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Resumo

Andrade, Wanessa Afonso de, Isabel Cristina dos Santos Carvalho
(orientadora) e Alexandre de Resende Camara (coorientador)
Caracterizacdo e Funcionalizacdo de Silica Xerogel para Biossensor
Plasmonico. Rio de Janeiro, 2023. 68p. Departamento de Fisica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro

Investigamos as propriedades Opticas de sistemas compostos por nanoilhas de
ouro (Au) funcionalizadas com biotina, na superficie de monolitos de xerogéis de
silica (SiO.), visando desenvolvere uma plataforma para biossensores baseados na
Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR), devido a sua elevada
sensibilidade a alteracbes no ambiente quimico proximo. Os xerogeis foram
sintetizados por meio de um processo de sol-gel de catélise em duas etapas. Uma
solucdo de agua deionizada, etanol e tetraetil ortossilicato foi misturada sob
agitacdo magnética a frio, com uma proporcdo molar de 8,5:3,5:1, e solugdes de
acido cloridrico e hidroxido de amoénio foram utilizadas como catalisadores para
hidrolise e condensacdo, respectivamente, em moldes de polipropileno. Os géis
foram envelhecidos nos moldes e convertidos em xerogéis por secagem a 600°C em
um forno. Foi depositado um filme de Au de 20 nm na superficie dos xerogéis por
sputtering. Em seguida, os xerogéis de silica com filme de ouro (Au@SiOz) foram
submetidos a um tratamento térmico em forno elétrico, para criar as nanoilhas de
Au. Observou-se uma mudanca de coloracdo, de azul para rosa, caracteristica das
AuUNPs. Em seguida, os sistemas AUNP@SiO: xerogeéis foram funcionalizados em
dois passos consecutivos com cisteamina (CA) e N-hidroxissuccinimidobiotina
(NHSB) para a deteccdo de avidina em meio aquoso. O par biotina-avidina € um
sistema amplamente conhecido para testar biossensores, devido a sua alta
especificidade e sensibilidade muito baixa. O processo de funcionalizagdo foi
monitorado por absorbancia éptica UV-vis para cada passo. Solu¢fes aquosas com
concentragdes de avidina (10%M, 107" M, 108 M, 10° M e 10° M) foram utilizadas
para testar a deteccdo e a sensibilidade. Observou-se um deslocamento médio de 52
nm na absorbancia de todas as concentracfes testadas, indicando que este sistema
é promissor para aplicagdes em biossensores plasmoénicos.

Palavras-chave

LSPR, biossensoriamento, xerogel
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Abstract

Andrade, Wanessa Afonso de, Isabel Cristina dos Santos Carvalho (advisor)
e Alexandre de Resende Camara (co-advisor) Characterization and
Functionalization of Silica Xerogel for Plasmonic Biosensor. Rio de
Janeiro, 2023. 68p. Departamento de Fisica, Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro

In this study, the optical properties of systems composed of biotin-functionalized
gold nanoislands on the surface of silica xerogel monoliths (SiO2) were
investigated, aiming to develop an inorganic and inert solid platform for biosensors
based on Localized Surface Plasmon Resonance (LSPR) due to their high
sensitivity to changes in the nearby chemical environment. The silica xerogels were
synthesized through a two-step catalytic sol-gel process, where a solution of
deionized water, ethanol, and tetraethyl orthosilicate was mixed under cold
magnetic stirring, with a molar ratio of 8.5:3.5:1, and solutions of hydrochloric acid
and ammonium hydroxide were used as catalysts for hydrolysis and condensation,
respectively, in polypropylene molds. Later, the gels were aged in molds and
converted to xerogels by drying at 600°C in an oven. To create the gold nanoislands,
a thin film of 20 nm Au was deposited on one of the top surfaces of the xerogels by
sputtering, and then the Au@SiO2 xerogels were subjected to heat treatment in an
electric furnace. A color change of the samples from blue to pink was observed,
characteristic of gold nanoparticles. Then, the AUNP@SiO2 xerogel systems were
functionalized in two consecutive steps with cysteamine (CA) and N-
hydroxysuccinimide-biotin (NHSB) for the detection of avidin in an aqueous
solution. The biotin-avidin pair is a well-known system for testing biosensors, due
to its high specificity and very low sensitivity. The functionalization process was
monitored by UV-Vis optical absorbance for each step. Aqueous solutions with
concentrations of avidin (10°M, 107 M, 108 M, 10° M and 102° M) were used to
test detection and sensitivity. An average shift of 52 nm was observed in the
absorbance spectrum of all tested concentrations, indicating that this system is a

promising structure for plasmonic biosensor applications.

Keywords

LSPR, biosensing, xerogel
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1
Introducao

Os biossensores plasmonicos sdo dispositivos capazes de detectar a
presenca de um analito em um meio, seja através de interacdes fisico-quimicas ou
reacOes quimicas especificas utilizando nanoparticulas metalicas como transdutores
oOpticos, que sdo capazes de detectar, por exemplo, virus e bactérias[1]. Nos dias
atuais, sdo amplamente utilizados em diversas areas, incluindo diagndstico médico
[1], controle de qualidade [2], detec¢cdo ambiental [3] e monitoramento de processos
industriais [4].

Em trabalhos anteriores realizados pelo Laboratorio de Optoeletrénica da
PUC-RIo, coordenado pela Professora Dra. Isabel Carvalho, e pelo Prof. Dr. Edison
Pecoraro do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara, estudaram-se
previamente as propriedades dos aerogeis e dos xerogeis para biossensoriamento
plasménico. Entretanto, os aerogeis demonstraram desvantagens em relacdo a
sensibilidade e tamanho das nanoparticulas, optando-se posteriormente pelo
xerogel como base mais adequada para biossensoriamento.

De 2018 a 2022, através do Projeto Universal — CNPq, coordenado pela
Prof? Isabel Carvalho, intitulado “Dispositivos Plasmoénicos em Nanobio-sensor e
Nanofotonica”, foi proposta uma plataforma Optica que utilizaria os principios de
Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR) e reflexdo especular para
a deteccdo de patdgenos em meio aquoso. Essa plataforma agregaria fibras opticas
ocas com aerogel (ou xerogel) em seu interior e um optodo (xerogel ou aerogel) de
Au@SiO,. Em 2019 foi realizado um estudo sobre rugosidade através de
simulagdes no COMSOL Multiphysics, que indicou que 0s xerogeis seriam mais
adequados para o sensoriamento na plataforma. Em 2020 foi realizada a sintese dos
xerogéis utilizados nesse trabalho. Em 2021, foram realizadas a sintese e a
caracterizagdo das nanoparticulas de ouro no xerogel, a funcionalizacdo dos
xerogeéis com um sistema conhecido (cisteamina e biotina para deteccdo de avidina)

e a caracterizacdo da funcionalizacdo. Em 2022, foi realizada uma nova etapa de
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funcionalizacdo para deteccdo de diferentes concentracbes de avidina e a
caracterizagdo dessa funcionalizagéo.

O xerogel €, de acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada), “uma rede aberta formada pela remog¢ao de todos os agentes de
intumescimento de um gel” [5]. No caso do xerogel utilizado nesse trabalho, o
processo de envelhecimento ocorre em temperatura e pressdo ambientes e ele € feito
por um processo sol-gel de duas etapas.

O processo sol-gel é utilizado para sintetizar solidos organicos, hibridos ou
puramente inorganicos, com formas variadas como filmes finos ou espessos, pos
particulados, mondlitos ou a combinacdo deles, a partir de reagentes em fase liquida
e em condicGes brandas de pressao e temperatura. Essa técnica apresenta diversas
vantagens, como: o controle da estrutura; tamanho e forma das particulas coloidais;
bem como a possibilidade de incorporacdo de diferentes dopantes e funcionalidades
nos materiais resultantes. Devido a essas propriedades, o processo sol-gel é
amplamente utilizado em diversas aplicacdes, incluindo a producdo de
revestimentos [6], materiais Opticos e eletrdnicos [7], catalisadores [8] e
biomateriais [9]. Esse processo foi utilizado na obtencdo dos xerogéis de SiO:
utilizados nesse estudo e ele corresponde a conversdo de um sistema coloidal de
particulas em fase liquida (uma suspensdo coloidal - sol), em um gel sélido. A
conversdo ocorre pelo crescimento dessas particulas, e pela formacao de uma rede
tridimensional (no presente estudo, de SiO>) a partir de reacdes de condensacao-
polimerizagdo entre grupos silanois (-Si-OH), presentes majoritariamente na
superficie dessas particulas. Tais géis possuem uma estrutura porosa 3D, que retém
a fase liquida em seu interior. Essa fase pode ser removida por técnicas que
envolvam ou ndo evaporacdo. Se a técnica utilizada for evaporacdo da fase via
aquecimento convencional, o sélido resultante é chamado de xerogel. Se envolver
sua extracdo supercritica, o solido resultante € chamado aerogel. Se for realizada
via liofilizagcdo, o mesmo sera descrito como liogel. A estrutura solida 3D evolui
durante os processos de remogdo da fase liquida, resultando em solidos com
microestrutura, porosidade e area superficial diferentes. Uma ilustragdo dessa
evolucéo € apresentada na Figura 1-1. No presente estudo, considera-se que essas
diferentes caracteristicas de superficie e de microestrutura podem influenciar no
desempenho do biossensor, e serdo discutidas posteriormente a partir dos resultados
obtidos.
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Figura 1-1 Formagéo do aerogel (a esquerda) e do xerogel (a direita). (Adaptado de:
LANDAU, 2008)

