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TWENTY YEARS OF SERS. The Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) effect was ob-
served for the first time in 1974, but it was only considered a new effect three years later, hence,
nearly twenty years ago. Since its discovery, a significant amount of investigations have been
performed aiming at to clarify the nature of the observed enhancement, to improve the surface
stability and to establish applications which nowadays range from the study of biomolecules to
catalysis. Some of the more relevant aspects of this effect which have been examined across the
last two decades are summarized in this paper which presents the introductory aspects of SERS

alongside with several of its applications.
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INTRODUCAO

O efeito SERS consiste em uma intensificagdo significativa
do espalhamento Raman' e foi descoberto casualmente por
Fleischmann e outros? durante uma tentativa de estudar espécies
adsorvidas em superficies de eletrodos através da espectrosco-
pia Raman.

Como a densidade de moléculas adsorvidas é da ordem de
10" - 10'3 moléculas por centimetro quadrado e a seccio de
choque para espalhamento Raman da molécula livre também é
pequena (cerca 10 em2.Sr'.molécula™)®, a utilizagiio do efei-
to Raman em condigbes normais nio apresenta sensibilidade
suficiente para a investigagdo de monocamadas. Ocorre que a
intensidade de uma banda Raman depende (entre outros fatores)
do niimero de espalhadores, assim, Fleischmann e outros? pen-
saram em aumentar a drea superficial eletroquimicamente, atra-
vés da aplicagdo de vdrios ciclos de 6xido-redugdo em um ele-
trodo, o que permitiria a adsor¢do de um nimero maior de
moléculas. Empregaram entdo uma soluc@o aquosa de piridina
(5x10 mol. dm™) em KCI (0,1 mol.dm™) e aplicaram virios
ciclos redox em um eletrodo de prata obtendo, apds esse proces-
so, um espectro da piridina com excelente relagdo sinal/ruido.
Esse comportamento foi considerado pelos autores, naquela oca-
sido, como decorrente do aumento da 4rea efetiva do eletrodo.

Posteriormente, dois trabalhos independentes*® mostraram
que o fator de intensificagdo observado era muito maior do
que o esperado pelo simples aumento da drea: enquanto o es-
pectro da piridina era intensificado de um fator de ca. 10%, a
contribui¢do por aumento de drea avaliado eletroquimicamente
se situava na faixa de uma a duas ordens de grandeza, depen-
dendo da carga passada pelo eletrodo. Evidentemente a contri-
buicdo da superficie para a intensidade observada era maior do
que a esperada através do aumento na rugosidade. Estava as-
sim descoberto um novo efeito, batizado de efeito SERS ou
espalhamento Raman intensificado por superficie.

Apesar do efeito SERS ter sido observado pela primeira vez
em eletrodos, outros tipos de superficies podem ser empregadas,
como por exemplo coldides de alguns metais®, filmes metélicos
depositados em ultra-alto vicuo’, além de outras possibilidades
que, apesar de menos usuais, serdo discutidas oportunamente
neste texto. Além disso, esse efeito ndo € caracteristico apenas
de interfaces metal-eletrélito, ocorrendo também em interfaces
metal-gas®, metal-vicuo’ e sélido-sélido!®,

A Figura 1 exemplifica esse tipo de intensifica¢fo, compa-
rando o espectro Raman ressonante obtido de uma solugio
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aquosa 10" mol.dm™ de 5,10,15,20-tetrakis(1-metil-4-piridil)-
21H,23H-porfirina (TMPyP), excitada em 457,9 nm (Fig. 1a)
com o espectro SERS da mesma substancia, porém na concen-
tragdo de 107 mol.dm™, feito em coléide de prata e excitado
em 488,0 nm (Fig. 1b). Deve ser notado que apesar da concen-
tragdo da porfirina ser 3 ordens de grandeza menor, o espectro
mostrado na Fig. 1b apresenta relagfo sinal/ruido significativa-
mente melhor do que o da Fig. 1a'l,
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Figura 1. Espectros Raman de TMPyP

(a) em solugdo aquosa (10 mol.dm™) e excitado em 457,9 nm; (b) em
coldide de prata ( 107 mol.dm™) e excitado em 488,0 nm. As diferen-
¢as em termos de posi¢do de picos sdo explicadas pelo fato de que,
neste caso em particular, além da intensificagdo do espectro ocorre
também a metalagdo da pmﬁrina”, Jormando Ag(II)TMPyP, como serd
discutido adiante no texto.

Nesses 20 anos de efeito SERS pode-se dizer que desde sua
descoberta até o final da década de 70 os textos publicados
ocupavam-se principalmente da verificagdo do fenémeno, ao
passo que na década de 80 consolidaram-se os modelos tedri-
cos que buscavam elucidar os seus mecanismos. Em que pese
o fato de ainda haver muita controvérsia em termos dos mode-
los que o descrevem, nos anos 90 tem-se observado uma gran-
de énfase as aplicagBes do efeito.

No Brasil, as investiga¢des foram introduzidas por O. Sala
que, logo apbs a descoberta do efeito, j4 realizava estudos
sobre seus aspectos conceituais, avaliando e quantificando a
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importancia de diversos fatores experimentais nas intensifica-
¢cOes observadas. A significativa contribui¢do nesse campo ge-
rada, desde entdo, por seu grupo de pesquisa (Laboratério de
Espectroscopia Molecular do IQUSP) serd abordada no decor-
rer deste texto.

O efeito SERS, tanto em eletrodo como em coléides, vem
sendo extensivamente utilizado, por exemplo, na investigacio
de sistemas de interesse biolégico'?, principalmente pela pecu-
liaridade de que, muitas vezes, a interagdo da substincia com
a superficie provoca a supressdio da emissfo fluorescente que
ela eventualmente apresente. Essa particularidade pode ser
comprovada, por exemplo, no caso da rodamina: apesar desse
corante emitir intensamente quando excitada em 514,5 nm, seu
espectro Raman feito em col6ide de prata'® nesse comprimento
de onda nfdo apresenta qualquer fundo.

No que diz respeito aos modelos tedricos que buscam des-
crever o efeito SERS, ndo estd entre os objetivos deste texto
sua apresenta¢do detalhada. Nos pardgrafos seguintes serd apre-
sentada uma abordagem qualitativa dos mesmos e detalhes
podem ser encontrados em diversos artigos de revisdo disponi-
veis na literatura'®,

Existem dois modelos principais que buscam elucidar o
mecanismo responsdvel pelo aparecimento do efeito SERS: o
eletromagnético e o molecular. A origem desses dois modelos
pode ser simplificadamente apresentada, considerando que a
intensidade da radiagio espalhada é proporcional ao quadrado
do momento de dipolo induzido na molécula espalhadora pela
radiagdo incidente. Por outro lado, esse momento de dipolo
induzido pode ser escrito como o produto da polarizabilidade
molecular (o) pelo campo elétrico da radiagfio incidente (E).

O modelo eletromagnético considera a intensificagdo do cam-
po eletromagnético préximo a superficie do metal devido a res-
sonancia com o plasma de superficie (ou surface plasmon'®).
Essa teoria explica intensificagdes a longas distincias (long-ran-
ge enhancement) e o espectro obtido deve ser similar aquele
obtido das moléculas em solugdo, isso porque o efeito do campo
elétrico tem uma dependéncia com a distincia que separa a
molécula da superficie (1/r'?), ndo dependendo, portanto, do
contato entre elas; além disso, nesse tipo de mecanismo ndo se
espera uma perturbagdo substancial na molécula espalhadora.

