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Dedicado à minha filha Laura por
nascer durante o programa de dou-
torado e me presentear com doses
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RESUMO

MAGALHÃES, F. B.Dispositivos plasmônicos aplicados na intensificação Raman
de biomoléculas.. Tese (Doutorado em Ciências - Escola Politécnica da Universidade
de São Paulo. São Paulo. 2022).

Desenvolver dispositivos de alta sensibilidade capazes de detectar apenas uma molécula
é um grande desafio no segmento de sensores. Complexos processos de fabricação e res-
postas flutuantes e randômicas são alguns dos obstáculos a serem superados no desen-
volvimento deste tipo de sensores. Dispositivos plasmônicos têm apresentado elevada
sensibilidade e, portanto, oferecem excelentes perspectivas para o desenvolvimento de
sensores ultrassenśıveis. Neste trabalho, foram fabricados sistemas plasmônicos baseados
em matrizes periódicas de nanocilindros sobre substratos de siĺıcio e secção transversal de
núcleo de fibra óptica multimodo. A fibra óptica foi aplicada como substrato visando o
desenvolvimento de sensores do tipo sonda. As matrizes de nanocilindros de ouro foram
fabricadas utilizando-se alumina anódica porosa como máscara mecânica durante a de-
posição de ouro. As imagens de microscopia eletrônica destas nanoestruturas revelaram
matrizes de nanocilindros de ouro organizados em padrão hexagonal. Diferentes diâmetros
de nanocilindros foram aplicados na intensificação Raman de moléculas de nicotinamida
adenina dinucleot́ıdeo (NAD) e da glutationa (GSH). Neste estudo, matrizes de nanocilin-
dros com diâmetro de cerca de 60 nm mostraram alta intensificação SERS comparada com
as de nanocilindros de diâmetros maiores e menores. Este comportamento foi totalmente
de acordo com os cálculos teóricos e simulações realizadas via FDTD (Finite-Difference
Time-Domain) de intensificação de campo próximo induzido pelo plasmon de superf́ıcie.
Os espectros de intensificação Raman (SERS) das moléculas NAD e GSH, revelaram
eventos altamente flutuantes e randômicos em função do tempo quando adsorvidas sobre
a superf́ıcie da matriz de nanocilindros de 60 nm. Resultados similares foram reporta-
dos na literatura em sistemas plasmônicos aplicados na detecção de apenas uma única
molécula sugerindo que nossas medidas apontam para a detecção de uma única molécula
de NAD e GSH. Entretanto, em nosso caso, as linhas Raman apareciam e desapareciam
de modo randômico e novos modos vibracionais foram observados. Em outras palavras,
as flutuações não ocorreram em linhas Raman correspondentes a modos vibracionais es-
pećıficos. Esta caracteŕıstica é diferente ao reportado pela literatura onde flutuações
espectrais foram observadas somente em modos vibracionais espećıficos da molécula em
análise. No presente trabalho foi proposto um mecanismo para explicar a elevada intensi-
ficação SERS e os eventos de flutuações baseado em efeitos de intensificação paramétrica
conhecida como mecanismo de ação reversa back action entre o plasmon de picocavidades
e os modos vibracionais das moléculas em estudo. Em suma, este trabalho apresenta con-
tribuições no processo de fabricação de dispositivos plasmônicos formados por matrizes
periódicas de nanocilindros de ouro, e propõe um mecanismo que explica plausivelmente a
elevada intensificação SERS e os eventos de flutuações de sistemas plasmônicos aplicados
à detecção de uma única molécula.

Palavras-Chave – Superf́ıcie de intensificação de espalhamento Raman (SERS), Res-
sonância plasmônica em superf́ıcie localizada (LSPR), Nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo
(NAD), Glutationa (GSH), Biossensor.



ABSTRACT

MAGALHÃES, F. B. Plasmon devices applied to Raman enhancement of bio-
molecules. Thesis (Doctor of Science - Escola Politécnica da Universidade de São Paulo.
São Paulo. 2022).

Developing high-sensitivity devices capable of detecting a single molecule has been
a major challenge in the sensors area. Complicated fabrication processes and random
fluctuations in responses are obstacles to be overcome in this type of sensors. Plasmonic
devices have presented high sensibility and, therefore, an excellent prospect in the deve-
lopment of highly sensitive sensors. In this work, plasmonic systems based on periodic
arrays of nanocylinder matrices on silicon substrates and on the cross section of silica co-
res of multimode optical fibers were fabricated. Optical fiber was used as a substrate for
application in probe type sensors. The gold nanocylinder matrices were fabricated using
porous alumina structures as a mechanical mask during the gold deposition. Scanning
electron microscopy (SEM) images of these structures showed arrays of gold nanocylinders
with an organized hexagonal pattern. The reflectance spectra result of these structures
confirmed the periodic characteristic of the gold nanocylinder matrices. Different dia-
meters of nanocylinders were applied in Raman enhancement of nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD) and glutathione (GSH) molecules. In this work arrays of gold na-
nocylinders with a diameter of about 60 nm showed higher SERS effects compared to
nanocylinders with diameters smaller or larger than this. In the nanocylinders of these
structures, this behavior was totally in agreement with the theoretical calculations via
FDTD (Finite Difference Time Domain) of the near-field enhancement induced by the
surface plasmon. The spectra of Raman enhanced (SERS) of NAD and GSH molecules
showed highly fluctuating and random events as a function of time when adsorbed on
array of nanocylinders of 60 nm. The SERS spectra of NAD and GSH molecules showed
highly fluctuating and random events as a function of time when obtained in 60 nm na-
nocylinders. Similar results have been reported in the literature on plasmonic systems
applied to the detection of only a single molecule. These results suggest that our mea-
surements point to the detection of a single molecule of NAD and GSH. However, in our
case, the Raman lines appeared and disappeared randomly, and new vibrational modes
were observed. In other words, the fluctuations do not occur in Raman lines correspon-
ding to specific vibrational modes. This characteristic is contrary to that reported in
the literature, where fluctuations were observed only in specific vibrational modes of the
molecule under analysis. In the present work, a mechanism was proposed to explain the
high SERS intensification and the fluctuation events based on parametric intensification
effects known as the “back-action” mechanism of reverse action between the picocavity
plasmon and the vibrational modes of the molecules under study. Thus, the present work
presents contributions in the manufacturing processes of plasmonic devices with periodic
structures of gold nanocylinders; and the proposal of a mechanism that plausibly explains
the high SERS enhancement and the fluctuation events of plasmonic systems applied to
the detection of a single molecule.

Keywords – Surface enhanced Raman scattering (SERS), Localized surface plasmon
resonance (LSPR), Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), Glutathione (GSH), Bio-
sensor.
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HF Ácido fluoŕıdrico
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HCl Ácido cloŕıdrico
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Si Siĺıcio

C Carbono

O Oxigênio



NAD(P) Nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo fosfato

NAD+ Forma oxidada da NAD

NADH Forma reduzida da NAD
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Ĥc Hamiltoniano da cavidade plasmônica
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Aeff Área efetiva ocupada pelos hot spots dentro da célula unitária
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1 INTRODUÇÃO

A detecção de biomoléculas é assunto de interesse em vários setores, como saúde, moni-

toramento ambiental, segurança alimentar e medicina diagnóstica. Identificar e monitorar

moléculas que funcionam como biomarcadores cĺınicos é algo que encoraja o desenvolvi-

mento de novos medicamentos para tratamentos de doenças. Detectar biomarcadores

cĺınicos e conhecer suas concentrações também pode auxiliar na administração de tera-

pias e dietas. Muitos dispositivos e instrumentos estão em desenvolvimento para atender

esta demanda, seja para uso em laboratórios, portáteis para aplicação em campo, ou até

mesmo dispositivos tipo sonda para análise in vivo. Mas para detectar estas moléculas

deve haver um prinćıpio de transdução associado que converta o est́ımulo bioqúımico em

um sinal eletroqúımico, acústico, mecânico, calorimétrico, eletrônico ou óptico, a depender

da técnica de detecção escolhida.

Superf́ıcies senśıveis a est́ımulos qúımicos destinadas à detecção de biomoléculas ten-

dem à miniaturização por várias razões. Mas quando os elementos estruturais desta

superf́ıcie se reduzem a algumas unidades de nanômetros, eventos quânticos tornam-se

relevantes e as medidas experimentais podem resultar em valores inesperados. Por esta

razão, interpretar estes resultados é fundamental para compreender as interações entre as

moléculas de teste, a superf́ıcie senśıvel e os instrumentos de análise.

Dispositivos baseados em nanoestruturas de ouro (Au) tem-se mostrado sistemas de

elevada sensibilidade com limite de detecção de apenas uma única molécula. O prinćıpio

de detecção nestes sistemas relaciona interações entre os modos vibracionais da molécula

alvo e os modos plasmônicos induzidos nas nanopart́ıculas de ouro. Este processo é co-

nhecido como intensificação de espalhamento Raman superficial induzido pelos alt́ıssimos

campos próximos dos plasmon de superf́ıcie (SERS – Surface Enhanced Raman Scatte-

ring). Outro mecanismo explorado nas nanoestruturas de Au é o efeito de intensificação

de fluorescência da molécula alvo. Neste caso, a detecção é através da interação dos mo-

mentos de dipolo das transições eletrônicas na molécula com os plasmons localizados das

nanoestruturas de Au. Ambos os mecanismos descritos apresentam elevada sensibilidade.

No entanto, o efeito SERS fornece informações estruturais da molécula alvo, já que o es-

palhamento Raman depende de transições eletrônicas e modos vibracionais da molécula.
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Uma breve introdução sobre a espectroscopia Raman está dispońıvel no Anexo A. Os

efeitos SERS em dispositivos plasmônicos podem ser utilizados na fabricação de sensores

de elevada sensibilidade e seletividade ao mesmo tempo, visto que o perfil do espalha-

mento SERS pode servir como uma impressão digital da molécula alvo. Assim, o presente

trabalho apresenta contribuições no processo de fabricação de dispositivos plasmônicos

baseados em arranjos periódicos de nanocilindros de Au e sua aplicação no estudo SERS

de biomoléculas de nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo (NAD) e glutationa (GSH). Os

resultados e as contribuições do presente trabalho estão detalhados em quatro caṕıtulos

descritos resumidamente a seguir.

Neste caṕıtulo será explicado o que são superf́ıcies com efeito SERS e por que elas

intensificam o sinal Raman. Comumente nestas superf́ıcies uma luz incidente interage

com nanopart́ıculas onde ocorre a formação de plasmon. Então será vista a contribuição

destes efeitos plasmônicos quando são aplicados a dispositivos biossensores, bem como

seus limites de detecção e desafios dentro do estado da arte.

No Caṕıtulo 2 será revelado como os dispositivos nanoestruturados do presente traba-

lho foram fabricados, onde cada etapa será descrita e justificada. Ao final deste caṕıtulo

constam as técnicas de caracterização e materiais utilizados para se obter os resultados

experimentais.

Os resultados do presente estudo serão apresentados e discutidos no Caṕıtulo 3 que

está dividido em três partes: caracterização estrutural e ópticas dos nanocilindros e nano-

esferas (Seção 3.1), aplicação dos dispositivos fabricados para intensificação Raman das

moléculas de NAD (Seção 3.2) e GSH (Seção 3.3). Flutuações espectrais e linhas Raman

até então não reportadas foram observadas nos experimentos. Estes resultados foram

discutidos com o suporte de modelos associados ao acoplamento paramétrico plasmônico-

vibracional quântico.

No Caṕıtulo 4 são apresentadas as conclusões e contribuições obtidas a partir deste

estudo. As expectativas apontam para uma nova forma de compreender os fenômenos

envolvidos na transdução e abrem possibilidades para o desenvolvimento de biossensores

mais senśıveis, versáteis e integráveis.

1.1 SERS e LSPR

Há mais de quarenta anos a SERS se mostra uma importante técnica anaĺıtica na

ciência dos materiais e em estudos biomédicos (1–3). Superf́ıcies SERS têm sido larga-
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mente estudadas (4–9) e são a melhor forma de se obter informações no âmbito molecular

(10–14). Esta técnica de alta sensibilidade permite investigar o espectro vibracional de

moléculas adsorvidas em superf́ıcies metálicas, além de ser muito vantajosa na análise

de amostras aquosas em que a seção transversal de dispersão Raman é muito pequena

(15). Na detecção de biomoléculas, a SERS torna posśıvel analisar pequenas áreas de

frágeis células e complexas subestruturas celulares (16), como também permite intensifi-

car a fluorescência em ensaios para análise de células (17). Além das ligações moleculares,

a intensidade do sinal SERS depende de alguns fatores, como conformação, orientação e

distribuição das moléculas sobre o substrato (18–20).

A SERS apresenta vantagens distintas, como a dispensa de reagentes caros ou de um

longo tempo em preparação de amostras, como ocorre em outras técnicas, e.g., reação em

cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) ou imunoensaios (15). Já em

comparação a outras técnicas de análise óptica largamente utilizadas, como detecção por

fluorescência e sensibilidade eletroqúımica, a SERS tem a vantagem de produzir espectros

moleculares únicos como “impressões digitais” e com reduzido fotobranqueamento da área

analisada, baixa interferência do background, autofluorescência e maior sensibilidade (21–

23).

A espectroscopia Raman fornece informações moleculares espećıficas de uma substância.

Por outro lado, nanoestruturas plasmônicas apresentam alta sensibilidade a moléculas

devido às suas propriedades ópticas. Assim, a SERS combina a seletividade da espectros-

copia Raman com a sensibilidade das nanoestruturas plasmônicas (24, 25). Em SERS, o

intenso campo eletromagnético próximo é responsável pela contribuição dominante, já o

est́ımulo qúımico oferece uma contribuição menor (26).

A origem do efeito SERS está relacionada à intensificação de um campo elétrico local

evanescente que é induzido por um plasmon ressonante de superf́ıcie localizado em uma

part́ıcula conhecido como hot spot (8, 9). No local da part́ıcula correspondente ao hot spot

o campo próximo é intenso. Plasmons de superf́ıcie localizados em nanopart́ıculas (LSPR

– localized surface plasmon resonance) são oscilações coerentes de elétrons livres da nano-

part́ıcula presente em uma superf́ıcie. Ou seja, os elétrons livres da nanopart́ıcula oscilam

de modo coletivo em ressonância com a frequência da luz de excitação. As condições de

ressonância são estabelecidas quando a frequência da luz se combina com a frequência

natural dos elétrons livres oscilando contra a força de restauração dos ı́ons positivos na

nanopart́ıcula. Estes movimentos oscilantes têm a mesma frequência da luz absorvida

pelo plasmon. Em outras palavras, a onda eletromagnética se acopla às flutuações de

carga do metal e sua energia fica confinada na nanopart́ıcula. A formação do plasmon



19

implica em transferência de energia da onda eletromagnética para os elétrons livres do

metal.

As Figuras 1a e 1b ilustram um esboço simplificado de LSPR em uma nanopart́ıcula

metálica. A Figura 1a ilustra a interação no tempo entre o campo elétrico da luz incidente

e os elétrons livres de uma nanopart́ıcula, em que os elétrons da nanopart́ıcula oscilam

em ressonância com a frequência da onda eletromagnética incidente. Na Figura 1b é

mostrado o intenso campo elétrico próximo causado pela diferença de densidade de carga

entre os lados de uma nanopart́ıcula quando uma onda eletromagnética provoca oscilação

de elétrons livres (27). Na região iluminada onde há a ressonância, o metal absorve e

espalha a luz. Este fenômeno foi reportado pela primeira vez por Michael Faraday em

1857 quando ele estudou a coloração de coloides de ouro (28). Portanto, a formação do

plasmon depende do tipo de metal, da geometria deste metal, do comprimento de onda

da luz incidente, das propriedades dielétricas do metal e do dielétrico, e do ambiente em

torno do plasmon (29).

(a) (b)

Figura 1 – Plasmon localizado em nanopart́ıcula (LSPR). (a) Evolução temporal dos campos do plasmon
em nanopart́ıcula. (b) Campo próximo evanescente gerado pelo plasmon.

Fonte: (27, 30)

A excitação do plasmon responsável pelo efeito SERS normalmente ocorre em nano-

part́ıculas de Au e Ag. Isto ocorre porque estes metais têm altos valores negativos da

parte real de sua permissividade dielétrica e baixo valor de sua parte imaginária dentro

da faixa do espectro viśıvel (31, 32). Au e Ag têm propriedades superiores em termos de

intensificação SERS devido às suas caracteŕısticas de absorção óptica, band gap e raio de

excitação de Bohr (33, 34). Alguns ensaios com SERS utilizaram outros materiais como

TiO2, ZnO, grafeno e CuTe. No entanto, a ordem de magnitude da intensificação de sinal

Raman destes materiais é fraca (102 a 104) comparada com plataformas de Au e Ag (104

a 108) (21, 35–37).
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Além do material, a excitação do plasmon responsável pelo efeito SERS depende da

geometria das nanopart́ıculas, que na verdade atuam como nanoantenas. Tais geometrias

consistem em nanopart́ıculas esféricas (Fig. 2a), nanoconchas (Fig. 2b), nanoanéis (Fig.

2c), nanohastes (Fig. 2d), nanoestrelas (Fig. 2e), d́ımeros (Fig. 2f), ou part́ıculas de

oligômeros (Fig. 2g) (38–55). A intensificação Raman por este mecanismo mostra altos

valores de cerca de dez ordens de magnitude (8). Esta enorme intensificação tem mos-

trado potencial para várias aplicações, como alta sensibilidade de detecção em sistemas

anaĺıticos e bioanaĺıticos, além de mostrar resultados promissores na intensificação de

efeitos cataĺıticos (41, 45, 47, 49, 50, 56, 57).

Figura 2 – Exemplos de nanopart́ıculas metálicas dedicadas à formação de plasmon localizado.

Fonte: (40, 43, 46, 48, 50, 53, 55)

Diferentes métodos têm sido utilizados para a fabricação das nanopart́ıculas onde

ocorre a LSPR. Quando se deseja melhor controle da morfologia das nanoestruturas fa-

bricadas, os métodos mais utilizados são litografia de feixe de elétrons (EBL - Electron

Beam Lithography) e feixe focalizado de ı́ons (FIB - Focused Ion Beam) devido à alta

resolução e controle na fabricação de part́ıculas de diferentes geometrias em escala na-

nométrica (58, 59). Contudo, estes métodos possuem limitações. Com EBL e FIB é

posśıvel fabricar por vez apenas pequenas áreas nanoestruturadas - da ordem de alguns

µm2 - além disso, cada processo é demorado e caro. Áreas excessivamente reduzidas di-

ficultam a caracterização do dispositivo e sua fabricação em larga escala. Na fabricação

por EBL um feixe de elétrons grava um padrão em um filme de PMMA (polimetilmeta-

crilato), este procedimento gera um alto custo de manutenção do equipamento uma vez

que reduz a vida útil do filamento de tungstênio do microscópio eletrônico de varredura.

Já em FIB, a focalização do feixe de ı́ons é demorada e precisa ser refeita a cada processo.
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Por outro lado, quando se deseja fabricar superf́ıcies nanoestruturadas extensas para

LSPR, da ordem de mm2 ou até cm2, as técnicas automontadas (self-assembled) são mais

viáveis (60, 61). Em alguns casos, nanopart́ıculas metálicas são sintetizadas quimicamente

em solução e depositadas em superf́ıcie por diferentes métodos (62, 63). Outros experi-

mentos mantêm estas nanopart́ıculas dispersas em solução para fazer análises baseadas em

LSPR (64). Embora a distribuição das nanopart́ıculas possa ser homogênea em alguns

casos, as nanoestruturas fabricadas desta forma possuem limitações, como distribuição

desorganizada de nanopart́ıculas e, portanto, baixa reprodutibilidade de distribuição de

hot spots plasmônicos. Em nanoestruturas constrúıdas sobre substrato, as nanopart́ıculas

costumam se agregar umas às outras aleatoriamente em multicamadas e é dif́ıcil controlar

a formação dos aglomerados. A distribuição desorganizada das nanopart́ıculas também

limita o desenvolvimento de modelos capazes de predizer o comportamento do plasmon

na nanoestrutura.

Algumas aplicações combinam colorimetria com microscopia de campo escuro para

analisar a resposta do plasmon diante de um est́ımulo qúımico (65). A sensibilidade co-

lorimétrica em geral envolve agregação, acoplamento e distribuição de nanopart́ıculas de

Au. Todavia, o modo como estas nanopart́ıculas são distribúıdas na superf́ıcie depende

fortemente da carga da superf́ıcie, do tamanho das nanopart́ıculas, da sua concentração

na solução e dos solventes envolvidos. E mesmo com todas estas condições satisfeitas,

ainda seria essencial um cuidadoso controle da temperatura para se obter alguma repro-

dutibilidade (66).

Em LSPR é desejável que as nanopart́ıculas estejam isoladas eletricamente entre si.

Existe uma técnica de fabricação capaz de atender as principais necessidades de um dispo-

sitivo baseado em LSPR com extensa área nanoestruturada, trata-se de moldes de alumina

anódica porosa (AAP). No ano de 1953, com o aux́ılio de um microscópio eletrônico, Kel-

ler foi o primeiro a constatar que o Al2O3 consiste em um arranjo de células hexagonais de

poros organizados (67), atualmente o Al2O3 vem sendo aplicado como molde na fabricação

de várias nanoestruturas (68). A anodização do alumı́nio é um processo de formação de

um filme de Al2O3 sobre o alumı́nio por meio de sua imersão em um banho eletroĺıtico em

que o metal é ligado ao eletrodo positivo de uma fonte de tensão. Este processo é muito

utilizado na indústria para obter camadas protetoras e decorativas em peças e chapas de

alumı́nio (69). Devido à auto-organização dos nanoporos de óxido de alumı́nio, fácil fa-

bricação e ao reduzido custo do processo de anodização, a AAP mostra-se promissora em

sua aplicação em processos de microeletrônica e nanotecnologia. A formação de Al2O3 na

superf́ıcie de um substrato de Al ocorre de modo auto-organizado de colunas hexagonais
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com poros circulares ao centro. A camada de Al2O3 contém poros paralelos e ciĺındricos

com diâmetros que variam de 10 nm até várias centenas de nanômetros (70).

Uma forma de se transferir o padrão geométrico de AAP para outro substrato é

quando a alumina está em forma de membrana em que os poros são furos passantes.

Estas membranas são utilizadas como máscaras em processos de evaporação e deposição

de metais (68). O vapor metálico preenche os poros da membrana que é colocada sobre

o substrato. Quando a membrana é removida, percebe-se que seu padrão geométrico

é transferido para o substrato e são criadas nanopart́ıculas metálicas periódicas (71).

Normalmente utiliza-se uma peĺıcula polimérica ou cerâmica adjacente à membrana para

transportá-la do Al a outros substratos (68).

Em 2015, Zhao et al. desenvolveram um dispositivo baseado em LSPR usando moldes

de AAP como máscara mecânica (72). Como resultado, obtiveram extensas áreas nano-

estruturadas de aproximadamente 1,2 cm2 com nanopart́ıculas de alumı́nio altamente

organizadas. A camada de óxido nativo de Al foi sistematicamente removida por meio de

processo qúımico, e com isso controlou-se o tamanho das nanopart́ıculas que possúıam 50

nm e 66 nm de diâmetro. Então investigou-se o desempenho da ressonância plasmônicas

de dez alturas diferentes. Foram colhidos espectros de extinção na faixa de 200 nm a 500

nm de comprimento de onda. O resultado da variação do tamanho das nanopart́ıculas

por este processo foi um controle preciso do deslocamento para o azul nos espectros de

extinção (Fig. 3) (72).

Figura 3 – (a) Imagem MEV de matriz de nanopart́ıculas de Al sobre substrato de śılica através de
máscara de AAP, com diâmetro do poro (i), célula (ii) e nanopart́ıcula (iii). (b) Altura (h), diâmetro
(D) e espessura do óxido de Al (tox). (c) Espectros de extinção em função de h. (d) λ do pico LSPR em
função de h (72).

Fonte:(72)

Posteriormente, Hao et al. desenvolveram um método de fabricação de membranas

de AAP em três etapas de corrosão por meio do qual investigou-se sistematicamente a

evolução morfológica da AAP durante a corrosão por ácido fosfórico. Como resultado, a
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espessura da membrana de AAP pode ser controlada quantitativamente de 100 nm até

alguns micrômetros, e o diâmetro dos poros ainda assim pode ser controlado (73).

