[

~ ENEPEX

ENCONTRO DE ENSINO,
PESQUISA E EXTENSAO

8 ENEPE UFGD -« 5° EPEX UEMS

SERS: CONCEITOS BASICOS E APLICA(;()ES EM SISTEMAS BIOLOGICOS
Ana Paula Langaro?!; Kamylla Balbuena Michelutti!; Michele Aparecida dos Santos
Nobrega?

Programa de Pés-Graduagdo em Recursos Naturais, Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul,
Dourados-MS.

RESUMO

As diferentes técnicas de espectroscopia sdo ferramentas para o auxilio na
caracterizacdo dos mais diversos tipos de materiais. Dentro da espectroscopia vibracional,
existem trés técnicas que apresentam maior destaque, sendo elas: Espectroscopia no
Infravermelho, Raman e SERS. Esta Gltima é considerada nova e seus dados podem
complementar os dados das demais técnicas vibracionais. Neste trabalho é apresentada a
técnica SERS e algumas aplicacdes em sistemas biolégicos. Com o conhecimento desta
técnica surge uma nova possibilidade de detectar tracos muito sutis de determinados
compostos, podendo a rugosidade do eletrodo aumentar a superficie de contato com a amostra
e a adsorcdo, amplificando o sinal na ordem de milhdes de vezes, permitindo a deteccdo e
analise de uma molécula apenas, portanto os mais singelos tracos de impureza na agua, por
exemplo podem ser detectados.
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INTRODUCAO

Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) é uma técnica, descoberta nos anos
setenta que consiste em um aumento no sinal do espalhamento inelastico, por meio de
moléculas na presenca de uma nanoestrutura rugosa de metal (GARCIA-RAMOS &
SANCHEZ-CORTES, 2006). A amplificacdo do sinal Raman foi percebida por Fleischmann
et al. (1974), analisando a piridina em eletrodos de prata. Atraves da aplicacdo de varios
ciclos de 6xido-redugdo em um eletrodo, os autores pensaram em aumentar a area superficial
eletroguimicamente, permitindo a adsor¢cdo de um ndmero maior de moléculas (FARIA,
1999; RU & ETCHEGOIN, 2009). O sinal/ruido observado no espectro da piridina foi
excelente, e em 1974 este efeito era justificado pelo aumento da superficie de contato, mas em



1977, foi descoberto que o fator de aumento era na ordem de 10°, enquanto que o aumento da
area era de duas ordens de grandezas (RU & ETCHEGOIN, 2009).

De acordo com Faria et al. (1998), existem dois modelos principais que explicam o
mecanismo responsavel pelo aparecimento do efeito SERS: o eletromagnético e o molecular,
sendo que, pode-se considerar que a intensidade da radiacdo espalhada é proporcional ao
quadrado do momento de dipolo induzido na molécula espalhadora pela radiacdo incidente,
por outro lado, esse momento de dipolo induzido pode ser escrito como o produto da
polarizabilidade molecular pelo campo elétrico da radiacdo incidente. A teoria do aumento
eletromagnético depende das caracteristicas da superficie utilizada, enquanto a teoria do
aumento quimico envolve as mudangas que ocorrem quando o analito é absorvido (RU &
ETCHEGOIN, 2009).

O desenvolvimento de substratos em SERS continua sendo uma &rea ativa de
pesquisa, com inimeras publicacdes dedicadas as descricdes de novos substratos bem como
com as investigagdes de substratos convencionais (LYON et al., 1998). De acordo com Faria
et al, (1998) os substratos mais empregados sdo coloides, eletrodos e filmes depositados a
vacuo sendo que os dois primeiros oferecem o atrativo de serem facilmente preparados sem
equipamentos adicionais e o ultimo, é uma superficie quimicamente limpa e pode ser gerada
com alto grau de reprodutibilidade.

Uma vez que a SERS tem o efeito de aumentar os sinais de dispersdo de Raman por
varias ordens de magnitude, € reconhecida como uma técnica sensivel para a detec¢do da
adsorcdo de moléculas em superficies metalicas (WANG et al., 2013; HOLLER et al., 2009).
Sendo, assim esta intimamente relacionada as propriedades e morfologia das superficies de
metal utilizadas para esta técnica.

