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ABSTRACT

Surface-Enhanced Raman Scattering consists of a significantly (up to 14 orders of magnitude)
enhancement of the Raman effect due to an interaction between the electromagnetic field with
the surface plasmons. There is a large interest on these surfaces because of their application
on the identification of substances. This article describes the preparation of colloidal silver
solutions, and their spectral characterization, for future use on the fabrication of SERS. The
synthesis of the nanoparticles solutions used salts, stabilizers and excess reactants for the
study of the nanoparticles aggregation parameters. The additions of NaCl or AgNQOs solutions
promote the formation of nanoparticle clusters as indicated by the analysis of the absorption
spectra of the silver colloidal solutions. Another important aspect for the stability of the
colloidal silver solutions and is the storage conditions. Additionally, we fabricated a silver
nanoparticle film with the colloidal silver solution that whose Raman efficiency will be
characterized in future experiments.
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RESUMO

Surface-Enhanced Raman Scattering consiste num aumento significativo (de até 14 ordens de
magnitude) da eficiéncia do espalhamento Raman através da interagdo do campo
eletromagnético com os plasmons de superficie. Estas superficies possuem grande interesse
biomolecular devido a sua utiliza¢do na identifica¢do de substincias. Este artigo descreve a
preparagdo de solugdes coloidais de prata e sua caracterizagdo espectral para posterior
aplicacdo na fabricacdo de superficies SERS. A sintese da solugfo padrio, foi realizada
utilizando sais, estabilizantes e os proprios reagentes em excesso para o estudo dos
pardmetros de agregacdo das nanoparticulas. Através da analise das curvas de absor¢fio para
os diferentes aditivos, foi observado que uma agregacdo das nanoparticulas de prata ocorre
intensamente com a adi¢fio de solugdes de NaCl ou AgNOs. Outra observagido fundamental,
foi que o periodo de estocagem e as suas condi¢des sdo fatores relevantes na estabilidade da
solugdo. Ainda neste trabalho foi preparado um filme com a solugéo padrio de prata coloidal
para analises futuras de eficiéncia Raman.

Palavras-chaves: Espalhamento Raman; SERS; Prata Coloidal

1. INTRODUCAO
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Chandrasekhara V. Raman estava encantando com a opalescéncia do Mar Mediterraneo
quando fez sua viagem para a Europa no verdo de 1921. Néo € a primeira vez em que o azul
do céu ou do mar sio fontes de inspiragdo para teorias. Com Raman, ndo foi diferente. Suas
observagOes incentivaram a sua pesquisa da difusdo da luz em liquidos, o que mais tarde, em
1928, traria uma discussio e hipdtese sobre o espalhamento inelastico da luz pela sua
interagfio com a matéria, conhecida atualmente como Espalhamento Raman'?2.

Quando a luz incide em um meio, os fotons incidentes sdo excitados a um nivel virtual de
energia e espalhados com quantidade de energia correspondente aos niveis vibracionais da
molécula. Considerando a luz como uma onda eletromagnética, em uma descri¢io classica do
fendmeno, esta onda induz um momento de dipolo na molécula pelo campo elétrico e €
modulado pelos niveis vibracionais. Esta € uma das explicagdes da teoria eletromagnética do
fendmeno. Quando a radiacdo emitida possui uma frequéncia menor do que a radiagfo
incidente, este fendmeno € chamado de espalhamento Stokes, quando a frequéncia irradiada é
maior, o fendmeno € descrito como espalhamento Anti-Stokes. Ha ocorréncias, em que a
radiacdo incidente € excitada até um auto estado da molécula correspondente aos niveis
eletronicos de energia, neste caso o efeito ¢ chamado de Espalhamento Raman Ressonante®.

Existem inumeras aplicagdes do espalhamento Raman, principalmente no que diz respeito a
espectroscopia Raman, ja que fornece uma “impressao digital” das moléculas da superficie de
um material, caracteristica de enorme relevincia na area biomédica na identificacio de
drogas, poluentes ambientais, pesticidas, etc®*. Porém, a espectroscopia Raman entra em
desvantagem com técnicas como fluorescéncia ou infravermelho, por possuir baixa secgio de
choque. A intensidade do espalhamento Raman depende do ntimero de espalhadores, como
pode ser visto na equagdo 1°:

P=N.o.l (1)

A qual P ¢ a poténcia do sinal Raman, N € o nimero de moléculas espalhadoras, o € a sec¢cio
de choque e | ¢é intensidade do laser. Como a sec¢fio de choque do espalhamento Raman é
pequena, o efeito so é visto para intensidades de luz relativamente altas.