Todavia, a versatilidade das membranas de AAP não se resume ao controle da espes-

sura, diâmetro dos poros e distância entre eles. Tanto o padrão de distribuição quanto

a geometria dos poros podem ser modificados, inclusive com uma distribuição periódica

de poros com geometrias diferentes. Lee, Ji, Ross, Gösele e Nielsch pressionaram um na-

nocarimbo de Ni contra uma superf́ıcie de Al, o nanocarimbo era dotado de nanopontas

sobressalentes e essa pressão resultou em um recuo do Al nas regiões sob as nanopontas.

No processo de anodização, a formação dos poros foi orientada pelas cavidades produzidas

com o nanocarimbo (74). Outras aplicações utilizaram o mesmo método posteriormente

para fazer poros quadrados, eĺıpticos, buracos em forma de pirâmide invertida e geometrias

mistas (75–77). Wen, Xu, Mi e Lei propuseram um conceito para adquirir diversas matri-

zes binárias nanoestruturadas. A proposta consiste em produzir dois conjuntos diferentes

de poros em uma mesma matriz em que as aberturas dos dois conjuntos de poros são por

lados diferentes da membrana. Então formou-se plasmon localizado nas nanopart́ıculas

de diferentes padrões e isso foi medido em espectros de extinção (Fig. 4) (78).

Figura 4 – Espectros de extinção obtidos em diferentes matrizes de nanopart́ıculas de mesma espessura
sobre substrato de óxido de ı́ndio. Acima são imagens MEV das matrizes cuja barra de escala corresponde
a 200 nm (78).

Fonte: (78)

Como já mencionado, a AAP sobre o substrato durante a deposição de metal exerce

a função de máscara mecânica, pois os poros são preenchidos por metal e após a remoção

da AAP obtém-se nanopart́ıculas com o mesmo diâmetro e distribuição dos poros. Mas se

durante a deposição do metal o substrato recoberto pela AAP estiver inclinado em certo

ângulo em relação ao alvo, apenas uma fração da área interna do poro será metalizada (Fig.
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5). A partir desta ideia, Hao et al. constrúıram d́ımeros plasmônicos de Ag de diferentes

padrões geométricos controlados pelo ângulo de deposição do metal (79). Dentro de

cada poro, duas regiões distintas foram recobertas por metal por meio de dois ângulos

diferentes de deposição. Assim, foi posśıvel controlar o tamanho das nanopart́ıculas, as

distâncias entre elas e matrizes de d́ımeros foram fabricadas. Em adição, obtiveram-se

diferentes padrões de organização combinando-se o ângulo de inclinação com a orientação

hexagonal dos poros. Como resultado, o controle dos parâmetros permitiu uma flex́ıvel

modulação dos modos plasmônicos. O campo próximo formado no espaçamento entre os

d́ımeros foi intenso a ponto de promover espalhamento Raman até quarenta vezes maior

do que o plasmon formado em nanopart́ıculas normais (Fig. 5).

Figura 5 – (a-c) Dı́meros espaçados por diferentes distâncias, escala igual a 100 nm. (d) Ilustração da
fabricação por controle de ângulo de deposição. (e) Campo elétrico entorno de cada d́ımero plasmônico.
(f) Espectros SERS de rodamina 6G adquiridos em d́ımeros e em nanopart́ıculas únicas (79).

Fonte: (79)

Wu, Chen, Fang e Yang utilizaram molde de AAP para produzir um substrato de po-

lidimetilsiloxano com superf́ıcie nanoestruturada. Foram depositados 80 nm de Ag sobre

esta superf́ıcie para intensificar o espalhamento Raman em presença de cristal violeta e

outras moléculas de teste. Assim, a morfologia assumida pelo substrato polimérico deu

à Ag depositada uma geometria periódica semelhante a pétalas, como resultado, concen-

trações de até 10−9 M de cristal violeta foram detectadas (80). Dan, Zhong, Zhu e Wang

desenvolveram um novo método para fabricar substratos SERS com nanopilares de prata

por processo qúımico através de moldes AAP. Com estes nanopilares distribúıdos periodi-

camente na superf́ıcie, moléculas de rodamina 6G puderam ser detectadas na concentração

de 10−16 M. Em adição, o substrato pôde ser reutilizado diversas vezes (81).
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1.2 SERS e os desafios para a detecção de uma única

molécula

A sensibilidade por intensificação Raman pode alcançar o ńıvel de uma única molécula

(41, 45, 47). Entretanto, o SERS em detecção de uma molécula apresenta vários desafios.

A detecção de uma única molécula foi alcançada apenas com alta intensificação do campo

elétrico local confinado em um volume muito pequeno, que é de escala inferior a 1 nm3 (49,

50). Estruturas SERS altamente eficientes na detecção de uma única molécula envolvem

sofisticados processos de fabricação. Por exemplo, nanoantenas em forma de d́ımeros

distantes entre si por algumas unidades de nanômetros (38, 39, 55) e nanopart́ıculas sobre

espelhos (82–85).

A detecção de uma única molécula tem se revelado uma medida de baixa repetibili-

dade (49–52, 54, 86). Mesmo em estruturas SERS cujos processos de fabricação são muito

bem controlados, a baixa reprodutibilidade dos espectros ocorre em muitas aplicações, por

exemplo, em sistemas anaĺıticos para a detecção de frações moleculares (87, 88). A re-

produtibilidade SERS em temperatura ambiente depende de diferentes fatores e alguns

são dif́ıceis de serem controlados, como formação das nanoestruturas, morfologia da na-

nopart́ıcula, interação entre nanopart́ıcula e molécula, e impurezas (89, 90).

O espalhamento Raman é muito senśıvel aos modos de acoplamento dos plasmons

das nanoestruturas e à distribuição de hot spots (65, 90). A distribuição homogênea de

nanopart́ıculas em uma nanoestrutura é essencial para a reprodutibilidade dos espectros,

porém, fabricar nanoestruturas com essa caracteŕıstica é um desafio, especialmente em

agregados de nanopart́ıculas. Em superf́ıcies SERS de nanopart́ıculas coloidais, por exem-

plo, as regiões analisadas dificilmente terão a mesma distribuição de hot spots em toda

a amostra. Estas diferenças contribuem para a baixa reprodutibilidade do sinal (91, 92).

Em nanopart́ıculas metálicas coloidais em soluções aquosas (91–94) a posição de cada

nanopart́ıcula muda no tempo e este problema pode ser ainda maior. Isto é um obstáculo

para seu uso na análise de biofluidos complexos e, portanto, para aplicações biomédicas

(95). Alguns autores têm adotado estratégias para compensar estas diferenças no sinal

SERS em soluções aquosas, como o uso de referências internas (92–94, 96), calibrações

radiométricas (93) ou o uso de sistemas microflúıdicos para tentar controlar o tempo de

agregação dos coloides (97).

O espalhamento Raman intensificado por LSPR é extremamente senśıvel ao tamanho e

formato das nanopart́ıculas (90). Variações de tamanho e formato em escala nanométrica

podem ser a principal origem da baixa reprodutibilidade - material suplementar de (65).
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Fabricar nanopart́ıculas com tamanho, formato e disposição idênticos é um desafio pre-

sente no estado da arte da nanotecnologia. A interação entre nanopart́ıcula e molécula,

por outro lado, pode envolver transferência de elétron, difusão, mudanças na estrutura

molecular ou na estrutura da nanopart́ıcula (98, 99).

A intensificação SERS é determinada pela quantidade de moléculas presentes nos

hot spots. Em experimentos destinados a detecção de uma única molécula em que a

concentração é muito baixa, a densidade de moléculas em cada hot spot pode ser diferente,

isso diminui a reprodutibilidade (90). Se as moléculas de teste estiverem em uma solução,

elas podem se difundir sobre a superf́ıcie da nanopart́ıcula, principalmente se tiverem uma

fraca afinidade com a superf́ıcie da nanoestrutura (90). Em soluções com concentrações

muito baixas, esta mobilidade da molécula na superf́ıcie da nanopart́ıcula permite que ela

entre e saia dos hot spots, produzindo flutuações espectrais no tempo (100).

A intensidade das linhas SERS é determinada pela orientação da molécula ao se adsor-

ver à superf́ıcie da nanoestrutura. Se o modo vibracional da molécula está perpendicular

à superf́ıcie, ele será fortemente intensificado pelo campo próximo presente no hot spot.

Por outro lado, se o modo vibracional estiver paralelo à superf́ıcie da nanopart́ıcula, a

intensificação deste modo no espectro será mais fraca. Logo, moléculas que mudam de

orientação sobre a superf́ıcie metálica podem dar origem a flutuações espectrais (101).

Algumas moléculas têm a capacidade de mudar de conformação de acordo com o meio

onde estão inseridas ou de acordo com a superf́ıcie em que estão adsorvidas (102, 103).

Devido às flutuações causadas pelo plasmon localizado, moléculas simples com poucos

modos vibracionais poderiam promover eventos flutuantes diferentes aos que moléculas

com grande número de modos vibracionais apresentam. Diante destas questões e outras

discussões abertas nas Seções 3.2 e 3.3, as flutuações SERS oferecem várias oportunidades

para o estudo e análise das dinâmicas envolvidas neste fenômeno.

A causa de baixa reprodutibilidade SERS também pode ser atribúıda à presença de

impurezas ou contaminantes na superf́ıcie das nanopart́ıculas. Impurezas oriundas do

processo de fabricação da superf́ıcie SERS, do processo de deposição da molécula teste ou

do manuseio da amostra podem resultar em adsorção de contaminantes à superf́ıcie das

nanopart́ıculas. Se a molécula contaminante tem forte afinidade com a superf́ıcie metálica

comparada com a molécula de teste, o espectro SERS observado será basicamente o da

molécula contaminante (90). A presença de carbono, oxigênio e enxofre na superf́ıcie

SERS contribui para a baixa reprodutibilidade do sinal SERS, e a redução da intensidade

dos picos é devido ao aumento correspondente da concentração destas impurezas (104).

Em experimento com nanopart́ıculas de prata, o aumento da concentração de impurezas
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foi associado ao tempo de exposição da superf́ıcie ao ar (0h-48h) (104).

No presente trabalho, foi reportada a fabricação de matrizes de nanocilindros de Au.

Para esta finalidade, estruturas de alumina com poros organizados foram usadas como

máscaras. As nanomatrizes fabricadas mostraram alta intensidade SERS das linhas Ra-

man de nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo (NAD) e da glutationa (GSH). Esta estrutura

também mostrou eventos flutuantes, como em eventos de detecção de uma única molécula

(105). O sistema foi estudado como uma função do laser de excitação e sua potência. Os

resultados indicaram um evento altamente não correlacionado ao longo do tempo e das

frequências dos modos vibracionais da NAD e da GSH. Estes resultados foram discutidos

com uma abordagem relacionada à interação paramétrica de ação reversa dinâmica entre

o modo plasmônicos e os modos vibracionais. Os resultados sugerem que a alta eficiência

SERS e os fenômenos flutuantes foram induzidos pela formação e destruição randômicas

de picocavidades sobre a superf́ıcie dos nanocilindros. Estas protuberâncias ou picoca-

vidades seriam menores que 2 nm. A SERS tem sido a principal técnica utilizada para

estudar a dinâmica da NAD e da GSH relacionada aos seus modos vibracionais (106–109).

É a primeira vez que espectros SERS de NAD e GSH apresentam eventos de flutuação

em todo o espectro sem qualquer linha persistente.

1.3 Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi fabricar dispositivos plasmônicos baseados em ma-

trizes periódicas de nanocilindros de Au para a detecção das biomoléculas NAD e GSH.

Este trabalho teve como desafio a detecção em baixa concentração equivalente à uma

única molécula. Com essa finalidade, os dispositivos foram fabricados por meio de um

processo simples utilizando membranas de alumina com poros organizados que atuaram

como máscaras mecânicas durante a deposição de Au pela técnica electron beam. Para

aproveitar a tecnologia existente do siĺıcio e visando a integração do dispositivo, os nano-

cilindros foram fabricados sobre lâmina de siĺıcio. Com o objetivo de contribuir também

no estado da arte de dispositivos tipo sonda para sensoriamento biomolecular, matrizes

de nanocilindros organizados também foram constrúıdas na área de secção transversal de

núcleo de fibra óptica. Diferentes diâmetros e periodicidades de nanocilindros tiveram

suas respostas investigadas para se identificar a geometria de maior sensibilidade.
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1.4 Justificativas

Detectar concentrações tão baixas a ńıvel de uma única molécula tem impacto em

diversas áreas. Caso a molécula a ser detectada seja um biomarcador, a detecção de

uma única molécula pode contribuir, por exemplo, para o diagnóstico precoce e preciso

de doenças ou administração de tratamentos. Porém, desenvolver dispositivos de alta

sensibilidade capazes de detectar apenas uma única molécula é uma tarefa desafiadora

no segmento de sensores. Neste ńıvel de sensibilidade, os dispositivos podem apresentar

respostas flutuantes que ainda carecem de uma explicação plauśıvel atualmente. Com-

preender os mecanismos responsáveis por estas flutuações é o ponto de partida para se

interpretar a resposta destes dispositivos de alta sensibilidade.

Dispositivos baseados em plasmon localizado têm apresentado alta sensibilidade e,

portanto, oferecem excelentes perspectivas para o desenvolvimento de sensores ultras-

senśıveis. Se este tipo de dispositivo for aplicado na intensificação Raman de biomoléculas,

é posśıvel obter alta sensibilidade e alta seletividade simultaneamente. Biomoléculas como

NAD e GSH são encontradas em todos os sistemas biológicos e podem atuar como bi-

omarcadores de doenças como, câncer, mal de Alzheimer e mal de Parkinson. Caso os

dispositivos destinados à detecção destas biomoléculas sejam a base de siĺıcio, eles também

poderão ser integrados e assim tornarão posśıvel o desenvolvimento de novos sensores e

analisadores portáteis fabricados em larga escala. No caso de análises in vivo, prefere-se

utilizar técnicas menos invasivas, sempre que posśıvel. Neste sentido, novos analisadores

do tipo sonda podem ser desenvolvidos quando os dispositivos baseados em plasmon loca-

lizado são constrúıdos em ponta de fibra óptica, mas os processos de fabricação utilizados

(EBL ou FIB) costumam ser caros e demorados (110). Logo, processos de fabricação

simples, rápidos e baratos são preferenciais em muitas aplicações.
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2 FABRICAÇÃO DOS DISPOSITIVOS

PLASMÔNICOS

A lâmina de Si foi termicamente oxidada com o objetivo de formar uma camada de

SiO2 sobre sua superf́ıcie e evitar o contato direto do metal com o Si. As matrizes de

nanocilindros foram obtidas após a deposição de titânio e ouro sobre máscaras de óxido de

alumı́nio, tais máscaras possúıam poros organizados e foram assentadas sobre a camada

de SiO2. As etapas de fabricação das matrizes de nanocilindros estão indicadas na Seção

2.1. Visando uma contribuição na área de sensores do tipo sonda utilizados em sistemas

biológicos, matrizes de nanocilindros de Au também foram fabricadas sobre a área de

secção transversal de uma fibra óptica multimodo. O processo de fabricação de matriz de

nanocilindros em ponta de fibra óptica segue descrito na Seção 2.2.

Como reportado no Caṕıtulo 1, técnicas de automontagem são amplamente aplicadas

para fabricarem-se superf́ıcies SERS para dispositivos baseados em LSPR. Sob a justi-

ficativa de se comparar os espectros SERS obtidos nas matrizes de nanocilindros com

espectros SERS obtidos em nanoestruturas convencionais, duas amostras com aglomera-

dos de nanoesferas de Au sobre superf́ıcie de SiO2 foram preparadas, onde uma amostra

continha esferas de 80 nm de diâmetro e outra com esferas de 40 nm de diâmetro. O

método de fabricação das nanoesferas, bem como sua deposição sobre a superf́ıcie do

substrato seguem descritos na Seção 2.3.

2.1 Etapas de fabricação de dispositivos com matri-

zes de nanocilindros sobre lâmina de siĺıcio

2.1.1 Limpeza inicial com remoção do óxido natural

O substrato dos dispositivos consiste em uma lâmina de siĺıcio tipo P ⟨100⟩ e resis-

tividade de 10-20 Ω·cm. Antes de tudo, foi necessário aplicar nesta lâmina o conhecido

processo de limpeza inicial da microeletrônica. O objetivo desta etapa foi remover eventu-

ais impurezas presentes na superf́ıcie da lâmina juntamente com o SiO2 nativo. A limpeza

inicial (ou limpeza completa) seguiu a seguinte receita:
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• 5 minutos em água deionizada;

• 15 minutos em H2SO4 [98%] : H2O2 [38%] (4:1) a 105 °C;

• 5 minutos em água deionizada;

• 1 minuto em HF [49%] : H2O (1:100) a temperatura ambiente;

• 15 minutos em H2O : NH4OH [36%] : H2O2 [38%] (5:1:1) a 75 °C;

• 5 minutos em água deionizada;

• 15 minutos em H2O : HCl [37%] : H2O2 [38%] (4:1:1) a 75 °C;

• 5 minutos em água deionizada;

• 1 minuto em HF [49%] : H2O (1:100) a temperatura ambiente;

• 5 minutos em água deionizada

2.1.2 Crescimento térmico do óxido e tratamento hidrof́ılico da
superf́ıcie

No forno de oxidação foram crescidos 75 nm de SiO2. A sequência das etapas do

processo de oxidação está descrita na Tabela 1.

Tabela 1 – Processo de oxidação térmica

Etapa Duração Temperatura Gás utilizado

1 10 minutos Entrada do forno N2

2 5 minutos 1150 °C N2

3 22 minutos 1150 °C O2

4 10 minutos 1150 °C N2

5 10 minutos Sáıda do forno N2

Fonte: (111)

Após a oxidação térmica, as lâminas de siĺıcio foram cortadas em pedaços de 13 mm

por 13 mm e nomeadas. Este tamanho reduzido de amostra foi escolhido para facilitar a

deposição da membrana, pois verificou-se experimentalmente que áreas pequenas tendem

a ter menor densidade de rugas. Também é fundamental que a superf́ıcie do óxido esteja

limpa e hidrof́ılica para mitigar a formação de rugas, e dessa forma, aumentar a área de

contato entre a membrana e o substrato. Para prover uma superf́ıcie limpa e hidrof́ılica

foi necessário remover quaisquer eventuais reśıduos orgânicos pouco antes da deposição

da membrana. Então aplicou-se o conhecido procedimento de limpeza da microeletrônica:
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• 15 minutos em H2SO4 [98%] : H2O2 [38%] (3:1) a 105 °C;

• 10 minutos em água deionizada;

• 5 minutos em cascatinha;

• 15 minutos em H2O : NH4OH [36%] : H2O2 [38%] (5:1:1) a 75 °C;

• 10 minutos em água deionizada;

• 5 minutos em cascatinha.

Logo após a limpeza, gotejou-se água na superf́ıcie do óxido para certificar-se de que

a superf́ıcie estivesse hidrof́ılica. Então a lâmina foi seca com jato de N2 e seguiu-se para

a próxima etapa imediatamente.

2.1.3 Deposição das membranas de óxido de alumı́nio sobre
substrato de SiO2

As membranas de AAP (Topmembranes Co. Ltd.) foram assentadas sobre a superf́ıcie

hidrof́ılica do SiO2. O objetivo destas membranas foi servir de máscara mecânica durante

o processo de deposição dos metais. As membranas possuem nanoporos com diâmetro e

periodicidade bem definidos e estão distribúıdos de forma auto-organizada.

Inicialmente as membranas encontram-se sobre um substrato de PMMA [poli(metil

metacrilato)]. A transferência da membrana do substrato de PMMA para o substrato

de SiO2 é uma etapa cŕıtica do processo de fabricação e pode deixar reśıduos sobre a

superf́ıcie do SiO2. Estes reśıduos consistem em PMMA dissolvido em acetona e podem

comprometer a aderência do metal a ser depositado e até impedir por completo a formação

de nanoestruturas metálicas. Em uma deposição ideal, a superf́ıcie não possui reśıduos e

a membrana não apresenta rugas. Em teoria, quanto maior o número de mergulhos da

amostra em acetona limpa menos reśıduos de PMMA permaneceriam sobre a superf́ıcie.

Porém, no presente trabalho também se verificou com o aux́ılio de um microscópio que

a densidade de rugas da membrana aumenta com o número de mergulhos da lâmina em

acetona. Em outras palavras, existe certa quantidade de mergulhos e de tempo de imersão

da amostra em acetona para prover o melhor resultado em termos de reśıduos e densidade

de rugas. Em adição, a experiência adquirida em processos de microeletrônica ensina

que a acetona pura também deixa reśıduo sobre a superf́ıcie do SiO2, se um metal for

depositado nesta superf́ıcie, sua aderência também ficará comprometida. Com base nes-

tas observações experimentais, o método de deposição convencional da membrana sofreu
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algumas adaptações. Após alguns testes, o processo de deposição da membrana ficou

ajustado da seguinte forma:

Procedimento 1 (Topmembranes Co. Ltd.) - A membrana com substrato de PMMA

foi fixada sobre a lâmina de siĺıcio com o aux́ılio de uma pinça. Em seguida o substrato

de siĺıcio com a membrana foi parcialmente imerso em um recipiente com acetona por 30

minutos. Então, o substrato de PMMA foi dissolvido e a membrana de óxido de alumı́nio

ficou em suspensão na acetona. A lâmina de siĺıcio foi emergida lentamente inclinada 45°

e a membrana foi assentada sobre a superf́ıcie do SiO2. A amostra secou naturalmente em

temperatura ambiente resultando na aderência da membrana sobre a superf́ıcie do SiO2.

Então o substrato foi rotacionado em 180° e imerso novamente por mais 30 minutos seguido

de secagem da mesma forma. O substrato seco com a membrana de AAP assentada

foi então imerso completamente em um segundo recipiente com acetona limpa por 15

minutos. Novamente a amostra foi emergida e secou naturalmente. O mergulho no

segundo recipiente seguido de secagem foi repetido para um terceiro recipiente de acetona

limpa. Este é o método convencional para deposição deste tipo de membrana. No entanto,

verificou-se por inspeção visual que este procedimento deixava muito reśıduo de PMMA

na superf́ıcie. Por esta razão, foi adicionado um mergulho em um quarto recipiente de

acetona limpa por mais 15 minutos.

Procedimento 2 - Remoção de reśıduos de acetona. A lâmina foi imersa em um quinto

recipiente contendo isopropanol pré-aquecido a aproximadamente 70 °C por 15 minutos.

Durante a emersão secou-se a amostra com jato de N2. Então,todas as amostras foram

colocadas em estufa a vácuo por uma hora a 80 °C. O objetivo do mergulho em isopropanol

foi remover reśıduos de acetona e aprimorar a aderência entre o metal a ser depositado

e a superf́ıcie do SiO2. Nos processos convencionais da microeletrônica o isopropanol

é aquecido à sua temperatura de ebulição (∼ 82,5 °C). Porém, as bolhas da ebulição

causariam danos catastróficos à membrana neste caso, por esta razão, a temperatura

escolhida foi de 70 °C.

Foram utilizadas membranas com diâmetro nominal de poro de 30, 60, 80 e 100

nm com espessura nominal de 120, 200, 200 e 400 nm, respectivamente. É importante

mencionar que cerca de 20% da área superficial das lâminas de Si intencionalmente não

foi recoberta pelas membranas nesta etapa. O objetivo foi produzir filmes metálicos de

mesma espessura e composição dos nanocilindros formados nas etapas 2.1.4 e 2.1.5 para

servirem como referência em análises SERS.
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2.1.4 Formação dos nanocilindros: deposição de titânio

Depositou-se titânio sobre o SiO2 pela técnica de feixe de elétrons por meio do equi-

pamento Electro Beam Balzers®. A pressão de base foi de 5, 3×10−7 mBar. A espessura

de Ti aproximada depositada foi de 5,05 nm. A taxa de deposição foi tão elevada que

não foi posśıvel determiná-la, pois ocorreu em menos de 1 segundo mesmo com o valor

mı́nimo de corrente de deposição permitido pelo equipamento (30 mA). O objetivo desta

camada de Ti foi promover aderência entre o SiO2 e o ouro depositado a seguir.

2.1.5 Formação dos nanocilindros: deposição de ouro

Depositou-se ouro sobre o Ti pela técnica de feixe de elétrons por meio do equipamento

Electro Beam Balzers®. A pressão de base foi de 6, 1×10−7 mBar. Na Tabela 3 constam

as espessuras de Au depositadas em todas as amostras. A taxa de deposição foi de 2,2

Å/s. O objetivo desta camada foi promover a formação do plasmon durante a posterior

análise SERS.

