na presenga de efeitos ressonantes, tal relagdo de intensidades ndo é exclusivamente dependente
da distribui¢do de Boltzmann a uma determinada temperatura.
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dN,
d

= _7ech0 + %‘elNI
Eq. 34
Onde Yere € Jres correspondem as velocidades (taxas) de excitagio e relaxacdo vibracional'™,

respectivamente.[56]Considerando-se o caso de estado estacionario:

@ = & = IB
%‘el NO
Eq. 35

A relacdo (f) entre as taxas de excitagdo e relaxagdo a partir de um determinado estado
vibracional j, corresponde a probabilidade de ocorréncia deste estado, dadas as probabilidades
de escape por excitacdo ou relaxacdo, as quais s30 proporcionais a Y. € I, respectivamente.
Esta probabilidade de ocorréncia de um determinado estado a uma temperatura T (em K) ¢
dada pela estatistica de Boltzmanm [57],

o= eiEV%BT
Eq. 36
Através das relagdes apresentadas na Eq. 33 e Eq. 36 podemos escrever a relacdo entre

as intensidades anti-Stokes e Stokes no espalhamento Raman como sendo:

_Evib
6 o e %BT
— o< =
I, 1+« iy
§ l+e /M
Eq. 37

Para completar, incluindo-se a dependéncia com a frequéncia da luz espalhada, esta

relacdo de intensidade pode ser escrita como:

" Neste ponto, para simplicidade, adotamos o modelo de oscilador harménico, para o qual os valores de y.. € 9., sd0 0s mesmos
independentemente do numero quéntico vibracional. Como no caso em questdo estamos considerando apenas os estados vibracionais
fundamental e o primeiro excitado para descrigdo das intensidades anti-Stokes e Stokes, a aproximacdo do oscilador harménico ¢ uma boa
aproximacdo pelo fato de que estes estados apresentam energias muito préoximas ao minimo da curva potencial para o modo vibracional em
questdo, para os quais, termos de anarmonicidade ndo causam efeitos significativos, na maioria dos casos.
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Eq. 38

onde oas € os sdo as seccdes de choque Raman para os lados anti-Stokes e Stokes,

respectivamente. @, . e @,, sdo as frequéncias da radiagdo incidente e vibracional,

exc
respectivamente, em cm™. No caso do Raman normal, ou seja, na auséncia de efeitos
ressonantes, as secg¢des de choque anti-Stokes e Stokes sdo iguais e, portanto, para um
determinado modo vibracional, esta relacdo de intensidades serd descrita pela distribui¢ao de
Boltzmann. Desta forma, se considerarmos uma banda em ca. 215 cm™ o valor esperado para
a relacdo anti-Stokes/Stokes (p), obtido através da Eq. 38 (radiagdo incidente em 632,8 nm) ¢
da ordem de 0,28. O valor experimental obtido do espectro do CCly (Figura 20) considerando
a banda de menor energia estd concordante com este valor tedrico.

Possiveis desvios podem ser obtidos entre o valor experimental e o esperado para esta
relacdo de intensidade nos casos em que ha resposta diferencial do CCD para cada um dos
lados do espectro Raman e, portanto, este fator deve ser levado em consideracdo quando na
analise das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes. Este ndo ¢ o caso da medida
considerada visto que as radiagdes espalhadas anti-Stokes e Stokes apresentam energias muito
proximas (variagdo de apenas 400 cm™). Estes possiveis desvios poderiam ser corrigidos, por
exemplo, através do levantamento da curva de resposta do CCD e, consequente normaliza¢ao
dos resultados pela mesma. No caso dos experimentos SERS, por exemplo, uma maneira mais
simples para esta corre¢do seria através da normaliza¢do pelo resultado obtido no Raman
normal. Os desvios em ambos os casos seriam, entdo, cancelados. Adiantando-nos um pouco
em nossa discussao, na analise de nossos resultados neste tema, optamos por fazer esta ultima

normaliza¢do, ndo por necessidade de correcdo, ja que o resultado obtido ¢ bem proximo do
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esperado para a banda em 215 cm™ do espectro do CCly, mas para ressaltar as diferengas entre

os resultados obtidos em condi¢des SERS e no Raman normal.

Relacdo anti-Stokes/Stokes em condicoes SERS

Em 1996, Kneipp e col.[55] reportaram resultados da andlise das relagdes de
intensidade anti-Stokes/Stokes para a molécula CV (pcy), as quais apresentaram grandes
desvios em relagdo ao esperado para o Raman normal segundo a descricdo acima. Para levar
em consideracdo possiveis respostas diferenciais do equipamento nas duas regides e descontar
a diferenca energética, os valores de pcy foram normalizados pelos mesmos valores na
situacdo Raman normal, condi¢do tomada como referéncia (pref). A este valor normalizado foi

atribuido o simbolo K.

K = Psers
Pro
Eq. 39

Kneipp e col. verificaram que os valores de K apresentaram uma dependéncia
quadratica com a frequéncia do modo vibracional, de tal forma que para modos de baixa
frequéncia (~500 cm™) e alta frequéncia (~1500 cm™), os valores de K chegavam a atingir
aproximadamente uma e duas ordens de grandeza, respectivamente. A interpretagdo levantada
pelos autores ¢ a de que o aumento na sec¢do de choque Raman quando em condi¢des SERS ¢
tdo elevado que a populacdo dos diferentes niveis vibracionais € alterada pelo proprio
processo de espalhamento SERS (Stokes). A este mecanismo de alteracdo da populagdo de
moléculas nos diferentes niveis vibracionais pela alta eficiéncia do espalhamento SERS foi
atribuido o termo "Vibrational Pumping" (VP).

O mecanismo VP apesar de muito contestado e debatido na literatura tem sido
demonstrado ser um efeito de elevada importancia a baixas temperaturas [56, 58-63]. O efeito
VP corresponde a uma perturbacdo no equilibrio térmico e, desta forma, sua contribuicao

relativa ao efeito térmico serd maior para temperaturas mais baixas[63].
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Uma caracteristica importante nos experimentos SERS no regime de poucas moléculas

¢ a observagdo de flutuagdes nos valores de p de tal forma que ndo somente intensificacao
preferencial para o lado anti-Stokes pode ser observada, mas também para o lado Stokes,
contrariando os mecanismos de intensificagdo VP e térmico, o que leva a necessidade de uma
descricdo mais completa das contribuigdes nas relagdes de intensidades p. Uma vez que tal
grandeza corresponde a uma relacdo entre intensidades, contribui¢des ressonantes no sistema
molécula-"hot-spot", como as descritas na introdugdo desta tese, podem ter fundamental
importancia nos valores de p [58, 64]. Neste capitulo serdo apresentados alguns resultados
obtidos quando na anélise das flutuagdes das relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes em
condi¢des SERS utilizando eletrodo Ag ORC como substrato. O ponto central desta proposta
estd na busca das possiveis contribuicdes ressonantes para estas flutuagcdes de intensidades
relativas, como por exemplo, através do potencial aplicado ao eletrodo, o que corresponde a
um passo posterior ao que ja foi discutido sobre a influéncia do potencial aplicado ao eletrodo

no Capitulo 2 desta tese.

3.2 - Experimental

3.2.1 - Materiais

Os resultados apresentados neste capitulo se referem aos estudos das relacdes de
intensidade anti-Stokes/ Stokes para as moléculas Verde Brilhante (cujo nome serd abreviado
para BG, do inglés "Brilliant Green") e Cristal Violeta (CV). As formulas estruturais de cada
uma destas moléculas sdo apresentadas na Figura 21. BG (Aldrich) e CV (Merck) foram

utilizados sem efetuar purificagoes.
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Figura 21: Formulas estruturais das moléculas BG (a) e CV (b).
Dois substratos SERS foram utilizados neste tema, a saber, um eletrodo de Ag ativado
eletroquimicamente por ciclos de oxidagdo e reducao e um coloide de Ag preparado segundo

o procedimento descrito por Lee e Meisel [65].

3.2.2 - Medidas Eletroquimicas

O eletrodo de Ag ativado por ORC foi preparado de forma semelhante ao exposto no
Capitulo 2. A tnica diferenga, porém, foi o eletrdlito suporte utilizado, KBr 0,1 M ao invés de
KCI. Esta modificacdo foi realizada a fim de se evitar o aparecimento de sinais Raman de
anions adsorvidos a superficie de Ag, os quais podem interferir com as bandas de baixa
frequéncia de cada molécula. Por exemplo, o estiramento Ag’-Cl” é observado em ca. 215
cm'[66-68], 0 que corresponde & mesma regido de frequéncias onde sdo observadas bandas
no espectro Raman dos corantes CV e BG. Lembrando o limite de baixas concentragdes para
se atingir o regime de observa¢dao de uma tinica molécula (da ordem de nM), a presenga destes
ions adsorvidos ao metal contribuiria de forma expressiva nas intensidades SERS nesta regido
de baixas frequéncias, o que tornaria qualquer andlise quantitativa inviavel. fons brometo
adsorvidos, por outro lado, levam ao surgimento de uma banda no espectro SERS em ca. de
160 cm™ atribuida ao estiramento Ag’-Br [66-68], o qual ndo deve alterar de forma
significativa as intensidades das bandas em ca. 200 cm™ do BG e CV, além do fato de que a
intensidade desta banda (160 cm™) é comprometida pela utilizagdo de um filtro de "notch"

(vide infra) para corte da radiacdo Rayleigh.
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De forma semelhante ao que foi exposto no Capitulo 2, o procedimento de ativagado foi
realizado na auséncia de CV e BG, os quais foram adicionados posteriormente até a

concentragdo desejada.

3.2.3 - Medidas SERRS

O termo SERRS ¢ empregado devido ao fato de que ambos os corantes apresentam
transicdes eletronicas na regido de excitacdo laser (632,8 nm). Dois tipos de abordagens foram
adotadas para a aquisi¢do de espectros. Medidas temporais (I) e medidas por mapeamento de
uma area da superficie (II). Para cada uma dessas abordagens, duas condigdes de
concentragdo foram estudadas para comparacao e discussdo de resultados: 1.0 uM e 20 nM, as
quais associaremos os termos condicdo de SERRS médio e condi¢do de obtencao de espectros
de uma molécula (SM), respectivamente. Em ambos os casos o equipamento utilizado foi um
microscopio Renishaw in-Via equipado com uma lente de imersdo em agua com amplificagao
de 63x (NA = 0.9). O comprimento de onda de excitacdo foi 632,8 nm de um laser de He-Ne
(Renishaw RL6333). A poténcia do laser na amostra foi ajustada para aproximadamente 2
uW. Com esta lente e este comprimento de onda, estima-se que a area iluminada na amostra
seja da ordem de 1 pm?®. O tempo de integracio dos espectros foi de 1 s. Para medigio
simultanea dos lados anti-Stokes e Stokes dos espectros SERRS, uma rede de difragdo de 600
I/mm foi utilizada, a qual cobre um intervalo espectral de cerca de 1400 cm™ e, portanto, os
espectros adquiridos no modo de rede parada centrada no comprimento de onda do laser,
apresentam 700 cm’ de intervalo para cada lado, permitindo a analise das bandas de baixa
frequéncia das espécies moleculares adsorvidas nos lados anti-Stokes e Stokes
simultaneamente. Para alguns dos espectros SERRS médio das moléculas BG e CV foi
empregado o modo de varredura, quando o interesse estava na identificagdo do espectro desta
molécula para comparagdo com resultados apresentados na literatura. Neste intuito, uma

maior faixa espectral ¢ desejada para uma comparagdo ndo apenas das bandas na regido de
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baixa frequéncia, mas também da regidio em torno de 1000 cm™ (regido tipicamente reportada
na literatura pela presenca, na maioria dos casos, de modos com as maiores sec¢des de choque
Raman/SERS).

A condi¢do I foi empregada tanto para os experimentos utilizando como substrato
SERS o eletrodo ativado ORC quanto para o caso da utilizacdo de coloide de Ag. A condigdo
I, por outro lado, foi utilizada apenas para o caso do eletrodo ativado ORC, com o intuito de
mapear as relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes nesta superficie. No caso do estudo
espectroeletroquimico do comportamento das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes para
a espécie BG (primeira parte dos resultados a serem apresentados), 2000 espectros foram
coletados para cada potencial eletroquimico aplicado em um tUnico ponto da superficie do
eletrodo ORC (condi¢do I). No caso da condigdo II, adotou-se o procedimento "bi-analyte"
em que espectros em uma area mapeada foram obtidos de solugdes contendo ambas as
moléculas (BG e CV) em concentracao 10 nM cada (total 20 nM, semelhante ao utilizado no

tema do Capitulo 2).

3.2.4 - Andlise dos dados

Os espectros SERRS obtidos foram tratados para remo¢ao de fundo, o que ¢ um
caracteristica intrinseca no efeito SERS, sobretudo para o caso de corantes. [47, 69-70] Para
remocao deste fundo, utilizou-se o programa COBRA disponibilizado por Galloway e col., o
qual ¢ baseado na aplicac¢do da transformada de “Wavelet” para reconhecimento e remocgao de
sinais de baixa frequéncia (fundo) [69]. Para identificacdo e separagdo de espectros com sinais
SERRS nao nulos dos espectros em que somente sdo observados ruidos, PCA foi empregado
nestes experimentos de forma semelhante ao exposto no Capitulo 2.

Uma vez que os espectros de CV e BG sdo bastante semelhantes (ambas as moléculas
estdo na classe dos trifenilmetanos), somente a aplicacio do PCA ndo foi capaz de

completamente separar as caracteristicas espectrais de cada uma das moléculas no caso dos
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experimentos na condi¢do II. Neste caso, foi adotada a técnica MPCA (do inglés “Modified
Principal Component Analysis™) que corresponde a uma modificacdo no algoritmo PCA para
separar caracteristicas estatisticamente independentes. Para o interessado, mais detalhes do
MPCA sao apresentados no material suplementar da referéncia [32]. Brevemente, o MPCA
corresponde a um conjunto de operagdes matriciais realizadas nas componentes principais de
tal forma que os coeficientes de combinagdo linear se distribuam ortogonalmente, como foi
caso dos resultados PCA apresentados no Capitulo 2 (Figura 15). Ambos, PCA e MPCA,

foram realizados através do programa para computagao estatistica R (versao 2.15.2). [36]

3.3 — Resultados e discussao

3.3.1- Estudo das relagcoes de intensidade anti-Stokes/ Stokes em ambiente eletroquimico:

efeito do potencial aplicado.

O mecanismo quimico (ou de transferéncia de carga) descrito no primeiro capitulo
desta tese revela uma dependéncia das intensidades com o potencial aplicado a superficie
SERS ativa. De fato, o reconhecimento de tal mecanismo se deve a estudos
espectroeletroquimicos de espécies adsorvidas em eletrodos ativados. [10-12, 71-72] A
caracteristica fundamental do fendmeno se deve a possibilidade de se ajustar através do
potencial aplicado a condi¢do de ressondncia entre a radiagdo excitante e uma transferéncia
de carga envolvendo estados eletronicos da molécula e do metal. A palavra-chave
ressondncia neste mecanismo nos permite, entdo, propor a verificagdo do comportamento das
relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes com o potencial aplicado para identificacdo de uma
possivel contribui¢do do tipo ressonante, o que constitui o tema desta sessdo. Para facilitar a
analise e interpretagdo dos resultados na condi¢do SM, iniciamos primeiramente com uma

discussao dos resultados em condigao de SERRS médio.
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Condicdo SERRS médio de BG em eletrodo de Ag ORC

Na Figura 22 ¢ apresentado um espectro SERRS de BG obtido na condi¢cdo de SERRS
médio em potencial de circuito aberto (OCP) utilizando o modo de varredura, ao contrario das
demais medidas apresentadas nesta seccdo em que o modo de rede parada foi adotado para

obten¢ao simultanea dos lados anti-Stokes e Stokes.

Intensidade / un. arbitr.

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Numero de onda/ cm™
Figura 22: Espectro SERRS médio (~1pM) de BG.

O espectro SERRS do BG na Figura 22 apresenta grande concordancia com os
espectros reportados na literatura para esta molécula [73], o que indica que nas condigdes
experimentais empregadas (poténcia e tempo de aquisi¢do) ndo sdo observadas impurezas ou
decomposicdo da molécula. Nosso interesse, no entanto, se restringe a regido baixa do
espectro (abaixo de 700 cm™) para possibilidade de obtengio de sinais nos lados anti-Stokes e
Stokes simultaneamente. Na regido mencionada, duas bandas proeminentes sdo observadas,
uma em 226 cm’” e outra em ca. 440 cm™'. Para as analises das relagdes de intensidade anti-
Stokes/Stokes foi escolhida a banda em ca. 226 cm™, cuja frequéncia é bem préxima a banda
para o CCly discutida acima, o que faz deste Gltimo um 6timo padrdo para andlise de possiveis

desvios na condicdo SERRS do comportamento esperado em termos da distribuicdo de

Boltzmann para a referida relagdo de intensidades. Um histograma destas relagdes de
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intensidade (p) ¢ apresentado na Figura 23 para o regime de SERRS médio em potencial de

circuito aberto (OCP ~-0,1 V).

Contagens
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p

Figura 23: Histograma gerado a partir das medidas das relagdes anti-Stokes/Stokes (p) para uma sequéncia de
2000 espectros SERRS de BG (~1pM) obtidos em um mesmo ponto da superficie do eletrodo ativado

Nota-se na Figura 23 que a distribuicdo dos eventos no histograma segue um perfil
gaussiano (linha vermelha), com valor médio em torno de 0,15. Esta distribui¢do ¢ justificada
pelo fato de que cada sinal coletado pelo detector corresponde, na verdade, a uma média dos
sinais SERRS coletados em toda a area iluminada pelo laser. Por se tratar de uma superficie
de alta rugosidade (baixa organizagdo) ¢ esperado na area iluminada pelo laser uma grande
variedade de estruturas metalicas com diferentes propriedades plasmoénicas e quanto a
intensificacdo do espectro Raman. Pela maneira em que a geracdo destas estruturas ¢
realizada, ndo se espera um controle sobre os formatos e tamanhos destas estruturas, de tal
modo que estas grandezas se distribuem aleatoriamente na superficie. Portanto, espera-se que
as intensidades tanto no lado anti-Stokes como no Stokes, bem como a rela¢do entre estas
intensidades, se distribuam da mesma maneira em torno de um valor médio.

Na Figura 23, o valor médio da distribui¢ao (0,15) esta abaixo do valor calculado
segundo a distribuicdo de Boltzmann para a temperatura de 25° C (temperatura aproximada

para a realizagdo dos experimentos), que ¢ da ordem de 0,29. Isto indica uma intensificag¢ao
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preferencial para o lado Stokes do espectro em relacdo ao caso do Raman normal. Este
resultado indica que a contribuicdo VP ("Vibrational Pumping") ndo ¢ efeito predominante
nos valores medidos para p, ja que este mecanismo ndo explica a intensificagdo para o lado
Stokes do espectro. Desta forma, outro mecanismo deve contribuir (majoritariamente nestes
experimentos) para intensificagdo de um ou outro lado do espectro Raman quando em
condi¢do SERRS. Uma possibilidade seria alteracdes na temperatura quando na condi¢ao
SERRS.

De forma mais imediata, pode-se pensar em uma a altera¢do na temperatura local na
superficie das nanoestruturas, devido a concentragdo de campo eletromagnético, o que poderia
alterar os valores relativos das intensidades anti-Stokes/Stokes, mas novamente espera-se
através deste mecanismo um aumento no valor de p, ndo uma diminuicdo. Além disso, as
nanoestruturas responsaveis pelo efeito SERS estdo em contato com dois ambientes bem
distintos, o metal macigo por um lado e a solugdo eletrolitica por outro, o que pode permitir
uma dissipagdo efetiva de calor via metal. Considerando um modelo de esferas de Ag imersas
em agua, o aumento de temperatura calculado para a poténcia empregada foi inferior a 1°C e,
portanto, possiveis aumentos de temperatura serdo desconsiderados no tratamento a seguir.
Uma investigagdo mais profunda sobre aquecimento local poderia ser efetuada através da
andlise rigorosa das larguras das bandas nas flutuagdes de intensidade para diferentes
temperaturas. Tal procedimento estd fora dos objetivos deste estudo e, ndo esperamos que a
temperatura seja capaz de explicar alguns dos espectros observados, por exemplo, em que a
intensidade do lado anti-Stokes ¢ até mesmo mais intensa que do lado Stokes. Portanto, um
mecanismo diferente dos citados deve ser invocado para explicacdo dos efeitos mencionados.
Uma possibilidade seria a de uma contribuig¢@o ressonante.

A molécula BG pertence a familia dos trifenilmetanos, semelhantemente a molécula

CV, sendo que esta Ultima apresenta uma contribuicdo ressonante do tipo transferéncia de
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carga entre metal e molécula, que ja foi amplamente estudada na literatura. [74-76] Como ja
descrito anteriormente, esta contribuicdo de transferéncia de carga ¢ normalmente investigada
através da andlise das intensidades SERRS em funcdo do potencial eletroquimico aplicado.
Desta forma, podemos investigar a influéncia deste efeito ressonante nos valores de p no
regime de SERRS médio para a molécula BG. Os resultados para o intervalo de potenciais de

-0,1 V a-0,4 V sdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Dependéncia de p (ou K no caso de normalizag@o pelo valor de p no Raman normal para o CCly) no
regime de SERRS médio para BG com o potencial aplicado.

Para cada potencial apresentado na Figura 24 um histograma semelhante ao da Figura
23 foi levantado, revelando uma distribuicdo normal de forma semelhante ao caso de
potencial de circuito aberto. Desta forma, os valores de p em fung¢do do potencial aplicado na
Figura 24 correspondem aos valores médios destas distribui¢des, sendo a barra de erro na
figura o desvio padrao destas distribuigdes. Nota-se na Figura 24 uma tendéncia de variagao
dos valores de p em fungdo do potencial, sendo que esta grandeza atinge um minimo em ca.
de -0,3 V Vs Ag|AgCIl|KClay. Este resultado sugere intensifica¢do diferenciada para os lados
anti-Stokes e Stokes em funcdo do potencial aplicado, com uma intensificagdo preferencial
para o lado Stokes em potencial -0,3V. Novamente, este resultado ¢ contrario a expectativa

segundo o mecanismo VP, porém, o mesmo apenas sugere a contribuicdo do potencial



93
aplicado nos valores de p, ou seja, ndo ha evidéncia nestes resultados que indique de forma
clara uma contribui¢do ressonante do tipo transferéncia de carga (mecanismo quimico). Com
o intuito de se encontrar uma melhor evidéncia para esta contribui¢do, apresentamos na
Figura 25 uma sequéncia de espectros SERRS médio (obtidos no modo de varredura) em

fun¢do do potencial aplicado, como indicado na figura.
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Figura 25: Espectros SERRS médio de BG em fung¢&o do potencial aplicado.

Na Figura 25 observa-se claramente que a intensidade SERS do espectro como um
todo sofre intensificacdo ao aplicar potencial negativo até ca. -0,3V, a partir do qual as
intensidades das bandas diminuem para potenciais ainda mais negativos. Ao se comparar este
resultado com o perfil de intensificacdo SERRS com o potencial aplicado para a molécula
CV, como reportado na literatura [76], encontramos bastante semelhanga entre os dois casos.
Para o CV também ¢ observada intensificagdo do sinal SERRS para potenciais negativos com
consequente diminuicdo de intensidade para potenciais mais negativos, em decorréncia de
uma desor¢do redutiva desta molécula, o que leva a uma diminuicdo da cobertura molecular
superficial e, portanto, da intensidade SERRS como um todo. Devido as semelhangas
estruturais entre as duas moléculas, inferimos que a semelhanga do CV, para potenciais mais
negativos que -0,3V, uma desor¢do redutiva para esta molécula pode ser o causador da

diminuicdo brusca de intensidades a partir de -0,4 V. Esta diminui¢ao de intensidade causada
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possivelmente pela desor¢ao da molécula em potencial -0,4V deve ser o motivo pelo qual se
observa uma distribuicdo mais larga no histograma de p para este potencial (maior desvio
padrdo, barra de erro) na Figura 24.

Uma caracteristica importante nos espectros apresentados na Figura 25 € que, apesar
de se observar o espectro SERRS como um todo aumentar e diminuir de intensidade com o
potencial aplicado, nota-se que os potenciais em que as intensidades méaximas sao observadas
podem variar para alguns modos. Por exemplo, a banda em ca. 220 cm™ apresenta maximo
em -0,3 V para a sequéncia de potenciais aplicados, enquanto que a banda em ca. 1600 cm’'
apresenta maximo em -0,2 V. A Figura 26a apresenta os perfis de intensidades (normalizados)
para trés bandas nos espectros SERRS da Figura 25, a dizer, 225, 802 ¢ 1620 em™. Apesar do
baixo numero de pontos nos perfis de intensificagdo, nota-se uma tendéncia semelhante de
intensificagdo em fungio do potencial para as bandas em 225 e 802 cm™', enquanto que para a
banda em 1620 cm™, os resultados indicam que o seu perfil de intensificagdo estd deslocado

para potenciais menos negativos, de acordo com o exposto acima.

1,5

[}
b 3

=
/'y

S °

© . =

N ' 2

©

E N

[e] Desorgédo

4 por redugdo

o 0,54

-]

1]

8

n

o

2

£ 00- /

T T

T T T T T T T v T T v T y T bd T
-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 600 650 700 750 800
Potencial / V Comprimento de onda / nm

Figura 26: a) Dependéncia das intensidades SERRS para as diferentes bandas indicadas na figura com o
potencial aplicado. b) Modelo esquematico para a variagdo da condi¢do de ressonancia CE com o potencial
aplicado.

Como ja discutido na introduc¢ao, a intensidade SERRS em func¢do do comprimento de
onda de excitagdo (ou do potencial aplicado) depende do perfil do fator de intensificagdo em

funcdo do comprimento de onda, o qual, por sua vez, depende da existéncia de efeitos
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ressonantes. Na presenca destes efeitos ressonantes, o fator de intensificacdo depende da
posicao relativa entre o comprimento de onda da radiagdo incidente e da radiacdo espalhada,
sendo que o maximo no perfil de intensidade SERRS ¢ observado quando os comprimentos
de onda das radiagdes incidente e espalhada caem dentro da banda de ressondncia. Desta
forma, interpretamos os resultados da Figura 25 e Figura 26a de acordo com esta visdo de
intensificagdo, ou seja, se considerarmos a banda em 1625 cm™, por exemplo, cujo
comprimento de onda do foton espalhado ¢ ~704 nm, os dados da Figura 26a indicam que ha
uma ressonancia que engloba este comprimento de onda e o da radiacdo incidente em 632,8
nm, o que poderia ser atingido, com a ressonancia hipotética indicada pela linha vermelha na
Figura 26b. Os méaximos de intensificagdo para as bandas em 802 e 225 cm™ segundo esta
abordagem deve ocorrer deslocados para menores comprimentos de onda, como indicado pela
linha azul na Figura 26b. Desta forma, o potencial aplicado provoca um deslocamento da
condi¢ao de ressondncia, como indicado no esquema da Figura 26b da direita para a esquerda
at¢é o ponto em que esta ressonancia se aproxima da ressondncia eletronica molecular
(transicdlo HOMO-> LUMO na figura). Se considerarmos esta ressonancia como de
transferéncia de carga metal-molécula, a linha verde na Figura 26b corresponde a uma
situacdo em que o nivel de Fermi do metal se aproxima do LUMO da molécula, o que
permitiria transferéncia efetiva de carga (reducdo) para a molécula e, possivelmente, desor¢ao
da mesma. Esta interpretacdo da presenga de uma ressonancia do tipo transferéncia de carga
metal-molécula nos espectros SERRS da Figura 25 estd, portanto, de acordo com os perfis de
intensificagcdo observados (Figura 26a).