Neste projeto foram estudadas as propriedades Opticas de sistemas
compostos por xerogeéis de silica (SiO2) com nanoparticulas de ouro (AuNPs)
formadas na superficie que, posteriormente, foram funcionalizadas com cisteamina,
N-hidroxissuccinimidabiotina e avidina aviaria na primeira rodada de
funcionalizacdo e com avidina aviaria em diferentes concentracdes na segunda
rodada de funcionalizacdo. O objetivo foi, utilizando-se um sistema padrédo ouro,
verificar se o xerogel de silica seria um bom substrato para biossensoriamento
LSPR. O presente trabalho é composto por sete capitulos. O Capitulo 1, intitulado
"Introducgéo”, apresenta a motivacdo para o desenvolvimento deste estudo. No
Capitulo 2, "Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR)", é
apresentado o conceito do efeito de LSPR (Localized Surface Plasmon Ressonance)
e e apresentada uma visdo geral da tecnologia de biossensoriamento atual. No
Capitulo 3, "Materiais e Métodos", sdo descritos 0os materiais utilizados neste
estudo, incluindo a sintese do xerogel de SiO2, a sintese das AuUNPs, a
caracterizacdo morfoldgica e o processo de funcionalizagdo. O Capitulo 4,

"Resultados e Discussdes"”, apresenta as caracterizagcdes oOpticas e os resultados
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obtidos por meio das medidas de espectrometria 6ptica. No Capitulo 5, "Conclustes
e Perspectivas futuras”, sdo abordadas as possibilidades de continuidade deste
estudo. O Capitulo 6, "Referéncias", traz as fontes bibliogréficas utilizadas neste
trabalho. Por fim, o Capitulo 7, “Anexo”, traz as informagdes sobre as amostras

utilizadas no trabalho.
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2
Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada
(LSPR)

2.1 Biossensoriamento LSPR

Os biossensores consistem em uma configuracao de dispositivo que integra
um transdutor e um analito. O transdutor é o componente responsavel pela geracéo
do sinal que possibilita a medicdo. O analito, por sua vez, € conceituado como uma
entidade quimica ou bioldgica que é alvo de interesse em um dado sistema. Dentre
as possiveis formas de analitos encontram-se proteinas, materiais genéticos, virus,
bactérias ou anticorpos. O emprego de biossensores visa possibilitar a deteccédo e
quantificacdo da presenca de um analito em um determinado meio. O presente
estudo tem como objetivo discutir o emprego da técnica de biossensoriamento
LSPR na deteccdo da avidina aviaria. A avidina aviaria foi escolhida por ser uma
glicoproteina tetramérica que possui muita afinidade com a biotina que, junto com
a cisteamina, foi escolhida como funcionalizacdo para testarmos o substrato de
xerogel de silica.

Um exemplo atual de aplicacdo de biossensor € o teste swab para a deteccao
do virus da Covid-19. Esses testes utilizam técnicas de biossensoriamento para
identificar a presenca do material genético do virus em amostras coletadas do nariz
ou da garganta [10].

Na pesquisa de biossensores, o substrato é a parte na qual o elemento
bioldgico se fixa e interage, podendo ser fabricado com materiais como silica, ouro
ou platina, e contendo anticorpos ou antigenos fixados. Antigenos sdo particulas de
virus ou bactérias que ativam o sistema imunoldgico. O transdutor é a parte que
detecta os sinais fisicos e/ou quimicos liberados da reacdo, tais como variacao de
massa, transferéncia de calor ou elétrons. O detector é o dispositivo que amplifica
e analisa os sinais obtidos do transdutor. Biossensores podem ser classificados de

acordo com o tipo de analito a ser identificado ou de acordo com seu
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funcionamento, como eletroquimicos [11-12], dpticos, piezoelétricos [12], entre
outros. Biossensores Opticos [13] sdo baseados nas modificacBes das propriedades
da luz, tais como mudancas de absor¢do, comprimento de onda, indice de refracéo,
fluorescéncia, entre outros.

Existem diversos tipos de biossensores baseados em Ressonancia de
Plasmon de Superficie Localizada (LSPR). Alguns dos tipos mais comuns incluem
biossensores LSPR baseados em filmes finos de metal [14], nanoparticulas [1],
nanocristais [15] e nanotubos [16].

Biossensores baseados em LSPR sdo dispositivos que se baseiam na
interacdo da luz com as nanoparticulas metalicas que estdo em sua superficie.
Quando a nanoparticula se liga a moléculas bioldgicas, essa interacdo muda,
fazendo com que o comprimento de onda LSPR (ALspr) se desloque, podendo sofrer
um blueshift (deslocamento de banda para o azul) ou um redshift (deslocamento de
banda para o vermelho).

Esse deslocamento (blueshift ou redshift) pode ser medido e utilizado para
deteccdo de uma determinada molécula bioldgica que é o alvo do estudo. Para isso,
as nanoparticulas metalicas sdo funcionalizadas com proteinas ou anticorpos
especificos que se liguem a molécula que sera estudada.

A escolha do tipo de biossensor LSPR depende das propriedades do
material e da aplicacdo especifica. Por exemplo, os biossensores baseados em
filmes finos de metal sdo comumente usados para aplicagdes em biomedicina [17-
18], enquanto os biossensores baseados em nanotubos sdo adequados para
aplicacdes em biossensores eletroquimicos [19]. Biossensores utilizando SiO>
possuem baixo custo de producdo, facil reprodutibilidade e alta compatibilidade
com compostos biolégicos [20]. A selecdo do xerogel para a criagcdo do sistema
nanoparticulas de ouro em substratos de silica xerogel (AuUNPs@SiO,) foi baseada
em estudos preliminares realizados no Laboratério de Optoeletronica do
Departamento de Fisica - PUC-Rio, sob coordenacéo da Professora Isabel Carvalho
[21]. A resposta do sistema AuNPs@SiO> utilizando substrato aerogel e xerogel foi
investigada e verificaram que o Xxerogel apresentou uma melhor resposta na
deposicdo do filme de Au no desenvolvimento do sistema AuNPs@SiOz, sendo
empregado no proposto trabalho. O xerogel é quimicamente inerte em condigdes

fisiologicas e estavel.
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A investigacdo de biossensores baseados em LSPR envolve o
desenvolvimento continuo de novos materiais e técnicas para melhorar a
sensibilidade, seletividade e estabilidade dos dispositivos. Um avango significativo
nessa area tem sido o uso de nanoparticulas metalicas com formatos e tamanhos
controlados [22], 0 que aumenta a sensibilidade e a seletividade do sensor. As
nanoparticulas metélicas sdo capazes de produzir um espectro de absorcao de luz
caracteristico que muda em resposta a mudangas na densidade de carga na
superficie da particula, permitindo a deteccdo de moléculas especificas [23].

Outro avanco recente na area de biossensores LSPR € o0 uso de técnicas
de engenharia de proteinas para melhorar a seletividade do sensor [24]. Proteinas
com alta afinidade para um alvo especifico podem ser imobilizadas na superficie
das nanoparticulas metalicas, permitindo a deteccdo seletiva de moléculas-alvo.
Uma das principais vantagens da metodologia que utiliza a engenharia de proteinas
para melhorar a seletividade de biossensores LSPR é a capacidade de alcancar
maior seletividade e especificidade na deteccdo de moléculas-alvo, além de poder
ser aplicada a uma ampla gama de biomarcadores. Apesar disso, a metodologia
apresenta algumas limitacdes, uma vez que o processo de engenharia de proteinas
pode ser complexo e dispendioso, e ha possiveis problemas com a estabilidade e
atividade da proteina imobilizada na superficie das nanoparticulas. Contudo, essa
abordagem pode ser restrita a alvos para 0s quais existam proteinas com alta
afinidade disponiveis.

A mudanga espectral LSPR foi adotada como uma estratégia de transducao para
investigar a interacdo de ligacdo de uma variedade de moléculas bioldgicas e
patogénicas, em uma abordagem fora de sua aplicacdo original [25,26]. A
transmisséo refere-se a fracdo de energia luminosa que atravessa a espessura de um
material sem ser absorvida, ou seja, a capacidade de transmitir luz, enquanto a
absorbancia indica a energia luminosa absorvida pelo material. Devido a
dependéncia do efeito LSPR em relagdo ao tamanho e formato das nanoparticulas,
é possivel detectar o comprimento de onda LSPR em diferentes regides do espectro
visivel para particulas com diferentes formatos e tamanhos. No trabalho de HAES
e VAN DUYNE (2004), foram estudadas varias solu¢Ges de nanoparticulas de ouro
e prata de diferentes tamanhos e geometrias. Foi observado que a cor observada na
solucéo esta diretamente ligada com os formatos e tamanhos das nanoparticulas

metalicas, como exemplificado na figura abaixo [Fig.2-1].
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Figura 2-1 a) Nanoparticulas metalicas de ouro e prata, com diferentes tamanhos e geometrias
e cores das solucdes; b) espectro de extingdo de AuNPs esféricas e AgNPs de diversas
geometrias e tamanhos para cada solucdo apresentada (HAES e VAN DUYNE, 2004)
Metais nobres apresentam Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada no
visivel. Para NPs de ouro e prata, a Ressonancia de Plasmon de Superficie
Localizada ndo poderia ser diferente. A partir disso, no trabalho eles mostram que:
1) A solucdo vermelha corresponde a nanoparticulas esféricas de Au de
aproximadamente 13 nm de diametro.
2) A solucdo verde é inomogénea e mistura nanoparticulas esféricas, prismas
trigonais, etc, de prata, com didmetros variados.
3) A solucdo azul escura também é inomogénea, com nanoparticulas de prata
com tamanhos variados, mas ndo possui nanoparticulas esféricas.
4) A solucdo amarela também é inomogénea, com nanoparticulas de prata com
didmetros menores, porém ainda variados.
5) A solucdo azul clara possui nanoparticulas de prata com didmetros variados,
mas menores que a solucéo azul escura.
6) A solucdo roxa também é inomogénea, mas possui nanoparticulas de prata

de formato mais oblongo.