Uma maior utilizaglio desse efeito requer uma intensificacdo dele. Foi justamente uma
intensificagdo no sinal Raman observado em 1973 com a utilizagfio de piridina em eletrodos
de prata, que em 1974 obteve a primeira publicagdo por Fleichman, Hendra e McQuillan
sobre o fendmeno conhecido como SERS (Surface Enhanced Raman Scattering)’. Este ¢
observado comumente em superficies de prata, ouro e cobre®. Quando ha uma associagfio do
efeito SERS com o Efeito Raman ressonante o fendmeno ¢ chamado de SERRS (Surface
Enhanced Resonance Raman Scattering).

Em alguns casos, o comprimento de onda do Espalhamento Raman ocorre na mesma regifo
do espectro de fluorescéncia. Como ele é um efeito ndo linear, normalmente € muito mais
fraco que a fluorescéncia e portanto, de dificil observacfo. Essa dificuldade pode ser superada
com o aumento da eficiéncia Raman, de até 10, através do efeito SERS® representando a
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medi¢do do espalhamento Raman por uma tnica molécula [single molecules]|. Sendo assim,
superficies SERS sdo comumente utilizadas como ferramentas na espectroscopia Raman.

Existem dois modelos quanto ao surgimento do Efeito SERS: o quimico ou molecular e o
modelo eletromagnético®. Este ultimo, descreve a intensificagiio do campo eletromagnético na
proximidade de uma nanoparticula metalica ou superficie rugosa de um metal devido a
interagfio com os plasmons de superficies — gas formado por elétrons de condugio®. Assim, o
modelo eletromagnético explica o efeito SERS como sendo independente do contato entre as
moléculas®’. Ja o modelo molecular, considera a interagio das moléculas espalhadoras com a
superficie, onde € levado em conta as ligagdes quimicas, intera¢des eletrostaticas gerando a
modificagdo da polarizabilidade e transferéncia de carga como principais estimulantes do
efeito. Este modelo contribuiu apenas com 2 ordens de grandeza em média do efeito total®.

Um fator relevante para o aumento do efeito é a rugosidade da superficie, pois, séo
exatamente estas irregularidades associadas a dispersdo das nano particulas quanto a estrutura
da superficie que irdo garantir a existéncia de pontos com intensificagdio do campo
eletromagnético. Para superficie lisas a ressonancia magnética € nula e a contribui¢do dos
fatores quimicos intrinsecos nio sio suficientes para a detecgio®’.

A intensificagio do Espalhamento Raman pelo emprego do efeito SERS possibilitou o
surgimento de inumeras patentes sobre o sequenciamento do DNA e a identificacdo das
moléculas e suas interagdes em células e membranas esta motivando diversas pesquisas na
area, o que demonstra a potencialidade deste campo de estudo em aplicagdes em farmacologia
e medicina®?.

A descoberta do efeito SERS ocasionou uma série de pesquisas para otimizagdo deste, assim
comegaram os testes para a procura de substancias, sais ou componentes que apresentassem
um incremento do sinal Raman. Existem dois métodos principais na preparagdo de substratos,
o primeiro foi publicado em 1978 por J. Alan Creighton®. O seu método utiliza como produtos
principais a piridina e o nitrato de prata. A solugio de prata é preparada pela redugio de 107
mol de AgNO3s em uma solugio colocada em banho de gelo de 2 x 10 mol de NaBHs. A
solugdo final é misturada vigorosamente e apresenta um coloragdo amarelada. A agregacfo
das particulas é proporcionada pela adig¢do de piridina que modifica a coloragdo da solugéo até
um azul-esverdeado e continua com um pico de absor¢do em 400nm.

O segundo método de preparagfio, foi proposto por Lee e Meisel'® em 1982. O artigo
apresenta 3 tipos de solugéo de prata, sendo as duas mais empregadas a utilizacdo de AgNOs
com NaBH4 e AgNO3 com nitrato de sodio.