O modelo molecular ou modelo quimico considera as modi-
ficagdes na polarizabilidade molecular, o, geradas pela intera-
¢do da molécula espalhadora com a superficie. Essa interacdo
pode se dar pela formagdo de complexos de transferéncia de
carga, liga¢cbes quimicas convencionais com a superficie, ou
ainda através de interagOes eletrostdticas (par i6nico). Neste
caso, o contato com a superficie é essencial (short-range enhan-
cement) e os espectros obtidos dessa maneira podem divergir
daqueles registrados de solugdio, seja por mudangas em inten-
sidades relativas, meia-larguras, deslocamentos de freqiiéncias
ou mesmo pelo aparecimento de novas bandas. Grosseiramen-
te, um desses modelos'® supde que um életron do nivel de
Fermi do metal é excitado por um féton incidente criando um
par elétron-lacuna. O elétron (ou a lacuna) ¢ transferido, por
efeito tinel, para um nivel eletrdbnico da molécula adsorvida, a
qual tende a adquirir uma nova configuragido de equilibrio. O
elétron, voltando ao metal, deixaria a molécula adsorvida exci-
tada vibracionalmente e quando o par elétron-lacuna € aniqui-
lado origina o féton espalhado (Fig. 2).

Dentro do dmbito desta Introdugfo vale frisar que:

i) Dentre todos os modelos que surgiram ao longo do tempo
para explicar o efeito SERS, os que tiveram maior aceita-
¢do da comunidade cientifica foram os modelos eletromag-
nético e quimico. Isso ndo significa em hipétese alguma
que haja um consenso na literatura sobre as contribui¢des
relativas de cada um deles.

ii) A observacdo do efeito parece depender da existéncia de
rugosidade adequada na superficie. Em superficies lisas a
contribui¢éo devida a ressonéncia eletromagnética € nula e
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Figura 2. Diagrama ilustrando o mecanismo de intensificacdo SERS
através do modelo quimico.
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apenas a contribuigdo quimica geralmente é insuficiente

para que se atinja o limite minimo de detecgfo. Apesar

disso, foram recentemente reportados na literatura os es-
pectros SERS de piridina e pirazina adsorvidas em Au

(210)l7 e anidrido piromelitico adsorvido sobre Cu (100)“‘.
iii) O efeito € registrado com maior intensidade em prata, ouro

e cobre, apesar de ter sido reportado também em outros
metais, como Pt, Pd etc. e outras superficies como, por
exemplo, TiO,. O tipo de superficie escolhida define tam-
bém qual a melhor freqii€ncia de excitagio dos espectros,
devido ao fato de que cada metal apresenta a absor¢do do
plasma de superficie em uma freqii€ncia diferente.

iv) O efeito SERS depende ainda da natureza do adsorbato:
moléculas contendo 4dtomos de enxofre e nitrogénio, por
exemplo, sdo particularmente promissoras na observagio do
efeito. A necessidade deste requisito é clara dentro do
modelo quimico, quando a interagdo direta com a superfi-
cie depende da existéncia de dtomos ou grupos de dtomos
que tenham afinidade quimica com a mesma. Apesar de
menos claro no caso do mecanismo eletromagnético, deve
ser considerado que quanto mais polarizdvel for uma molé-
cula, maior serd sua sensibilidade ao campo elétrico inten-
sificado pela superficie.

O papel desempenhado pela rugosidade da superficie na
intensificacdo SERS suscita, certamente, a possibilidade de se
explorar a natureza fractal dessas superficies. Apesar da geo-
metria fractal ter sido invocada anteriormente por diferentes
autores'?? para descrever superficies SERS ativas, foi somen-
te nesta década (Z]ue estudos mais sistemdticos a esse respeito
foram realizados?!. Douketis e outros?? encontraram evidéncias
de relacdo entre a atividade SERS de uma superficie e seu
cardter fractal, constatando que os filmes depositados em UHV
a 100 K sdo auto-recursivos com dimensdo de Hausdorff-
Besicovitch D=2,5 e tem atividade SERS, o que ndo ocorre
com filmes depositados em temperaturas mais altas que apre-
sentam pequena fractalidade e nfio sdo SERS ativos.

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 concentragdes da ordem de nanomolar ou até me-
nos, uma vez que os fatores de intensificagdo de cada técnica
se somam. Esse efeito ocorre quando o espectro SERS é exci-
tado por uma radiacfio que seja absorvida pela molécula.

Além da excitagdo no visivel, hd cerca de 10 anos surgiu na
literatura um artigo reportando pela primeira vez a observagio
do efeito SERS com excitagio na regido do infravermelho pré-
ximo (1064 nm) através de equipamento FT-Raman, entdo re-
centemente desenvolvido®®, Essa técnica tem encontrado apli-
cacdo no estudo de sistemas biolégicos, por eliminar a interfe-
réncia de fluorescéncia®,

Um outro efeito decorrente da interagfo com a superficie &
a intensificagfio do espalhamento hiper-Raman (efeito SEHRS).

QUIMICA NOVA, 22(4) (1999)



O espalhamento hyper-Raman é um processo 6tico ndo linear
no qual o féton espalhado (v) apresenta um deslocamento na
fregiiéncia em relagio 2 segunda harmonica do f6ton de exci-
tagdo (vg) e foi descoberto por Terhune e outros em 19655, A
diferenca 2hv, - hv corresponde 2 energia retida do espalhador
e como se trata de um efeito muito fraco (para uma poténcia
de 10" W.cm2, a razio entre as intensidade do espalhamento
hiper-Raman e Raman € 107)?¢ pensou-se em empregar o efei-
to SERS para aumentar sua eficiéncia, como j4 havia sido feito
anteriormente usando o efeito Raman ressonante?’.

PREPARACAO DE SUBSTRATOS

Nesses vinte anos de descoberta do efeito vdrios tipos de
substratos foram testados, sendo que os mais empregados sdo
coléides, eletrodos e filmes depositados a vdcuo. Seja qual for
o método de amostragem empregado, a alta sensibilidade da
técnica exige que se trabalhe com vidraria extremamente lim-
pa, assim como dgua e reagentes de elevada pureza, pois os
espectros de impurezas podem ser grandemente intensificados.

Tanto coléides como eletrodos oferecem o atrativo de se-
rem facilmente preparados, sendo que as dispersdes dispensam
equipamentos adicionais. Os filmes depositados a vécuo, por
outro lado, oferecem como vantagem o fato de serem superfi-
cies quimicamente limpas e poderem ser geradas com alto grau
de reprodutibilidade. Abaixo € apresentada uma descrigdo su-
cinta dos substratos mais empregados.

Coldides

Como foi dito anteriormente, os metais que apresentam
maior interesse em termos de efeito SERS sdo prata, ouro e
cobre, sendo que todos eles produzem dispersdes coloidais in-
tensamente coloridas. Uma revisdo das propriedades 6ticas de
tais coldides pode ser encontrada na referéncia 28.

Coléides de prata podem ser preparados através de diversas
formas de redugfio dos fons metdlicos e, para que apresentem
atividade SERS aprecidvel, suas particulas devem ter tamanho
de 20 a 100 nm?*. Novamente, a limpeza da vidraria emprega-
da e a pureza dos reagente é fundamental para evitar a agrega-
¢do das particulas, o que leva a deposicdo do metal.

Os métodos mais empregados de preparagio desses colbides
sdo os de Creighton e o de Lee-Meisel. O método de Creighton®
consiste no uso de borohidreto de sédio como agente redutor e
a monodispersdo das particulas é obtida com a agitagio vigorosa
da dispersdio, & medida em que as solugdes restriadas dos rea-
gentes sdo misturadas. O sol assim preparado tem coloragio que
varia do amarelo intenso ao marrom e seu espectro Gtico apre-
senta banda centrada ao redor de 390 nm e meia largura de ca.
50 nm, referente a absorgdo do plasma de superficie. A posigio
do mdximo est4 relacionada com o tamanho médio das particu-
las enquanto que a meia largura pode ser associada a distribui-
¢do de tamanhos das mesmas.

O procedimento de Lee ¢ Meisel®!, por sua vez, emprega
redugdo com citrato ¢ as dispersdes assim preparadas tém co-
loragdo amarelo-esverdeadas, aparéncia tidrbida, apresentam
méximo de absorgdo em ca. 410 nm e meia largura de ca. de
60 nm, indicando tanto um tamanho médio maior quanto uma
distribuigdo mais ampla de tamanhos de particulas®?,

A Figura 3 mostra os espectros éticos de coldides prepara-
dos de acordo com as duas metodologias descritas e ilustra as
diferengas mencionadas.