A discussdo acima nos leva, portanto, a interpretar o efeito do potencial aplicado nos
valores de p da Figura 24 como uma manifestacdo do mecanismo quimico (ressonante) nos
valores destas relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes em regime de SERRS médio para a

molécula BG. O comportamento de p com o potencial aplicado na Figura 24 ¢ bastante



96
interessante ¢ merece um pouco mais de discussdo. Entretanto, deixaremos esta discussao
para mais adiante neste capitulo, apds um melhor entendimento dos fatores que podem
contribuir para os valores de p, como por exemplo, a concentracio (regime de SERRS médio
Vs regime de uma molécula) e o substrato SERS (eletrodo Ag ORC Vs coloideAg). Neste
ponto, portanto, discutiremos o comportamento das relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes
com o potencial aplicado em regime de uma molécula para comparacdo com os resultados

obtidos para SERRS médio de BG discutidos acima.

Condicdo SERRS em regime de uma molécula em eletrodo de Ag ORC em ambiente

eletroquimico

Na Figura 27a ¢ apresentado um histograma de p para a molécula BG obtido em
condi¢des de observacdo de espectros de uma molécula. Duas caracteristicas podem ser
notadas neste histograma. A primeira diz respeito ao formato do mesmo, que se assemelha
mais a uma distribui¢do do tipo lognormal do que normal, como foi o caso da Figura 23 para
condicdo de SERRS médio. Para uma melhor comparacdo entre os dois histogramas, na
Figura 27b ¢ apresentado um histograma de x para as duas condigdes de concentragdo (em
preto histograma para o regime de uma molécula e em azul histograma para o SERRS médio),
onde k ¢ o valor de p normalizado pelo valor médio da distribuicao, < P, édl.0>, na condi¢do de
SERRS médio (Figura 23):

P

<pmédio >
Eq. 40

K=
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Figura 27: a) Histograma de distribuig¢do de p para a molécula BG em potencial de circuito aberto e condi¢do de
SERRS de uma molécula. b) Histogramas de distribui¢do de k (p normalizado pelo valor médio de p da Figura
23) para o BG em potencial de circuito aberto em condi¢do de uma molécula (em preto) e em SERRS médio
(azul). Em vermelho na figura sdo apresentados os valores da funcéo de distribui¢cdo acumulada de probabilidade
(CDF) para os dados no histograma em preto.

No capitulo 2 foram discutidas variagdes nos formatos dos histogramas com a
concentracdo de analito, onde se observou para concentragdes mais baixas histogramas de
distribuicdo de intensidade que tém como caracteristica um formato que tende mais para o
tipo exponencial, enquanto que para concentragdes mais altas os histogramas tendem mais
para o formato gaussiano. Este € o principal motivo para as variacdes observadas nos
formatos entre os dois histogramas na Figura 27b. Além disso, o intervalo de possiveis
valores para Kk nestes histogramas é interessante. E possivel observar eventos em que o lado
Stokes ¢ ainda mais intensificado em relagdo ao SERRS médio (regido com k < 1), bem como
eventos em que o lado anti-Stokes ¢ intensificado em relagdo ao SERRS médio (k > 1), o que
indica a influéncia de alguma contribui¢do mascarada pelo cardter médio das medidas em

altas concentragdes. Na Figura 28 apresentamos uma sequéncia de histogramas dos valores de
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K para diferentes potenciais aplicados. Ao lado de cada histograma ¢ apresentado um espectro

com alto x.
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Figura 28: Em cada linha na coluna da esquerda sdo apresentadas figuras semelhantes a Figura 27b para os
potenciais indicados. Na coluna da direita sfo apresentados exemplos de espectros correspondentes a altos
valores de k no histograma para a condi¢do de uma molécula (em preto).

Analisando-se os dados da Figura 28 observam-se duas variagdes muito importantes
nos histogramas em fun¢ao do potencial aplicado: 1) variagdo no formato dos histogramas e
2) variagdo do intervalo de valores que Kk assume.

Quanto a observagdo 1), verificamos que no regime de uma molécula os histogramas

inicialmente do tipo lognormal (OCP) comegam a apresentar caracteristicas de uma tendéncia
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a uma distribui¢do do tipo exponencial a medida que potenciais mais negativos sdo aplicados
ao eletrodo. Na Figura 28 os histogramas para a condicdo de SERRS médio sdo também
apresentados para comparacdo (em azul), os quais apresentam sempre um formato do tipo
gaussiano. Além disso, sdo apresentadas também as fungdes de distribui¢do acumulada de
probabilidade (CDF, do inglés “Cummulative Distribution Function”) em vermelho, das quais
se torna possivel a analise da porcentagem de eventos com Stokes intensificado (k < 1) e anti-
Stokes intensificado (k > 1). Nestes experimentos a distribui¢do em potencial de circuito
aberto apresentou ca. 90% de eventos com intensificacdo para o lado Stokes, ao passo que
esta porcentagem ¢ de ca. 73%, 57% e 98% para os potenciais -0,2V, -0,3V e -0,4V,
respectivamente. Com excecdo do potencial -0,4V, a aplicagdo de potencial negativo sugere o
aumento da populacdo de espectros com o lado anti-Stokes intensificado. Este desvio em -
0,4V ¢ acompanhado de uma dréstica diminui¢ao de eventos ndo-nulos da sequéncia temporal
de espectros, o que vai de encontro com a interpretagdo de desor¢do molecular a partir deste
potencial.

O aumento da distribui¢do de eventos com o lado anti-Stokes intensificado com a
diminui¢do do potencial aplicado sugere duas interpretacdes: o potencial negativo favorece o
lado anti-Stokes, o que ¢ contrario ao observado para o SERRS médio, e/ou o potencial
aplicado aumenta a interagdo (eletrostatica) entre molécula e superficie, de forma semelhante
ao que foi discutido no Capitulo 2. Este aumento da interacdo entre molécula e superficie
poderia ocasionar um aumento da probabilidade de se ter uma molécula em uma determinada
regido da superficie com maior afinidade para intensificagdo do lado anti-Stokes. Como a
primeira interpretacdo € contraria ao observado experimentalmente para o SERRS médio e,
ndo esperamos um comportamento diferente em termos do mecanismo de transferéncia de

carga no nivel unimolecular em relagdo ao SERRS médio, interpretamos que a segunda
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hipotese seja a mais provavel para descrever as flutuagdes observadas, ainda mais que o BG ¢
uma espécie cationica (Figura 21a), assim como a R6G investigada no Capitulo 2.

Quanto a observacdo 2) acima, de que os intervalos que k assume sdo bastante
diferenciados nos regimes SERRS médio e de uma molécula, principalmente em potenciais -
0,3 Ve -0,4 V, sugere a existéncia de uma nova contribuicdo para intensificacdo dos lados
anti-Stokes e Stokes, antes mascarada pela média de todas as moléculas adsorvidas na
superficie metalica iluminada pela radiacdo laser. Como a observagdo destes espectros de uma
molécula depende principalmente da presenca de “hot spots” na superficie metéalica, uma
interpretacdo para a extensdo que os valores que k assume ¢ a da contribui¢do destes “hot
spots”, ou seja, do mecanismo eletromagnético, para intensificacdo dos lados anti-Stokes e
Stokes. Reforcamos que, como ndo apenas o lado anti-Stokes ¢ intensificado, mas também o
Stokes sofre grande intensificagdo em alguns eventos, o mecanismo VP ndo serd considerado
a seguir e, portanto, sugerimos que, a semelhanca da interpretagdo da contribuicdo da
ressonancia de transferéncia de carga para os valores de p no SERRS médio, uma
contribuicdo ressonante eletromagnética devido a excitagcdo de plasmon de superficie deve ser

o fator “extra” na intensificagdo dos lados anti-Stokes e Stokes no regime de uma molécula.

3.3.2 - Relacoes de intensidade anti-Stokes/ Stokes em diferentes substratos SERS:

comparacdo eletrodo ativado e coloide de Ag.

Na Figura 29 apresentamos um histograma das relagdes de intensidade anti-
Stokes/Stokes para espectros em regime de uma molécula obtidos em coloide de Ag. O
objetivo de tal medida é comparar o desempenho de dois substratos SERRS com diferentes
caracteristicas frente a intensificagdo SERRS, ou mais especificamente, frente ao acoplamento

entre a radiacdo eletromagnética e os modos de excitagdo de plasmon de superficie.
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Figura 29: Histograma de distribui¢do de p na condigdo de SERRS de uma molécula para uma solug@o contendo
BG e CV (“bi-analyte”) utilizando-se como substrato SERS o coloide de Ag.

Podemos destacar em um primeiro momento duas caracteristicas que podem
diferenciar substratos metalicos quanto a sua performance SERS: a posi¢do da banda de
excitagdo do plasmon de superficie que permita a maior intensificacdo para um determinado
substrato e sua reprodutibilidade.

O eletrodo ativado ORC, devido o procedimento para sua obten¢do, ndo apresenta
controle algum sobre a distribuicdo das nanoestruturas geradas em sua superficie quanto a
formas e tamanhos e, portanto, deve-se esperar para este substrato uma variedade de
ressonancias plasmonicas com diferentes energias de excitagdo e larguras, cada uma
contribuindo para a intensificacdo do anti-Stokes ou Stokes. Desta forma, uma grande
amplitude de eventos com diferentes valores de p (ou k) ¢ esperada no SERS em regime de
uma molécula ja que cada uma adsorve um destes variados “hot spots” por tempo suficiente
para que possa ser detectada pelo instrumento. Um substrato com grau um pouco maior de
organizagdo, por exemplo, no tamanho das nanoestruturas deve, portanto, levar a uma
limitagdo da amplitude maxima dos valores de p, devido a uma menor variagdo das
ressonancias de plasmon das nanoparticulas individuais. Este ¢, por exemplo, o caso do

coloide de Ag, o qual, de fato, apresenta uma menor variagdo dos valores de p, cuja
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distribuicdo ¢ do tipo gaussiana em torno de um valor médio de ~0,3, ou seja, muito préximo
ao esperado segundo o mecanismo de populacdo térmica. Isto implica, ainda, que este
substrato ndo ¢ tdo eficiente para a intensificagdo dos lados anti-Stokes ou Stokes para
excitagdo em 632,8 nm. Este aspecto deste substrato serd explorado com o auxilio de

simulagdes computacionais no proximo capitulo desta tese.

3.3.3 - Mapeando as energias de ressondncia no eletrodo ORC através das relacoes de

intensidade anti-Stokes/Stokes.

Os resultados apresentados at¢é o momento indicam contribuigdes ressonantes
influenciando as relagdes de intensidades anti-Stokes/Stokes, as quais dependem do potencial
aplicado (mecanismo quimico do efeito SERS) e da condi¢do de concentracdo em que os
espectros sdo obtidos (se SERS médio ou SERS de uma molécula), indicando grande
contribuicdo dos “hot spots” (os valores de p apresentaram grande flutuacdo de valores) e,
portanto, da ressonancia de plasmon de superficie (mecanismo eletromagnético).

Nossa interpretacdo para estes dados ¢ de que neste regime de baixas concentragdes,
uma molécula que se adsorve em um determinado “hot spof” com contribuigdes ressonantes
que coincidem com o espalhamento Stokes deve apresentar uma intensificacdo preferencial do
lado Stokes. Por outro lado, o espalhamento anti-Stokes seria intensificado, relativamente ao
Stokes, quando a molécula “visita” um “hot spot” com ressonancia deslocada para o lado
anti-Stokes do espectro. Portanto, no regime de altas flutuacdes de intensidade SERS, a
distribuicdo das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes deve ser diretamente
correlacionada com a distribui¢do das energias de ressonancia nos “hot spots”, o que sugere
que a investigacdo destas relagdes de intensidade permite obter informacdes a cerca destas
energias de ressonancia. Com isto em mente, passamos a analisar as distribui¢cdes das relagdes
de intensidade anti-Stokes/Stokes obtidas através de um mapeamento do eletrodo de Ag ORC

na condic¢do de observacdo de uma molécula. Este procedimento de mapeamento ao invés da
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aquisi¢do temporal de milhares de espectros apresenta como vantagem o fato de que o laser
ilumina cada “ponto” da éarea iluminada por pequeno espago de tempo, diminuindo a
possibilidade de problemas com fotodecomposi¢do (como no Capitulo 2), embora nio se
tenha observado este problema para os resultados apresentados anteriormente neste capitulo.
Além disso, através do mapeamento € possivel amostrar um maior nimero de “hot spots”, o
que permite uma maior confidéncia estatistica, assumindo, ¢ claro, que a distribui¢do de “hot
spots” ¢ completamente aleatéria devido a caracteristica de superficie desorganizada do
substrato.

Os mapeamentos SERRS para analise das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes
foram realizados utilizando-se o método “bi-analyte” discutido no Capitulo 2 desta tese. Para
este experimento utilizou-se as moléculas BG e CV. Na Figura 30 ¢ apresentado um espectro
SERRS (médio) do CV na regido Stokes do espectro, onde é marcada a banda em 205 cm™,
que sera utilizada para analise juntamente com a banda em ca. 225 cm” do BG, como

realizado anteriormente.
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Figura 30: Espectro SERRS médio (~1uM) de CV em eletrodo de Ag ORC.
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Condicdo de SERRS médio:

Antes da apresentacdo dos resultados dos experimentos SERRS em regime de uma
molécula de CV e BG, iniciamos primeiramente com a analise das relagdes anti-Stokes/Stokes
em regime de SERRS médio. Na Figura 31 sdo apresentados os histogramas das distribui¢des

de p para as duas moléculas, BG em verde (psg) a CV (pcy) em azul.
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Figura 31: Histogramas de p na condigdo SERRS médio em potencial de circuito aberto para as moléculas BG
(em verde) e CV (azul).

Na Figura 31 observa-se que as distribui¢cdes de pcy € psg s@o deslocadas entre si. O
valor médio da distribuicdo para o CV ¢ superior ao para o BG e ambos sdo inferiores ao
esperado para o Raman normal (~0,28) e ao obtido para a banda em ~215 cm™ do CCl4(0,29),
0 que mostra uma intensifica¢do preferencial para o lado Stokes dos espectros que geram tais
distribuicdes neste regime de concentragdes.

Na Figura 32 sdo apresentados para comparacio os espectros eletronicos (UV-VIS),
onde se observa que os maximos das bandas de transicdo eletronica para cada uma das
moléculas também sdo deslocados entre si, sugerindo que a intensificagdo Raman ressonante

sera diferente para cada uma das moléculas na frequéncia da radiacado laser.
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Figura 32: Espectros de absor¢do no UV-Vis para o BG (em verde) e CV (em azul) sdo apresentados na parte
inferior da figura. Na parte superior sdo apresentados os modelos das bandas de ressonancia CE para estas
moléculas adsorvidas em Ag. As linhas verticais tracejadas se referem a radiag@o excitante em 632,8 nm (em
vermelho), e as radiagdes espalhadas para o lado Stokes (vinho) e anti-Stokes (laranja) para um modo
vibracional com frequéncia em ~215 cm™.

As linhas tracejadas na Figura 32 mostram os comprimentos de onda da radiagdo laser
e das radiagdes espalhadas Stokes e anti-Stokes. Nota-se que as bandas no visivel de ambos os
corantes apresentam um melhor recobrimento com o lado anti-Stokes do que com o Stokes e,
portanto, se esperaria um valor de p maior que o esperado em termos de equilibrio térmico
(maior que 0,28).%[77] Contudo, os valores de p (valores médios das distribui¢des da Figura
31) indicam uma intensificacdo preferencial média para o lado Stokes. Isto sugere que as
condi¢des de ressonancia que as moléculas BG e CV adsorvidas experimentam estdo
deslocadas para o vermelho relativamente as transi¢des eletronicas da Figura 32. Estas novas
condi¢des de ressonancia sdo representadas pelas curvas modelo na parte superior da figura.
As posi¢des e formatos destes modelos de ressondncia foram calculados baseados nos valores
experimentais como sera melhor descrito a seguir.

Estes resultados permitem a interpretacdo de que a ressonancia experimentada pela

molécula adsorvida ndo pode ser descrita apenas pelas propriedades eletronicas da mesma. Na

# As bandas em ca. 200 cm™ dos corantes sio atribuidas a uma mistura de contribui¢des de estiramento e deformagio angular entre o 4tomo
de carbono central da molécula e os anéis fenilicos substituidos. Estas vibragdes sdo parte do croméforo uma vez que as transigdes
eletronicas no UV-VIS consideradas sdo atribuidas a transferéncia de carga dos anéis fenilicos para o atomo de carbono central
positivamente carregado.
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realidade as relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes apresentadas na literatura para o CV
em condicdo de Raman ressonante [78] desviam em muito dos obtidos na Figura 31. Além
disso, o fato de que moléculas com diferentes estruturas eletronicas apresentam diferentes
distribuicdes dos valores de p indicam que a excitacdo plasmoénica, apenas, ndo define a
ressonancia experimentada pela molécula adsorvida (se este fosse o caso, as moléculas
deveriam apresentar a mesma distribuicdo de p). Desta forma, dentro da proposta de
interpretagdo de ressonancia, os resultados sugerem que a ressonancia experimentada pela
molécula ¢, na realidade, uma combinagdo de fatores, possivelmente de transferéncia de
carga, eletronica (molecular) e plasménica, de acordo com a teoria unificada proposta por
Lombardi e col. [26-27]

Estes resultados e interpretacdo possibilitam um melhor entendimento microscdpico
dos resultados para SERRS médio e SERRS em regime de uma molécula discutidos
anteriormente. Primeiramente, no regime de SERRS médio todos os “hot spots” iluminados
pelo laser contribuem para o espectro coletado em maior ou menor extensdo, cada um com
uma ressonancia de plasmon de superficie com energia e largura especificas. Portanto, do
ponto de vista de SERRS médio, a contribuicdo eletromagnética sera, na realidade, uma
média de todas estas ressonancias, sendo esta média com caracteristica de banda larga devido
a variedade de “hot spots” excitados pelo laser. Sendo as radiagdes espalhadas anti-Stokes e
Stokes muito proximas da radiacdo excitante, espera-se que ressonancias largas ndo
contribuam para um desnivel entre as seccdes de choque anti-Stokes e Stokes, e o valor de p
considerando apenas a média dos “hot spots” neste regime de concentracdo deveria ser
proximo de 0,28. Porém, na presenca de uma ressonancia eletronica molecular e/ou de
transferéncia de carga entre metal e molécula (mecanismo quimico, CE), estes valores podem
se desviar de 0,28, ou seja, os valores de p seriam dominados por estas ressondncias

(mecanismo CE). Uma visdo esquematica desta discussao ¢ apresentada na Figura 33.
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Figura 33: a) Modelo para as ressonancias no perfil de intensificagio SERRS com o comprimento de onda da
radia¢do excitante no sistema metal-molécula, considerando um eletrodo ativado (ou outro substrato com alto
grau de desordem). Na parte I sdo apresentados os fatores de intensificagdo eletromagnéticos EFgy, em II o perfil
do fator de quimico CE e em III a média das ressonancias em I. b) Fator de intensificagdo total no SERRS médio
para o sistema em (a). As linhas tracejadas indicam as posi¢des da radiacdo excitante e espalhada para o Stokes e
anti-Stokes para um modo com frequéncia vibracional em 215 cm™.

Na Figura 33a sdo apresentadas, de forma esquematica, os perfis dos fatores de
intensificacdo SERRS que uma molécula pode experimentar na superficie do eletrodo ativado.
Em I (parte inferior da figura) sdo apresentados em vermelho os fatores de intensificacao
eletromagnética (EFgyv), os quais, devido a falta de organizacdo do substrato, podem
apresentar uma variedade de distintas ressondncias em termos de posi¢ao e largura, como
representado na figura. Na regido II, em azul, ¢ representado um perfil hipotético de
intensificacdo devido ao mecanismo quimico (EFcg) que estd relacionado a presenca de
transigdes eletronicas permitidas envolvendo estados eletronicos moleculares e do metal
(Raman ressonante + transferéncia de carga). Espera-se o mesmo tipo de interagcdo entre
molécula e metal, independentemente da posi¢ao onde aquela esteja adsorvida e, portanto, nao
se espera grandes desvios desta tltima contribui¢do ressonante como no caso I da figura e, por
este motivo, apenas uma ressonancia ¢ apresentada na regido II. Em III apresentamos a média
das ressonancias em I, a qual caracteriza o comportamento SERRS médio do ponto de vista
eletromagnético. Dependendo do numero, variedade e propriedade dos “hot spots” que

contribuem para o SERRS médio, esta média pode ser bastante larga, como representado na
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figura. Nestas condig¢des o fator de intensificagdo total (EFgm x EFcg) serd dominado pela
contribuicdo CE, como indicado na Figura 33b.

Neste ponto sugerimos que a contribuicdo ressonante para os resultados de SERRS
médio sdo dominados pela contribuicio CE, enquanto que no SERRS em regime de uma
molécula apresentam também a contribuicdo das ressondncias plasmonicas, permitindo a
grande variedade de valores de p observados, cada um devido a uma condigdo especifica de
ressonancia. Portanto, segundo esta interpretacdo, os resultados de SERRS médio sugerem a
possibilidade de estimar a ressonancia CE, enquanto que o SERRS de uma molécula

possibilita estimar as energias de ressonancia dos “hot spots™.

Condicdo SERRS de uma molécula no experimento ‘“Bi-analyte”:

Para analisar os resultados do experimento SERRS em regime de uma molécula no
experimento com dois analitos, efetuamos a analise de componentes principais para
identificacdo e separagdo dos espectros de CV, BG, CV+BG e de apenas ruido. As duas
primeiras componentes principais sdo apresentadas na Figura 34a, onde se observa que estas
componentes principais ndo podem ser diretamente identificadas com os espectros de CV ou
BG, mas a uma soma CV+BG, ou seja, o PCA neste caso ndo ¢ capaz de separar
completamente as caracteristicas espectrais destes corantes, o que se deve a grande
semelhanca entre seus espectros SERRS (Figura 22 e Figura 30). Por este motivo, o MPCA
foi utilizado para se tentar resolver este problema e as primeiras componentes principais
obtidas por este método (MPC1 e MPC2) sdo apresentadas na Figura 34b, as quais
apresentam grande correlacdo com os espectros SERRS médio na regido Stokes destes

corantes (figura anexada).
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Figura 34: a) Componentes principais PC1 e PC2 em fung¢ido do numero de onda correspondente a regido Stokes
em que os espectros foram obtidos. b) Componentes MPC1 ¢ MPC2 obtidas a partir dos dados em (a).

A andlise MPCA permitiu, entdo, a separacdo e identificagdo dos espectros de cada
corante no mapeamento através da contribuicdo relativa de cada componente MPCA em cada
espectro SERRS, ou seja, cada um dos 2500 espectros foi decomposto nestas duas
componentes principais e foi analisada a predominancia de uma ou outra componente para
descri¢do do espectro. Este procedimento permitiu a geracdo de um histograma com as
contribui¢cdes de cada um dos corantes nos espectros obtidos, como apresentado na Figura 35,
onde cada coluna do histograma descreve o niimero de espectros de apenas BG ou CV e de
espectros em que ambos ou nenhum destes corantes sdo observados. Exemplos de eventos de

cada coluna do histograma também sao apresentados na Figura 35.
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Figura 35: Histograma de distribuigdo dos eventos de observagdo de espectros de uma molécula (BG ou CV), de
eventos em que as duas moléculas sdo observadas simultaneamente e de eventos em que nenhum espectro foi
observado. Para cada coluna dos eventos é apresentado um espectro caracteristico observado.

E interessante notar a maior distribuigdo de eventos de espectros de CV relativamente
aos eventos de espectros da molécula BG. Este resultado se deve, provavelmente, a diferencas
nas interacdes entre cada uma dessas moléculas e a superficie metalica. Estas possiveis
diferengas nas constantes de adsor¢@o permitirdo observar uma quantidade maior de espectros
de moléculas com a maior afinidade pela superficie metalica. [49, 79-80] Este resultado ¢
muito semelhante ao caso da mistura R6G + CV analisado no Capitulo 2.

Apoés caracterizagdo e extracdo das contribuicdes de cada molécula em todos os
eventos, os valores de p foram calculados para as bandas em ~200 e ~220 cm™ do CV e BG,
respectivamente, os quais foram normalizados pelo valor médio das distribuigdes em regime

de SERRS médio. Estes valores normalizados (k) sdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36: Histogramas de distribui¢@o de k para BG (a) e CV (b) na condigdo de uma molécula.

As distribuicdes de x na Figura 36 apresentam um formato do tipo exponencial,
semelhantes as distribui¢cdes observadas nos experimentos descritos no capitulo 2 no regime
de uma molécula. Esta diferenca com relacdo aos histogramas em condi¢do de uma molécula
de BG para diferentes potenciais aplicados (Figura 27 e Figura 28) ¢ possivelmente devido a
forma como a medida foi realizada (mapeamento ao invés de medida temporal). O
mapeamento introduz uma maior variedade de “hot spots” para serem analisados, sendo que
cada um destes pode ter caracteristicas muito distintas quanto a intensificagdo dos lados anti-
Stokes e Stokes, contribuindo, pois, para uma maior variedade dos valores de «.

Apesar da diferenca do nimero de eventos que compdem cada um dos histogramas da
Figura 36, observa-se que os mesmos apresentam formatos muito semelhantes, o que pode ser
notado pela equivaléncia do valor médio da distribui¢do (~1), pela porcentagem de eventos
comk<1ex>1deca 70% e 30%, respectivamente, e pelos intervalos de possiveis valores
de x em ambos os casos. Quanto aos valores médios das distribui¢des proximos a 1 nos dois
casos, isto mostra que os valor médio de p nestes experimentos € igual ao valor obtido no
SERRS médio de cada corante, o que mostra, como esperado de acordo com a interpretagdo
esquematizada na Figura 33, que no SERRS médio o sinal ¢ originado por uma combinagao
linear das contribui¢des de todos os “hot spots” iluminados pelo laser durante a aquisi¢do. No

que diz respeito a maior porcentagem de eventos com k < 1, esta informacdo se traduz em
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uma maior distribui¢do de eventos com o lado Stokes intensificado. Além disso, os intervalos
de valores que k assume nos dois histogramas sdo semelhantes, o que indica que a
normalizacdo utilizada para gerar k elimina contribui¢des referentes a estrutura eletronica
molecular. Neste caso, « reflete a contribuicdo plasmodnica para as relagdes anti-Stokes/Stokes
o que estd de acordo com o modelo da Figura 33, o que possibilita a determinacdo das
energias de ressonancias dos “hot spots” responsaveis pelos espectros observados de uma
molécula. Este aspecto envolvendo «k constitui o objetivo do restante deste capitulo. Porém,
antes de passar para esta tarefa queremos discutir um pouco sobre as caracteristicas de alguns
dos espectros contidos nos eventos em que bandas de ambas as moléculas (~198 ¢ 220 cm’™
para o CV e BG, respectivamente) sdo observadas simultaneamente. Na Figura 37 sdo

apresentados trés destes espectros, selecionados para a seguinte discussao.