A primeira soluciio é preparada pela adi¢io de uma solugfio de 5 x 10° M de AgNO3 em
300mL a qual foi adicionada gota a gota uma solugfio colocada em banho de gelo de 2 x 107
M NaBH4. Como estabilizante, foi adicionada uma outra solu¢do de 1% de PVA em
S50mLdurante a redugéo da prata. O volume final foi ajustado para 500 mL. A coloragfo final
¢ amarronzada e apresenta absor¢do maxima em 400nm.

A segunda solugdo apresentada por Lee and Meisel e considerada o procedimento de
referéncia para os artigos posteriores, foi preparada pela dissolugdo de 90mg de AgNO3 em
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500mL de agua e colocada para ferver em uma manta aquecedora. Uma solugiio de 1% de
Citrato de Sodio em 10mL foi adicionada, e a solugfio continuou a ferver por um longo
periodo de tempo. O resultado final foi uma solucdo amarela-esverdeada com absor¢do
méxima em 420nm!°.

Depois da publicagdo destes procedimentos principais, alguns artigos foram publicados
posteriormente propondo a adigdo de alguns sais para o aumento da agregaco de
nanoparticulas. Katrin Kneipp'! publicou um artigo em 1994 no qual utilizou o procedimento
de referéncia proposto por Lee and Meisel e adicionou uma solugdo de 1M de NaCl na
proporgcdo de 1:5. A adicfio do sal levou a aglomeragio das nano particulas de prata o que
causou uma modificagdo no espectro padrio, sendo favoravel a intensificagdo do SERS.
Depois da adigdo do sal, ele utilizou o estabilizante PVA, uma vez que o espectro €
susceptivel a mudangas com o passar do tempo.

Quanto maior a aglomeragdo das nano particulas maiores as probabilidades de formarem
regides onde o campo eletromagnético € mais intenso. Quanto a radiag@o incide nesses pontos
especificos com intensificagdio do campo, o efeito SERS possui um aumento significativo e
consequentemente a intensidade do espalhamento Raman ¢ aumentada.

A aglomeragfo das nanoparticulas pode ser observada com a analise do espectro de absorgio.
O parametro a ser observado € a calda do espectro apos o pico de absor¢do. Quanto maior a
amplitude da calda maior aglomeragdo. Assim a caracterizagdo das solugdes podem ser
realizadas de 386nm até 700nm.

O borohidreto de sodio deve ser adicionado em excesso em relagdo ao nitrato de prata pois
além de reduzir a prata ele € responsavel pela estabilizacdo da solugéio, o borohidreto adsorve
nas particulas de prata envolvendo-as e estabilizando os sitios de nucleagdo, como esses sitios
de nucleagéio chamados de clusters sdo envolvidos pelo borohidreto que tera o mesmo sinal de
carga, os clusters ficam dispersos por conta da repulsdo eletrostatica. A ilustragdo dos sitios
de nucleaciio estd mostrada na figura 1.

BH; BH,
BHy BH; BH; BH;

BH, BH;

BH; BH,

Figura 1. Ilustragio dos sitios de nucleacfio adaptado de Melo Jr at all, 2012%3.

A adigdo de eletrolitos na solugéo padrio das nano particulas como o NaCl e o AgNQOs, por se
tratarem de sais eles ionizam em agua e atraem o borohidreto por conta de sua carga de sinal
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oposto, assim as particulas de prata se agregam. A agregacdo das nano particulas resulta em
um pico de absor¢io deslocado para maiores comprimentos de onda de excitagio® 4.

Outra caracteristica interessante € que a utilizagio de estabilizantes fortes como o borohidreto
de so6dio ocasionam na sintese de particulas de tamanho reduzido e que estdo dispersadas
homogeneamente. Ja a utilizagdo de estabilizantes fracos como o citrato de sodio resulta em
uma redugdo mais lenta da prata gerando um gradiente de dispersdes'>!6.

A agregacdo das nano particulas a depender de sua geometria geram areas onde o dominio
eletromagnético € maior, essas areas chamadas de “hot spots™ sdo extremamente Uteis para a
amplificacdo de efeitos opticos de segunda ordem como o espalhamento Raman. Este trabalho
descreve o processo de sintetizagdo das solugdes coloidais de prata e a sua caracterizagfo
quanto a absorg¢io. O método padrio utilizado foi proposto por Solomon!* e adaptado de

acordo com os artigos de Lee e Meisel, Kneipp e Oliveira™1°.