2.1.6 Remoção da membrana de óxido de alumı́nio

Após a deposição dos metais, removeu-se a membrana de óxido de alumı́nio. Uma fita

adesiva de poliamida foi cuidadosamente colada na superf́ıcie onde estava a membrana, ao

remover-se a fita observou-se que a membrana fora transferida da lâmina para a fita ade-

siva, conforme reportado em (112). Ao final do processo desengordurou-se a lâmina com

imersão em acetona em ebulição durante 90 minutos seguido de mergulho em isopropanol

também em ebulição por mais 10 minutos.

Desta forma, foram fabricadas superf́ıcies com nanocilindros de Au dispostos de modo

organizado. As etapas 2.1.1-2.1.6 descritas estão ilustradas na Figura 6.

2.2 Etapas de fabricação de dispositivos com matri-

zes de nanocilindros sobre ponta de fibra óptica

A fibra óptica (Newport®) utilizada como substrato para a matriz de nanocilindros é

do tipo multimodo, com núcleo feito de śılica fundida de 1000 µm de diâmetro, e casca de

dual acrilato. A fibra óptica teve suas extremidades fixadas em bancada e foi tensionada,

então gerou-se um pequeno defeito na parede do núcleo com um bisturi. Com um aumento
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Figura 6 – Ilustração esquemática da fabricação de nanocilindros sobre substrato de SiO2. (a) Limpeza
da lâmina de Si; (b) SiO2 crescido termicamente; (c) deposição da membrana; deposição de Ti (d) e Au
(e) por electron beam; (f) nanocilindros organizados depois da remoção da membrana.

abrupto na tensão, a fibra foi clivada de modo transversal no ponto do defeito resultando

em uma área de secção transversal com relevo irregular. A ponta clivada da fibra óptica

foi polida em água corrente em sete etapas com sete lixas de óxido de alumı́nio e carbeto

de siĺıcio. As lixas foram trocadas de acordo com seu tamanho de grão, sempre do maior

para o menor na seguinte ordem: 15 µm; 9 µm; 5 µm; 3 µm; 1 µm; 300 nm; e 50 nm. Isso

resultou em uma superf́ıcie de rugosidade com amplitude máxima de +/- 7 nm medida em

uma distância de 40 µm, como mostra a análise de microscopia de força atômica (Fig. 7a).

Esta baixa rugosidade alcançada favoreceu o assentamento da membrana e a fabricação

de matrizes de nanocilindros na ponta da fibra óptica multimodo. A Figura 7b retrata a

área de secção transversal do núcleo da fibra antes e depois do polimento.

Depois de polida, a ponta da fibra foi limpa e desengordurada com NH4OH : H2O2

(1:1) durante 15 min a 75 °C. Em seguida, a ponta da fibra foi enxaguada por 10 minutos

em cascatinha de água deionizada com subsequente secagem em jato de N2. Então a

membrana de AAP com substrato de PMMA foi fixada junto a secção transversal da fibra

e parcialmente imersa em acetona por 15 minutos. Com o substrato de PMMA dissolvido

e a membrana de AAP agora parcialmente aderida à superf́ıcie da fibra óptica, efetuou-se

mais três imersões completas sucessivas de 15 minutos cada em outros três recipientes de

acetona limpa. A fibra com a membrana já depositada foi mergulhada em isopropanol

preaquecido a 70 °C por 15 minutos e cuidadosamente seca com jato de N2 durante sua

emersão. Esta última etapa serviu para remover reśıduos de acetona, secar a fibra com

membrana com segurança e melhorar a aderência dos metais a serem depositados. A fibra

foi levada à câmara de vácuo da evaporadora Electro Beam Balzers®com a superf́ıcie do

núcleo posicionada perpendicularmente aos alvos de Ti e Au. Finalmente, a deposição
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Figura 7 – (a) Medida de microscopia de força atômica da rugosidade da área de secção transversal da
fibra óptica após o polimento. (b) Fotografias de microscopia óptica da área total de secção transversal
do núcleo da fibra antes e depois do polimento, onde o diâmetro do núcleo é igual a 1000 µm.
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dos metais e remoção da membrana seguiram como descrito nas Seções 2.1.4 - 2.1.6 e a

fabricação da matriz de nanocilindros de Au na ponta da fibra óptica foi conclúıda.

2.3 Etapas de fabricação de dispositivos com nano-

esferas sobre lâmina de siĺıcio

As nanoesferas de 40 nm e 80 nm foram sintetizadas por meio dos métodos descritos

em (113–115). A fabricação das nanoesferas seguiu os seguintes passos:

• Uma solução com 2, 5 × 10−4 mol × L−1 de HAuCl4 foi fervida com agitação

mecânica.

• 5 ml de uma solução contendo 1 % de citrato de sódio foi adicionado à solução em

ebulição com agitação por 10 minutos.

• O aquecimento foi interrompido, mas manteve-se a agitação por mais 15 minutos.

• A agitação mecânica foi interrompida e a solução terminou de esfriar em temperatura

ambiente.

Este procedimento foi seguido para obter-se uma solução com nanoesferas de 80 nm de

diâmetro e uma solução com nanoesferas de 40 nm de diâmetro. O tamanho das nanoes-

feras foi definido pela concentração de citrato de sódio na solução. Como já mencionado,

soluções contendo nanopart́ıculas metálicas podem ser depositadas em superf́ıcie por di-

versos métodos. Após a secagem do solvente, o resultado são nanopart́ıculas distribúıdas

na superf́ıcie de modo aleatório. No presente estudo optou-se pela secagem em condições

ambiente de uma gota da solução sobre a superf́ıcie do substrato. Então a preparação das

nanoestruturas com nanoesferas de 80 nm e 40 nm seguiu os seguintes passos:

1. Duas lâminas de siĺıcio foram limpas, oxidadas e tornadas hidrof́ılicas conforme

método descrito nas Seções 2.1.1-2.1.2.

2. Na superf́ıcie de uma das lâminas depositou-se uma gota da solução contendo na-

noesferas de Au de 40 nm. Enquanto na superf́ıcie da outra lâmina fez-se o mesmo

com a solução contendo nanoesferas de 80 nm. Ambas as superf́ıcies permaneceram

na horizontal sob condições ambientes de temperatura e pressão e secaram natural-

mente por 12 horas.
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3. Ao final da secagem das gotas das soluções sobre as superf́ıcies de SiO2, as nano-

esferas permaneceram aderidas à superf́ıcie de SiO2 em um padrão definido pela

dinâmica de evaporação da própria gota. Assim, fabricaram-se duas amostras, uma

com nanopart́ıculas de 80 nm e outra com nanopart́ıculas de 40 nm.

2.4 Técnicas de caracterização e materiais

Devido ao intenso campo próximo em SERS, pode-se obter muitas informações estru-

turais da molécula ligada à superf́ıcie. Por esta razão, escolheu-se esta técnica no presente

estudo. Um espectrômetro Raman Renishaw InVia-2000 foi utilizado para coletar os es-

pectros das amostras. Ele possui fontes de laser de λ = 532 nm, de λ = 633 nm e λ =

785 nm. A potência do laser foi ajustada por meio de filtros integrados que fracionaram

as potências das fontes. Em todos os casos o intervalo entre varreduras (T) foi de 20 s, ou

seja, uma nova varredura iniciava a cada intervalo de tempo T. Em cada espectro 1369

pontos foram obtidos. Os casos em que estes valores foram alterados estão devidamente

indicados no texto a seguir. Utilizou-se uma lente objetiva de 50× nas análises SERS,

com aberturas numéricas de 0,75 para lâminas de siĺıcio e 0,53 para fibra óptica. Os

espectros Raman foram adquiridos em modo de varredura (scan). No ińıcio de cada dia

de ensaio o equipamento foi devidamente calibrado com siĺıcio e aguardou-se mais de 15

minutos para a estabilização da fonte de laser. Todas as medidas SERS foram executadas

em condições ambientes de temperatura e pressão. As linhas de base dos espectros foram

calculadas por suavização assimétrica de mı́nimos quadrados. Este modelo é muito apli-

cado atualmente em espectros SERS para a remoção do sinal de fundo (116, 117). Esta

ferramenta encontra-se dispońıvel no software Origin Pro®2020, utilizado para fazer os

gráficos do presente estudo. Nos espectros que apresentaram saturação do detector em

alguma frequência, as linhas de base foram traçadas manualmente e a faixa com saturação

foi descartada.

Algumas amostras sem molécula depositada foram utilizadas para caracterização

óptica e estrutural. A caracterização óptica foi obtida por técnica de reflectância por

meio de um espectrômetro da marca Ocean Optics, modelo USB-4000. Este equipamento

dispõe de um software dedicado, uma fonte de luz branca e um cabo com múltiplas fibras

ópticas para iluminar uma região da amostra e coletar a luz refletida.

Após a fabricação das nanoestruturas foi realizada a caracterização estrutural. Então

foram obtidas imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de todas as amos-

tras. O microscópio eletrônico de varredura é da marca FEI Company, modelo Inspect-
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F50 dotado de espectrômetro de raio x de energia dispersiva (EDS - Energy Dispersive

x-ray Spectroscopy). Os valores dos parâmetros nos quais cada imagem MEV foi obtida

encontram-se na parte inferior de cada imagem. Todas as amostras foram ao MEV sem

metalização para escoamento de elétrons incidentes, visto que isso poderia descaracterizar

as nanopart́ıculas devido à reduzida espessura dos nanocilindros.

Todas as etapas de fabricação dos dispositivos reportadas nas Seções 2.1, 2.2 e 2.3, bem

como as caracterizações por espectroscopia de reflectância (Figs. 20a e 20b), microscopia

de força atômica e microscopia óptica (Fig. 7a e 7b) foram realizadas nas salas limpas do

Laboratório de Microeletrônica (LME) e do Laboratório de Sistemas Integráveis (LSI),

ambos localizados no Departamento de Engenharia Elétrica da Universidade de São Paulo.

As imagens de MEV e espectros EDS foram obtidos no Departamento de Engenharia

Metalúrgica e de Materiais da Escola Politécnica da Universidade de São Paulo. E as

medidas de espectroscopia Raman e SERS foram realizadas no Instituto de Qúımica da

Universidade de São Paulo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES

Os resultados foram separados em três partes neste caṕıtulo. Na primeira parte (Seção

3.1) é descrito a caracterização estrutural por meio de imagens de microscopia eletrônica,

espectros EDS e medidas de espessura por sensor de quartzo integrado à câmara de

evaporação. O objetivo foi verificar a morfologia e composição das nanoestruturas e

nanopart́ıculas. A caracterização óptica também foi efetuada e espectros de reflectância

foram obtidos. Na segunda parte (Seção 3.2) será apresentada a primeira molécula de

teste utilizada, a NAD. Nesta parte serão descritos o método de deposição da NAD e sua

análise SERS, e então as flutuações das linhas Raman referentes à NAD serão mostradas

e discutidas. Na terceira e última parte deste caṕıtulo (Seção 3.3) a segunda molécula de

teste, a GSH, será apresentada, bem como o método de deposição aplicado e sua análise

SERS, e então as flutuações das linhas Raman correspondente à GSH serão apresentadas

e discutidas.

3.1 Aglomerados de nanoesferas e matrizes de nano-

cilindros: caracterizações estrutural e óptica

Nas Figuras 8 e 9 são mostradas as imagens de MEV e espectros EDS das amostras de

lâmina de siĺıcio com nanoesferas de 80 nm e 40 nm, respectivamente. Os espectros EDS

foram obtidos em dois locais distintos, um espectro EDS corresponde a uma região com

nanopart́ıculas viśıveis (Fig. 8d) e outro corresponde a interst́ıcios entre os aglomerados

(regiões escuras) (Fig. 8e). A tensão de aceleração de elétrons destes espectros EDS foi

de 10 kV.

Com aumento de vinte e cinco mil vezes, verifica-se que as nanoesferas de 80 nm

formaram uma camada homogênea, porém, desorganizada (Fig. 8a). Em duzentas mil

vezes fica claro que a disposição das nanoesferas é caótica e há multicamadas de clusters

sem forma definida (Fig. 8b). Selecionou-se um ponto sobre um cluster de nanoesferas

de 80 nm e um ponto sobre uma região escura (Fig. 8c) para verificar a composição

por meio de espectros EDS nas Figuras 8d e 8e, respectivamente. Em um interst́ıcio

(Fig. 8e) a quantidade de Au é cerca de 83% da quantidade de Au de um aglomerado de
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(a) (b)

(c) (d)

(e)

Figura 8 – Imagens de MEV e espectros EDS de filme fino de nanoesferas de 80 nm depositadas sobre
substrato de SiO2/Si.
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nanoesferas (Fig. 8d). Logo, há nanoesferas também dentro dos interst́ıcios e é provável

que esta estrutura seja formada por multicamadas de aglomerados ramificados. O mesmo

procedimento foi realizado para a amostra com nanoesferas de 40 nm de diâmetro (Fig.

9).

(a) (b)

(c) (d)

Figura 9 – Imagens de MEV e espectros EDS de filme fino de nanoesferas de 40 nm depositadas sobre
substrato de SiO2/Si.

Na Figura 9a é posśıvel identificar aglomerados de esferas de 40 nm (ou menos) com

alguns pontos escuros. Estas nanoesferas também estão dispostas de modo desordenado,

porém, em um padrão diferente das nanoesferas de 80 nm. Um ponto com nanoesferas e

um ponto escuro foram selecionados (Fig. 9b) para a aquisição de espectros EDS. Assim

como em nanoesferas de 80 nm, em esferas de 40 nm foram identificados Au e Si nas

nanoesferas (Fig. 9c). Contudo, no interst́ıcio o Si foi predominante (Fig. 9d). Isso é um

indicativo de que nesta amostra a cobertura formada pelas esferas de 40 nm é mais fina
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comparada com a formada pelas esferas de 80 nm.

As estruturas fabricadas com membranas de alumina anódica porosa sobre lâmina de

siĺıcio também foram caracterizadas. Nas Figuras 10a e 10b constam imagens MEV em

perspectiva e de topo dos nanocilindros fabricados, respectivamente.

(a) (b)

Figura 10 – Imagem em perspectiva (a) e de topo (b). A barra de escala na figura menor (a) representa
200 nm.

(a) (b)

Figura 11 – Amostra A com nanocilindros organizados de 30 nm de diâmetro efetivo em aumento de
100.000× (a) e 400.000× (b).

Na Figura 10 as formas circulares claras consistem em nanocilindros de Au com in-

dicação da camada de SiO2 sobre substrato de Si (10a) e imagem de topo (10b). As

Figuras 11-17 mostram as imagens MEV correspondentes às amostras A-G, respectiva-

mente. Para cada amostra obtiveram-se uma imagem com aumentos de 50.000×-100.000×
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(a) (b)

Figura 12 – Amostra B com nanocilindros organizados de 63 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).

(a) (b)

Figura 13 – Amostra C com nanocilindros organizados de 78 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).
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(a) (b)

Figura 14 – Amostra D com nanocilindros organizados de 98 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).

(a) (b)

Figura 15 – Amostra E com nanocilindros organizados de 31 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).



45

(a) (b)

Figura 16 – Amostra F com nanocilindros organizados de 58 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).

(a) (b)

Figura 17 – Amostra G com nanocilindros organizados de 84 nm de diâmetro efetivo em aumento de
50.000× (a) e 400.000× (b).
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(a) e uma com aumento de 400.000× (b). As imagens MEV mostram que em todos os

casos os arranjos dos nanocilindros seguem uma simetria de uma rede hexagonal compacta

(2D) como esperado, já que todos os filmes de alumina porosa utilizados como máscara

possuem uma distribuição hexagonal compacta de seus poros.

As estruturas fabricadas com membranas de alumina anódica porosa sobre pontas

de fibra óptica também foram caracterizadas. A Figura 18a do interior do microscópio

eletrônico retrata o posicionamento vertical do segmento de fibra óptica cuja ponta da

superf́ıcie está perpendicular ao feixe de elétrons. A Figura 18b é a imagem MEV de

topo da ponta da fibra óptica analisada. As Figuras 18c e 18d são as imagens MEV da

matriz de nanocilindros fabricada na ponta da fibra óptica, com aumento de 50.000× e

400.000×, respectivamente.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 18 – Fotografia da fibra óptica no microscópio eletrônico de varredura (a), imagem de topo com
aumento de 200× (b) e nanocilindros fabricados na secção da fibra (c-d).
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As imagens MEV em 50.000× e 400.000× (Figs. 18c e 18d) mostram que a preparação

da fibra e o polimento da ponta foram eficientes, pois os nanocilindros também foram

fabricados com êxito neste tipo de substrato. Em todos os pontos da superf́ıcie analisados

encontraram-se matrizes de nanocilindros. A planicidade alcançada após sucessivas etapas

de polimento permitiu que a membrana de AAP se assentasse sobre a superf́ıcie de śılica

fundida sem a formação de espaços vazios entre elas. É a primeira vez que este tipo de

nanoestrutura é fabricado por este método em ponta de fibra óptica.

De modo geral, as imagens de MEV com maior e menor aumento mostram que os na-

nocilindros se depositaram de modo organizado e periódico, e este padrão de organização

está presente em toda a área superficial das amostras fabricadas com AAP (Figs. 10-18).

Os nanocilindros apresentam um padrão bidimensional hexagonal de células unitárias.

Estes resultados mostraram que os padrões da alumina anódica porosa foram transferidos

com sucesso após a deposição de Ti e Au por electron beam.

A composição das superf́ıcies com matriz de nanocilindros foi caracterizada por EDS.

Selecionou-se um ponto sobre um nanocilindro (Fig. 19a) e sobre um interst́ıcio com óxido

descoberto (Fig. 19b). A tensão de aceleração de elétrons foi de 5 kV. Todos os espectros

EDS sobre nanocilindros e sobre SiO2 descoberto apresentaram o mesmo padrão da Figura

19. No ponto sobre o nanocilindro, picos referentes a Au, Si, C e O estão presentes, já

nas regiões escuras não há pico referente ao Au. Portanto, a superf́ıcie consiste de fato

em uma monocamada de nanocilindros de Au com interst́ıcios de SiO2 descoberto. Si,

Au e O já eram esperados devido à composição das nanoestruturas, mas e quanto ao C?

A explicação proposta é que o carbono presente na superf́ıcie é um reśıduo de PMMA

resultante do processo de deposição da AAP.

(a) (b)

Figura 19 – Espectro de EDS obtido em um nanocilindro (a) e em um interst́ıcio (b).
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Os resultados de microscopia eletrônica revelaram boa correspondência com os parâme-

tros nominais da membrana, como mostra a Tabela 2. A partir das imagens MEV, os

valores de diâmetro efetivo dos nanocilindros das diferentes estruturas foram encontra-

dos e aplicados como parâmetro para os cálculos de intensificação de campo próximo no

domı́nio do tempo com diferenças finitas (FDTD - Finite-Difference Time-Domain). Uma

breve introdução sobre o método FDTD está dispońıvel no Anexo B. As espessuras dos

nanocilindros foram medidas pelo sensor da evaporadora durante as deposições de Au e

Ti reportadas nas Seções 2.1.4 e 2.1.5, seus valores estão descritos na Tabela 3.

Tabela 2 – Parâmetros nominais das máscaras de alumina utilizadas na fabricação das estruturas e
parâmetros experimentais obtidos das matrizes de nanocilindros.

Dimensões (nm)
Amostra A B C D E F G Fibra
Molécula NAD NAD NAD NAD GSH GSH GSH NAD

Diâmetro nominal dos
poros da máscara de
alumina

30 60 80 100 60 80 100 70

Diâmetro efetivo dos
nanocilindros

30
± 3

63
± 5

78
± 10

98
± 7

31
± 8

58
± 8

84
± 11

63
± 10

Periodicidade nominal
na máscara de alumina

65 125 100 125 100 100 125 120

Periodicidade efetiva
da matriz de nanoci-
lindros

63
± 4

128
± 15

101
± 9

130
± 15

107
± 14

103
± 10

127
± 6

114
± 8

Tabela 3 – Medidas de espessura por sensor de quartzo durante a deposição dos metais.

Amostra Espessura (nm)
Ti Au

A 5,05 19,80
B 5,05 19,80
C 5,05 19,80
D 5,05 19,80
E 5,00 40,00
F 5,00 40,00
G 5,00 40,00
Fibra 5,05 19,80

Após a caracterização estrutural das amostras, realizou-se a caracterização óptica por

meio de espectros de reflectância. Elegeu-se então o espectro correspondente ao substrato
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de Si como referência no cálculo de todos os espectros de reflectância dos nanocilindros.

A Figura 20a ilustra os espectros de reflectância das amostras A-D com nanocilindros

com aproximadamente 25 nm de altura total, e a Figura 20b ilustra os espectros de

reflectância das amostras E-G de nanocilindros com aproximadamente 45 nm de altura.

Todas as medidas ocorreram em condições ambiente de temperatura e pressão.

(a)
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(c)

Figura 20 – Espectros experimentais de reflectância das amostras A-D (a) e E-G (b). (c) Espectros de
reflectância teóricos calculados por meio dos parâmetros experimentais obtidos a partir das imagens de
MEV.

A Figura 20a mostra os espectros de reflectância dos arranjos de nanocilindros de

30 nm, 63 nm, 78 nm e 98 nm respectivamente utilizados para os ensaios SERS da

molécula NAD. Todas as matrizes de nanocilindros mostraram vales de reflexão, logo, as

frequências de oscilações coerentes dos elétrons livres dos nanocilindros são as mesmas

da luz incidente nas faixas espectrais próximas a estes comprimentos de onda. O vale

mais profundo e estreito corresponde a amostra de 63 nm. Isso significa que o plasmon
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localizado nos nanocilindros de 63 nm está absorvendo a luz com comprimento de onda

em torno de 585 nm. Com 78 nm de diâmetro de nanocilindros o mı́nimo de reflectância

está situado em 523 nm. Os arranjos de nanocilindros de 98 nm apresentaram o mı́nimo

em 508 nm, já a matriz de nanocilindros de 30 nm apresentam seu mı́nimo de reflectância

em 540 nm. Os resultados mostram que nestas amostras os modos dipolares dos plasmon

não dependem apenas do tamanho dos nanocilindros, já que as posições dos mı́nimos de

reflectância não apresentam uma dependência em relação ao tamanho dos nanocilindros.

Ao se observar os valores de periodicidade das amostras (Tabela 2), nota-se que não

existe um comportamento sistemático entre os peŕıodos de repetição e o tamanho dos

nanocilindros. Assim, os comportamentos dos espectros de reflectância dependem do

tamanho dos nanocilindros e da periodicidade dos arranjos.

A Figura 20b ilustra os espectros de reflectância de nanocilindros com aproximada-

mente 45 nm de altura das amostras E-G com diâmetros efetivos dos nanocilindros de 31

nm, 58 nm e 84 nm respectivamente. O arranjo de nanocilindros de 31 nm apresenta o

mı́nimo de reflectância em 530 nm, os correspondentes a nanocilindros de 58 nm o mı́nimo

está situado em 551 nm, já o arranjo com nanocilindros de 84 nm tem seu mı́nimo de

reflectância situado em 511 nm. Os resultados das amostras E-G apresentam a mesma

tendência que as das amostras A, B e C (30 nm, 58 nm, 78 nm). Estes resultados também

sugerem que a energia de excitação dos plasmon (mı́nimo de reflectância) não depende

apenas do tamanho dos nanocilindros, mas também da periodicidade dos arranjos. Como

as amostras são estruturas com nanocilindros de aproximadamente 30 nm, 60 nm, 80

nm e 100 nm, foram calculados os espectros de reflectância utilizando estes valores. Tais

espectros foram calculados por meio do software Lumerical FDTD e os resultados são

mostrados na Figura 20c. Os espectros calculados seguem a mesma tendência dos obti-

dos experimentalmente, já que os espectros teóricos das amostras com nanocilindros de

diâmetro aproximado de 30 e 60 nm apresentam seus mı́nimos em 524 nm e 532 nm. Já

para as amostras de 80 nm e 100 nm o mı́nimo está situado em 502 nm em ambos os

casos.
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3.2 Aplicação de dispositivos plasmônicos para inten-

sificação Raman da NAD

3.2.1 A importância da NAD

Como mencionado no caṕıtulo 1, a interação entre a molécula de teste e o plasmon

localizado na nanopart́ıcula é a origem das flutuações de intensidade, tempo e frequência

nos espectros SERS. Devido a estas flutuações, moléculas simples com poucos modos vi-

bracionais poderiam promover mais eventos flutuantes que moléculas com grande número

de modos vibracionais. Neste sentido, a nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo (NAD) e a

glutationa (GSH) foram escolhidas como moléculas de teste no presente estudo porque

(i) são moléculas complexas com alto número de modos vibracionais e (ii) são essenciais

em sistemas biológicos. Além disso, a GSH e o fosfato de NAD [NAD(P)] interatuam em

importante reação biológica, como será visto na Seção 3.3.1.