A utilizacdo do efeito Raman em condi¢cBes normais ndo apresenta sensibilidade
suficiente para a investigacdo de monocamadas (FARIA et al., 1998). Devido a probabilidade
de ocorréncia do espalhamento Raman ser muito menor do que o do espalhamento el&stico,
seu sinal é fraco. Assim a descoberta do SERS, apresenta a potencialidade de compensar esta
baixa intensidade, representando um grande avanco na pesquisa de materiais, a posteriori foi
evidenciado que esta técnica ndo apenas amplifica o sinal do espalhamento, como também
pode vir a inibir a luminescéncia gerada por alguns materiais, como a luminescéncia
geralmente € muito mais intensa que o sinal Raman, pode suprimir todo o sinal (RU &
ETCHEGOIN, 2009).

Deste modo, as técnicas de espectroscopia podem ser complementares, visto que cada

uma pode fornecer uma informacao de embasamento e complemento para as demais. Assim,



sdo evidenciados 0s avangos nesta area e a interagdo complementar entre elas. Neste ambito,

este trabalho teve como objetivo realizar uma previa descricdo da técnica Surface Enhanced

Raman Spectroscopy (SERS) e apresentar algumas aplicacdes em sistemas bioldgicos.
SOBRE A TECNICA SERS

A observacdo do efeito SERS depende da existéncia adequada de rugosidade na
superficie (FARIA et al., 1998). De acordo com Faria et al. (1998); Lyon et al. (1998); Aroca
(2006); Sanci & Volkan (2009) mesmo que a técnica funcione com outros metais, o efeito é
registrado com maior intensidade em ouro, prata e cobre, além do mais, estes metais possuem
propriedades dpticas especificas que possibilitam a obtencdo de ressonancias na faixa do
visivel e do infravermelho.

As linhas do espectro Raman da molécula adsorvida na superficie séo frequentemente
intensificadas por um fator 10° a 10 (HOLLER et al., 2009). Uma vez que melhorias nessa
ordem podem ser obtidas, SERS tornou-se uma ferramenta poderosa para estudos
espectroscopicos de deteccdo, quantificacdo, estruturacdo e identificagdo de pequenas
guantidades de amostras em pesquisas de materiais (AROCA, 2006; LYON et al., 1998).

Vérios estudos envolvem a elaboracdo de superficies que amplifiquem com maior
eficiéncia o sinal. Hao et al. (2010) investigou a evolugdo dos filmes nanoestruturados de Ag
e a relacdo entre as estruturas da pelicula de Ag e do efeito SERS. Mir et al. (2012), através de
microscopia eletrénica, analisou diferentes superficies sintetizadas sob irradiacdo de
microondas, que resultaram na formacéo da superficie do tipo nanoflores.

A técnica SERS oferece alto potencial para a obtencdo de informagdes estruturais
sobre quantidades extremamente pequenas de biomateriais e, a0 mesmo tempo, disponibiliza
provas de que a funcionalidade das biomoléculas é preservada na superficie (COTTON et al.,
1991). Outra vantagem dessa técnica se deve a sua capacidade de ao interagir a substancia
com a superficie e suprimir a emissdo fluorescente que eventualmente venha apresentar
(FARIA et al., 1998).

De acordo com Ru & Etchegoin, (2009) o SERS gera uma resposta de ressonancia do
substrato, estes, ao contrario do Raman classico, sdo dependentes do comprimento de onda de
excitacdo, por isso, um substrato que aumente o sinal Raman em uma determinada faixa de
comprimento de onda, pode ndo revelar as mesmas vantagens em outro, um substrato
excitado errbneamente pode resultar em um sinal ineficiente.