Esse trabalho, além de diversos outros [27] nos indica que, para um melhor
aproveitamento de um biossensor LSPR, tanto 0 meio onde estdo as nanoparticulas
quanto o seu tamanho, geometria e material devem ser considerados. Essa relacéo

sera mostrada na segéo 2.2.
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ASTRUC e WANG, 2014, afirmam que nanoparticulas esféricas de cobre, prata e
ouro em meio aquoso mostram uma absorcao forte no visivel, que seria referente a
580 nm, 400 nm e 530 nm aproximadamente. Apesar disso, cobre e prata sofrem
oxidacdo mais rapidamente. Isso faz com que o ouro seja uma escolha mais
assertiva para sistemas na presenca de oxigénio.

Além disso, o desenvolvimento de novos materiais para a fabricacdo de
substratos LSPR, como materiais porosos (como é o caso desse trabalho e de (DA
ROCHA, 2005) [8]), multicamadas e polimeros funcionalizados, tem permitido a
deteccdo de moléculas em concentragcdes cada vez mais baixas e em diferentes tipos
de amostras bioldgicas [28].

Sabe-se que os biossensores LSPR possuem o potencial de revolucionar a
deteccdo de biomoléculas em diversas &reas, incluindo diagnostico médico [1],
monitoramento ambiental [3] e seguranca alimentar [2]. E necesséria, entdo, a
compreensdo da teoria associada a Ressonancia de Plasmon de Superficie

Localizada.

2.2 Teoria LSPR

A Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR) € um
fendmeno Optico que ocorre quando a luz incide sobre nanoparticulas metalicas
muito menores que o comprimento de onda incidente. Esse efeito € observado desde
0 século 4 d.C. através da transmissdo da luz, tendo como exemplo a Taca de
Lycurgus (BARBER, 1990). Essa taca, feita com nanoparticulas de ouro e prata de
aproximadamente 50 nm, refletia a luz na regido do verde e transmitia a luz na
regido do vermelho.

A interacdo da luz com os elétrons livres da superficie causa uma oscilagdo
coletiva dessa nuvem de elétrons, que sdo chamadas de plasmons [Fig. 2-2]. Como
essas oscilagdes podem sofrer alteracbes com alguma mudanca no meio ao redor
dessas nanoparticulas, a resposta espectral da LSPR ¢é dependente do meio externo
sendo muito utilizado para sensoriamento. O deslocamento da banda de absorcéo
de LSPR sofre influéncia também devido as propriedades das nanoparticulas, como
tamanho, geometria e material (PETRAYEVA, 2011).
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Campo Elétrico

Figura 2-2 Esquema ilustrativo LSPR (Adaptada de Haes, VVan Duyne, 2004)

Para compreender o efeito LSPR, é possivel partir da aproximacéo quasi
estatica para uma particula de diametro muito menor que o comprimento de onda
da luz incidente (CAMARA, 2010). Nessa aproximacao, pode-se considerar que a
fase do campo eletromagnético é aproximadamente constante, e, assim, analisar o
problema de uma particula num campo eletrostatico (MAIER, 2007).

Consideremos uma esfera de raio a [Fig. 2-3] que € homogénea, isotropica
e esta localizada na origem de um campo eletroestatico dado E = E,Z. O meio em
que a esfera esta inserida é isotrépico e possui constante dielétrica ¢,,. As linhas de
campo sdo paralelas ao eixo z. A resposta dielétrica da esfera é dada por e(w), onde
£(w) é dado pelo modelo de Drude-Lorentz.

O modelo de Drude-Lorentz é uma teoria classica da dptica que descreve a
resposta éptica de um material dielétrico quando submetido a um campo elétrico de
altas e baixas frequéncias. Essa teoria considera que os elétrons livres em um
material podem ser tratados como osciladores harmdnicos fracos, que séo
influenciados por um campo elétrico externo e por forgas de amortecimento, tais
como colisbes com ions no material. De acordo com 0 modelo, a resposta optica de
um material dielétrico pode ser descrita por meio de uma funcdo dielétrica
complexa, a qual leva em consideragéo a frequéncia da luz incidente, a densidade
de elétrons do material e os parametros de amortecimento que afetam a resposta dos
elétrons do material. Essa funcdo dielétrica complexa é usada para descrever
propriedades opticas do material, como o indice de refracéo, absor¢éo e disperséo
[29].
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Figura 2-3 Esfera homogénea em um campo eletrostatico (JACKSON, 1999)

Para o campo eletrostatico, devemos resolver o laplaciano do potencial V2¢ =
0 e com isso calcular o campo elétrico através de E = —V ¢, sendo ¢ o potencial
eletrostatico.

Em coordenadas esféricas, teremos:
¢o = —Eyz = —E, acosf (2.1)

A simetria do problema nos indica o uso dos Polindmios de Legendre. Ent&o, nesse

caso, teremos o seguinte potencial:

= (2.2)
d(r,0) = Z[Aﬂ"l + B;r~D1P,(cosh)
1=0

Sendo P (cosb) o polindmio de Legendre de Ordem 1, e 8 0 &ngulo entre r e
0 eixo z. As solucdes para os potenciais dentro e fora da esfera, tendo em vista que

eles séo finitos na origem, seréo dadas por

o (r,0) = Y2, ArtP,(cosh), dentro da esfera (2.3)
d(r,0) = ¥ [Brt + Cr~HV]P/(cosh), fora daesfera  (2.4)
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Os coeficientes A By e C; podem ser definidos pelas condic¢Ges de contorno

quando r —» oo e na superficie da esfera, onde r = a.

Entdo, fora da esfera (r » oo):
¢(r,0) > —Eyrcosf ,entioB; = —EyeB;, = 0sel#1 (2.5

Na superficie da esfera (r = a), temos que igualar —%a‘pa(;’e) dentro com
- %% fora quando r = a . Fazendo isso, e sabendo que
e ea(l’dentro(r; ) — e ad)fora(r’ ) (2.6)
0 a0 oMo 96
Chega-se a:
baentro(r,0) = — Eii’: Eyrcos6, dentro da esfera (2.7)

¢fora(r; 0) = —E,rcos6 + €—€m Epa®cos

€+2¢,,; 12

(2.8)

, fora da esfera

Esse ¢rorq (1, 8) descreve a superposicéo entre o dipolo localizado e o campo

aplicado. Reescrevendo a equacao 2.8 a partir do momento de dipolo p, tem-se que

= p.r 2.9
¢f01‘a(r; 9) - —EOTCOSH + m ( )
€E— €
p = 4neyade,, ™ E, (2.10)

€+ 2¢py,

Podemos definir entdo a polarizabilidade complexa de uma esfera pequena de
tamanho menor que o comprimento de onda incidente @ como (JACKSON, 1999):

€~ €Em (2.11)
€+ 2¢e,

a = 4nad
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A polarizabilidade, entdo, apresenta ressonancia quando |e + 2¢€,,| € um
minimo — o que, para o caso de uma variagao pequena e lenta, Im[e] em torno da

ressonancia, nos da a condicéo de Frohlich:

Re[e(w)] = —2¢,, (2.12)

E essa condicdo é o modo associado a ressonancia de plasmon do dipolo da
nanoparticula metéalica, que depende da morfologia, do meio e do tamanho onde a
nanoparticula metélica esta inserida.

Uma vez discutida a teoria, o proximo capitulo mostrara a sintese do xerogel,
como as nanoparticulas sdo sintetizadas e depositadas nos substratos de xerogel,

além da funcionalizacdo das amostras.
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3
Materiais e Métodos

3.1 Sintese do Xerogel

A sintese do sol-gel foi realizada na UNESP-Araraquara pelo Professor
Dr. Edison Pecoraro e pelo Dr. Leonardo Aradjo.

O método utilizado foi o de dupla catélise &cido-base. Esse método foi
escolhido por associar rendimento alto da fase de hidrolise do precursor (TEOS),
que gera espécies Si(OH)s; para a etapa seguinte, que é a condensagéo-
polimerizacdo dos grupos Si-OH (silandis), - catalisada por base para acelerar a
reacdo dentro de um intervalo de 30 a 60 s - e possibilitar a conformacéo rapida do
gel no formato de mondlitos.