Mais recentemente, foi proposta a preparagdo de um tipo de
coléide de prata sem a utilizacfio de reagentes que podem po-
tencialmente interferir na adsorgio das substincias em estu-
do®. Nessa preparagio emprega-se um laser pulsado de Nd-
YAG (1064 nm), cujo feixe é focalizado sobre uma placa de
prata imersa em dgua, produzindo pequenos fragmentos que
ficam dispersos no liquido. Segundo os autores, ndo somente a
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Figura 3. Espectros de absor¢do no UV-VIS de coldide de Ag: (a)
preparado de acordo com método de Creighton™; (b) preparado de
acordo com o método de Lee ¢ Meisel®!.

dispersdo coloidal pode ser empregada como superficie SERS
ativa, como também a prépria placa que sofreu a¢do do laser.
Analogamente a prata, coléides de ouro também podem ser
preparados com facilidade pela redu¢io em meio aquoso de
fons do metal por borohidreto ou citrato. A dispersio resultan-
te apresenta méximo de absor¢dio em ca. 530 nm, o que lhes
confere coloracdo purpura intensa e suas particulas tém tama-
nho estimado em ca. 10 nm*35; hg no mercado coléide de
ouro comercial com tamanho de particula entre 5 e 15 nm.

UHY (ultra high vacuum)

Filmes de prata também podem ser preparados por deposi-
¢do de quantidades adequadas de vapor do metal em pressdes
da ordem de 10°® bar, sendo que a espessura da camada depo-
sitada € usualmente controlada por uma balanga de quartzo
(mass thickness)*®.

Eletrodos

A observagdo do efeito SERS em sistemas eletroquimicos
estd condicionada & ativagdo da superficie do eletrodo de tra-
balho. Essa ativagdo consiste na oxidagdo-redugio do metal,
através da variacdo do potencial aplicado ao eletrodo. Durante
essa ativagiio pode se formar um composto insolivel ou solu-
vel, dependendo do cdtion do metal que constitui o eletrodo e
do anion eletrolitico. O tipo de composto formado durante a
ativagdo e as caracteristicas do programa de potencial dario
uma rugosidade prépria a superficie que permitird a observa-
¢do do efeito SERS.’

Para o caso da prata existem diversas maneiras (varredura ou
salto) de variagdo do potencial, sendo a regido de potencial de-
pendente da solugio eletrolitica empregada. Em geral a ativagio
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do eletrodo de prata é feita em solugdes eletroliticas aquosas de
cloretos, brometos ou iodetos. Solugdes eletroliticas de perclora-
tos, nitratos ou sulfatos, € mesmo solugdes ndo aquosas conten-
do qualquer tipo de anion oferecem maior problema para ativa-
¢io da superficie de prata. Isto se deve em parte & formagio de
compostos de prata soliveis € a uma menor estabilidade dos
centros ativos que proporcionardo o efeito.

O sistema Ag/piridina foi um dos mais estudados, talvez
pelo fato da piridina ser uma molécula relativamente simples,
adsorver fortemente em eletrodo de prata e ter seu espectro
vibracional extensivamente estudado. Virios dos trabalhos
empregando esse sistema buscaram relacionar a intensificacio
SERS da piridina com a quantidade de carga durante a redugio
dos fons de prata em diferentes solugdes eletroliticas® com a
presencga da piridina durante a ativagio (ativagio in situ)™® e
com a mc1denc1a do laser na superficie do eletrodo durante a
ativagio®, Desses resultados pode-se afirmar que a intensifica-
¢io é mdependente do fon eletrolitico, desde que a mesma
quantidade de fons de prata seja reduzida e que os espectros
SERS sejam obtidos em potenciais ndo muito negativos (por
exemplo -0,4V/ECS). A presenca de piridina durante a ativa-
¢do causa sua oclusdio na superficie ou sua complexagio com
fons de prata, portanto, para estudos de orientagdo de molécu-
las na superficie, isotermas de adsorg@o ou estudos de cinética
de adsorgdio ¢é aconselhdvel fazer a ativagdo ex-situ, isto €, na
auséncia do composto. A intensificagdo SERS aumenta quando
a ativagdio é feita com o laser incidindo sobre o eletrodo ¢ a
explicagdo proposta € a fotoredugdo do composto de prata for-
mado, produzindo mais centros ativos ¢ mudando a morfologia
da superficie SERS ativa.

A ativac@io de eletrodos de ouro ndo € tdo simples quanto
no caso da prata. Por muito tempo acreditou-se que o fator de
intensificacdo SERS, utilizando radia¢des excitantes no verme-
lho, fosse menor que o da prata. Um dos métodos mais utiliza-
dos para ativagdo do eletrodo de ouro, que leva a uma intensi-
ficagdo compardvel & da prata, consiste em aplicar-lhe 25 c1-
clos de oxidagio-redugdo, em solugio de KCl 0,1 mol.dm™,
entre os potenciais -300 a 1200 mV (ECS). A velocidade de
varedura anddica ¢ de 100 mV.s™! ¢ a catédica de 500 mV.s™!
com tempo de permanéncia no potencial mais positivo e maIS
negativo de 1,3 s e 30 s, respectivamente®,

A utilizag@o de eletrodos de platina SERS ativados também
exige um tratamento especial. O tratamento proposto por Bilmes
e outros*! consiste em submeter o eletrodo de platina a repetidas
ondas quadradas de potencial entre -0,24 e 2,2V (ECS) com
largura de pulso de 0,2 a 1 ms durante aproximadamente 10
min. Em seguida o potencial ¢ mantido constante em -0,24V até
que todas as camadas de 6xido de platina aquoso formadas se-
jam reduzidas. O eletrodo assim preparado apresenta um fator
de intensificagdo SERS de cerca de sessenta vezes.

Outros

Principalmente devido ao interesse analitico, buscou-se a
criagio de substratos que fossem estdveis, ficeis de preparar e
manipular. Algumas das proposi¢des reportadas na literatura
estdo relacionadas abaixo.

i) Filme sobre vidro:- Filmes de prata que apresentam ativi-
dade SERS podem ser preparados pela redugéio quimica de
Ag® que se deposita sobre ldminas de vidro. Virias amos-
tras podem ser preparadas simultaneamente e alguns méto-
dos diferentes podem ser usados*?, sendo que a espessura
do filme € geralmente controlada através da concentragdo
da solugéio de prata.

A Figura seguinte mostra o espectro Raman ressonante de
um filme de ftalocianina de cobalto tetrasulfonada
(CoPcTs) adsorvido sobre vidro e excitado em 632,8 nm
(Fig. 4a). No espectro da Figura 4b, a 1amina de vidro foi
previamente recoberta com um filme de prata, empregando
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o procedimento descrito na referéncia 42b. A comparagfo
dos espectros evidencia a expressiva melhora na relagfo
sinal/ruido quando a superficie de Ag é empregada, apesar
da excitagio em 632,8 nm ndo favorecer a observagio do
efeito SERS em prata (a excitagdo em 514,5 nm ou 488,0
nm é mais adequada).
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Figura 4. Espectros Raman de Ftalocianina de cobalto tetrasulfonada
excitados em 632,8 nm (condi¢do de ressondncia): (a) ftalocianing
adsorvida diretamente sobre vidro; (b) ftalocianina adsorvida sobre
ldmina de vidro recoberta com filme de prata.

ii) Filmes metdlicos formados em interfaces liquidas (metal
liquid-like films, MELLFS):- Filmes de prata podem ser
preparados também nas interfaces de solventes orgdnicos
com solugdes aquosas de fons de prata , que posterior-
mente sdo removidos através de uma ldmina de vidro e
utilizados de forma andloga ao filme sobre vidro descrito
anteriormente.

iii) Coloide de AgCl e AgBr:- Preparado pela precipitagio do
haleto a partir de solugoes equimolares do sal de haleto e
de nitrato de prata Esse tipo de coldide, entretanto, ndo
produz intensificagbes equivalentes is observadas nos
coldéides do metal.