2. METODOLOGIA

A solugfio de potassa alcoolica utilizada para a limpeza de vidrarias foi preparada através da
mistura de 200mL de alcool etilico 95%, 24mL de agua destilada e 24g de hidroxido de
potassio 85%*. A solugéo foi deixada por 5 minutos em todas as vidrarias a serem utilizadas,
e depois estas foram enxaguadas com agua destilada.

Em um Becker foram adicionados 500mL de agua deionizada e 0,085g de AgNO3 90%,
10mL desta solugfo nitrato de prata foi colocada em uma bureta posicionada através de um
suporte universal. Em um outro Becker foram adicionados 500mL de agua deionizada e
0,038g de NaBH4, 30mL da solucdo de borohidreto de sodio foram colocados em um
Erlenmeyer previamente colocado em um banho de gelo. Esta solugio foi colocada em
agitacdo constante e a solugfo de prata foi adicionada gota a gota. Apds a adi¢do de toda a
solugdo de prata obteve-se uma solugdo amarela nomeada de solucdo padrdo das nano
particulas de prata. Esta solugdo foi dividida em sete recipientes de vidro com a tampa de
plastico para evitar reagdes entre a solucdo e o recipiente. As amostras foram nomeadas de A
até G. Os parametros modificados nas amostras estio expressos a Seguir:

A: 5SmL da solugéo padréio e adi¢do de 45gotas da solugio de NaBH4

B: 5SmL da solugéo padrio mais 10 gotas da solugdo de PVP, posto a agitacfio e adigdo de 20
gotas da solugéio de NaCl.

C: 5SmL da solugdo padréo mais 20gostas da solucdo de NaCl posto a agitagdo e apos adigéo
de 10gotas da solugéio de PVP.

D: Solugéo padréo

E: 15 gotas de AgNO3, adi¢éio de 15 gotas da solugfio de NaBH4 e 0,10g de Citrato de sddio.
F: 5SmL da solugdo padrio e adi¢io de 30 gotas da solugdo de AgNO3.

G: 5mL da solugfio padréo e adigéio de 0,15g de AgNO3 sélido.

A solugdo de PVP foi preparada pela adi¢do de 5g de PVP so6lido em um Becker com 250mL

de agua deionizada. Ja a solug¢do de NaCl foi prepara através da adigdo de 14,61g de NaCl
solido em 250mL de agua deionizada contida em um Becker.
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O resumo dos reagentes adicionais nos diferentes frascos contendo 5mL da solugdo padrio
sdo mostrados no quadro a seguir.

Identifica¢iio Aditivos

Borohidreto de sodio

PVP ¢ Cloreto de Sodio
Cloreto de Sodio e PVP
Sem aditivos

Nitrato de prata, Borohidreto
de sodio ¢ Citrato de Sodio
Nitrato de Prata em solugao
Nitrato de Prata solido
Quadro 1. Resumo dos aditivos na solugéo padréo.

Q= m |D|O|%]»>

O filme de prata foi produzido através da adi¢do de 10mL da de uma solucdo de PVP com
concentraco massica de 10% a SmL da solugdo padrdo proposta por Solomon. A solucéo
resultante foi colocada em uma placa de Petri e colocada em uma estufa a 90°C por cerca de
10h e apds este processo armazenada em uma capela fechada a vacuo pra evitar
contaminagcio.

