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Resumo 

 

 

 A interface formada por materiais biológicos e materiais sintéticos tem grande importância 

em aplicações biomédicas, tais como o desenvolvimento de biomateriais para implantes 

médicos, que tem como processo  essencial a deposição de proteínas na superfície dos 

biomateriais, e ainda não é bem compreendido no nível molecular. Algumas proteínas sofrem 

mudanças conformacionais após a adsorção na interface sólido-líquido, afetando suas funções 

ou propriedades, e algumas técnicas podem medir mudanças conformacionais em interfaces 

sólido. É possível estudar a fluorescência intrínseca de proteínas: a posição do máximo na 

faixa espectral da fluorescência, a eficiência quântica e o tempo de vida de fluorescência são 

indicadores de mudanças no ambiente local de grupos de moléculas de proteína fluorescente. 

Por outro lado, Nanopartículas de ouro têm atraído muita atenção pela sua afinidade com 

materiais biológicos e suas propriedades ópticas. Nesta tese, estudamos a viabilidade de 

substratos de vidro, quartzo, mica e ITO (óxido de índio e estanho) modificado com 

quitosana, phtalocyanines (Ni, Fe e Ni) e poli(alilanina hidroclorada) (PAH) na adsorção de 

BSA em forma dos filmes produzidos pela técnica camada por camada. O sistema foi 

estudado por UV-Vis e espectroscopia de fluorescência estática e resolvida no tempo. A 

caracterização morfológica dos filmes foi realizada por microscopia de força atômica e 

microscopia óptica. Os resultados mostram que os filmes de BSA / HAP cresceram com 

eficiência quatro vezes maior do que os filmes feitos de quitosana, que o quartzo tem a melhor 

janela de trabalho de UV-vis e há uma relação entre o pH da BSA e o tempo vida de 

fluorescência do filme resultante. As nanopartículas de ouro foram produzidas pela redução 

química e estabilizada por quatro diferentes métodos. O crescimento das nanopartículas foi 

monitorado por UV-vis spectroscopy. A carga de superfície das nanopartículas e da BSA foi 

estimado em vários valores de pH por medidas de potencial zeta. Os resultados indicaram que 

as nanopartículas têm cargas negativas na faixa de pH estudada. Soluções de BSA foram 

preparadas em diferentes valores de pH, e levadas para interagir com as nanopartículas de 

ouro. Os dados de supressão de fluorescência da BSA mostraram uma maior afinidade da 
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BSA com nanopartículas estabilizadas com sacarose, com pH próximo do ponto isoelétrico 

(IP) estimado para BSA. 

 

 

Abstract 

 

 

The interface formed by biological materials and synthetic materials has great 

importance in biomedical applications such as the development of biomaterials for medical 

implants, which has as an essential process of protein adsorption on the surface of 

biomaterials, and is not yet well understood in the molecular level. Some proteins undergo 

conformational changes after adsorption at solid-liquid interfaces, affecting their functions or 

properties, and few techniques can measure conformational changes in solid interfaces. It is 

possible to study the intrinsic fluorescence of proteins: the position of the maximum in the 

spectral range of fluorescence, the quantum efficiency and lifetime of fluorescence are 

indicators of change in the local environment of fluorescent groups of protein molecules. On 

the other hand, gold nanopartículas have attracted much attention for its affinity with 

biological materials and their optical properties. In this thesis we study the feasibility of glass 

substrates, quartz, mica and ITO (Indium tin oxide) modified with chitosan, phtalocyanines 

(Ni, Fe and Ni) and poly (allylamine hydrochloride) (PAH) on the adsorption of BSA in the 

form of films produced by the layer by layer technique. The system was studied by UV-Vis 

and static and time-resolved fluorescence spectroscopy. Morphological characterization of the 

films was performed by atomic force microscopy and optical microscopy. The results indicate 

that the films of BSA/PAH grew with efficiency four times greater than the films made of 

chitosan, that the quartz has the best working window for UV-vis and there is a relationship 

between the pH of the BSA and lifetime of fluorescence of the resulting film. Gold 

nanoparticles were produced by chemical reduction and stabilized by four different methods. 

The growth of nanoparticles was monitored by UV-vis spectroscopy. The surface charge of 

nanoparticles and the BSA was estimated at various pH values by zeta potential 

measurements. The results indicated that the nanoparticles have negative charges in the pH 

range studied. BSA solutions were prepared at various pH values, were taken to interact with 

gold nanoparticles. Fluorescence quenching data of BSA showed a greater affinity of the BSA 
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with nanoparticles stabilized with sucrose, at pH near the isoelectric point (IEP) estimated for 

BSA. 
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1. Introdução 

1.1 Proteínas e substratos sintéticos  

 

Interfaces de proteínas e materiais são de grande interesse em medicina e biologia, por 

exemplo nos campos bioimplantes e biossensores [1-4]. A adsorção de proteínas em 

superfícies de implantes médicos é um aspecto essencial da cascata de reações biológicas que 

acontecem na interface entre materiais sintéticos e o ambiente biológico. Os tipos e as 

quantidades de proteínas mediam a adesão subsequente, proliferação e diferenciação de 

células assim como a deposição de mineral. Por isso, a natureza deste processo de adsorção é 

de grande interesse para melhor compreender a biointegração de materiais para implantes com 

o objetivo de, a longo prazo, sintetizar materiais completamente biocompatíveis ou, num caso 

ideal, materiais verdadeiramente bioativos para substituir os materiais atuais. Isto traria a 

vantagem de melhorar a recuperação dos pacientes e, consequentemente, a qualidade de vida, 

um assunto de grandes interesses acadêmicos e industriais nos últimos anos, dado o 

envelhecimento da população [5-8]. Para sintetizar materiais completamente biocompatíveis, 

entretanto, é necessário mais entendimento dos aspectos fundamentais da adsorção de 

proteínas. Enquanto óxidos metálicos são diretamente usados para aplicações nas quais sua 

dureza extrema é necessária (substituição da cabeça femural), a maioria dos biomateriais 

metálicos é coberto por uma proteção, filmes óxidos estáveis tais como óxido de titânio sobre 

titânio. Nestes casos, as proteínas interagem somente com o filme óxido e não com o material 

recoberto. 
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 Poderia ser questionado a importância de se estudar o processo de adsorção de 

proteína em detrimento da adsorção de célula ou tecidos sobre óxidos, mas foi mostrado que 

células de osso podem se aderir e se proliferar somente sobre superfícies nas quais, antes da 

adesão celular, a adsorção de proteínas tivesse acontecido [9],. O primeiro processo que 

ocorre, quando superfícies de materiais são expostas a sistemas biológicos, é a adsorção de 

proteína dentro de 20-30 minutos. Após o “tapete de proteína” cobrir a superfície dos 

materiais, as células podem se aderir e proliferar sobre a camada de proteína, em 1-24 horas. 

Não somente a quantidade de proteína adsorvida, mas também a conformação das proteínas é 

importante para a proliferação [8, 10, 11]. Uma mudança da estrutura da proteína pode 

estorvar os receptores celulares, situados dentro da membrana celular, para reconhecer uma 

função protéica específica. Como conseqüência, sobre proteínas com formas intensamente 

deformadas, as células não se aderirão, e nem proliferarão sobre o tapete de proteína. A célula 

não aceita as proteínas adsorvidas como se fossem proteínas do próprio corpo, ao invés disso, 

as vê como intrusas. Este erro fatal cometido pela célula é considerado como uma das razões 

que promovem a inflamação e mutações de tecidos [12]. 

 As propriedades dos materiais para implantes são vitais para adsorção de proteína, os 

quais são, em muitos casos, óxidos e a investigação da interface proteína/óxido é de grande 

interesse. Entretanto, a adsorção de proteína não é desejada em todos os lugares, e em muitas 

aplicações biomédicas a adsorção de proteína é inevitável, por exemplo, em bombas de 

sangue ou em recipientes de sangue, e ainda em lentes de contato. Nestes casos, a adsorção de 

proteína pode, até certo ponto, ser evitada usando, por exemplo, coberturas de Poly-L-Lysin-

Polyetienoglicol (PLL-PEG) [13, 14] ou outro surfactante [15] cuja superfície do material seja 

resistente a adsorção de proteína. 

Num âmbito geral, no campo de biossensores, há interesse na imobilização de enzimas 

sobre materiais hidrofílicos, onde elas operam como catalisadores biosseletivos para a quebra 
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de biomoléculas específicas. A alta atividade enzimática é desejável para alcançar uma alta 

taxa de resposta e as moléculas quebradas podem ser detectadas, por exemplo, por métodos 

fotométricos. Os métodos utilizados para se estudar a proteína em interfaces consideram duas 

faces principais do problema: a quantidade e o tipo de proteína adsorvida, e o que acontece 

com a estrutura no estado adsorvido. O primeiro problema pode ser abordado 

convenientemente estudando a isoterma de adsorção de uma ou mais proteína sobre um 

substrato bem conhecido. Experimentalmente, isto é encarado como um problema familiar na 

química da superfície: o de fornecer uma área superficial suficientemente grande  ou que 

adsorvam uma quantidade mensurável de proteína, ou encontrar métodos sensíveis ou uma 

sonda radioativa que permita o estudo de proteína sobre áreas superficiais relativamente 

pequenas.  

Outro método para detectar a quantidade de proteína adsorvida é a elipsometria [16]. 

Por esta técnica, a quantidade de proteína adsorvida é medida pela espessura da camada 

refratante. A técnica só é bem precisa para superfícies lisas e refletoras e tudo o fornece é 

apenas  informações limitadas sobre a estrutura da proteína adsorvida. Outra técnica, baseada 

no dicroísmo circular (DC) de superfície, pode fornecer evidências diretas da estrutura da 

proteína adsorvida sobre um substrato, porém ela só pode ser aplicada a substratos 

transparentes, rugosos, que não absorvam fortemente na região do UV, opticamente ativo e 

que a proteína esteja depositada na forma de filme fino [17, 18].  

Para superar dificuldades como essas, tem-se explorado a aplicação da técnica de 

espectroscopia de fluorescência [19, 20]. A vantagem potencial desta técnica é a alta 

sensibilidade a mudanças no ambiente e na estrutura das proteínas, incluindo aquela de 

membranas celulares [21]. Além disso, como a fluorescência da maioria das proteínas ocorre 

na região de 340 nm e nenhum substrato, potencialmente útil, emite fluorescência neste 

comprimento de onda, a interferência do substrato é mínima; a menos que o substrato absorva 
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na região de absorção da proteína ( 280 nm) ou na região de emissão que depende de cada 

proteína.  

A técnica LBL (Layer by Layer) tem surgido como uma técnica prática, barata e 

eficiente na fabricação de filmes automontados de proteínas, utilizando-se principalmente do 

princípio de atração eletrostática entre seus componentes resultando em estruturas nas quais 

monocamadas de proteínas ficam inseridas alternadamente entre filmes de polieletrólitos. Por 

outro lado, com o uso de deposição em partículas coloidais, é possível quantificar parâmetros 

como cargas superficiais de partículas óxidas, seu potencial zeta, tamanho da partícula e 

utilizar a vantagem da alta área superficial para medidas de atividades enzimáticas. As 

proteínas e as partículas oxidas são carregadas em soluções aquosas, e suas primeiras 

interações são governadas pelas interações eletrostáticas. Assim, os parâmetros dos sistemas 

que devem ser controlados são o pH, força iônica e temperatura, de acordo com a teoria 

DLVO [22, 23]. 

Há porém desvantagens ao se utilizar partículas coloidais para caracterizar interações 

proteínas/óxidos. Para se caracterizar cuidadosamente sistemas de partículas e medir 

parâmetros como área específica de superfície ou fases cristalinas presentes, é preciso aplicar 

técnicas diferentes daquelas para superfícies planas. Adicionalmente, como conseqüência da 

redução do tamanho e da dimensionalidade dos materiais, suas propriedades eletrônicas 

mudam drasticamente. Nanopartículas de ouro (NpAu), por exemplo, exibem excelentes 

compatibilidades com biomoléculas e algumas propriedades ópticas peculiares, tais como 

mudança na sua cor após a agregação e a ressonância de plasmons de superfície (SPR), têm 

sido exploradas em química analítica, biossensores e imunoensaios. Essas propriedades criam 

um cenário rico e promissor no que se refere à interação de biomoléculas e substratos em 

geral. Por exemplo, a fluorescência de determinados fluoróforos pode ser aumentada por um 

fator de 10
1 

a 10
3 

quando colocados próximo de uma partícula metálica, atribuído ao 
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acoplamento da energia emitida pelo fluoróforo com a ressonância de plasmon do metal. 

Apesar das evidências experimentais, o completo entendimento do mecanismo que leva ao 

aumento da fluorescência nas proximidades de superfícies e de partículas metálicas ainda não 

foi alcançado.  