iv) Metal finamente dividido*’:- Partfculas de prata de tama-
nho da ordem de 50 pm quando misturadas a um analito
reduzem substancialmente sua fluorescéncia, porém, os pré-
prios autores relutam em denominar esse efeito de SERS.
Um comportamento similar foi reportado também para car-
bono grafitico™. 46

v) Coléide sobre papel e microparticulas recobertas de prata:-
As particulas de prata sdo depositadas sobre papel ou sobre
alumina. Em termos da preparagio do substrato, o reagente
de Tollens pode ser empregado para papel de filtro em um
procedimento que pode fornecer resultados ainda melhores
se o papel for previamente impregnado com alumina®’; a
prépria alumina pode ser usada também como suporte para
as particulas metélicas*®

Outras possibilidades também t&m sido exploradas, como a
dopagem de filmes de acetato de celulose com particulas de
prata metalica*, a incorporagio de particulas de Au em silicato

poroso™ ¢ em pohmeros

ALGUMAS APLICACOES
Sistemas biolégicos

Cotton € colaboradores publicaram em 1991 uma 6tima revi-
sdo sobre aplicagdes do efeito SERS em sistemas biolégicos®.
Biosistemas t€m como caracteristicas gerais a baixa concentragfo
da espec1e de interesse (tipicamente de 10 mol.dm™ a 107
mol.dm™ ) e a forte emissdo fluorescente. Ambos os fatores sio
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altamente restritivos ao uso da espectroscopia Raman, porque a
pequena secgio de choque da técnica exige que amostras con-
centradas sejam utilizadas e, pelo mesmo motivo, a intensidade
da fluorescéncia apresentada pelas mesmas costuma suplantar
em muito a intensidade do espalhamento ineldstico. Assim, o
uso da técnica ficou limitado aos sistemas onde esses dois fato-
res ndo interferissem como, por exemplo, na caracter:zagao de
corneas por espectroscopia Raman com excitagio no visivel™

A questdo da concentragio pode ser contornada através do
uso do efeito Raman ressonante, desde que a substincia de
interesse tenha uma banda de absor¢do intensa. Nesse caso
ocorre aumento de 3 ou 4 ordens de grandeza na secglo de
choque para espalhamento Raman e amostras diluidas podem
ser facilmente estudadas.

No que diz respeito a fluorescéncia, a situagfio € um pouco
mais complexa. A emissdo pode ser inerente a4 amostra ou
decorrer da presenca de pequenas quantidades de impurezas.
H4 uma série de procedimentos que procuram minimizar os
efeitos da fluorescéncia e viabilizar a obtencdio do espectro
Raman, porém se a emissdo é propria da amostra essa € uma
tarefa muito dificil de ser alcangada.

A potencialidade apresentada pelo efeito SERS no estudo
de sistemas de interesse bioldgico foi logo percebida porque,
além do aumento da sensibilidade, a interagdo com a superficie
também promove a supressio de fluorescéncia, mesmo no caso
de substincia com alto rendimento quintico, como rodamina
por exemplo. A emissdo de moléculas mais distantes da super-
ficie ou em solugio podem, entretanto, impedir a obtengfio dos
espectros Raman e tornar necessdrio o uso do FT-SERS.

Biosistemas comegaram a ser investigados através do efeito
SERS no inicio dos anos 80, com os trabalhos de Séquaris ¢
Koglin*, como por exemplo a investigagio da interagio entre
cis-Pt(NH3),Cl, e [Pt-(dien)CIICI com DNA em eletrodo de
Ag, objetivando obter informagdes sobre a estereoquimica da
ligagdo desses complexos de Pt com DNA®, Os resultados ob-
tidos mostraram que o espectro SERS de DNA com [Pt-
(dien)CI]CI, que ndo possui atividade antitumoral, apresentava
a banda de estiramento Pt-N, enquanto que no espectro de DNA
com cis-Pt(NH;3),Cl,, conhecida droga antitumoral, essa banda
nfo era observada. Concluiram entdo que a intera¢iio com o
DNA era diferente nos dois casos, sendo mais fraca para [Pt-
(dien)CI]CI o qual, por esse motivo, estaria mais exposto e
préximo a superficie do eletrodo.

A possibilidade de se investigar a interacdo de DNA com
drogas motivou uma série de estudos sobre a mteragao do DNA
com a superficie de prata propriamente dita®®. A literatura
publicada a esse respeito mostra que coldide de Ag é o tipo de
superficie mais empregado, seguramente por conta da simplici-
dade de sua preparagdo e facilidade de manuseio. Os espectros
obtidos sfio bastante dependentes das condi¢des de amostra-
gem, isto €, pre(paragﬁo e ativacio ou ndo das superficies.
Nabiev e outros™, por exemplo, observaram que em coldide
ativado pela adi¢fio de fons cloreto apenas os modos relativos
a adenina eram intensificados, enquanto que coldide ndo ativa-
do originava espectro de todos os nucleotideos.

O surgimento de uma patente sobre o sequenciamento de
DNA empregando o efeito SERSY demonstra claramente a po-
tencialidade dessa técnica em estudos nesse campo™®. Atualmen-
te, a interagio de drogas com DNA tem despertado grande inte-
resse da comunidade, o que tem originado um nimero aprecia-
vel de trabalhos™. Como exemplos de interagSes investigadas
podem ser citadas aquelas envolvendo acridinas®™, corantes™!,
enzimas™® e ellptlcmas 60 entre outros,

Nabiev e outros®! obuveram sucesso ao estudar a interagéo de
algumas drogas como a doxorubicina e a adriamicina com DNA
dentro da célula, através da incorporacfio de particulas de coldide
de Ag, utilizando um microscépio Raman. O trabalho de Garner
e outros, entretanto, que estudaram a interacio de eritrécitos
intactos com coldides de Ag, Au e Bi, indica que nenhum desses
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s6is ¢ biologicamente inerte®, sugerindo que estudos que usam

diretamente células devem ser analisados com cautela.

A constatacdo de que era também observada intensificagdo
SERS quando a excitagdo era feita no infravermelho prox1mo
(1064 nm) abriu novas possibilidades de investigagio®, que
apresenta como atrativos o fato de oferecer informagdes com-
plementares as obtidas através do efeito SERS com excitagdo
no visivel, de eliminar a contribuicdo de fluorescéncia para o
espectro oriundas das espécies em solugdo e de limitar as
fotoreacdes decorrentes da excitagfo.

Uma questdo que naturalmente se coloca é a da influéncia
da superficie sobre a interaciio droga-DNA. Esse ponto foi
abordado em trabalhos comparativos (SERS, FT-SERS e
Raman ressonante), que mostraram que as particulas do sol de
Ag ndo perturbam a interagdo®,

A preocupacio com a denaturagdo também é uma constante
quando a molécula alvo é uma protefna e bons exemplos disso
sdo as flavo e as heme proteinas. No primeiro caso é reportada
a instabilidade do composto na superficie de prata, o que é
agravado pelo fato de flavina livre adsorver fortemente na su-
perficie® interferindo com o fraco sinal SERS da flavoprotei-
na®. A flavina livre tanto pode estar presente como impureza
em produtos comerciais, quanto pode ser liberada pela enzima
na interagdo com a superficie.

Citocromo c e mioglobina estio entre as hemeproteinas mais
investigadas®’. Neste caso, indicacbes prévias de denaturagio
da proteina® podem ter decorrido do uso de coléides prepara-
dos com borohidreto de sédio ja que em estudo posterior, de
Groot e outros® mostraram que em coléide reduzido por
citrato, o espectro SERRS da hemoglobina correspondia ao da
forma nativa (nfio denaturada). Mais recentemente Maeda e
outros reportaram o espectro SERS de citocromo ¢ obtido em
monocamadas automontadas de mercapto derivados sobre as
particulas de Ag, com o objetivo de mimetizar biomembranas
e tambem minimizar a possibilidade de denaturagdo da prote-
fna”™, jd que a monocamada funciona como espacgador entre
superflcle de prata e a molécula SERS ativa.