/oL
L4

i

Intensidade / un. arbtr.

L} v 1 v 1 'Ifl 1 v 1 v L}
-600 -400 -200 200 400 600
Numero de onda / cm™

Figura 37: Espectros SERRS no regime de uma molécula selecionados da coluna "Ambos" da Figura 35, onde
bandas das moléculas BG e CV sdo observadas simultaneamente. Os espectros foram tratados para remocdo de
fundo através do programa Cobra [81].

A Figura 37 tem por objetivo ilustrar uma caracteristica de grande importancia: os
valores de k ndo sdo sempre iguais para 0 BG e CV em um dado evento quando os espectros
de ambos os corantes sdo observados simultaneamente. Por exemplo, os espectros em preto e
azul na figura mostram eventos em que sdo obtidos valores muito proximos de « para as duas

moléculas, o que pode ser verificado pelas intensidades relativas das bandas em ~200 e 220
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cm” nos lados anti-Stokes e Stokes. No espectro em preto o lado Stokes ¢ mais intenso
relativamente ao lado anti-Stokes para as duas moléculas do que o esperado segundo a
distribui¢do térmica. No espectro em azul, por outro lado, o lado anti-Stokes ¢ fortemente
intensificado. O espectro em vermelho mostra uma situagdo em que se observam valores de x
bastante distintos para as duas moléculas. Para BG o sinal Stokes (~220 cm’) é mais intenso
que o anti-Stokes. Por outro lado, para o CV a banda em 198 cm™ mostra uma intensifica¢io
para o lado anti-Stokes relativamente ao Stokes se comparado ao esperado da distribuicao
térmica.

Quando duas moléculas ocupam um mesmo “hot spot” elas experimentam as mesmas
condi¢des de ressonancia (CE e EM). Do ponto de vista da contribuicdo CE essa afirmagao
pode ser facilmente entendida em se considerando que este mecanismo de intensificacdo
depende exclusivamente da interagdo quimica entre molécula e superficie, o que ndo deve ser
diferente considerando-se moléculas adsorvidas em diferentes pontos da superficie. Do ponto
de vista do mecanismo EM, o fator de intensificagdo eletromagnético (EFgy), diferentemente
do mecanismo quimico, ¢ dependente da posi¢do da molécula no “hot spot”. Este fato poderia
levar a conclusdo de que a posi¢do da molécula em um mesmo “hot spot” poderia levar a
observagdo de diferentes valores de k. Porém, apesar da diferenca entre os fatores de
intensificacdo experimentados por moléculas em diferentes posi¢cdes na superficie metélica, o
perfil deste fator de intensificagio com o comprimento de onda de excitagdo ¢ o mesmo,
como pode ser observado na Figura 38, que apresenta uma simulacdo efetuada através do
método DDA (Aproximacdo de Dipolo Discreto) do perfil do fator de intensificagdo EFpm
para um modelo de “hot spof” constituido de duas esferas de Ag de 25 nm de raio no véacuo
separadas por uma distdncia de ca. 1 nm. Detalhes do método DDA serdo explorados no

Capitulo 4 e, portanto, neste ponto nos manteremos a discussao do resultado da simulagao.
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Figura 38: Simulagdo pelo método DDA ("Discrete Dipole Approximation™) do espectro de extingédo e do perfil
do fator de intensificagdo EFgyv em um "hot spot" formado por nanoparticulas de Ag de raio 25 nm separadas por
uma distancia de, aproximadamente, I1nm (como mostrado no detalhe da figura). As simulag¢des foram realizadas
para as duas polarizagdes do campo elétrico da radiac@o excitante. A dire¢do de propagagdo é a mesma do vetor
de onda (k), perpendicular ao plano do papel.

Na Figura 38 sdo apresentados espectro de extingdo (linha preta) e o perfil do fator de
intensificacdo EFgy para duas posi¢des na regido entre as nanoesferas: o = 0° e a = 5°, onde o
corresponde ao angulo em torno do eixo interparticulas como representado na figura. Estes
perfis de intensificacdo sdo apresentados pelas linhas em vermelho (o = 0°) e azul (o = 5°). O
perfil para a = 5° foi multiplicado por um fator de ~76 vezes para igualar os valores maximos
dos fatores de intensificacdo para as duas posi¢des e, assim, se obter uma melhor comparagao
entre os dois perfis.

Nota-se na Figura 38 que o perfil de EFgy para as duas posi¢cdes sao muito
semelhantes, apresentando um formato do tipo Lorentziano com ressonancia proximo a 450
nm. A unica diferenca entre as ressonancias EM experimentadas pelas moléculas estd na
amplitude da mesma (fator de 76 vezes) e por uma contribui¢do para oo = 5° um da ressonancia
de plasmon das nanoparticulas individuais (banda em ~370 nm). Porém, como os valores de k
descrevem relacdes de intensidade em dois comprimentos de onda distintos, os mesmos nao
dependem da amplitude da ressonancia, mas da posi¢ao e formato da mesma e, portanto, duas

moléculas em um mesmo “hot spot” devem apresentar o mesmo valor para kK como € 0 caso
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dos espectros em preto e azul da Figura 37. Portanto, de acordo com o discutido até o
momento, moléculas que se adsorvem no mesmo “hot spot” ou em “hot spots” com
semelhantes ressonancias devem apresentar os mesmos valores de K, ao passo que moléculas
que se adsorvem em “hot spots” com distintas ressonancias eletromagnéticas devem levar a
observacdo de valores diferentes para k, como ¢ o caso do espectro em vermelho na Figura
37. Estes resultados indicam que mesmos em espectros em que ambos os analitos sdo
observados simultaneamente, existe a possibilidade de extrair informagdes de espectros de
uma unica molécula através das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes.

Para melhor ilustrar a caracteristica de observacdo de espectros de uma molécula
através das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes, foram calculados os valores de k para
as moléculas BG e CV (kpg € kcy) em cada um dos 2500 espectros. Um detalhe importante ¢
que, sendo k uma relacdo de intensidades, este precisa ser linearizado para tornar possivel a
observagao nao somente dos eventos com o lado anti-Stokes intensificado, mas também os
eventos com o Stokes intensificado. Esta linearizacdo foi realizada através da defini¢do de «’
= k para descrever os eventos com o lado anti-Stokes intensificado (k > 1) e K” = -1/ « para os
eventos com o Stokes intensificado (k < 1). O sinal negativo é apenas utilizado para ndo haver
sobreposi¢do dos eventos em uma apresentacdo grafica. Esta definicdo de k’ permite uma
comparagdo direta entre o seu valor e a interpretacdo de intensificacdo de um dos lados do
espectro SERRS relativo ao regime de SERRS médio. Por exemplo, k¥’ = 2 significa que o
evento apresenta um sinal anti-Stokes que ¢, relativamente ao Stokes, duas vezes o valor no
SERRS médio e, ao contrario, k¥’ = -2 representa um sinal Stokes, relativamente ao anti-
Stokes, que ¢ o dobro do valor no SERRS médio.

Na Figura 39 sdo apresentados os valores experimentais de K’ para as moléculas BG e
CV (K’sg € K’cv, respectivamente) para o conjunto de 2500 espectros. Na figura, os valores de

K’cv = 0 e K’ = 0 correspondem aos eventos em que sdo observados espectros somente de
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BG e CV, respectivamente. Os demais valores de k’ sdo de espectros em que as duas
moléculas sdo observadas simultaneamente, como na Figura 37. A linha vermelha
corresponde a K’cy = K’pg € foi adicionada para guiar a discussdo. Todos os pontos que nao
sdo interceptados por esta linha correspondem a eventos em que as moléculas apresentam
valores diferentes para x’. A figura foi dividida em 4 quadrantes para designar diferentes
situacdes K’pg > 0 e K’cy > 0 (quadrante I), K’gg > 0 e K’cv < 0 (quadrante II), K’gg <0 e K’cv

< 0 (quadrante III) e k’gg < 0 € K’cv > 0 (quadrante 1V).
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Figura 39: Valores de «' = «k para os eventos com o lado anti-Stokes intensificado e k' = -1/« para eventos com o
Stokes intensificado para as moléculas BG e CV. No quadrante (I) sdo apresentados eventos em que o lado anti-
Stokes ¢ intensificado para as duas moléculas. Em (II) sdo apresentados eventos em que o anti-Stokes ¢é
intensificado para o BG e o Stokes para o CV. No quadrante (III) os eventos sdo de Stokes preferencialmente
intensificado para ambas as moléculas e em (IV) a molécula CV apresenta o lado anti-Stokes intensificado e o
BG Stokes intensificado.

A Figura 39 mostra que quando as duas moléculas sdo observadas ao mesmo tempo
em uma dada posicdo da superficie do eletrodo, k¥’ ¢ diferente para as duas moléculas na
maioria dos casos, o que implica que os sinais sdo originados de diferentes “hot spots” e,
portanto, considerando a variedade de possiveis “hot spots” na superficie do eletrodo, estes
resultados sugerem que um pequeno nimero de moléculas adsorvidas sdo “provadas” pela
excitagdo Raman (SERRS), o que constitui em um possivel diagndstico para o regime de
observagdo de uma molécula. Além disso, esta analise permite uma melhor identificacdo de

eventos de uma molécula ocorrendo em diferentes “hot spots”, o que usualmente ¢ feito
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através de medidas de correlacdo cruzada dos sinais SERS das moléculas utilizadas em um
experimento “bi-analyte”. Nestas medidas algum grau de correlagcdo pode aparecer devido a
emissdo de fundo, por exemplo, o que poderia afetar a interpretacdo dos resultados. [82]
Etchegoin e col. recentemente desenvolveram uma metodologia para identificacdo de eventos
correspondentes a diferentes “hot spots” através da andlise de imagens do CCD para um
determinado evento.[47] Nossa proposta, porém, visa complementar, com menor custo

experimental, tais medidas.

Modelo de ressondncia

Nossa interpretacdo para as flutuagdes de intensidades nos lados anti-Stokes e Stokes ¢
que as ressonancias no sistema molécula-“hot spot” afetam os valores de cas € o5 devido as
posicdes das radiacdes espalhadas em cada lado em relacio a banda correspondente a
condi¢do de ressonancia experimentada pela molécula adsorvida. A Figura 40 mostra essa
ideia de maneira qualitativa com duas ressonancias hipotéticas, uma no lado anti-Stokes e

outra no lado Stokes.

Resonéncia no lado Stokes
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Figura 40: Modelo de ressonancia para a intensificagdo dos lados anti-Stokes e Stokes. As curvas Lorentzianas
em vermelho e azul descrevem ressonancias para os lados Stokes e anti-Stokes, respectivamente. Os espectros
SERRS apresentados (retirados do histograma da Figura 35) sdo para caracterizar as intensificacdes para cada
lado do espectro SERRS devido a estas contribui¢des ressonantes.
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Na Figura 40 sdo apresentados dois espectros SERRS de uma molécula retirados do
histograma da Figura 35, dos quais podem ser observadas grandes diferengas quanto aos
formatos dos espectros. No caso do espectro em vermelho, o lado Stokes (maior comprimento
de onda em relacdo ao 632,8 nm) apresenta bandas com intensidades bastante superiores as
intensidades para as bandas no lado anti-Stokes (menor comprimento de onda em relagdao ao
632,8 nm), o que mostra uma intensificagdo preferencial para o lado Stokes, que poderia ser
interpretada como sendo o espectro SERRS originado de um sistema molécula-“hot spot” que
apresente uma ressonancia como a representada pela banda hipotética em vermelho na Figura
40. O espectro SERRS em azul, ao contrario, apresenta uma intensificagdo preferencial para o
lado anti-Stokes, o que poderia estar associada a presenga de uma ressonancia como a
apresentada em azul. Uma caracteristica bastante importante dos espectros SERRS
apresentados ¢ o fundo, que acompanha a mesma tendéncia de intensificacdo que as bandas
nos lados anti-Stokes ou Stokes, o que estd de acordo com a interpretacdo de ressonancia,
como descrito por Itoh e col.[83-85].

Note que o termo ressonancia ¢ apresentado aqui de forma genérica, referindo-se a
ressonancia do perfil de intensificagdio SERRS com o comprimento de onda da radiacao
excitante, o qual apresenta, de forma geral, contribuicdo eletromagnética (EM) devido a
ressonancia entre a radiagdo excitante e modos de excitacdo de plasmon de superficie e
quimica (CE) devido a ressonancias entre a radiacdo excitante e transi¢des internas da espécie
molecular (efeito Raman ressonante, RR) e/ou ressonancias com transi¢des de transferéncia
de carga (CT) envolvendo estados eletronicos moleculares e o nivel de Fermi no metal.

Lombardi e Birke, em uma descri¢do unificada para o efeito SERRS para a molécula
CV adsorvida em nanoparticulas de Ag, mostraram que estas trés ressonancias se sobrepdem
na regido em torno de 632,8 nm e, portanto, de maneira geral, as ressonincias em azul e

vermelho na Figura 40 podem ser vistas como uma combinagdo de cada um destes efeitos no
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perfil do fator de intensificagdio SERRS. A extensdo de cada contribuicdo para esta
ressonancia total depende da geometria das nanoparticulas metélicas (do tipo de substrato
SERS utilizado para obtencdo dos espectros), da molécula-prova utilizada para as medidas
SERRS e do tipo de interacdo entre esta molécula-prova e a superficie metalica. Como
discutido na introducdo desta tese, estas contribui¢des ressonantes podem ser incorporadas em
uma expressdo para a intensidade SERRS de um determinado modo vibracional através da

Eq. 41 descrita por Lombardi e Birke.[26-27]

1
omaas(0h) = (&, +&(a, ))2 & (a)O)z)'((a)FK - a)o)z + 721()((6011( - (00)2 + 7/121()
Eq. 41

onde o primeiro, segundo e terceiro termos do denominador sdo contribui¢des ressonantes
para a intensidade SERRS de um determinado modo vibracional devido a excitagdo do
plasmon de superficie, a transferéncia de carga entre metal e molécula e ao efeito Raman
ressonante, respectivamente. Nesta equacdo, wg, wrk, @ik, sdo as frequéncias da radiacao
laser, da transi¢ao eletronica de transferéncia de carga entre o metal e a molécula adsorvida e
de uma transi¢do eletronica entre os niveis HOMO e LUMO da molécula, respectivamente. y
se refere ao fator de amortecimento de cada ressonancia e esté relacionado a largura de banda
(quanto maior y, mais larga a banda e menor o tempo de relaxagdo dos estados eletronicos
excitados). Para evitar confusdes, o simbolo w serd utilizado para descrever uma frequéncia
genérica, enquanto wy sera utilizado especificamente para o caso da radiagdo excitante. &, & €
€ sdo a constante dielétrica do meio em que o metal estd inserido (por exemplo H,O, g =
1,777 [86]) e as partes real e imaginaria da fun¢do dielétrica do metal, respectivamente.

Uma caracteristica importante da Eq. 41 ¢ a natureza multiplicativa de fung¢des do tipo
Lorentzianas, ou seja, de denominadores de ressonancia. A expressdo acima indica de forma

qualitativa a contribui¢do de cada uma das ressonancias discutidas, na qual ndo ¢ discriminada
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a contribuicdo da posicao da radiacdo espalhada em relagdo a frequéncia de ressonancia. Para

levar em consideracdo esta contribuicdo, a intensidade SERRS pode ser descrita por

2
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Eq. 42

onde ws corresponde a frequéncia da radiagdo espalhada, ou seja, ws = @wo £ @y, €M qUE Wy
descreve a frequéncia do modo vibracional. O sinal positivo estd associado ao espalhamento
anti-Stokes e o sinal negativo ao espalhamento Stokes. Os termos envolvidos na somatoria
correspondem aos elementos do tensor de polarizabilidade Raman na condicdo SERRS, ou
seja, molécula adsorvida (fisica ou quimicamente) a uma superficie metélica e exposta a altas
intensificacdes do campo local (Eji.) nas frequéncias das radiagdes incidente e espalhadas,

descritas por termos da forma:

2
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Eq. 43

A relagdo entre a Eq. 41 e a Eq. 42 pode ser obtida considerando que o primeiro termo
da Eq. 41 se refere ao fator de intensificacdo eletromagnético (EFgm) na superficie de uma
esfera cujo didmetro ¢ muito menor que o comprimento de onda da radiacdo excitante. [4, 20-
21] Os demais termos da Eq. 41 estdo relacionados ao tensor de polarizabilidade Raman

através da equacao de dispersdo de Kramers-Heisenberg-Dirac. Desta forma,

2

|Eloc (w)|2 oc 1
E[ Q& +&@) +&(@))

Eq. 44

De forma semelhante,
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1
((wFK - C’)o)2 + 71%’1( )((a)lk - (00)2 + VIZK)

Eq. 45

2
zal,l'()'(a)(]’a)s) o<
,0

Apesar de ndo haver uma dependéncia direta com a frequéncia da radiagdo excitante
na Eq. 44, as componentes real e imaginaria da funcdo dielétrica (e1(w) e &(w),
respectivamente) apresentam forte dependéncia com a frequéncia da radiacdo excitante para o
caso dos metais utilizados em SERRS, como Ag, Au e Cu. Portanto, se considerarmos o
modelo de esfera adotado, a condi¢ao de ressonancia ocorre quando €1(w) = -2¢y, 0 que ocorre
para uma especifica frequéncia da radiacdo excitante, mostrando o carater de denominador de
ressonancia para a contribui¢do eletromagnética.

No efeito Raman ressonante ou na contribui¢do de transferéncia de carga, podemos
descrever os elementos do tensor de polarizabilidade Raman por uma tnica ressonancia, ao
invés de uma soma sobre estados. Desta forma, se considerarmos o carater Lorentziano de
uma ressonancia [87], ndés podemos modelar as ressondncias acima através de fungdes

Lorentzianas, ou seja:

(@) | (@) 1

1
E) E| (@ i — 0 ) + (% F)Z | (@ - F 00, F + (%F)Z

Eq. 46

para a contribuicdo eletromagnética (EM) e

Y o (,0,) =
n,0

1 1
(a)res,CE - a)o)2 + (% r)z | (a)res,CE — @+ a)vib)z + (%F)z

Eq. 47

para a contribuicdo CE que retine o efeito Raman ressonante e a transferéncia de carga, onde

@, gy € O, o correspondem as frequéncias das ressonancias EM e CE, respectivamente. A

¥ 14

Eq. 46 ¢ uma descri¢dao de EFgy dentro da aproximacao eletrostatica e a Eq. 47 ¢ adaptada do
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formalismo Raman ressonante para os espalhamentos anti-Stokes e Stokes descrito por
Schomacker e col.[88]

De acordo com o modelo de Lorentzianas as relagdes de intensidade anti-
Stokes/Stokes sob condigdes SERRS (pserrs) podem ser escritas através da combinagdo da

Eq. 38, Eq. 46 ¢ Eq. 47:

((00 +a,, )4 e_E‘%ET (a)res,CE —@t wvib)z + (% FCE)Z (a)res,EM —@t wvib)z + (% Loy )Z 2

Vi

Poones = (wo ~ B )4 (1 + e_E‘%HT ] (wres,CE 0y~ 0y, )Z + ( % Iﬂcz;)z ' (a)res,EM 2 ww'b)z + (% FEM )Z

Eq. 48
ou
Pserrs = PrermicoPcEPEM
Eq. 49
onde

7EVI'
((00 +a,, )4 € %BT

p érmi = )
e (Cl)o -, )4 (1 " e_EV%BT]

Eq. 50

(a)res,CE —W+ wvib)z + (% FCE)Z

Fee (a)res,CE —, = wvib)z + (% rCE )2
Eq. 51
2
_ (a)res,EM -, + a)vib)z + (% FEM )2
Pem =

(a)res,EM -~ ww’b)z + (% FEM)Z
Eq. 52
De acordo com este modelo se a ressonancia CE ou EM ¢ muito larga
comparativamente a diferengca entre as energias da radiacdo incidente e espalhada, esta

ressonancia ndo apresenta contribui¢do para as relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes (p =
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1). Isto pode ser o caso, por exemplo, do SERRS médio no substrato ORC discutido

anteriormente, em que a variedade de estruturas promove um carater de uma ressonancia larga

para a contribui¢do EM. A Figura 41 mostra a dependéncia de pem (Eq. 52) em fungdo da

largura da ressonancia, o

nde ¢ possivel notar que a contribuicdo eletromagnética pode se

tornar desprezivel em p para larguras acima de 6000 cm™. Na Figura 41 a ressonancia foi

ajustada para ®es ev = 16500 cm™.
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Figura 41: Dependéncia de pgyv em fungdo da largura (I'gy) obtida por meio da Eq. 52, utilizando frequéncia de

ressonancia igual a 16500 cm™.

Dentro desta interpretacdo, no regime de SERRS médio (pem =1), podemos escrever:

Pserrs = <pSERRS> = PromicoPcE

Eq. 53

Lembrando que na auséncia de respostas diferenciais do equipamento,

entao,

K = pSERRS — pSERRS
IO ref p térmico

<K> _ <pSERRS> _

- — FcCE
p térmico

Eq. 54
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onde <K > ¢ o valor médio de K no SERRS médio, ou seja, de acordo com o discutido

anteriormente, os resultados de p nos experimentos SERRS médio estdo relacionados, dentro
da proposta de interpretacao, a contribui¢ao CE.

Desta forma da Eq. 49 e Eq. 53,

Pserrs = <pSERRS >:0 EM

onde se escreve que o valor de p em um experimento SERRS, por exemplo no regime de uma
molécula, depende do valor no experimento SERRS médio, multiplicado pela contribui¢ao

EM proveniente do “hot spot” investigado pela molécula. Podemos, entdo, escrever:

— p SERRS

K =p
<,0 SERRS> o

Eq. 55

em que se 1€ que a normalizagdo dos valores de p nas medidas de uma molécula pelo valor no
SERRS médio elimina a contribui¢do intrinseca molecular tornando os valores normalizados
(k) relacionados aos "hot spots". Portanto, através dos valores de K e da Eq. 51, podemos
estimar a energia da ressonancia CE e através da Eq. 52 e utilizando os valores de k podemos
estimar as energias de ressonancia dos "hot spots" responsaveis pela observaciao dos espectros
que originaram o histograma da Figura 35. No primeiro caso, por exemplo, podemos
investigar as energias das ressonincias CE para o BG e CV utilizando os resultados de
SERRS médio para as duas moléculas. Porém, a determinacdo exata das energias de
ressonancia através da Eq. 51 requer o conhecimento da largura de ressonancia. Embora nao
seja possivel acessar esta informacdo com o conjunto de dados experimentais coletados,

podemos utilizar de argumentos razodveis para estimar o par (a),.es’CE ,FCE) que melhor reflete

os valores de K para cada um dos corantes neste regime de altas concentragdes. Por exemplo,

para estimar as energias de ressonancia CE referentes aos valores médios de p nas

distribui¢des da Figura 31 nos analisamos os melhores pares (a),,es CE,FCE) através da analise
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do comportamento de K em funcdo da energia de ressonancia para diversos valores de I'cg, o

que ¢ apresentado na Figura 42 para radiagdo excitante em 632,8 nm (~15803 cm™).

3,0
2,8
2,64
2,44
227
2,0
1,8
v 1,64
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,44
0,24

v T v T T T T T v
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Figura 42: Simulag@o dos valores de K para diferentes frequéncias de ressonancia e larguras de ressonancia,
como indicado.

Na Figura 42 as curvas de Kcg em fungdo de myespm se sobrepdem quando ®respm =
15803 cm™ onde K¢k = 1, ou seja, ndo ha intensificagdo preferencial para os lados anti-Stokes
ou Stokes quando a energia de ressonancia se iguala a da radiacdo excitante. Em outras
palavras, ndo ha diferenca entre as sec¢des de choque anti-Stokes e Stokes nestas condicdes.
Quando a energia de ressondncia ndo ¢ igual a da radiacdo excitante, a Figura 42 mostra que
Kce ¢ diferente de 1 e a extensdo desta diferenca ¢ modulada pela largura I'c.

No detalhe da Figura 42 sdo apresentados através de linhas tracejadas em azul e verde

os valores experimentais de <KSERRS> para o CV e o BG, obtidos a partir dos valores de

< pSERRg> da Figura 31 (SERRS médio). Os espectros UV-Vis dos corantes sugerem que as

larguras das bandas de transi¢do eletronica HOMO — LUMO (que reflete o tempo de vida do
estado excitado, LUMO) para estas moléculas sdo aproximadamente iguais, o que nos leva a
aproximar que I'cg ¢ aproximadamente igual para BG e CV. Com esta aproximag¢ao podemos

verificar na Figura 42 a curva com menor valor de I'cg que intercepta os valores
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experimentais. Na figura, esta curva é a para Tcg = 1100 cm™, que pode perfeitamente recriar
os valores experimentais de <K SERRS> para 0 BG e o CV para energias de ressonancia

aproximadamente iguais a 14700 ¢ 15660 cm™ . Note que no caso do BG este valor se refere a
menor energia de ressondncia (primeiro ponto no grafico) que intercepta o valor experimental.

Com estes pares (a),,es - ,FCE) para cada molécula, podemos construir a curva de ressonancia

CE em potencial de circuito aberto que melhor descreve os resultados experimentais obtidos
no SERRS médio. Estas curvas sdo apresentadas no detalhe da Figura 32, logo acima dos
espectros UV-Vis dos corantes em solugdo. Estas curvas sdo, portanto, uma estimativa da
contribuicdo CE (Raman ressonante + transferéncia de carga) das moléculas BG e CV
adsorvidas em Ag.

Se este modelo tem validade para a finalidade de estimar as energias de ressonancia, o

mesmo deve ser capaz de reproduzir o formato da dependéncia de < pSERRS> com o potencial
aplicado (Figura 24), ja que neste caso o potencial aplicado altera os valores de @, ;. Para

verificar se este modelo ¢ capaz de reproduzir o formato da Figura 24, os valores
experimentais foram sobrepostos as curvas de Kcg em fungdo s pm para alguns valores de
I'ce (Figura 43). Os valores experimentais foram adicionados com os respectivos valores de
desvio padrao como faixas horizontais na regido que interceptam as curvas simuladas. As
larguras das faixas correspondem aos valores de desvio padrdo da distribuicdo K em cada

potencial aplicado.
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Figura 43: Comparagdo entre o perfil da dependéncia de K com o potencial aplicado no regime de SERRS
médio com os perfis da dependéncia de Kcg simulado em fungdo da frequéncia de ressonancia ®es c.

Na Figura 43 notamos que as curvas simuladas sdo capazes de descrever o formato da
dependéncia de <K > em fung¢do do potencial aplicado se as energias de ressonancia mudam de

~14700 cm™ (valor estimado da Figura 42) em potencial de circuito aberto para ca. 15600 cm
! em potencial -0,4 V, ou seja, se o efeito do potencial aplicado é de aumentar a energia de
ressonancia, o que estd de acordo com o modelo e interpretacdo propostos na Figura 26b, o
que da maior credibilidade e validade as estimativas das energias de ressonancia através das
relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes. Com isto em mente, passamos agora a estimativa
das energias de ressonancia dos "hot spots" através dos valores de k na condigdo de SERRS
de uma molécula. Como k ndo depende da estrutura eletronica molecular, o procedimento
adotado anteriormente (comparacao entre os resultados do BG e CV) nao pode ser aplicado.
Para contornar este problema efetuamos simulacao dos valores de k com o uso da Eq. 55 e Eq.
52 para um intervalo de energias e largura de ressonancia, cujos valores estdo apresentados no
mapa da Figura 44a. O procedimento adotado esta esquematizado na Figura 44b, em que um
dado valor experimental de k ¢ procurado no mapa de valores simulados de tal forma que,

quando ¢ encontrada uma equivaléncia entre os valores experimental e simulado, o par
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(a)res’CE,FCE) referente ao valor simulado ¢ tido como uma possivel solu¢do para o nosso

problema.
8
a 1400 b
" Comparar
1200 6
Tg s
; 1000
£ :
8 ‘ Kk Experimental - Simul
g 800 3 ]
Quando
2 equivaléncia
600 é encontrada
1
400 E 14 15 16 17 18 SOIugoeS D"(f‘s e 1—‘
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Figura 44: a) Dependéncia dos valores de k com a energia de ressondncia e largura de ressonancia. b) Esquema
para estimativa das energias de ressondncia através da comparagéo entre os valores experimental e tedrico.