Há basicamente dois métodos disponíveis de analise da fluorescência de proteínas 

adsorvidas. O primeiro método, proposto em 1977 [24], é a espectroscopia de fluorescência 

por reflexão interna (IRFS) que pode ser aplicada a filmes finos depositados sobre cristais 

refletores. Esta técnica envolve medidas da intensidade de fluorescência na área interfacial, 

mas geralmente exige um fluoróforo intrínseco; o segundo método usa substratos de 

partículas em solução e mede a quantidade de quenching (supressão) de fluorescência, isto é, 

a redução na intensidade de fluorescência durante a adsorção. Este método utiliza a 

fluorescência intrínseca da proteína, que pode ser atribuída à combinação da fluorescência dos 

aminoácidos triptofano, tirosina e fenilalanina, presentes na cadeia protéica. Cada técnica 

possui vantagens e desvantagens. Em geral, é preferível a utilização de técnicas que lidem 

com fluorescência intrínseca da proteína em filmes de área limitada e de espessura razoável 

(10 nm). No entanto, com a técnica de espectroscopia de fluorescência também é possível o 

estudo da fluorescência intrínseca de uma determinada molécula, que é muito sensível a 

mudanças em sua estrutura terciária. Esta mudança informa sobre o ambiente e a dinâmica 

local do resíduo de aminoácido fluorescente. A posição do máximo espectral no espectro de 

fluorescência, o rendimento quântico de fluorescência, e o tempo de vida de fluorescência são 

indicadores da mudança no ambiente local desses grupos fluorescentes na molécula protéica. 

 

1.1.1 Objetivos do trabalho 
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No contexto apresentado acima, o principal objetivo desse trabalho foi estudar a 

interação entre uma proteína particular, a albumina do soro bovino (BSA), e substratos 

sintéticos. O estudo envolve os aspectos relacionados ao uso destes substratos nas 

investigações sobre a adsorção de proteínas em biomateriais, analisados principalmente pela 

técnica de fluorescência estática. Como estratégia, procuramos criar interfaces compostas de 

biomoléculas fluorescentes (BSA) e substratos sintéticos, tanto na forma de filmes 

automontados pela técnica de LBL quanto na forma de agregados, sendo estes formados por 

biomoléculas com moléculas sintéticas, biopolímeros e nanopartículas de ouro. Como 

técnicas auxiliares, utilizamos a espectroscopia de UV-vis, espectroscopia de fluorescência 

resolvida no tempo, microscopia ótica, microscopia de força atômica e potencial zeta.  

 

 1.2 Albumina do soro bovino (BSA) 

 

A BSA foi empregada como proteína modelo em sistemas biomiméticos. É a proteína 

mais abundante no sangue bovino (concentração típica de 50 mg/mL) e possui uma estrutura 

muito similar à estrutura da HSA (Human Serum Albumin), apresentando uma percentagem 

de sequências idênticas de aminoácidos de 76%. O peso molecular é de 66,462 g/mol, de 

acordo com a literatura [25, 26]. A BSA é uma cadeia polipeptídica simples de 583 resíduos 

de aminoácidos e três domínios. A BSA também pode formar dímeros, principalmente em 

altas concentrações ou na forma cristalizada [26]. O ponto isoelétrico (PI) da BSA está em 

torno de 4,70 – 5,60, dependendo da literatura [27-28]. O PI de uma molécula indica o pH no 

qual ela se encontra com a mesma quantidade de carga positiva e negativa. A BSA é 

carregada negativamente no pH 7,0 e sofre mudanças conformacionais no intervalo de pH 

entre 4 e 8 [26] (Fig.1). 



___________________________________________________________________________ 

 

Figura 1- Isomerização conformacional da BSA. pH 4,3- transição da forma normal (N) para a forma fast (F); 

pH 2,7- transição da forma F para a forma estendida (E). 
 

 

As albuminas são caracterizadas pelo baixo número de triptofano e metionina, alto 

número de cisteína e aminoácidos carregados, asparina (ácido aspártico) e ácido glutâmico, 

lisina e arginina. 

 

 1.2.1 Propriedades físico-químicas da BSA 

 

A albumina de soro bovino não é carregada uniformemente na sua estrutura primária. 

Em pH neutro, ela possui uma rede de cargas de -10, -8 e 0 para os seus três domínios I, II, 

III. A distribuição de carga superficial é mostrada na Figura 2. 

 

 

 

 

 

Forma N Forma F Forma EpH 4,3                         pH 2,7   
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A B 

C D 

Figura 2 -Modelo de preenchimento espacial da molécula de albumina do soro com resíduos básicos coloridos 

em azul, resíduos ácidos em vermelho e resíduos neutros em amarelo. (A) vista frontal, (B) vista traseira, (C) 

lado esquerdo e (D) lado direito. Figura retirada da referência. 

 

1.2.2 Propriedades funcionais da BSA 

  

 A BSA é o principal carregador de ácidos graxos, os quais são, de outra forma, 

insolúveis no plasma sanguíneo. Ela também realiza muitas outras funções como, eliminação 

de radicais livres de oxigênio e desativação de vários metabólitos lipofílicos tóxicos, como 

bilirrubina (bilirubin) [27]. A albumina tem uma alta afinidade por ácidos graxos, hematinas 

(hematin), bilirrubina, e uma grande afinidade por pequenos compostos aromáticos 

negativamente carregados. Ela forma ligações covalentes com fosfato de piridoxil (Pyridoxyl 

phosphate), cisteína, e vários metais, tais como Cu(II), Ni(II), Hg(II, Ag(II) e Au(I). Como 

uma proteína de transporte multifuncional, a albumina é o carregador chave ou reservatório de 

óxido nítrico, o que tem implicado em vários processo fisiológicos importantes, incluindo 

neurotransmissão [28]. 

http://www.friedli.com/research/PhD/bsa/fig58a.gif
http://www.friedli.com/research/PhD/bsa/fig58a.gif
http://www.friedli.com/research/PhD/bsa/fig58c.gif
http://www.friedli.com/research/PhD/bsa/fig58c.gif


___________________________________________________________________________ 

1.3 Métodos de fabricação de nanopartículas de ouro 

 

 O campo de pesquisa em nanopartículas tem despertado muita atenção nas últimas 

décadas [29-33]. Como conseqüência da redução do tamanho de um material a escalas 

nanométricas, suas propriedades eletrônicas mudam drasticamente com a densidade de 

estados [34-38]. Os autoestados de energia são agora determinados pelos contornos do 

sistema, e por isso, os efeitos de superfície se tornam muito importantes [34-37, 39]. Uma 

transição da estrutura de banda do sólido para níveis de energia ocorre em clusters de 

tamanho subnanométrico a nanométrico, e a detecção de efeitos quânticos causados pela 

redução de tamanho tem sido de grande interesse para pesquisa de novos materiais com novas 

e curiosas propriedades [37, 40-42]. Possíveis aplicações futuras de nanopartículas incluem as 

áreas de comunicação ultrarrápida de dados e armazenamento óptico de dados [39], conversão 

de energia solar, e o uso de nanopartículas metálicas como catalisadores, por causa de sua alta 

razão superfície/volume.  

As nanopartículas metálicas têm fascinado os cientistas por causa de suas coloridas 

soluções coloidais muito antes dos semicondutores e suas aplicações terem se tornado parte 

integrante da tecnologia moderna. A utilização de nanopartículas de ouro como pigmento de 

vitrais vermelho-rubi remonta ao século XVII [43]. Faraday percebeu que a cor vermelha é 

atribuída ao ouro metálico em forma coloidal [44], e Mie [45] foi o primeiro a explicar 

teoricamente esse fenômeno em 1908, ao resolver as equações de Maxwell para a absorção e 

espalhamento da radiação eletromagnética por partículas esféricas. Esta teoria proporcionou 

uma vasta aplicabilidade desde então por permitir o cálculo do espectro de absorção de uma 

determinada partícula, desde que a função dielétrica do material seja conhecida e o tamanho 

seja menor do que o comprimento de onda da luz [46-48]. 
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 A origem física da absorção de luz pelas nanopartículas metálicas está na oscilação 

coerente dos elétrons da banda de condução induzida pelo campo eletromagnético interagente 

[49]. Essa ressonância é também conhecida como ressonância de plasmons de superfície (da 

sigla inglesa SPR) que é, na verdade, um efeito de partículas pequenas, já que ele não existe 

nos átomos individuais, assim como no sólido [49]. Entretanto, o fato da ressonância de 

plasmons de superfície depender do tamanho da partícula não é tão facilmente explicado 

quanto é no caso de partículas semicondutoras [49], onde um deslocamento no HOMO 

(highest occupied molecular orbital) e no LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) 

resulta num “gap” de banda mais larga e no deslocamento do início da absorção para o azul 

devido à redução do tamanho. 

Nanopartículas de ouro exibem excelente compatibilidade com biomoléculas [50-53], 

além de suas propriedades únicas [48, 50, 54]. As duas características mais populares (a 

mudança de cor após a agregação e a ressonância de plasmons de superfície) têm sido 

exploradas em química analítica e imunoensaios entre outros [55-57]. Entretanto, a 

preparação de NpAu monodispersas com propriedades eletrônica, óptica e química otimizadas 

é um tarefa formidável ainda a ser desenvolvida. Vários métodos têm sido desenvolvidos 

visando alcançar este objetivo: (i) preparação de NpAu com tamanho e forma controlados 

[58]; (ii) modificação da estrutura da superfície da nanopartícula com moléculas orgânicas 

e/ou biomoléculas [51]; (iii) formação de compósitos nanoestruturados, isto é, estrutura 

núcleo-casca [57] e (iv) automontagem ou organização de nanopartículas em arquiteturas 2D 

ou 3D [59, 60]. 

Métodos físicos, químicos e eletroquímicos têm sido desenvolvidos e otimizados para 

a preparação de NpAu. Alguns métodos químicos bastante utilizados têm em comum a 

utilização do ácido tetracloroáurico (HAuCl4) ou outros precursores como KAuCl4. 

Entretanto, eles são distintos com relação a vários aspectos envolvidos no processo de 
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fabricação das nanopartículas, tais como a utilização de agentes redutores ou redução 

fotoquímica por irradiação UV, sequência da adição dos reagentes e condições de operação, 

tais como concentração e temperatura [50], meio do crescimento, estabilizadores e utilização 

ou não de templates. Nos últimos anos, tem havido um crescimento exponencial na 

preparação de NpAu com propriedades óptica e eletrônica melhoradas, assim como 

reatividades. A seguir, discutiremos sobre alguns dos principais trabalhos realizados na 

fabricação de nanopartículas com as mais diversas finalidades. 

 

1.3.1 Nanopartículas de ouro estabilizadas por ligantes  

  

Nanopartículas instáveis devem ser estabilizadas por surfactantes, polímeros, 

alcanotióis e ácidos orgânicos [50, 61]. Intensa pesquisa tem sido realizada visando a 

preparação de nanopartículas metálicas com composição, forma e tamanho controlados, 

porque suas propriedades ópticas e elétricas dependem de tais parâmetros. Nos métodos 

químicos, o tamanho das nanopartículas é governado principalmente pelo número de núcleos 

icosaédricos formados no início da redução do sal de ouro, se comparado com a subsequente 

taxa de crescimento do núcleo [50]. Normalmente, moléculas que podem se ligar às 

nanopartículas de Au podem rapidamente e efetivamente bloquear a superfície dos 

nanoclusters recém formados, impedindo, assim, o seu crescimento subsequente. 

Consequentemente, a utilização de moléculas de tióis utilizadas como agentes estabilizantes 

resulta em nanopartículas de ouro muito pequenas [61, 62]. Nanopartículas de ouro estáveis 

com propriedades eletrônicas notáveis são interessantes aos físicos [61], enquanto os 

químicos visam as propriedades das monocamadas orgânicas da superfície das nanopartículas 

de ouro. Porém, é importante que estas sejam estáveis e ainda quimicamente ativas para 

determinados grupos funcionais 
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 Nanopartículas de Au muito pequenas (0,7-3,2 nm) podem ser preparadas 

selecionando-se precursores e estabilizadores adequados (Schaaff e Whetten) [63]. 

 Nanopartículas de ouro de tamanho acima de 10 nm, estabilizadas com tióis, não são 

estáveis. Na verdade, elas são facilmente precipitadas devido a um rápido aumento das forças 

atrativas de van der Waals em função do tamanho da nanopartícula [64]. Apesar disso, com 

agentes estabilizadores de grande grupo funcional e sítios de ligação multidentados, 

nanopartículas de ouro com tamanhos variando de 3 a 20 nm podem ser estabilizadas por 

vários meses [65, 66]. Uma das vantagens deste surfactante é que ele pode ser substituído por 

outro ligante [65, 66]. A preparação de nanopartículas de ouro modificadas com fulereno e 

seus derivados tem sido relatada nos últimos anos. Há vários métodos para ligar o C60 a 

superfícies de nanopartículas de ouro, incluindo a formação de complexos transferidores de 

carga formados por Au/(diphenyltetrathiafulvalene) DPTTF.C60, com o DPTTF agindo como 

doador de elétron, e o C60, como aceitador de elétrons [67]; podendo ser usados derivados de 

C60 que contenham grupos tióis [68, 69] e grupos oligopiridil [70]. 

 Nanopartículas de Au foram modificadas com cyclodextrins (DC) pela adição de CD 

modificado com perthiolate em uma solução de ouro (AuCl4
-1

) antes de sua redução [71, 72]. 

O aumento da razão (CD/Au) resulta em produção de nanopartículas menores. 

  

1.3.2 Crescimento de nanopartículas por semente e por template  

   

No crescimento por semente, os íons de ouro (precursor) são reduzidos durante a 

reação, e se nucleiam na superfície das sementes. Controlando cuidadosamente a razão entre a 

semente do sal metálico (solução de crescimento) e a velocidade de redução, as 

nanopartículas variam de 5-40 nm (usando partículas de ouro de 3,7 nm como semente) 

podendo ser preparada com uma distribuição muito estreita de tamanhos (DP 10-15%) [73].  
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A irradiação ultravioleta pode proporcionar facilmente a redução controlada do sal de 

ouro e aumentar o tamanho das nanopartículas, obtendo-se nanopartículas de Au com 

tamanhos variando de 20 a 80 nm [74].  