Em um recipiente de polietileno de 20 mL, adicionou-se sob agitacdo
magnética 5,2 mL de agua destilada, 7,0 mL de etanol (Synth, P.A.), 7,5 mL de
tetraetil ortossilicato (TEOS) (Synth, 98%) e 200 uL de solucéo de &cido cloridrico
(Synth, P.A.) a 1,2 mol/L, e manteve-se a mistura sob agitacdo por 15 min. Em
seguida, sob agitacdo mais vigorosa (suficiente para gerar vortice na suspensdo),
adicionou-se aos poucos 420 uL de solucdo de hidroxido de aménio (Synth, P.A.)
a 0,6 mol/L. A suspensdo foi prontamente transferida para moldes de polietileno
com dimensfes de 10x10x10 mm, tampado com filme plastico de PVC (para
controle da velocidade de evaporacdo) e, mantido nessas condi¢Ges por 72 h, para
envelhecimento, i.e., evolucdo da condensacdo dos grupos silandis (-Si-OH).
Durante essa etapa, observou-se a sinérese do gel (exsudacéo e evaporacédo da fase
liquida, com diminuicdo do volume da fase sélida, ou seja, encolhimento do gel).
Apos a estabilizacdo do encolhimento do gel, procedeu-se com a secagem em forno
elétrico (BrasiMET K150)[Fig. 3-1], com taxa de aquecimento de 1 °C/min, até
600 °C, mantida a 600 °C por 30 min, e resfriado a temperatura ambiente. Esse
tratamento térmico, teve como objetivos eliminar a fase liquida residual, assim
como as impurezas de origem organica, derivadas dos grupos alcéxidos e do alcool

formado durante os processos de hidrolise do TEOS.
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Figura 3-1 Tratamento térmico - Forno BrasiMET K150

Durante o tratamento, as amostras foram mantidas em cadinhos cerdmicos,
com o objetivo de controlar a taxa de evaporacdo da fase liquida, evitando
flutuacGes de temperatura sobre as amostras, que poderiam levar a0 aumento do
fluxo de fase gasosa expansiva a ser removida das amostras, ocasionando a ruptura
da microestrutura e a propagacéao de trincas. A partir de inspecao visual, as amostras
que apresentaram irregularidades em sua superficie, como bordas muito altas em
relagdo ao centro da amostra, foram polidas com uma sequéncia de lixas de carbeto
de silicio (granulacdo variando de 400 a 1000). As amostras apresentaram aspecto
de coloracéo branca, levemente azulada, como observado na imagem da Figura 3-
2. Esse aspecto é descrito como sendo pré-sputtering, ou seja, amostras sem a

camada de Au.

Figura 3-2 Amostras ap0s o tratamento: xerogéis com coloragao branca azulada
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3.2 Sintese de Nanoparticulas de Ouro (AuNPSs)

Na sintese das nanoparticulas de ouro (AuNPs) produz-se particulas
nanométricas de ouro, e nesse caso foi realizada no substrato do xerogel de silica.
O processo de formacdo de AuNPs consiste de uma etapa incial na qual ocorre a
deposicdo de um filme fino de Au sobre o xerogel pelo método de sputtering. Em
uma camara de vacuo, a corrente elétrica faz com que um gas ionizado se choque
com a superficie de um alvo de Au, removendo Au da superficie do alvo e,
consequentemente, depositando-o sobre o xerogel.

O sputtering € realizado num equipamento chamado Desk V, que esta
disponivel no Laboratério de Analises Técnicas da PUC-Rio [Fig. 4-3]. Os filmes
depositados possuem 6 nm para 0 primeiro conjunto de amostras e 20 nm de

espessura para o segundo conjunto de amostras (Anexo I).

s U 1

ncaol

Figura 3-3 DentonVacuum Desk V — Equipamento para sputtering do filme de Au.

O DentonVacuum Desk V é um equipamento de deposi¢do por vacuo que
produz camadas finas de materiais em superficies. Com um ambiente de vacuo a
baixa pressdo, o ouro é evaporado e depositado sobre o xerogel.

O equipamento possui uma cdmara de deposi¢do, uma fonte de material e o
sistema de vacuo. O sistema de vacuo faz com que, com pouco ar dentro da camara,

seja possivel realizar a evaporacdo do material e depositar na superficie.
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O equipamento utilizado permite que filmes finos sejam depositados em 15
xerogeis de dimensdes tipicas de 5 mm cada simultaneamente, tornando esta etapa
do trabalho mais eficiente.

Esse processo de deposicédo foi realizado duas vezes por 1 minuto a cada

vez, de forma que obtivéssemos um filme de aproximadamente 20 nm [Fig. 4-4].

Figura 3-4 Xerogeis apés a deposicdo de Au feita através do processo de sputtering.

Apbs o processo de deposicao de filme de Au por sputtering, é necessario
colocar as amostras no forno novamente para a criacdo das NPs de Au por
coalescéncia.

Na figura abaixo [Fig. 3-5] sdo apresentados os dois fornos utilizados.

No primeiro tratamento térmico [Fig. 3-5(a)], os xerogeis sdo aquecidos até
250 2C por 30 minutos e no segundo tratamento térmico [Fig. 3-5(b)] as amostras
com filme de ouro sobre substrato de xerogel de silica sdo aquecidas até 600 ¢C
entre 4 e 6 minutos. O posicionamento dos cadinhos dentro dos fornos (como
mostrado na Figura 3-5), deve ser de modo a manté-los os mais centralizados
possiveis em relacdo as paredes do forno, onde estdo localizadas as resisténcias -
que geram o gradiente de temperatura. 1sso garante que todas as amostras estejam
sobre os mesmos gradientes de temperatura, 0 que nos da aproximadamente as

mesmas condicGes para o crescimento das AuNPs.
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Figura 3-5 Amostras no forno a) primeiro forno - tratamento até 250°C b) segundo forno -
tratamento térmico a 600°C — BrasiMET K150

Ap0s esse processo, a coloracao dos xerogeis fica rosada, indicando a criacdo
das AuNPs [Fig. 3-6]. A sintese das nanoparticulas na superficie do xerogel faz com
que as propriedades opticas se alterem, mudando a posicdo e a largura de banda da

ressonancia de plasmon localizada no espectro visivel.

Figura 3-6 Xerogeis apés o tratamento térmico para a criacdo das AuUNPs

A classificacdo das amostras e 0 aspecto delas ap6s a sintese das AuNPs se

encontra na Tabela 1, no Anexo.
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3.3MEV

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) é amplamente
empregada em pesquisas para obter imagens de alta resolucdo da superficie de
materiais. Para realizar a analise utilizando o MEV, s&o necessarias diversas etapas
de preparacao. Inicialmente, o substrato ¢ fixado [Fig. 3-7] e, posteriormente, uma
camada fina de metal condutor € depositada na sua superficie, utilizando-se uma
fonte de material e o sistema de vacuo do dispositivo. Em seguida, o substrato €
transferido para o microscopio eletrénico, para a obtencdo de imagens da superficie

do substrato através da varredura com um feixe de elétrons.

Figura 3-7 Xerogeis no equipamento Desk V fixados com fita de carbono

3.3.1 Caracterizacdo morfolégica das amostras por MEV

A Microscopia Eletrdnica de Varredura teve como objetivo analisar o formato
e 0 tamanho das nanoparticulas de ouro (AuNPs) formadas nos xerogéis de silica.
As medidas com o MEV foram realizadas no Laboratorio de Analises Térmicas da
PUC-Rio pelo Prof. Antdnio Mario.

A interpretacdo das imagens obtidas pela MEV nos mostrou que as AuNPs
na superficie dos xerogéis de silica tém formatos de nanoilhas [Fig. 3-8]. Esses

resultados seréo apresentados a seguir.
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n' J n 12.0 pm 6.49 mm 7
312pm 6.48 mm 8

41pA Axial UH-RESOLUTION 41pA Axial UH-RESOLUTION

89.5 kx 2.61nm 23.3 kx 2.62 nm

Figura 3-8 Imagens da superficie do sistema AUNPs@SiO.. Nanoilhas de Au podem ser

visualizadas através de imagens do MEV em uma escala de (a) 1 um e (b) 2 um.

Observamos através das imagens obtidas pelo MEV da superficie de
AUNPs@SiO- realizada na amostra 30 que, apds o procedimento de deposi¢do de
filme de Au e subsequente tratamento térmico, foram geradas nanoilhas de ouro na
superficie dos xerogéis.

A composi¢do quimica do sistema AUNPs@SiO; foi obtida atraves de medida
de Espectroscopia por Dispersao de Elétrons (EDS), e o resultado é apresentado nas
Figuras 3-9 e 3-10. A presenca de carbono na amostra esta relacionada a fita de
carbono utilizada para fixar o xerogel durante a analise por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV). Ja a presenca de silica (SiO2) do substrato é identificada
através dos picos de Si e O, e 0 Au esta relacionado com as nanoilhas de ouro na
amostra. O enxofre (S) esta relacionado com uma possivel contaminacdo devida a

manipulacdo da amostra.

- Map Sum Spectrum
Wit% (]
Si 35.6 0.2
Au 34.6 04
(0] 29.4 0.2
03 0.1

Powered by Tru-Q®

O_IlIII|IIIIIIIII]IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIﬁT7II|IIIIII

0 2 4 6 keV

Figura 3-9 EDS - Composicdo do sistema AUNPs@SiO»
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Figura 3-10 Composicéo do sistema AUNPs@SiO». A parte colorida indica a presenca do

elemento e a parte preta indica a auséncia do elemento.