O estudo de membranas e de modelos de membranas’' tam-
bém tem atraido a atengdo dos pesquisadores, cujo principal
objetivo & extender essas investigagdes para interagdes de
biomoléculas com membranas’?,

Neurotransmlssores como dopamina’ e seu complexo com
ferro™ também estdo entre os sistemas que ja foram investiga-
dos através do efeito SERS, com o objetivo analitico de deter-
minar a presenga dessas substincias em extratos de cérebro.

As porfirinas estdo entre as primeiras moléculas a serem
investigadas através do efeito SERS7 € ainda originam uma
quantidade aprecidvel de trabalhos™. A extensa deslocalizagiio
dos elétrons © favorece a interagdio com a superficie metilica,
proporcionando grande intensitica¢do das bandas Raman. Infe-
lizmente essa forte intera¢fio também € responsdvel pela obser-
vagio de metalagio da porfirina’ (no caso de bases livres) ou
de demetalagdo ou troca do metal por prata (quando se trata de
metaloporfirina), como demonstra o aparecimento de bandas
caracteristicas do complexo de porfirina com Ag(I)"* (Fig. 1b).
Muitos autores discutem a metalagiio como sendo um evento
que ocorre somente na superficie da prata com a formagdo de
“complexos de superficie”, entretanto, bandas caracter{sticas
de Ag(IDTMPyP sio observadas no sobrenadante de disper-
sbes de Ag expostas a TMPyP e centrifugadas a 32000 rpm
por 2 horas™, como mostrado na Figura 5. Para contornar esse
problema, tem sido comum a utilizagdo de surfactantes apro-
priados, que formam uma camada protetora sobre a superficie
do metal impedindo a metalacdo®,

A abrangéncia do efeito SERS & tal que as investigacoes
t€m se extendido para sistemas menos comuns, como & por
exemplo o caso do estudo da capa proteica de virus®' ¢ ja sdo
varias as suas aplicagdes em medicina, conforme reportado na
revisio de Nabiev e outros®,
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Figura 5. Espectros de absor¢do no visivel de TMPyP: (a) solugdo
aquosa (5.107 mol.dm™); (b) sobrenadante obtido da centrifugagio a
32000 rpm e durante 2 horas de uma dispersdo de TMPyP (5.10°
mol.dm™) em coldide de Ag.

Identificagdo de espécies faradaicas

A espectroscopia SERS € utilizada juntamente com técni-
cas eletroquimicas para identificar espécies faraddicas a nivel
molecular. Para esse fim séo obtidos espectros SERS em po-
tenciais na regido do potencial redox da espécie e a compara-
¢do desses espectros com os espectros Raman normal ou
SERS dos possiveis produtos de reagfio leva a identificagio
das espécies formadas.

A elucidagdo da cinética e do mecanismo de oxidacdo ou
redugdo de moléculas aromdticas € um importante segmento no
campo da eletroquimica orgénica. A técnica SERS permite de-
terminar a cinética de reacdio na superficie, através da variacdo
da intensidade de bandas Raman em fungdo do tempo. Se algu-
ma espécie intermedidria com tempo de vida da ordem de 0,1
ms for formada, é possivel sem grandes sofisticagdes experi-
mentais detectar bandas caracteristicas desse intermedidrio.
Virios sdio os trabalhos na literatura com este objetivo, poden-
do ser citados como exemplos o acompanhamento por SERS
do comportamento eletroquimico do nitrobenzeno e hidroqui-
nona em eletrodo de Au, ciue indicou a formagdo azobenzeno
e quinona respectivamente 3,

A adsor¢io e eletroredugiio de cianopiridinas em eletrodo
de prata foi monitorada através da técnica SERS™. Os resulta-
dos indicaram que essas espécies sdo adsorvidas perpendicu-
larmente ou paralelamente a superficie do eletrodo, dependen-
do do potencial aplicado ao eletrodo e de sua concentragdo na
solugdo. Para potenciais mais negativos (-1,1V/ECS) foram
observadas bandas caracteristicas do radical &nion dessas espé-
cies no espectro SERS. Mais recentemente Shi e outros® apre-
sentaram um estudo SERS mais completo da 4-cianopiridina,
tanto para regides de potenciais onde a espécie € eletroativa
como para regides de potenciais onde s6 ocorre sua adsorgdo.
Através de experimentos SERS em fung¢do do tempo e para
diferentes concentragdes de 4-cianopiridina, concluiram que a
cinética dessa redugéio € monomolecular para concentragdes da
ordem de 1.10” mol.dm™ desse composto, identificando como
produtos de redugdo piridina e cianeto. Para concentragdes da
ordem de 2.10 mol.dm™ foi observada uma banda em 1417
em’! nos espectros SERS, caracteristica de azo compostos, 0
que levou os autores a sugerir que nessas condigdes ocorre
uma cinética bimolecular e a formagao de azo-4-metilpiridina.

As condigdes experimentais para a formagfo dos diferentes
dimeros na eletrooxidagio da anilina em eletrodo de ouro fo-
ram investigadas utilizando a técnica SERS e voltametria
ciclica®® Desses trabalhos foi possivel concluir:

1 - O dimero formado pela reagiio de acoplamento cabega-cauda
(N-fenil-1,4-fenilenodiamina) predomina tanto na solugfo
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como adsorvido no eletrodo, quando a concentragio do
mondmero € alta (intervalo de concentragfo testada: 1,0 a 50.
10? mol.dm™) e o pH da solugdo eletrolitica estd entre 1 e 5.

2 - A benzidina, dimero obtido pela rea¢do de acoplamento
cauda-cauda, prevalece na superficie do eletrodo quando a
oxidagdo eletroquimica € realizada com o eletrodo recoberto
por uma monocamada do mondmero em solugéo contendo
sé eletrdlito suporte.

3 - Em solugfo alcalina ocorre a formacgdo de hidrazobenzeno
(acoplamento cabeca-cabeg¢a) como produto principal.

A espectroscopia SERS, nfo é somente usada na determi-
nagdo de produtos e cinética de reagbes faraddicas em sistemas
organicos, ela também tem sido bastante empregada com essa
finalidade em sistemas inorgénicos tais como complexos meté-
licos. Bertolino e outros®” determinaram através da técnica
SERS o potencial redox do par Co(II)(sep)/Co(IIl)(sep) onde
sep = 1,3,6,8,10,13,16,19-octaazabiciclo[6.6.6]eicosano. Utili-
zando diferentes anions e cdtions eletroliticos, verificou-se o
papel dessas espécies no processo de adsorgdo do Co(IlI)sep,
evidenciando-se que essa espécie adsorve no eletrodo via for-
macdo de par idnico com os 4nions especificamente adsorvidos.

Na Figura 6 sdo mostrados os perfis SERS (intensidade da
banda em funcéo do potencial aplicado) para o modo vibracio-
nal de estiramento simétrico C-H de grupos CH, da espécie
Co(Il)sep, para vdrias radiagdes excitantes. O deslocamento do
potencial de madxima intensidade SERS (Vy4x) para valores mais
negativos quando se aumenta da energia da radiagdo excitante
indica, segundo os autores, a ocorréncia de um processo de trans-
feréncia de carga adsorbato — metal. Verificou-se, ainda, a exis-
téncia de uma relag¢@io linear entre Vymax € a freqiiéncia da radi-
acdo excitante, assim, para uma determinada radiacfo, conhe-
cendo-se 0 Vyix de uma série de moléculas cujos pK, sejam
conhecidos, foi possivel estimar o pK, da espécie Co(I)sep.

T/w.a.

12 -1,0 -08 -06 -04

E/V (ECS)

Figura 6. Perfis SERS para o modo de estiramento C-H dos grupos me-
tilénicos du espécie Co(Il)sep obtidos usando trés diferentes radiagdes de
excitagdo: (—) 457,9 nm; (- ¢-) 488,0 nm; (---) 514,5 nm.

Um outro exemplo € o monitoramento do comportamento
eletroquimico de [Fe(CN)SL]**** (L= picolilamina) em eletro-
do de prata, em solucdo aquosa, contendo 0,1 mol.dm™ de
sulfato de s6dio®. Através da variagio da freqiiéncia de estira-
mento CN com o potencial foi possivel determinar o potencial
redox do complexo. Para se determinar a geometria de adsor-
¢do foram obtidos os espectros SERS da picolilamina em dife-
rentes valores de pH. Comparando esses espectros com os do
[Fe(CN)s L]1**** foi possivel concluir que no complexo penta-
cianoferrato a picolilamina nio interage com o eletrodo e sim
o grupo CN.