A NAD é essencial em todos os reinos da vida e está presente em todas as células

vivas. Esta molécula foi descoberta em 1906 (118) e seu papel como um duto para

oxirredução no metabolismo foi posteriormente estabelecido (119). As formas oxidada

(NAD+) e reduzida (NADH) da molécula NAD atuam, respectivamente, como aceitador

e doador de hidrogênio em muitas reações de oxirredução catalisadas por enzimas (120).

Dentro das células, estas reações promovem um frágil equiĺıbrio entre os ńıveis de NAD+

e NADH. Portanto, flutuações neste equiĺıbrio de redox intracelular são consideradas um

indicador de estado metabólico, pois mudam de acordo com o metabolismo (121–124).

A NAD exerce vários papéis em sistemas biológicos, como substrato, coenzima, agente

redox, neurotransmissor, e neuromodulador que participa das modificações pós-traducionais

de protéınas, transdução de sinal, regulação da energia do metabolismo, morte celular, en-

velhecimento, comunicação extracelular célula-a-célula, transcrição e expressão de genes,

e reparo de DNA (125–134).

Na crista da mitocôndria, a NADH doa elétrons que são usados para sintetizar ade-

nosina trifosfato (ATP). O ATP é empregado para a formação da ligação fosfodiéster do

DNA humano (135). Dentro da mitocôndria, os ńıveis de NAD variam de maneira circa-

diana, estes ńıveis podem influenciar na seleção de moléculas armazenadoras de energia

(136). Sob estresse, os ńıveis de NAD dentro da mitocôndria também determinam a so-

brevivência da célula (137). Embora inúmeros estudos tenham sido publicados a respeito

do papel da NAD, ainda não se pode compreender plenamente os mecanismos de geração e

manutenção dos poços mitocondriais de NAD (138). Mais detalhes sobre os vários papéis
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da NAD no metabolismo mitocondrial estão descritos em (139).

A NAD também tem potenciais aplicações na medicina e na indústria de medicamen-

tos, como antibióticos, antiviral, imunossupressantes, anticâncer, tratamento de dermatite

atópica rosácea e tratamento de mal de Alzheimer (135, 140, 141). Em 2013, Giangreco

e Packer estudaram as interações entre NAD(P) e muitas enzimas humanas. Eles con-

clúıram que os medicamentos já descobertos estão longe de representar toda a classe de

protéınas de ligação ao NAD(P) (142). Esta conclusão se justifica porque foi aprovada

apenas uma pequena parte de medicamentos que interagem com protéınas de ligação ao

NAD(P) (135). Diversas doenças em seres humanos estão associadas a flutuações na taxa

entre NAD+ e NADH (143).

A estrutura da NAD consiste em dois nucleot́ıdeos, anéis de ribose com adenina e

nicotinamida, e uma ligação de difosfato mantém todas as partes interligadas (Fig.21a)

(144). É importante notar que a NAD é composta por dois nucleot́ıdeos conectados

em um arranjo por meio de um grupo pirofosfato e, portanto, não pode formar longos

oligonucleot́ıdeos (145).

A conformação da NAD depende do meio em que ela se encontra. Quando esta

molécula está em uma solução, seus anéis de nicotinamida e adenina ficam mais próximos

um do outro a uma distância de 0,4 a 0,5 nm entre eles (Fig.21c). Em contrapartida,

quando a NAD se encontra em presença de certas enzimas seus anéis de nicotinamida

e adenina se afastam de 1,2 a 1,5 nm de distância entre eles e a molécula assume uma

conformação mais alongada (Fig. 21b) (147–151).

Diferentes técnicas de espectroscopia podem ser aplicadas para investigar a estrutura

e a dinâmica molecular da NAD (120). Uma dessas técnicas é a análise bidimensional em

infravermelho (2D-IR - 2 dimensional Infrared), pois a NAD apresenta vários modos que

potencialmente podem atuar como sondas no estudo de śıtios de ligações com protéınas

(152). Outra técnica aplicada há quatro décadas é a espectroscopia de tempo de vida da

fluorescência emitida pela NADH no estudo dos ńıveis redox de tecidos (153–155). Neste

caso, a identificação da NADH livre ou ligada à outra molécula ocorre pela diferença do

tempo de decaimento da fluorescência emitida. Mas esta não é uma tarefa fácil, pois a

diferença no tempo de decaimento da fluorescência está abaixo da escala de nanossegun-

dos (156). Este desafio tem sido superado com a espectrometria de mobilidade de ı́ons

aprisionados (TIMS - Trapped Ion Mobility Spectrometry) combinada com medidas de

tempo de decaimento da fluorescência (157–159). Molano-Arevalo et al. foram além e

acoplaram a TIMS à espectrometria de massa (TIMS-MS), e utilizaram também espec-
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(a)

(b) (c)

Figura 21 – Molécula de NAD e indicação de suas partes (a) (146). (b e c) Estruturas propostas da NAD+

nas conformações “aberta” e “fechada”, respectivamente. As esferas brancas, cinza, vermelhas, laranjas
e azuis correspondem aos átomos de hidrogênio, carbono, oxigênio, fósforo e nitrogênio, respectivamente
(120).

Fonte: (120, 146)
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troscopia de dissociação de múltiplos fótons no infravermelho (IRMPD- Infrared Multiple

Photon Dissociation) e simulações de dinâmica molecular. Os resultados obtidos mostra-

ram que ligações de hidrogênio atuam como força motriz na estabilidade estrutural e na

dinâmica conformacional de NAD+ e NADH (120). Estes são apenas alguns exemplos de

técnicas de espectroscopia e combinações que vêm trazendo melhor compreensão sobre as

estruturas envolvidas na atividade biológica da NAD.

Como já mencionado em dispositivos baseados em LSPR, a presença de moléculas

pode alterar a formação do plasmon, e isso é utilizado como prinćıpio de transdução.

Todavia, Warren e Thimsen fabricaram um dispositivo baseado em LSPR que utilizou a

formação do plasmon não apenas como prinćıpio de transdução, mas também para catali-

sar reações de oxidorredução (160). Neste caso, a energia do plasmon gerou elétrons “quen-

tes” na nanopart́ıcula por decaimento eletromagnético de plasmon de superf́ıcie (161).

Quando havia NAD e hidrogênio dispońıveis na superf́ıcie da nanopart́ıcula, elétrons

quentes fotogerados puderam ser transmitidos da nanopart́ıcula para a molécula NAD

gerando assim NADH (162). Iglesias, Chuvilin e Grzelczak demonstraram que nanopila-

res de ouro com um pouco de platina nas extremidades regeneraram NAD sob luz viśıvel e

infravermelha (162). Existem também estudos de LSPR que funcionalizam uma superf́ıcie

de nanopart́ıcula de Au com poĺımero para a detecção de NADH (163).

A técnica SERS é aplicada na detecção de NAD há mais de trinta anos desde quando

Siiman, Rivellini e Patel utilizaram prata coloidal para investigar a conformação de NAD

e NADH em soluções de diferentes concentrações (102). Concluiu-se que as part́ıculas de

prata se comportavam como uma enzima artificial, pois a NAD assumia sua conformação

estendida e se adsorvia à superf́ıcie de prata. Esta adsorção é ancorada por uma ligação

qúımica entre a superf́ıcie e o grupo adenina. O grupo nicotinamida se manteria próximo

à superf́ıcie, mas não quimicamente adsorvido às part́ıculas de prata (102). Posterior-

mente, outros trabalhos surgiram na mesma direção contendo outros métodos de análise

da molécula NAD por SERS-LSPR (146, 164, 165). Estes experimentos e outros similares

que analisaram adenina e nicotinamida separadamente, bem como a nicotinamida mono-

nucleot́ıdeo (NMN) atribúıram os modos vibracionais da NAD às suas linhas Raman. A

LSPR é a origem do efeito SERS que intensifica as linhas Raman da NAD, esta técnica

vem se mostrando a mais promissora tanto para o estudo estrutural desta molécula quanto

para a fabricação de um dispositivo plasmônico destinado à sua detecção.
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3.2.2 Deposição da NAD e sua análise SERS

A molécula NAD foi fornecida em forma de pó por Fluka®e não passou por qualquer

processo de preparação antes de entrar em contato com o solvente. A NAD foi depositada

nas amostras de lâmina de siĺıcio e fibra óptica pelo seguinte procedimento:

1. Quarenta e oito horas antes da análise Raman, as amostras foram mergulhadas em

acetona em ebulição por 90 minutos, em seguida foram imersas em isopropanol em

ebulição por mais 10 min, e por fim, secas em jato de N2. O objetivo deste processo

foi desengordurar a superf́ıcie a ser analisada para remover impurezas eventualmente

adsorvidas durante o peŕıodo de armazenamento e manuseio da amostra.

2. A solução com a molécula de teste foi preparada cerca de quarenta e oito horas antes

da análise SERS. O soluto foi dilúıdo em concentração de 10−3 mol/L em solução

aquosa contendo 0,1 mol/L de KCl.

3. As amostras foram imersas na solução contendo a molécula de teste e assim perma-

neceram em repouso durante vinte e quatro horas.

4. No momento de realizar a análise por SERS, as amostras foram retiradas da solução

e lavadas com água corrente filtrada e deionizada. Com esta lavagem, assegurou-

se que apenas uma monocamada ou menos de moléculas permaneceu adsorvida na

superf́ıcie da amostra.

5. Por fim, as amostras foram secas com jato de N2.

Como já é bem conhecido, a molécula NAD tem muitos modos Raman ativos (106–

108, 166, 167). Então antes de tudo, foi necessário obter o espectro Raman da molécula

NAD na forma fornecida para servir como referência e se verificar também a repetibilidade

de suas medidas. Colocou-se a NAD em forma de pó diretamente na lâmina de microscópio

e colheram-se quatro espectros Raman com laser λ=785 nm e 700 µW de potência. Os

espectros foram obtidos sequencialmente nas mesmas condições no intervalo de tempo T

(Fig. 22).

A resposta em espalhamento Raman se mostrou estável no tempo e o padrão do

espectro não foi alterado (Fig. 22). A linha mais intensa está em 1030 cm−1 e é atribúıda à

vibração em modo stretching do anel de nicotinamida (164, 165, 168). Em uma intensidade

menor, observa-se a linha em 730 cm−1 atribúıda à vibração em modo stretching do anel da

adenina (164, 165, 168), 1113 cm−1 está atribúıdo à vibração da ribose que está próxima
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Figura 22 – Espectros Raman de moléculas NAD em forma de pó.

à nicotinamida (164, 165, 168), 1324 cm−1 corresponde à vibração do anel de adenina

ou à vibração de NH2 em modo rock (164, 165), 1407 cm−1 corresponde às vibrações

da adenina e da nicotinamida (164, 168), 1510 cm−1 corresponde também a outro modo

vibracional do anel de adenina com fraca influência da ribose próxima (164). Na NAD em

forma de pó, a linha mais intensa em 1030 cm−1 atribúıda à nicotinamida indica que a

secção transversal Raman associada à vibração do anel de nicotinamida tem o valor mais

alto em moléculas NAD.

O primeiro passo da investigação do SERS foi a comparação de espectros obtidos

em amostras com diferentes diâmetros de nanocilindros e periodicidade. O objetivo

desta etapa foi identificar quais as geometrias de nanoestruturas promoveriam ressonância

plasmônica e qual o resultado quando regiões ressonantes interatuam com a NAD. Elegeram-

se as amostras A (30 nm), B (63 nm), C (78 nm) e D (98 nm) para a análise com a NAD

(Tabela 2). Então espectros SERS correspondentes às matrizes de nanocilindros de 30,

63, 78 e 98 nm de diâmetro foram obtidos com excitação laser de 785 nm em potência

constante de 3,5 mW (Fig.23).

No espectro SERS mostrado na Figura 23a pode-se ver que a intensificação Raman

está relacionada às caracteŕısticas estruturais da matriz. As matrizes com nanocilindros
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Figura 23 – (a) Espectros SERS de NAD em nanocilindros de 30 nm, 63 nm, 78 nm e 98 nm com laser de
excitação de 785 nm. (b) Os espectros SERS de NAD em laser de 532 nm, 633 nm e 785 nm em matriz
de nanocilindros de 63 nm.
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de diâmetros iguais a 30, 78 e 98 nm mostraram baix́ıssima intensidade relativa Raman

de alguns modos vibracionais da NAD. A larga banda Raman (932 cm−1 – 990 cm−1)

nestas amostra corresponde ao fônon de segunda ordem (2TO - Transverse Optical) do Si

(169), pois as nanoestruturas de Au foram fabricadas sobre substrato de Si. As amostras

de 78 e 98 nm mostraram baixo espalhamento Raman em 736 cm−1 atribúıdo à vibração

em modo stretching do anel de adenina (164, 165, 168), isto sugere que moléculas NAD

são adsorvidas preferencialmente pela adenina nestas amostras. A amostras de 30 nm

mostrou baixa intensidade de espalhamento em 1490 cm−1 que também é atribúıdo à

vibração do anel de adenina (152, 168), como mencionado. É importante destacar que o

filme fino de Au e Ti com a mesma espessura e composição do nanocilindros foi utilizado

como referência, como mencionado na Seção 2.1.3, e nesta referência não foram observados

picos no espectro com molécula NAD. Portanto, a intensidade de espalhamento Raman

nas amostras de 30, 78 e 98 nm foi efetivamente relacionado a fenômenos SERS.

Na Figura 23a, o espectro SERS da NAD na amostra de 63 nm mostrou notável

intensidade de linhas Raman, na qual a mais intensa está em 841 cm−1 atribúıda ao modo

vibracional do fosfato próximo à adenina da molécula NAD. Esta linha não foi observada

no espectro da amostra NAD em forma de pó nem nos nanocilindros de 30, 78 e 98 nm.

A intensificação SERS em 841 cm−1 na matriz de 63 nm estimada é de aproximadamente

quatro ordens de magnitude, este ńıvel de intensificação foi reportado na SERS de uma

única molécula (8). Como a matriz de 63 nm mostrou alta intensidade SERS, estudou-se

a SERS em função do comprimento de onda do laser de excitação para esta amostra (Fig.

23b). O resultado mostrou que a eficiência SERS foi maior com laser de excitação de

785 nm. Embora a intensificação em excitação de 633 nm seja significante, ela é pequena

comparada com a obtida em 785 nm. Não foram observados picos Raman quando o laser

de excitação foi de 532 nm. Notou-se que as linhas Raman em nanocilindros de 63 nm

flutuam ao longo do tempo. A origem destas flutuações será discutida nas Seções 3.2.3

e 3.3.3. A origem do comportamento SERS em relação à caracteŕıstica da matriz e a

energia da fonte laser será discutida na Seção 3.2.3. A discussão contará com o suporte

de cálculos teóricos de comportamento de campo elétrico próximo nestas amostras.

As intensidades de campo próximo das matrizes de nanocilindros foram obtidas por

meio de cálculos teóricos com software Lumerical FDTD a partir dos parâmetros geométri-

cos das matrizes extráıdos das imagens de microscópio eletrônico. O comportamento do

campo próximo nos dá caracteŕısticas do plasmon formado nas amostras. A Figura 24a

retrata a intensidade do campo elétrico próximo calculado para diferentes matrizes. Nesta

figura, primeiro foi analisado o comportamento do campo próximo em comprimento de
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onda na região de 785 nm. Como se pode ver, nesta região a matriz de 63 nm apresentou

a maior intensificação em comparação às outras. Esta mesma tendência foi observada nos

resultados experimentais de SERS em matrizes de 63 nm. Analisando agora somente o

espectro do campo próximo da amostra correspondente à matriz de 63 nm (curva vermelha

na Fig. 24a), note que a maior intensificação corresponde a excitação de 785 nm seguida

por 633 nm e 532 nm. Novamente, estas tendências foram observadas em espectros Raman

de NAD nas matrizes de 63 nm (Fig. 23b).

(a) (b)

Figura 24 – (a) Intensidade de campo elétrico próximo das matrizes de 30, 63, 78 e 98 nm. As linhas
tracejadas verticais indicam a posição das fontes laser utilizadas para excitar as amostras. (b) A imagem

de intensidade de campo próximo correspondente à matriz de 63 nm. O E⃗ do laser de 785 nm está
polarizado na direção x

A caracteŕıstica do campo próximo da matriz de 63 nm em 785 nm revelou a carac-

teŕıstica dipolar do plasmon localizado que é responsável pela intensificação do campo

próximo e, consequentemente, pela intensificação SERS nos resultados experimentais.

Apesar dos cálculos FDTD explicarem as tendências dos resultados experimentais em

relação às nanoestruturas e ao laser de excitação, a baixa intensificação teórica do campo

não pode explicar com sucesso as gigantescas intensidades SERS observadas na amostra de

nanocilindros de 63 nm. Seguindo o mecanismo convencional da origem eletromagnética

do SERS, a intensificação Raman poderia ser E4/E4
0 (170), que nos cálculos do presente

trabalho alcançaram o valor máximo de intensificação de 64 vezes, onde E é a intensi-

dade de campo elétrico local próximo ao hot spot e E0 é a intensidade do campo elétrico

incidente. Por outro lado, as linhas Raman de moléculas NAD na amostra de 63 nm

flutuaram ao longo do tempo sob as mesmas condições experimentais, e este comporta-

mento também não pode ser explicado pelo mecanismo eletromagnético convencional do
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plasmon localizado. Na Seção 3.2.3, será discutido o elevado efeito SERS e as flutuações

das linhas Raman de NAD sobre as matrizes de nanocilindros de 63 nm, sugerindo um

posśıvel mecanismo destes efeitos.

3.2.3 As flutuações SERS com a molécula NAD

Como visto, o SERS da NAD adsorvida em matrizes de 63 nm mostrou efeito de

intensificação SERS de 6, 5 × 104 vezes para alguns modos vibracionais de NAD. Isto

ocorreu quando a amostra foi excitada com fonte laser de 785 nm. As linhas Raman

desta amostra são muito intensas e flutuam ao longo do tempo. Além disso, o padrão

destas flutuações depende da potência do laser de excitação. As flutuações Raman foram

observadas quando o set up experimental estava condicionado à detecção de uma única

molécula. Como a absorção de NAD na amostra do presente trabalho consiste em prati-

camente uma monocamada, pode-se considerar as flutuações SERS como um evento que

ocorre em uma única molécula, como será explicado.

Para estudar o comportamento dinâmico destas flutuações, espectros Raman foram

obtidos em modo de varreduras consecutivas, em que cada varredura teve duração de

20 segundos (T = 20 s). Ou seja, a cada 20 segundos uma nova varredura Raman foi

registrada sob as mesmas condições experimentais. As Figuras 25-31 mostram os espec-

tros Raman de NAD sobre nanocilindros de 63 nm excitados por laser de 785 nm com

potência de 7 mW, 3,5 mW, 700 µW, 350 µW, 35 µW e 70 nW, respectivamente. Em

todos estes espectros as linhas de base (background) já foram subtráıdas. Em adição, são

mostrados também os mapas bidimensionais destes espectros considerando três ńıveis de

escala definidos pelo ńıvel máximo do pico Raman (Imáx), Imáx/2 e Imáx/4. Em todas

as imagens de mapas foi considerado o menor valor da escala fixado pouco acima do valor

do ńıvel de rúıdo do sinal Raman. Portanto, sinais de rúıdo foram evitados e as imagens

de mapas 2D representam apenas sinais Raman. As atribuições das linhas SERS da NAD

observadas nas Figuras 25-31 foram extráıdas da Tabela 4 do ApêndiceA.

Quando a potência de excitação foi 7 mW (Fig. 25), os espectros Raman mostraram

a linha mais intensa em 618 cm−1. Esta linha é atribúıda à vibração da adenina e possui

intensidade de 1,3 vezes maior que o fônon de segunda ordem (2TO) do Si. Nesta potência,

o fônon de segunda ordem (2TO) do Si se mostrou intenso e constante ao longo do tempo.

A linha Raman em 1432 cm−1, atribúıda à vibração da ribose, também se mostrou intensa

em comparação com outras. No entanto, estas linhas também flutuaram ao longo do

tempo. As flutuações de outras linhas Raman são mais frequentes ao longo do tempo,
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com um pequeno deslocamento na frequência de oscilação dos modos.

A Figura 26 mostra os espectros Raman e suas representações em mapas 2D quando

a potência de excitação laser foi de 3,5 mW. Neste caso, a linha Raman mais intensa

foi localizada em 619 cm−1 (adenina) e esta intensidade foi 5,5 vezes maior do que o

fônon de segunda ordem (2TO) do Si. A baixa intensidade Raman do Si era esperada

pois utilizou-se laser de baixa potência. Entretanto, o valor da linha Raman mais in-

tensa de NAD aumentou em relação à linha Raman do Si que foi assumido como uma

referência interna. Embora a linha Raman em 619 cm−1 seja a mais intensa, esta linha

flutua ao longo do tempo, aparecendo e desaparecendo (Fig. 26b). Outras linhas Raman

de baixa intensidade (Fig. 26c e 26d) também flutuam ao longo do tempo de maneira

mais randômica em comparação com às obtidas em laser com potência de 7 mW. Além

disso, é posśıvel observar que as flutuações promovem o aparecimento de novos modos

vibracionais, pois acontecem também nas frequências de vibração de NAD. Em laser com

potência de 700 µW (Fig. 27a), a maior linha Raman aparece na primeira varredura e de-

saparece nas seguintes (Fig. 28a). Esta linha Raman, localizada em 1464 cm−1 atribúıda

ao anel de adenina (164, 165), apresentou intensidade de cerca de 19 vezes a do fônon de

segunda ordem (2TO) do Si. Como esperado, a banda Raman do Si diminuiu devido à

baixa potência do laser, contudo, o efeito SERS continuou muito intenso. Outras linhas

Raman de baixa intensidade mostraram flutuações randômicas ao longo do tempo em

outras frequências de vibração (Fig. 28b-28c).

Em laser com potência de 350 µW (Fig. 29), a banda Raman de segunda ordem do

Si praticamente desaparece. Além disso, há três linhas Raman de NAD com maior inten-

sidade (3 × 104 unidades arbitrárias) que aparecem em diferentes momentos do registro

do espectro. Estas linhas Raman estão posicionadas em 728 cm−1, 949 cm−1 e 1197 cm−1

e estão atribúıdas ao modo vibracional do anel de adenina (106–108, 166, 167). Assim

como antes, as linhas Raman de baixa intensidade flutuaram randomicamente ao longo

do tempo em outras frequências de modos vibracionais. Em laser com potência de 35 µW,

há quatro linhas Raman com intensidades equivalentes, onde a mais alta é da ordem de

1, 3× 104 unidades arbitrárias. Estas linhas Raman apareceram em diferentes momentos

em uma ou outra aquisição de espectros e desapareceram ao longo do tempo (Fig. 30).

Novamente, as linhas Raman de baixa intensidade flutuaram de modo randômico ao longo

do tempo em diferentes frequências vibracionais (Fig. 30b-30d). Surpreendentemente, fo-

ram observadas flutuações das linhas Raman em potência de laser de 70 nW (Fig. 31).

Nesta potência, a maior linha Raman apareceu em 925 cm−1 na varredura em t = 9T,

que está atribúıda à vibração do fosfato ou da nicotinamida (106–108, 166, 167), e outra
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linha Raman intensa está localizada em 704 cm−1 e corresponde à vibração do anel de

adenina (106–108, 166, 167). Outra linha Raman intensa está posicionada em 708 cm−1

e corresponde à vibração do anel de adenina (106–108, 166, 167). Nesta potência, as

flutuações ao longo do tempo e as frequências dos modos vibracionais são randômicas.

Note que todas as linhas Raman de NAD flutuaram de tal maneira que não houve

qualquer modo vibracional Raman persistente. Logo, cada linha Raman registrada em

uma varredura não apareceu novamente nas outras varreduras registradas. Estes com-

portamentos são mais evidentes para espetros Raman excitados com potência laser igual

ou menor que 3,5 mW. Isto indica um comportamento de maior flutuação randômica

para baixa potência do laser de excitação. A inexistência de linhas Raman persisten-

tes em nosso experimento está em desacordo com os resultados relatados em (105, 171),

onde foram identificadas algumas linhas Raman persistentes e outras com comportamento

piscante.