3.4 Funcionalizagéo

Funcionalizacdo é um processo que é realizado adicionando grupos
funcionais a uma superficie para que se aumente a capacidade de interacdo dessa
superficie com outras moléculas. Os grupos funcionais sdo atomos ou moléculas
com determinadas especificidades, sendo elas: tendéncia de ligacdo entre
moléculas, capacidade de reacdo quimica, entre outras. A adi¢cdo desses grupos
funcionais pode ser feita por diversas técnicas [30]. O objetivo desse trabalho foi,
com a funcionalizacao da superficie AUNP@SIiO-, tornar este sistema biossensivel.

Funcionalizar uma nanoparticula é colocar alguns grupos funcionais em sua
superficie. No caso, foram realizadas duas funcionalizagbes: a primeira
funcionalizacdo é uma combinacédo de cisteamina, N-hidroxissuccinimidabiotina e
avidina aviaria [31-34] com concentracdo de 107® M. A segunda foi uma
funcionalizacdo com diferentes concentracdes de avidina (107 M, 108M, 10°M e
1010 Mm).

Na primeira fase das funcionalizagbes, uma quintuplicata foi realizada de

modo a validar o processo e caracterizar com uma maior eficiéncia essas amostras
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funcionalizadas. Estas funcionaliza¢des foram realizadas pelo Professor Dr. Edison
Pecoraro, na UNESP-Araraquara [Fig. 3-11].

FUNCIONALIZAGAO Au@SiO

Cisteamina (CA)

2xerogel

Avidina avidria
(AV)

N-hidroxisuecinimidabiotina
(NHSB)

Identificagdo da Identificagdo Funcionalizagdo Identificagdo da | Identificagdo Original | Funcionalizagdo Identificagdoda | Identificagdo Original | Funcionalizagdo
Amostra no Original da Amostra Amostra no da Amostra Amostra no da Amostra
Experimento (no saquinho) Experimento (no saquinho) Experimento (no saquinho)
1 6

24/09/21 Amostra 1 CA 24/09/21 Amostra 6 CA + NHSB 11 17/09/21 Amostral  CA+ NHSB+ AV

2 24/09/21 Amostra 2 CA 7 24/09/21 Amostra 7 CA + NHSB 12 17/09/21 Amostra2  CA + NHSB + AV
3 24/09/21 Amostra 3 CA 8 24/09/21 Amostra 8 CA + NHSB 13 17/09/21 Amostra3  CA + NHSB + AV
4 24/09/21 Amostra 4 CA 9 24/09/21 Amostra 9 CA + NHSB *14 17/05/21 Amostrad  CA + NHSB + AV
5 24/09/21 Amostra 5 CA 10 24/09/21 Amostra 10 CA + NHSB 15 17/09/21 Amostra5  CA + NHSB + AV
16 17/09/21 Amostra6  CA + NHSB + AV

* amostra descartada devido a contaminagio

Figura 3-11 Tabela de composicdo das amostras de 1 a 16. Amostras de 1 a 5 contendo
cisteamina (CA), amostras de 6 a 10 contendo cisteamina e biotina (NHSB) e amostras de 11

a 16 contendo cisteamina, biotina e avidina (AV). Cortesia: Dr. Edison Pecoraro.

Na segunda fase de funcionalizag6es, as amostras foram funcionalizadas com
diferentes concentracdes de avidina (107 M, 108 M, 10°M e 10°2° M). Os espectros
de absorcdo de oito amostras com AuNPs na superficie de xerogel de silica foram
medidos como referéncia e obteve-se 0 comprimento de onda do pico de LSPR de
referéncia. As outras doze amostras foram divididas em triplicatas de acordo com
as concentracfes de avidina (107 M, 108 M, 10° M e 102 M). Foram realizadas
quatro medidas de absorbancia com intervalos de 0, 7, 15 e 30 dias.

A classificacdo das amostras e o status dela apds as etapas de funcionalizagédo
se encontra na Tabela 2, no Anexo.
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3.5Espectroscopia

3.5.1 Espectrofotobmetro USB 4000 (Ocean Optics, EUA)

Foram realizadas medidas de caracterizacdo de absorbancia e a
determinacéo do pico de absorcdo referente ao LSPR em NPs de Au em substrato

de xerogel de silica, utilizando a montagem experimental mostrada na figura 4-8.

Amostra
Fonte de Luz (

Fibra Coletora

Aquisicao Espectrofotometro

de Dados

Figura 3-12 Montagem para medida da absorbancia. Cortesia: Yan Machado

O USB 4000 (Ocean Optics, EUA) é um espectrofotbmetro que funciona
medindo a intensidade de luz em diferentes comprimentos de onda. O aparelho é
conectado a um computador via USB e usa uma fonte de luz branca para iluminar
a amostra.

A luz da fonte passa por uma fenda estreita e é direcionada para a amostra. A
luz entdo passa pela amostra, é captada pelo detector que envia o sinal para o
computador, onde é processado pelo Spectra Suite. E possivel ajustar varios
parametros, como selecionar os comprimentos de onda e integracdo do tempo,

gerando um espectro de absorgéo.
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3.5.2 Espectrofotdmetro Lambda 950 (Perkin EImer, EUA)

O Lambda 950 (Perkin Elmer, EUA) [Fig. 3-13] é um espectrofotdmetro UV-
VIS-NIR que trabalha entre 175 nm e 3300 nm e possui duas lampadas: uma
de deutério (UV) e outra de tungsténio-halogénio (VIS-NIR). Com o interesse
de medir a absorbancia, foi usado em sua configuracéo padrdo, sem acrescentar

0 médulo de esfera integradora.

Figura 3-13 Perkin Elmer Lambda 950

Foram realizadas medidas tanto no USB4000 quanto no Lambda 950,
localizado no Laboratério Multiusuério do Departamento de Fisica da PUC-Rio.
A seqguir, sdo apresentados e discutidos os resultados referentes as medidas

de absorbancia realizadas nas amostras estudadas.
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4
Resultados e Discussoes

4.1 Caracterizacdo das AuNPs sobre xerogel de silica
4.1.1 Espectroscopia de Absorcao

As amostras estudadas nesta secdo foram catalogadas como mostrado no
Anexo 1, sendo o primeiro conjunto de amostras composto pelos xerogeéis
numerados de 1 a 16 e o segundo conjunto constituido pelos xerogéis numerados
de 17 a 42. Nesta secdo sao apresentados os resultados da medida de absorbancia
obtidos para cada um desses grupos.

Inicialmente realizou-se a espectroscopia de absor¢do em uma amostra de
xerogel com o espectrofotdmetro USB4000 [Fig. 4-1]. Verificou-se a presenca de
um ruido na regido do comprimento de onda de 400 nm. Por conta disso, novas
medidas de absorbancia foram realizadas no espectrofotdmetro Lambda 950, com
0 objetivo de otimizar a identificacdo do deslocamento de banda esperado e reduzir

o sinal-ruido.

Absorbéncia (u.a.)

02

T T T T T T ¥ T y
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4-1 Espectro de absorbancia do xerogel apds o tratamento térmico, sem deposicao de
Au
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4.1.1.1 Caracterizacdo da sintese das AuNPs do primeiro conjunto de
amostras —1a 16

As amostras com nanoparticulas de Au (AuNPs) apresentaram diversas
tonalidades de rosa, conforme evidenciado na Figura 4-2, o que indica a criacdo de
AUNPs menores (COUTO, 2020) que as dos outros xerogeis com filme de 20 nm.
Nesse primeiro conjunto de amostras (1 a 16), o filme de Au depositado para a
sintese de AuNPs tinha uma espessura de aproximadamente 6 nm. Para 0 segundo
grupo de amostras (17 a 42), aumentamos a espessura do filme para 20 nm com o

intuito de facilitar a ligacdo da funcionalizacao.

Figura 4-2 Amostrasde 1 a 7 - AUNPs@SiO;

O subconjunto de amostras entre 1 e 7 [Fig. 4-3], nas quais foram formadas
nanoilhas na superficie do xerogel, apresentou espectros de absorcdo tipicos para
AuUNPs com um comprimento de onda médio do pico de LSPR igual a A, =
486,89 nm. Somente a amostra de numero 7 apresentou um A,;., = 517,70 nm,
maior que o das outras amostras — 0 que pode ter sido causado pela morfologia e
pelo tamanho das AuNPs. Observou-se, também, diferentes tonalidades de rosa nas

amostras, 0 que indica diferentes tamanhos das AuNPs.
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Figura 4-3 Espectro de absorcdo das amostrasde 1 a 7

O subconjunto de amostras entre 8 e 16 apresentou rachaduras. A absorbancia
referente a essas amostras estd descrita na secdo 5.2, junto com o espectro de
absorcéo pos funcionalizacgéo.

O primeiro conjunto de amostras funcionalizado foi utilizado para detectar
avidina com uma concentragio de 10° M.

O pico de absorbancia da Figura 4-4 em 486,10 nm indica a ressonancia
LSPR das nanoilhas de ouro que foram sintetizadas de acordo com a sec¢do 3.2 do

presente trabalho.
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Figura 4-4 Espectro de absorc¢do da amostra 6 com AuNPs

4.1.1.2 Caracterizacao da sintese das AuNPs do segundo conjunto de
amostras — 17 a 42

O segundo conjunto de amostras apresentou espectros de absorcdo esperados
para AuNPs ap0s a sintese das nanoparticulas no xerogel com uma média de
comprimento de absor¢do de LSPR igual a A,;., = 489 nm. Para esse grupo de
amostras, aumentamos a espessura do filme para 20 nm com o objetivo de otimizar
o sinal de deteccdo posterior. A melhora da sensibilidade foi perceptivel, ja que
facilitou a identificacdo das bandas LSPR. As medidas de absorbancia desse
conjunto estdo na se¢éo 5.2.