O estudo SERS e FT-SERS de complexos binucleares de
pentacianoferrato, [Fe;(CN)jgL]™ contendo 4,4’-bipiridina e
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pirazina como ligantes ponte foram realizados por Rubim e ou-
tros?, O deslocamento da freqiiéncia CN para menores valores
€ a observagiio da banda metal-N indicaram que a adsorgfo des-
ses complexos na superficie do eletrodo ocorre através do par de
elétrons do 4tomo de nitrogénio do grupo CN. A nfo observagio
das bandas do ligante pirazina no espectro SERS do complexo
indicou que esse ligante ndo interage com o metal, por outro
lado, a observagio das bandas da 4,4’-bipiridina indica interagdo
com o metal e implica que os dois an€is da piridina nesse ligante
estdo torcionados. Pelo comportamento do potencial de mdxima
intensidade SERS para vérias bandas Raman dos complexos foi
possivel, usando o modelo molecular, atribuir trés processos de
transferéncia de carga nesses complexos. Utilizando as equagdes
que relacionam a freqiiéncia da radiagfio excitante com o poten-
cial de mdxima intensidade foi possivel posicionar os niveis ele-
tronicos dos complexos em relagfio ao nivel de Fermi do metal.

Cinética e mecanismo de reagido

Ultimamente nota-se uma crescente e justificada preocupagio
por parte dos eletroquimicos no sentido de se obter informagdes
cinéticas e mecanisticas dos processos de interface, inclusive iden-
tificando as espécies intermedidrias presentes e, para tanto, o
emprego e o interesse por técnicas espectroscépicas resolvidas no
tempo tem aumentado bastante. A espectroscopia Raman com
resolugio temporal associada ao efeito SERS, ao efeito Raman
ressonante ou simultaneamente aos dois efeitos (SERRS) tem dado
significativa contribuigio a investigagio da cinética e dos meca-
nismos de processos de eletrodo. A dessorgfio da piridina e de
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cloreto induzida por aquecimento devido a incidéncia de laser
sobre eletrodo de prata foi estudada por Sobocinski e Pemberton®.
A temperatura na superficie foi determinada através da relagiio
das intensidades Stokes/anti-Stokes de bandas Raman e o monito-
ramento da intensidade em intervalos de 5 min por um perfodo de
90 min indicou uma cinética de dessor¢do de primeira ordem.
Verificou-se ainda que a energia de ativagfo do processo depen-
dia do tipo de centro SERS ativo. Para piridina obteve-se o valor
de 12,0 e 28,0 kcal.mol™! para dois diferentes centros ativos.

Usando medidas SERS resolvidas no tempo foi possivel ca-
racterizar o intermedidrio da eletroredugdo de p-nitrobenzoato
em eletrodo de prata®!, como sendo o anion radical de p-
nitrosobenzoato com tempo de vida da ordem de 70 ms. Para
esse sistema foram identificados como produtos de redugfio p-
nitrosobenzoato, p-hidroxiaminobenzoato e um azoxi compos-
to. Esse grupo de pesquisadores utilizando voltametria ciclica,
espectroscopia SERS resolvida no tempo e simulagio digital
propds um mecanismo ECEC (etapas eletroquimica e quimica
sucessivas)®? para a eletroredugfio do dcido p-nitrobenzéico em
eletrodo de prata.

Misono e outros™, através da espectroscopia SERRS resolvi-
da no tempo, acompanharam a formagio do monocétion radical
do heptaviologénio na superficie de um eletrodo de prata apés
salto de potencial de -0,2 a -0,6V (vs. Ag/AgCl). A intensidade
da banda em 1530 cm’' atribuida ao monocdtion radical ¢é fun-
¢do linear com t¥2 no intervalo de tempo de 0 a 4 ms e fungio
linear em t'2 no intervalo de tempo de 4 a 30 ms. A dependén-
cia com t*? indica um mecanismo de nucleagdo instantinea e
subsequente crescimento em trés dimensdes, enquanto a depen-
déncia com t'? indica crescimento do filme em uma dimensio
controlado por difusdo. Em trabalho posterior, Misono e outros®*
elucidaram o mecanismo de redugdo do filme de monocdtion
radical do heptaviologénio adsorvido em prata através de espec-
tros SERS com resolugdo de 4 ms apds a variagdio de potencial.
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Caracterizagao de filmes passivantes

Como cobre € um dos metais que apresentam maior efeito
SERS, a caracterizagio de filmes passivantes em eletrodo de
cobre € um dos temas mais estudados no campo. Benzotriazol é
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um dos melhores inibidores de corrosdo para cobre e Rubim e
outros®>*® utilizando esse efeito identificaram o filme passivante
formado. O comportamento eletroquimico de cobre e de ligas de
cobre em diferentes meios, monitorado por medidas eletroqui-
micas e espectroscépicas, possibilitou a identificagfio dos produ-
tos formados e a determinagio do mecanismo de corrosio’™,
Filmes passivantes sobre cobre, utilizando outros inibidores,
foram também caracterizados. O efeito SERS e as proprieda-
des inibidoras da hexametilenotetraamina em eletrodo de cobre
foram investigadas em meio de brometo, mostrando que o fil-
me passivante € um complexo misto contendo cobre(I) brometo
e hexametilenotetraamina®-'™, Fleischmann e outros investiga-
ram a formagfo de filmes passivantes de benzoimidazol,
1-hidroxi-benzotriazol e outros, procurando identificar a natu-
reza do filme passivante através da comparacfio dos espectros
SERS e Raman normal dos possiveis produtos de corrosio'®!.
Musiani e outros'®? caracterizaram filmes passivantes de 2-
mercapto-benzotiazol e 2-mercapto-benzooxazol em eletrodo de
cobre em solugdio aquosa. O comportamento eletroquimico em
meio etandlico de 2-mercapto-benzotiazol como inibitor para
cobre foi monitorado por técnicas eletroquimicas e por
SERS!®, Esta dltima técnica mostrou que o filme passivante
consiste em uma mistura do inibidor, de seus produtos de oxi-
dagdo e dos complexos dessas espécies com o fon cobre (II).
Metais como o ferro sdo substratos SERS muito fracos. Este
problema foi contornado depositando-se um filme de prata antes
ou depois da passivagiio da superficie de ferro'™. Utilizando esse
método, Rubim e outros caracterizaram os filmes passivantes for-
mados sobre eletrodos de ferro em diferentes eletrélitos %1%,

Caracterizac¢iio de eletrodos modificados

Através do efeito SERS empregado conjuntamente com mé-
todos eletroquimicos, pode-se ter uma visdo mais completa (a
nivel molecular) dos fendbmenos que ocorrem na interface metal-
solugdo. A sintese e a aplicagio de microestruturas quimicas
sobre eletrodos, formando os eletrodos modificados, € uma das
dreas mais importantes da eletroquimica. Dependendo da espé-
cie quimica imobilizada na superficie, o eletrodo resultante apre-
sentard propriedades especificas para cada interesse. Neste cam-
po, sem divida, a espectroscopia SERS trouxe contribui¢es sig-
nificativas, como demonstram os seguintes exemplos.

Cotton e outros'", utilizando SERS para estudar o sistema
citocromo ¢ em eletrodo de prata modificado por 4,4’-bipiridi-
na, conclufram que o complexo formado (prata/modificador) é
o responsdvel pela resposta eletroquimicamente reversivel do
citocromo c. Utilizando os efeitos Raman ressonante ¢ SERS,
Hobara e outros'™ caracterizaram as estruturas e estados de
oxidacdo do citocromo ¢ adsorvido em diferentes substratos.
Foi verificado que o tempo de preparo do eletrodo modificado
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¢ um fator importante para que certos modificadores promo-
vam a eletroquimica reversfvel do citocromo c¢'%.