O método de template consiste em conduzir a reação de redução do sal de ouro 

limitado a um determinado volume ou espaço, visando controlar o tamanho e a forma das 

nanopartículas. Os templates podem ser divididos em dois tipos: templates moles (micelas) e 

templates de sólidos inorgânicos (nanotubos de carbono, sílica porosa e alumina) [75]. 

 

 1.3.3 Nanopartículas de ouro estabilizadas em polímeros ou em 

macromoléculas 

  

Comparado com moléculas orgânicas ou inorgânicas, moléculas poliméricas 

normalmente possuem grandes pesos moleculares, e dobram-se facilmente para formar 

estruturas tridimensionais. Moléculas poliméricas que possuem grupos funcionais, tais como 

SH, CN e NH2 podem proporcionar sítios de ligação com nanopartículas de ouro e impedí-las 

de se agregarem. Entretanto, um dos problemas da preparação de nanopartículas de ouro 

distribuídas numa matriz polimérica é saber como evitar a segregação macroscópica entre 

polímero e fase metálica. Selvan et al.[76] foram os primeiros a sintetizar nanopartículas de 

ouro dentro de núcleos de micelas de copolímeros. Os íons AuCl4
-1

 foram ligados ao núcleo 

de uma micela como contra-íon do grupo piridina protonado [76]. 

 Polímeros lineares  detentores  de  grupos  funcionais  como ciano (-CN) e  mercapto 

(-SH), que podem se ligar a nanopartículas de ouro, foram os primeiros utilizados na 

fabricação de nanopartículas de ouro [77]. Nanopartículas de ouro (tamanho médio < 2 nm) 

foram obtidas utilizando-se uma alta razão polímero/Au. Wuelfing et al.[78] e Ostuka et 

al.[79] relataram que derivados de poly (ethylene glycol) (PEG), contendo grupos mercapto ou 
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tiol (R-S-H) e acetal (toda molécula que apresenta o átomo de carbono ligado a dois átomos 

de oxigênio, por meio de ligação covalente simples e que, por sua vez, estejam presos a 

radicais arila ou alquila), comparado aos alcanotióis, podem melhorar significativamente a 

estabilidade das nanopartículas de ouro em razão dos efeitos de repulsão estérica das 

ramificações entrelaçadas do PEG, especialmnte sob meios salinos concentrados, e induzir a 

solubilidade em meios aquosos. Dai et al. [80] mostraram que, usando o-anisidina como 

agente redutor, podiam produzir nanopartículas de ouro muito pequenas em fases orgânica e 

aquosa. Durante a reação, a polimerização do o-anisidina em poli(o-anisidina) ocorre, 

formando micelas e lipossomos de o-anisidina, fator chave para o controle do tamanho das 

nanopartículas de ouro. 

 Dendrímeros representam uma nova classe de macromoléculas caracterizadas pela 

estrutura ramificada em forma de árvore. Esta nova estratégia consiste em utilizar moléculas 

dendriméricas que contenham grupos amino para proteger as nanopartículas de ouro. 

Inicialmente foi sugerido que o tamanho das nanopartículas diminuiriam com o aumento da 

geração do dendrímero, assim como sua concentração [81]. Entretanto, Esumi et al. [82] 

contestaram que o tamanho das nanopartículas de ouro não seria dependente da geração do 

dendrímero. Os mecanismos de proteção das moléculas dendriméricas se diferem em baixas e 

altas gerações. Nanopartículas de ouro são circundadas por moléculas dendriméricas de baixa 

geração, mas são encapsuladas pelas moléculas dendriméricas de alta geração [81]. Frankamp 

et al. [83] verificaram um controle direto sobre o espaçamento interpartícula (Au) usando o 

dendrímero (poly(amidoamine)-PAMAM) como agente emcapsolador, e mostraram por 

medidas SAXS que o espaçamento interpartículas entre nanopartículas de ouro é dependente 

da geração do dendrímero. 
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1.3.4 Síntese de colóides de ouro em duas fases 

  

A primeira síntese de nanopartíclas de ouro em duas fases foi realizada por Brust et al. 

[62] usando brometo de tetraoctilamônio (C32H68BrN) como agente transferidor de fase para 

transferir AuCl
-4

 para o tolueno (fase orgânica que contém alcanotiol). Após a adição do 

agente redutor aquoso (boro hidratado de sódio), AuCl
-4

 foi reduzido, e os clusters de ouro 

foram capturados imediatamente pelos alcanotióis. Para esse método, eles conseguiram 

colóides de ouro com tamanhos muito pequenos (1-3 nm) e estreita distribuição de tamanhos. 

Nos últimos anos, o sistema de duas fases tem sido estendido a outras fases orgânicas ou a 

outros agentes encapsuladores. Usando hexanos [84] e clorofórmio [85] como fases orgânicas, 

ou usando polioctiltiofeno (POT) como agente encapsulador [86], colóides de ouro com 

diâmetros de 2,6; 6,4 e 4-7 nm foram obtidos, respectivamente. Outros estudos relacionados 

podem ser obtidos da literatura [87, 88].  

 Outro método existente é a preparação de colóides de ouro em fase aquosa seguida 

pela transferência de fase para uma fase orgânica (tolueno) mediante a coordenação mediada 

por ácido [89]; ou usando surfactante catiônico, octadecilamina (ODA) [90]. Os colóides 

podem ser separados na forma de um pó pela evaporação do solvente orgânico e redispersos 

em diferentes solventes. Um inconveniente na utilização de surfactantes na síntese por duas 

fases é a possibilidade de o surfactante cobrir a superfície das nanopartículas de ouro com 

uma segunda camada. Yee et al. [91] resolveram tal problema utilizando tetrahidrofuran 

(THF) como solvente na síntese, conseguindo, assim, um  processo de síntese em apenas uma 

fase, evitando o uso de surfactantes, pois o agente redutor se dissolve em THF. 
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1.3.5 Preparação de nanopartículas de ouro em formas controladas 

 

O primeiro método elétrico para preparar nanobastões de ouro foi descrito por Yu et. 

al. [92] introduzindo um reagente indutor de forma (tetraoctilamônio) numa célula 

eletroquímica contendo surfactantes catiônicos (hexadeciltrimetilamônio-CTAB), que agiu 

tanto como eletrólito suporte quanto como principal constituinte da estrutura micelar. A razão 

média entre o aspecto de nanobastões e de nanoesfera de ouro pode ser ajustado 

experimentalmente, obtendo-se um valor de 1 a 4, apesar de ainda não haver um claro e 

detalhado mecanismo de formação. Irradiando os nanobastões de ouro em 512 e 1064 nm, que 

correspondem aproximadamente às ressonâncias de plasmons dos eixos curtos e longos dos 

nanobastões, respectivamente, promoveu-se a conversão de nanobastão em nanoesfera de Au 

[93]. Outro método muito eficiente, que pode preparar nanobastão de ouro com razões de 

aspecto variando de 1 a 7, é a combinação dos métodos de crescimento por semente e por 

template (micela como template) [94, 95]. Aditivos tais como AgNO3 e ciclohexano exercem 

influência na formação de nanobastão. A razão de aspecto R (definida como a razão entre o 

comprimento do nanorodo e a largura do nanorodo de nanobastão) das nanopartículas pode 

ser prontamente controlada variando-se a razão entre a concentração de semente e a solução 

de sal metálico [96]. Por intermédio de procedimentos experimentais melhorados é possível 

obter R de nanobastão de até 18 [97]. 

O controle sobre a forma das nanopartículas, mediante a utilização de agentes 

encapsulantes, é atribuído à interação específica do agente encapsulante com diferentes fases 

de crescimento das partículas [97-99] e ao efeito de template das micelas, que podem limitar 

reação de redução do precursor do ouro num espaço limitado.  

Com ácido salicílico como agente redutor pode-se obter nanopartículas de ouro com 

formas triangular/hexagonal [100]. Essas nanopartículas com formas especiais exibem uma 
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forte absorbância em 860 nm no espectro UV-vis. A irradiação ultraviloleta (UV) é uma 

imprescindível técnica para a redução controlada do sal de ouro. Na presença de surfactantes 

adequados, a irradiação UV tem evoluído satisfatoriamente para um método de crescimento 

de nanoestruturas de ouro com formas controladas. Usando 1,2-bis(dodecyldimethylammonio) 

ethane dichloride como templeite, Esumi et al. [101] prepararam fibras de ouro maiores do 

que 10 µm com micelas em forma de fios agindo como templeites na síntese . Concentrações 

maiores de HAuClO4 e irradiação UV mais prolongada favorecem a formação de fibras de 

ouro. A melhor maneira de se controlar a forma das nanoestruturas de ouro pode ser obtida 

usando álcool de polivinil (PVA) ou polietilenoglicol (PEG) como agente encapsulante 

juntamente com baixa irradiação UV [102]. Os fatores que influenciam a forma incluem a 

concentração de polímeros e de íons de ouro, tempo de irradiação e o tipo de polímeros.  

Em métodos físicos, o crescimento de microfios de Au foi obtido por sputtering de 

ouro sobre um substrato de silício poroso, no qual os poros agem como template. Nanofios de 

ouro com diâmetros de 900 nm e comprimento de 80 µm foram obtidos [103-105]. 

 

1.3.6 Nanopartículas de ouro preparadas por ablação a laser 

 

O método de ablação a laser de nanopartículas metálicas em solução foi inicialmente 

desenvolvido por Henglein et al. [34, 106] pela imersão de alvos metálicos. Para se obter as 

nanopartículas metálicas estabilizadas, geralmente algum tipo de molécula encapsulante é 

adicionado na solução para evitar a agregação das nanopartículas. Usando dodecil sulfato de 

sódio (SDS) como agente encapsulante, Kondow et al. [107] prepararam nanopartículas de 

ouro com tamanhos variando de 1,7 a 5,5 nm. O tamanho médio das nanopartículas de ouro é 

dependente da concentração de SDS e da energia do laser. Segundo Mafune et al. [108-110], 

provavelmente as micelas de SDS sejam formadas em solução, pois a concentração de SDS 
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deve ser maior do que uma concentração micelar crítica (CMC), para se obter uma redução 

significativa de tamanho. A alta intensidade do laser também é útil na redução do tamanho 

das nanopartículas. Quanto maior a intensidade do laser, menor o tamanho das nanopartículas. 

O modelo da dinâmica de formação das nanopartículas [108-110], sugere que durante a 

ablação a laser, partículas embrionárias sejam formadas muito rapidamente, seguida por um 

lento processo de crescimento que cessa com o encapsulamento das partículas pelo 

surfactante. A mais notável descoberta desse método é o efeito da irradiação do laser sobre as 

nanopartículas encapsuladas. Como observado por Kamat et al. [111] sob irradiação a laser, 

as nanopartículas primeiro sofrem um processo de fusão no qual os agregados de ouro são 

transformados em grandes partículas esféricas. Após um tempo maior de irradiação, as 

partículas fundidas quebram-se novamente em partículas menores, seguido por uma mudança 

de cor da solução, mudando do azul para o vermelho-rubi. 

 

1.3.7 Organização de nanoestruturas de ouro em arquiteturas 

macroscópicas 

 

A ordenação em múltiplas escalas de materiais nanoescalonados é importante para 

aplicação de sistemas moleculares em dispositivos macroscópicos [112, 113]. A estratégia 

“tijolo-argamassa” para a organização de nanoestruturas de ouro em arquiteturas em escalas 

maiores normalmente emprega três tipos de moléculas “argamassas”: alcanotióis, polímeros, e 

biomoléculas. Aqui nos ateremos apenas às biomoléculas, que fazem parte do escopo deste 

trabalho. 

 As biomoléculas possuem habilidade de reconhecer (de maneira muito específica) o 

seu alvo correspondente, tais como as cadeias de DNA, que reconhecem suas cadeias 

complementares, e anticorpos, que reconhecem seus antígenos. As sequências de 

hibridização, que são muito específicas, existentes entre os ramos de DNA e seus 
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correspondentes alvos complementares podem ser usadas para organizar as nanoestruturas de 

ouro em estruturas estendidas preconcebidas. Inversamente, a mudança de cor devida à 

agregação das nanopartículas de ouro na reação de hibridização das cadeias de nocleotídeos 

tem sido empregada no reconhecimento de alvos complementares específicos. Mirkin et al. 

[59] demonstraram a viabilidade de se utilizar  moléculas de DNA como “argamassa” para 

organizar nanopartículas de ouro em materiais macroscópicos, de modo que as partículas de 

ouro podem se reorganizar em estruturas 2D e 3D. As nanopartículas de ouro podem ser 

reversivamente montadas, alternando-se a temperatura para acima e abaixo do ponto de fusão 

do DNA. 

Um estudo detalhado [114] sobre as propriedades ópticas de arranjos de 

nanopartículas ligadas a DNA revela que o crescimento dos agregados obedece o mecanismo 

“amadurecimento de Ostwald”, segundo o qual os agregados maiores crescem consumindo os 

agregados menores. As propriedades ópticas desse arranjo de nanopartículas ligadas a DNA 

são governadas significativamente pelo tamanho do agregado, independentemente do 

tamanho do oligonucleotído ligante. Outro método consiste em utilizar um substrato protéico 

que se ligue à estrutura de ouro modificada. Comparado a outras estratégias correspondentes, 

a conjugação baseada em proteínas oferece algumas vantagens adicionais como, por exemplo, 

o fato de muitas dessas estratégias serem procedimentos padrão na bioquímica e na 

imunologia molecular [51]. 