A média do espectro de absor¢éo obtida pelo Lambda 950 possui um A, spg =
489 + 0,05 nm [Fig. 4-5] para 8 amostras de referéncia com AuNPs, 0 que

tambem indica a presenca de nanoilhas de ouro.
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Figura 4-5 Média da absorbéncia de 8 amostras com AuNPs

Além das medidas das amostras, foi realizada uma calibracdo através da
medida de uma solucdo de AuNPs esféricas (cortesia: Mariana Gisbert) no Lambda
950 a nivel de comparacao no que tange a presenca de AuNPs [Fig. 4-6]. O pico de
absorcéo dessa solugdo se encontra em 522 nm, conforme mostrado na figura 4-
12. O deslocamento entre os picos se deve ao fato de estarmos comparando

morfologias, tamanhos diferentes de nanoparticulas e meios diferentes.

1.4

121 }—|so|ugéo AuNPs

1,04
0,8 1
0.6 1

0.4 1

Absorbancia (a.u.)

0,2 1

0.0 . T . , . T . T . , . 1
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 4-6 Espectro de absorcdo da solugdo com AuNPs esféricas
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4.2 Caracterizacdo da funcionalizacao

A caracterizacdo da funcionalizacdo foi realizada através de espectroscopia,
utilizando-se o espectrofotdbmetro USB4000 (para o primeiro conjunto de amostras
—1a16) e o Lambda 950 (para o primeiro e segundo conjunto de amostras — 17 a
42). Como os resultados de absorbancia obtidos no USB4000 possuiam muito ruido
na regido dos 400 nm, foram realizadas novas medidas de absorbancia para o
primeiro grupo no Lambda 950, com o intuito de reduzir o sinal-ruido e melhor

identificacdo do deslocamento de banda esperado.

4.2.1 Caracterizacdo da funcionalizacdo do primeiro conjunto de
amostras —1a 16

A concepcdo de trés conjuntos de cinco amostras, como mostrado na figura
4-6, teve como objetivo realizar quintuplicatas, visando obter uma média das
medidas e também validar a metodologia de funcionalizagdo empregada. Foi
utilizado o USB4000 em toda a sua regido de alcance (entre 300 nm e 1100 nm),
com o objetivo de identificar as bandas e o deslocamento de pico LSPR.

Como ilustrado na Tabela 2 (Anexo 1), as amostras de 1 a 5 foram tratadas
apenas com cisteamina (CA). As amostras de 6 a 10 foram tratadas com cisteamina
e biotina (CA + NHSB) e as amostras entre 11 e 16 foram tratadas com cisteamina,
biotina e avidina (CA + NHSB+ AV). Na etapa final do experimento, a
concentracdo de avidina (AV) empregada para ligacdo das amostras foi de
7,6 x 107 M. A concentracdo de biotina (NHSB) empregada foi cerca de 10.000
vezes menor do que a de avidina. Conforme relatado na literatura [35], a faixa de
sensibilidade esperada estende-se até 10° M para AuNPs. Por conseguinte, o tltimo
conjunto de amostras (11, 12, 13, 15 e 16) foi utilizado para verificar se o sistema

apresentava sensibilidade dentro da faixa esperada e para validacdo da metodologia.
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4.2.1.1 Absorcédo das amostras 1 a 5 — Cisteamina (CA)

A Figura 4-7 mostra a absorbancia em funcédo do comprimento de onda para

as amostras de 1 a 5, respectivamente. Essas medidas foram realizadas com o

USB4000. Considerando somente a ligacdo entre AuNPSs e a cisteamina., a curva

de absorcdo referente a pré funcionalizacdo (curva vermelha) quando comparada a

curva pés funcionalizacdo (curva preta) apresenta um alargamento de banda.

Conforme tabela 1 (anexo), as amostras de 1 a 5 apresentaram rachaduras apds a

sintese das AUNPs, 0 que pode ser responsavel pela diferenca na resposta espectral.

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

- b)

T T T T T T
300 400 500 600 00 800 900

Comprimento de onda (nm)

T T T
00 &0 00 800 «0 1000 1100

Comprimento de onda (nm)

104 11
09 -~ \"\\ N 10
7\ 09
08 \ —
& \ © 08
> \ d
\ 2. o
06 \
% \ © o
%51 ———— \ g 05
044 \ «0
\ 044
034 \\ 2 .
o 03
024 \ 0 02
\ Q2 1
01 \ < 01
00 C‘) 004
01 T T M T T T T 01 T T T 1
00 400 500 600 700 800 900 1000 1100 300 @0 00 o0 00 80 900 1000 100

Comprimento de onda (nm)

114
104
094
084
074
06
054
044
034
02

Absorbancia (u.a.)

Comprimento de onda (nm)

e)

T T T T T
500 600 00 800 S00

Comprimento de onda (nm)

T al
1000 1100

Figura 4-7 Espectro de absorcéo pré funcionalizacdo (vermelho) e pds funcionalizagéo (preto)

para a) amostra 1, b) amostra 2, ¢) amostra 3, d) amostra 4 e ) amostra 5
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Como observado, ocorre um alargamento da banda de absorcdo da amostra
funcionalizada em relagdo & amostra sem funcionalizagdo. Apesar das curvas nao
se repetirem e ndo haver reprodutibilidade, pode-se observar 0 mesmo

comportamento na regido do azul.

4.2.1.2 Absorcdo das amostras 6 a 10 - Cisteamina e Biotina
(CA+NHSB)

Os espectros a seguir [Fig. 4-8] mostram a absorbancia em funcéo do
comprimento de onda para as amostras de 6 a 10, respectivamente. Essas medidas
foram realizadas com o USB4000. As amostras foram funcionalizadas com
cisteamina e biotina. A curva de absorcéo referente a pré funcionalizacdo (curva
vermelha) quando comparada a curva pés funcionalizacdo (curva preta) apresenta
também um alargamento de banda. Conforme tabela 1 (anexo), as amostras de 6 a
10 também apresentaram rachaduras ap6s a sintese das AUNPs. Apesar disso, existe
uma consisténcia da resposta espectral de cada amostra nessa etapa de

funcionalizacéo.

45


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112887/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112887/CA

114

11+
104 104
091 094
“,: 08 l l\'l 08
3. 0 . o7
© 064 N\*ﬂ © 064
g 054 S 054
v 044 «0
044
2 2
o 034 (o] 034
17 17
o 024 o 024
< 014 a) < 0,14 b)
004 004
01 : T r - r : T 1 01 : ; : : : : : :
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
11 1.1
|
104 104
T 094 094
m: 084 ’; 0384
3 oz 3 o
© 06 o 064
e  os] 2 os
«0 «0
'E 044 .e 04
8 034 § 034
Qo 02 C) < 024 d)
< 01
1 014
004 004
0.1 T T T T T T T 01 - . r - - - - 1
300 400 500 600 700 800 o0 1000 1100 300 400 00 600 700 800 o0 1000 1100

Comprimento de onda (nm)
114
104
094
084
0.7 4
064
054
04 4
034
02 4

Absorbéancia (u.a.)

0,14
004
0,1

Comprimento de onda (nm)

e)

T T T T
300 400 500 600 700

Comprimento de o

T T
800 900 1000 1100

nda (nm)

Figura 4-8 Espectro de absorcéo pré funcionalizacdo (vermelho) e pds funcionalizagéo (preto)

para a) amostra 6, b) amostra 7, ¢) amostra 8, d) amostra 9 e e) amostra 10

No sistema CA+NHSB, o espectro pés funcionalizacdo é mais definido e

reprodutivel. Observa-se um alargamento de banda nos espectros, evidenciando

uma resposta do sistema a funcionalizagdo.
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4.2.1.3 Absorgéo das amostras 11 a 16 — Cisteamina, Biotina e Avidina
(CA+NHSB+AV)

A absorbancia em fungdo do comprimento de onda para as amostras 11 a 16

[Fig, 4-9] estdo apresentadas abaixo. Essas medidas foram realizadas com o

USB4000. As amostras foram tratadas com cisteamina e biotina para identificacdo

de avidina. A curva de absorcéo referente a pré funcionalizacdo (curva vermelha)

qguando comparada a curva pos funcionalizacdo (curva preta) apresenta também um

alargamento de banda. Na tabela 1 (anexo), foi apresentado que as amostras de 11

a 16 apresentaram rachaduras apds a sintese das AUNPs.
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Figura 4-9 Espectro de absorcdo pré funcionalizacdo (vermelho) e pés funcionalizacéo (preto)

para a) amostra 11, b) amostra 12, c) amostra 13, d) amostra 15 e ) amostra 16
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No sistema CA+NHSB+AV, o0 espectro pés funcionalizacdo se torna
caracteristico. Observa-se um alargamento de banda nos espectros que indica a
resposta a funcionalizacdo. Os espectros apresentam picos na banda de absorgéo
mais pronunciados que nas etapas anteriores. O alargamento de banda validou a
metodologia, mas de forma a ter espectros com menos ruido optou-se entdo pela

andlise da absorbancia através do espectrofotdmetro Lambda 950.