O problema com o procedimento descrito acima ¢ que existe uma distribuicao de pares

(a)m ce>Lcg ) para um mesmo valor de k, como pode ser observado na Figura 44a e a dispersdo
de (a)m - ,FCE) pode ser elevada para um determinado intervalo de x, principalmente para k

— 1. Porém, para alguns valores de k esta distribui¢do de possiveis (a)res’CE,FCE) pode ser

estreita, possibilitando a estimativa da energia de ressonincia para estes casos. Isto pode ser

melhor observado na Figura 45.

[ ] Eventos com
2 k>2
"
)

4 %

2
16000 17000 18000

Eventos
Stokes Intensificado

3.0
1900 27
24
21
1.8
15
1.2
0.9
0.6
0.3

i e e e e
13000 14000 15000 16000 17000 18000 19000 00— s

Iem™
mres,EM

Eventos com
0<k>3

18000
-1

Bl
o, _E"Icm
mres,EM I cm o

Figura 45: Frequéncias de ressonédncia (0. rm) para cada valor de «.
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Na Figura 45 apresentamos os possiveis valores de m.sgpm para cada valor de k
experimental, obtidos através do método esquematizado na Figura 44b. Estes possiveis
valores de orspm sd0 representados pelas linhas horizontais. Os pontos em vermelho
corresponde ao valor médio de s gm. Analisando a figura, notamos que para k > 2, a largura
da barra horizontal ¢ menor, ou seja, a distribuicdo de ®sem em torno do valor médio é bem
estreita e, portanto, nestes casos a energia de ressonancia pode ser aproximada ao valor médio
(pontos em vermelho). Note que k > 2 se refere aos eventos com o lado anti-Stokes
intensificado, o mesmo valeria para os eventos com o Stokes intensificado (k' < -2, circulados
em azul na figura). Para valores de k proximos de 1, porém, a distribui¢do de ®respm €
bastante larga e nestes casos o valor médio ndo ¢ uma boa estimativa para a energia de
ressonancia, ou seja, o procedimento ndo ¢ valido nestes casos. Para x = 1 podemos
discriminar duas situagdes: 1) a ressonancia ¢ simétrica em torno da frequéncia de excitagao
laser, situacdo que ndo causa nenhuma intensificacio preferencial das sec¢des de choque anti-
Stokes ou Stokes e 2) a energia de ressonancia ¢ muito diferente da energia de excitagdo
(maior ou menor), ou seja, ndo causa efeitos significativos na intensificagdo de uma banda em
200 cm™. Neste Gltimo caso, pelo fato de que a ressondncia estaria muito afastada da
excitagdo laser e da energia da radiagdo espalhada, a intensificagdo SERRS seria muito baixa,
tornando pouco provavel a obtencdo de fatores de intensificacdes suficientes para a
observagdo de espectros de uma unica molécula. Portanto, descartamos esta segunda situacao
e consideramos que os eventos com k proximo a 1 sdo atribuidos a ressonancias cujas
frequéncias sdo proximas a da radiacdo excitante. Com este procedimento temos a
possibilidade de estimar as energias de ressonancia em cada "ponto" da drea mapeada como

apresentado na Figura 46a.



130

Mapa de Ressonancias Mapa Intensidade SERRS

+{0.9

670
+0.8

660
40.7

650
0.6

630

620

610

600

20 25 30

X/pm x/ pm

Figura 46: a) Ressonancias determinadas na area mapeada do eletrodo ativado. b) Mapa das intensidades
SERRS normalizadas para a banda ~200 cm™ dos corantes na mesma érea.

Na Figura 46a em cada ponto da area mapeada, referente a um determinado evento
com caracteristico valor de k, ¢ apresentado o valor de myesem (passado para comprimento de
onda em nm para melhor visualizacdo) determinado através da metodologia discutida acima.
Lembrando que nos eventos em que duas moléculas foram observadas simultaneamente em
um determinado "ponto" da area mapeada ha possibilidade de obten¢do de diferentes valores
de «, para constru¢do do mapa da Figura 46a escolhemos o evento com maior intensidade
SERRS para descrever estes pontos no mapa de ressonancias. As regides onde ndo foram
observados espectros SERRS de nenhum dos corantes sdo apresentados na figura com a cor
branca. Os eventos cuja energia de ressonancia foi considerada igual ao da radiacdo excitante
(15803 cm™ ou 632,8 nm) foram demarcados com a cor preta.

Na Figura 46b ¢ apresentado o mapa de intensidades SERRS (normalizado para mais
facil visualizag¢do). Nesta figura as regides escuras sao os pontos onde ndo foram observados
espectros SERRS na area mapeada. Apresentamos esta figura para verificar se o método
utilizado ¢ valido ou ndo, principalmente na aproximacao efetuada para os eventos com K =
1. Para isto consideramos a aproximag¢ao no sentido inverso, ou seja, os eventos com energias
de ressonancia muito distantes da energia da radiagdo laser sdo, muito provavelmente,

incapazes de permitir altas intensificagdes SERRS, ao contrario, as maiores intensidades
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SERRS devem ser obtidas dos "hot spots" com ressonancia igual a da radiacdo excitante.
Desta forma, as regides em preto na Figura 46a (632,8 nm) devem, na Figura 46b,
corresponder as regides com maiores intensidades SERRS, como de fato ¢ observado. Ao
contrario, as regides com energias de ressonancia um pouco mais distantes apresentam menor
intensidade SERRS, como esperado. Isto mostra que o procedimento adotado permite estimar
as energias de ressondncia dos "hot spots" que estdo de acordo com o esperado do ponto de

vista teorico.

3.4 — Conclusoes parciais

As flutuacdes das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes foram interpretadas a luz
de um mecanismo de ressondncia que permite intensificacdo preferencial das secgdes de
choque anti-Stokes ou Stokes. Foi proposto um modelo de ressondncias descrito por fungdes
Lorentzianas tendo em vista os denominadores de ressonancia na expressao da intensidade
SERRS em fun¢ao do comprimento de onda de excitagdo.

O modelo de ressonancia permitiu, de forma eficaz, estimar as energias de ressonancia
dos perfis do fator de intensifica¢do nos "hot spots", o que ¢ de grande interesse para o campo
de SERS em geral. Além disso, as interpretacdes possibilitaram identificar e separar a
contribuicdo CE da EM para uma dada observagdo experimental, o que ¢, de forma geral, de
grande dificuldade, mas de enorme interesse.

Outra caracteristica importante foi que as andlises permitiram novas interpretagdes
sobre a natureza de espectros referentes a uma inica molécula em experimentos "bi-analyte"
em um substrato que contenha uma distribui¢do de "hot spots". As observagdes mostraram
que, mesmo que bandas das duas moléculas utilizadas sejam observadas simultaneamente, a
analise das relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes pode permitir a identificagdo de
eventos de uma molécula, originados em diferentes "hot spots" na area iluminada pela

radiagdo laser.
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Capitulo 4

Aplicacao de simulacdes eletromagnéticas para “hot spots”: Uma
ferramenta para o estudo das propriedades SERS no regime de uma
molécula
4.1 — Motivac¢ao

Na maioria dos experimentos SERS, principalmente no que se refere aos estudos de
espectros de moléculas individuais, a maior contribui¢do para o sinal coletado ¢ proveniente
do mecanismo eletromagnético de intensificagdo do sinal Raman, devido acoplamento entre a
radiagdo eletromagnética e modos de excitacdo de plasmon de superficie. Este acoplamento
leva a intensificacdo local do campo elétrico sentido pela molécula prova, bem como do
campo elétrico da radiagdo espalhada pela mesma (aproximacao eletrostatica [5, 20, 23, 25,
89]). Dessa forma, ¢ natural que o tratamento teérico de um grande nimero das observacdes
experimentais, principalmente no regime de uma molécula, seja realizado através de
simulagdes eletromagnéticas, que se dispdem a resolver as equagdes de Maxwell sujeitas a
condigdes de contorno.

Diversos métodos podem ser aplicados para tal finalidade, dentre os quais citamos a

teoria de Mie e o método DDA. Ambos os métodos tém sua origem na resolucdo da equacao

de Helmholtz [90-91],

(V2 +£% EG) =0

Eq. 56

obtida através das equagdes de Maxwell, onde E se refere ao campo elétrico, mas pode ser
considerado o campo magnético (B) em uma posic¢do r = (X,y,z) no espago ¢ k corresponde ao

vetor de onda no interior da nanoparticula ou no exterior da mesma (ko).
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A teoria de Mie, apesar de ser uma solucdo exata para as equagdes de Maxwell, se
restringe a problemas (ou geometrias das nanoparticulas) em que ha a possibilidade de
separagdo de variaveis, como por exemplo, esferas. Para esta geometria, as solucdes (em
termos de coordenadas esféricas r,0,0) obtidas para o campo elétrico e magnético no interior e
no exterior da nanoesfera podem ser escritas através de expansdes em série de vetores

harmonicos esféricos v, do tipo

y(r.0,0) = R(rO(0)D(9)
Eq. 57

A resolucdo deste problema de simetria esférica ¢ semelhante a resolu¢do da Equacao
de Schrodinger para o 4tomo de hidrogénio, mais familiar para nds quimicos. Na realidade, a
parte angular destas solugdes (0,0) ¢ idéntica nos dois problemas, os chamados harmoénicos
esféricos (polindmios de Legendre). A diferenca entre o problema do atomo de hidrogénio e
da nanoesfera na teoria de Mie estd na parte radial (dependéncia com r), onde no primeiro
caso sao utilizados os polindmios de Laguerre e nas nanoesferas utiliza-se as fungdes de
Bessel, Neumann e Hanckel. [90] O leitor mais interessado pode encontrar mais detalhes

destas funcdes na referéncia [90] e no apéndice H da referéncia [5]. Dentro deste contexto,

odemos escrever para o campo elétrico incidente ( £ (k,7)), no interior da nanoparticula
0

(Eint (k,7)) e espalhado (Eesp (k,7))

Noy n
Einc(kol_’:) = EOZ z ar(zf\r[rf;l)lMy(,l) (kol_;) +a(NM)NS) (kO’_;)]

,m n,m,N .m
n=0m=-n

Eq. 58

N n
E"(kr)=E, Y Y Mol MO (k) + Vo NO (1)
n=0m=-n

Eq. 59

N n
B (k) =B, Y [P0 ME) (k) + NG (k)]

n=0 m=—n

Eq. 60
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Nas equagdes acima, E ¢ a amplitude do campo elétrico da radia¢@o incidente e M i’rzl

e NV sdo fungdes obtidas através de v

m

. . A 1 A

) — Zar) 0 — o

M, =Vx@Fy,) e N, —%Van”m
Eq. 61

e o sobrescrito j se refere ao tipo de funcdo radial utilizada, Bessel (j = 1), Neumann (j = 2) e
Hanckel (j = 3) e a escolha destas fungdes esta relacionada ao seu comportamento assintético:
A funcdo de Bessel descreve bem uma onda plana, enquanto que a fung¢do de Hanckel
descreve uma radiagdo fungdo esférica para » — -o como esperado para o espalhamento de

luz e, portanto, descreve o campo elétrico da radiagdo espalhada. [5]

) () : ffrd A
M, e N, podem ser interpretados como os campos elétrico e magnético gerados

m

por multipolos (dipolo, quadrupolo, hexapolo, octapolo, etc) descritos por n (1, 2, 3, 4, etc).

(Ncut) (Ncut) (Ncut) (Ncut) (Nz‘ut) (Ncut) e 5 ~ L e
Ay irs Qus Comirts Coms Pomst © Py 830 coeficientes da expansdo em série e estdo

relacionados as propriedades Opticas (indice de refracdo, por exemplo) do meio considerado

(nanoesfera ou meio em que a mesma esta inserida), as quais devem ser fornecidas através do

uso de tabelas de dados experimentais. Os coeficientes ¢, , \,.x € P, 1.y Podem ser descritos

(N)

em fungdo dos coeficientes a, . .y

para a radiacdo incidente. Portanto, uma vez que as

propriedades opticas dos meios materiais sdo fornecidas, a solugdo do problema pode ser,
entdo, obtida através do calculo dos coeficientes da expansdo em série em fungdo destas
propriedades até a ordem do multipolo que leva a uma convergéncia (até N.,) na Eq. 58, Eq.
59 e Eq. 60, acima.

O espectro de extingdo pode ser calculado através da sec¢do de choque de extingao
(Oext), 0 qual pode ser comparado com os espectros UV-Vis obtidos experimentalmente para
as nanoparticulas esféricas consideradas (solu¢do coloidal). Na teoria de Mie c.x pode ser

calculado através de:
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0= 2 2 Relal 2 )+ Relal 0 )
n,m
Eq. 62

Ao contrério da teoria de Mie, o método DDA permite a simula¢do de nanoparticulas
de diversas geometrias, incluido arranjos de nanoparticulas, através da divisdo de cada
nanoparticula em um numero finito de objetos cubicos polarizdveis, em que o momento de

dipolo induzido (P) em cada um destes objetos (ou elementos) ¢ dado por:

P=a,E (r)

J loc \' j
Eq. 63

Na Eq. 63 Eloc(rj) ¢ o campo elétrico local sentido pelos objetos j na posi¢do rj que

constituem a nanoestrutura. Este campo elétrico apresenta componente proveniente da
radiagdo laser incidente (onda plana) e componente proveniente dos dipolos induzidos em
cada um dos demais objetos utilizados para construir a geometria da nanoestrutura. O termo

«; constitui o tensor de polarizabilidade do objeto. No caso de metais, como Ag, Au e Cu,

importantes para o efeito SERS, este tensor ¢ isotrdpico e pode ser descrito pelo uso da

polarizabilidade obtida por meio da relacdo de Clausius-Mossotti [92]:

oM _3d3 gj_l
ai’ =——

4 €,+2
Eq. 64

onde d corresponde as distancias entre os dipolos ¢ €; a fungdo dielétrica do metal. No método
DDA esta descricdo para a polarizabilidade apresenta um termo de correcao para levar em
considera¢do de que ndo estamos descrevendo a nanoparticula como um meio continuo, mas
através de um reticulo ciibico com um ntimero finito de dipolos. [92]

A boa descri¢do das propriedades Opticas das nanoestruturas através do método DDA
depende, entre outros aspectos operacionais, da qualidade na descricao da fung¢ao dielétrica do
metal. Apesar de existir formulagdes analiticas para estas funcdes dielétricas para Ag e Au [5,

20, 93], nesta tese foram utilizadas principalmente as compilagdes de valores experimentais
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para estas fungdes para Ag e Au descritas por Palik [18], bem como suas corre¢des para
incluir o meio dielétrico em que as estruturas foram simuladas.

O campo elétrico local em uma determinada posic¢ao r; ¢ obtido através de:

Eo(r)=Eyexp(ik -7)- Y 4, P,
J#I

Eq. 65

onde o primeiro termo descreve o campo elétrico da radiacdo incidente com amplitude

méxima E, propagando na dire¢do do vetor de onda k . O termo na somatdria é dado por:

Ayﬁ/ exp;(»; ) {kzﬁix(’ijxé)'k(l%f%)[r;é_3’7:1(’717'3)]}

iy iy

Eq. 66

e descreve uma onda esférica espalhada (dependéncia fora do colchetes) devido a cada um
dos dipolos P; que compdem a nanoestrutura. A equagado a ser resolvida (Eq. 66) ¢ um sistema
de equagdes lineares, cuja resolugdo ¢ feita de modo auto-consistente. [91, 94-96] Inumeros
métodos podem ser aplicados para a resolucdo deste sistema de equagdes € nosso grupo tem
utilizado o programa desenvolvido por Draine e col. conhecido como DDSCAT.[94,97] que
possibilita a escolha do tipo de algoritmo a ser utilizado, como por exemplo, método do
gradiente biconjugado [98], que permite obter resultados bastante satisfatorios com custos
computacionais relativamente baixos, o qual foi utilizado em todas as simulagdes DDA nesta
tese [99].

No método DDA as seccdes de choque de extingdo, de absor¢do (oums) € de
espalhamento (ocsp) podem ser calculadas para cada comprimento de onda através da Eq. 67,
Eq. 68 e Eq. 69, respectivamente, e os espectros de extingdo obtidos podem ser comparados

com os espectros UV-Vis observados experimentalmente.

4ﬂj€ N =k =
0,, == zzlm(Eo,]"Pj)
| 0 | J=1
Eq. 67
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e R CA e

Eq. 68

O-ext = O-abs + O-esp
Eq. 69

No capitulo anterior mostramos que as relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes
podem nos fornecer detalhes das ressonancias nos "hot spots". Estas ressonancias
experimentadas pelas moléculas correspondem a ressonancias no fator de intensificagdo
EFem. Desta forma, as simulagdes eletromagnéticas descritas acima podem nos fornecer
algumas informagdes para auxiliar na interpretagdo de alguns dos resultados obtidos no
capitulo anterior, como por exemplo, o fato de que para o coloide de Ag sintetizado, as
relagdes anti-Stokes/Stokes apresentam pequena flutuagdo em torno de um valor médio muito

proximo ao esperado de acordo com o equilibrio térmico.

4.2 — Experimental e computacional

Os coloides de Ag e Au foram preparados segundo o procedimento descrito por Lee e
Meisel [65] e por Frens [100].

Os espectros SERRS de BG e CV apresentados neste capitulo se referem as mesmas
condi¢des experimentais utilizadas nos experimentos para o regime de deteccdo de uma
molécula discutidos no capitulo anterior utilizando o coloide de Ag como substrato SERS. As
imagens SEM do coloide de Ag foram obtidas na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo em um equipamento JSM — 7401 F — Field Emission Scanning

Electron Microscope.

As simulagdes DDA foram realizadas através do programa DDSCAT 7.1 [92, 97]
desenvolvido e disponibilizado por Draine e Flatau. Nestas simulagdes as nanoparticulas

foram consideradas imersas em agua, o que ¢ realizado através da correcdo do comprimento
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de onda no meio (indice de refracdo da dgua ~1,333 [86] para radiacdo excitante na regido do
visivel/infravermelho proximo). Foram utilizadas para Ag e Au as compilagdes de Palik e de
Johnson e Christy, respectivamente. Esta ultima foi utilizada para o Au devido a melhor
descricdo da constante dielétrica (principalmente a parte imagindria) na regido do azul e
ultravioleta, de grande importancia para a resposta optica do Au. Foi utilizado o método do
gradiente biconjugado em todas as simulagdes DDA para a resolucdo do sistema de equagdes
lineares. Nestas simulagdes foram utilizados espagamentos entre os dipolos de

aproximadamente 0,5 nm.

As simulagdes pela teoria de Mie foram realizadas através do programa SPLaC [5]
desenvolvido e disponibilizado por Le Ru e Etchegoin. Este programa consiste em um
conjunto de cdédigos escritos em linguagem Matlab, dentre os quais se encontra um codigo
para resolucdo para o problema de esfera de tamanho arbitrario. Apenas para comparagao,
nestas simulacdes para esferas de Au, as propriedades Opticas do metal foram descritas pelo
uso da modelagem de Etchegoin e col. [93] para a funcgdo dielétrica do Au, também incluida
no pacote disponibilizado. A importancia desta modelagem estd na grande contribui¢do de

transigdes interbanda que contribuem para a parte imaginaria da fungdo dielétrica.

4.3 — Resultados e discussao

Neste capitulo iremos discutir dois resultados experimentais relacionados ao capitulo
anterior desta tese, que motivaram as simulacdes a serem apresentadas a seguir. O primeiro
diz respeito a distribui¢do das relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes (p) em regime de
uma molécula em coloide de Ag. O segundo esta relacionado as larguras das ressonancias
eletromagnéticas no eletrodo ativado ORC discutidas na ultima parte do capitulo. Estas
ressonancias apresentaram larguras a meia altura com valores da ordem de 700 - 800 cm™ ou

inferiores, o que ¢ bastante fino se compararmos com a ressonancia de plasmon de uma
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nanoparticula individual ou mesmo um "hot spot" formado por estas nanoparticulas (este
ponto sera melhor discutido mais adiante).

4.3.1. - Sobre as relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes em coloide de Ag.

Quanto ao primeiro resultado experimental, verificamos no histograma da Figura 29
do capitulo anterior, que a distribui¢do de p no coloide, se comparada as distribuigdes
apresentadas para o eletrodo ativado, ndo apresentou valores muito elevados (altas
intensificagdes para o lado anti-Stokes relativamente ao lado Stokes) ou muito pequenos (alta
intensificacdo para o lado Stokes relativamente ao lado anti-Stokes), mas valores que se
distribuem de forma muito parecida com uma distribui¢do normal em torno de um valor
médio proéximo ao esperado para um equilibrio térmico na auséncia de efeitos ressonantes
afetando as secg¢des de choque anti-Stokes e Stokes. Sabemos que neste sistema existem
contribui¢des ressonantes experimentadas pela molécula, a dizer o efeito Raman ressonante, a
contribui¢do de transferéncia de carga e as ressonancias de plasmon de superficie. Porém para
melhor entendermos os resultados obtidos, precisamos verificar como estdo as ressonancias
em torno da excitag¢do laser, principalmente as ressondncias de plasmon de superficie. Como
as interagdes entre as moléculas e o metal sdo as mesmas seja no eletrodo ativado ou no
coloide, interpretamos a fonte para as diferencas observadas como sendo originadas pelas
ressonancias de plasmon de superficie no coloide.

Como nosso interesse para os valores de p estd no comportamento das ressonancias de
plasmon de superficie em torno da radiagdo excitante, apresentamos espectros SERRS
(excitacdo em 632,8 nm, Figura 47) e SERS (excitagdo em 785 nm, Figura 48) em regime de
uma molécula para solucdo contendo BG e CV ("bi-analyte"). Para uma anélise mais ampla
dos espectros nas duas radiagdes, na Figura 47 e na Figura 48 sdo apresentadas sequéncias
temporais de espectros obtidos na regido anti-Stokes e Stokes para cada comprimento de onda

da radiagdo laser.
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Figura 47: Sequéncias temporais de espectros obtidos com radiagdo excitante 632,8 nm na regido anti-Stokes (a)
e Stokes (c). Os espectros em (b) e (d) sdo os espectros mais intensos de (a) e (¢).

Na Figura 47a e Figura 47c sdo apresentados os espectros obtidos para a regido anti-
Stokes e Stokes, respectivamente, ¢ na Figura 47b e Figura 47d sdo apresentados alguns
espectros representativos dos eventos de maior intensidade nas sequéncias temporais. Duas
observagdes importantes podem ser feitas destes resultados: a maioria dos espectros tem a
caracteristica dos espectros da molécula CV, como esperado de acordo o apresentado no
capitulo anterior e no lado anti-Stokes as bandas referentes a modos vibracionais de maior
frequéncia apresentam intensidades muito baixas, mas onde ainda ¢ possivel visualizar
algumas dessas bandas como, por exemplo, a banda em ca. -1200 cm™. O sinal da banda em
ca. -1600 cm™', a banda mais intensa no lado Stokes, é perdida em meio ao ruido.

O fato de que as bandas de modos vibracionais de maior frequéncia sdo dificilmente

observadas para radiacdo excitante em 632,8 nm ndo ¢ nenhum resultado surpreendente

levando-se em consideragdo de que o mecanismo VP ("Vibrational Pumping") ndo ¢ tao
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expressivo em nossos resultados e que a temperatura ambiente a probabilidade de haver

moléculas em estados vibracionais excitados para modos de alta frequéncia ¢ muito baixa,

dado que esta probabilidade ¢ proporcional a o Vhr . Estamos desconsiderando aquecimentos
locais nestes resultados, como no capitulo anterior, o que foi evidenciado também pela
auséncia de alteragdes significativas nos histogramas de p para as bandas em ~200 cm™ com o
aumento da poténcia da radiacdo laser (resultados ndo apresentados). Além disso, o aumento
da poténcia ndo levou a um aumento significativo das intensidades das bandas na regido de

alta frequéncia.
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Figura 48: Sequéncias temporais de espectros obtidos com radiagdo excitante 785 nm na regido anti-Stokes (a) e
Stokes (c). Os espectros em (b) e (d) sdo os espectros mais intensos de (a) e (c).

No experimento com excitagdo em 785 nm, por outro lado, os resultados sdo
diferentes dos obtidos para o 632,8 nm. Isto pode ser observado na Figura 48, na qual ¢
possivel visualizar, ao contrario das medidas em 632,8 nm, bandas na regido de alta

frequéncia no lado anti-Stokes com intensidades relativamente altas. Pode-se pensar que tal
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observagdo seria resultado de diferencas entre as poténcias das radiag¢des laser e/ou devido a
respostas diferenciais do CCD. O primeiro argumento poderia ser utilizado como motivo, uma
vez que medidas aproximadas indicaram que a poténcia da radiacdo em 785 nm € pelo menos
uma ordem de grandeza maior que a radiagdo em 632,8 nm. Porém, o aumento da poténcia da
radiacdo 632,8 nm em uma ordem de grandeza, ndo levou a observacdo de intensidades
significativas para as bandas de alta frequéncia nesta radia¢do no lado anti-Stokes, como pode
ser visualizado na Figura 49, onde ¢ possivel observar que o formato dos espectros ¢ muito
diferente do formato dos espectros na Figura 48c. Nestes espectros um sinal pouco intenso
para a banda em -1600 cm™ é observado em apenas 2 dos 3000 espectros na sequéncia
temporal, situagdo muito diferente da Figura 48. Portanto, serd descartada a hipdtese da

diferenga entre as poténcias das radiagdes laser utilizadas.

-1600 -1400 -1200 -1000 -800 -600

- -1
Numero de onda/cm

Figura 49: Sequéncia temporal de espectros obtidos com radiagdo excitante 632,8 nm na regido anti-Stokes.

Outro motivo que poderia ser utilizado para os resultados observados nas radiagdes
632,8 nm e 785 nm ¢ a possibilidade de respostas diferenciais do sistema de detec¢do. Por
exemplo, se supormos por um momento que o detector apresenta uma melhor resposta para a
obtencao de espectros SERS na regido Stokes, isto significaria uma boa resposta para o lado
anti-Stokes para radiagio em 785 nm. S¢ para comparar, a banda em 1600 cm™ no lado anti-

Stokes para excitagdo em 785 nm corresponde a um comprimento de onda de,
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aproximadamente, 697 nm, que para a radiacdo excitante em 632,8 nm corresponde a uma
frequéncia no espectro Raman no lado Stokes de aproximadamente 1465 cm™. Portanto, para
investigar se ha um problema com a resposta na regido anti-Stokes para excitacdo em 632,8
nm, apresentamos na Figura 50 um espectro Raman normal do nitrobenzeno (liquido puro)

nas regides anti-Stokes e Stokes para este comprimento de onda de excitacao.
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Figura 50: a) Espectro Raman normal de nitrobenzeno (liquido puro) nas regides anti-Stokes e Stokes obtido
para radiagdo excitante em 632,8 nm (poténcia ~0,4 mW). O detalhe da figura é uma ampliacdo da regido anti-
Stokes. b) Comparacéo entre as relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes (p) para algumas bandas no espectro
do nitrobenzeno (pontos pretos) e um ajuste (linha vermelha) segundo a Eq. 7 do Capitulo 3. O detalhe na figura
mostra um espectro Raman normal na regido anti-Stokes para o naftaleno com obtido com maior poténcia para a
observacdo da banda em ca. 1590 cm™.