Para fins comparativos, os espectros SERS de NAD foram obtidos também em aglo-

merados de nanoesferas de Au de 80 nm e 40 nm de diâmetro. Espectros Raman destas

superf́ıcies SERS estão na Figura 32. Em ambos os casos, a linha mais intensa é a de

730 cm−1 correspondente à vibração do anel de adenina. Ao se comparar a intensidade

deste modo vibracional com o da Figura 22, conclui-se que houve intensificação Raman

e as amostras de aglomerados de nanoesferas de ouro são superf́ıcies SERS. Os espectros

SERS de aglomerados de esferas de 80 nm não flutuaram e suas linhas Raman se mostra-

ram persistentes ao longo do tempo. Os espectros SERS de aglomerados de esferas de 40

nm apresentaram ligeira flutuação em algumas de suas linhas Raman.

Para quantificar as randômicas flutuações SERS, o conceito de matriz de co-ocorrência

de ńıveis de cinza (GLCM - Gray-Level Co-occurence Matrix ) foi introduzido aqui. A ma-

triz de co-ocorrência é largamente utilizada em análises de texturas de imagens (172).

Esta teoria inclui diferentes parâmetros que caracterizam a textura de tons de cinza por

meio de parâmetros como contraste, dissimilaridade, homogeneidade, energia, entropia,

média, variância e correlação (172–174). No presente trabalho, o interesse está nas flu-

tuações das linhas Raman ao longo do tempo e frequências dos modos vibracionais. Logo,

determinou-se o parâmetro de correlação ao longo do tempo e as frequências dos modos

vibracionais, respectivamente. Então, a correlação da intensidade dos espectros Raman

foi calculada em função do número de onda e do tempo, como as imagens de matriz de

ńıvel de cinza a partir das quais a matriz GLCM é definida. O parâmetro GLCM de

correlação foi obtido por meio das equações (3.1, 3.2, 3.3) (172–174):
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Figura 25 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 7 mW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b), a metade da escala do pico mais intenso (c) e um quarto da escala do pico mais intenso (d).
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Figura 26 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 3,5 mW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b), a metade da escala do pico mais intenso (c) e um quarto da escala do pico mais intenso (d).
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Figura 27 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 700 µW de potência.
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Figura 28 – Mapas 2D dos espectros SERS referentes à Figura 27 usando a escala do pico mais intenso
(a), a metade da escala do pico mais intenso (b) e um quarto da escala do pico mais intenso (c).
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Figura 29 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 350 µW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b), a metade da escala do pico mais intenso (c) e um quarto da escala do pico mais intenso (d).
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Figura 30 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 35 µW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b), a metade da escala do pico mais intenso (c) e um quarto da escala do pico mais intenso (d).
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Figura 31 – Espectros SERS de NAD sobre a matriz de nanocilindros de 63 nm excitada por fonte laser
de 785 nm com potência de 70 nW (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b) e usando a metade da escala do pico mais intenso (c).
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Figura 32 – Espectros SERS de NAD com excitação laser de 785 nm e potência de 700 µW sobre filme
fino composto por cluster de nanoesferas de Au de 80 nm (a) e 40 nm (b).



71

Média GLCM [Eq.(3.1)]:

η =

Ng−1∑
i=0

Ng−1∑
j=0

iP (i, j) (3.1)

Variância GLCM [Eq.(3.2)]:

σ =

Ng−1∑
i=0

Ng−1∑
j=0

(i− η)2P (i, j) (3.2)

Correlação GLCM [Eq.(3.3)]:

Γ =

∑Ng−1
i=0

∑Ng−1
j=0 (i− η)(j − η)P (i, j)

σ2
(3.3)

Onde: Ng é o número de tons de cinza; P(i,j) = P(i,j;d): definiu a frequência norma-

lizada com a qual d é a distância que separa duas células vizinhas (resolução) na imagem;

uma com tom de cinza i e outra com tom de cinza j. No presente trabalho, se a correlação

é em função do tempo, d é o intervalo de tempo T de uma varredura, se a correlação é em

função da frequência (número de onda), d é a resolução do espectrômetro Raman (cm−1).

Ferramentas GLCM da plataforma Matlab R2015a foram usadas para determinar a

correlação ao longo do tempo e o deslocamento dos números de onda. Para esta tarefa,

foi definido o valor Ng = 200, uma vez que valores maiores que este não causam efeitos

significativos nos resultados. Note que o limite do ńıvel de cinza foi considerado acima

do ńıvel do sinal de rúıdo dos espectros Raman. Portanto, foi assegurado que os valores

de correlação determinados correspondem apenas às intensidades das bandas Raman. As

Figuras 33a e 33b mostram a correlação de flutuação de espectros Raman ao longo do

tempo e o deslocamento do número de onda, respectivamente.

Na Figura 33a, a correlação ao longo do tempo dos espectros SERS dos clusters de

nanoesferas de 80 nm é próximo de 1. Para os clusters de nanoesferas de 40 nm, esta

correlação é de cerca de 0,93 e quase constante ao longo do tempo. Nesta mesma figura,

para a amostra de nanocilindros de 63 nm, a correlação ao longo do tempo depende da

potência do laser de excitação. Como descrito anteriormente, a superf́ıcie SERS desta

amostra apresentou linhas Raman altamente flutuantes. Há um alto ńıvel de correlação

(0,8 a 0,6) para potência de 7 mW. No entanto, os valores diminuem quando a potência

do laser diminui para um ńıvel próximo de zero a 70 nW de potência.

As correlações em função do deslocamento do número de onda (∆ν) apresentaram

valores altos para deslocamento próximos de zero (Fig. 33b). Isto era esperado uma vez
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(a)

(b)

Figura 33 – Coeficiente de correlação GLCM em função de deslocamento no tempo (a) e deslocamento
no número de onda (b). Aqui a distância temporal mı́nima é de T=20 segundos. T é o tempo necessário
para adquirir o espectro de uma varredura Raman gravada. A distância mı́nima do número de onda é
∆ν = 1 cm−1, que corresponde à resolução do espectrômetro.
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que cada banda Raman tem largura finita. Entretanto, em deslocamentos de distâncias

maiores do que a largura das bandas Raman (20 cm−1), a correlação diminui para cerca

de zero. Neste caso, a distância do deslocamento é diretamente relacionada à distância

de separação espectral entre diferentes bandas Raman. A correlação para nanoesferas

de 40 e 80 nm mostrou uma caracteŕıstica oscilante com alguns picos positivos. Estes

picos estão nas distâncias 229, 299, 608 e 765 cm−1, e foram perfeitamente relacionados

às bandas Raman com estas distâncias. Por exemplo, as correlações dos picos em 229 e

299 cm−1 estão de acordo com a distância de separação entre o pico Raman em 736 cm−1

e 963 cm−1 e entre 736 cm−1 e 1028 cm−1, respectivamente (Figs. 32a e 32b).

Picos com correlação negativa ou anticorrelação estão relacionados a comportamen-

tos opostos na evolução de suas intensidades, i.e., enquanto um aumenta de intensidade

o outro diminui, portanto, se uma banda aumenta, a outra diminui. Um exemplo é o

primeiro pico de anticorrelação ocorrido em 270 cm−1. Este pico está de acordo com o

comportamento de correlação entre as linhas Raman em 963 cm−1 e 1237 cm−1, que estão

separadas por 274 cm−1 (veja as Figs. 32a e 32b). Este comportamento oscilante do

coeficiente de correlação concorda com a correlação de alto valor ao longo do tempo (Fig.

33a). No caso da matriz de nanocilindros, o coeficiente de correlação mostrou comporta-

mento oscilante quando a potência de excitação do laser foi de 7 mW. A correlação tende

a zero para potências menores, que também corresponde ao comportamento da correlação

ao longo do tempo.

As flutuações das linhas Raman em nossa amostra são eventos altamente randômicos.

Portanto, as flutuações não acontecem apenas com certas linhas Raman bem definidas,

como observado por Carnegie et al. e Benz et al. (105, 171). Ao contrário, nossos

resultados mostraram que novas linhas Raman apareceram a cada nova varredura gravada.

Neste ponto, as flutuações altamente randômicas podem ser devido a existência de

diferentes modos vibracionais em moléculas NAD. Em condições normais, alguns deles são

ativos apenas em infravermelho e outros apenas ativos em Raman (167). Entretanto, com

a molécula imersa em um intenso campo próximo oriundo do plasmon localizado, estas

regras podem ser quebradas. Isto ativa tanto os modos ativos apenas em infravermelho

quanto os ativos apenas em Raman (171). Na Tabela 4 do Apêndice A constam as

atribuições das principais linhas Raman identificadas nos resultados com as flutuações

SERS. Algumas linhas Raman não foram reportadas na literatura, mas aparecem no

presente trabalho.

Ainda é controversa a origem dos efeitos de alta intensidade SERS e de flutuações
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no tempo (105, 171–175). A simulação que considerou apenas o laser de excitação, o

diâmetro e a periodicidade dos nanocilindros (Fig. 24a) resultou em uma intensificação

de oito vezes comparado com o espectro Raman (Fig. 22) e, portanto, não podia explicar

a intensificação de mais de sessenta vezes obtida nos resultados experimentais.

Diante desta discrepância, foram realizados cálculos teóricos considerando a existência

de protuberâncias sobre a superf́ıcie dos nanocilindros, onde estas protuberâncias são

esféricas de 2 nm de raio. Para esta tarefa foi utilizada a plataforma Lumerical FDTD

e a Figura 34a mostra a intensificação de campo simulada. A linha preta é o espectro

da intensidade de campo próximo corresponde a uma matriz de nanocilindros com pro-

tuberâncias na extremidade superior. A linha vermelha é o espectro da intensidade de

campo próximo correspondente a uma matriz de nanocilindros sem protuberâncias. A

intensidade de campo é adimensional uma vez que é relativa à luz de excitação. A in-

tensidade máxima de campo próximo de matriz sem protuberâncias é cerca de 8 vezes e

com grande largura de banda (veja também a Fig. 24a). Contudo, a matriz com pro-

tuberâncias apresentou intensificação de campo de cerca de 340 vezes (Fig. 34a), este

ńıvel de intensificação está de acordo com os resultados experimentais. Logo, no texto

que segue um posśıvel mecanismo de intensificação foi proposto onde considerou-se a

existência de protuberâncias sobre a superf́ıcie dos nanocilindros. Estas protuberâncias

atuam como picocavidades plasmônicas capazes de intensificar o campo próximo em mais

de 300 vezes. Cavidade plasmônica é um sistema optomecânico capaz de amplificar a

intensidade do campo próximo, vários trabalhos reportam cavidades plasmônicas bem

como seu mecanismo de amplificação (176–178).

Nanocilindros com protuberâncias mostraram ńıveis de intensificação de campo próxi-

mo em torno de 340 vezes, localizada em 796 nm e com largura de banda de cerca de

30 nm, isto dá um fator de qualidade de banda de plasmon de cerca de Q=27 (Apêndice

B). Este valor é considerado alto na área plasmônica. O valor é comparável ao fator

de qualidade de uma cavidade óptica, tal como o da cavidade Fabry-Perot (176). Este

plasmon também está fortemente localizado no espaço, como mostrado na Fig. 34b. Note

que as caracteŕısticas espectrais, tais como posição, largura e intensidade desta banda de

plasmon, dependem dos parâmetros e periodicidade do nanocilindro. Isto é demonstrado

nos cálculos teóricos dos espectros de campo próximo para todas as estruturas utilizadas

neste estudo (Fig. 34c).

Como visto na Figura 34a, o pico do espectro da matriz de nanocilindros de 63 nm

com protuberâncias (Fig. 34a) está localizado em λ = 796 nm. O laser de excitação usado

nos ensaios com flutuação Raman foi de λ = 785 nm. Portanto, a energia do plasmon está
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Figura 34 – (a) Intensidade do campo elétrico próximo nas matrizes de nanocilindros de aproximadamente
60 nm com protuberância de 2 nm (linha preta) e sem protuberâncias (linha vermelha). (b) Imagens da
intensidade do campo próximo da matriz com uma protuberância em 796 nm, que é a posição do pico da
linha preta no espectro em (a) - a linha amarela indica a célula unitária de nanocilindros. (c) Espectros
do campo elétrico próximo teórico das matrizes com nanocilindros de aproximadamente 30 nm, 60 nm,
80 nm e 100 nm obtidos por meio da plataforma Lumerical FDTD.
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Figura 35 – Representação esquemática das posições espectrais de excitação laser, banda da cavidade
do plasmon (Fig. 34a) e espectro Raman Stokes da NAD. A figura mostra o espectro real de banda do
plasmon de matriz com pequena protuberância (menor do que 2 nm) sobre a superf́ıcie dos nanocilindros.

deslocada para o vermelho em relação à fonte de luz de excitação, e a distância de energia

entre 785 nm e 796 nm é cerca de 1106 cm−1 (Eq. B.5). Considerando que a largura de

banda do plasmon é cerca de 2946 cm−1 (∆λ = 30 nm) (Eq. B.4), então a faixa espectral

dos espectros Raman Stokes das moléculas NAD (530 cm−1 até 1800 cm−1) está dentro da

banda do plasmon. Isto está ilustrado na Fig. 35. Se estas condições são satisfeitas, a alta

intensificação SERS na amostra pode ser explicada pelo mecanismo de intensificação de

ação reversa dinâmica (5, 176, 179, 180). Neste modelo, a cavidade de plasmon e os modos

vibracionais de moléculas são considerados como um sistema optomecânico. Portanto, o

acoplamento entre os modos vibracionais e modos plasmônicos é considerado como um

parâmetro de interação (5, 105, 179, 180).

As cavidades plasmônicas seriam pequenas protuberâncias sobre as matrizes de na-

nocilindros de Au em nosso caso. Nesta abordagem, o hamiltoniano total do sistema é

expresso por Ĥ = Ĥc + Ĥv + Ĥint + ĤL. Onde Ĥc e Ĥv são o hamiltoniano das cavidades

plasmônicas e o hamiltoniano vibracional da molécula, respectivamente; Ĥint é o hamil-

toniano de interação coerente entre os modos plasmônicos e os modos vibracionais da

molécula; e ĤL é o hamiltoniano da luz incidente (excitação) (5, 179, 180). Como visto,

o plasmon formado nos nanocilindros consiste no movimento oscilante e coordenado dos

elétrons livres do ouro. Movimentos oscilantes de elétrons em nanopart́ıcula podem ser

aproximados ao movimento de um oscilador harmônico quântico (Anexo C). A vibração

molecular também é um movimento oscilatório, então também podemos aproximar seu

hamiltoniano ao do oscilador harmônico quântico. Assim, os plasmons nas picocavidades
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estão associados à criação e aniquilação de excitações previstas no modelo do Anexo C.

Logo, a Equação C.11 serviu de base para a dedução das equações 3.4, 3.5, 3.6 e 3.7 que

definem os termos Ĥc, Ĥv, Ĥint e ĤL, respectivamente.

ĤC = ωCℏ
(
ââ† − 1

2

)
(3.4)

Ĥv = ωvℏ
(
b̂b̂† − 1

2

)
(3.5)

Ĥint = gℏââ†(b̂+ b̂†) (3.6)

ĤL = iE[â†Lexp(−iωLt)− âLexp(iωLt)] (3.7)

Onde: â, â†, b̂ e b̂† são os operadores bosônicos de criação e aniquilação, g é o parâmetro

optomecânico que depende da frequência da cavidade plasmônica (ωC) e da polarizabili-

dade Raman da molécula (5, 179, 180). ωv é a frequência angular dos fônons moleculares

e ωL é a frequência do laser de excitação. As equações de Langevin podem ser usadas para

determinar a evolução temporal de â e b̂ da qual é obtida a população de fótons Stokes

e anti-Stokes (5, 179, 180). Portanto, a ação reversa dinâmica poderia ser resumida da

seguinte forma: Primeiro, a vibração molecular atua no comportamento ressonante da

cavidade plasmônica de tal forma que a frequência ressonante do plasmon na cavidade

exibe um comportamento dispersivo. Então, o modo plasmônico retorna a ação (back

action) sobre a vibração do oscilador, e este mecanismo é especialmente favorável quando

a energia do laser está deslocada para o azul em relação à energia ressonante do plasmon

na cavidade. Este mecanismo de ação reversa então induz uma amplificação paramétrica

que poderia aumentar a intensidade do efeito SERS (5, 179, 180).

Se assumirmos que existem pequenas protuberâncias (menores que esferas de 2 nm),

a energia do plasmon está deslocada para o vermelho em relação à energia da fonte de luz

de excitação (Figs. 34a e 35). Logo, o mecanismo de ação reversa dinâmica pode explicar

com sucesso a alta intensidade SERS observada em nossos experimentos.

As protuberâncias sobre os nanocilindros seriam, portanto, picocavidades plasmônicas

responsáveis pela elevada intensificação SERS através do mecanismo de ação reversa

dinâmica. Isso explica a intensificação, mas não explica as flutuações espectrais. Foi

reportado que picocavidades plasmônicas podem se formar e se destruir espontaneamente

de modo randômico em temperatura ambiente (105, 181), isso poderia originar os even-

tos de flutuação SERS. Ou seja, os fenômenos de flutuação podem ter acontecido devido

à formação e à destruição espontânea e estocástica destas protuberâncias. Isto poderia
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acontecer visto que os experimentos ocorreram em temperatura ambiente (300 K). Em

outras palavras, as protuberâncias poderiam ser formadas por flutuações térmicas locais

sobre as superf́ıcies dos nanocilindros (105, 175, 181). Em nossos resultados, a flutuação

mostrou comportamento mais estocástico quando a potência do laser foi reduzida. Por-

tanto, a formação e a destruição randômicas das protuberâncias são quase independentes

da potência do laser.

As posições espectrais da Figura 35 mostram que o mecanismo de ação reversa

dinâmica também pode explicar as baixas intensidades SERS quando a fonte de excitação

laser é 633 nm e 532 nm, pois a distância entre os valores destas energias de excitação e a

posição do plasmom das picocavidades (∼20325 cm−1) não satisfazem a condição de estar

próximo dos valores de energia dos modos vibracionais da molécula NAD (<= 1800 cm−1)

nestes experimentos. A explicação foi que estas energias são muito distantes (deslocadas

para o azul) do pico da cavidade de plasmon (796 nm), mas o laser 785 nm está próximo

do pico do plasmon. Ou seja, a excitação com laser de 785 nm satisfaz a condição dese-

jada para uma ação reversa dinâmica eficiente de intensificação Raman Stokes. Isto ocorre

porque a melhor condição aconteceu quando o pico da cavidade de plasmon está deslo-

cado para o vermelho em relação ao laser em ∆ = ωL − ωC = ωm, onde ωm corresponde

à frequência angular do modo vibracional molecular. Como em nossa amostra as linhas

Raman Stokes estão na região da banda da cavidade de plasmon (previsto teoricamente

para uma pequena protuberância) quando excitado com um laser de 785 nm, é dada a

condição necessária para uma intensificação paramétrica (Fig. 35). As discussões acima

sugerem fortemente que as flutuações SERS em nossa amostra são devido à formação e à

destruição randômicas de pequenas picocavidades, como sugerido por Wang e Rothberg,

Carnegie et al. e Lindquist et al. (105, 175, 181).

As flutuações SERS de NAD na matriz de nanocilindros de 63 nm de diâmetro fo-

ram altamente randômicas ao longo do tempo. Além disso, as frequências vibracionais

não mostraram qualquer linha Raman persistente. Estas flutuações são muito diferentes

daquelas reportadas na literatura em que se observou linhas Raman com efeito piscante e

algumas outras linhas Raman persistentes sem mudanças em suas frequências vibracionais

(105, 181).

Em nossa amostra, a alta intensidade SERS acompanhada por fortes flutuações randô-

micas no tempo sugerem a posśıvel formação randômica e destruição também randômica

de pequenas protuberâncias sobre a superf́ıcie dos nanocilindros de Au. Sobre a su-

perf́ıcie dos nanocilindros, estas pequenas protuberâncias atuariam como picocavidades

plasmônicas, como indicado pelo cálculo do campo próximo nestes tipos de nanoestrutu-
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ras (Fig. 34). Entretanto, a forte flutuação nas frequências vibracionais juntamente com

a inexistência de qualquer linha Raman persistente sugerem fortemente que moléculas

NAD não são adsorvidas por uma ligação espećıfica. Este comportamento não poderia

ser explicado considerando apenas a formação e destruição de picocavidades. Neste sen-

tido, também será necessário considerar posśıveis movimentos espaciais e rotacionais da

molécula. Neste caso, a flutuação SERS também pode depender da difusão molecular

(175, 182) e/ou mudanças conformacionais das moléculas na região do hot spot, como

reportado em (105, 175). A questão é: quais forças podem potencializar este tipo de mo-

vimento na molécula NAD? No texto que segue, é sugerido um posśıvel mecanismo para

a dinâmica mecânica de moléculas NAD sobre a superf́ıcie da matriz de nanocilindros de

Au.

Considere que uma linha Raman persistente está relacionada ao modo vibracional per-

tencente à ligação da molécula adsorvida estacionariamente à superf́ıcie do nanocilindro

de Au. Logo, a flutuação das frequências vibracionais poderia ser devido ao movimento

mecânico da molécula NAD, como já sugerido. Este movimento ocorreria juntamente

com a formação e/ou destruição da picocavidade. A flutuação da frequência mostrou-se

mais pronunciada em baixas potências do laser de excitação. Por esta razão, o movimento

browniano de moléculas NAD pode oferecer apenas uma baixa contribuição às flutuações

nas frequências dos modos.

Neste sentido, o movimento mecânico (deslocamento e/ou rotação) poderia ser devido

à intensidade de campo com alto gradiente proveniente das picocavidades. A razão seria

porque as forças mecânicas próximas dos centros das picocavidades sobre as moléculas

são altas o suficiente para promover movimentos mecânicos da NAD. Foi reportado que a

energia potencial mecânica de atração para moléculas próximas ao hot spot é proporcional

à intensidade do campo elétrico (3.8).

⟨U⟩ = −1

4
Re(α)|E|2 (3.8)

A partir da qual é determinada a força gradiente [Eq. (3.9)]:

⟨F ⟩ = −∇⟨U⟩ = 1

4
Re(α)∇|E|2 (3.9)

Onde Re(α) é a parte real da polarizabilidade molecular α de moléculas próximas ao

hot spot, e ⟨ ⟩ representa a média temporal (177, 183). As equações (3.8) e (3.9) são válidas

somente quando a dimensão da molécula é muito menor que o comprimento de onda óptico
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do campo elétrico (λ). Considerou-se aqui o diâmetro efetivo da molécula como sua

dimensão espacial. No sistema do presente estudo, esta condição é totalmente satisfeita

uma vez que moléculas NAD têm extensão espacial de duas dezenas de angstrons (147–

151) e as protuberâncias do plasmon estão localizadas em λ= 796 nm. Para cálculo teórico

aproximado de ⟨U⟩ e ⟨F ⟩, considerou-se α = 13,1 Å3. Esta é a polarizabilidade da parte

da adenina da molécula NAD (156) em perfil espacial unidimensional do campo elétrico

próximo representado por |E|2. Este campo é intenso em 796 nm devido à ressonância

da cavidade de plasmon induzida pela protuberância esférica de 2 nm (Fig. 34a). Nestes

cálculos, também se considerou que a amostra foi excitada com laser de 700 µW de

potência. O laser foi focalizado em uma área de 1 µm2 resultando em 700 µW/µm2. A

intensidade no hot spot foi corrigida para a fração de área efetiva ocupada pelos hot spots

dentro da célula unitária. Logo, a plataforma Lumerical FDTD foi utilizada no cálculo

do campo próximo e a área efetiva (Aeff ) foi calculada usando as Equações 3.10 e 3.11

(184):

Aeff =
1

Max[W (r)]

∫
celula unitaria

W (r) dA (3.10)

W (r) =
1

2
Re

{
d[ωε(r)]

dω

}
|E|2 + 1

2
µ0|H|2 (3.11)

Onde: W(r) é a densidade de energia eletromagnética como uma função da posição

r, Max[W(r)] é o valor máximo desta densidade. A é área da célula unitária, ε(r) é a

permissividade elétrica do meio em função de r, e ω é a frequência angular do sinal de luz.

A fração de área ocupada por hot spots foi fahs = Aeff/Acelulaunitaria = 1, 79 × 10−2. A

intensidade do campo no hot spot foi, portanto, igual a fahs×700µW/µm2. Os resultados

destes cálculos estão mostrados na Fig. 36, onde KB é a constante de Boltzmann, TK

é a temperatura na escala Kelvin, e U/10KBTK é adimensional. O eixo horizontal é

a distância em nm sobre um nanocilindro, onde o ponto 0 corresponde ao vale de uma

picocavidade (ou pico de uma protuberância).