4.2.2 Caracterizacdo da funcionalizagcdo do segundo conjunto de
amostras — 17 a 42

Primeiramente, foram medidas as absorbancias utilizando o USB4000, mas a
regido onde a relag&o sinal-ruido € menor em relagdo aos outros comprimentos de
onda (em torno dos 400 nm) nos fez optar, posteriormente, pelo uso do Lambda
950.

Ao posicionar as amostras no espectrofotdmetro, estas foram colocadas em
cubetas de quartzo da Thorlabs e posicionadas de forma a ter a maior incidéncia de
luz possivel nelas. O equipamento Lambda 950 possui espaco para duas cubetas,
sendo uma de referéncia (amostras 17 e 18) e a outra com a amostra que esta sendo
analisada. As medidas realizadas foram na faixa de comprimento de onda de
400 nm a 700 nm, com o passo de 0,1 nm, com o objetivo de detectar bem a regido
do deslocamento das AuNPs.

A referéncia utilizada foi um xerogel tratado termicamente até 600 2C com
taxa de aquecimento de 2,5 2C/min, sem deposicédo de filme de Au.

Na Figura 4-10 podemos observar os deslocamentos de pico entre o sistema
AUNPs@SiO: e o sistema das amostras com funcionalizacdo CA+NHSB+AV com
concentragéo de avidina da ordem de 10”7 M para as amostras 19, 20 e 21. Os picos
foram definidos através do método de integragdo do software Origin. Observa-se
um deslocamento médio de pico A, = 24,57 nm em relacdo ao comprimento

de onda do pico de LSPR (489 nm) e a ocorréncia de um redshift.
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Figura 4-10 Espectro de absor¢do em funcdo do comprimento de onda das amostras 19, 20 e

21, funcionalizadas com concentragdo de avidina de 10" M.

Analisando a figura 4-10 para a curva da amostra 19, observa-se a presenca
de dois picos (479 nm e 527,7 nm). De forma a compreender a origem do pico em
479 nm, foi realizada uma medida de refletancia da luz na amostra 19. O espectro
de refletancia mostrado na Figura 4-11 exibe um pico de refletancia exatamente em
479 nm, e, portanto, é possivel associar na Figura 4-10 que a banda centrada em
479 nm esta relacionada a um espalhamento da amostra e ndo a Ressonancia de
Plasmon de Superficie Localizada (LSPR). Ou seja, a banda observada em 479 nm
aparece tanto no espectro de refletancia quanto no de absor¢édo, o que nos mostra a
associacdo dessa banda ao espalhamento da luz, o que n&o ocorre na banda centrada
em 527,7 nm.
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Figura 4-11 Espectro de refletancia difusa em fungdo do comprimento de onda da amostra 19

(curva preta). A curva vermelha é relacionada ao smooth do software Origin.

Na figura 4-12 podemos observar os deslocamentos de pico entre o sistema
AUNPs@SiO; e o sistema das amostras com funcionalizacdo CA+NHSB+AV com
concentragdo de avidina da ordem de 108 M para as amostras 24, 25 e 26. Todas
as amostras apresentaram deslocamento LSPR para o vermelho (redshift).

A média do deslocamento de comprimento de onda (AApico) das amostras

com concentracéo de avidina de 1078 M foi de AA;., = 79,72 nm.
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Figura 4-12 Espectro de absorcdo em funcdo do comprimento de onda das amostras 24, 25 e

26, funcionalizadas com concentragio de avidina de 10 M.

Na figura 4-13 podemos observar os deslocamentos de pico entre o sistema
AUNPs@SiO; e o sistema das amostras com funcionalizacdo CA+NHSB+AV com
concentracéo de avidina da ordem de 10° M para as amostras 32, 33 e 36. Todas as
amostras apresentaram deslocamento LSPR.

A média do deslocamento de comprimento de onda (AA,;.,) das amostras
com concentracdo de avidina de 10° M foi de Apico = 80,56 nm. Todas as

amostras apresentaram um redshift, o que era esperado de acordo com a literatura.

51


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112887/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112887/CA

0,23

1 — CA+NHSB+AV #36
0,22 4 519,98 nm —— CA+NHSB+AV #33
—— CA+NHSB+AV #32

0,21 4

5 0,20 1

3 -

o 0,19 -

g ] Ad=30,98 nm

S 018

[ =

o |

)

g 0'17'\/\
0,16-WW
0,15 489 nm

—r rrr+rJ1 1 rr1rr1r 11 rrr1rr1r 1 rr1rrrir

T
450 460 470 480 480 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 4-13 Espectro de absor¢do em funcdo do comprimento de onda das amostras 32, 33 e

36, funcionalizadas com concentragéo de avidina de 10° M.

Na figura 4-14 podemos observar os deslocamentos de pico entre o0 sistema
AUNPs@SiO- e o sistema das amostras com funcionalizacdo CA+NHSB+AV com
concentragdo de avidina da ordem de 10°1° M para as amostras 40, 41 e 42. Todas
as amostras apresentaram deslocamento LSPR para o vermelho (redshift).

A média do deslocamento de comprimento de onda (AApico) das amostras
contendo uma concentracao de avidina de 1071° M [Fig. 5-12] foi determinada como
Adpico = 49,4 nm. Todas as amostras apresentaram redshift. Entretanto, constatou-
se que a amostra 42 apresentou um deslocamento menor do pico de comprimento
de onda, o que pode ser atribuido a sua espessura. Este resultado pode ser explicado
pelo fato de que a espessura dos xerogeis utilizados na producéo das amostras néo
foi uniforme, resultando em uma variagcdo no deslocamento da ressonancia de

plasmon de superficie localizada (LSPR).
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Figura 4-14 Espectro de absorcdo em funcdo do comprimento de onda das amostras 40, 41 e

42, funcionalizadas com concentracéo de avidina de 10°° M.

A média geral de deslocamento das amostras € A, = 52,83 nm.

As concentraces de avidina de 10® M e 10° M obtiveram uma média do
deslocamento de pico aproximada (79,72 nm e 80,56 nm, respectivamente). A
média das concentracdes 107'M e 10°1°M obtiveram uma média de deslocamento

24,57 nm e 49,4 nm, respectivamente.

O espectro de absorbancia apresentado na figura 4-15 tem como objetivo
comparar duas amostras com funcionalizagdo CA+NHSB+AYV, sendo a curva azul
proveniente da amostra 15, a qual passou pelo processo de funcionalizagcdo em
outubro de 2021, e a curva vermelha correspondente a amostra 19, funcionalizada
em novembro de 2022, e que apresenta um menor sinal-ruido. Apesar do sinal
apresentar um nivel de ruido, é possivel observar que houve deslocamento de banda
LSPR (6,6 nm para a amostra 15 e 5,16 nm para a amostra 19) na presenca de
avidina em relagcdo ao sistema AuNPs@SiO>, indicando que a funcionalizacéo

ocorreu de forma efetiva. Esse deslocamento permaneceu mesmo ap0s um ano de
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armazenamento, o que evidencia uma boa estabilidade da amostra mesmo em
condigdes de degradacdo do biossensor (armazenamento em temperatura ambiente
e fora da dissecadora).

AuNPs@Si02
—— CA+NHSB+AV #15
1,40 —— CA+NHSB+AY #18

1,35 -

1,30 -

Absorbancia (u.a.)

1,25 -

1,20 -

470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525
Comprimento de onda (nm)

Figura 4-15 Espectro de absor¢do em funcdo do comprimento de onda das amostras 15 (curva
azul) e 19 (curva vermelha) com funcionalizacdo CA+NHSB+AYV e do sistema
AUNPs@SiOz(curva preta)

A figura 4-16 mostra os espectros de absorbancia entre trés amostras
distintas, a saber: o xerogel contendo AuNPs, a amostra 9 (10° M) contendo
cisteamina e biotina, e a amostra 24 (10 M) contendo cisteamina, biotina e avidina.
Observa-se, por meio do grafico obtido, que houve um deslocamento para a regido
de maiores comprimentos de onda (redshift) de 2,7 nm quando se comparou 0
sistema AUNPs@SiO, com a amostra contendo CA+NHSB, enquanto que se
verificou um deslocamento para a regido de menores comprimentos de onda
(blueshift) de 0,7 nm ao se comparar as amostras contendo CA+NHSB e
CA+NHSB+AV.
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Figura 4-16 Espectro de absorcdo em fungdo do comprimento de onda das amostras 9 (curva

laranja) e 24 (curva azul) e do sistema AuNPs@SiO; (curva preta)

A seguir, comparamos as absorbancias normalizadas entre sistemas
CA+NHSB e CA+NHSB+AV. Todos os sistemas, quando comparados com 0
sistema AUNPs@SiO3, apresentaram redshift.