Niemeyer et al.[115] descreveram um novo método no qual se utilizou 

DNA/estreptavidina covalentemente conjugados como blocos de nanoestruturas biometálicas. 

Dessa forma, os conjugados podem ser usados como adaptadores biomoleculares para 

posicionar os componentes biotinilados ao longo de uma estrutura de ácido nucléico. No 

entanto, eles não conseguiram controlar o tamanho dos agregados. Esse problema foi 

resolvido por Cobbe et al. [116] usando uma montagem de nanopartículas de ouro modificada 
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por proteína e controlada por DNA. O tamanho dos agregados pode ser controlado pela adição 

de ramos simples de DNA que sejam complementares a um dos dois conjuntos de ramos do 

DNA presentes no conjugado DNA/estreptavidina, o que resulta num rápido processo de 

montagem [116]. As moléculas utilizadas na preparação de monocamadas de nanopartículas 

de ouro podem ser alcanotióis [117], organosilanos que contenham grupos CN, NH2, 2-

piridil,P (C6H5)2 e SH [118] ou polímeros como Poly(allylamine hydrochloride (PAH) [30, 

119]. 
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2 Fundamentos teóricos 

2.1 A técnica LBL 

 

 A modificação de superfície pela deposição de filmes nanométricos de proteína 

constitui um dos maiores objetivos da bioquímica e biotecnologia. Tal nanoconstrução 

também cria uma nova fronteira entre materiais e a ciência da vida. Assim, camadas de 

proteínas organizadas, desempenham um papel significativo em estudos biologicamente 

relacionados [120, 121]. Nesse aspecto, um conceito relativamente novo de arranjo camada 

por camada, chamado de Layer-by-Layer (LBL) foi desenvolvido recentemente para fabricar 

multicamadas pela adsorção alternada de proteínas carregadas, polieletrólitos e nanopartículas 

[122, 123]. A vantagem do método LBL está no fato de que a composição e a espessura da 

camada podem ser precisamente controladas variando o tipo da espécie carregada e o número 

de ciclos de adsorção, de acordo com a arquitetura desejada. A técnica LBL é também 

bastante simples, especialmente se comparada à técnica de Langmuir-Blodgett (LB). Os 

filmes LBL de proteínas têm sido largamente usados em aplicações biologicamente 

relacionadas como síntese de enzimas, biossensores [124], entrega [125] de genes [126], etc. 

Particularmente, troca de elétrons entre proteínas redox e eletrodos subjacentes tem sido 

realizada recentemente em filmes de proteína por LBL [127]. Eletroquímica direta de 

proteínas redox ou enzimas em filmes LBL pode estabelecer um modelo viável para o estudo 

de transferência de elétrons entre enzimas e sistemas biológicos, e fornecer as bases para a 

fabricação de um novo tipo de biossensores e bioreatores, dispositivos médicos sem usar 

mediadores [128]. Filmes de proteínas LBL apresentaram propriedades similares àquela de 

filmes fabricados por casting, mas permite o controle da espessura em escala nanométrica e 

melhor estabilidade [129]. 
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  A incorporação controlada de proteínas em filmes LBL exige primeiramente o 

conhecimento dos mecanismos de adsorção. Usualmente, é considerado que a principal força 

motora ou interação estabilizadora nas camadas alternadas dos filmes LBL possa ser a atração 

eletrostática [130]. Entretanto, a situação efetiva é mais intrigante quando proteínas estão 

envolvidas. Enquanto em muitos casos, quando a rede de cargas superficiais das proteínas e a 

rede de cargas totais dos poliíons ou das nanopartículas são opostas, uma quantidade 

considerável de adsorção de proteínas sobre a superfície dos poliíons, ou das nanopartículas, é 

observada em filmes LBL. Entretanto, em alguns casos, quando as proteínas e polieletrólitos, 

ou nanopartículas, carregam a mesma rede de carga total dos polieletrólitos, uma quantidade 

considerável de proteínas sobre as superfícies dos polieletrólitos, ou nanopartículas, também é 

observada. Até agora, poucos estudos têm sido dedicados a este intrigante fenômeno. Ladam e 

co-autores [131-133] estudaram a interação entre proteínas e polieletrólitos de diversos tipos e 

com diferentes cargas superficiais por meio de reflectometria angular de varredura (SAR). 

Eles descobriram que as proteínas interagem fortemente com os polieletrólitos, 

independentemente de suas cargas totais. Enquanto a rede de carga total das proteínas era, por 

exemplo, negativa, as proteínas ainda podiam possuir sítios positivos sobre sua superfície, o 

que permitia a ligação localizada das proteínas à superfície carregada negativamente. 

Schenkman e co-autores descobriram que enzimas (citocromo P540) podem ser adsorvidas 

em camadas de poliíons carregados, tanto positivamente quanto negativamente, devido a 

sítios carregados opostamente e localizados em diferentes lados da enzima [134]. 

 Além da interação eletrostática, outras forças tais como ligação de hidrogênio e 

atração hidrofóbica podem também desempenhar um papel importante em alguns casos, como 

conhecido nos arranjos polímero-polímero por LBL [135]. Entretanto, relativamente poucos 

estudos sistemáticos sobre a natureza das interações, ou sobre as forças presentes nos arranjos 

LBL de proteína e polieletrólitos, têm sido realizados até agora. O entendimento da interação 
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não só será importante para a confecção de novas arquiteturas de multicamadas de proteínas, 

mas também permitirá mais discernimento sobre o papel das cargas superficiais no processo 

de adsorção de proteína. 

 

 2.2 Absorção Óptica e Emissão de Fluorescência 

 

 Segundo o ponto de vista clássico, o processo de absorção de luz ocorre quando a 

freqüência da onda eletromagnética é igual ou próxima à freqüência natural da molécula. 

Porém, isto não explica a existência de linhas espectrais agudas, nem relaciona a quantidade 

de energia absorvida por um átomo ou molécula com a frequência de radiação. Estas questões 

são melhor explicadas com a teoria da mecânica quântica, onde há basicamente dois pontos 

pelos quais ela se difere do ponto de vista clássico: (a) a energia do fóton disponível para a 

absorção deve se relacionar com a freqüência de radiação  através da relação de Einstein: 

 

E = h   

 

onde h é a constante de Planck. Não há equivalente clássico e é imposto um aspecto 

corpuscular à radiação. (b) Como consequência natural do aspecto mecânico-ondulatório da 

matéria, átomos e moléculas só podem existir a determinados níveis de energia. Tais níveis de 

energia (estados eletrônicos) são subdivididos em níveis de energia vibracional e estes, por 

sua vez, podem ter uma transição para estados excitados de maior energia, ao absorver 

radiação. As transições podem ocorrer entre os níveis eletrônicos (espectro UV- visível) entre 

os níveis vibracionais (infravermelho) e entre os níveis rotacionais (microondas) [136]. 

Estando no estado excitado, a molécula pode voltar ao estado fundamental por diferentes 

caminhos. O processo de desativação, no qual se observa a emissão de fótons provenientes de 

(1) 
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transições entre estados singletos, é chamado de fluorescência. Na Figura 3, estão ilustrados 

os processos de absorção e emissão de fluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Diagrama de Jablonski[51]. 

  

 A absorção de radiação ocorre em tempos da ordem de 10
-15

 segundos. Após a 

absorção, vários processos podem ocorrer, uma vez que, à molécula é permitido estar em 

níveis vibracionais mais altos, em um mesmo nível eletrônico S1 ou S2. Ocorre então a 

relaxação para o nível vibracional de menor energia (relaxação vibracional), ainda nesse 

mesmo nível eletrônico, em um tempo da ordem de 10
-12

 segundos. Como o tempo de vida 

médio de um estado eletrônico excitado é da ordem de 10
-8

 segundos, tal processo de 

relaxação interna se completa antes da emissão fluorescente. São possíveis ainda, transições 

de um nível eletrônico para outro de menor energia através de processos não radiativos, como 

colisões com moléculas do solvente. O processo de relaxação entre níveis eletrônicos 

excitados é denominado conversão interna. As transições para o estado fundamental 

(singleto), a partir de um estado tripleto dão origem ao fenômeno da fosforescência, 

envolvendo tempos de até milisegundos.  
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 2.3 Processo de absorção óptica 

 

 A intensidade de luz que passa através de um material absorvedor é reduzida de 

acordo com a lei de Beer [137]: 

I=Ioe
- l

 

 

onde I é a medida de intensidade após a passagem da luz pelo material, Io é a intensidade 

inicial,  é a o coeficiente de absorção e l é o comprimento do caminho percorrido. Isto pode 

ser escrito de uma forma mais conveniente: 

 

)
I

I
(log

o

10A  

 

onde A é a absorbância da amostra que também pode ser expressa por  A= llog10(e) = 

0,43 l. O coeficiente de absorção α está relacionado à parte imaginária n” do índice de 

refração  complexo por:  

 

λ

π
α

"n4
 

 

onde  é o comprimento de onda da luz. 

 A lei de Beer-Lambert introduz a concentração de uma espécie absorvedora na relação 

acima e é usada nos trabalhos com soluções. A absorbância de uma amostra pode ser expressa 

por:  

 

(2) 

(3) 

(4) 
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Al )
I

I
(logε.c. o

10  

 

onde   é o coeficiente de absorção molar [litros/(mol.cm)], c é a concentração molar da 

solução [mol/litro] ou [M] e l é o comprimento do caminho em centímetros. O valor de  é 

normalmente medido no máximo de absorção. Como a absorbância é proporcional à 

concentração da solução, a curva de A versus c deve levar a uma reta. Entretanto, em 

concentrações altas, mudanças na posição ou intensidade do máximo de absorção, causada 

pela formação de agregados moleculares tais como dímeros ou trímeros, frequentemente 

resulta num desvio da lei de Beer-Lambert. A interação entre as moléculas e o solvente 

(solvatocromismo) pode também gerar desvios dessa lei. 

 

2.4 Fluorescência com Resolução Temporal 

 

 O tempo de vida de fluorescência de uma substância geralmente representa o valor 

médio de tempo que a molécula permanece no estado excitado antes de retornar para o estado 

fundamental [136]. Medidas de tempo são freqüentemente necessárias na espectroscopia de 

fluorescência. Esses dados podem revelar a taxa de transferência de energia e a taxa de 

reações no estado excitado. A natureza precisa do decaimento fluorescente pode revelar 

detalhes sobre as interações dos fluoróforos com a vizinhança. 

 Medições do tempo de vida fluorescente são difíceis, pois esses tempos se encontram 

tipicamente na faixa de nanosegundos, fazendo-se necessário o uso de dispositivos eletrônicos 

de alta velocidade e detectores adequados. Existem três métodos amplamente usados para 

medir tempos de vida de fluorescência: o método de pulsos, método estroboscópico e o 

método harmônico ou modulação de fases. No método de pulsos, que utilizamos neste 

(5) 
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trabalho, a amostra é excitada com um breve pulso de luz e é medido o intervalo de tempo 

transcorrido entre a absorção e a emissão da fluorescência. 

 Considere a excitação de um fluoróforo com um pulso de luz infinitamente curto, 

resultando em uma população inicial (No) de fluoróforos no estado excitado. A taxa de 

decaimento da população inicialmente excitada é: 

 

k)N(t)(γ
dt

dN
 

 

onde N(t) é o número de moléculas excitadas em um tempo t seguinte à excitação;  é a taxa 

emissiva, e k é a taxa de decaimento não radiativo [136]. Lembrando que N(t) = No em t = 0, a 

integração da Eq. (18) fica: 

τ

t

oeNN(t)
 

 

onde  =  ( + k)
-1

 é o tempo de vida do estado excitado. Como consequência, espera-se que a 

intensidade de fluorescência F(t), que é proporcional à população no estado excitado [F(t) =  

N(t)], decai exponencialmente. 

 O tempo de vida também pode ser considerado o valor médio de tempo que um 

fluoróforo permanece no estado excitado. Essa média é dada por: 

 

i

i

i

ii

(t)N

(t)Nt

t  

 

 Para um grande número de fluoróforos e pequenos intervalos de tempo, essa soma 

fica: 

(6) 

(7) 

(8) 
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 O denominador é igual a . Seguindo com a integração por partes, o numerador é igual 

a 
2
. Daí, para um decaimento exponencial, o tempo médio que um fluoróforo permanece no 

estado excitado é igual ao tempo de vida: 

 

< t > =  

 

 É importante notar que a Eq.(22) não é verdadeira para as leis de decaimento muito 

complexas, tais como decaimentos multi-exponenciais ou não-exponenciais. Na maioria das 

vezes, os decaimentos observados são multi-exponenciais, sendo ajustados por uma soma de 

exponenciais do tipo: 

t

t

ietF )(  

 

onde i é o tempo de vida da componente i do decaimento, e i, é o correspondente fator pré-

exponencial. Assim, o tempo de vida médio é dado por: 

 

i

ii

i

ii

t

2

 

 

(9) 

(10) 

(11) 

(12) 
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 2.5 Posição Espectral 

 

 Para moléculas fluorescentes em solução, observa-se uma diferença entre as energias 

de excitação e emissão. A energia de emissão é sempre menor que a energia de excitação, ou 

a emissão ocorre em comprimentos de onda maiores que aqueles da absorção. Esse efeito é 

conhecido como deslocamento de Stokes. Essa perda de energia entre a excitação e a emissão 

pode ocorrer devida a efeitos do solvente, reações no estado excitado, formação de complexos 

e transferência de energia. 