A curva U/10KBTK tem seu valor mı́nimo próximo de 3,3. Isto significa que a energia

potencial |U | é mais de 30 vezes maior que a energia térmica KBTK em temperatura am-

biente (300 K). Este resultado mostrou que o hot spot de energia eletromagnética superou

a energia térmica. Portanto, qualquer movimento mecânico de moléculas próximas destes

hot spots será governado pela força gradiente do campo próximo e não pelo movimento

browniano. A curva em vermelho corresponde à força gradiente obtida de ⟨F ⟩ = −∇⟨U⟩.
O resultado mostrou que as forças máximas atingem 8,5 nN, que é maior do que o relatado
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Figura 36 – A linha preta corresponde a energia potencial normalizada da molécula NAD induzida pela
intensidade do campo elétrico de hot spot das protuberâncias. A normalização foi mais de 30 vezes
maior do que a energia térmica em temperatura ambiente (300 K). A linha vermelha corresponde à força
gradiente sobre moléculas NAD próximas à região de hot spot, dada em nanonewtons.

na literatura (177, 183).

A partir da discussão acima, sugeriu-se que as altas flutuações SERS sobre as frequências

dos modos vibracionais poderiam estar relacionadas à ação de força gradiente sobre a

NAD. A força gradiente é induzida por criação e destruição randômicas de picocavidades.

Esta força pode deslocar ou rotacionar as moléculas NAD mudando suas configurações

sobre a superf́ıcie de picocavidades. Note que a flutuação sobre as frequências dos modos

vibracionais ainda é observada em baixa potência do laser de excitação (70 nW). Este

evento é esperado apenas se as picocavidades são menores que 2 nm na discussão teórica.

3.2.4 Espectros SERS da molécula NAD depositadas sobre um
arranjo de nanocilindros de Au constrúıdos na seção trans-
versal do núcleo de fibra óptica multimodo.

Os espectros SERS fornecem informações estruturais de moléculas e podem ser uti-

lizados para definir sua identidade ao compor um tipo de “impressão digital”. Logo,

aplicações em sensores altamente senśıveis e seletivos poderão ser implementadas por

meio de sistemas plasmônicos. Dentro deste cenário, na área biomédica existe a neces-

sidade de monitorar in situ diferentes eventos moleculares. Neste campo, sondas com

dispositivos plasmônicos oferecem excelentes oportunidades. No presente trabalho foram

fabricados arranjos de nanocilindros sobre a seção transversal do núcleo de fibra óptica
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multimodo (Seção 2.2) para se obter espectros SERS da molécula NAD.

Como no caso anteriormente estudado, foi depositada apenas uma monocamada de

moléculas NAD sobre a superf́ıcie do arranjo de nanocilindros na fibra óptica. Três es-

pectros foram obtidos sucessivamente na mesma região. Como referência, utilizou-se um

espectro do núcleo da fibra com NAD depositada mas sem a presença de nanocilindros.

O laser foi focalizado diretamente sobre a nanoestrutura com NAD já depositada (Fig.

37).
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Figura 37 – Espectro obtido no núcleo da fibra óptica sem nanoestruturas (linha preta) e espectros obtidos
em sequência referentes ao núcleo da fibra óptica com matriz de nanocilindros. Laser de 785 nm e 7 mW,
objetiva de 50× e N.A. 0,53.

Na Figura 37, no espectro correspondente somente ao núcleo da fibra, aparecem ban-

das Raman em 603 cm−1, 803 cm−1, 1141 cm−1 correspondentes aos modos vibracionais de

flexão das ligações Si-O-Si, estiramento simétrico de Si-O-Si e estiramento assimétrico do

Si-O-Si, respectivamente. Já, as bandas em 1236 cm−1 e 1343 cm−1, podem ser atribúıdos

a modos de vibração de estruturas de anéis do SiO2 afetáveis por impurezas do tipo BO3

(185). Os espectros da fibra com nanocilindros de Au e moléculas de NAD adsorvidas

apresentam apenas duas bandas Raman do núcleo da fibra, uma em 730 cm−1 atribúıda

ao modo vibracional da adenina e outra banda larga com pico em 1571 cm−1 atribúıda

ao modo vibracional de flexão da ligação N-H (Fig. 37). A elevada largura da banda em

1571 cm−1 pode ser atribúıda à contribuição de outros modos vibracionais da NAD, já que

nesta região foram identificadas várias linhas Raman (ver atribuição de linhas Raman da
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NAD, Tabela 4 no Apêndice A). Importante mencionar que nestes ensaios não foi posśıvel

visualizar efeitos de flutuação. Os resultados acima discutidos mostram o potencial que

estruturas plasmônicas fabricadas em fibras ópticas podem proporcionar na fabricação de

sondas de detecção molecular principalmente na área de biomedicina. No entanto, devido

às linhas Raman próprias do núcleo, sua aplicação como sonda se torna um desafio. Con-

tudo, para moléculas com frequências de vibração dos seus modos acima de 1400 cm−1

a fibra óptica com núcleo de śılica apresenta-se adequada, já que seu modo vibracional

de mais alta energia está situada em 1343 cm−1. Neste caso, é necessário estudar novos

materiais para o núcleo da fibra óptica de tal forma a minimizar seu espalhamento Raman.

3.3 Aplicação de dispositivos plasmônicos para inten-

sificação Raman da GSH

3.3.1 A importância da GSH

A molécula glutationa (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina), conhecida por GSH, é um

tripept́ıdeo e o tiol intracelular mais abundante em sistemas biológicos. Esta molécula

é composta por três aminoácidos: glutamato, cistéına e glicina. A GSH possui baixo

peso molecular (307,32 g/mol) e participa direta ou indiretamente de muitos fenômenos

biológicos importantes, tais como śıntese proteica e de DNA, atividades enzimáticas, trans-

porte, metabolismo e proteção celular (186).

Há quatro décadas a GSH desperta interesse em pesquisadores de vários segmentos

devido à sua relevância em diversas áreas, como desenvolvimento de medicamentos, antio-

xidante e atuação no potencial redox em células e tecidos (186–188). Em mamı́feros, esta

molécula atua na primeira linha de defesa contra materiais tóxicos (189). Além disso, mui-

tas doenças têm uma relação próxima com os ńıveis de GSH, tais como mal de Parkinson,

fibrose ćıstica, śındrome da imunodeficiência adquirida (AIDS - acquired immunodeficiency

syndrome), infecção pelo v́ırus da imunodeficiência humana (HIV - Human Immunode-

ficiency Virus), mal de Alzheimer e câncer (190–196). Outros estudos indicam que em

condições normais as concentrações de GSH e de espécies reativas ao oxigênio estão bem

equilibradas nos tecidos. No entanto, em células tumorais este equiĺıbrio não ocorre por-

que estas células sintetizam GSH e a excretam. Ou seja, a relação entre GSH e espécies

reativas ao oxigênio estão associadas à atividade celular (16, 197, 198). Neste sentido,

Zhang et al., Xu e Thornalley observaram que em células canceŕıgenas, os ńıveis de gluta-

tiona indicam a quantidade de estresse pela qual uma célula está passando (199, 200). Em
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adição, Shin et. al. mostraram que uma alta concentração de GSH interfere na eficácia

de terapias anticâncer (201).

Devido à sua conhecida atuação como agente antioxidante em sistemas biológicos,

a GSH se liga a radicais livres e peróxidos, e desta forma, previne danos à célula. Esta

molécula é o agente antioxidante mais eficaz para manter o potencial redox em células, te-

cidos e compartimentos individuais (187, 188). Assim como visto em NAD e NADH, a glu-

tationa também é a base de importantes reações de oxidorredução em sistemas biológicos.

A GSH é a forma reduzida e o GSSG (dissulfeto de glutationa) é a forma dimérica oxidada

da glutationa em que a oxidação de GSH ocorre por meio de sua ligação -SH no grupo da

cistéına (202–205). Este é o local ativo responsável pelas suas propriedades bioqúımicas

(Figura 38).

Figura 38 – Estruturas moleculares da GSH (a) (206) e dos aminoácidos que a compõe (b) (207).

Fonte: (206, 207)

Figura 39 – (1) GSH peroxidase; (2) oxidação da GSH por O2; e (3) redutase da GSSG.

Fonte: (186)

Dentre os papéis exercidos por GSH e GSSG dentro de células, pode-se destacar a

interação com as moléculas NADP (forma oxidada) e NADPH (forma reduzida), onde

NADP significa fosfato de nicotinamida adenina dinucleot́ıdeo. A Figura 39 ilustra esta

interação que ocorre por meio de três reações. Na Reação 1 um processo de peroxidação
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converte a GSH em GSSG, consequentemente, a redução de H2O2 e de outros peróxidos é

catalisada. Outro caminho para a oxidação de GSH é a transferência de hidrogênio para

o O2 que resulta em H2O2 e GSSG (Reação 2). A redução de GSSG para GSH é mediada

por enzimas GSSG (redutase) que utilizam NADPH (Reação 3). Em outras palavras,

GSSG sofre redução ao oxidar NADPH. A GSSG também é formada por reações de GSH

com radicais livres. A conversão de GSH em GSSG fora da célula também é reportada

(186). Contudo, o papel da glutationa vai muito além das interações com a molécula

NAD(P), e devido aos objetivos do presente trabalho, a Figura 39 é apenas um dos

processos que envolvem esta molécula. Mais informações fundamentais sobre a glutationa

são encontradas em (186).

Os avanços da nanotecnologia do DNA, de materiais inorgânicos, e de novos métodos

de análise e diagnóstico geram uma demanda crescente para a detecção de GSH (16, 208,

209). O maior desafio é a detecção em células devido à baixa concentração, tipicamente

na ordem de femto mol/L (10, 95). Alguns exemplos de técnicas de detecção e análise da

GSH reportadas na literatura são: análise eletroqúımica (210–213), espectrometria de flu-

orescência (214, 215), espectrometria em ultravioleta e viśıvel (216, 217), espectrometria

de massa (218, 219), cromatografia ĺıquida em espectroscopia de massa (220), colorime-

tria (221–223) e espectroscopia de ressonância magnética (224, 225). Apesar de todas

estas técnicas serem adequadas para detectar GSH, elas têm limitações que impedem sua

aplicação em muitas áreas, como caros instrumentos de análise, complicadas preparações

de amostra ou problemas de degradação. Em uma análise por fluorescência, por exemplo,

a amostra pode sofrer fotodegradação ou fotobranqueamento durante as medidas (226).

Já se sabe há algum tempo que a interação entre uma superf́ıcie de metal e tióis pode

induzir mudanças no ı́ndice de refração da superf́ıcie, isso torna posśıvel utilizar LSPR

para detectar GSH com o grupo –SH sobre nanopart́ıculas metálicas (227–229). Partindo

deste prinćıpio, Li et al. fizeram nanopilares de Au recobertos por mPEG-SH (O-[2-(3-

mercaptopropionil-amino)etil]-O’-metil-polietileno glicol) e os aplicaram em plataformas

de LSPR para a detecção de alguns tióis, incluindo GSH e cistéına (66). Todavia, as

curvas dos espectros de absorção tiveram um deslocamento máximo de apenas 4 nm. Por

essa razão, o background comprometeu as medidas pois foi uma ordem de grandeza maior

que o próprio sinal correspondente ao est́ımulo qúımico. Os autores buscaram minimizar

este problema por meio de um gráfico de extinção diferencial para excluir o background.

A LSPR em nanopart́ıculas de Au foi introduzida em sistemas de luminescência ele-

troqúımica com o objetivo de aumentar a sensibilidade à molécula GSH (230). Essa ideia

teve ińıcio quando Wang et al. provaram que nanopart́ıculas de Au envolvidas por SiO2
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e Ru(bpy)2+3 podem intensificar o sinal de luminescência eletroqúımica com à formação

de plasmon localizado. Então medidas de luminescência eletroqúımica foram coletadas,

como resultado o sinal de luminescência foi dez vezes maior comparado com medidas sem

estes nanocompósitos (231). Com base nestes resultados, Cao et al. montaram um ex-

perimento semelhante e adicionaram diferentes concentrações de GSH à solução com um

luminóforo. Assim, o sinal de luminescência foi intensificado pelo plasmon formado nas

nanopart́ıculas de Au e foi posśıvel detectar concentrações de GSH de apenas 5 × 10−16

M (230).

Existe um método de detecção de GSH baseado em LSPR que consiste em agregação

de nanopart́ıculas. Neste caso, a agregação de nanopart́ıculas metálicas sofre alterações

em presença da GSH, consequentemente, isto provoca alterações na distribuição de hot

spots que podem ser percebidas por medidas. Liu et al. desenvolveram uma nanoestrutura

de ouro baseada em LSPR destinada à detecção de GSH, a estrutura foi designada núcleo-

satélites. Todavia, este método de detecção apresentou alguns inconvenientes, incluindo

um longo tempo de resposta de 30 minutos (223).

Atualmente, o ńıvel de GSH pode ser medido de acordo com o grau de alteração

do sinal Raman, mas em exame com baixa sensibilidade de todo o tecido biológico e

em escala macroscópica (16). Já a SERS é uma técnica suficientemente senśıvel para

detectar moléculas isoladas, porém, a GSH possui baixa polarizabilidade. Esta é uma

das explicações de muitas medidas em SERS terem baixa sensibilidade e baixa reprodu-

tibilidade para GSH até os dias atuais. Brambilla et al., por exemplo, obtiveram um

sinal elevado na detecção de GSH sobre substrato de prata, mas ainda assim o sinal foi

insuficiente para aplicações biológicas reais (232). Por outro lado, no plasma sangúıneo

a concentração de GSH é bem maior e está em uma faixa entre 2 e 20 µM (233), as-

sim, Sanchez-Illana et al. desenvolveram um método para quantificar a GSH em 2 µL

de sangue, para isso aplicaram coloides de prata em SERS e o sinal da glutationa pode

ser intensificado de 3 a 4 ordens de magnitude comparado ao Raman (95). Nanoclusters

polimórficos de Si com nanoesferas de Au e Au/Pd também foram aplicados na detecção

de GSH por SERS em concentração de 10−6 M (234). Vijayakumar, Venkatakrishnan e

Tan utilizaram ńıquel para construir uma nanoestrutura semelhante e detectaram con-

centrações da ordem de 1 pM de GSH por SERS, ambos fabricaram as superf́ıcies com

técnicas de fotoionização por luz pulsada (21). A superf́ıcie da nanopart́ıcula também

pode ser funcionalizada com outras substâncias para intensificar o espalhamento Raman

da GSH. Por exemplo, Li et al. intensificaram as linhas da GSH ao aplicar neocupróına

cúprica sobre nanotigelas de Au-Ag (226).
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Devido à baixa polarizabilidade da GSH e, portanto, baixo espalhamento Raman,

alguns autores utilizaram uma molécula auxiliar para fazer a detecção indireta da GSH.

Nestes casos, o prinćıpio de transdução consiste em “desligar” o efeito SERS em presença

da GSH, e desta forma, GSH e GSSG são detectadas. Por exemplo, Zhou e Ding quan-

tificaram diferentes concentrações de glutationa em solução contendo 4-aminotiofenol e

4-mercaptopiridina, onde a GSH atenuava o sinal SERS destas moléculas (15). Em es-

tudo similar, Saha e Jana detectaram a glutationa em concentrações celulares da ordem

de femto mol por meio de SERS, mas o problema na detecção de GSH foi a interferência

de outras pequenas moléculas de tióis, como cistina e homocistina (10).

Embora existam muitos trabalhos sobre a detecção de GSH por meio de SERS-LSPR,

este assunto permanece atual e relevante. Isto porque, no limite de detecção de apenas

uma única molécula, existem eventos de flutuação dos espectros Raman, como os que

foram observados em nossos experimentos SERS da molécula de GSH.

3.3.2 Espectros SERS das moléculas de GSH absorvidas na su-
perf́ıcie das estruturas plasmônicas de nanocilindros.

A molécula GSH foi fornecida em forma de pó por Fluka®e não passou por qualquer

processo de preparação antes de entrar em contato com o solvente. A GSH foi depositada

nas amostras de lâmina de siĺıcio pelo mesmo método aplicado à deposição da NAD,

inclusive na preparação da amostra e da solução (Seção 3.2.2).

A GSH possui muitos modos Raman ativos como reportado em (109). Com o propósito

de comparar o comportamento do espalhamento Raman dos modos vibracionais da molécula

de GSH adsorvida sobre os dispositivos plasmônicos, primeiramente foram obtidos os es-

pectros Raman de uma amostra em pó da molécula de GSH para identificar seus principais

modos vibracionais. Com esta finalidade colocou-se a GSH em pó diretamente na lâmina

de microscópio e obtiveram-se espectros Raman com laser λ=785 nm e 7 mW de potência,

com uma e com cinco acumulações (Fig. 40).

A Figura 40a mostra que o espectro obtido em uma acumulação coincidiu com o obtido

em 5 acumulações, como esperado. Isto significa que o perfil do espectro Raman desta

molécula é estável, tanto em relação ao espalhamento Raman quanto à fotoluminescência.

Nos espectros SERS da GSH em pó não foram observadas flutuações. Após a subtração da

linha de base, observou-se a existência de muitos modos vibracionais da GSH com picos

dispostos lado a lado, em sua maioria de base estreita (Fig. 40b). As atribuições das

linhas Raman da amostra em pó da GSH correspondente à Figura 40b estão apresentadas
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Figura 40 – (a) Espectro do pó de GSH com uma e com cinco acumulações. (b) Espectro do pó de GSH
com cinco acumulações já com sinal de fundo subtráıdo e com indicação das principais linhas.
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detalhadamente na Tabela 5 do ApêndiceA. Na região espectral compreendida entre 900

cm−1 a 1800 cm−1, as linhas Raman são atribúıdas aos modos vibracionais dos grupos

C-H2, C-H3, C-N, C-O, C-C, C=O da molécula de GSH. As linhas na região de 150 cm−1

a 900 cm−1 são atribúıdas a modos vibracionais dos grupos de ligações C-C (ligados a

grupos carbox́ılicos -C(=O)OH), C-S, O-C=O, O-C-C, C-C-S, C-C-C respectivamente

(109).

Para a obtenção dos espectros SERS das moléculas de GSH adsorvidas nas estruturas

plasmônica, assim como descrito na Seção 3.2.2, apenas uma monocamada (ou menos)

de GSH foi adsorvida sobre a superf́ıcie dos dispositivos. Para tal fim cada amostra foi

lavada em água corrente após sua emersão da solução. Assim como em NAD, em GSH

o primeiro passo da investigação foi verificar a influência do diâmetro e da periodicidade

dos nanocilindros no efeito SERS. Então foram utilizados dispositivos plasmônicos com

nanocilindros de diâmetro de 31 nm, 58 nm e 84 nm (valores efetivos), respectivamente

(Tabela 2). A potência do laser de 785 nm foi ajustada em 7 mW (Fig. 41).

Figura 41 – Espectros SERS de GSH em relação ao diâmetro dos nanocilindros da matriz .

A Figura 41 mostra espectros SERS obtidos em matrizes de nanocilindros de 31 nm,

58 nm e 84 nm de diâmetro. Na matriz de 31 nm pode-se identificar a larga banda Raman

(932 cm−1 – 990 cm−1) referente ao fônon óptico de segunda ordem (2TO) do Si e um pico
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em 303 cm−1 referente ao fônon acústico (TA – acoustic phonon) do Si. As matrizes de

nanocilindros de 31 nm e 84 nm apresentaram fracas ou nenhuma linha Raman associada

à GSH. No entanto, a Figura 41 mostra que em nanocilindros de 58 nm houve intenso

efeito SERS com várias linhas de modos vibracionais da GSH. Estes resultados estão em

total concordância com as predições teóricas da intensificação de campo próximo na região

de 785 nm (laser de excitação) para nanocilindros com diâmetro de aproximadamente 60

nm que apresenta campos mais intensos em relação as estruturas de 31 e 84 nm (Fig.

34c). Nesta amostra (58 nm) também foram observadas eventos de flutuação randômica

das diferentes linhas Raman da molécula de GSH. De acordo com estes resultados, não

apenas o diâmetro e a periodicidade das nanoestruturas induzem o efeito SERS, mas

isto sugere que a maior contribuição para este efeito está associada a eventos de formação

randômica de picocavidades nas estruturas de nanocilindros. Não foram observadas linhas

Raman no filme de referência presente em cada amostra e descrito na Seção 2.1.3, logo, o

efeito SERS tornou-se ainda mais evidente.

O espectro SERS da GSH obtido em matriz de nanocilindros de 58 nm revelou intensas

linhas Raman (Fig. 41), no qual a mais intensa delas está em 1254 cm−1 atribúıda à

vibração do tipo wagging da ligação CH2 (glutamato). Esta linha aparece com uma

intensidade muito pequena no espectro da amostra em pó (Fig. 40b), já a linha em 401

cm−1 que aparece mais intensa para a amostra em pó, aparece com intensidade muito fraca

no ensaio SERS como pode ser observado na Figura 41. Este comportamento sugere que

a ligação CH2 está sob influência do campo próximo intenso da picocavidade na janela

temporal que dura uma varredura da aquisição do espectro. Como veremos mais adiante

os eventos de flutuação mudam a posição espectral das linhas mais intensas. Embora

a matriz de 58 nm tenha apresentado alta intensificação Raman para a molécula GSH,

verificou-se que as linhas flutuavam no tempo, como ocorrera em nanocilindros de 63 nm

com a molécula NAD. A intensificação SERS em 1254 cm−1 na matriz de 58 nm é cerca

de trinta vezes maior que no pó de GSH. Como o efeito SERS da GSH foi mais intenso

em nanocilindros de 58 nm, estudou-se o SERS em função do comprimento de onda do

laser de excitação para esta amostra (Fig. 42).

Os resultados revelaram que o efeito SERS é mais intenso em laser de 785 nm, além

de apresentar mais modos vibracionais. Em 520 cm−1 houve saturação do detector para

excitação com laser de 785 nm e esta linha foi omitida na Fig. 42. Mas esta linha

corresponde ao principal pico de um fônon óptico do Si (substrato) e não traz prejúızo à

leitura dos modos da GSH. Não foram observadas linhas Raman em excitação com laser

de 532 nm. Devido às flutuações do espectro Raman, nas medidas realizadas em função
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Figura 42 – Espectros SERS de GSH sobre matriz de nanocilindros de 58 nm com laser de excitação de
633 nm e 785 nm.

do laser de excitação, pode-se observar que nos espectros Raman excitados com laser de

785 nm aparecem outros picos intensos diferentes aos observados no espectro da Fig. 41.

Dentre as linhas mais intensas neste último espectro, podemos destacar a situada em 1532

cm−1 atribúıda aos modos de estiramento das ligações N-C e modos de flexão no plano

das ligações H-N-C, ambos correspondentes à parte do glutamato. A outra linha intensa

está situada em 1144 cm−1 e é atribúıda aos modos de estiramento do C-C e modo de

balanço da ligação C-H2 do glutamato. Já a outra linha um pouco menos intensa que as

anteriores está situada em 302 cm−1 (na mesma região do fônon TA do Si) sendo atribúıda

ao modo de estiramento de C-C-N da glicina.

Como a intensificação SERS é completamente dependente do intenso campo próximo

dos plasmons de superf́ıcie originados no dispositivo, o resultado do espectro SERS da

Figura 42 sugere que a molécula esteja adsorvida de forma estendida sobre a superf́ıcie

das nanopart́ıculas de Au, já que foram observadas linhas de modos vibracionais corres-

pondentes do glutamato e glicina. No entanto, desde que outros modos vibracionais da

molécula de GSH não foram intensificados, só algumas ligações estão sob a influência do

campo próximo dos plasmons de superf́ıcie. Na Seção 3.3.3, será discutido o elevado efeito

SERS e as flutuações das linhas Raman de GSH sobre as matrizes de nanocilindros de 58
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nm, sugerindo um posśıvel mecanismo destes efeitos.