Taniguchi e outros estudaram a resposta eletroquimica do
citocromo ¢ em eletrodos de ouro modificados por bis(4-
piridil)dissulfeto e 4-mercaptopiridina. Verificaram que esses
modificadores eram excelentes promotores da resposta faraddica
do citocromo ¢ quando comparados com o modificador 4,4’-
bipiridina e que durante a adsor?ﬁo de bis(4-piridil) dissulfeto
ocorria quebra da ligagio S-SH*

As tiosemicarbazonas dos n-piridinacarbaldeidos (PATSn
com n=2 e 4) quando adsorvidas em eletrodos de prata ou ouro
também promovem a resposta reversivel do citocromo c. Esses
eletrodos modificados foram caracterizados por SERS chegan-
do-se a determinar os centros de adsorg¢io dos modificadores e
a influéncia dos anions eletroliticos no comportamento SERS
dos modificadores''!. Como as bandas que aumentaram de in-
tensidade no espectro SERS do modificador foram aquelas re-
lacionadas com modos vibracionais do grupo -C(H)=N-N(H)-
C(S)-NH; concluiu-se que a interagio com a superficie é via
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dtomo de S e N imfnico. Esses modificadores apresentam
isomeria E-Z (Fig. 7) e, através da comparacgfo entre os espec-
tros Raman normal desses isOmeros em solugdo e o espectro
SERS do eletrodo modificado (Fig. 8), foi possivel concluir
que a conformacdo na superficie € E 12

HyN S

2 \f sﬁ/NHTZ
N
N N

- p
N\ |N\
| P _

Z-PATS2 E-PATS2

Figura 7. Formulas estruturais planas para os isémeros Z-PATS2 e
E-PATS2.

(a)

(b)

()

(d)

(e

1600 1400 1200 1000

Niimero de onda / cni!

Figura 8. Espectros Ruman excitudos em 514,5 nm de E-PATS2 em: (a)
dgua + 5% DMSO; (b) 25% dgua + 75% DMSO; (c) DMSO (d) eletrodo
de Ag (-0,2 V) em DMSO (0,1 mol. dm? de (CH3)4NCl e 5. 107 mnl dm” de
EPATSZ) (e) eletrodo de Ag (-0,2 V) em dgua (0,1 mol. dm?® de KCl e
5.107 mol.dm™ de E-PATS2).

Anions perclorato e iodeto que podem interagir fortemente
com esse modificador ou com a superficie, ocasionam mudan-
¢as nas intensidades relativas das bandas Raman, como mostra
a Figura 9.

Através de medidas eletroquimicas e caracterizagdo SERS,
a resposta eletroquimica e a estrutura dos eletrodos de ouro
modificados por azul da Prissia e lxgantes nitrogenados foram
determinados por Matsumoto e outros'!

Caracterizaciio de moléculas adsorvidas

SERS ¢ uma poderosa técnica para caracterizago de espéci-
es adsorvidas em superficies metdlicas. A intensificacdo SERS
(10*-10° maior que o espalhamento Raman normal) torna esta
técnica sensivel a nivel de sub-monocamadas, por este motivo é
possivel obter informagdes estruturais de espécies adsorvidas.
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Figura 9. Espectros SERS de PATS2 em eletrodo de prata e em pH
6,0. Todos os espectros foram obtidos em -0,4 'V, exceto o mostrudo
em (c). Os eletroltta.\' empregados foram: (a) KBr 0,1 mol.dm™; (b)
NaCl0Oq 0,1 mol.dm™; s (¢} NaClO4 0,1 mol. dm™ mas obtido em poten-
cial de 0,4 V; (d) Kl 0,1 mol.dm™.

Piridina e seus derivados constituem um dos grupos maxs
estudados. Jeanmaire ¢ Van Duyne? e Pettinger ¢ Wetzel'!
verificaram a influéncia do potencial e da natureza do &nion
eletrolitico nas intensidades relativas das bandas Raman da
piridina. Temperini e outros'!* obtiveram o perfil SERS ( in-
tensidade vs potencial aplicado) das bandas da piridina em
eletrodo de cobre. Os resultados indicaram que a banda em
1214 em™! é o modo vibracional que apresenta maior depen-
déncia com o potencial, embora ndo seja 0 que apresenta mai-
or fator de intensificagio. A competi¢cio pela superficie das
espécies piridina e fon piridinico foi estudada por Kobayashi e
Imai''é, verificando que a adsor¢do da piridina ocorria predo-
minantemente em potenciais mais negativos. A origem da ban-
da em 1025 cm™* observada no espectro SERS da piridina em
eletrodo de prata, em diferentes solugdes eletroh’ticas e dife-
rentes valores de pH foi estudada por virios grupos'!’. Mais
recentemente, Saito'!® verificou que essa banda aparece quan-
do ocorre diluigdo da solugdo eletrolitica neutra e atribuiu sua
origem 2 formagdo de um complexo de prata-piridina-haleto,
gerado durante os ciclos de ativagdo do eletrodo de prata.

A dependéncia da intensidade das bandas Raman da 4-
metilpiridina adsorvida em prata com a radiagfio excitante e
com o potencial do eletrodo foi estudada por Temperini e ou-
tros'!. Os autores enfatizaram a dependéncia nos perfis SERS
com os modos vibracionais e idealizaram uma nova represen-
tacdo da intensificacdo SERS que realga a modulagio do modo
vibracional no efeito SERS.

O efeito SERS do 4cido isonicotfnico adsorvido em eletro-
do de cobre, em solugfio aquosa e diferentes valores de pH foi
estudado por Noda e Sala!®, Esse 4cido tem pK,=1,75 e
pK;=4.9 correspondendo & dissociagdo do grupo carboxilico e
do nitrogénio piridinico protonado, respectivamente e nesse
trabalho estudou-se a competi¢do pela superficie entre as trés
diferentes espécies na solugdo eletrolitica (Fig. 10). Um fato
surpreendente € que os espectros feitos em -0,6V (ECS), em
meio KCl (pH 3,8), em meio HCIO4 (pH 1,2) e em meio KCl
+ KOH (pH 8,0) séo idénticos e podem ser atribuidos 2 espé-
cie ndo protonada (espécie C, Fig. 10).
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Figura 10. Firmulas estruturais de diferentes espécies do dcido
isonicotinico e suas respectivas freqiiéncias caracteristicas.

As Figuras 11 e 12 mostram os espectros SERS do 4cido
isonicotinico em fungiio do pH, potencial aplicado ao eletrodo e
contra-fon (cloreto e sulfato). Na Figura 1la os espectros obti-
dos correspondem 2 espécie C, apesar do baixo valor de pH. Na
presencga de fons cloreto, entretanto, observa-se a banda caracte-
ristica da espécie totalmente protonada (espécie A, 1645 cm)
em potenciais menos negativos, onde hd cloreto adsorvido na
superficie do eletrodo; em potenciais mais negativos, onde ocor-
re a dessorgdo de cloreto, é observada somente a banda caracte-
ristica da espécie C. Esse comportamento indica que a adsor¢éo
da espécie protonada ocorre através da formagdio de par idnico
com o fon CI. A comparagio entre as Figuras 11a e 12a refor¢a
essa suposigio, isto é, a espécie predominante é a C (Fig. 11a)
quando o dnion ndo é adsorvido no eletrodo. A influéncia do pH
é mostrada na Fig. 12 onde, em potenciais menos negativos,
ocorre predominéncia da espécie C em pH 3,8 (Fig. 12b, 1610
cm’) e da espécie A em pH 1,2 (Fig. 12a, 1645 cm™),

(a) (b)

-0,60 V

-0,50 V

>

-0,40 V

-0,20V

1700 1550 1700 1550

Numero de onda / cni’ 1

Figura 11. Espectros SERS do dcido isonicotinico (5.10% mol.dm™)
em fung¢do do contra-ion, para diferentes potenciais aplicados. (a)
H,S04 (pH 1,3); (b) HSO4 + KCL (pH 1,1 e concentracdo 1,4.107
mol.dm™ em cloreto).
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Figura 12. Espectros SERS do dcido isonicotinico em fungdo do pH para
diferentes potenciais aplicados. (a) HCI (pH 1,2); (b) KCl (pH 3,8).