Na Figura 4-17, é apresentado o espectro de absorbancia de duas amostras
distintas: uma contendo CA+NHSB (nGmero 7 com 10® M) e outra contendo
CA+NHSB+AV (nmero 24) com concentracdo de avidina de 10 M. Através da
comparagao dos dois espectros, observou-se um deslocamento de pico 424,;., =
8,9 nm. Esse espectro indica um redshift da amostra s6 com cisteamina e biotina

para a amostra que contém também avidina.
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Figura 4-17 Espectro de absorcéo normalizada em fungéo do comprimento de onda das

amostras 7 (curva laranja) e 24 (curva vermelha)

Na Figura 4-18 pode-se observar também o espectro de absorbancia de duas
amostras distintas: uma contendo CA+NHSB (nimero 8) e outra contendo
CA+NHSB+AV (nmero 24) com concentracdo de avidina de 10 M. Através da
comparagdo, observou-se um deslocamento de pico 44, = 1,5nm. Esse
espectro indica um pequeno blueshift da amostra s6 com cisteamina e biotina
guando comparada com a amostra que contém também avidina. O blueshift pode
ter sido causado pela inomogeneidade da amostra 8, pois ela apresentou rachaduras
pos sintese das AUNPs. Apesar disso, comparadas ao sistema AUNPs@SiO2, ambas

as amostras apresentaram redshift, como esperado.

56


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112887/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112887/CA

0,195 1

0,190 L— CA+NHSB+AV #24

CA+NHSB #8

0,185 4 491,3 nm

] Al=-15nm
0,180 _\/

0,175 1
0,170 - 492 .8 nm
0,165 -

0,160

Absorbancia normalizada (u.a.)

0,155 1

LA IR L LA LR L N L LA LA RN AN EEL A BN
460 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525
Comprimento de onda (nm)

Figura 4-18 Espectro de absor¢do em fun¢éo do comprimento de onda das amostras 8 (curva

laranja) e 24 (curva vermelha)

Janafigura 4-19, observou-se novamente um redshift, com um deslocamento
de pico 42,;., = 11,5nm. O espectro de absorbancia compara a amostra de
nimero 9 (CA+NHSB — 10°° M) com a amostra de nimero 24 (CA+NHSB+AV),
com concentragdo de avidina de 108 M.
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Figura 4-19 Espectro de absorcdo em fungdo do comprimento de onda das amostras 9 (curva

laranja) e 24 (curva vermelha)

57


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112887/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N©2112887/CA

No biossensor AUNPs@SiO2, observou-se que as amostras 7 e 9 apresentaram
um deslocamento da banda de ressondncia LSPR para valores maiores de
comprimento de onda (redshift). Esse deslocamento pode ser explicado pelo
aumento na massa ou na concentracdo das moléculas presentes na superficie do
sensor. Ja a amostra 8 apresentou um deslocamento da banda de ressonancia LSPR
para valores menores de comprimento de onda, (blueshift), podendo ser explicado
por conta da rachadura na amostra. Para confirmar a funcionalizagéo das amostras,
€ necessario observar um deslocamento de pico significativo, o que foi observado
nas amostras analisadas, utilizando-se para a analise de absorbancia uma resolugédo
de 0,1 nm no espectrofotdmetro Lambda 950.

No capitulo seguinte, apresentam-se as conclusdes do proposto trabalho.
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5
Conclusoes e Perspectivas Futuras

Nesta dissertacdo investigou-se as propriedades Opticas de sistemas
compostos por nanoilhas de ouro funcionalizadas com avidina, na superficie de
monolitos de xerogeis de silica (SiO2), visando o desenvolvimento de uma
plataforma sélida inorganica e inerte para biossensores baseados na Ressonancia de
Plasmon de Superficie Localizada (LSPR), devido a sua elevada sensibilidade a
alteracbes no ambiente quimico préximo. Para a criacdo das nanoilhas de ouro
sobre substratos de xerogéis de SiOz, foi utilizado o método de deposicao de filme
de Au seguida de tratamento térmico (AuNP@SiO;). Estes sistemas foram
funcionalizados em dois passos consecutivos, inicialmente com cisteamina (CA) e
depois com N-hidroxissuccinimidobiotina (NHSB) para a detecgéo de avidina em
solucdo aquosa. O processo de funcionalizacdo foi monitorado por absorbancia
Optica UV-VIS para cada passo. Solugdes aquosas com diferentes concentragdes
(10 M para o primeiro grupo de amostras —1 a 16-; 10" M para as amostras 19, 20
e 21; 10 M para as amostras 24, 25 e 26; 10 M para as amostras 32, 33 e 36 e 10°
10 M para as amostras 40, 41 e 42) de avidina foram utilizadas para testar a detecgéo
e a sensibilidade.

As amostras de CA+NHSB+AV apresentaram um redshift (52 nm) no
deslocamento de pico de absor¢do LSPR em relacdo ao comprimento de onda do
pico de LSPR do sistema AuNPs@SiO>. A ocorréncia do deslocamento do pico de
absorcdo das amostras em cada etapa confirma a ligacdo da molécula com as
AUNPs. As concentragdes de avidina que apresentaram um maior deslocamento
foram 10® M e 10° M, apresentando um deslocamento médio de 79,72 nm e
80,56 nm respectivamente.

Além disso, verificou-se a efetividade da funcionalizacdo trabalhada ao
aumentarmos a espessura do filme depositado de 6 nm no primeiro grupo de
amostras para 20 nm no segundo grupo de amostras. As bandas nas curvas de

absorcdo do segundo grupo se tornaram mais definida, apresentando uma melhor
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definicdo no pico de deslocamento LSPR, tendo em vista a melhor resolucédo do
Perkin Elmer Lambda 950.

Foi observado também o tempo de prateleira do biossensor
CA+NHSB+AV, que mesmo armazenado em temperatura ambiente por um longo
periodo (mais de um ano) ainda apresenta sensibilidade e um deslocamento de
6,6 nm (com relagéo ao sistema AUNPs@SiO-), o que indica uma boa preservagao
do sistema.

Como proposta de trabalhos futuros, pretende-se otimizar a metodologia
empregada para deteccdo de avidina aviaria para deteccdo de doencas. A deteccdo
de doencas ja foi realizada pelo Laboratorio de Optoeletrénica da PUC-Rio atraves
de colaboracdes, e esse sistema se mostrou promissor para a possivel aplica¢do na
deteccdo de outros analitos.
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Anexo |

Amostras (n°)

Data de sintese das
AUNPs

Aspecto

Primeiro conjunto de amostras - Caracterizacao Optica utilizada:

USB 4000 (Ocean Optics)

1-7

17/09/2021

Apresentou rachadura
apos sintese

8-10

17/09/2021

Apresentou rachadura
apos sintese. Amostra
quebrada.

11-16

17/09/2021

Apresentou rachadura
apos sintese

Lambda 950 (Perkin El

Segundo conjunto de amostras - Caracterizacdo Optica utilizada:

mer)

17 - 28

29/07/2022

N&o apresentou
rachaduras

29-31

29/07/2022

Amostras com
deposi¢do na metade
de sua superficie.
Candidatas para MEV

32-38

29/07/2022

N&o apresentaram
rachaduras

39 -42

12/09/2022

N&o apresentaram
rachaduras

Tabela 1 — Classificacdo dos xerogéis e aspecto posterior a sintese das AUNPs
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Amostra

(n°)

CA

NHSB

AV

Data de
funcionalizacdo

Aspecto

Primeiro conjunto de amostras - Caracterizagao Optica utilizada: USB 4000 (Ocean Optics)

1-5|Sim N&o N&o 10/03/2022 | Preparadas para receber AV - 10°M
6-10|Sim Sim N&o 10/03/2022 | Preparadas para receber AV - 10°M
11-12|Sim [Sim |Sim 10/03/2022 | Concentragdo de AV - 10°M
Concentragéo de AV - 10°M.
Amostra imersa em MiliQ e seca
13| Sim Sim Sim 10/03/2022 | com N2
Amostra descartada por
14| Sim Sim Sim 10/03/2022 | contaminacao.
Concentracéo de AV - 10°M.
Amostra imersa em MiliQ e seca
15-16|Sim Sim Sim 10/03/2022 | com N2
Segundo conjunto de amostras - Caracterizagdo optica utilizada: Lambda 950 (Perkin Elmer)
17 - 18| Sim Sim Sim 10/11/2022 | Amostra utilizada como referéncia.
19 -21|Sim Sim Sim 10/11/2022 | Concentragio de AV - 10'M
22 - 23| Sim Sim Sim 10/11/2022 | Amostra utilizada como referéncia.
24 - 26| Sim Sim Sim 10/11/2022 | Concentragio de AV - 10°M
27 - 28| Sim Sim Sim 10/11/2022 | Amostra utilizada como referéncia.
29 | Néo N&o N&o 10/11/2022 | Amostra ndo funcionalizada.
30| Néo Nao Nao 10/11/2022 | Amostra utilizada para MEV
31| Né&o N&o N&o 10/11/2022 | Amostra ndo funcionalizada.
32-33|Sim Sim Sim 10/11/2022 | Concentragio de AV - 10°M
34 -35|Sim Sim Sim 10/11/2022 | Amostra perdida.

67


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 2112887/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N°2112887/CA

36 | Sim Sim Sim 10/11/2022 | Concentragdo de AV - 10°M
37 -38|Sim Sim Sim 10/11/2022 | Amostra utilizada como referéncia.
Apresentou rachadura pos
39|Sim Sim Sim 10/11/2022 | funcionalizagéo.
40|Sim  |Sim  |Sim 10/11/2022 | Concentragdo de AV - 10°1°M
41|Sim  |Sim  |Sim 10/11/2022 | Concentracdo de AV - 101°M
42|Sim  |Sim  |Sim 10/11/2022 | Concentracdo de AV - 10°1°M

Tabela 2 — Classificacdo dos xerogéis e aspecto posterior a funcionalizagdo das amostras.
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