 Deslocamentos observados na emissão fluorescente são informações acerca do 

ambiente ao redor da sonda. No caso do resíduo triptofano em proteínas, por exemplo, a 

emissão ocorre em comprimentos de onda maiores quando o mesmo se encontra exposto ao 

solvente, e em comprimentos de onda menores quando o resíduo está no interior da proteína. 

Essa propriedade é observada na maioria das sondas fluorescentes intrínsecas, e permite obter 

informações sobre a polaridade do meio ao redor da sonda. 

 Compostos o-Abz-peptídeos apresentam deslocamentos para o vermelho entre 5 e 8 

nanômetros na banda de absorção e, entre 20 e 30 nanômetros na banda de emissão, em 

relação ao o-Abz isolado. Essas mudanças ocorrem em decorrência das alterações na estrutura 

eletrônica do fluoróforo promovidas pela ligação covalente entre seu grupo carboxila e o 

terminal amino dos peptídeos.  

2.6 Supressão de fluorescência 

 

 A intensidade de fluorescência pode ser reduzida por vários processos. Tal redução na 

intensidade é chamada quenching ou supressão. A supressão pode ocorrer por diversos 

mecanismos, principalmente por supressão colisional ou dinâmica, supressão estática, 
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transferência de energia, transferência de elétrons, etc. A supressão colisional ocorre quando 

os fluoróforos do estado excitado são desativados após contato com alguma outra molécula, o 

qual é chamado de quencher ou supressor. Nesse caso, o fluoróforo retorna ao estado 

fundamental durante um eventual encontro com o supressor. As moléculas não são 

quimicamente alteradas nesse processo. Para supressão colisional, a redução na intensidade é 

descrita pela a equação de Stern-Volmer [136]: 

 

[Q].kτ1[Q]K1
F

F
qoD

o  

 

Nesta expressão, KD é a constante de supressão de Stern-Volmer, kq é a constante de 

supressão bimolecular, o é o tempo de vida sem a supressão, e [Q] é a concentração do 

supressor. O mecanismo de supressão varia com o par fluoróforo-supressor. Os dados 

relativos à supressão são usualmente apresentados como um gráfico de Fo/F versus [Q]. A 

razão disto é porque se espera que Fo/F tenha uma dependência linear com a concentração do 

supressor.  

 A supressão estática ocorre quando o fluoróforo forma um complexo não fluorescente 

com o supressor. Quando este complexo absorve luz, ele retorna imediatamente ao estado 

fundamental sem emissão de um fóton. A expressão que descreve esse processo é dada por: 

 

[Q]K1
F

F
S

o  

 

A dependência de Fo/F com [Q] é linear e idêntica à dependência observada para o quenching 

dinâmico, exceto que a constante de supressão é agora a constante de associação. Há 

basicamente duas maneiras bem conhecidas de se determinar qual dos dois processos é o 

( 13) 

(14) 
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responsável pela supressão da fluorescência. O primeiro consiste em variar a temperatura. Se, 

com o aumento da temperatura, o coeficiente de inclinação da reta aumentar, se trata de 

supressão dinâmica, mas se a inclinação diminuir, então se trata de supressão estática. O 

método mais definitivo para distinguir a supressão estática da dinâmica é aquele no qual se 

utiliza medidas do tempo de vida de fluorescência. A supressão estática remove uma fração 

dos fluoróforos da observação. Os fluoróforos que formam complexos não são fluorescentes; 

nesse caso, a única fluorescência observada é a dos fluoróforos não complexados. A fração 

não complexada não é perturbada e, portanto, o tempo de vida  é o próprio o. Por isso, para 

a supressão estática, a razão o/  = 1; do contrário, o/  = Fo/F. 

 Em alguns casos, o fluoróforo pode ser suprimido tanto por colisões quanto por 

formação de complexos com o mesmo supressor. A característica peculiar do gráfico de 

Stern-Volmer é um gráfico com curvatura para cima. Então, a expressão que descreve esse 

processo é dada por:  

 

2

SDSD
o [Q]KK)[Q]K(K1

F

F
 

 

 A porção dinâmica da supressão observada pode ser determinada por medidas de 

tempos de vida da fluorescência. Isto é, o/  = 1 +KD[Q]. 

 A supressão também pode ocorrer por mecanismos triviais, tais como atenuação da luz 

incidente pelo fluoróforo ou por outra espécie absorvedora, chamados de efeito filtro [136]. 

Este se dá pela absorção ou espalhamento da fluorescência emitida, promovendo uma falsa 

impressão da existência de supressão estática e dinâmica. Neste caso, a curva obedecerá à 

equação: 

, 

(15) 

(16) 
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na qual A é a taxa de supressão estática ou dinâmica, e B é o coeficiente de atenuação da 

fluorescência devido à absorção ou espalhamento promovido pelo supressor. É importante 

falar que o efeito filtro pode estar presente em todos os processos de supressão mencionados. 

Portanto, sempre que houver suspeita de sua existência, os dados devem ser corrigidos com o 

fator e
Bx

. 

2.7 A influência do tamanho da partícula na absorção de plasmon 

 

O coeficiente de absorção total de partículas metálicas é dado pela teoria de Mie como 

sendo a somatória sobre todas as oscilações de multipolos elétricos e magnéticos que 

contribuem para a absorção e espalhamento do campo eletromagnético [45, 46, 49]. Para 

nanopartículas de dimensões abaixo de 25 nm, que obedecem à aproximação de serem muito 

menores do que o comprimento de onda da luz incidente, somente o termo de dipolo contribui 

para a absorção (aproximação de dipolo [49]). No regime quase-estático, o coeficiente de 

absorção  para N partículas de volume V é dado pela seguinte equação: 

 

 

 

 é o comprimento de onda da radiação incidente e m, a constante dielétrica do meio 

(assumida como independente da freqüência).  e  representam as partes real e imaginária 

da função dielétrica do material, respectivamente ( , onde  é a 

frequência angular da luz). A absorbância de uma solução coloidal que contenha N partículas 

na célula óptica com um caminho ótico L é A = ( /ln10)L. 

 A condição de ressonância para que ocorra a absorção de plasmon é aproximadamente 

alcançada quando - , se  for pequeno ou fracamente dependente de . A largura 

(17) 
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da banda de plasmon depende principalmente de . Conforme a equação 1, a absorção de 

plasmon independe do tamanho da partícula numa aproximação de dipolo. Entretanto, 

experimentalmente é observado que o tamanho da partícula afeta a absorção de plasmon de 

superfície, visto que a largura da banda de absorção aumenta com a redução do tamanho da 

partícula. É um fato bem estabelecido que a largura da banda é inversamente proporcional ao 

raio r da partícula para tamanhos menores do que 20 nm [49, 138-140]. No regime quase-

estático, a ressonância de plasmon passa a ter uma dependência do tamanho da partícula [46-

49] ao ser introduzida na equação 1, uma função dielétrica dependente do tamanho ) 

[49, 140, 141]. A função dielétrica pode ser escrita como uma combinação de um termo 

interbanda , que leva em conta a resposta dos elétrons d, com um termo Drude , 

que considera somente os elétrons livres de condução ( ) [142, 143]. Este 

último é representado, segundo o modelo de elétrons livres, pela seguinte expressão[143]: 

 

-  

 

onde  é a frequência de plasmon, expressa em termos da densidade de 

elétrons livres n, da carga elétrica e, da permissividade do vácuo  e da massa efetiva do 

elétron mef;   é uma constante de amortecimento fenomenológico, igual à largura da banda 

plasmônica para o caso de um gás perfeito de elétrons livres no limite de   . A constante 

de amortecimento  está relacionada com os tempos de vida do processo de espalhamento de 

elétrons no volume do material, que são devidos principalmente aos epalhamentos elétron-

elétron , elétron- fônon, e espalhamento de elétrons por defeitos. Para uma partícula pequena, 

o espalhamento elétron-superfície também se torna importante, já que o livre caminho médio 

dos elétrons de condução (tipicamente na ordem de dezenas de nanômetros em metais nobres) 

(18) 
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é limitado por causa da vizinhança da partícula. Por isso,  se torna dependente do raio r da 

partícula [138, 139], 

 

 

 

onde 0 é a constante de amortecimento do volume, vF é a velocidade dos elétrons na energia 

de Fermi, e A é um fator, que dependente da teoria, inclui detalhes do processo de 

espalhamento (espalhamento difuso ou isotrópico [49]. 

 É importante mencionar que existem muitas outras teorias com o mesmo propósito da 

Teoria de Mie [49, 144-147], todas apresentando dependência de 1/r, refletindo a importância 

da razão entre a área superficial e o volume das nanopartículas.  

 Para nanopartículas maiores (> 25 nm para partículas de ouro) o coeficiente de 

absorção depende explicitamente do tamanho da nanopartícula quando os termos de ordem 

maior são levados em consideração, as quais são funcões de r. Para estas partículas maiores, a 

largura da banda de plasmon aumenta com o aumento do tamanho, quando o comprimento de 

onda da luz incidente se torna comparável ao tamanho da partícula. Isso leva a uma 

polarização heterogênea das nanopartículas pelo campo eletromagnético. O alargamento da 

banda plasmônica é, então, atribuído a efeitos retardados [49]. O aumento na largura de linha 

é também causado pela excitação de diferentes multipolos, que absorvem energias diferentes 

[46]. Esse comportamento é considerado um efeito extrínseco por utilizar a expressão 

completa da teoria de Mie [49]. 

 

 

( 19) 
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2.8 Influência da forma da partícula na absorção de plasmon  

 

A absorção de plasmon de superfície é extremamanete sensível a alterações na forma 

da nanopartícula [49, 92, 148-151]. Para nanobastões, a absorção plasmônica se divide em 

duas bandas [92, 149-151], as quais correspondem à oscilação dos elétrons livres nos sentidos 

longitudinal e transversal do nanabastão. O modo transversal exibe  uma ressonância em torno 

de 520 nm, que é coincidente com a banda plasmônica de partículas esféricas, enquanto a 

ressonância do modo longitudinal é deslocada para o vermelho e depende fortemente da razão 

R do aspecto de nanobastão [92, 149-151]. Nanorodos de ouro podem ser sintetizados por 

meios eletroquímicos na presença de surfactantes orgânicos que formam micelas protetoras na 

forma de fio em volta do nanorodo de ouro. 

 

2.9 Aumento de fluorescência por ressonância de plasmon de 

superfície 

 

Os primeiros indícios teóricos e experimentais sobre a intensificação de fluorescência 

por metais surgiram nas décadas de 70 e 80 [152-156] com trabalhos sobre a forte 

intensificação de sinal observado em SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering) [157-162]. 

Este método proporciona a intensificação de sinais em fatores de 10
3

 a 10
5
, podendo chegar a 

10
14

, em casos ainda mais específicos (hot-spots), o que permite a detecção de uma única 

molécula [163]. SERS eficientes exigem que a molécula estudada esteja a uma distância da 

superfície metálica menor do que 20-30 Å. A esta distância, a fluorescência da molécula é 

significantemente suprimida, a princípio por transferência de energia para a superfície do 

metal. No que diz respeito à fluorescência, a intensificação do sinal é muito menor do que o 

observado para o SERS. Motivados por esse fenômeno, Lakowicz, J. R., et al., perceberam a 
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possibilidade de intensificar a fluorescência de fluoróforos depositados próximos a partículas 

de prata na forma de filmes de ilhas de prata (SIF), em condições cuidadosamente otimizadas 

[164-167]. Observaram que, em distância de até 50 Å das partículas de prata, a emissão do 

fluoróforo é fortemente suprimida pela superfície da partícula. Neste caso, a emissão do 

fluoróforo localizado próximo do SIF, mas fora da região de supressão depende de dois 

importantes fatores: do campo local intensificado e do aumento da taxa de decaimento  

intrínseca do fluoróforo. O primeiro fator proporciona taxas de excitação maiores. O segundo, 

muda o rendimento quântico e o tempo de vida do fluoróforo [164]. No caso de SIF, a 

intensificação da fluorescência é atribuída ao aumento do rendimento quântico do fluoróforo 

nas proximidades dos SIF´s. A intensificação da fluorescência e dada por: 

  

G  GexGQY, 

 

onde GQY = Qm/Qo é o aumento no rendimento quântico do fluoróforo perto de um SIF. Na 

ausência do SIF, o rendimento quântico e o tempo de vida são dados por: 

 

Qo= /( +knr)  

 

 o = 1/( +knr), 

 

onde  é a taxa de decaimento radiativo e nr são as taxas de decaimento não radiativas. Na 

presença de SIFs, o rendimento quântico e o tempo de vida são dados por: 

  

Qm= m/( m+k
’
nr)  

 

 (20) 

(21) 

(22) 

 (23) 
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m = 1/( m+k
’
nr),  

 

onde m e k’rn são as taxas de decaimento radiativo e não radiativo, na presença de partículas 

metálicas, respectivamente. Aumento nas taxas de decaimento radiativos ( m > ) dos 

fluoróforos nas proximidades dos SIFs resulta em aumento das eficiências quânticas e em 

redução dos tempos de vida [164]. A completa emissão detectável de um fluoróforo é, 

normalmente, limitada pela sua fotoestabilidade [168]. A degradação fotoquímica ocorre no 

estado excitado, de modo que a redução do tempo de vida induz o fluoróforo a sofrer mais 

ciclos de excitação-emissão antes do fotoclareamento.  

 

2.10 Efeitos de uma superfície metálica sobre a fluorescência 

 

 Há na literatura uma quantidade moderadamente grande de trabalhos a respeito dos 

efeitos dos metais sobre os fluoróforos. Muitos desses estudos usam ilhas metálicas, colóides 

metálicos, superfícies metálicas e espelhos. Os efeitos mais severos foram encontrados para 

ilhas e colóides do que para superfícies metálicas contínuas. 