A andlise da Figura 50b mostra que as relacdes anti-Stokes/Stokes (p) para algumas
bandas do nitrobenzeno (circulos pretos) se ajustam muito bem ao modelo da Eq. 7 do

Capitulo 3 (linha vermelha), mostrando que a resposta do CCD nao ¢ preferencial para o lado
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Stokes para excitagdo em 632,8 nm e, portanto, tais argumentos serdo descartados como
possiveis explicacdes para os resultados apresentados nas Figuras 1 e 2.

Os espectros apresentados na Figura 48b e Figura 48d sdo representativos dos eventos
de maior intensidade SERRS na sequéncia temporal nos lados anti-Stokes e Stokes,
respectivamente, para radiacdo laser em 785 nm. Apesar da grande semelhanga entre os
espectros SERRS médio de BG e CV apresentados no capitulo anterior, principalmente na
regido de alta frequéncia, podemos notar algumas diferengas, dentre elas a presenga de uma
banda em ca. 1530 cm™ no espectro do CV ¢ a auséncia da mesma no espectro do BG. Nos
espectros mais intensos no lado Stokes para radiacdo em 632,8 nm e 785 nm ¢é possivel
observar tal banda, o que indica uma maior contribui¢do da molécula CV nestes espectros. Ao
contrario, nos espectros mais intensos no lado anti-Stokes para radiacdo em 785 nm tal banda
ndo ¢ observada na maioria dos espectros, os quais se assemelham muito ao espectro do BG.
Este resultado ¢ bastante interessante e pode ser interpretado em vista das ressondncias CE
estimadas no capitulo anterior. A radiagio espalhada para o anti-Stokes em ca. 1530 cm’
corresponde a um comprimento de onda de ~700 nm, o que estd em pré-ressonincia com a
banda de ressonancia CE estimada para a intera¢do entre o BG e o metal. Esta possivel pré-
ressonancia pode ser um fator extra para as intensidades dos eventos correspondentes ao BG,
relativamente ao CV, o que permite uma maior probabilidade de se observar eventos de alta
intensidade SERRS para o BG.

Como a ressonancia de plasmon estd afetando as relagdes de intensidade anti-
Stokes/Stokes neste substrato de forma diferente do caso do eletrodo ORC, sugerimos que
esta ressonancia de plasmon também possa ter contribuicdo nestes resultados experimentais.
Para tentar entender a contribuicdo de ressonancias de plasmon nos valores de p bem como
nos espectros em 632,8 nm e 785 nm acima, foram realizadas simula¢des eletromagnéticas

para este sistema via teoria de Mie e DDA, apresentados a seguir.
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Para verificar a validade da utilizacdo das simulagdes eletromagnéticas (DDA e teoria

de Mie) da resposta oOptica de nanoparticulas para aplicacdo no estudo do efeito SERS, na
Figura 51 e na Figura 52 s3o apresentados espectros UV-Vis (extingdo) de suspensdes

coloidais de nanoparticulas esféricas de Au e Ag de dimensdes ~40 e ~50 nm de raio,

respectivamente.
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Figura 51: Comparagdo entre os espectros de extingdo experimental e simulados (Teoria de Mie e DDA) para
nanoparticulas de Au de 40 nm de didmetro.
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Figura 52: Comparagdo entre os espectros de extingdo experimental e simulados (Teoria de Mie e DDA) para
nanoparticulas de Ag de 50 nm de didmetro.

Observa-se na Figura 51 que as simulagcdes DDA e pela teoria de Mie sdo capazes de

reproduzir bem o espectro de extingdo de nanoesferas de Au, sobretudo a simulag¢do pela
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teoria de Mie, que apresenta uma maior correlacdo com o espectro experimental na regido em
ca. 500 nm. Isto possivelmente se deve, além do fato de que a teoria de Mie corresponder a
uma solugdo exata para o problema eletromagnético, que a simulagdo foi realizada utilizando
o modelo de Etchegoin e col. [93] para a funcdo dielétrica do Au. Este modelo tem por base a
tentativa de uma melhor descri¢do da contribuicdo de transi¢des interbandas para a fungao
dielétrica deste metal, o que ¢ de grande importancia para a regido do azul no espectro
eletromagnético. Desta forma, o resultado do calculo sugere a melhor descricdo de transi¢des
interbandas para a resposta Optica do Au pelo modelo de Etchegoin e col.. Para comprimentos
de onda acima de 550 nm os espectros calculados pelas duas simulacdes sdo muito
semelhantes, o que mostra que a simulagdo DDA empregada ¢ perfeitamente capaz (com a
compilacdo de dados experimentais para a funcao dielétrica) de calcular a resposta dptica de
nanoparticulas metdlicas. Porém, observa-se que a largura da banda no espectro experimental
¢ maior que nas simula¢des, o que pode ser devido ao fato de que as nanoparticulas
sintetizadas apresentam uma dispersdo de tamanhos e, possivelmente, de formas, que desviam
um pouco do esférico.

No caso das nanoparticulas de Ag o espectro calculado pelo método DDA através da
Eq. 67 apresenta perfeita correlagdo com o espectro calculado através da teoria de Mie (Eq.
62), o que novamente mostra a eficicia do método DDA empregado. Porém, um maior desvio
entre os espectros simulados e o experimental ¢ observado. Embora, o comprimento de onda
de maximo ¢ perfeitamente reproduzido nos espectros simulados, o espectro experimental
apresenta um formato muito mais alargado que os simulados, além da presenga de um ombro
bem pronunciado em ca. 550 nm. Um ombro em ca. 700 nm também ¢ observado no espectro
de extingdo da suspensdo coloidal de Au, porém, bem menos pronunciado que no caso do

coloide de Ag. Sugerimos duas possibilidades para este ombro observado em maior
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comprimento de onda: as nanoparticulas sintetizadas apresentam algum grau de agregacao
e/ou a sintese levou a uma distribui¢ao de nanoparticulas de maiores dimensoes.

As duas possibilidades podem agir simultaneamente em maior ou menor extensao.
Porém, o ombro com méximo em ~ 530 nm no espectro de extin¢do das nanoparticulas de Ag
apresenta comprimento de onda que esta abaixo do esperado para agregados de nanoparticulas
de Ag em solucdo, como serd mostrado neste capitulo. Desta forma, consideramos que a
principal fonte para o ombro em ~ 530 nm no coloide de Ag ¢ a presenca de nanoparticulas
com dimensdes superiores aos 25 nm de raio esperados de acordo com o procedimento de Lee
e Meisel.

Através da teoria de Mie, efetuamos simulagdes de espectros de extingdo para
nanoesferas de diferentes raios. Na Figura 53 ¢ apresentado o espectro calculado para uma
nanoesfera de 55 nm de raio, que apresenta uma banda com maximo em ~ 530 nm com maior
largura que reproduz de forma satisfatoria o formato do espectro experimental para maiores
comprimentos de onda. Imagens obtidas através de microscopia eletronica de varredura do
coloide agregado com KBr (Figura 54) mostram a existéncia de nanoparticulas com diametros

~100 nm e superiores, como esperado através do calculo via teoria de Mie.
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Figura 53: Comparacéo entre os espectros de extingdo experimental e os simulados pela Teoria de Mie para
nanoparticulas de Ag de 50 nm e 110 nm de diametro.
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Figura 54: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (SEM) das nanoparticulas de Ag
sintetizadas pelo método de Lee e Meisel apos agregagdo com KBr (10 mM).

Nas imagens SEM pode ser observada uma variedade de diferentes agregados de
esferas de Ag, sendo algumas dessas esferas com didmetro até bastante superior a 110 nm, as
quais ndo devem contribuir de forma expressiva para as intensidades SERRS, ja que a
intensificacdo SERS ¢ menor para particulas metalicas muito grandes como essas, devido ao
fato de que o tamanho da particula ¢ muito proximo ao comprimento de onda de excitagao
(neste caso 632,8 nm e 785 nm). Nesta situacdo, contribui¢des de modos de maior ordem
(quadrupolo, octapolo, etc) passam a ter maior contribuicdo na regido do visivel, os quais
levam a menores intensificagdes de campo elétrico local. Portanto tais estruturas de tao
grandes dimensdes ndo serdo consideradas nas andlises posteriores. Desta forma,
consideramos apenas as contribui¢des de nanoesferas de 25 e 55 nm de raio para a
intensificacdo SERS em 4 situagdes: 3 modelos de "hot spots" formados por dimeros dessas
nanoesferas (dimeros: 25 nm - 25 nm, 25 nm - 55 nm e 55 nm - 55 nm, separados por
distancias g ~ Inm) cujos espectros de extincdo simulados pelo método DDA sao
apresentados na Figura 55, e um agregado como o demarcado pelo circulo branco na Figura

54 (espectro de extin¢do simulado na Figura 57).
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Figura 55: Espectros de extingdo simulados pelo método DDA para os dimeros formados por nanoesferas de 25
e 55 nm de raio, indicados na figura.

Os espectros DDA da Figura 55 para cada dimero foram simulados para duas
orientacdes de campo elétrico (E): paralelo e perpendicular ao plano do papel e a dire¢ao de
propagacdo deste campo elétrico excitante ¢ descrita pelo vetor de onda k, como indicado na
figura. No espectro para o dimero 25 nm - 25 nm (linha preta na Figura 55) a banda de menor
comprimento de onda corresponde a excitagdo (dipolar) de plasmon de superficie das
nanoparticulas individuais e a banda de maior comprimento de onda no espectro corresponde
ao acoplamento dipolar destas ressonancias individuais. A banda de energia intermedidria,
identificada no espectro através de um ombro em ca. 500 nm, ¢ originada através da
contribuicdo de modos de maior ordem, por exemplo, quadrupolar. Isto ¢ evidenciado no caso
do dimero 25 nm -55 nm, onde esta banda em torno de 500 nm ¢ mais intensa no espectro
deste dimero, o que se deve ao fato de que contribuigdes quadrupolares passam a ter maior
importancia conforme o aumento no tamanho da nanoparticula. [16, 21, 101]

As bandas de maior comprimento de onda nos espectros para os dimeros 25 nm - 55
nm e 55 nm - 55 nm, de forma semelhante ao exposto acima, podem ser atribuidas ao
acoplamento (dipolar) entre os modos de excitacdo de dipolo das nanoparticulas individuais.

Nota-se que este modo de acoplamento dipolar apresenta-se deslocado para vermelho em
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relacdo aos modos de dipolo das nanoparticulas individuais. Dentre os trés dimeros, o menor
deslocamento ¢ observado para o dimero 25 nm - 55 nm, o que se deve, provavelmente, a
menor eficiéncia para este acoplamento devido a diferenca de energias dos modos de
excitagdo das nanoparticulas individuais (~430 nm e ~520 nm, para as nanoparticulas de 25
nm e 55 nm de raio, respectivamente). Por fim, as bandas em menores comprimentos de onda
nos espectros em vermelho e azul (~408 nm) correspondem a ressonancia de quadrupolo das
nanoparticulas individuais de 55 nm [21]

O acoplamento dipolar entre modos de excitagdo dipolo de nanoparticulas individuais
¢ normalmente o mais importante para o efeito SERS, pois contribui para um maior valor de
intensificacdo local do campo elétrico (|g(wo))) a uma dada frequéncia o, , e
consequentemente do fator de intensificagio EFgy ~ |g(wo)|*, como mostrado para o caso do

dimero 25 nm - 25 nm (Figura 56a).
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Figura 56: Simulagcdes DDA para: a) Espectro de extingdo para o dimero de nanoesferas de 25 nm (preto)
separadas por 1 nm de distancia e perfil do fator de intensificagdo do campo elétrico (|g(wo)|, onde EFgy =

l2(wo)|") no "hot spot" (azul); b) Espectros de extingiio para nanoesferas de prata 25 nm separadas por 1, 2 e 3
nm.

Na Figura 56a observa-se que o perfil de intensificacdo do campo elétrico no "hot
spot" segue o mesmo perfil do espectro de extingdo, onde se nota que a intensificagdo para o
acoplamento entre modos dipolares em ~650 nm leva a uma maior intensificagdo SERS.
Como pode ser visualizado na figura, este "hot spot" apresenta ressonancia deslocada para o
lado Stokes do espectro se considerada radiagdo laser excitante em 632,8 nm. Estes "hot

spots" formados por dimeros de esferas de 25 nm sdo os que mais contribuem para a
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intensidade SERS em 632,8 nm. Agregados com mais nanoparticulas (trimeros, por exemplo)
apresentariam ressonancias dipolares ainda mais deslocadas para o vermelho. Estes "hot
spots" simulados sdo para uma distancia interparticulas de 1 nm, o que ndo necessariamente
corresponde a situacdo experimental, ou seja, hd uma distribuicdo de "hot spots" com
diferentes distancias interparticulas, as quais apresentam ressonancias em diferentes
frequéncias, como indicado pelas simula¢des DDA da Figura 56b.

Se considerarmos (como uma aproximac¢do) que os resultados das relagdes de
intensidade anti-Stokes/Stokes em coloide do Capitulo 3 sdo provenientes de “hot spots”
formados por dimeros 25 nm — 25 nm, a distribui¢do de distancias interparticulas entre 1 e 2
nm ird ditar se ocorre intensificagdo preferencial para o lado anti-Stokes ou Stokes.
Lembrando que a contribuicdo CE foi estimada como contribuindo mais para intensificacao
do lado Stokes, a exclusdo da mesma levaria a conclusdo (considerando o histograma
centrado no valor esperado, térmico, para p) de que a contribuicdo eletromagnética estaria
contribuindo ligeiramente para intensificagdo do lado anti-Stokes, o que seria obtido pela
distribui¢do de distancias interparticulas mais proximas de 2 nm. Além disso, o intervalo de
valores no histograma de p apresentado no Capitulo 3 para este substrato mostra que a
contribui¢do eletromagnética para este coloide ndo ¢ tdo grande como no caso do eletrodo
ORC, o que esta relacionado a largura das ressonancias eletromagnéticas neste substrato, o
que serda melhor abordado mais adiante neste capitulo.

Os resultados das Figura 47 e Figura 48 para as intensidades anti-Stokes e Stokes nas
radiagdes 632,8 nm e 785 nm podem ser interpretados por meio destas simulagdes DDA.
Radiagdo espalhada para o lado anti-Stokes para um modo com frequéncia em 1600 cm™
apresenta comprimento aproximadamente igual a 575 nm e 697 nm, para excitacdo em 632,8
nm e 785 nm, respectivamente. Se considerarmos "hot spots" formados pelos dimeros 25 nm -

25 nm e 55 nm - 55 nm, estas radia¢des espalhadas apresentam comprimentos de onda muito
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préoximos a um minimo nos espectros de extingdo, ou seja, ndo esperariamos intensificacao
suficiente para visualizarmos a banda em -1600 cm™ no espectro SERS para nenhuma das
radiagdes. De fato, como discutido, ndo esperamos que existam "hot spots" na regido de baixa
frequéncia que apresentem intensificagdo suficiente para a observacdo de espectros de uma
unica molécula, nem mesmo para o caso do dimero 25 nm - 25 nm com distancia
interparticulas igual 3 nm. Apesar deste dimero apresentar ressonancia em 565 nm, muito
proximo do comprimento de onda para a radiacdo espalhada, a radia¢do excitante em 632,8
nm encontra-se fora de ressonancia com a excitagdo deste plasmon de superficie, tornando
invidvel a observacao de espectros SERS de uma molécula.

Para o caso da radiagdo em 785 nm, o mesmo argumento nao pode ser utilizado, ja que
uma variedade de agregados de nanoparticulas pode apresentar ressonancia na regido do
vermelho, ou seja, deve existir algum agregado que permita intensificagdo nos comprimentos
de onda das radiagdes excitante e espalhada. Para mostrar tal situagdo foram realizadas
simulacdes DDA para descrever o agregado demarcado na imagem SEM (Figura 54). Os
resultados estdo apresentados na Figura 57 (espectro de extingdo) e Figura 58 (Mapas do fator
de intensificacdo EFgy para excitacdo em 785 nm, radia¢do espalhada deslocada para o anti-
Stokes em 1600 cm™” e duas diferentes polarizacdes do campo elétrico desta radiacio

excitante).
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Figura 57: Espectro de extingdo simulado pelo método DDA para o agregado de nanoparticulas de Ag de 25 e
55 nm de raio esquematizada na figura. Em azul é apresentado um ajuste de curvas.
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Figura 58: Mapas do fator de intensificagdo EFgy em torno do agregado de nanoesferas simulados pelo método
DDA. Os valores de EFgy em cada mapa foram calculados considerando-se radiagdo excitante em 785 nm e
espalhada em 697 nm (~1600 cm™ para o lado anti-Stokes). Os resultados sdo apresentados para diferentes
polarizagdes do campo elétrico da radiagdo excitante.

Observam-se no espectro simulado duas bandas de ressonancia em 879 nm (proxima
ao comprimento de onda da radia¢do excitante em 785 nm) e em 728 nm (proxima ao
comprimento de onda da radia¢io espalhada em -1600 cm™, ou seja, ~697 nm). Portanto,
tanto a radiagdo incidente quanto a espalhada em -1600 cm™ estio em condigdes de
ressondncia para este agregado, ou seja, em principio esta banda em 1600 cm™ no lado anti-
Stokes poderia ser observada no espectro SERS de uma molécula caso exista neste agregado
um "hot spot" que permita fator de intensificagio acima de 1.10%. Para verificar este fato, na
Figura 58 sdo apresentados mapas de fatores de intensificacdo SERS para excitacdo em 785
nm e radiacio espalhada com frequéncia em ~1600 cm™ deslocada para o lado anti-Stokes. Os

fatores de intensificagdo foram calculados baseados na Eq. 12 do Capitulo 3, ou seja,
EF,,, = |g(785nm)2.|g(697nmj2

Os valores dos fatores de intensificagdo obtidos para as duas polarizagdes indicam a
possibilidade de deteccdo de espectros de uma Unica molécula através deste aglomerado de
nanoparticulas. Além disso, como ja discutido anteriormente, a radiacdo espalhada esta dentro
da banda de ressonancia da contribui¢do CE estimada para o BG, o que leva a um fator de

intensificagdo extra para os valores simulados através da simulagdo DDA.



154

As ressonancias simuladas pelo método DDA parecem, de acordo com os mapas do

fator de intensificagdo, ter contribuicdo da excitacdo do "hot spot" formado pelas esferas de
55 nm de raio (lado esquerdo do agregado) e da excitagdo dos "hot spots" formados pelo
trimero de esferas de 55 nm - 25 nm - 55 nm de raio. A banda em 879 nm apresenta uma
maior contribui¢do da excitacdo do dimero e a banda em 728 nm apresenta uma maior
contribuicdo da excitacdo do trimero. Porém, estes modos sdo acoplados, o que permite, por
exemplo, que o "hot spot" formado pelo dimero 55 nm - 55 nm apresente alto fator de
intensificacdo mesmo para comprimento de onda em ~700 nm, e ¢ isso o que permite a
obtencdo de fatores de intensificagdo acima do necessario para observacdo de uma molécula

para este agregado.

4.3.2. - Sobre as larguras de ressondncias em substratos com multiplos "hot spots”

Esta sessdo tem como propodsito investigar a possibilidade de obtengdo de
contribui¢des EM cujas ressondncias apresentem larguras da ordem de 800 cm™ ou inferiores.
Se tomarmos como exemplo o caso do "hot spot" formado pelo dimero de nanoparticulas de
25 nm de raio separadas por uma distancia de 1 nm, a largura do perfil de |g(wo)| para a
ressondncia dipolar do dimero ¢ da ordem de 1300 cm™, muito superior ao esperado para as
altas relacdes de intensidade anti-Stokes/Stokes observadas no Capitulo 3 para o eletrodo
ativado, o qual deve apresentar "hot spots" formados por agregados de nanoparticulas mais
complexos do que este modelo de dimero. A formacao de agregados normalmente leva a um
alargamento da banda de ressonancia de plasmon de superficie devido a maior probabilidade
de relaxacdo por espalhamento. [102] Este ¢ o caso do agregado de nanoesferas simulado na
sessdo anterior, o que dificulta nossa interpretacdo dos valores para as relagdes de intensidade
anti-Stokes/Stokes em eletrodo ativado como discutido no capitulo anterior.

Esta largura esta relacionada a dindmica eletronica apos a excitacdo dos modos de

plasmon de superficie, a qual pode ser descrita através das propriedades Opticas do metal, ou
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seja, através da funcdo dielétrica. [5] Porém, outros fatores também influenciam nesta
dindmica como a temperatura e (ndo menos importante) a geometria das nanoparticulas. A
diferenca entre as larguras da ressonancia de plasmon de superficie para nanoparticulas
individuais de diferentes geometrias pode ser visualizada, por exemplo, nas referéncias [102-
103], onde se pode observar, que nanobastdes podem apresentar ressonancias bem mais finas
que nanoesferas. Este fato motivou a simulagdo DDA de nanobastdes a procura de um sistema
modelo que nos auxilie na interpretagdo dos resultados do capitulo anterior, ou seja, nosso
objetivo nesta sessdo ¢ procurar condi¢cdes de ressonancia com larguras que sejam da ordem
de 700-800 cm™ para agregados de nanobastdes. Um outro aspecto relevante a ser
considerado sdo os trabalhos de Schatz e col. que descrevem através de simulagdes
eletromagnéticas (sobretudo DDA) que arranjos 1D e 2D de nanoparticulas separadas por
distancias da ordem do comprimento de onda de ressonancia podem apresentar ressonancias
extremamente finas, devido as interagdes eletromagnéticas nestas distancias. [104-106]
Porém, tais distdncias ndo nos auxiliam em nossa investigacdo, pois ndo permitem a geracao
de “hot spots” e, portanto, procuramos nesta sessdo, através de simulagcdes DDA, investigar
agregados de nanobastdes que possam levar, através de interagdes eletromagnéticas,
(interferéncia) a obten¢do de bandas com as larguras desejadas. Apesar destas simulagdes nao
serem realizadas para nanoestruturas mais complexas como ¢ o caso da superficie do eletrodo
ativado de Ag ORC, elas tém apenas o objetivo de mostrar, através de um sistema simples, a
possibilidade de interacdes eletromagnéticas que permitam a obten¢do de ressonédncias de
plasmon de superficie mais finas que tornem os resultados apresentados anteriormente
possiveis.

Nanobastdes de Au t€m sido amplamente aplicados em estudos SERS [107-110] ou
em plasmonica em geral [111-113] devido a caracteristica de se poder controlar a posi¢ao da

ressonancia de plasmon de superficie através do controle sobre a razdo de aspecto [114] ou a
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possibilidade de formagdo de agregados lineares [108] ("end-to-end", ou agregados J [113]) e
agregados paralelos ("side-by-side", ou agregados H [113]), que permitem ainda maiores
deslocamentos da posi¢do da banda de ressonancia de plasmon de superficie. Aproveitando
esta vasta experiéncia na literatura sobre tais nanoparticulas e sua aplicagdo em SERS,
iniciamos esta sessdo apresentando espectros de extingdo DDA para nanobastdes individuais e
agregados de nanobastdes separados por distancias da ordem de 1 nm, para comparagdo com
resultados na literatura. Na Figura 59 ¢ apresentado o espectro de extingdo de um nanobastao

de ~41 nm de comprimento com razao de aspecto ~3,6.
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Figura 59: Espectro de extingdo DDA para 1 nanobastio (esquematizado na figura). O espectro em detalhe
corresponde a uma ampliag@o na regido entre 400 e 600 nm.

No espectro do nanobastio ¢ observada uma banda intensa em torno de 740 nm e uma
bem menos intensa em torno de 500 nm, cuja intensidade ¢ baixa devido a interferéncia da
contribui¢do interbanda do Au. Este espectro apresenta grande concordancia com simulagdes
eletromagnéticas e resultados experimentais apresentados na literatura [107-108, 113]. A
banda em 740 nm ¢ atribuida a ressonancia de plasmon longitudinal, enquanto que a banda
em ca. 500 nm ¢ atribuida ao modo transversal, como indicado na figura. A banda referente
ao modo longitudinal é bastante fina (~745 cm™ de largura), de acordo com o desejado.

Porém, como dificilmente nanoparticulas individuais como estas ddo origem a espectros
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SERS de uma tnica molécula, passamos a investigar "hot spots" formados por estes
nanobastdes na cofiguragdo linear ("end-to-end") e lateral ("side-by-side"). Na Figura 60a sao
apresentados espectros de extingdo para diferentes agregados de nanobastdes, a dizer: dois
dimeros formados pela interagdo transversal e longitudinal (azul e vermelho, respectivamente)
e um agregado de 4 nanobastdes contendo tanto intera¢do transversal quanto longitudinal
(verde). Na Figura 60b ¢ apresentado um mapa dos fatores de intensifivagdo EFgy para o

agregado de 4 nanobastdes.
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Figura 60: a) Espectros de extin¢ao simulados pelo DDA para agregados de 2, 3 e 4 nanobastdes comparados ao
espectro para 1 nanobastdo. b) Mapa do fator de intensificagdo SERS (EFgy) para o agregado de 4 nanobastdes.

Nos espectros apresentados na Figura 60a, ndo sdo observadas alteragdes significativas
da banda em ~500 nm (modo transversal), ao passo que grandes alteracdes sdo observadas
para o modo longitudinal. Estes resultados estdo de acordo com a literatura [107-108, 111,
113] e, portanto, nos focaremos nas alteracdes referentes ao modo longitudinal com a
agregacdo dos nanobastdes. O dimero formado pela interacdo longitudinal (em vermelho)
apresenta banda de ressonadncia de plasmon deslocada para o vermelho em relag@o a banda do
espectro de 1 nanobastdo, como esperado, baseado no que foi discutido para o caso do dimero
de nanoesferas. Surpreendente ¢ o fato de que a interagdo lateral (ou transversal) entre os

nanobastdes (em azul) leva a um deslocamento para o azul, enquanto que a banda para o
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agregado de 4 nanobastdes na figura (em verde) encontra-se em posicao intermediaria, devido
ao carater simultaneo de interacdo lateral e longitudinal.