As curvas de absor¢io das amostras da solugdo padrdo foram obtidas através do
espectrofotometro da Perkin Elmer Lambda 25. Este espectrdmetro possui espaco para duas
cubetas, uma delas € a referéncia, na qual vocé deve colocar o solvente de sua solucdo. Ja a
outra cubeta, € a sua amostra propriamente dita. Antes de colocar as cubetas, o espectrdémetro
foi ligado e estabilizado por 15 minutos. Em seguida, o espectrOmetro passou pelo processo
de “autozero” para descontar variagdes com o comprimento de onda da lampada de excitagéo,
fotodetectores e optica do espectrometro. Apos este ajuste, € adicionada a cubeta de referéncia
e a de amostra. O software WinLab-Scanning ¢é utilizado para controlar a quisi¢do dos
espectros. A natureza das amostras (branco ou amostra), seu nome, nimero de replicatas e
condi¢des de varredura sdo especificadas no software. Apos isto € necessario apenas apertar o
botdo start para comegar a obter as curvas de absor¢do e trocar as cubetas com amostra
quando requsisitado pelo software.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A medida que foram adicionadas as substancias nas diferentes amostras da solug¢do padrio
ocorreram mudangas significativas em suas coloragdes. A solugio “A” apresentou coloragéo
amarela clara apds a adi¢do de borohidreto de sdédio, esta coloragdio mais clara em comparagéo
a solugfo padrio - representada pela amostra “D” - se deve a estabilizacio dos clusters de
prata, que agora sio eletrostaticamente repelidos por conta do invélucro formado pelo
borohidreto?.

A solugdo “B” também apresentou coloragio amarela clara, pois ocorreu 0 mesmo processo
da solucéio A, ou seja, a estabilizagdo da solugdo uma vez que a solugdo PVP, o estabilizante,
foi colocado antes da solugéo de cloreto de sddio, assim impedindo a agregacéo.
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A solugdo “C” ndo teve uma variagio de coloragfo tdo visivel quanto as outras solugdes.
Neste procedimento a agregagfio foi favorecida pela adicdo da solucdo de cloreto de sodio
antes da solugdo estabilizante de PVP, entdo pode-se inferir que a adi¢do de eletrolitos Na' e
ClI" romperam o sitio de nucleagdo promovendo a agregacdo das nanoparticulas. A cor
resultante foi semelhante a coloragéio da solugdo padrio.

Ja na amostra “E”, a mudanga de coloragdo foi significativa obtendo uma cor marrom-
acinzentada. Apesar da adi¢do em excesso de nitrato de prata como fator para favorecer a
aglomeracfo, também foi colocado em excesso o borohidreto de sodio, e outro estabilizante, a
solucdo de citrato de sodio. A interacdo entre estas substincias resultaram na coloracgfo
singular, por conta do desequilibrio estequiométrico da solugéo.

A amostra F apresentou coloragio amarronzada por conta da adicdo do nitrato de prata,
quando o nitrato de prata é colocado em excesso na solugfio a amostra tende a uma coloragéo
amarronzada como também foi observado na amostra E. A adi¢fo de nitrato de prata favorece
significativamente a agregacfo, pois o nitrato em excesso € dissociado no meio aquoso
atuando como eletrélitos que rompem o sitio de nucleagéo.

Por ultimo, a amostra G, também foi produzida através da adi¢do de nitrato de prata porém
em estado solido. Essa modificacdo de estado mesmo sendo a mesma substincia gerou
comportamentos diferentes em relagdo a amostra F. O nitrato de prata solido nfo dissolveu
facilmente na solucdo, ainda assim a agregaglo ocorreu e uma parte do nitrato ficou em
suspensdo, sendo necessaria a agitacdo da amostra para a percep¢io da mudanca de coloragéo.
Quando muito tempo em repouso, a solu¢do adquire uma cor quase transparente e é possivel
visualizar inimeros pontos pretos indicando os pontos de aglomeracfo da prata. Quando
agitada, a solugo possui uma coloragio grafite.

A figura com todas as amostras pode ser visualizada na figura 2.

A B C D E F G

Figura 2. Amostras da solugfo de prata coloidal com seus diferentes aditivos.

Como foi discutido anteriormente, a presenca de eletrélitos é um fator relevante para a
agregacdo das nanoparticulas. Porém, outro fator tio relevante quanto este € o periodo de
armazenagem das solugdes. Para evidenciar a atuacfo destes fatores a solugdo padrio foi
colocada em uma cubeta e deixada em descanso na temperatura ambiente por cerca de trés
semanas. O espectro de absorc¢éio entdo foi obtido, bem como os espectros da solugdo padréo
fresca, da solugfio padrido com adi¢fio de nitrato de prata, adi¢do de NaCl e adi¢do de NaCl e
PVP. As curvas de absor¢do foram obtidas através do espectrofotdmetro Lambda 25 e estéo
expressas logo abaixo na Figura 3.
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Solugdo Padrdo. dia 09/06
23 Solugdo Padrdo.dia 14/07
Solugio Padrio, dia 21/07
2 —Solugio Padrao Diluida com adigio de AgNO3 liquido
w5 0lugd0 Padrao com adicdo de NaCl e PVP
15 Solugdo Padrdo com adigao de NaCl