 A possibilidade de alterar as taxas de decaimento radiativo foi demonstrada com 

medidas do tempo de decaimento do európio (Eu
3+

) posicionado a várias distâncias de um 

espelho plano de prata [152, 169-171]. Em um espelho, a camada metálica é mais espessa do 

que o comprimento de onda óptico. Os tempos de vida oscilam com a distância, mas 

permanece uma exponencial simples a cada distância. Esse efeito pode ser explicado pela 

mudança de fase do campo refletido com a distância e pelo efeito desse campo refletido sobre 

o fluoróforo. A redução no tempo de vida ocorre quando o campo refletido está em fase com 

o dipolo oscilante. Com o aumento da distância, a amplitude de oscilação diminui. Os efeitos 

de um espelho plano ocorrem em distâncias comparáveis aos comprimentos de onda de 

(24) 
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excitação e emissão. Para distâncias abaixo de 20 nm a emissão é suprimida. Esse efeito é 

atribuído ao acoplamento do dipolo com os elétrons que oscilam coletivamente na superfície 

do metal, chamados de ressonância de plasmon de superfície (da sigla inglesa SPR). Mais 

notável ainda é o comportamento de estados excitados entre dois espelhos planos. Se a 

distância entre os espelhos for menor que /2, então o estado excitado não decai; ou seja, o 

tempo de vida se torna teoricamente infinito. Assim, é esperado um aumento significativo no 

tempo de decaimento com essa configuração geométrica moderadamente simples.  

 Os efeitos de superfícies metálicas sobre os espectros ópticos são fortemente 

dependentes da natureza da superfície metálica e/ou de partículas metálicas. Em muitos casos, 

efeitos mais dramáticos são observados em colóides metálicos em vez de superfícies planas 

espelhadas. Por exemplo, os sinais Raman são consideravelmente amplificados por colóides 

ou ilhas [172, 173], o que resultou no campo de SERS. Filmes de ilhas de prata são feitos de 

prata depositada sobre substrato de vidro. Sob condições adequadas, o vidro se torna coberto 

com ilhas aproximadamente circulares, com diâmetro em torno de 200 Å e espessura de 

aproximadamente 40 Å. Cerca de 40% da superfície é coberta por prata. Os filmes de ilhas de 

prata são diferentes de superfícies metálicas semitransparentes. Estas superfícies contínuas 

possuem espessuras maiores, porém com espessuras menores do que o comprimento de onda 

óptico. 

 Um dos efeitos mais intrigantes das ilhas de prata foi observado com ilhas de prata 

cobertas com um filme fino de Eu(ETA)3, onde ETA é um ligante que quelata európio. Este 

quelato desloca o rendimento quântico para próximo de 0,4. As amostras continham um 

revestimento inerte entre as ilhas, de modo a impedir a emissão dos quelatos de Eu
3+

 

posicionados entre as ilhas. Quando o quelato Eu(ETA)3 foi depositado sobre o substrato de 

silício, sem as ilhas de prata, ele apresentou um tempo de decaimento de 280 s, obedecendo 

a uma exponencial simples, com um rendimento quântico de 0,4. Entretanto, quando 
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depositado sobre filmes de ilhas de prata, a intensidade aumentou cerca de 5 vezes, e o tempo 

de vida diminuiu cerca de 100 vezes, até próximo de 2 s. Além disso, o decaimento não é 

mais uma exponencial simples [153]. Tal efeito pode ser explicado por um aumento na taxa 

radiativa. O aumento no rendimento quântico do Eu(ETA)3 é considerado impossível. O alto 

rendimento quântico é atribuído a um provável aumento no campo de excitação local próximo 

da partícula metálica. Por esta razão, é importante reconhecer que as intensidades medidas em 

superfícies representam um rendimento quântico “aparente” que pode incluir um fator 

desconhecido, devido a uma amplificação do campo incidente. Este aumento na intensidade 

local não pode explicar a redução do tempo de vida, porque um quelato imperturbável, 

excitado por um campo amplificado, ainda decairia com o tempo de vida de 280 s. O tempo 

de vida reduzido pode ser devido ao acoplamento eletromagnético entre Eu
+

 e as ilhas de 

prata. 

 

2.11 Efeitos de partículas metálicas sobre a supressão 

  

A supressão colisional ocorre largamente com fluoróforos, e a supressão é usada para 

caracterizar moléculas [174, 175]. A supressão por supressor exógeno como oxigênio, iodo e 

acrilamida é frequentemente usada para medir os coeficientes de difusão local e determinar 

até que ponto os fluoróforos são protegidos do solvente pela macromolécula. Quando a 

colisão ocorre, tanto o rendimento quântico como os tempos de vida são reduzidos pela 

presença de uma taxa adicional (kq[Q]) de um processo que desativa o estado excitado. Não 

encontramos qualquer relato sobre o efeito de uma superfície metálica sobre a supressão 

colisional. Parece improvável que as superfícies metálicas tenham qualquer efeito sobre kq[Q], 

exceto se a concentração do supressor for alterada pela superfície. 
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 Consideremos que um fluoróforo esteja presente numa solução contendo supressores, 

e que se meça a intensidade de emissão em várias distâncias das partículas metálicas. 

Lembrando que a supressão colisional é descrita pela equação de Stern-Volmer (Eq. (13)): 

Essa equação mostra um resultado bem conhecido: o de que fluoróforos com tempos de vida 

maiores são suprimidos mais do que aqueles com tempos de vida menores. A intensidade 

deve aumentar nas proximidades da superfície devido ao aumento da taxa de emissão 

radiativa que concorre mais eficientemente com a supressão. Portanto, a emissão de 

fluoróforos suprimidos será observável perto de partículas metálicas. Se desejado, pode-se 

usar maiores concentrações de supressor para minimizar a emissão de todas as regiões da 

amostra, exceto daquelas adjacentes ao metal. Alternativamente, suponha que a solução 

contenha um segundo fluoróforo, que não seja acessível ao supressor, ou que exiba um alto 

rendimento quântico. Nesse caso, um aumento na taxa de decaimento radiativo não resultará 

em maiores intensidade desse segundo fluoróforo. Assim as partículas metálicas podem ser 

usadas para detectar as espécies suprimidas pelo aumento seletivo de seus rendimentos 

quânticos. 

 Moléculas biológicas possuem alguns fluoróforos intrínsecos. Uma fração substancial 

de fluoróforos intrínsecos é suprimida. A tirosina é frenquentemente suprimida em proteínas, 

assim como os resíduos de triptofano são suprimidos por resíduos de aminoácidos vizinhos, 

tais como ligações dissulfetos, histidina, ou cadeias laterais de fenilalanina [176-178]. Outro 

exemplo bem conhecido é o DNA, nucleotídeos, e as bases individuais. Apesar de alguma 

emissão intrínseca ter sido reportada [179, 180], a fluorescência intrínseca das cinco bases 

comuns de acido nucléico é muito fraca é de pouca utilidade prática. 

 Acredita-se que os efeitos superficiais possam resultar em emissão intensa e útil de 

todos esses fluoróforos intrínsecos. Flavoproteínas adjacentes às superfícies metálicas tornam-

se fluorescentes quando o aumento das taxas radiativas torna-se comparável, em magnitude, 
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às taxas de decaimento não radiativo. Similarmente, resíduos suprimidos de proteínas e DNA 

podem emitir de forma útil se as taxas puderem ser comparáveis às taxas de decaimento não 

radiativo. Visto que aumentos significativos de fluorescência têm sido observados para 

fucsina básica, com seu baixo rendimento quântico próximo de 0,02, há razão para se esperar 

resultados similares para o DNA. 

 É instrutivo considerar o seguinte exemplo: suponhamos que uma proteína tenha dois 

resíduos de triptofano e que a superfície exposta seja fortemente suprimida por uma interação 

de supressão local. na ausência de metal, a emissão será observada a partir do resíduo de 

maior rendimento quântico que emite em comprimentos de onda menores. Quando a proteína 

está próxima ao metal, ambos os resíduos emitem mais rápido. Entretanto, o rendimento 

quântico do resíduo será aumentado para um valor maior. Portanto, a forma espectral mudará 

por causa do aumento na intensidade dos menores comprimentos de onda, em consequência 

do aumento do rendimento quântico dos resíduos suprimidos. 

 Taxas radiativas aumentadas por superfície podem também resultar em fosforescência. 

A fosforescência não é usualmente observável em soluções à temperatura ambiente devido à 

supressão, mesmo em baixas concentrações de impureza, por isso, a baixa taxa de emissão de 

uma molécula no estado tripleto não pode incluir as taxas de decaimento mais rápidas 

(Eq.(5)). Se a superfície aumenta a taxa radiativa de uma molécula no estado tripleto, então o 

rendimento quântico para fosforescência deve aumentar. Adicionalmente, o aumento do 

tempo de vida deve reduzir o grau de supressão pelo oxigênio e outros supressores. A 

fosforescência de proteínas pode se tornar uma observação comum para proteínas perto de 

superfícies, mesmo na presença de oxigênio. Alternativamente, pode haver uma subclasse de 

resíduos de triptofano que estejam à beira de manifestar fosforescência e que, próximo de 

superfícies, torna-se prontamente observável. 
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2.12 Engenharia de decaimento radiativo 

  

A espectroscopia de fluorescência é uma das principais ferramentas usada em 

pesquisas bioquímicas e tem se tornado o método dominante, permitindo a revolução no 

sequenciamento genômico e de DNA. Os princípios básicos da fluorescência são bem 

entendidos, incluindo fatores que afetam a emissão, tais como supressão, efeitos do ambiente, 

transferência de energia por ressonância (RET) [181] e movimentos rotacionais. Todos estes 

efeitos são usados para estudar a estrutura e a dinâmica de macromoléculas e a interação de 

macromoléculas entre si. Por exemplo, a supressão pode revelar a exposição do fluoróforo ao 

solvente ou a outro grupo de supressor dentro da mesma macromolécula. O RET revela a 

proximidade entre doador e aceitador localizados em regiões de interesse na macromolécula, e 

a anisotropia de decaimento revela a dinâmica interna e movimentos segmentais de proteínas 

e membranas. Medidas de intensidade, transferência de energia e anisotropia são também 

amplamente usadas em medidas de hibridização de DNA, em descoberta de drogas e em 

imunoensaios fluorescentes.  

Na maioria das aplicações de fluorescência as propriedades espectrais dos fluoróforos 

são alteradas por processos que modificam as taxas de decaimento não radiativo da população 

do estado excitado. Tanto a supressão colisional quanto a transferência de energia promovem 

caminhos para o decaimento não radiativo, isto é, a taxa espontânea pela qual os fluoróforos 

emitem fótons. A taxa emissiva de um fluoróforo no espaço livre (meio homogêneo e não 

condutor) é determinada principalmente pelo coeficiente de excitação e pelo espectro de 

absorção do fluoróforo [181]. Entretanto, uma oportunidade de controlar as taxas não 

radiativas surge das interações de fluoróforos com partículas ou com superfícies metálicas 

próximas. São consideradas superfícies metálicas: metais condutores, íons não metálicos ou 

óxidos. A habilidade de modificar a taxa de decaimento pode gerar profundas implicações no 
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uso de fluorescência em pesquisas básicas e em aplicações tecnológicas. Este efeito não é 

comum e, por isso, as implicações de aumentar as taxas radiativas de fluorescência não têm 

sido consideradas. 

Lakowicz [164] refere-se à habilidade de controlar as taxas de decaimento radiativo 

com o termo engenharia de decaimento radiativo (RDE), por considerar provável que a taxa 

de decaimento radiativo seja o efeito mais incomum de uma superfície metálica, embora 

considere que partículas e superfícies metálicas também possam concentrar o campo da luz 

incidente e, assim, alterar a taxa de excitação.  

Estes fenômenos não têm sido coletivamente explicados pela estrutura de 

espectroscopia de fluorescência. Progresso no entendimento e aplicações de RDE exigirá 

esforços interdisciplinares de físicos, químicos, engenheiros e biólogos. Será necessário 

desenhar e construir dispositivos em nanoescala, e interpretar as complexas observações 

espectrais. 

Os espectroscopistas estão acostumados a realizar experimentos usando fluoróforos de 

5 a10 Å em soluções. Tipicamente as soluções são transparentes à radiação emitida. Pode 

haver razoáveis mudanças no índice de refração, tais como para um fluoróforo em uma 

membrana, mas tais mudanças causam somente um pequeno efeito sobre as propriedades 

espectrais da fluorescência. Em tais soluções homogêneas, os fluoróforos emitem no espaço 

livre e são observados num campo distante. Normalmente os efeitos locais não são 

observados por causa do tamanho reduzido dos fluoróforos relativamente à câmara 

experimental. As propriedades espectrais são bem descritas pelas equações de Maxwell para 

um dipolo oscilante no espaço livre. Entretanto, a interação da radiação eletromagnética com 

objetos físicos pode ser considerada mais complexa. Numa escala macroscópica, o tamanho e 

a forma de uma antena de transmissão de rádio são projetados com o objetivo de direcionar a 

radiação para o receptor, e para levar em conta as interações da radiação com objetos 
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próximos, tais como a superfície da Terra. No entanto, é importante notar que não se 

consideram a reflexão dos fótons emitidos das superfícies metálicas. A reflexão ocorre após a 

ocorrência da emissão. Neste caso, são considerados os efeitos da superfície vizinha sobre a 

condição de “espaço livre” e suas consequentes modificações nas equações de Maxwell para o 

novo espaço livre [182]. Assim como uma antena de transmissão, um fluoróforo é um dipolo 

oscilante, porém um dipolo que oscila em alta freqüência e irradia pequenos comprimentos de 

onda. As superfícies metálicas podem responder ao dipolo oscilante e modificar a taxa de 

emissão e a distribuição espectral da energia irradiada. O campo elétrico sentido por um 

fluoróforo é afetado pelas interações da luz incidente com a superfície metálica, e também 

pela interação do dipolo oscilante do fluoróforo com a superfície metálica. Adicionalmente, o 

dipolo oscilante do fluoróforo induz um campo no metal. Estas interações podem aumentar ou 

reduzir a taxa de decaimento radiativo. Estes efeitos são, às vezes, descritos em termos de 

densidade de modos fotônicos. Grandes densidades fotônicas proporcionam mais caminhos de 

decaimentos radiativos e, consequentemente, altas taxas de decaimento radiativo. Note que a 

teoria para tais efeitos é complexa.  