Uma interpretag@o para os deslocamentos verificados acima pode ser feita baseada no
modelo de excitons acoplados. Neste modelo, o acoplamento dos estados excitonicos de dois
nanobastdes individuais, os quais apresentam determinada energia, leva a formagao de novos
estados excitonicos, de forma semelhante a teoria de orbitais moleculares. Estes excitons sdao
caracterizados por momentos de dipolo induzido. Portanto, no caso da interagdo longitudinal
("end-by-end") entre os nanobastdes hd duas possibilidades de interagdo entre os momentos
de dipolo dos nanobastdes individuais, interagdo paralela (soma dos momentos de dipolo) e
antiparalela (substracio dos momentos de dipolo induzidos). A primeira interacao
corresponde a situa¢do de menor energia e caracteriza, portanto, o deslocamento para maiores
comprimentos de onda no espectro. A outra interagdo entre os excitons levaria a um
cancelamento do momento de dipolo induzido e, portanto, ndo caracteriza uma excitagao de
plasmon de superficie. Mais adiante serd mostrado que quando ndo hé cancelamento do
momento de dipolo total, uma nova banda pode ser observada, com maior energia (menor
comprimento de onda) em relagdo ao nanobastdo individual.

No caso da interagdo lateral entre os nanobastdes, o modelo de excitons acoplados
sugere duas interacdes entre os momentos de dipolo induzido dos nanobastdes, interacao
lateral em que os momentos de dipolo induzidos estdo paralelos (soma) e antiparalelos
(subtracdo), sendo que esta ultima ndo ¢ permitida (momento de dipolo induzido total nulo).
A primeira configuragdo caracteriza uma situacdo de maior energia devido a uma repulsio
entre as cargas parciais induzidas com a excitacdo do plasmon de superficie. O modelo
discutido acima esta representado por um diagrama de energias, semelhante a um diagrama de

orbitais moleculares, onde estas interagdes entre os excitons pode ser melhor visualizada.
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Figura 61: Diagrama de energia para interacdo dipolar entre excitons para a formacdo de dimeros de
nanobastdes.

Na Figura 60b observa-se que entre os nanobastdes interagindo lateralmente, o fator de
intensificagdo ¢ significativamente menor que entre o0s nanobastdes interagindo
longitudinalmente. Isto também ¢ observado para o caso de dois nanobastdes (em azul da
Figura 60a). O mapa do perfil de intensificagdo para este agregado de dois nanobastdes ¢
apresentado na Figura 62a. Observa-se que o fator de intensificacdo na regido entre os
nanobastdes ¢ significativamente menor, relativamente a outras regides da superficie do
dimero, préximo a pontas dos nanobastdes. Isto pode ser interpretado baseado na repulsdao
entre as cargas parciais, ou seja, interacdo entre campos elétricos (E) de orientagdes opostas
(como indicado no esquema). Na Figura 62b sdo apresentados vetores campo elétrico no
interior dos nanobastdes e na Figura 62c uma ampliagdo da regido proxima as pontas dos
nanobastdes, onde se v€ claramente a orientagdo oposta dos vetores campo elétrico na regiao

entre as nanoparticulas, como esperado.
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Figura 62: a) Mapa do fator de intensificagdo SERS (EFgy) para o agregado de 2 nanobastdes interagindo
lateralmente. b) vetores campo elétrico no interior dos nanobastdes. ¢) ampliagdo de b) na regido demarcada com
o quadrado vermelho.

Os resultados acima estdo de acordo com o observado na literatura, tanto do ponto de
vista experimental, quanto tedrico. Os espectros apresentados acima ndo apresentam as
larguras de ressondncia desejadas. O acoplamento entre os modos de excitagao de plasmons
de superficie, como no caso das nanoesferas, leva a um aumento da largura de ressonancia. O
sistema com 4 nanobastdes simulado acima apresentou comportamento muito semelhante ao
caso do dimero de nanobastdes interagindo lado a lado. Isto se deve a simetria dos dois
sistemas, o que leva alguns estados excitonicos serem proibidos. Portanto, prosseguimos com
a andlise de um sistema onde se quebra esta simetria, com trés nanobastdes efetuando
interagdes longitudinal e transversal, como indicado no detalhe da Figura 63, onde também

sdo apresentados o espectro de extingdo e o perfil do fator do campo elétrico da radiacao

excitante (|g(a,)| = EFEM%) no "hot spot" indicado na figura.
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Figura 63: Simulagdo DDA para o espectro de extingdo (preto) e para o fator de intensificacdo |g(m)| para o
campo elétrico da radiagdo excitante no "hot spot" formado pelo trimero de nanobastdes esquematizado na
figura.

O espectro de extingdo da Figura 63 mostra a existéncia de mais bandas que no caso
dos agregados de nanobastdes simulados acima: observa-se uma banda em ca. 700 nm e um
ombro em ca. 850 nm. Isto se deve a quebra de simetria, que torna permitido modos proibidos
de acoplamento de excitons nos agregados anteriores. Para facilitar a discussdo, os
nanobastdes foram caracterizados por Nb 1, Nb 2 e Nb 3,como indicado na figura.

Na Figura 63 também ¢ apresentado o perfil do fator de intensificacdo em funcao do
comprimento de onda, em que se observam maximos deslocados dos referentes ao espectro de
extingdo. Tomemos, por exemplo, o caso da "nova" banda em 700 nm, para a qual sdo
apresentadas linhas verticais tracejadas para mostrar a posi¢do dos maximos das bandas,
permitindo-se observar claramente a diferenca entre essas posi¢des. A escolha desta banda
para andlise tem varios motivos. Além do seu deslocamento no espectro de extingdo e no
perfil de intensificagdo, esta banda ndo apresenta um perfil usual, do tipo Lorentziano, ou
seja, ela apresenta um formato mais assimétrico. Isto pode ser melhor visualizado através da
analise dos espectros de absorcdo e espalhamento que compdem o espectro de extingao
(extingdo = absor¢do + espalhamento), apresentados na Figura 64, onde se nota mais

facilmente a assimetria da banda no espectro de espalhamento.
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Figura 64: Espectros de espalhamento (vermelho) e de absor¢éo (preto) simulados pelo DDA para o trimero da
Figura 63. Em azul apresentamos um ajuste de uma ressonancia do tipo Fano.

O formato assimétrico, como ¢ o caso da banda em ~700 nm no espectro de
espalhamento, ¢ caracteristico de ressondncia de Fano, descoberta por Ugo Fano em um
estudo sobre estados de autoionizagdo. [115-117] Essa ressondncia tem uma dependéncia do
tipo:

(Fy+o-a)

(-, +7°

Eq.70

I(w) =<

onde I corresponde a intensidade da banda e v, ®, € ®y t€m o mesmo significado que no caso
da ressonancia Lorentziana. F ¢ um fator que descreve o grau de assimetria em relacdo a
funcdo Lorentziana. Na Figura 64 ¢ apresentado um ajuste (em azul) para o espectro de
espalhamento utilizando o modelo de Fano, onde se observa uma oOtima correlagdo entre a
curva simulada pelo método DDA e o modelo de Fano. O ajuste nos fornece um valor para a
largura y de ~450 cm™ para o espectro de espalhamento. Esta largura ¢ bem inferior aos
valores observados para os casos de sistemas simétricos, o que indica a possibilidade da
obtencdo de "hot spots" com pequena largura. A largura para o perfil de intensificagdo do

campo elétrico excitante, |g(wo), importante para as relagdes de intensidade anti-



163

Stokes/Stokes ¢ de aproximadamente 750 cm™, ou seja, da ordem dos estimados para as
ressonancias que permitiram os maiores valores de k apresentados no capitulo anterior.

A palavra chave para descrever a assimetria na ressonancia de Fano ¢ interferéncia
[87, 116-121], neste caso especifico interferéncia entre modos de excitagdo de plasmon de
superficie. Portanto, para entendermos melhor a origem destas interferéncias precisamos
recorrer a modelos que possibilitem a inclusdo de tal fenomeno. Uma vez que estamos dando
grande enfoque ao tratamento cldssico para o mecanismo eletromagnético, inclusive através
das simulacdes DDA, podemos interpretar os resultados obtidos através de um modelo de
interferéncia entre osciladores, neste caso, osciladores acoplados.

Para um sistema de dois osciladores acoplados (sistema mais simples) sujeitos a uma
forca externa (campo elétrico excitante) pode-se escrever o seguinte sistema de equacdes de

movimento:

%O+ 1x (D) + @ x, () + 11,%, (1) = ae”
X, +7,%,(0) + a)zzxz () + 2%, (1) =0
Eq. 71
onde x,(), x,(¢), X,(t), correspondem & amplitude do vetor posi¢do do oscilador j e suas

respectivas velocidade e aceleragdo em dado instante de tempo t. ¥; € a resisténcia frente ao
. . , e . . 2 A .
movimento oscilatério de j (constante de amortecimento). @; e jy,, descrevem a frequéncia

angular do oscilador j (a)f.x (#) descreve a Lei de Hooke) e a constante de acoplamento entre
os osciladores, respectivamente. a, ¢ a amplitude da for¢a externa (neste caso campo
elétrico). Assumindo uma solugdo complexa do tipo x;(t)=C j(a))e_’m onde C(®)

corresponde a amplitude (complexa da solugdo) e substituindo no sistema da Eq. 71 temos

como solugdes para C (w) ¢ C,(w):
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2 2 .
W, — @ +iY,0

¢ (w)= a
1 (@ - & +iy0) (@ - +iy,0) - ¥
Eq. 72

_Z12
Cz(a))= B 2 . 2 2 . 2 a
(0f —o +iyo)(w, -0 +iy,0)- ¥,
Eq. 73

A diferenca de fase do oscilador em relagdo a forga externa, ¢;(w), pode ser escrita como [87]:

41 Yo
¢, (w)=tg” m
/

Eq. 74

Na Figura 65 sdo apresentados resultados da aplicacdo da Eq. 72 e Eq. 73 para a
modelagem do espectro de espalhamento calculado pelo método DDA. Os resultados na
figura correspondem a situagdo em que se obteve uma boa descricdo do espectro de
espalhamento através das equacdes de osciladores acoplados (Figura 65a). Apresentamos os
resultados em funcdo da frequéncia reduzida, ®;,q que na realidade corresponde ao valor

normalizado da frequéncia pela frequéncia de ressonancia do oscilador 1.
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Figura 65: a) Simulacdo DDA (azul) do espectro de espalhamento para o trimero da Figura 63 e perfil da
amplitude C,(w) utilizando o modelo de oscilares acoplados (Eq. 72). b) perfis em relagdo a frequéncia reduzida
da amplitude C,(w) utilizando o modelo de oscilares acoplados (preto) e da diferenga de fase do oscilador com
relagdo a radiacdo excitante (azul); a linha pontilhada se refere a posi¢do onde ¢ observada a assimetria de Fano
no espectro DDA. ¢) perfis da amplitude C,(w) utilizando o modelo de oscilares acoplados (preto) e da diferenca
de fase do oscilador com relagdo a radiacdo excitante (azul, Eq. 73). d) perfis da diferenca de fase para o
oscilador 1 (preto) e oscilador 2 (vermelho).

Na Figura 65a apresentamos a comparagao entre o espectro de espalhamento DDA e o
moédulo da amplitude C;(w) (Figura 65¢) em funcdo da frequéncia reduzida. Note que a
frequéncia de ressondncia do oscilador 1 foi ajustada para a frequéncia de ressonédncia da
banda de maior comprimento de onda nos espectros DDA. Como nosso modelo ¢ simples e
corresponde a interagdo entre apenas 2 osciladores, o ombro em torno de 850 nm (®; req~1,1)
ndo pode ser descrito pelo mesmo, porém a Figura 65 mostra que a analise de osciladores
acoplados pode perfeitamente reproduzir a assimetria da banda em ~700 nm (na figura,
®1red~1,3), nosso foco de andlise.

Sao apresentados na Figura 65 (b e ¢) os perfis das amplitudes de oscilagdo C;(w) e
C>(w), além das diferencas de fase ¢;(w) e ¢;(w) em funcdo da frequéncia reduzida, para as
quais observamos uma intensa dependéncia com a frequéncia da radiacdo excitante. O perfil
de Cy(w) descreve as duas frequéncias de ressonancia do sistema, ou seja, descreve o espectro
de absorcdo dos dois osciladores quando acoplados, os quais apresentam frequéncias de
ressonancia muito proximas as frequéncias de ressonincia dos dimeros longitudinal e

transversal (espectros de absor¢do DDA sdo apresentados na Figura 66 para comparacao).
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Figura 66: Espectros de absor¢do (DDA) para os dimeros de nanobastdes esquematizados na figura.

Da Figura 66 nota-se que o perfil de C>(w) se assemelha bastante a uma soma dos
espectros de absor¢do de cada um dos dimeros considerados (detalhe na figura), ou seja,
pode-se atribuir os osciladores 1 e 2 aos modos de excitagdo de plasmon de superficie em
cada um destes dimeros, isto ¢, o oscilador 1 nesta andlise corresponderia a excitacdo de
plasmon de superficie no dimero longitudinal (detalhe em preto na figura) enquanto que o
oscilador 2 corresponderia ao modo de excitacdo de superficie do dimero lateral (em
vermelho na figura). Portanto, a interferéncia na ressonancia de Fano observada no espectro
DDA pode ser interpretada, do ponto de vista classico, através da interferéncia (destrutiva)
entre estes modos de excitagdo nos dimeros. Isto ocorre quando a diferenca de fase entre os
osciladores ¢ um multiplo inteiro de 7, o que ocorre para comprimento de onda em torno de
700 nm ou ®;req ~1,3, como pode ser observado Figura 65d. Nesta situagdo os osciladores
correspondentes a excitagdo no dimero lateral e no dimero longitudinal apresentam uma
diferenga de fase de n rad, caracterizando a interferéncia destrutiva entre ambos os modos.

A andlise acima, apesar de simples e de ndo poder explicar todas as bandas observadas
no espectro calculado, permite uma interpretagdo sobre a origem de interferéncias em
nanoparticulas para o efeito SERS e a consequente possibilidade de obten¢do de bandas de

menor largura, que permitam a obten¢do de grandes intensifica¢des para o lado anti-Stokes ou
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Stokes. Porém, para melhor atribuir as bandas observadas no espectro, precisamos recorrer a
um outro modelo que ndo seja o de apenas 2 osciladores acoplados. O aumento no nimero de
osciladores acoplados acarretaria em um aumento na complexidade das equacdes, o que
corresponde a um esforco desnecessario, j4 que a questdo da interferéncia ja foi explicada
pelo modelo mais simples. Para a atribui¢do qualitativa destes modos no agregado de forma

semelhante ao que foi feito com a Figura 61. Portanto, na Figura 67 apresentamos um modelo

para as interagdes entre excitons para um sistema de 3 nanobastdes.
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Figura 67: Diagrama esquematico para interagdo entre excitons no trimero de nanobastdes esquematizado na
Eq. 71.

O modelo considerado na Figura 67 ¢ de acoplamento longitudinal entre os modos do
dimero lateral (a, b) e do nanobastio individual (c), como indicado na figura. Este
acoplamento ¢ mais efetivo na situacdo indicada em (1), em que todos os dipolos induzidos
nos nanobastdes estdo em fase no trimero, o que ¢ obtido através do acoplamento em fase do
modo em (b) com o modo em (c). Este acoplamento caracteriza a banda em ca. 900 nm no
espectro simulado. Os demais modos apresentam nanobastdes com momento de dipolo
induzido fora de fase, como em (2), onde o nanobastdo Nb 3 apresenta dipolo induzido fora

de fase com os demais. As interacdes longitudinais fora de fase sdo as de maior energia e,

portanto, em (3) e (4) sdo apresentados modos que foram construidos de forma semelhante a



168
(1) e (2), porém com interagdo fora de fase para o modo (c). Em (4) ¢ apresentado um modo
em que os dipolos induzidos em cada nanobastdo estdo todos fora de fase, situacdo que
demanda maior energia para ser mantida.
As 3 bandas observas em ca. 700, 850 e 900 nm sdo, portanto, atribuidas aos modos
(3), (2) e (1), respectivamente. O modo de maior energia no diagrama da Figura 67 pode nao
ser observado no espectro porque sua energia pode estar na regido abaixo de 400 nm e/ou o
momento de transi¢do de dipolo € tdo baixo que a banda ndo ¢ visualizada no espectro. Nos
modos (1) e (2) a interacdo longitudinal entre Nb 1 e Nb 2 ocorre em fase, enquanto que no
modo (3) ocorre fora de fase, o que corresponde a uma interferéncia destrutiva no “hot spot”,
que pode justificar a assimetria para a banda em ~700 nm no perfil de intensificagdo do
campo elétrico local. Para verificar as atribuigdes da Figura 67 foram calculados os fatores de

intensificagdo |g(wo)|* para cada um dos modos. Os resultados estdo apresentados na Figura 68

(920 nm), Figura 69 (850 nm) e Figura 70 (700 nm).

log EF

Figura 68: a) Mapa do fator de intensificagio SERS (EFpy = [g(920 nm)|*) para o agregado de 3 nanobastdes. b)
Vetores de campo elétrico no interior dos nanabastdes. Os detalhes na figura correspondem a ampliagdes nas
regides demarcadas com os quadrados vermelho, azul e verde.

Na Figura 68a ¢ apresentado o mapa dos fatores de intensificacdo para excitagdo em
ca. 900 nm, onde se pode observar, além da alta intensificacdo no "hot spot", que as
intensificagdes do campo elétrico no interior dos nanobastdes ndo ¢ a mesma, ou seja, nota-se

campos mais intensos no interior dos nanobastdes formando o "hot spot", o que ¢ resultado do



169
acoplamento entre os dipolos induzidos nestes dois nanobastdes. Na Figura 68b sdo
apresentados vetores campo elétrico no interior dos nanobastdes, onde se pode notar que a
polarizacdo do campo elétrico no interior dos nanobastdes estd de acordo com a atribuicao (1)
da Figura 67.

De forma semelhante, na Figura 69a sdo apresentados o mapa dos fatores de
intensifica¢do e vetores campo elétrico no interior dos nanobastdes. Este modo de ressonancia
de plasmon de superficie, como no caso do modo (1) permite a formagdo de um "hot spot"

com altos valores de intensificacdo do campo elétrico.
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Vetores de campo elétrico no interior dos nanabastdes. Os detalhes na figura correspondem a ampliagdes nas
regides demarcadas com os quadrados vermelho, azul e verde.

SR = -
m)|*) para o agregado de 3 nanobastdes. b)

Na Figura 69b nota-se que os nanobastdes Nb 1 e Nb 2 apresentam polarizagdes na
mesma dire¢do, ao passo que a polarizagdo em Nb 3 ¢ antiparalela, como pode ser observado
nos detalhes da figura (ampliagdes). Estes resultados estdo de acordo com a atribui¢do (2) da
Figura 67.

Uma caracteristica bastante interessante nos mapas dos fatores de intensificagdo ¢ a
regido entre os nanotubos Nb 2 e Nb 3, onde se observa altas intensificagdes para o campo
elétrico. Este resultado ¢ contrario ao observado para os sistemas de maior simetria

investigados acima, onde se observou diminui¢do do vetor campo elétrico em algumas regides
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entre dimeros laterais. A intensificacdo observada na Figura 69a pode ser entendida em
termos da atribuicdo (2) efetuada para este modo de excitagdo. Pelo fato de que as
polarizagdes entre Nb 2 e Nb 3 sdo antiparalelas, as cargas parciais geradas nas extremidade
sd0 contrarias entre os nanobastdes, situacdo esta que permite a geracdo de um campo elétrico

nesta regido intermedidria, justificando o resultado observado.
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Figura 70: a) Mapa do fator de intensificagio SERS (EFEM = |g(700 nm)|*) para o agregado de 3 nanobastdes.
b) Vetores de campo elétrico no interior dos nanabastdes. Os detalhes na figura correspondem a ampliagdes nas
regides demarcadas com os quadrados vermelho e azul.

Por fim, podemos aplicar as mesmas analises para 0 modo corresponde a banda em
~700 nm, a qual apresenta uma ressonancia do tipo Fano, sobretudo no espectro de
espalhamento. Portanto, para investigar este modo, apresentamos na Figura 70 o mapa do

fator de intensificacdo e os vetores campo elétrico no interior dos nanobastdes para
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comprimento onda de excitagdo corresponde a0 minimo no espectro de espalhamento (regido
de maior interferéncia no campo elétrico da radiacdo espalhada).

De forma semelhante ao exposto anteriormente, os vetores campo elétrico no interior
dos nanobastdes (Figura 70b) indicam polarizacdes que concordam com a atribuicdo (1) para
o modo de excitacdo de plasmon de superficie. Observa-se na Figura 70b alta desorganizacao
dos vetores campo elétrico no interior dos nanobastdes Nb 2 e Nb 3, indicando alta
contribui¢do de interferéncia, como esperado. Além disso, observa-se um significativo campo
elétrico na regido entre Nb 2 e Nb 3, que possivelmente se deve ao resultado da interferéncia

entre os dipolos induzidos em Nb 1 e Nb 2.

4.4 — Conclusoes parciais

Este capitulo teve por objetivo aplicar o método DDA para o estudo do ponto de vista
teorico de resultados relacionados ao capitulo anterior. Um deles trata das relacdes de
intensidade anti-Stokes/Stokes em coloide de Ag. Os resultados indicaram relagdes de
intensidade que sugerem a presenca de "hot spots" formados por dimeros de nanoesferas
separadas por distancias entre 1 e 2 nm, como evidenciado pelas simulacdes DDA. Além
disso, estas simula¢des permitiram interpretar o fato de que bandas em -1600 cm™ podem ser
observadas para este substrato com excitagdo laser em 785 nm, mas ndo para laser com
comprimento de onda em 632,8 nm, o que estd relacionado a presenca de "hot spots" que
apresentem ressonancias no comprimento de onda da radiagdo excitante e espalhada. Apesar
de ndo ser possivel neste sistema simular as condi¢des experimentais exatas quanto a0 nimero
e tipo de "hot spots", as simulagdes efetuadas permitiram, através de modelos, interpretar os
resultados observados.

Em outro aspecto, foi investigada a possibilidade de obtencdo de ressonancias
eletromagnéticas com largura de banda da ordem de 700 cm™, ou inferiores para explicagio

dos resultados experimentais. As simulagdes efetuadas para modelos de "hot spots" formados
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por nanobastdes mostram ser possivel a obtencdo de bandas com larguras tdo baixas como
estas através de interferéncia, o que foi evidenciado pela observacdo de bandas com
consideravel grau de assimetria nos espectros simulados pelo DDA. Estes resultados
corroboram as interpretagdes de ressonancia para a intensificagdo preferencial para os lados

anti-Stokes e Stokes.
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Capitulo 5

Consideracoes sobre as flutuacoes de intensidade SERS no regime de uma

molécula

5. 1- Motivacao

A obtencdo de espectros de uma unica molécula esta diretamente associada aos "hot
spots". Somente moléculas presentes em tais regides de intensa amplificagdo do sinal Raman
podem ser observadas de maneira unica e exclusiva em condig¢des de baixa concentragdo (da
ordem de nM). Nestas condi¢des de concentracdo, altas flutuagdes temporais (num mesmo
ponto da superficie investigado pelo laser) e espaciais (diferentes regides da superficie)
podem ser observadas. [41-42] Estas flutuagdes contém tanto uma dinamica de aparecimento
e desaparecimento dos espectros (que pode ser observada até mesmo na escala de segundos,
sendo que esta observacdo ¢ usualmente chamada na literatura de "blinking" [37-39, 122-
125]), quanto uma dindmica de observacao de deslocamento de frequéncias, variacdes de
intensidades relativas de bandas ou mesmo alargamento das mesmas, que ¢ resultado direto
do fato de que esta molécula ndo se encontra isolada, mas interagindo diretamente com a
superficie e com o solvente. [37-39, 125]

Uma variedade de mecanismos tem sido proposta para explicacdo de cada um destes
fendomenos como: difusdo térmica de moléculas para dentro e fora das regides de maiores
intensificagdes SERS, reorientagdes das espécies moleculares adsorvidas [123], processos
fotoinduzidos (como alteragdes estruturais da superficie metalica [124]) ou mesmo
fotoionizacdo molecular via estados de transferéncia de carga [122], etc.

Na escala de tempo em que se observa o "blinking", o mecanismo difusional para
dentro e fora do "hot spot" poderia ser invocado como uma possivel explicacdo para as

flutuagdes temporais, como as observadas nesta tese nos Capitulos 2 e 3. Para analise desta
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contribuicdo ¢ indispensavel a consideracdo do tempo médio de interagdo entre a molécula e a
superficie metalica, o que esta associado a forca desta interacdo e, consequentemente, a
constante de adsor¢@o. Neste contexto pretende-se investigar a contribuicdo da constante de
adsorcdo para as flutuagdes temporais através de simulagdes do tipo Monte Carlo Cinético
(KMC) para descrever a dinamica estocastica das moléculas no solvente e na superficie das
nanoparticulas, sujeitas a uma configurag¢do da distribuicdo de campo elétrico local calculado
através de simulagdes DDA discutidas no capitulo anterior.

O método Monte Carlo Cinético corresponde a uma alternativa as simulagdes por
dindmica molecular para estudar processos dinamicos. No caso da dinamica molecular, as
simulagdes sdo realizadas através da propagacao no tempo das equacdes da mecanica classica
e, portanto, necessitam de uma boa descricdo do potencial de interacdo entre os corpos que
constituem o sistema, neste caso, as interacdes entre as moléculas que constituem o solvente e
o soluto, além da interagdo entre estas e a nanoparticula metalica. Uma dificuldade desta
abordagem no sistema investigado ¢ a descricdo dos potenciais de interacdo envolvendo as
nanoparticulas metalicas e, portanto, as simulagdes KMC oferecem uma alternativa para tal
problematica, o que corresponde ao motivo para tal utilizagdo neste capitulo.

Nas simulagdes KMC, ao invés de seguir a simula¢do ao longo de cada periodo
vibracional, seguimos os eventos em que o sistema "foge" de uma determinada configuracao
energética através de transicdes, cujas probabilidades sdo descritas por meio de uma constante
de velocidade. Por exemplo, no caso das simulagdes para descrever a dinamica de intera¢ao
entre moléculas e "hot spots", os resultados experimentais sugerem que a observacdo de
espectros de uma molécula corresponde a um evento raro e, portanto, um conjunto muito
grande de eventos em que a molécula ndo estd no "hot spot" deve ser "ultrapassado" para a
sua observacdo. Desta forma, ao invés de seguir cada um destes eventos, o que pode levar a

um esfor¢o computacional muito grande (e desnecessario) para atingir a escala de tempo do
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"blinking" experimental, no KMC seguimos apenas o sistema escapando de um determinado

estado para outro, por exemplo, através de difusdo, adsor¢do ou desor¢do, o que ocorre com

uma probabilidade de sucesso dada pela constante de velocidade do processo de escape. [126]

A probabilidade total de o sistema escapar em um determinado instante de tempo, t, de

uma dada configuracdo serd tanto maior quanto maior as constantes de velocidade dos
processos de escape. Portanto, definimos esta probabilidade, p(t) como

POy =k, e

Eq. 75

onde
ktot = Zkz

Eq. 76

corresponde a soma das i constantes de velocidade dos processos de escape do sistema a partir
de uma dada configurac¢do e o valor médio (t) da distribui¢ao p(t), ou seja, o tempo médio de
escape ¢ dado por

r 1
7= z!.tp(t)dt =

tot

Eq. 77

As equagdes acima mostram que o tempo na simulagdo evolui de acordo com uma
distribuicao p(t) do tipo exponencial. Portanto, o incremento no tempo (tinc) deve ser feito de
maneira a obedecer tal lei de distribui¢do. A escolha ¢ feita através da geragao de um nimero

aleatorio, r, no intervalo (0,1), a partir do qual ti,c € dado por [126]:

¢ = Ingr)

mnc
tot

Eq. 78

Desta forma, podemos, através de tais simulagdes, seguir as flutuacdes de intensidade

SERS no tempo para diferentes situagdes experimentais relacionadas ao que foi investigado
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nesta tese, como por exemplo, a influéncia da constante de adsor¢ao (Capitulo 2 e Capitulo 3),
da concentrag@o e do nimero de "hot spots" (Capitulo 2) para uma dada flutuagdo temporal de

intensidade. Isto constitui o tema de investigacdo deste capitulo.