3.3.3 As flutuações SERS com a molécula GSH

Quando excitado com laser de 785 nm, o SERS da GSH adsorvida na matriz de

nanocilindros de Au de 58 nm revelou elevada intensificação SERS de cerca de trinta

vezes para a linha em 1254 cm−1 (Fig. 41). Outros exemplos de linhas estão em 896 cm−1

intensificada em cerca de três vezes e atribúıda à vibração do tipo stretching da ligação

C-COO− (235); 815 cm−1 com aproximadamente o dobro da intensidade do Raman do

pó e atribúıda à vibração stretching da ligação C-CN str. (235); 1177 cm−1 atribúıda

às ligações (O–C) + τ(H–N–C) + γ(C–H) (236, 237); 1520 cm−1 atribúıda às ligações

(N–C) + τ(H–N–C) (238); 862 cm−1 atribúıda às vibrações stretching das ligações C-

C do glutamato e da cistéına (207); e em 715 cm−1 atribúıda à deformação da ligação

COO− com intensificação de cerca de nove vezes comparado com o Raman reportado em

(207, 235). Assim como em NAD em nanocilindros de 63 nm, em GSH em nanocilindros

de 58 nm as linhas Raman são intensas e flutuam ao longo do tempo. Com apenas

uma monocamada (ou menos) de moléculas GSH, o padrão das flutuações dependeu da

potência do laser de excitação.

O comportamento dinâmico das flutuações foi estudado a partir de espectros Raman

obtidos em sequência sob as mesmas condições experimentais, em que T corresponde ao

intervalo de tempo entre a leitura atual e a leitura seguinte, este intervalo foi de cerca de

20 segundos. As Figuras 43-45 apresentam espectros obtidos em sequência em potências

de excitação de 7 mW, 3,5 mW e 700 µW, respectivamente. Em todos estes espectros as

linhas de base (background) já foram subtráıdas. Os mapas bidimensionais com diferentes

ńıveis de escala também são mostrados em cada figura, onde o valor mı́nimo das escalas

foi pouco acima do ńıvel de rúıdo. Assim, as imagens de mapas 2D representam apenas

sinais Raman. As atribuições das linhas SERS de GSH observadas nas Figuras 43-45

foram extráıdas da Tabela 5 do ApêndiceA.

Nove espectros foram obtidos em sequência em excitação com potência de laser de 7

mW (Fig. 43). O pico do fônon óptico de segunda ordem do Si (2TO) (932 cm−1 – 990

cm−1) foi utilizado como uma referência interna devido a sua persistência. Já o fônon

de primeira ordem do Si (520 cm−1) saturou o detector nesta potência de excitação e foi

omitido na apresentação dos espectros (linhas tracejadas). Note que a banda com pico em

303 cm−1 corresponde ao espalhamento devido ao modo de fônon acústico do substrato

de Si. Assim as bandas Raman de 520 cm−1 e 303 cm−1 aparecem em todos os ensaios
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SERS, já que os dispositivos plasmônicos foram fabricados sobre a superf́ıcie do substrato

de Si.

A linha Raman mais intensa referente à GSH obtida em 7 mW apareceu em 1394

cm−1 na varredura iniciada em t=3T com aproximadamente o dobro da intensidade do

fônon óptico do Si (∼941 cm−1) (Fig. 43). Esta linha é atribúıda à vibração em stretching

simétrico da ligação -COO− (235, 239). Embora esta e outras linhas Raman tenham se

mostrado intensas, elas flutuaram no tempo. A partir da varredura t=T até a varredura

t=4T surgem várias outras linhas mais intensas que a do fônon 2TO do Si correspon-

dentes a outros modos vibracionais da molécula de GSH, sem preservar-se ao longo do

tempo, ou seja, elas aparecem e desaparecem sem voltar a aparecer novamente (Figura

43). Surpreendentemente estas linhas apresentam intensidades muito baixas (menores do

que a banda 2TO do Si) a partir de t=5T, e várias linhas persistentes de baixa intensidade

surgem entre t=5T e t=8T. Os mapas 2D ilustram estas flutuações das linhas Raman cor-

respondente aos diferentes modos vibracionais da molécula de GSH no tempo e mostram

que as únicas linhas persistentes em 7 mW são às correspondentes ao Si em 303 cm−1,

520 cm−1 e 941 cm−1 (Figs. 43b-43c).

Em potência de excitação de 3,5 mW (Fig. 44) também houve saturação no fônon de

primeira ordem do Si (520 cm−1) e é posśıvel identificar o fônon óptico de segunda ordem

do Si (932 cm−1 – 990 cm−1) em todas as varreduras, contudo, menos intenso que em 7

mW como esperado. A redução da intensidade da linha Raman do fônon 2TO do Si era

esperada com a redução da potência de excitação, entretanto, em 3,5 mW as linhas da

GSH tornaram-se mais intensas em relação à banda 2TO do Si. A linha mais intensa nesta

figura está em 1526 cm−1 para t=3T, ela é 3,5 vezes mais intensa que o pico do Si em

941 cm−1 e é atribúıda às ligações (N–C) + τ(H–N–C) (238). Muitas outras linhas estão

presentes em uma varredura, mas não em outra, e novas linhas referentes à GSH surgem

a cada nova varredura. Este comportamento piscante e randômico com aparecimento de

novos modos vibracionais também foi observado nos ensaios SERS para a molécula NAD.

Os mapas 2D das Figs. 44b e 44c novamente mostram linhas mais intensas na faixa de

1420 cm−1 a 1610 cm−1.

Para a excitação com laser de potência de 700 µW (Fig. 45) o espalhamento promo-

vido pelo Si em 932 cm−1 – 990 cm−1 (2TO) já não é evidente em todas as varreduras,

todavia, as linhas referentes à GSH continuaram intensas e flutuantes no tempo e em

outras frequências de vibração. Note que os picos mais intensos de uma varredura não

estão localizados nas mesmas frequências dos picos mais intensos de outra varredura e o

perfil do espectro muda constantemente. Algumas varreduras obtiveram linhas atenuadas
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e outras linhas intensas, apresentado um padrão randômico entre um e outro espectro

Raman. As linhas em 1200 cm−1 e 1500 cm−1 referentes à GSH são as mais intensas e

presentes na maioria das varreduras. Ainda assim, são fortemente atenuadas ou desloca-

das na frequência em ao menos uma varredura. Os mapas 2D (Figs. 45b e 45c) mostram

que as linhas de baixa intensidade referentes à GSH flutuaram randomicamente, assim

como em 7 mW e 3,5 mW.
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Figura 43 – Espectros SERS de GSH sobre a matriz de nanocilindros de 58 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 7 mW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b) e a metade da escala do pico mais intenso (c).

Assim como na molécula NAD, as flutuações randômicas SERS em GSH também fo-

ram quantificadas por meio dos parâmetros de correlação GLCM (172–174). Os métodos,

equações e valores de Ng e d aplicados foram os mesmos descritos na Seção 3.2.3. Logo,

calculou-se a média GLCM (Eq. 3.1), a variância GLCM (Eq. 3.2) e a correlação GLCM

(Eq. 3.3). Diferentemente ao observado nos ensaios SERS da molécula NAD, no caso da

GSH os picos correspondentes aos fônons TA, TO e 2TO do substrato do Si apresentaram

elevada intensidade. Assim, para evitar interferência destes picos no cálculo da correlação



95

2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0 1 2 0 0 1 4 0 0 1 6 0 0 1 8 0 0
0 , 0

2 , 0 × 1 0 4

4 , 0 × 1 0 4

6 , 0 × 1 0 4

8 , 0 × 1 0 4

Int
en

sid
ad

e (
un

id.
 ar

b.)

N ú m e r o  d e  o n d a  ( c m - 1 )

t = 0

t = 4 T

s a t u r a ç ã o

(a)

(b)

(c)

Figura 44 – Espectros SERS de GSH sobre a matriz de nanocilindros de 58 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 3,5 mW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b) e a metade da escala do pico mais intenso (c).
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Figura 45 – Espectros SERS de GSH sobre a matriz de nanocilindros de 58 nm excitada por uma fonte
laser de 785 nm e 700 µW de potência (a). Mapas 2D de espectros SERS usando a escala do pico mais
intenso (b) e a metade da escala do pico mais intenso (c).
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em função do tempo e frequência, a faixa espectral de análises de 150 cm−1 a 1800 cm−1

foi dividida em 4 faixas: a primeira de 150 cm−1 a 280 cm−1, a segunda de 343 cm−1 a 500

cm−1, a terceira faixa de 530 cm−1 a 924 cm−1 e, a quarta faixa de 999 cm−1 a 1800 cm−1.

As Figuras 46a-46d mostram os comportamentos dos coeficientes de correlação em função

do tempo correspondentes a cada uma destas faixas, onde T é o tempo necessário para

adquirir o espectro de uma varredura Raman entre 150 cm−1 a 1800 cm−1. As Figuras

47a-47d mostram os coeficientes de correlação em função da diferença de número de onda

(∆ν) para as quatro faixas.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 46 – Coeficiente de correlação GLCM em função de deslocamento no tempo nas regiões espectrais
entre 150 cm−1 e 280 cm−1 (a), entre 343 cm−1 e 500 cm−1 (b), entre 530 cm−1 e 924 cm−1 (c) e entre
999 cm−1 e 1800 cm−1 (d).

A Figura 46a mostra um valor elevado de correlação (0,8) em função do tempo para

as linhas na faixa de 150 cm−1 a 280 cm−1. Este comportamento acontece nos espectros

obtidos com baixa potência de excitação (3,5 mW e 700 µW). Já para uma potência de

excitação de 7 mW a correlação flutua entre valores de 0,2 a 0,9, sugerindo que os modos

vibracionais nesta faixa espectral apresentam instabilidade SERS quando excitados com

laser de elevada potência. As linhas Raman na faixa de 343 cm−1 a 500 cm−1 (46b)
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apresentam valores de coeficientes de correlação menores que 0,4 para todos os espectros

obtidos com 7 mW, 3,5 mW e 700 µW, indicando que os modos vibracionais nesta faixa

espectral flutuam randomicamente. Similar comportamento do coeficiente de correlação

foi observado para os modos vibracionais na faixa 530 cm−1 a 924 cm−1. Na faixa de 999

cm−1 a 1800 cm−1 os coeficientes de correlação para os espectros obtidos com laser de

3,5 mW e 700 µW apresentam valores entre 0,3 e 0,65. Já para os espectros obtidos com

excitação de laser de 7 mW os valores de coeficiente de correlação variam de 0,0 a 0,2.

Os resultados da Figura 46 mostram o elevado comportamento randômico dos espectros

obtidos em diferentes janelas de frequência principalmente para os modos vibracionais da

molécula de GSH que estão situadas entre 343 cm−1 a 1800 cm−1.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 47 – Coeficiente de correlação GLCM em função do número de onda nas regiões espectrais entre
150 cm−1 e 280 cm−1 (a), entre 343 cm−1 e 500 cm−1 (b), entre 530 cm−1 e 924 cm−1 (c) e entre 999
cm−1 e 1800 cm−1 (d).

Os coeficientes de correlação entre as diferentes linhas Raman são mostrados nas

Figuras 47a-47d. Em todos os espectros o valor da correlação é próximo de 1 quando o

offset em número de onda é igual a zero. Isto era esperado, pois neste caso este valor

corresponde à autocorrelação de cada uma das próprias linhas Raman. Na faixa espectral
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de 150 cm−1 a 280 cm−1 (Fig. 47a), a correlação apresenta uma queda do valor 1 para

zero de forma lenta. Isto está relacionado à existência de uma banda com largura elevada,

como pode ser visto nas Figuras 43a, 44a e 45a. Por outro lado, linhas Raman distantes

entre si - acima de 60 cm−1 - apresentam baixa correlação quando excitadas com laser de

7 mW. Já as linhas Raman excitadas com potências de 3,5 mW e 700 µW apresentam

algum grau de anticorrelação (valor negativo do coeficiente de correlação).

Na faixa espectral de 343 cm−1 a 500 cm−1 (Fig. 47b), os espectros obtidos com laser

de 7 mW de potência apresentam picos de correlação (0,4) nas distâncias de 23, 48, 73,

94, 115 cm−1. Isto mostra que as linhas separadas nos valores acima indicados e suas

diferenças entre estas distâncias apresentam correlação media (0,4) para esta potência

e nesta região. Os espectros obtidos com potências do laser em 3,5 mW e 700 µW

apresentam um padrão menos oscilante nos seus coeficientes de correlação, indicando

uma menor correlação entre suas diferentes linhas Raman se comparado com as linhas

Raman obtidas com potência laser de 7 mW (Fig. 47a). Na região de 530 cm−1 a 924

cm−1 (Fig. 47c) as linhas Raman dos espectros obtidos com laser de 3,5 mW apresentam

um comportamento oscilante com picos (0,3) em distâncias de 205, 285. 326, 357 cm−1.

Já as linhas correspondentes aos espectros obtidos com laser de potência de 7 mW, 3,5

mW e 700 µW apresentam padrões menos oscilante e baixo coeficiente de correlação. Na

Região entre 999 cm−1 a 1800 cm−1 (Fig. 47d) as correlações entre as diferentes linhas

Raman são próximas de zero para os espectros obtidos com as potências de laser de 7 mW

e 3,5 mW. Mas nesta faixa observa-se uma correlação de 0,3 a 0,6 para 700 µW, onde as

linhas em torno de 1500 cm−1 são intensas nas primeiras varreduras, mas se atenuam nas

últimas varreduras (Figs. 45b e 45c). Isto indica uma posśıvel degradação da GSH sobre

os nanocilindros por um processo fotocataĺıtico.

A partir do comportamento dos coeficientes de correlação em função do tempo e da

distância entre as linhas (frequência), finalmente podemos afirmar que o comportamento

flutuante dos espectros SERS da molécula de GSH é altamente randômico. Tal com-

portamento é quase independente da potência de excitação do laser, diferentemente do

comportamento flutuante dos espectros SERS da molécula NAD. Pois com a NAD foi

observada uma dependência do comportamento do coeficiente de correlação em função da

potência do laser de excitação, com comportamento mais randômico para laser de baixas

potências.

A intensificação Raman da molécula de GSH, também não pode ser explicada apenas

pela intensificação dos plasmon de superf́ıcie originadas no arranjo periódico dos nanoci-

lindros de Au. Isto porque os cálculos teóricos indicam que nanocilindros de aproximada-
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mente 60 nm apresentam uma intensificação de no máximo 8 a 9 vezes, completamente

diferente da intensificação observada no presente caso que foi entorno de 4 ordens de

grandeza. Assim, como no caso do comportamento SERS da molécula de NAD, podemos

atribuir à formação de picocavidades de dimensões atômicas. Esta proposta é sustentada

pela tendência mostrada nos cálculos do comportamento de pequenas protuberâncias na

superf́ıcie dos nanocilindros (Fig. 34) em relação à intensificação do campo próximo.

Assim como nos espectros SERS da molécula NAD, podemos atribuir as flutuações à

formação e destruição randômica destas picocavidades.

Além da formação e destruição de picocavidades, posśıveis deslocamentos mecânicos

da molécula de GSH devido à influência dos elevados campos próximos na região das

picocavidades também podem contribuir para as flutuações espectrais. As picocavidades,

portanto, originam um gradiente de campo elevado induzindo o deslocamento da molécula.

Note que para longos peŕıodos de excitação da molécula GSH com laser de 785 nm e

potência de 7 mW (utilizado para a obtenção dos espectros SERS), as linhas Raman

começam a se atenuar. Este resultado sugere que nestas condições experimentais, em

adição a flutuação dos espectros SERS, acontece também uma posśıvel degradação da

molécula por efeito fotocataĺıtico, como sugerido em (90, 104, 240, 241). Isto indicaria

que a intensificação de campo próximo originado pelas picocavidades pode intensificar o

efeito fotocataĺıtico para a degradação da molécula de GSH.

Em śıntese, o evento de flutuações SERS no tempo e sobre as frequências dos modos

vibracionais observado no presente estudo poderia ser devido à geração randômica de pi-

cocavidades sobre a superf́ıcie do nanocilindro. Os hot spots das picocavidades induziram

forças gradientes capazes de mudar a configuração da NAD e da GSH sobre as superf́ıcies

das picocavidades. Desta forma, as flutuações SERS sobre as frequências dos modos foram

promovidas.
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4 CONCLUSÕES

Neste trabalho, matrizes de nanocilindros de Au foram fabricadas por meio de um

simples processo utilizando estruturas de alumina com poros organizados como máscara

mecânica. As matrizes de nanocilindros se formaram após a deposição de Au pela técnica

de electron beam. A caracterização por microscopia eletrônica de varredura mostrou uma

matriz de padrão hexagonal organizado de nanocilindros. A estrutura em matriz também

foi caracterizada por espectroscopia de reflectância. Os espectros de reflectância destas

amostras confirmaram a caracteŕıstica periódica dos arranjos de nanocilindros de Au

fabricados utilizando as membranas de óxido de alumı́nio. Por meio desta técnica foram

fabricados arranjos de nanocilindros de Au sobre substratos de Si com uma fina camada

de SiO2 (75 nm) e na seção transversal de fibras multimodo. Este último tipo de sistema

foi fabricado visando sua utilização em sondas para sensoriamento biomolecular.

As matrizes de nanocilindros de Au de aproximadamente 60 nm de diâmetro mostra-

ram ser a melhor superf́ıcie SERS, para as moléculas de NAD e GSH. Estes resultados

mostraram-se completamente concordantes com os cálculos teóricos de intensificação de

campo próximo obtidos através da técnica FDTD. Os resultados apontam os arranjos de

nanocilindros com diâmetro de cerca de 60 nm como os sistemas com maior intensificação

de campo próximo se comparados com as outras estruturas fabricadas neste trabalho.

A intensidade SERS extremamente alta de NAD proveniente desta superf́ıcie em con-

junto com as flutuações ao longo do tempo revelaram um evento SERS correspondente

à detecção de uma única molécula. Isto é assumido visto que uma monocamada ou me-

nos de NAD foi depositada sobre a superf́ıcie SERS. As flutuações das linhas Raman se

revelaram eventos altamente randômicos e não correlacionado ao longo do tempo. Este

comportamento randômico foi mais acentuado quando a potência do laser de excitação

foi menor do que 700 µW. Isto foi observado mesmo em potência de excitação laser ex-

cepcionalmente baixa (70 nW).

No caso das amostras com GSH, as matrizes de nanocilindros de Au de 58 nm (próximo

de 60 nm) de diâmetro mostraram ser a melhor superf́ıcie SERS, e flutuações espectrais

também foram observadas. Como a preparação da amostra neste caso também garante a

adsorção de apenas uma monocamada (ou menos) de GSH, o arranjo experimental indica



102

a possibilidade de processos de detecção de apenas uma molécula. O comportamento flu-

tuante dos espectros SERS da molécula de GSH mostrou-se altamente randômico, porém,

quase independente da potência de excitação do laser. Isto foi diferente das flutuações

dos espectros SERS com a molécula NAD, em que foi observada uma dependência do co-

eficiente de correlação em função da potência do laser de excitação, com comportamento

mais randômico para potências baixas do laser.

A alta intensidade SERS e o evento de flutuação com NAD e GSH foram discutidos

dentro do acoplamento paramétrico plasmônico-vibracional quântico. Os cálculos FDTD

sugerem fortemente que a intensificação SERS na melhor superf́ıcie SERS foi promovida

pelo mecanismo de ação reversa dinâmica. Neste sentido, a alta intensificação SERS ocorre

devido ao acoplamento paramétrico entre a cavidade de plasmon e os modos vibracionais

da molécula.

Os resultados experimentais SERS das moléculas NAD e GSH com eventos de flu-

tuações randômicas sugerem que as picocavidades de plasmon se originaram a partir da

formação e destruição espontâneas de pequenas protuberâncias (menores do que 2 nm

de tamanho) sobre a superf́ıcie dos nanocilindros. Estas picocavidades podem induzir a

alta intensificação do campo próximo, como verificado pelos cálculos teóricos desenvol-

vidos. Em adição, a formação e destruição das picocavidades pode promover o evento

de flutuação SERS ao longo do tempo, como sugerido em (105). A flutuação sobre as

frequências dos modos vibracionais é também relacionada a forças gradientes que podem

movimentar a molécula sobre os nanocilindros. Estas forças gradientes também são in-

duzidas pela formação e destruição randômicas de picocavidades, como apontado pelos

cálculos teóricos.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como as moléculas NAD e GSH apresentaram maior intensificação SERS em na-

noestruturas semelhantes - nanocilindros com aproximadamente 60 nm de diâmetro -

espera-se detectar NAD e GSH a partir do mesmo dispositivo. Nestes ensaios futuros,

também deseja-se incluir a molécula NADP para se obter informações sobre a redutase

e a produção de GSH em sistemas biológicos (Fig. 39). Visto que a GSH é potencial

biomarcador de câncer e baixos ńıveis desta molécula podem causar o estresse oxidativo

e o surgimento de doenças, como mal de Parkinson (242, 243).

Apesar da detecção de NAD em matriz de nanocilindros sobre núcleo de fibra óptica

ter apresentado potencial na aplicação em dispositivos do tipo sonda, as linhas Raman

do núcleo são intensas e podem mascarar as linhas atribúıdas à molécula de teste. Para

superar este desafio, pretende-se utilizar outra molécula cujos modos vibracionais estejam

em uma faixa espectral diferente dos modos do núcleo.
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6 ARTIGO PUBLICADO

Segue abaixo o artigo publicado referente a este trabalho. Um outro artigo sobre as

flutuações de espectros SERS da glutationa encontra-se em fase final de elaboração.

MAGALHÃES, F. B.; JAIMES, R. F. V. V.; CÓRIO, P.; SALCEDO, W. J. SERS fluc-

tuations of NAD molecules adsorbed on arrays of Au nanocylinders. Optical Materials

Express, v. 11, n. 9, p. 3154-3177, 2021. DOI: 10.1364/OME.434894.
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⟨https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813018335840⟩.

191 TEKIE, F. S. M. et al. Glutathione responsive chitosan-thiolated dextran
conjugated mir-145 nanoparticles targeted with as1411 aptamer for cancer treatment.
Carbohydrate Polymers, v. 201, p. 131–140, 2018. ISSN 0144-8617. Dispońıvel em:
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⟨https://doi.org/10.1021/acsami.7b07369⟩.

215 NOLIN, T. D.; MCMENAMIN, M. E.; HIMMELFARB, J. Simultaneous
determination of total homocysteine, cysteine, cysteinylglycine, and glutathione in
human plasma by high-performance liquid chromatography: application to studies of
oxidative stress. Journal of Chromatography B, Elsevier, v. 852, n. 1-2, p. 554–561,
2007.

216 YOSHIDA, T. Determination of reduced and oxidized glutathione in erythrocytes
by high-performance liquid chromatography with ultraviolet absorbance detection.
Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, Elsevier,
v. 678, n. 2, p. 157–164, 1996.

217 HU, B.; CAO, X.; ZHANG, P. Selective colorimetric detection of glutathione based
on quasi-stable gold nanoparticles assembly. New Journal of Chemistry, The Royal
Society of Chemistry, v. 37, n. 12, p. 3853–3856, 2013.

218 GUAN, X. et al. A simultaneous liquid chromatography/mass spectrometric assay
of glutathione, cysteine, homocysteine and their disulfides in biological samples. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Elsevier, v. 31, n. 2, p. 251–261, 2003.

219 IWASAKI, Y. et al. Analysis of glutathione and glutathione disulfide in human
saliva using hydrophilic interaction chromatography with mass spectrometry. Journal
of Chromatography B, Elsevier, v. 839, n. 1-2, p. 74–79, 2006.

220 GIL, A. et al. LC-MS analysis of key components of the glutathione cycle in tissues
and body fluids from mice with myocardial infarction. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, Elsevier, v. 160, p. 289–296, 2018.



122

221 YAO, Z. et al. Conjugated polyelectrolyte as a colorimetric and fluorescent probe for
the detection of glutathione. Chemical Communications, Royal Society of Chemistry,
n. 39, p. 5886–5888, 2009.

222 LI, Y. et al. Anti-aggregation of gold nanoparticle-based colorimetric sensor
for glutathione with excellent selectivity and sensitivity. Analyst, Royal Society of
Chemistry, v. 136, n. 1, p. 196–200, 2011.

223 FENG, B. et al. A sensitive LSPR sensor based on glutathione-functionalized gold
nanoparticles on a substrate for the detection of Pb2+ ions. RSC Advances, Royal
Society of Chemistry, v. 8, n. 8, p. 4049–4056, 2018.

224 OPSTAD, K. et al. Detection of elevated glutathione in meningiomas by
quantitative in vivo 1H MRS. Magnetic Resonance in Medicine: An Official
Journal of the International Society for Magnetic Resonance in Medicine,
Wiley Online Library, v. 49, n. 4, p. 632–637, 2003.

225 MANDAL, P. K.; TRIPATHI, M.; SUGUNAN, S. Brain oxidative stress: detection
and mapping of anti-oxidant marker ‘glutathione’in different brain regions of healthy
male/female, MCI and Alzheimer patients using non-invasive magnetic resonance
spectroscopy. Biochemical and Biophysical Research Communications, Elsevier,
v. 417, n. 1, p. 43–48, 2012.