Mais recentemente Park e outros'?! estudaram a adsorgdo dos
dcidos picolinico e isonicotinico em coléides de prata em dife-
rentes valores de pH. Concluiram que esses isOmeros existem
como anions na superficie, no caso de solugdes coloidais alcali-
nas ¢ medianamente écidas, tendo nesses casos adsorgdo parale-
la a superficie. Para solugdes fortemente dcidas, o nitrogé€nio
estd protonado e a adsor¢do € via par de elétrons do oxigénio.

Séo vdrios os estudos da adsorgdo de pirazina em superfici-
es metdlicas usando a técnica SERS!?2, onde sfo utilizadas
regras de selegdo para este efeito. Brolo e Irish!?? apresenta-
ram um estudo sistemdtico da dependéncia da intensidade das
bandas de pirazina com o potencial aplicado, radiacdo excitan-
te e concentragdio de pirazina em solugdo, mostrando, ainda,
que vdrias bandas observadas em potenciais mais negativos que
-0,9 (vs. ESC) sdo devidas a um produto de redugao.

A caracterizagio da tiouréia em eletrodo de prata'®* e em
eletrodo de cobre'? através da técnica SERS revelou que a
espécie adsorve na superficie através do dtomo de enxofre. Em
meio dcido somente as bandas da tiouréia neutra sdo observa-
das nos espectros SERS, indicando a predominiincia dessa es-
pécie no eletrodo. Utilizando a técnica SERS e voltametria
ciclica Bukowska e Jackowska'?® verificaram a agfo inibidora
da tiouréia na reagfio de formagdo de hidrogénio em meio 4ci-
do, enquanto que em meio neutro a tiouréia catalisa essa rea-
¢do; tal comportamento € explicado a nivel molecular através
dos dados espectroscépicos.

A adsorg¢do € decomposi¢do do cédtion tetrametilamdnio em
eletrodo de prata em solucdo eletrolitica contendo haletos foi
monitorada por SERS'?. Em potenciais onde ocorre adsor¢io
de iodeto ou brometo na superficie do eletrodo, o cition
tetrametilamonio adsorve através de interagdo eletrostdtica com
esses haletos; em potenciais onde ocorre desor¢do desses fons
foi observada a formagdo de trimetilamina na superficie.

Sers em solvente ndo aquoso

Solventes ndo aquosos sdo muito usados nos estudos eletro-
quimicos e a utilizagio do efeito SERS para auxiliar na interpre-
tacdo desses resultados é extremamente importante. Um dos pri-
meiros trabalhos SERS usando solvente ndo aquoso foi realiza-
do por Hutchinson e outros!® e o sistema estudado foi piridina
adsorvida em eletrodo de prata usando dimetilformamida como
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solvente e perclorato de tetrabutilamdnio como eletrdlito de su-
porte. Os resultados mostraram a possibilidade de utilizar a téc-
nica SERS em solventes niio aquosos. A similaridade nos valo-
res de freqiiéncia das bandas da piridina adsorvida em prata em
solugdo de dimetilformamida e em solugdo aquosa indicaram
que a espécie adsorvida ndo € sensivel a natureza do solvente. A
diferenga observada em relagdo aos resultados SERS da piridina
em &dgua foi a variagio das intensidades relativas das bandas
com o potencial, atribuida pelos autores 2 mudangas na morfo-
logia da superficie nesses dois meios ocorridas durante o pro-
cesso de anodizagiio do eletrodo para ativagio da superficie.
Os resultados SERS do sistema prata/acetonitrila/KSCN
mostraram intensifica¢fio apenas da banda que corresponde ao
estiramento simétrico CN (cerca de 2100 cm™)) e ndo foram
observadas as bandas devidas ao estiramento CS (735 cm™)) e
a deformagdo NCS (465 cm™). Embora a intensificagdo SERS
tenha ocorrido somente para o modo de estiramento CN, os
autores consideraram que a adsor¢io do SCN™ na superficie
da prata ocorre através do dtomo de S levando em considera-
¢do o maior valor da freqiiéncia de estiramento CN do SCN-
adsorvido em relagdio ao seu valor em solugio (2058 cm™)!%,
Em solugdo aquosa foi possivel observar as trés bandas'*.

8. Perfil de excitacdo SERS

Imimeros resultados experimentais SERS mostram a depen-
déncia da intensidade das bandas Raman com o potencial apli-
cado (perfil de excitagdo SERS) e que o potencial de mixima
intensidade SERS (VpmAx) depende da radiacdo excitante. Es-
ses resultados s6 podem ser explicados através do mecanismo
de transferéncia de carga. A condicfio de ressondncia serd aque-
la onde a energia da radiacdo excitante € igual & diferenca de
energia entre a energia do nivel de Fermi do metal e 0 LUMO
do adsorbato (no caso de transferéncia de elétrons metal —
adsorbato) ou igual & diferenga de energia entre a energia do
nivel de Fermi do metal e 0 HOMO do adsorbato, no caso de
transferéncia de elétrons adsorbato—metal. Para uma determi-
nada radiagdo excitante a condi¢do de ressonincia € obtida pela
variagio do potencial e, para um mesmo potencial, a intensida-
de da banda serd méxima para a radiagfo excitante que satis-
fizer a condi¢dio de ressonincia.

Lombardi e col'¥, estudando os espectros SERS de uma
série de bases nitrogenadas, saturadas e nfio saturadas, discu-
tem a varia¢do no valor VyAx para essas bases considerando a
mudanga nas condigbes de ressonincia dos processos de trans-
feréncia de carga. Nesse trabalho é enfatizado que a diregdo da
transferéncia de carga pode ser determinada examinando-se o
comportamento do potencial de maxima intensidade com a ra-
diagdio excitante. Bertolino e outros®’ obtiveram o perfil de
excitacio SERS da hexametilenotetraamina adsorvida em ele-
trodo de prata para diferentes radiagdes excitantes e conclui-
ram pela existéncia de processo de transferéncia de carga mo-
lécula adsorvida—metal. Verificaram, também, que existia uma
correlag@o linear entre VyAx € a energia da radiagdo excitante,
como observado no caso do Co(Il)sep (Fig. 6).

Uma contribuigdo significativa no sentido de permitir a utili-
zagdo da espectroscopia SERS como uma ferramenta de investi-
gacdo dos estados eletrdnicos das moléculas, foi a introdugdo
por Rubim e outros'* de um modelo de transferéncia de carga
que explica a correlagfo linear entre VyAx € a energia da radi-
acdo excitante, e sua dependéncia com a natureza quimica da
superficie e do adsorbato. Através do formalismo dependente do
tempo para o espalhamento Raman obtiveram uma expressio
analitica para o perfil de excitagio SERS; esse perfil tedrico foi
comparado com o perfil experimental para os sistemas piridina/
prata e [Fez(CN)mbipy]ﬁ‘/prata apresentando excelente concor-
dancia. Através dessa expressio foi possivel construir diagramas
de energia para complexos adsorvidos em eletrodo de prata'®,
Os orbitais LUMO de dois ligantes diferentes num complexo
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inorginico foram determinados a partir da concordéncia entre os
perfis experimental e tedrico de excitagio SERS!™,

Este texto procurou apresentar os aspectos fundamentais da
intensificagio do espalhamento ineldstico de luz causado por
superficies, ressaltando sua extensa gama de aplicagdes. Muito
do que foi feito nos iltimos anos estd voltado ao emprego da
técnica com finalidade analitica, através da preparagio de
substratos cada vez mais adequados em termos de manipulagéo,
estabilidade e sensibilidade. Esse comportamento indica essa
tendéncia deve se acentuar no préximos anos, com a consolida-
¢do de métodos de detecgiio baseados no espalhamento de luz.

Os leitores interessados encontrarfo nas referéncias mencio-
nadas as informag¢des necessdrias para um maior aprofunda-
mento nos tépicos abordados ou mesmo conecgdes para outros
pontos que ndo puderam ser considerados neste trabalho.
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