5.2 - Experimental e computacional

Espectros SERS na condi¢do de uma molécula para R6G foram obtidos em coloide de
Ag preparado pelo método de Lee e Meisel e as concentracdes utilizadas foram de 10 nM da
molécula. As demais condi¢des experimentais quanto ao equipamento utilizado e poténcia da
radiagdo excitante foram semelhantes as utilizadas para a obtencdo dos resultados
apresentados nos Capitulos 3 e 4.

Os algoritmos para as simulagdes Monte Carlo (MC) foram escritos no ambiente de
programacao estatistica R. [36] Trés tipos de simulagdo MC foram realizadas, porém todas
baseadas no método KMC discutido acima. De fato, em duas dessas simulagdes foram
utilizadas aproximacdes no método KMC, que serdo discutidas no momento em que
aparecerem no texto.

Todas as simulagdes MC se basearam em seguir a intensidade SERS no tempo para
moléculas adsorvidas ou em regides muito proximas a superficie de um modelo de "hot spot"
constituido por dimeros de nanoesferas de Ag (ou Au) separadas por distdncias controladas
(este modelo de “hot spot” foi explorado no Capitulo 4 do ponto de vista das ressonancias
eletromagnéticas). Estes "hot spot" foram primeiramente simulado através do DDA, a partir
do qual o fator de intensificagdo EFgy = |g(wo)|* foi calculado para uma regido (2D) em torno
do dimero, simulando o fator de intensificagdo SERS (considerando somente o mecanismo
eletromagnético) de moléculas presentes nestas regides. A intensidade SERS foi, entdo,
descrita como sendo proporcional a este fator de intensificagdo, onde foi aplicado um corte de
1.10%, considerado como sendo o valor minimo para o fator de intensificagio para a

observagdo do espectro SERS de uma unica molécula. [127]. Desta forma, uma molécula em



177
uma regido que experimenta um fator de intensificagio SERS de 1.10'° proporcionaria, nesta
simula¢do, uma intensidade SERS igual a 100 (unidade arbitraria).

Uma vez obtida a configura¢do (2D) do fator de intensificagcdo ao redor do dimero, as
simulagcdes MC foram realizadas através da escolha de posi¢des aleatdrias para as moléculas
nesta regido. A partir desta configuracdo inicial das moléculas em torno do dimero, deixamos
a simulag@o evoluir, permitindo que as moléculas escapem desta configuragdo inicial, por
exemplo através de difusdo, adsor¢do e/ou desor¢do, regidos por probabilidades de
ocorréncia, para as quais procurou-se utilizar parametros baseados em dados experimentais,
como por exemplo o coeficiente de difusdo utilizado foi o encontrado na literatura para a
molécula R6G (Capitulo 2), ou valores para constantes de velocidade de adsor¢ao e desor¢ao
de tal modo que a sua soma foi mantida constante em aproximadamente 1.10* s (pardmetro
ajustavel), o que foi escolhido baseado nos dados para as flutuagdes de intensidade para a

R6G.

5.3 - Resultados e discussao

5.3.1 - Influéncia da constante de adsorcdo nas flutuacoes de intensidade SERS no regime de

uma molécula.

Para iniciar as simula¢des das flutuagdes de intensidade SERS, optamos primeiro por
efetuar uma aproximacao na simulacdo KMC, a qual se baseia nas simula¢des de Tsourkas e
col. para descrever a cinética de formacdo de sinapses. [129-130] Estas simulagdes foram
realizadas com a aproximagdo de que a probabilidade de adsor¢do ¢ escolhida como um
numero arbitrdrio e constante, ou seja, que nao se altera durante a dinamica de adsorgdo e
desor¢do e que ndo depende da cobertura de moléculas na superficie em um dado instante de
tempo. Interpretamos como valida esta aproximacao, pois se considerarmos que quando o

regime de observacdo de uma molécula ¢ atingido, a cobertura superficial ¢ muito baixa e,
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portanto, as pequenas variagdes no nimero de moléculas adsorvidas durante a dindmica, nao
deve provocar variagdes significativas na cobertura superficial.

A principal ideia por traz desta simulagao ¢, através de um modelo mais simples que o
KMC, verificar, além do funcionamento do algoritmo escrito, a possibilidade de obtencao de
informagdes importantes sobre o sistema com um custo computacional mais baixo, pois
consideramos somente a constante de velocidade do processo de difusdo.

Nossa simulagdo parte do principio que 100 moléculas adsorvidas em um dimero de
nanoesferas de Ag de 50 nm de didmetro cada, corresponde a uma situacdo em que a condi¢ao
de SERS de uma tUnica molécula ¢ satisfeita, ou seja, para esta concentragdo superficial ¢
pouco provavel que duas ou mais moléculas sejam observadas simultaneamente no "hot spot".
Isto sera discutido mais a frente, o que, como veremos, esta de acordo com o exposto.

A regido 2D em que se calculou |g(wo)|* (onde |g(wo)| corresponde a intensificagdo do
campo elétrico local) é de 120x120 nm?, na qual o dimero de nanoesferas foi colocado na
regido central. Nesta regido de simulagdo MC, 100 moléculas inicialmente ndo adsorvidas
(ndo ligadas a superficie metalica) foram dispostas em posi¢cdes aleatérias que consistem de
"nds" separados por uma distdncia de 5 A, considerado como distAncia suficiente para
descrever o tamanho médio de moléculas tipicamente utilizadas para o estudo do efeito SERS,

como as utilizadas nesta tese nos Capitulos 2, 3 e 4. A Figura 71 mostra uma configuragao

inicial gerada, de acordo com o exposto.
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Figura 71: Configurag@o inicial gerada das moléculas em torno do dimero de Ag.

Uma vez que uma configuracdo inicial como a da Figura 71 é gerada, a simulacdo
consiste em, aleatoriamente, selecionar cada uma destas moléculas e sortear um dos trés
movimentos: difusdo, adsor¢do ou desor¢ao. Este sorteio foi, nesta simulagdo, efetuado com o
mesmo peso para cada uma das opg¢des, o que corresponde a uma aproximagdo para a
simulagdo, ja que estes pesos sdo obtidos a partir das constantes de velocidade. Mais adiante,
estas simulacdes serdo realizadas sob este aspecto mais formal, incluindo as constantes de
velocidade dos processos.

Se uma determinada molécula em uma determinada posi¢cdo ¢ sorteada para efetuar
difusdo, por exemplo, checa-se todas as 4 posi¢des circundantes a mesma e as que nao
estejam ocupados por uma molécula podem ser sorteadas para receber a molécula em
movimento, sendo que este movimento consiste de saltos entre as posi¢des. Caso o
movimento sorteado consista na adsor¢do, observa-se se ha sitios de adsor¢do do metal
vizinhos a posi¢ao da molécula e, em caso positivo, ¢ efetuado sorteio do evento de adsor¢ao
de acordo com uma determinada probabilidade constante (p.q), que ird definir a constante de
adsor¢do. Da mesma maneira, uma molécula adsorvida pode sofrer desor¢do de acordo com
uma probabilidade igual a 1-paq para que tal movimento ocorra. O correspondente estatistico

para a constante de adsor¢do na simulagdo sera:



A Figura 72 apresenta o esquema do método de simulacdo adaptado da referéncia

[129].
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Figura 72: Algoritmo utilizado para a simulagdo MC do processo de difusdo e adsor¢do molecular para analise
das flutuagdes de intensidade.
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Em cada etapa da simulagdo o procedimento descrito na Figura 72 ¢ efetuado para

todas as moléculas e a intensidade (proporcional ao fator de intensificacdo, EF) corresponde a

soma das intensidades SERS correspondentes a cada uma das moléculas, neste caso 100. Para

testar o algoritmo, uma simulacdo com 5000 etapas foi efetuada, com probabilidade de

difusdo (pair) igual a 1 € pag =

0, ou seja, desconsiderando em uma primeira instancia efeitos

de adsorc¢do para testar somente o0 movimento difusional. Na Figura 73a s3o apresentadas as

trajetorias monitoradas de 3 moléculas marcadas na Figura 71
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Figura 73: a) Trajetoria de trés moléculas selecionadas na Figura 71 para visualizagdo do processo de difusdo
descrito pelo algoritmo. b) perfil da soma dos fatores de intensificagdo experimentados por cada uma das 100
moléculas. As intensidades SERS s@o proporcionais ao fator de intensificag@o e, portanto, a figura descreve o
perfil de intensidades em fungdo do niimero de etapas de simulagdo. Cada etapa da simulagdo corresponde a um
tempo real, que podemos inserir no programa para esta simulacdo através do coeficiente de difusdo da molécula
que se deseja simular as flutuagdes de intensidade SERS.

As trajetorias da Figura 73a mostram que o algoritmo ¢ capaz de descrever a difusdo
das moléculas utilizando argumentos simples de probabilidade. Analisando-se a figura, nota-
se que as moléculas 1 e 2 entram e saem do “hot spot”, enquanto que a molécula 3, durante os
5000 passos, ndo atinge esta regido de intensificacdo do campo elétrico. Na Figura 73b sao
apresentadas as intensidades (EFgy) em funcdo das etapas de simulacdo, as quais
correspondem a um tempo de simulacdo, que por ora chamaremos de Tempo KMC, o qual

estd relacionado a um tempo na escala de segundos.
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Os sinais intensos na Figura 73b sdo originados quando as moléculas 1 e 2 entram no
"hot spot", e desaparecem quando as moléculas saem destas regides e, portanto, os sinais
foram atribuidos na figura de acordo com a molécula responsavel pelo mesmo. Este resultado
estd de acordo com a ideia de flutuagdo de intensidades devido a posi¢do relativa das
moléculas no "hot spot". A questdo que se abre ¢ a do tempo caracteristico da simulagdo. Para

responder a esta questdo, na simulagdo acima, calculou-se o coeficiente de difusdo médio,

< Dﬂ.m> , das moléculas na condi¢ao pgir = 1:

AR R e
<Dsim>_g.lgl le:; ] (tj_t‘))]

Eq. 80

onde T = 5000 etapas de simulagdo, N = 100 moléculas, x;j, y; sdo as posicdes (x,y) da
molécula i na etapa da simulag¢do j < T. Em cada etapa j, o coeficiente de difusdo ¢ calculado
como uma média sobre o nimero de moléculas. Esta média corresponde ao termo entre
parénteses na Eq. 80. A média no "tempo" ¢ feita considerando todos estes valores gerados a
cada etapa j e ¢ indicado pelo simbolo < >. Na Figura 74a sdo apresentados os valores dos
coeficientes de difusdo para cada etapa j da simulagdo (aqui designado como Tempo KMC),
bem como o valor de < Dﬂ.m> (linhas pontilhadas) para diferentes valores de pgis.

Os resultados da Figura 74a mostram que ¢ possivel, através do algoritmo escrito,
simular moléculas com diferentes coeficientes de difusdo e/ou a dindmica de moléculas em

solventes mais ou menos viscosos. Isto pode ser feito controlando-se o valor de pgir na

simula¢do, o qual apresenta relagdo linear com o coeficiente de difusdo (Figura 74b).
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Figura 74: a) Valores da média sobre todas as moléculas do coeficiente de difusdo em unidades KMC para
diferentes probabilidades de difusdo, pgr. As linhas tracejadas representam o valor médio sobre o ntimero de
etapas de simulagdo (Tempo KMC). b) Relagdo entre o coeficiente de difusdo médio e py;s.

A partir dos dados da Figura 74, o valor de < Dﬂ.m> para pgir = 1 € aproximadamente
igual a:
0,17 (espagcamento entre os nés)*.(Tempo KMC)" x 0,25 (nm)*.(nodal spacing)” = 4,25.10°
mz.(Tempo KMC)™.

Se considerarmos uma molécula com o coeficiente de difusdo da R6G (4.10"° m?.s™
extraido da ref. 131), a escala de tempo de cada passo da simulagdo corresponderia a ca. 0,1

ns, ou seja, ordens de grandeza inferior a observada experimentalmente. Portanto, do ponto de

vista dos resultados experimentais, a difusdo molecular sem a adsor¢do apresenta uma
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flutuacdo a qual nds ndo temos acesso em noOsSsos experimentos, uma vez que ndo temos
resolucdo temporal para isto. Portanto, na simulacdo apresentada acima ¢ necessario a
inclusdo da interacdo entre a molécula e a superficie, caracterizada pela constante de

adsorcdo, inserida na simulacdo através do valor de pag.
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Figura 75: a) Dependéncia do niimero de moléculas adsorvidas com o nimero de etapas de simulagdo. b)
dependéncia (linear) dos valores de Pa com a constante de equilibrio calculada a partir dos dados em (a).

Na Figura 75a ¢ apresentada a variagdo do nimero de moléculas adsorvidas em func¢do
do tempo de simulacdo para diferentes valores de p.g, onde se nota um formato para as curvas
muito semelhantes as obtidas para a cinética de adsor¢do. As curvas para diferentes valores de
Pad descrevem condi¢des de equilibrio, caracterizadas pela flutuagdo do nimero de moléculas

adsorvidas em torno de um valor médio (patamar), que no caso das simulacdes apresentadas
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correspondem aproximadamente a 86 £ 14 (pag = 0,99), 57 £ 19 (pagd = 0,9) € 28 = 18 (Pad =
0,6).

Utilizando o numero médio de moléculas adsorvidas, o valor da constante de
equilibrio na simulagdo foi calculado pela relagdo entre o nimero de moléculas adsorvidas e o
produto do niimero de moléculas livres e de sitios de adsor¢do livres. Esta constante (Kac),
pode ser associada a constante de equilibrio experimental que se deseja inserir na simulagdo,
ou seja, para um determinado valor experimental de K existe um valor associado de Pa a ser
inserido na simulagdo. A Figura 75b mostra que a relacdo entre Pa e K ¢ linear. Se
considerarmos o valor experimental para a constante de adsor¢io da R6G, 4.10* (referéncia
[30]), o valor correspondente para Pa sugere (a partir do ajuste linear) que uma molécula
adsorvida apresenta uma chance de se desorver de 1 em 1,4.10° etapas da simulagio, o que
sugere, em média, a necessidade de um elevado niimero de etapas para que a desor¢ao da

molécula seja observada.
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Figura 76: Funcdes de autocorrelagdo em fungfo do tempo de simulagdo (Tempo KMC) para diferentes
probabilidades de adsorgao.

Para mostrar a influéncia da constante de adsor¢do no tempo caracteristico das

flutuacdes de intensidade, na Figura 76 sdo apresentadas as fungdes de autocorrelagdo (ACF)
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no tempo para simulacdes com diferentes valores de p.q como apresentado na figura. A

funcdo de autocorrelagdo foi calculada através de:

T

Z(EFEM ()— <EFEM (t)>) (EFEM(t +7)— <EFEM (t)>)
ACF (1) =2

T

Z (EFEM (t) - <EFEM (t)>)2

t=1

Eq. 81

Na Eq. 81 <EFEM(t)> corresponde ao valor médio de EF,, (¢). A expressio

corresponde a correlagdo entre os valores de EFz), em um instante de tempo t e um intante de
tempo seguinte t+t. As fun¢des de aucorrelacdo foram calculadas apos o sistema atingir o
equilibrio de adsor¢do/desorcao (Figura 75).

Como pode ser visualizado na Figura 76, quanto maior a constante de adsorcdo
(quanto maior o valor de paq) maior o tempo necessario para que as flutuagdes de intensidade
SERS percam completamente correlagdo. De fato, observa-se que o tempo caracteristico da
flutuacdo ao se passar de p,q = 0 para pag = 0,999 ¢é capaz de alterar o tempo de caracteristico
da flutuagdo em pelo menos 4 ordens de grandeza, mostrando que o tempo de interagdo entre
a molécula e o metal (adsor¢do) ¢ o que traz as flutuagdes para escala mais proxima de
segundos.

Nestas simulagdes ndo ¢ tdo simples relacionar o Tempo KMC com o tempo real em
segundos, uma vez que a adsor¢do e desor¢do ndo foram incluidas por meio das constantes de
velocidade. No KMC a variacdo do tempo ndo ¢ linear, mas muda de acordo com uma
distribuicdo exponencial (Eq. 78) que est4 relacionada as rotas de escape do sistema a partir
de uma determinada configuracdo. Por isso a necessidade de se incluir estas constantes de
velocidade para se obter de forma clara o tempo caracteristico da simulagdo.

Para melhor estudar estas flutuacdes de intensidade na presenga de processos de
adsorcdo e desorcdo, foram realizadas simulacdes KMC baseadas no que foi exposto na

introdugdo deste capitulo, ou seja, utilizando as constantes de velocidade de adsorcdo e
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desorcdo. Os resultados anteriores, apesar de sua simplicidade, nos permite efetuar uma nova
aproximacao para as simulagdes KMC a seguir: como os processos de difusdo ocorrem em
uma escala de tempo muito inferior a observada experimentalmente, estes ndo serdo

considerados a seguir. Desta forma, simulagdes KMC foram realizadas considerando-se

k

tot

= kad + kdas

Eq. 82

onde k,q € kges s30 as constantes de velocidade dos processos de adsor¢do e desorcao,
respectivamente. De forma semelhante as simulagdes anteriores, para cada etapa do algoritmo
¢ sorteado, para cada molécula, um evento entre adsor¢cdo e desor¢do de acordo com uma

probabilidade pag € pdes = 1-pad, reSpECtivamente:

P
Eq. 83
onde
Woy () = kg [N =N, (0]- 1 -T(0)]
Eq. 84
¢

W, () =k, ()
Eq. 85

que correspondem a probabilidades de transi¢do entre configuragdes pelos processos de
adsorcdo e desor¢do. N e Ny4(t) correspondem ao numero total de moléculas utilizadas na
simulagdo ¢ o nimero de moléculas adsorvidas em um dado instante, t. I'(t) ¢ a cobertura
superficial em um dado instante, definido como a razdo entre o niimero de moléculas

adsorvidas e o nimero total de sitios disponiveis para adsor¢ao.
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A cada passo da simulacdo os eventos de adsorc¢ao e desorcao sdo simulados de acordo
com as probabilidades p.q € pdes, 0 que € seguido em cada etapa pela atualizagdo dos valores
de Waq € Wges para novo calculo de pag € paes. Se uma determinada molécula ¢ escolhida para se
adsorver a superficie, um novo sorteio ¢, entdo, realizado para definir a posi¢do na superficie

para a adsorcdo, o que ¢ feito através do sorteio de um angulo 6 (Figura 77) de acordo com

uma probilidade p(0) cuja distribui¢io®®, de acordo com Le Ru ¢ col. [43] é:

p(6) = %sin(e)

Eq. 86
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Figura 77: Representagdo da posi¢do em torno do "hot spot" em fungdo do angulo 6.
Se o sitio escolhido através do valor de O esta vazio, entdo o processo de adsor¢do
pode ocorrer, caso contrario passamos para a molécula seguinte. Apés todas as moléculas

passarem por estes processos de adsor¢do ou desor¢do, o tempo na simulagdo ¢ atualizado de

acordo com a Eq. 78.

%5 Mais detalhes desta distribuicdo de probabilidade é apresentado na sessdo 5.3.2, a seguir.
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Figura 78: Fungdes de autocorrelagio para diferentes valores de constante de adsor¢do, K (esquerda). A direita
sdo apresentados os perfis de intensidade SERS com o tempo para cada valor K, que geraram as fungdes de
autocorrelagdo.

Na Figura 78a apresentamos os resultados de ACF em fung¢ao do tempo em segundos
para diferentes valores de constantes de equilibrio de adsor¢ao (K), definidas pela razao entre
as constantes de velocidade de adsorcdo e de desor¢do (K = kags/kdes). Vale frisar que as
fungdes de correlacdo foram calculadas apds o sistema atingir equilibrio de
adsorcao/desor¢ao. Podemos observar da figura que o aumento da constante de adsorcao leva
a observacdo de flutuagdes de intensidade em escala de segundos, o que estd de acordo com
os dados experimentais. Além disso, uma importante observagdo pode ser feita através da
Figura 78b, que diz respeito ao aumento da constante de adsor¢do, ou seja, este aumento leva
a uma diminui¢do das flutuagdes de intensidades na escala de tempo de segundos e o sinal
eventualmente serd mais constante nesta escala de tempo.

O que ¢ interessante, e talvez ndo seja muito 0bvio, ¢ que o sinal SERS para valores
mais baixos de constante de adsor¢do pode apresentar pequena flutuagdo de intensidade, ou
seja, um sinal mais constante com o tempo dependendo do tempo de acumulagao do sinal. Isto
pode ser um contrassenso, pois esperamos que quanto menos moléculas adsorvidas por
unidade de tempo, menor sera a probabilidade de observagao de um espectro SERS (maior a

quantidade de eventos nulos). Porém se estivéssemos adquirindo espectro deste "hot spot"
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para uma molécula com constante de adsor¢cao K =10 ou K = 0,01 em um experimento SERS
tipico, o tempo de aquisi¢do dos espectros seria na escala de segundo (tempo tipico de
aquisi¢do de espectros SERS no regime de uma molécula), o que corresponderia a uma
integracdo dos sinais da Figura 78b para intervalos de 1 s. Como hd um elevado numero de
eventos ndo-nulos neste intervalo de tempo, essa integragdo geraria uma distribuicdo de sinais
com um numero significativamente menor de eventos ndo-nulos como apresentado na Figura
79 (a, c). Porém, se as medidas forem realizadas com uma maior resolugdo temporal, por
exemplo na escala de 1 ms, recupera-se a flutua¢do de intensidades com eventos nulos, tao
caracteristico do efeito SERS, como apresentado na Figura 79 (b, d). O motivo para tal
observagdo pode estar relacionado ao fato de que se as moléculas se adsorvem fracamente a
superficie, uma molécula fora do "hot spot" pode rapidamente se difundir para o mesmo,
levando a observacdo do sinal SERS, enquanto que se ela interage fortemente com a
superficie, sera necessario um maior tempo para que ela seja desorvida e entdo se difunda até
o "hot spot".
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Figura 79: Em a) e b) sdo apresentados os perfis de intensidade SERS para constante de adsor¢cdo K = 10. Em a)
sdo apresentados os valores de intensidade integrados em 1 s e em b) o perfil ¢ apresentado na escala de tempo
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da simulagdo KMC. Em c¢) e d) sdo apresentados resultados semelhantes a a) e b), porém com constante de
adsor¢do K =0,01.

Os "experimentos" da Figura 79a e Figura 79c, pela simples andlise do perfil de
intensidade SERS com o tempo (em uma integracdo de 1 s), poderia levar a falsa impressao
de que o regime de flutuacdes ndo ¢é caracteristico de observagdo de uma tUnica molécula,
mesmo este sendo o caso, o que poderia ser observado através da diminuicdo do tempo de
integracdo. Apenas para mostrar o efeito do tempo de aquisi¢@o nas flutuagdes de intensidade
em fun¢do do tempo, apresentamos na Figura 80 resultados experimentais para R6G (10 nM)
em coloide de Ag (Lee e Meisel [65]) utilizando-se radiagdo excitante em 632,8 nm. Na
figura pode-se observar claramente que, com a diminui¢do do tempo de integracdo, eventos

mais espacados e isolados podem ser identificados, a semelhanga da Figura 79.
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Figura 80: Perfis de intensidades SERS experimentais em fun¢do do tempo para R6G (10 nM) obtidos para o
coloide de Ag sintetizado pelo método de Lee e Meisel. Os resultados sdo apresentados para diferentes tempos
de integragdo, como indicado na figura.
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integragdo de 1 s.

Para finalizar estas analises, apresentamos na Figura 81 o perfil de intensidades para K
= 100, onde se observa uma grande correlacdo com o resultado experimental da Figura 80
(linha preta), o que mostra a eficcia de tal simulacdo para a andlise temporal das flutuagdes
de intensidade SERS no regime de uma molécula. Para esta constante de adsorcdo, os
resultados ndo integrados apresentam, em alguns intervalos de tempo, valores constantes para
a intensidade SERS, fato que dificilmente pode ser observado experimentalmente. Isto se
deve, provavelmente, ao fato de que experimentalmente os sinais coletados no tempo sdo, na
realidade, originados de uma distribui¢do de (possivelmente diferentes) "hot spots". Portanto,
esta observagdo mostra a necessidade da analise da influéncia do numero de "hot spots" nas
distribuicdes de intensidade.

Os resultados acima mostram a eficacia das simulagdoes KMC para descrever os perfis
de intensidade SERS no regime de uma molécula. Passamos agora a discutir os histogramas
de distribui¢do de intensidades, os quais sdo normalmente as ferramentas mais utilizadas para
o estudo SERS no regime de uma molécula e que foram amplamente utilizados nos Capitulos

2 e 3 desta tese.
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5.3.2 - Estudo das distribuicoes de intensidade SERS: influéncia da concentracdo de

moléculas, do numero de "hot spots" e do tipo de "hot spot".

- Propriedades do modelo de "hot spots" quanto a distribui¢do de EF gy

E aceito na literatura que fatores de intensificagio SERS da ordem de 10% sdo
suficientes para a observacao de espectros de uma unica molécula. Com esta caracteristica em
mente, na Figura 82 ¢ apresentada a dependéncia dos fatores de intensificacdo

eletromagnética em funcdo do angulo 6 (definido na Figura 77).
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Figura 82: Variacdo do fator de intensificag@o eletromagnética em funcéo do angulo 6 em relagdo ao centro do
"hot spot".

Os fatores de intensificacdo eletromagnéticos (EFgm) apresentam uma alta
dependéncia com o angulo 6, de tal forma que a regido correspondente ao "hot spot", ou seja,
regido que permite observagdes de espectros de uma unica molécula (fatores de intensificacao
> 10%) é extremamente localizada em uma regido de 6 = + 7,5° (~0,13 rad). Este resultado é
bastante interessante, uma vez que mostra que uma molécula adsorvida em posi¢des
referentes a angulos |0 > 7,5° os valores de EFgy ndo sdo suficientes para observacdo de
espectros desta molécula, ou seja, somente uma porcentagem de ca. 4% do dimero ¢
responsavel pelo sinal SERS observado nas flutuagdes de intensidade, de acordo com a

interpretacdo utilizada no Capitulo 2 desta tese.
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Esta alta concentragdo de campo em apenas 4% do dimero sugere que ndo ¢ necessario
a utilizacdo de concentragdes extremamente baixas para a observacdo de espectros de uma
unica molécula, como foi o caso, por exemplo, do eletrodo ativado Ag ORC utilizado como
substrato SERS nos Capitulos 2 e 3.

Para investigar a dependéncia das flutuagdes de intensidade com a concentragdo, ou
melhor, com o nimero de moléculas adsorvidas, efetuamos simulacdes MC para este dimero
de acordo com o método de Le Ru ¢ col. [43] Este método ¢ baseado nas simulagdes KMC
acima. Como estamos interessados em investigar a influéncia do niimero de moléculas
adsorvidas, ao invés de simular a dindmica de adsor¢do e desor¢do para diferentes nimeros de
moléculas, como foi feito acima, consideramos apenas a condi¢do de equilibrio, ou seja, um
niumero médio constante de moléculas adsorvidas, cujas posi¢cdes evoluem com as etapas de
simulagao.