O uso combinado do efeito Raman ressonante e do efeito SERS, resultou no efeito

SERRS (Surface Enhanced Resonance Raman Scattering), o qual permite que espectros



possam ser obtidos em concentra¢fes da ordem de nanomolar ou até menos, uma vez que 0s
fatores de intensificagdo de cada técnica se somam (FARIA et al., 1998).
APLICACOES DA TECNICA SERS EM SISTEMAS BIOLOGICOS

Alguns sistemas biologicos possuem baixa concentragdo da espéecie de interesse
(tipicamente de 10 mol.dm-3 a 10-5 mol.dm-3) e forte emissdo fluorescente o que restringe
0 uso da espectroscopia Raman, porque a pequena secdo de choque da técnica exige que
amostras concentradas sejam utilizadas e faz com que a fluorescéncia apresentada sobreponha
a intensidade do espalhamento (FARIA et al., 1998).

Em um trabalho desenvolvido por Wang et al. (2013) foi analisada a absorcéo de
cafeina em Albumina de Soro Humano (HSA) e como resultado foi constatado que as
mudancas na posicdo dos picos e a intensidade relativa dos espectros SERS da cafeina, podem
ser explicadas pelo aparecimento de diferentes espécies adsorvidas ou pela reorientacdo da
molécula em uma superficie da Ag como formas tautoméricas. A concentracdo de HSA ¢é
constante, e os espectros de SERS do complexo de cafeina apresentam uma alteracdo na
intensidade dos picos, e se atribui essa mudanca ao aumento gradual na concentracdo de
cafeina (WANG et al, 2013).

Embora a identificacdo de células vivas e mortas seja facilmente realizada utilizando
corantes fluorescentes, a abordagem adotada para este experimento é concebida para
comprovar o conceito de utilizacdo de SERS para identificacdo. Os espectros SERS de células
vivas e mortas resultaram em diferenca significativa entre células vivas demonstram muitos
picos caracteristicos para as paredes das células de levedura (CHRIMES et al., 2013).

A SERS também foi utilizada em leveduras e através de dois exemplos de células de
leveduras com adicdo de nanoparticulas, pode-se observar que células vivas isoladas
apresentam nivel de atividade diferente aquelas células vivas agrupadas, devido a modificacdo
na estrutura quimica, o maior indice de atividade se deve ao maior gasto energético destas
células quando comparadas com as agrupadas, que por trabalharem juntas, dispdem de um
gasto energético menor, deste modo células isoladas sdo mais SERS “ativas” que as
agrupadas (CHRIMES et al., 2013). Dois exemplos de células mortas Bl(isoladas) e B2
(agrupadas), demonstram que a taxa de atividade diminuiu em ambos, porém apesar da
exposicdo de tempo similar em B1, a atividade metabdlica apresenta indice de atividade maior
que B2 (CHRIMES et al., 2013).

Vogel et al. (1999) ao estudar substancias humicas perceberam que o sinal Raman foi

suprimido pela forte fluorescéncia causada pela ampla absorcéo no visivel, deste modo SERS



veio auxiliar nas andlises, permitindo a visualizagdo do espectro e por consequéncia, concluir
sobre a geometria de adsorcdo da molécula sobre o substrato de metal.
CONSIDERACOES FINAIS

O uso da técnica SERS é fundamental para estudos de sistemas de interesses
bioldgicos alem do aumento da sensibilidade, a interacdo com a superficie também promove a
supressao de fluorescéncia, pois ela amplifica o sinal Raman pela interacdo da molécula com
superficies nanometricamente rugosas.

O SERS é dependente do comprimento de onda, enquanto o Raman pode ser feito
tanto no visivel quanto no infravermelho, essa é uma das limitacfes da técnica, bem como a
dificil reprodutibilidade de alguns tipos de nanoestruturas.

Pela técnica SERS é possivel detectar tracos muito sutis de determinados compostos,
podendo a rugosidade do eletrodo aumentar a superficie de contato com a amostra e a
adsorcdo, amplificando o sinal na ordem de milhdes de vezes, permitindo a deteccdo e analise
de uma molécula apenas, portanto os mais singelos tracos de impureza na agua, por exemplo
podem ser detectados.
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