226 LI, P. et al. Metal coordination-functionalized Au–Ag bimetal SERS nanoprobe for
sensitive detection of glutathione. Analyst, The Royal Society of Chemistry, v. 144, p.
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⟨https://doi.org/10.1021/nl034223+⟩.

230 CAO, N. et al. Au@SiO2@RuDS nanocomposite based plasmon-enhanced
electrochemiluminescence sensor for the highly sensitive detection of glutathione.
Talanta, v. 204, p. 402–408, 2019. ISSN 0039-9140. Dispońıvel em: ⟨https:
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APÊNDICE A – ATRIBUIÇÕES DAS LINHAS DE

NAD E GSH OBTIDAS EM

NANOCILINDROS

Tabela 4 – Picos SERS de NAD encontrados em nanocilindros de 63 nm de diâmetro em diferentes
potências e suas respectivas atribuições.

Localização (cm−1)

Atribuição7

mW

3,5

mW

700

µW

350

µW

35

µW

70

nW

Fig.

(25)

Fig.

(26)

Fig.

(27)

Fig.

(29)

Fig.

(30)

Fig.

(31)

562 610 587 559 583 - -

618 616 624 625 615 - 0.5A + 0.5Nic (164)

647 638 646 651 639 - 0.5A + 0.5Nic (164)

673 688 678 665 701 694 -

- 719 722 721 717 704 A (168)

730 748 735 728 734 - A (164, 165, 168) + δR1 (168)

806 791 781 781 799 - R + pirofosfato (102) + R2 + Nic (168)

816 815 811 811 823 - R (164, 165)

832 843 833 831 838 - Fosfato (146)

867 847 851 868 846 - R1 + Fosfato (168)

878 887 886 882 882 - Fosfato (168)

902 911 902 932 907 924 Fosfato (164, 168)

942 937 941 950 943 - -

971 985 960 962 956 957 P-O(H) (120)

- 996 999 997 996 - -

1028 1017 1037 1009 1027 1037 Nic anel str (164, 165, 168, 244)

Continua
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Continuação

Localização (cm−1)

Atribuição7

mW

3,5

mW

700

µW

350

µW

35

µW

70

nW

Fig.

(25)

Fig.

(26)

Fig.

(27)

Fig.

(29)

Fig.

(30)

Fig.

(31)

1052 - 1055 1059 1060 - -

1069 1086 1067 1074 1092 - Fosfato (164, 168)

1112 1130 1120 1128 1128 - R2 (164, 165, 168) + PO2 str (146, 165)

+ pirofosfato (168)

1143 1160 1142 1155 1136 - -

1172 1162 1164 1186 1176 - R2 + Nic (164, 165, 168)

1189 1207 1204 1199 1201 - P-O(C) (120)

1216 1210 1217 1215 1210 - -

1229 1232 1247 1238 1244 - O-H (120)

1256 1252 1254 1262 1261 - PO2− + A (120, 164, 168)

1275 1283 1277 1269 1266 1281 A (164)

1302 1305 1305 1291 1306 1301 A (168)

1319 1325 1322 1327 - - A anel + NH2 rock (164, 165)

1359 1349 1348 1343 1345 - A + δR1 + P=O (120, 146, 164, 165,

168)

1372 1381 1368 1372 1367 - A (164, 165, 168) + R1 (168)

1392 1393 1394 1392 1394 - A (164)

1395 1398 1409 1411 1397 1411 0.5A + 0.5Nic (164)

1425 1425 1424 1422 1418 - 0.5A + δR1 + 0.5Nic (164, 168)

1433 1432 1435 1436 1432 - A anel + Nic (152)

- 1462 1462 1455 1462 - R2 (146, 168) + δNic (152, 168) + A

anel (152)

- 1467 1463 1464 1473 - A anel (164, 165) + ν(C6-NH2) (164)

1477 1484 1478 1491 1487 - NMN (146) + A anel (152, 168)

1498 1498 1500 1497 1497 1502 - (165)

1526 1519 1517 1507 1525 1510 A anel (164, 168) + δR1 (168)

1533 1532 1533 1532 1532 - -

1552 1541 1558 1537 1536 1543 A (164, 165)

Continua
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Continuação

Localização (cm−1)

Atribuição7

mW

3,5

mW

700

µW

350

µW

35

µW

70

nW

Fig.

(25)

Fig.

(26)

Fig.

(27)

Fig.

(29)

Fig.

(30)

Fig.

(31)

1572 1575 1574 1564 - - A (164) + Nic (164, 165) + (N-H)τ (Nic)

(245)

1589 1585 1579 1577 1578 - 0.8A (152, 168) + δR1 + 0.2Nic (168) +

NH2 (152)

1595 1611 1592 1596 1590 1599 Nic anel (164, 165)

- 1622 1630 1613 1620 - Amide I (Nic), ν(C=O) (164) + Nic

(165, 168)

1636 - 1637 1636 1639 - CONH2 NH2 bend (Nic) (152)

- 1641 1642 1646 1641 - C=O (120)

- 1653 1651 1651 1653 - C=O str (Nic) (152)

- 1672 1679 1670 1672 - C=O str (Nic) (152)

- 1689 1705 1705 1700 - C=O str (Nic) (146, 245)

- 1750 1722 1735 1754 - -

Conclusão.

Grupos da molécula NAD: Nic, nicotinamida; A, adenina; NMN, mononucleot́ıdeo

de nicotinamida; R, ribose; R1, ribose próxima da A; R2, ribose próxima da Nic; pir.,

pirofosfato; e fosf., fosfato.
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Tabela 5 – Picos SERS de GSH encontrados em nanocilindros de 58 nm de diâmetro em diferentes
potências e linhas Raman da GSH em forma de pó.

Localização (cm−1)

Atribuição (109)7

mW

3,5

mW

700

µW

Pó

GSH

Fig.

(43)

Fig.

(44)

Fig.

(45)

Fig.

(40)

165 151 165 - κ(C–C–C=O) (246)

197 - 204 - τ(C–N–C) (236)

227 213 227 220 [τ(C–C–C) + τ(C–C–N)] (247)

236 243 251 - κ(C–C–N–C) (248) + κ(H–S–C–C) (109)

271 273 269 - τ(S–C–C) (109)

279 - 279 287 τ(C–C–C) (249) + τ(C–C–C) (246)

302 306 304 - τ(C–C–N) (237) + τ(N–C–C) (236) + τ(C–N–C) (237)

- - 332 - τ(C–C–N) (246) + τ(O–C–N) (246)

- - 357 350 (N–H)twist (250)

- 359 - - τ(C–C–O) (246) + (N–H)twist (109)

390 378 379 - τ(N–C–C) (247)

408 396 419 401 τ(O–C–C) (251)

- - 424 - -

446 438 463 447 κ(C–N–C–C) (246)

478 473 495 478 τ(H–S–H) (109) + τ(O–C–C) (249)

- - 519 - τ(O–C–O) (246) + τ(C–C–O) (237)

- - 556 549 str(C–H)rock (246) + κ(O–C–O–C) (247)

566 569 577 - str(C–H)rock (237) + κ(O–C–O–C) (109)

588 - 602 - -

623 621 610 623 τ(O–C–C) (252)

651 640 644 - str(C–C) (246)

658 - 660 - str(S–C) (253) + τ(O–C–N) (246)

682 685 673 679 str(S–C) (252) + τ(O–C–O) (109)

709 703 702 - τ(O–C–O) (236) + τ(C–C–O) (246)

716 717 717 723 τ(O–C–O) (238)

735 - 741 - κ(6C–O–O–C) (109)

759 761 754 - str(C–H)rock (109)

Continua
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Continuação

Localização (cm−1)

Atribuição (109)7

mW

3,5

mW

700

µW

Pó

GSH

Fig.

(43)

Fig.

(44)

Fig.

(45)

Fig.

(40)

762 - 763 - τ(C–C–N) (246) + κ(O–C–N–C) (238) + κ(6C–O–O–C)

(251)

782 - 794 776 str(C5–H2)rock (109) + str(C4–H2)rock (254)

808 809 825 - str(S–C) (250) + τ(C–C–C) (246) + str(C–H)rock (255)

848 845 835 829 τ(H–N–C) (248) + κ(H–N–C–C) (109)

859 - 859 - κ(H–N–C–C) (109)

- 873 868 - κ(H–N–C–C) (109)

890 886 880 884 str(C–C) (251)

907 - 907 916 str(C–C) (249) + τ(H–S–C) (252)

941 - 933 - str(C–C) (249) + (C–H)rock (238)

956 954 954 953 str(C–C) (238) + (C–H)rock (246)

985 985 982 989 κ(O-C-O-H)(109)

- 996 1004 - κ(O–C–O–H) (109)

1009 1019 1018 1014 str(C–C) (109)

1034 - 1031 - str(C–C) (109) + (C–H)rock (256)

1041 1039 1057 1041 str(C–C) (257) + (C–H)rock (237) + (C–H)rock (237)

1080 1072 1068 1074 str(N–C) (109) + str(C–C) (258) + (C–H)rock (109) +

τ(C–S–H) (109)

1102 - 1097 - str(N–C) (257) + str(N–C) (252) + str(C–C) (252)

1113 1117 1116 1114 str(N–C) (237) + str(N–C) (247)

1125 1122 1131 - str(N–C) (247)

- 1144 1153 1143 str(N–C) (259) + τ(H–N–C) (237) + (C–H)twist (109)

+ (C–H)twist (249)

1183 1170 1181 1170 str(O–C) (236) + τ(H–N–C) (246) + ι(C–H) (237)

1197 1203 1213 - -

1236 1219 1223 1223 (C–H)twist (109) + ι(H–C) (236)

1246 - 1246 - (C–H)twist (109)

1251 - - - str(O–C) (253) + (C–H)twist (257)

1269 1260 1272 - τ(H–C–C) (257) + (C–H)twist (252) + (C–H)wagg (109)

Continua
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Continuação

Localização (cm−1)

Atribuição (109)7

mW

3,5

mW

700

µW

Pó

GSH

Fig.

(43)

Fig.

(44)

Fig.

(45)

Fig.

(40)

1281 1275 1281 1280 str(O–C) (248) + (C–H)wagg (109)

1298 1294 - - str(N–C)(237) + (C–H)wagg (109)

1319 - 1314 1308 (C–H)twist (109) + (C–H)wagg (109)

1327 1326 1326 - str(O–C) (109) + ι(H–C)

1341 1334 1339 1333 (C–H)twist (237) + ι(H–C) (109)

1349 1351 1351 - str(N–C) (109) + ι(H–C) (237) + ι(H–C) (237)

1367 1357 1362 1368 τ(H–O–C)(251) + (C–H)wagg (109)

1372 1384 1390 - (C–H)wagg (248) +(C–H)wagg (109)

1394 1395 1406 - str(N–C) (237) + τ(H–C–C) (109)

1408 - - 1404 τ(H–C–N) (109) + τ(C–O–H) (238)

1426 - 1427 - τ(H–O–C) (237) + (C–H)scis (109)

- 1435 1438 1443 τ(H–O–C) (260) + (C–H)scis (109)

1452 - - - (C–H)scis (94)

1468 1468 1471 - (C–H)scis (257) + (C–H)scis (109)

1482 1514 1493 1491 (C–H)scis (109) + (C–H)scis (261)

1525 1527 1537 1536 str(N–C) (238) + τ(H–N–C) (109)

1557 1550 1558 - str(N–C) (259) + τ(H–N–C) (109)

1585 1594 1581 - (N–H)scis (109)

1616 1611 1619 - str[(O=C)+(O=C)]sym (109)

- - 1637 1631 str[(O=C)+(O=C)]asym (109)

- 1651 1658 - str(O=C) (109)

- - 1682 - -

- 1700 1703 1705 str(O=C) (109)

1737 - - - -

- - 1777 - -

Conclusão.

Os significados dos śımbolos e abreviações encontrados nas Tabelas 4 e 5 são: Modos

vibracionais: str, stretching ; wagg, wagging ; bend, bending ; scis, scissor ; rock ; twist ; sym,
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movimento simétrico; asym, movimento assimétrico; δ, pequena influência; κ, torção; τ ,

bending no plano; e ι, bending fora do plano.
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APÊNDICE B – EXTRAÇÃO DE PARÂMETROS

DA CURVA DA BANDA DA

CAVIDADE PLASMÔNICA

A partir da curva de intensificação de campo em função do comprimento de onda

mostrada nas Figuras 34a e 35, foram calculados o fator de qualidade Q e a largura da

banda plasmônica em número de onda com unidades em cm−1. A Figura 34a teve as

escalas dos eixo reajustadas e alguns parâmetros da banda da cavidade plasmônica foram

apontados, como mostra a Figura 48.

Figura 48 – Gráfico da Figura 34a com indicação de parâmetros.

Na Figura 48, VR é a intensificação de campo máxima, λR é o comprimento de onda

correspondente à intensificação de campo máxima. Ao se traçar uma linha horizontal

em VR/2, encontram-se os valores correspondentes de comprimento de onda λ1 e λ2. A

diferença entre estes valores é igual a largura de banda do plasmon ∆λ. Para cada valor

de λ há um valor de intensificação V correspondente, pois:
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c = λi × Vi (B.1)

Onde c é a velocidade da luz igual a 299.792.458 m/s; e i = 1, 2 ou R. A largura da

banda plasmônica ∆λ é dada por λ2 − λ1, portanto, a partir da Eq. B.1 nota-se que ∆λ

possui uma diferença ∆V correspondente, dada por:

∆V = V2 − V1 =
c

λ2

− c

λ1

=
c∆λ

λ1λ2

(B.2)

E o fator de qualidade Q é dado por:

Q =
VR

∆V
=

λ1λ2

λR∆λ
(B.3)

Na Figura 48, λ1=785 nm (laser de excitação), λ2=815 nm, e λR= 796 nm, como

visto na Figura 34a. Fazendo as substituições, encontra-se Q≈27 e a largura de banda é

30 nm. Para encontrar a largura de banda ∆λ em número de onda, em cm−1, deslocada

para o vermelho em relação ao laser de excitação:

2π
∆λ

λ1λ2

= 2946 cm−1 (B.4)

De modo análogo, a distância de energia entre o λ do laser de excitação (785 nm) e o

λ do pico da banda plasmônica (796 nm) é dado por:

2π
λR − λ1

λ1λR

= 1106 cm−1 (B.5)
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ANEXO A – ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman revela a composição qúımica de amostras sólidas ou ĺıquidas.

Esta técnica permite se observar os modos vibracionais das moléculas presentes em uma

amostra, estes modos estão associados às ligações interatômicas presentes na molécula em

análise. O conjunto de modos vibracionais é mostrado no espectro Raman, este espectro é

caracteŕıstico para cada tipo de molécula e, portanto, atua como uma “impressão digital

molecular”.

Ao se iluminar a amostra com uma luz monocromática (laser), parte da luz incidente

é transmitida, refletida ou absorvida pela amostra, enquanto outra parte é espalhada.

Quase toda a luz espalhada pela amostra possui a mesma energia (frequência) que a luz

incidente e não contribui para o efeito Raman, este espalhamento é chamado de elástico

ou Rayleigh. No entanto, uma pequena fração da luz espalhada possui energia diferente

da luz incidente, este espalhamento é chamado de inelástico ou Raman. Isso ocorre porque

neste caso há troca de energia entre a luz incidente e os modos vibracionais da molécula. A

luz espalhada pela molécula com menor energia que a do laser de excitação é chamada de

espalhamento Raman do tipo Stokes. E a luz espalhada pela molécula com maior energia

que a do laser de excitação é chamada espalhamento Raman do tipo anti-Stokes. A Figura

49 mostra o diagrama de bandas de energia de espalhamento Rayleigh e espalhamento

Raman dos tipos Stokes e anti-Stokes, onde E0 é a energia do laser de excitação e E é a

energia espalhada pela molécula (262).

Na Figura 49, as transições que começam em um ńıvel vibracional de energia e ter-

minam em um ńıvel de maior energia dão origem ao espalhamento do tipo Stokes. As

transições que começam e terminam no mesmo ńıvel vibracional de energia dão origem ao

espalhamento Rayleigh. E as transições que terminam em um ńıvel vibracional de energia

inferior ao que começaram dão origem ao espalhamento do tipo anti-Stokes. Como em

temperatura ambiente a maioria das vibrações moleculares está no ńıvel de energia E=0,

o espalhamento Stokes é mais intenso que o anti-Stokes (262).

A energia da luz é proporcional à sua frequência, que por sua vez é tradicionalmente
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Figura 49 – Modelo idealizado de espalhamento Rayleigh, Raman Stokes e Raman anti-Stokes.

Fonte: (262)

medida em uma unidade chamada de número de onda (número de ondas por cent́ımetro)

cuja unidade de medida é (cm−1). O eixo horizontal de um espectro Raman é a diferença

entre o número de onda do laser de excitação e o número de onda da luz espalhada ine-

lasticamente, essa diferença também é chamada de deslocamento Raman (Raman Shift)

e é dado em cm−1. Os deslocamentos Raman das linhas de um espectro fornecem in-

formações sobre as ligações interatômicas existentes na molécula. Mais detalhes sobre a

espectroscopia Raman podem ser encontrados em (262), e a teoria do efeito Raman está

dispońıvel em (263).
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ANEXO B – O MÉTODO FDTD

O método FDTD (Finite-Difference Time-Domain) é uma técnica numérica utilizada

para resolver as equações de Maxwell no domı́nio do tempo e do espaço. Como se sabe, as

leis de Faraday (Eq. B.1) e Ampère (Eq. B.2) também são as equações de Maxwell que

descrevem o comportamento dos campos elétrico E⃗ e magnético H⃗ no domı́nio do tempo.

Ao resolver numericamente estas equações, a propagação de ondas eletromagnéticas pode

ser simulada pelo método FDTD com o aux́ılio de um computador (264–266).

∇× E⃗ = −∂B⃗

∂t
− M⃗ (B.1)

∇× H⃗ =
∂D⃗

∂t
+ J⃗ (B.2)

B⃗ = µH⃗ (B.3)

D⃗ = εE⃗ (B.4)

Onde D⃗ é a densidade de fluxo elétrico (C/m2), B⃗ é a densidade de fluxo magnético

(Wb/m2), J⃗ é a densidade de corrente elétrica (A/m2), M⃗ é a densidade de corrente

magnética equivalente (V/m2), µ é a permeabilidade magnética (H/m), e ε é a permissi-

vidade elétrica (F/m). Após fazer as substituições e rearranjar os termos, E⃗ e H⃗ para o

caso tridimensional são dados por:

∂E⃗

∂t
=

1

ε

(
∇× H⃗ − J⃗

)
(B.5)

∂H⃗

∂t
=

1

µ

(
∇× E⃗ + M⃗

)
(B.6)
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Em 1966, Yee criou um método para resolver as equações de Maxwell dependentes do

tempo (Eqs. B.5 e B.6), isso deu origem a um algoritmo que é a base da técnica FDTD

(264). A Figura 50 ilustra o algoritmo de Yee no espaço tridimensional onde os centros

correspondem ao E⃗ e as bordas correspondem ao H⃗. Cada componente do rotacional

de H⃗ é cercada por quatro componentes circulantes de E⃗ (Fig. 51a) e vice-versa (Fig.

(51b). A Figura 51c ilustra E⃗ e H⃗ nos centros e nas bordas de dois cubos acoplados em

uma imagem tridimensional com os rotacionais e contornos das leis de Faraday e Ampère.

Portanto, o algoritmo de Yee simula as equações de Maxwell tanto na forma pontual

diferencial quanto na forma integral (266).

Figura 50 – Célula unitária cúbica de Yee.

Fonte: (264)

Figura 51 – (a) modo TE, (b) modo TM e (c) grade de Yee tridimensional.

Fonte: (264)

No modo TE (Fig. 51a), a componente H⃗z do campo magnético é normal à superf́ıcie

da face e perpendicular às componentes E⃗x e E⃗y do campo elétrico nas bordas do cubo.

No modo TM (Fig. 51b), a componente E⃗z é normal à face e H⃗x e H⃗y estão nas bordas do
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cubo. Uma rede espacial tridimensional de Yee consiste em uma multiplicidade de células

de Yee (Fig. 51c) (264).

O algoritmo de Yee acopla as equações B.5 e B.6 em sequência e as resolve iterativa-

mente ao longo do tempo, então E⃗ é calculado a partir de H⃗ e vice-versa. Yee denominou

este modo de calcular-se continuamente E⃗ e H⃗ de leapfrog, ou salto do sapo. Inicial-

mente os valores dos campos são igualados a zero, em seguida os valores calculados de

E⃗ no espaço são armazenados para t=0 usando os valores armazenados de H⃗. Então em

t = 0, 5∆t todos os valores de H⃗ são calculados no espaço usando os valores de E⃗ e arma-

zenados na memória. O ciclo recomeça e este processo continua até que aquele passo no

tempo esteja conclúıdo. A Figura 52 ilustra este processo com um gráfico espaço-tempo

para propagação de onda em uma dimensão (266).

Figura 52 – Gráfico de espaço vs. tempo do algoritmo referente à propagação de uma onda eletro-
magnética.

Fonte: (264, 266)

No presente estudo, a plataforma Lumerical FDTD utilizou nos cálculos as propri-

edades dos materiais que compõe as matrizes de nanocilindros, as imagens MEV e as

espessuras dos nanocilindros e do SiO2. O FDTD é um método robusto e largamente

utilizado nas mais diversas aplicações. Mais detalhes sobre este método podem ser encon-

trados em (267–271).



140

ANEXO C – OSCILADOR HARMÔNICO

QUÂNTICO

Nesta seção é apresentado um resumo do conhecido modelo do oscilador harmônico

quântico (Eq. C.1):

Ĥ =
P̂ 2

2m
+

mω2

2
X̂2 (C.1)

Onde Ĥ é o operador hamiltoniano e representa a energia total do sistema; P̂ é

o operador momento; m é a massa; ω é a frequência da oscilação; e X̂ é o operador

posição. Em analogia ao oscilador harmônico clássico, o termo P̂ 2

2m
está associado à energia

cinética, e o termo mω2

2
X̂2 à energia potencial. Para simplificar o cálculo, costuma-se criar

operadores adimensionais P̂ e X̂ em vez de P̂ e X̂, respectivamente, fatorando-se os dois

termos por ℏω
2
:

Ĥ =
ℏω
2

(
P̂

2
+ X̂

2
)

(C.2)

Onde:

P̂ =

√
1

mℏω
P̂ (C.3)

X̂ =

√
mω

ℏ
X̂ (C.4)

Como i2 = −1 e o comutador é
[
X̂, P̂

]
= iℏ, a soma de quadrados da Eq. C.2 pode

ser reescrita como uma diferença de quadrados como um produto notável:

X̂
2
+ P̂

2
=

(
X̂ + iP̂

)(
X̂ − iP̂

)
+ i

[
X̂, P̂

]
(C.5)
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O valor do comutador dos operadores X̂ e P̂ em X̂ e P̂ é encontrado pelas equações

Eq. C.3 e C.4. Ao substituir
[
X̂, P̂

]
por iℏ, temos:

[
X̂, P̂

]
=

√
mω

ℏ

√
1

mωℏ

[
X̂, P̂

]
= i (C.6)

Assim, a equação C.5 é reescrita como:

X̂
2
+ P̂

2
=

(
X̂ + iP̂

)(
X̂ − iP̂

)
− 1 (C.7)

Ao substituir a soma de quadrados da equação C.2 pelo valor encontrado em C.7, o

hamiltoniano do oscilador harmônico quântico torna-se:

Ĥ = ℏω


(
X̂ + iP̂

)
√
2

(
X̂ − iP̂

)
√
2

− 1

2

 (C.8)

Como X̂ e P̂ são iguais aos seus conjugados hermitianos, note que
(
X̂ + iP̂

)
é mul-

tiplicada por sua conjugada complexa e dois novos operadores podem representar estes

termos (Eq. C.9 e C.10):

â =

(
X̂ + iP̂

)
√
2

(C.9)

â† =

(
X̂ − iP̂

)
√
2

(C.10)

O hamiltoniano do oscilador harmônico quântico é reescrito simplesmente como (Eq.

C.11):

Ĥ = ℏω
(
ââ† − 1

2

)
(C.11)

Onde â e â† são conhecidos como operadores bosônicos de aniquilação e criação,

respectivamente. E o que é criado ou aniquilado são as excitações de um sistema de

oscilação harmônica.