As moléculas foram colocadas na superficie do dimero escolhendo-se posi¢des
aleatorias de acordo com uma distribui¢do de probabilidade dada pela Eq. 86. Na Figura 83 ¢
apresentado um histogramas de valores de 6 gerados por meio desta fun¢do de distribuicao,
onde se nota que ha uma maior probabilidade de gerar angulos com 6 = 90° (EFgy << 1.10%).
Portanto, a fun¢do de distribuicdo p(0) conserva a caracteristica de evento raro observado no

SERS de uma molécula.
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Figura 83: Histograma dos valores de 6 de acordo com a probabilidade descrita pela Eq. 86.
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Através da distribui¢ao da Figura 83 ¢ possivel investigar, por exemplo, a distribuicao

de EFgm neste "hot spot". Isto pode ser feito através da geracdo de centenas de milhares de
angulos como na Figura 83, o que, pelo uso do ajuste polinomial, Figura 82, permite a
obtencdo de um histograma da distribuicdo de L = logio(EFgm). Através deste histograma
geramos a curva de densidade de probabilidade para L, por meio da normalizag¢do da area do

histograma, lembrando que:

[p()dL =1
0
Eq. 87

onde p(L)dL corresponde a probabilidade de se encontrar um L = logio(EFEm) no intervalo
infinitesimal dL. Na Figura 84 ¢ apresentada a curva de distribui¢do de densidade de
probabilidade p(L) obtida com este procedimento, onde se nota uma dependéncia linear para
valores de L no intervalo 3-9, o que esta de acordo com a distribui¢do de Pareto proposta por
Le Ru e col [43], a qual ¢é uma distribuicdo relacionada a eventos raros, como ¢ o caso da

observagdo de espectros SERS de uma molécula.
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Figura 84: Perfil da densidade de probabilidade do fator de intensificagdo SERS no "hot spot".

Nota-se na Figura 84 que para valores de L no intervalo 9-10 a curva de distribui¢ado se
afasta ligeiramente da linearidade, o que pode ser devido ao método DDA utilizado para a

simulacdo deste "hot spot", por causa de sua discretizagdo em dipolos dispostos em um
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reticulo ctiibico. H4 uma limitagdo computacional no DDA quanto ao niimero maximo de
dipolos a serem utilizados para a simulagdo, o que eventualmente ndo permitira a descri¢ao do
"hot spot" com um numero elevado de dipolos. Estes “hot spots”, por corresponderem a
regides de grandes alteragdes da intensificacdo de campo elétrico, necessitam de uma
descri¢do mais detalhada em termos de sua discretizagdo. Outros métodos como o FEM
("Finite Element Method") que permite a descricdo de determinadas regides de forma mais
detalhada que dominios da simulag@o poderia ser uma alternativa para melhorar a regido de L
entre 9 ¢ 10. Porém, como o desvio da linearidade ¢ baixo, isto ndo deve contribuir de
maneira significativa nos resultados das simulacdes Monte Carlo, ou seja, os resultados
podem muito bem ser utilizados para a interpretacdo qualitativa das influéncias da
concentragdo, do nuimero de "hot spots" e do tipo de "hot spot" nos histogramas de

distribuicao de intensidades, a seguir.

- Influéncia da concentragdo nos histogramas de distribui¢do de intensidade

Na Figura 85 sdo apresentados resultados de uma simulagdo MC para os histogramas
de distribuicdo de intensidade para diferente nimero de moléculas adsorvidas em posigdes
aleatdrias na superficie do dimero simulado pelo DDA.

Para um dado instante de tempo, a intensidade SERS corresponde a soma das
intensidades devido a cada uma das moléculas. Esta simulacao foi efetuada com dois tipos de
moléculas hipotéticas (moll e mol2) simultaneamente, as quais estdo em mesma concentracao
superficial e apresentam as mesmas propriedades quanto a constante de adsor¢do e sec¢ao de
choque Raman. Este procedimento consiste em uma simulagdo para o experimento "bi-
analyte" com isotopologos 49, ou seja, moléculas com as mesmas estruturas eletronicas,
propriedades frente a adsor¢do, sec¢do de choque, etc., porém com frequéncias vibracionais

ligeiramente deslocadas para alguns modos devido as diferengas isotopicas.
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Cada uma das linhas da Figura 85 corresponde a uma simulacdo com diferente nimero
de moléculas adsorvidas. De cima para baixo: 200, 400, 600 e 1500 moléculas distribuidas
aleatoriamente na superficie em cada passo da simulagcdo. Note que estas simulagdes
apresentam somente os eventos de superficie, ou seja, ndo consideramos o efeito da difusao
molecular do seio da solucdo para a superficie e consequente adsor¢ao. Estas simulagdes tém
como objetivo caracterizar este "hot spot" quanto a condicdo de cobertura superficial
correspondente ao limite da separacdo entre a condigdo de observacdo de SERS de uma
molécula e a de observacdo de SERS médio em fung¢do da cobertura superficial.

A coluna da esquerda na Figura 85 apresenta os histogramas de distribuicdo de
intensidades normalizadas, onde se observa que, com o aumento do numero de moléculas, a
distribui¢do inicialmente do tipo exponencial (200 moléculas) com elevado nimero de
eventos nulos, passa a uma distribui¢do do tipo lognormal (600 moléculas) com um nimero
consideravelmente menor destes eventos, em que o valor mais provavel da distribuicao ¢ mais
proximo de 1, e entdo para uma distribuicdo normal (1500 moléculas) em que ndo sdo
observados eventos nulos. Estes histogramas apresentam grande correlagdo com o0s
apresentados no Capitulo 2 para os experimentos em diferentes concentragdes.

Como discutido no Capitulo 2, o formato destes histogramas ¢ comumente utilizado
para a inferéncia do regime de observagao de uma molécula, o que ¢ baseado no conceito de
"blinking" (observacgao de eventos nulos e ndo-nulos com o tempo). Os histogramas para 200
e 400 moléculas corresponderiam a regime de uma molécula, enquanto o histograma para
1500 moléculas (auséncia de "blinking", ou eventos nulos) corresponderia ao regime de SERS
médio. Para 600 moléculas, o histograma indica a presenca de "blinking" (eventos de
intensidade nula), porém com um cardter muito préoximo ao de SERS médio (maior

distribui¢do de eventos em torno de intensidade normalizada igual 1).
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A coluna da direita mostra, para cada concentragdo de moléculas, a distribui¢do de

Pmoni (cuja definicdo ¢ a mesma que utilizada no Capitulo 2). Este tipo de distribuicdo ¢
frequentemente utilizado como prova do regime de observagdo de espectros de uma tUnica

molécula, em que tal afirmacdo ¢ proveniente de uma maior distribuicdo de espectros com

Pmol = 1 ou pmox = 1 em relagdo aos espectros em que as duas moléculas sdo observadas
simultaneamente (Pmol1 = Pmoiz = 0,5). Espectros em que somente moll ¢ observado sao
incluidos na coluna pmon = 1 (100% do sinal) e ao contrario, quando somente mol2 ¢

observado, pmoi1 = 0. Estes histogramas foram colocados na

Figura 85 ao lado de cada histograma de distribui¢do de intensidades para guiar a
interpretagdo. Por exemplo, através destes histogramas notamos que para 200 e 400 moléculas
a maioria dos eventos ¢ correspondente a observagdo de uma tnica molécula (pmoi1 = 1 ou
Pmoi2 = 1). Para 600 moléculas observa-se um aumento significativo do nimero de eventos
correspondentes a observacdo simultanea das duas moléculas. Para 1500 moléculas
adsorvidas o histograma mostra que nao ha eventos correspondentes a uma unica molécula,
caracterizando a condi¢ao de SERS médio.

Os resultados dos histogramas de pmo1 mostram que a inferéncia do regime de
observagdo de uma molécula acima, baseada na analise dos histogramas de distribui¢ao de
intensidades, ¢ valida para este tipo de experimento, como ¢ o caso do que foi exposto no
Capitulo 2 desta tese, em que sdo comparadas diferentes condi¢des de concentragdo para uma
mesma molécula. Porém, em outras situagdes esta inferéncia pode levar a conclusdes erradas.
Um exemplo onde esta inferéncia pode provocar enganos ¢ apresentado na Figura 86

utilizando resultados da simulagdo KMC da sessdo anterior para K = 0,01 e K = 10.
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Figura 86: Histogramas de distribui¢@o de intensidade para os perfis de intensidade da Figura 79.

Na coluna da esquerda na Figura 86 sdo apresentados os histogramas de distribui¢cdo
das intensidades obtidas em cada passo da simulacdo para cada uma das constantes de
adsorcdo indicadas na figura. Estes histogramas indicam que os eventos sdo de condi¢cdo de
observag¢do de uma unica molécula por revelar uma aprecidvel populacdo de eventos nulos.
Na coluna da direita sdo apresentados os histogramas das intensidades integradas (1 segundo
de integragdo) para cada constante de adsor¢do. Para K =10 o histograma integrado ¢ bastante
diferente do histograma de intensidades ndo integradas. O nimero de eventos nulos ¢
consideravelmente menor com a integragdo do sinal, mas a distribui¢do ainda apresenta um
formato do tipo lognormal, com um consideravel niimero de eventos de baixa intensidade,
inclusive de eventos nulos, indicando ainda um regime de observa¢do de uma unica molécula.
Para K = 0,01, porém, a distribui¢do das intensidades integradas apresenta um formato mais
parecido com o perfil de SERS médio, o que levaria a interpretagdo de um regime de SERS
médio, quando esta ndo corresponde a situagao real.

Outro exemplo em que os histogramas de distribui¢do de intensidade podem ser muito

distintos mesmo em condi¢do de uma unica molécula ¢ apresentado na Figura 87 onde sao
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analisadas simulagdes MC para diferentes numeros de "hot spot", mantendo-se a densidade de

100 moléculas por "hot spot", o que serd melhor discutido a seguir.

- Influéncia do numero de "hot spots" nos histogramas de distribui¢cdo de intensidade

Experimentos reais sdo extremamente mais complicados do que o modelo simulado de
um unico “hot spot” formado por um dimero de distancia fixa e controlada. Na realidade uma
série de fatores contribuem para a dinamica de flutuagdes, como por exemplo, o nlimero € o
tipo de "hot spot" provado em uma dada area iluminada pelo laser em um dado instante de
tempo. Para um determinado substrato SERS, como o coloide de Ag preparado pelo método
de Lee e Meisel [65, 132] e agregado com solugdo de KCl (ou KBr), por exemplo, os fatores
de intensificagdo médios serdo dependente do numero de "hot spots" que contribuem para o
sinal SERS. O eletrodo ativado por ciclos de oxidagao e redugdo, por exemplo, é conhecido
ser um substrato de menor eficiéncia SERS (menor fator de intensificagdo médio) que o
coloide de Ag, mas, da mesma forma que este, possibilita a observacdo de espectros SERS de
uma molécula (Capitulos 2 e 3). Uma interpretacdo para este fenomeno dada no Capitulo 2 ¢ a
menor distribui¢do no eletrodo Ag ORC, em relagdo ao coloide, de "hot spots" que
apresentam ressonancia na frequéncia da radiagao laser.

Para evidenciar a importancia do numero de "hot spots" para as distribuicdes de
intensidades SERS no regime de baixas concentragdes (inferiores a cobertura de
monocamada), foram realizadas simulagdes MC semelhantes as anteriores para maior nimero
de dimeros conservando uma densidade de 100 moléculas por numero de "hot spots". Para
levar em consideragdo de que em um substrato desorganizado como estes os “hot spots” nao
necessariamente apresentam a mesma eficiéncia SERS, “hot spots” com diferentes eficiéncias
foram simulados pelo DDA considerando 6 diferentes orientagdes do eixo interparticulas em
relacdo a polariza¢do do campo elétrico da radiacdo incidente: 0° (simulagdo discutida acima e

no Capitulo 4), 15° 30°, 45°, 60° e 75°, que estd muito longe de ser uma situagdo semelhante
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ao experimental, mas que corresponde a uma situagdo em que um dado sinal SERS pode ter
maior ou menor contribui¢cdo de um determinado "hot spot".

As simulagdes MC consistiram em aleatoriamente sortear um nimero de "hot spots"
dentre as possibilidades e para cada um dos sorteados posicionar na superficie do dimero 100

moléculas. Para cada passo da simulagdo uma nova configuragdo de “hot spots” € sorteada,

bem como as posi¢des das moléculas na superficie.
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Figura 87: Histogramas de intensidade normalizada para diferente numero de "hot spots" (como indicado),
mantendo-se a densidade de 100 moléculas/ nimero de "hot spots".

Na Figura 87 sdo apresentadas as distribui¢des de intensidades para 10* passos de duas
simulagdes, uma contendo 5 e outra 50 "hot spots". A diferenga entre as distribuicdes de
intensidade ¢ evidente para as duas situacdes. Na primeira, a distribuicdo se assemelha ao
caso particular de um "hot spot" tratado na Figura 85 com 400 moléculas, na qual a conclusao
obtida foi de que as flutuagdes estdo no regime de uma molécula. No histograma para 50 "hot
spots", contudo, a distribui¢do se assemelha a esperada para um regime de SERS médio, por
exemplo, o caso para 1500 moléculas da Figura 85.

Este resultado ¢ bastante interessante, pois mesmo a quantidade de moléculas por
namero de "hot spots" sendo a mesma, se ha uma maior distribui¢do de "hot spots" hd uma
maior probabilidade de que, em um dado instante de tempo, o sinal observado possa ser

resultado da soma dos sinais gerados em diferentes regides. Uma consequéncia para esta



203
situacdo € que para substratos diferentes, o que apresenta maior densidade de "hot spots"
permitird observacdo de flutuacdo de intensidades para concentragdes cada vez mais baixas
das solugdes. Na literatura sdo varios os exemplos de limites de deteccdo abaixo de 1 nM para
determinados substratos [41-42]. Uma consequéncia deste resultado ¢ que substratos SERS
com maior atividade apresentardo flutuacdes de intensidade correspondentes ao regime de
observacdo de uma molécula para menores concentragdes, enquanto que substratos com
menor atividade SERS apresentarao tais flutuagdes para maiores concentracdes de moléculas.
Estes resultados justificam o fato de observarmos espectros SERS de uma molécula no
eletrodo ativado para concentragdes (10-20 nM) que ndo sdo tdo baixas quanto as utilizadas
na literatura, se considerarmos a interpretacdo de uma menor densidade de “hot spots” no
eletrodo ativado ORC em relacao a outros substratos SERS considerados de maior eficiéncia.

Na Figura 88 sdo apresentadas simulagdes em que se tentou manter a condi¢do de
SERS de uma tinica molécula para um sistema contendo 1 "hot spot" e o sistema com 50. Esta
andlise foi efetuada por comparacgao dos histogramas da distribui¢do de fracdo de sinal devido
a moll, em que foi alterado o nimero de moléculas para o sistema com 50 "hot spots" para
que estes histogramas nas duas "concentragdes" apresentassem formatos semelhantes.

Nota-se na figura que, quando os histogramas de distribuicdo de pmon1 para os dois
casos apresentam aproximadamente o mesmo formato (~400 moléculas para 5 "hot spots"), o
mesmo nao pode ser dito sobre os histogramas de distribui¢do de intensidade (Figura 88a e c),
os quais sdo consideravelmente diferentes, em que se nota uma maior populacdo de eventos
nulos para os resultados com 1 "hot spot" em relagdo ao histograma para 50 "hot spots". O
histograma para 50 "hot spots" apresenta um nimero maior de eventos nao-nulos, mostrando

a maior eficacia deste substrato para o estudo de espectros SERS de uma molécula.
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Figura 88: Comparagdo entre os histogramas de intensidade normalizada para um sistema contendo 1 "hot spot"
(a) e outro contendo 50 (c), em que os regimes de flutuagdes foram controlados e ajustados para condig¢des
semelhantes através dos formatos dos histogramas de fragédo de sinal (b, d).

O mesmo procedimento foi realizado para diferentes nimeros de "hot spots" visando
manter o formato do histograma de distribui¢ao de pmonn como na Figura 88 (b e d). Os
resultados do nimero médio de moléculas por “hot spor” em funcdo do nimero médio de “hot

spots” investigados sdo apresentados na Figura 89.
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Figura 89: Dependéncia do nimero de moléculas por "ot spot" em fungdo do ntimero de "hot spot" para manter
o formato do histograma de fragdo de sinal, p,,,;, semelhante aos da Figura 88 (c, d)
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A Figura 89 corrobora a ideia de que um substrato com maior ntimero de "hot spots"
apresentara flutuacdo de intensidades ("blinking") para menores concentracdes, devido a
maior probabilidade em um dado instante de tempo de observagdo de espectros de moléculas
em diferentes "hot spots". Esta caracteristica justifica a interpretacdo de que as diferentes
relacdes anti-Stokes/Stokes, dentro do modelo de ressondncia, devem ser atribuidas a

moléculas visitando diferentes "hot spots".

- Influéncia do tipo de "hot spot”

Para finalizar este capitulo sobre as flutuagdes de intensidade SERS e seus
histogramas de distribui¢do investigamos a influéncia do tipo "hot spot" nas distribuigdes de
intensidade. Por tipo de "hot spot" nos referimos as suas propriedades de intensificacdo e
concentracdo de campo. Uma variedade de "hot spots" poderia ser utilizada para tal analise,
como por exemplo, o agregado de esferas estudado no Capitulo 4 (Figura 57), ou mesmo os
"hot spots" formados por nanobastdes. Porém, para manter a simulacdo o mais simples
possivel sem perder sua validade, utilizamos um modelo de "hot spots" constituidos de
nanoesferas (Au, raio 40 nm” ) separadas por distancias g = 1, 2 e 3 nm. Esta variacdo da
distancia entre as nanoparticulas permite a formagdo de "hot spots" com diferentes
propriedades frente a distribui¢do de EFgy, tanto no aspecto do formato desta distribui¢ao
como no do valor maximo de EFgy que pode ser obtido.

Na Figura 90 sdo apresentados os resultados das simulagdes MC para 100 moléculas
adsorvidas nestes dimeros de nanoparticulas. Em cada linha da figura sdo apresentados os
histogramas de distribui¢cdo de intensidade normalizada (esquerda) e de pmon (direita). O valor
ficticio da poténcia da radiacdo laser na simula¢do para o "hot spot" com g = 3 foi

multiplicado por 10, uma vez que os valores maximos do fator de intensificagdo sdo da ordem

*k

" Neste caso foram estudadas do ponto de vista tedrico nanoesferas de Au de 40 nm devido o interesse de se
reproduzir os resultados do ponto de vista experimental, o que requer controle sobre o tamanho das
nanoparticulas sintetizadas e estabilidade das mesmas, o que pode ser mais facilmente obtido com
nanoesferas de Au do que de Ag.
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de 10™®, o que corresponderia experimentalmente a uma dificil visualizagdo do sinal SERS,

isso se 0 mesmo ndo estivesse sobreposto pelo ruido do equipamento. Isto foi feito através da

multiplicagdo dos valores EFgy por 10 em toda a superficie do dimero.
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Figura 90: Em cada linha resultados de simulagdes Monte Carlo para diferentes "hot spots". De cima para baixo
"hot spots" formados por dimeros de nanoesferas de Au de 40 nm de didmetro separadas por distancias ("gap"):
g =1, 2 e 3 nm. Em cada simulagdo foram utilizadas 100 moléculas adsorvidas em posi¢des aleatorias da
superficie das nanoesferas. O valor maximo do fator de intensificacdo no "hot spot" com distancia 3 nm foi
multiplicado por 10, simulando um aumento na poténcia da radiago laser por 10 vezes.

O formato dos histogramas de distribui¢ao de intensidade claramente depende de g, ou

seja, as distribui¢des de intensidade dependem do tipo de "hot spot", como esperado. Agora,

um fato bastante interessante que se pode observar nestes histogramas ¢ como se da a

alteracdo da largura nestes histogramas: o efeito do aumento g ¢ bastante semelhante ao efeito

do aumento de concentragdo para um unico "hot spot", discutido acima, ou seja, 0s
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histogramas de distribui¢do de intensidade passam de um formato exponencial ¢ comecam a
adquirir caracteristicas de uma distribuicdo lognormal, com uma menor variagdo na extensao
dos valores de intensidade normalizada (eixo x nos histogramas). Além disso, apesar dos
histogramas de pmoi1 descreverem essencialmente uma condi¢do de observacdo de uma
molécula, com o aumento de g observa-se um pequeno, mas observavel, aumento na
propor¢ao de eventos com pmeir = 0,5 em relacdo a pmonr = 1 ou 0, 0 que mostra que nos
substratos com maior valor para g, ha uma maior chance de observacdo de eventos que nao
sdo de uma unica molécula, o que, neste caso especial, pode estar relacionado ao volume dos
"hot spots" (regido com EF > 10%), como apresentado nas imagens do fator de intensifica¢io

SERS (EFgm) para cada um destes substratos na Figura 91.
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Figura 91: Mapas dos fatores de intensificagdo SERS para os "hot spots" com separacdes g = 1 nm (a), 2 nm (b)
e 3 nm (c).
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As imagens da Figura 91 mostram que o aumento da distancia entre as nanoparticulas
provoca um aumento do volume dos "hot spots" e, portanto, uma menor concentragao do fator
de intensificagdo. E possivelmente este aumento no volume do "hot spot" que provoca o

aumento da distribuicdo de eventos que nao sdo de uma molécula (Pmoi1 # 0 € Pmont # 1).

5.4 - Conclusoes Parciais

Este capitulo teve como propdsito apresentar algumas contribui¢des para a dinamica
de flutuagdes temporais de intensidade observadas em experimentos SERS no regime de uma
molécula. Neste contexto, mostramos através do uso coordenado de simulagdes DDA e Monte
Carlo (baseadas no método Monte Carlo Cinético) a importancia da constante de adsorcao,
ndo apenas no formato das distribui¢cdes de intensidades, mas também na escala de tempo
dessas flutuagdes. Outros pardmetros investigados, como a concentragdo, quantidade e tipo de
"hot spots" presentes em um determinado substrato SERS, juntamente com a constante de
adsorcdo, indicam que apenas a andlise dos histrogramas ou do perfil de intensidades obtidos
em um experimento SERS com um dado tempo de integracdo pode levar a interpretagdes

erroneas sobre a condi¢do de observagao ou ndo de espectros de uma tinica molécula.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

Nesta tese apresentamos resultados sobre o efeito SERS no regime de detec¢do de uma
molécula em eletrodo de Ag ativado por ciclos de oxidacdo e redugdo. Foi mostrado que este
eletrodo apresenta a eficiéncia necessdria para a deteccdo de espectros neste nivel de
detec¢do, mesmo o eletrodo de Ag ativado sendo um substrato de menor eficiéncia SERS
médio que outros substratos, como o caso de nanoparticulas coloidais. Os resultados foram
interpretados como sendo devido a uma menor distribuicdo de "hot spots" no eletrodo com
ressonancia no comprimento de onda da radiagdo laser (632,8 nm). Isto permite a observacao
de flutuagdes de intensidade caracteristicas de detec¢do de uma Unica molécula para
concentragdes em solugdo maiores do que as concentragdes em que estas flutuagdes sao
observadas em substratos de maior eficiéncia SERS. Estes resultados foram confirmados
através de simulacdes Monte Carlo, onde se observou uma dependéncia da concentragdo em
que tais flutuagdes sdo observadas em fungdo do numero de "hot spots". Além disso, as
simulacdes Monte Carlo permitiram verificar a dependéncia de outros fatores nas
distribui¢des de intensidade, como da constante de adsor¢do, que foi interpretado como um
elemento essencial para o entendimento da escala de tempo em que estas flutuagdes sao
observadas (da ordem de 1 ms a 1 s).

Os resultados apresentados nesta tese mostram uma vantagem muito importante na
utilizagdo do eletrodo ativado para o estudo das flutuacdes de intensidade em relagdo a outros
substratos, que corresponde a possibilidade do estudo da influéncia do potencial aplicado ao
eletrodo. Neste caso, observaram-se alteragdes nos histogramas de distribuicao de intensidade
com o potencial aplicado, que indicaram altera¢des na concentrag@o superficial de moléculas

adsorvidas com o potencial.
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A influéncia deste potencial aplicado ndo se restringiu as flutuagdes de intensidades
absolutas, mas também foram observadas alteragdes nas flutuagdes de intensidades relativas.
Neste caso foram estudadas flutuagdes das relagcdes de intensidade anti-Stokes/Stokes, as
quais foram interpretadas como sendo originadas de contribui¢des ressonantes nos lados anti-
Stokes ou Stokes. Neste caso um espectro em que o lado anti-Stokes apresenta-se
intensificado em relacdo ao Stokes se comparado ao Raman normal pode ser interpretado
como sendo originado de um "hot spot" onde a ressonancia (EM + CE) estd do lado anti-
Stokes. O contrario vale para o caso de intensificacdes do lado Stokes. A aplicagdo de
potencial ao eletrodo levou, além de alteragdes nas concentragdes de moléculas na superficie,
modificagdes na condigdo de ressonancia CE, através da alteragdo do nivel de Fermi no metal.
A consideracdo do efeito CE nos experimentos no regime de uma molécula permitiu, também,
a investigacdo da contribuicdo EM para as intensificacdes dos lados anti-Stokes e Stokes.
Desta forma, o estudo das relagdes de intensidade anti-Stokes/Stokes no nivel de deteccao de
uma Unica molécula permitiu a estimativa das energias da distribuicdo de "hot spots"
iluminados pela radiagdo laser, o que corresponde a um elemento de grande importancia para
o efeito SERS.

A contribui¢do EM nestas flutuagdes de intensidade foi também investigada através de
simulagdes DDA, as quais permitiram um melhor entendimento dos resultados experimentais
obtidos. Por exemplo, mostrou-se a possibilidade de obtencdo de altas relacdes anti-
Stokes/Stokes devido a ressonancias EM de pequena largura, que foram interpretadas como
sendo originadas através de interferéncia entre ressonancias de plasmon de superficie.

A complexidade do eletrodo ativado quanto ao tipo e nimero de "hot spots" que
contribuem para uma dada flutuagdo de intensidade tornam dificil o estudo do ponto de vista
tedrico (por exemplo através de simulacdes Monte Carlo) dos fatores que estdo envolvidos

nestas flutuagdes de intensidade em um dado experimento, devido a dificuldade de simular os
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"hot spots" existentes. Este foi o caso dos sistemas estudados, em que as simulagdes
computacionais foram realizadas para sistemas modelos, que ndo constituem a realidade de
experimentos SERS tipicos. Neste caso, experimentos com substratos mais organizados sdo,
sem duvida, de grande utilidade para tais estudos. Pretende-se, portanto, investigar estas
flutuagdes do ponto de vista experimental para substratos mais organizados, como por
exemplo, os nanobastdes que podem formar agregados logitudinalmente ("end-by-end") e
lateralmente ("side-by-side") de forma controlada. [107-108] Com sitemas mais organizados
como estes pretende-se efetuar as simulacdes DDA e Monte Carlo para auxiliar as
interpretagdes a cerca das flutuagdes, de forma semelhante como efetuado nesta tese, porém
com a inclusdo de outros efeitos, como difusdo das nanoparticulas coloidais, difusdo de
moléculas na superficie metalica e efeitos de alteragdes na orientagdo de adsorg¢do destas

moléculas.
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