 Há vários exemplos de mudanças espectrais severas em diferentes áreas da 

espectroscopia. Um exemplo bem conhecido é o SERS [158-162], cujo sinal de um 

cromóforo, nas proximidades de uma superfície metálica, pode ser aumentado por um fator de 

10
3 

a 10
5
, podendo detectar o sinal Raman até mesmo de uma única molécula [163]. A 

presença de um filme metálico semitransparente nas proximidades de um fluoróforo pode 

gerar supressão de fluorescência. É o caso da “fluorescência por reflexão interna total” 

(TIRF), na qual a emissão de fluoróforos a 50 Å de uma superfície metálica é quase 

completamente suprimida. Este efeito pode ser utilizado em microscopia de fluorescência 

com excitação de onda evanescente. Em microscopia com TIRF, o filme metálico suprime a 

emissão de determinadas regiões de membranas celulares próximas à interface água-quartzo, 
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permitindo a observação da emissão de regiões citoplasmáticas mais distantes da interface 

água-quartzo. 

 Além de suprimir, partículas e superfícies metálicas podem provocar o aumento da 

fluorescência. Dependendo da distância, da geometria, das partículas e superfícies metálicas 

pode haver supressão ou amplificação da fluorescência por um fator de até 10
3 

[183, 184]. Os 

efeitos das superfícies metálicas sobre fluoróforos são devidos a, no mínimo, três fatores: o 

primeiro é a supressão por transferência de energia com uma dependência com d
3 

[183]. A 

supressão pode ser entendida como o amortecimento dos dipolos oscilantes pelo metal 

próximo. O segundo mecanismo é um aumento na intensidade de fluorescência, atribuído à 

intensificação do campo incidente gerada pelo metal, que tem sido observado em colóides 

metálicos [184-186]. A amplificação pode ser entendida como uma concentração da 

intensidade do campo local promovida pelas partículas metálicas. O terceiro efeito, menos 

conhecido, é a interação fluoróforo-metal. Neste efeito, é esperado que o metal possa 

aumentar a taxa de decaimento radiativo intrínseca do fluoróforo; o que é considerado um 

efeito altamente incomum [164]. Em espectroscopia de fluorescência, geralmente não se tem 

controle significativo sobre a taxa radiativa ( ). Os espectros observáveis do rendimento 

quântico e do tempo de vida são governados pelas amplitudes da taxa radiativa ( ) e da soma 

das taxas de decaimento não radiativas (knr). Para o entendimento da importância de se 

controlar a taxa de decaimento radiativo ( ) é informativo considerar como esta taxa afeta o 

rendimento quântico Q0 e o tempo de vida 0 do fluoróforo na ausência de uma superfície 

metálica. Considere o diagrama de Jablonski na Figura 2. O rendimento quântico do 

fluoróforo na ausência de outras interações de supressão é dada por: 

 

Qo= /( +knr). 

 

(25) 



___________________________________________________________________________ 

O tempo de vida natural de um fluoróforo ( N) é o inverso da taxa de decaimento radiativa ( N 

= 
-1

) ou o tempo de vida que será observado se seu rendimento quântico for unitário ou, 

equivalentemente, se knr = 0. O rendimento quântico é a fração dos fluoróforos excitados que 

decaem por emissão ( ) pelo decaimento total ( +knr). Os fluoróforos com altas taxas 

radiativas possuem alto rendimento quântico e curtos tempos de vida.  A taxa radiativa é 

determinada pelo coeficiente de absorção da transição eletrônica [181]. Os coeficientes de 

absorção dos cromóforos são levemente dependentes do ambiente. A taxa de decaimento 

radiativo é essencialmente constante para qualquer fluoróforo. Portanto, o rendimento 

quântico pode aumentar somente por meio da redução da taxa não radiativa knr, que 

normalmente ocorre em temperaturas mais baixas. O tempo de vida de um fluoróforo é 

determinado pela soma das taxas que desativam o estado excitado. Na ausência de outras 

interações supressoras o tempo de vida é dado por: 

 

o = 1/( +knr). 

 

O tempo de vida de um fluoróforo pode ser aumentado ou reduzido pela mudança do valor de 

knr. Quase sempre, o tempo de vida e o rendimento quântico aumentam ou diminuem juntos. 

 Muitos experimentos em fluorescência envolvem mudanças nas taxas de decaimento 

não radiativo. Por exemplo, na supressão colisional, a constante bimolecular kq reduz o 

rendimento quântico e o tempo de vida por: 

 

Q = /(  + knr +kq[Q] ), 

 

( 26) 

(27) 
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onde [Q] é a concentração do supressor. O tempo de vida do fluoróforo suprimido é reduzido 

em decorrência dos caminhos não radiativos adicionais disponíveis ao estado excitado que 

ocorrem a uma taxa kq[Q] 

 

 = (  + knr +kq[Q])
-1

. 

 

Similarmente, a transferência de energia por ressonância (RET) consiste num processo 

adicional que desativa a população do estado excitado por: 

 

. 

 

O tempo de decaimento na presença de transferência de energia é dado por: 

 

 = (  + knr +kT)
-1

. 

 

Tanto a supressão quanto o RET reduzem o rendimento quântico e o tempo de vida do 

fluoróforo. A taxa não radiativa  não é mudada por esses processos. 

 Os brilhos absoluto e relativo de um fluoróforo são dependentes dos valores das taxas 

de decaimento radiativas e não radiativas. Em geral, não há maneiras de se controlar o tempo 

de vida ou o rendimento quântico de um fluoróforo senão alterando os valores de knr, kq, kq[Q] 

ou kT. 

 A concepção de se alterar a taxa de decaimento radiativo não é comum em 

espectroscopia de fluorescência. É importantes considerar efeitos espectrais inéditos 

esperados pelo aumento da taxa radiativa. A presença de uma superfície metálica (m) nas 

proximidades de um fluoróforo aumenta a taxa radiativa por uma nova taxa m. 

(28) 

(29) 

(30) 
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Desconsiderando os efeitos de supressão do metal (km), o rendimento quântico e o tempo de 

vida do fluoróforo perto do metal são dados, respectivamente, por:  

 

 

 

m = (  + m + knr)
-1 

 

Estas equações resultam em predições incomuns para o fluoróforo perto de uma superfície 

metálica. À medida que o valor de m aumenta, o rendimento quântico aumenta, enquanto o 

tempo de vida diminui. Como m é a taxa de retorno do fluoróforo para o estado fundamental, 

o tempo de vida diminui na medida em que m se torna maior do que . Este é um resultado 

típico, similar àquele que ocorre com supressão colisional. Entretanto, um efeito inusitado 

ocorre com o rendimento quântico. Na  medida em que m aumenta, o rendimento quântico 

também aumenta. As mudanças relativas mais drásticas são encontradas para fluoróforos com 

eficiência quântica mais baixa. Se Q = 1, então as mudanças em m não surtem efeito. Se Q 

for baixo, tal como 0,1, a taxa m induzida pelo metal aumenta o rendimento quântico. Para 

valores de m  suficientemente grandes, o rendimento quântico de todos os fluoróforos se 

aproxima de 1.  Examinando a Figura 2, pode-se verificar que para haver mudança no tempo 

de vida ou no rendimento quântico de fluoróforos de baixo rendimento quântico é necessário 

valores maiores de m/ . Este efeito ocorre porque, para o mesmo tempo de vida 0, 

rendimentos quânticos menores implicam em valores de knr maiores. Assim, são exigidos 

valores maiores de m para competir com os altos valores de knr. 

 Comparando-se os efeitos do aumento dos valores de m com os efeitos de supressão 

colisional, em termos do gráfico de Stern-Volmer, é possível observar que os efeitos da taxa 

(31) 

(32) 
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m são drasticamente diferentes dos efeitos da taxa de supressão colisiona kq [Q]. No caso da 

supressão colisional, tanto o tempo de vida como o rendimento quântico diminuem, ao passo 

que os efeitos do colóide metálico são muito diferentes. Neste caso, o tempo de vida diminui, 

mas o rendimento quântico aumenta com o aumento dos valores da m. O aumento no 

rendimento quântico que ocorre próximo a superfícies metálicas é diferente daquele que 

ocorre quando um fluoróforo sensível ao solvente é dissolvido em um solvente de baixa 

polaridade, ou se liga a uma proteína. Nestes casos, o rendimento quântico aumenta por causa 

de um aumento na taxa de decaimento não radiativo knr.(Eq.(25)). 

 

2.13 Aplicações Biofísicas da RDE 

 

  Na sessão anterior, foram resumidos os efeitos da superfície metálica e de partículas 

sobre fluoróforos. Esses efeitos são altamente dependentes da distância e da natureza da 

superfície do metal. Em curtas distâncias do metal, a fluorescência dos fluoróforos é 

suprimida. Em distâncias apropriadas de 50-200 Å, há um aumento nas taxas de decaimento 

radiativo. Além disso, para taxas radiativas aumentadas, os fluoróforos podem ser expostos a 

campos locais mais intensos devido às interações do metal ou das partículas com a luz 

incidente. Finalmente, esses efeitos são supostamente dependentes da orientação do dipolo 

oscilante relativo às superfícies metálicas. Estes efeitos podem ser usados em aplicações 

medical e bioquímicas da fluorescência. Entretanto, a aplicação bem sucedida da engenharia 

de decaimento radiativo exigirá considerável esforço na fabricação de sistemas em meso e 

nanoescalas, coberturas de superfície e acoplamento de fluoróforos e macromoléculas a 

superfícies. Dada a complexidade desses esforços, e a necessidade de colaborações 

interdisciplinares, é razoável especular as potenciais aplicações de RDE. 
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 2.14 Interação fluoróforo-metal 

 

 Há várias interações entre fluoróforos e superfícies metálicas [156, 187-189]. Estas 

incluem supressão, amplificação do campo da luz incidente, e um aumento na taxa de 

decaimento radiativo do fluoróforo. A supressão ocorre por transferência de Förster para a 

absorção de plasmon de superfície do metal. Este efeito cai com o cubo da distância (d) entre 

a superfície metálica e o fluoróforo [183]. A supressão é descrita também como uma interação 

ôhmica que dissipa energia. Além da supressão, há dois efeitos que determinam o rendimento 

quântico aparente Y: 

 

Y = L( ex)
2
Z( em) 

 

O primeiro termo descreve a intensidade local. O campo local é proporcional ao campo 

incidente (E0) que pode ser concentrado em regiões próximas às partículas metálicas. O termo 

“rendimento quântico aparente” diz respeito à intensidade relativa a uma amostra de 

referência, medida com a mesma intensidade da luz incidente. Por causa da mudança na 

intensidade do campo incidente atribuída às partículas metálicas, é necessária a distinção entre 

os rendimentos quântico aparente (Y) e real (Q). Esta distinção não é necessária na ausência 

de metais, pois a redução do campo promovida pelos fluoróforos é sempre a mesma para a 

amostra e para a referência. Entretanto, as partículas metálicas concentram os campos 

metálicos. Estes efeitos foram modelados para partículas elipsoidais e a amplificação máxima 

prevista para a amplitude do campo local é de 140 [156]. O primeiro termo na Eq.(33) é 

proporcional ao produto do rendimento quântico Q pela amplificação da intensidade do 

campo. Como a intensidade da luz é proporcional ao quadrado do campo, as partículas 

metálicas podem proporcionar uma intensidade de excitação local muito amplificada. 

(33) 
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 O segundo termo Z( em) descreve a partição da energia em caminhos de decaimentos 

radiativos e não-radiativos; quando modificado por partículas metálicas. Na ausência de 

metal, este rendimento quântico é dado pela Eq.(25). O rendimento quântico na presença do 

metal é dado pela Eq.(31). A presença de uma superfície metálica resulta no aumento da taxa 

de decaimento radiativo. Portanto, o rendimento quântico aumenta. Noentanto, a forma 

precisa da Eq. (31) não está clara. É claro que o metal proporciona um aumento na taxa 

radiativa. Entretanto, não se sbe se a taxa é aditiva (Eq.(31)), ou se a radiação induzida pelo 

metal é proporcional à taxa radiativa adicional intrínseca. Nesse caso, em que  m = , a 

equação se torna: 

 

 

 

Onde  é uma taxa de decaimento radiativa induzida por metais, proporcional à taxa 

radiativa intrínseca . Em ambos os casos, a intensificação do campo e o aumento das taxas 

radiativas ocorrem em distâncias maiores para o metal do que para a supressão. Portanto, 

existe uma região de 50-200 Ǻ a partir da superfície metálica onde a emissão é aumentada 

[164]. 