S olucio Padrao Envelhecida

100 140 400 540 300 a40 GO0
o 14 e - J J

Comprimento de Onda de Excitagdo (nm)

Figura 3. Curvas de absor¢do da solugdo padréo, da mesma envelhecida e com a adigéo de
NaCl, AgNOs e NaCl e PVP.

Os espectros obtidos para trés solugdes padrdes sintetizados em 3 datas diferentes mostram
uma pequena variacdo em sua forma. Quando a solugéo padrio é envelhecida, seu espectro €
modificado, com o surgimento de uma cauda ascentuada no lado direito do espectro,
indicativo de agregacfio das nanoparticulas. Isto sugere uma reacio do borohidreto de sédio
com o ar e a agua ao longo do tempo e consequente diminui¢cdo de sua concentragdo e acfo
estabilizadora das nanoparticulas de prata. Dessa forma, o nitrato de prata fica em excesso na
solucdo na forma de eletrdlitos, favorecendo assim a agregacdo das nanoparticulas. Este
aumento relativo da cauda também € visto, de forma mais acentuada, no espectro obtido com
a adi¢do de uma solugdo de nitrato de prata a solugfo padrdo. A adigdo de solugéo de cloreto
de sdédio produz um efeito similar ao da solugdo de nitrato de prata, com aumento da
absorbancia para comprimentos de onda acima de 460nm. A solucfio padrdo com adigdo de
NaCl e PVP apresenta um espectro com forma muito semelhante ao espectro da solugio
padréo, indicativo da atuago do estabilizante do PVP.

Através da solucdo padrio de prata coloidal foi produzido um filme que € mostrado na figura
4. Como a solugéio de PVP foi adicionada em excesso em relagfio a solugéio de prata, ocorreu a
diluigdo da solucdo padrio, perdendo a colaragdo amarelada e se transformando em uma
solugdo transparente.
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Figura 4. Filme preparado através da solugdo padrdo de prata.

A limpeza das vidrarias com a potassa alcoolica é um fator importante para que nenhuma
impureza seja percursora da agregacdo das nanoparticulas. Esta solugdo deve ser preparada
todo dia para as vidrarias a serem lavadas.

Uma observacdo importante € que a solugio de borohidreto de sodio também deve ser feita
todos os dias uma vez que a substincia € muito reativa em agua e assim necessita do banho de
gelo para que essa reagfio seja mais lenta e possa ser adicionada a solucfio de nitrato de prata
para que haja a redugéo.

4, CONCLUSAO

O experimento de sintese de nanoparticulas de prata, possibilitou a analise dos principais
fatores de aglomerago: presenca de eletrolitos e periodo de armazenagem. Através da analise
do espectro foi possivel a observacdo da potencialidade de agregacdo das nanoparticulas,
estando de acordo com a revisdo bibliografica. A adicfo de o cloreto de sodio ou nitrato de
prata produzem alteracGes espectrais indicativas de aglomeragio das nanoparticulas de prata.

A adicdio do PVP teve um efeito estabilizador, produzindo espectros semelhantes ao da
solugdo padriio. Verificou-se que o processo de agregacfo continua a ocorrer quando a
solugdo padrio é armazenada a temperatura ambiente.

O processo de sintese da solugfio coloidal de nanoparticula de prata € simples porém ¢é
necessario uma preocupagdo com o grau de limpeza das vidrarias, pois quaisquer impurezas
podem ser fatores de agregacfio. Por isso a vidraria deve ser lavada com potassa alcdolica a
cada pratica.

A mudancga de coloracdo das amostras evidencia como a natureza da substancia inserida
modifica quimicamente a solucdo padriio. A caracterizagdo por absorcdo se demonstra
satisfatorio na analise de agregacio das nanoparticulas. Desta maneira, o experimento obteve
é&xito na produgéo de coloides de prata a serem matéria prima para as superficies SERS.
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