 É interessante considerar como a superfície metálica afeta os fluoróforos com altos e 

baixos rendimentos quânticos (Q0). Há dois casos limites. Se o corante tem um alto 

rendimento quântico (Q 1), então a taxa de decaimento radiativo adicional não pode 

aumentar substancialmente o rendimento quântico. Nesse caso, a supressão devida à 

transferência de energia para o metal vai dominar, e Z( em) será menos que um. O caso mais 

interessante é para o cromóforo de baixo rendimento quântico. Nesse caso, Z( em) pode ser 

1/Q0 [189]. Por essa razão é de interesse estudar as interações fluoróforo-metal usando 

fluoróforos com baixo rendimento quântico. Enquanto o mecanismo efetivo é complexo, 

(34) 
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pode-se imaginar que as partículas sirvam como uma antena que, em combinação com o 

cromóforo, irradie (decaia) mais rápido que knr. Isto sugere que a emissão de substâncias 

fracamente fluorescentes possa ser aumentada se elas forem posicionadas a uma distância 

apropriada de uma superfície metálica ou coloidal [164]. 

 A importância das interações cromóforo-metal em espectroscopia óptica foi 

demonstrada por SERS, no qual as linhas de Raman são drasticamente aumentadas pela 

superfície metálica. A importância desse aumento pode ser vista em publicações sobre a 

detecção de DNA utilizando SERS, sem efeitos de ressonância [189-191]. O aumento é tão 

significativo que um único fluoróforo e um único nucleotídeo tem sido detectado por SERS 

[163, 192]. Adicionalmente, o aumento pode ser devido a uma pequena fração das partículas 

que exibem aumentos de até 10
15

 (hot-dot) [193, 194]. O SERS exige o contato da molécula 

com a superfície metálica. Parece provável que tais partículas também sejam descobertas por 

fluorescência intensificada por metal. Além disso, é provável que a fluorescência intensificada 

por metal (MEF) desenvolverá um campo análogo ao SERS. Note que o termo “fluorescência 

intensificada por superfície (SEF)” usualmente refere-se ao efeito da concentração do campo 

incidente, e não à modificação das taxas de decaimento radiativo dos fluoróforos. 

 

2.15 Interação fluoróforos–partículas metálicas    

  

Vários grupos têm considerado os efeitos de esferóides metálicos sobre as 

propriedades espectrais de fluoróforos vizinhos [156, 187, 188]. Um modelo típico, assume  a 

partícula como uma elipsóide metálica de razão de aspecto a/b, com um fluoróforo 

posicionado próximo dela. O fluoróforo está posicionado fora da partícula a uma distância r 

do centro da partícula e a uma distância d da superfície. O fluoróforo está posicionado no eixo 

maior e pode ser orientado paralela ou perpendicularmente à superfície metálica [164]. 
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 A presença da partícula pode ter efeitos dramáticos sobre a taxa de decaimento 

radiativo de um fluoróforo vizinho. O efeito mais notável é para um fluoróforo perpendicular 

à superfície de um esferóide com a/b =1,75. Nesse caso a taxa radiativa pode aumentar por 

um fator de 1000 ou mais. O efeito é muito menor para uma esfera com a/b = 1,0, e muito 

menor ainda para um esferóide mais alongado com a/b = 3,0; quando a transição óptica não 

está em ressonância com a partícula. Nesse caso, a taxa de decaimento pode ser reduzida por 

um fator de 1000. Se o fluoróforo mostra um alto rendimento quântico ou pequeno valor de 

knr, esse efeito pode resultar em tempo de vida 100 vezes menor. As amplitudes desses efeitos 

dependem da localização do fluoróforo em torno da partícula e da orientação de seus 

momentos de dipolo relativos à superfície metálica. Presume-se que o efeito dominante da 

orientação perpendicular seja atribuído a um aumento do campo local ao longo do eixo maior 

da partícula. 

 Espera-se que a taxa de decaimento de um fluoróforo próxima a uma superfície de 

prata, por exemplo, dependa da orientação do dipolo relativa à superfície [170]. Na orientação 

paralela, o dipolo do metal cancela o dipolo do fluoróforo, o,0 que diminuiu o decaimento. Na 

orientação perpendicular, o dipolo do fluoróforo e o dipolo do metal são sinérgicos e 

aumentam a taxa de decaimento. Esse efeito de orientação resulta numa possibilidade 

incomum. Em quase todos os casos conhecidos, o decaimento de anisotropia de um fluoróforo 

representa o movimento do fluoróforo e é independente da intensidade. Para um fluoróforo 

próximo de uma superfície metálica plana ou de uma partícula metálica [164], o decaimento 

da intensidade estará acoplado ao decaimento de anisotropia. Por exemplo, o fluoróforo 

orientado principalmente na direção perpendicular à superfície de uma partícula decairá 1000 

vezes mais rápido se ele puder rotacionar em vez de permanecer estacionário. 

Para resumir essa sessão, superfícies metálicas podem aumentar as taxas de 

decaimento radiativo, aumentar os rendimentos quânticos, reduzir os tempos de vida, e  
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concentrar a emissão em pequenas distribuições angulares. O uso bem sucedido desses 

efeitos pode ter implicações que resultem numa larga variedade de métodos fluorescentes 

inéditos. 
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3 Materiais e métodos. 

 3.1 Preparação das soluções 

  

 Todas as soluções utilizadas neste trabalho foram preparadas com água fornecida pelo 

sistema Milli-Q (resistividade ≥ 18 M  cm). 

 Nos experimentos que envolveram ajustes do pH do meio, a titulação foi feita com 

ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de sódio (NaOH) 2 M, 1 M, 0,5 M e 0,25 M, através da 

adição de pequenas alíquotas (da ordem de alguns L) na solução contendo a amostra. O pH 

foi monitorado pelos medidores de pH das marcas Tecnopon e Micronal, disponíveis em 

nossos laboratórios. As soluções de pHs foram adquiridas da Azlabor. Na preparação das 

soluções foram utilizadas vidrarias previamente lavadas com solução “piranha”. A quitosana 

(pó), soluções de ftalocianinas de cobre, zinco e ferro (1g/L) foram gentilmente fornecidas 

pelo Grupo de Polímeros do Instituto de Física de São Carlos- IFSC/USP. BSA, sacarose, 

água oxigenada (H2O2,), poli(hidrocloreto de alilamina)(PAH) (PM = 70 kg/mol), ácido 

fórmico e acetato de sódio, SDS, KAuCl4 e triptofano  foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

 3.2 Preparação dos substratos 

 

 Foram utilizados substratos de vidro, ITO (Óxido de estanho dopado com índio), mica 

e quartzo, todos com dimensões em torno de 1 x 2 cm. Com exceção da mica e ITO, todos os 

outros substratos foram previamente tratados para obtermos uma superfície com caráter 

hidrofílico. O tratamento consiste de duas etapas: na primeira etapa, os substratos são 

colocados numa solução ácida de HCl, H2O2 e H2O, na porporção de 1:1:6. Então, a solução 

foi aquecida e mantida entre 75-80
o
C por 10 minutos, e lavados em seguida com água milli-Q. 
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Na segunda etapa, os substratos foram levados a uma solução básica de NH2OH, H2O2 e H2O,  

na proporção 1:1:5, já previamente aquecida à temperatura de 75-80
o
C, e deixada nesta 

condição por 10 minutos. Após estas etapas, os substratos foram novamente lavados com 

água destilada, e secos com fluxos de vapor de nitrogênio. Os substratos foram adquiridos por 

intermédio do Grupo de Polímero do IFSC/USP. 

 

3.3 Fabricação dos filmes 

 

 Todos os filmes foram fabricados pela técnica de automontagem (do inglês Layer-by-

Layer self assembly, ou simplesmente LBL), que permite a obtenção de multicamadas em que 

as propriedades específicas de dois ou mais materiais podem ser controladas em nível 

molecular de maneira simples e versátil. A técnica de automontagem baseia-se na adsorção 

alternada de camadas nanométricas de materiais com cargas de sinais opostos. Desta forma, 

podem-se adsorver alternadamente espécies aniônicas e catiônicas sobre substratos sólidos de 

qualquer forma ou tamanho. Experimentalmente, um substrato sólido carregado 

negativamente, por exemplo, é imerso na solução catiônica e deixado por um certo intervalo 

de tempo, de maneira que uma camada do policátion se adsorva na superfície do substrato. 

Em seguida, o substrato é lavado com mergulhos em água Milli-Q para tirar o excesso de 

material, e seco com fluxo de gás de nitrogênio. No passo seguinte, o substrato é imerso na 

solução aniônica e deixado pelo mesmo intervalo de tempo envolvido na etapa anterior, 

promovendo a adsorção do poliânion na camada de policátion previamente adsorvida. O 

substrato, agora com duas monocamadas, é novamente lavado e secado. Obtém-se assim uma 

bicamada. A repetição do processo leva à fabricação de filmes compostos por quantas 

bicamadas forem desejadas.  
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 Na fabricação dos filmes de quitosana/ftalocianina, o tempo de imersão nas soluções 

catiônicas e aniônicas foi de 5 minutos para cada uma delas. Este tempo foi escolhido baseado 

na literatura, a qual garante que, para os polieletrólitos utilizados por nós, a taxa de 

crescimento das monocamadas é zerada antes de 5 minutos; a mesma metodologia foi adotada 

na fabricação dos filmes de PAH/BSA. As leituras de absorção ópticas foram feitas a cada 

bicamada depositada para a verificação do crescimento, ou não, das bicamadas subsequentes. 

Todos os filmes foram fabricados no Laboratório de Fotobiofísica do DFM (FFCLRP-

RP/USP).  

 

 3.4 Medidas de absorção óptica 

 

 Todas as medidas de absorção ópticas, tanto das soluções quanto dos filmes, foram 

realizados no espectrofotômetro UV –visível ULTROSPEC 2100 disponível no Grupo de 

Fotobiofísica do Departamento de Física e Matemática (FFCLRP/RP-USP). O equipamento 

opera no intervalo de comprimento de onda de 190- 900 nm. Sua fonte de luz é uma lâmpada 

de Xenônio. A luz emitida pela lâmpada passa por um monocromador e, posteriormente, é 

direcionada e focada no compartimento da amostra. O feixe de luz transmitido é enviado para 

a unidade detectora. Antes de cada leitura é necessária a eliminação do efeito do solvente ou 

do substrato quando for o caso. Para tanto, o programa responsável pela aquisição dos dados 

(Swift II) o faz mediante a prévia obtenção do espectro do solvente ou do substrato. 

 

3.5 Medidas de fluorescência estática 

 

 As medidas de fluorescência estática foram realizadas no espectrofluorímetro SLM 

AMINCO 8100. O aparelho consiste de uma lâmpada de Xenônio, responsável pelo feixe de 
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excitação da amostra, que emite nos comprimentos de onda UV-Vis e de um sistema de 

detecção composto por três fotomultiplicadoras, das quais uma é utilizada apenas para o 

controle do espectro de emissão da lâmpada. As demais podem ser usadas tanto na geometria 

T (ambas simultaneamente) quanto como na geometria L (individualmente). Para a leitura em 

filmes, o porta amostra foi substituído por um porta filme. Os filmes são dispostos num 

ângulo de 23
0

 com a linha de detecção do equipamento. Este é o ângulo que otimiza a relação 

fluorescência /reflexão. Dessa forma, podemos melhorar o sinal em detrimento à redução do 

feixe refletido. 

 A intensidade da luz incidida sobre a amostra é controlada através de um conjunto de 

três fendas, dispostas no caminho do feixe de excitação. Monocromadores no caminho do 

feixe de excitação e emissão permitem a seleção do comprimento de onda desejado. 

 Como toda proteína, a BSA absorve na região de 190-200 nm devido à ligação 

peptídica. Ela também absorve em 276 nm por causa das tirosinas, e tem uma banda de 280 a 

300 nm por causa dos triptofanos. Porém, devido a limitações na lâmpada de excitação do 

fluorímetro com resolução temporal, fomos forçados a usar um comprimento de onda de 

excitação de 295 nm, apesar da BSA possuir o máximo de absorção em 276 nm. Por isso, a 

maioria dos experimentos de excitação no fluorímetro estático foi executada também em 295 

nm. Para evitar o efeito de espalhamento, utilizamos o “branco” que é sempre descontado dos 

valores medidos para a amostra. 

  

3.6 Medidas de fluorescência com resolução temporal 

 

 As medidas de decaimento da intensidade de fluorescência das soluções e dos filmes 

foram feitas com um espectrofluorímetro com resolução temporal, baseado no método de 

correlação temporal de fótons (TCSPC). O método consiste em excitar a amostra com pulsos 
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de luz, onde os fótons da excitação são correlacionados temporalmente com os fótons 

emitidos pela amostra. Os princípios dessa técnica podem ser compreendidos examinando-se 

o esquema experimental da Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 4 Representação esquemática da técnica de correlação de fótons únicos. 
- 

Para as medidas com os filmes, o porta-amostra foi alterado para permitir que o feixe 

de luz incidisse diretamente na superfície dos filmes. 

 O experimento começa com um pulso de excitação incidindo sobre a amostra. O 

TCSPC é uma técnica digital que conta fótons correlacionados temporalmente em relação ao 

pulso de excitação. O ponto central do método está no conversor tempo-amplitude, ou Time-

to-Amplitude Convert (TAC). A amostra é excitada repetitivamente usando-se uma fonte de 

luz pulsada, geralmente um laser. Cada pulso é opticamente monitorado por um fotodiodo ou 

fotomultiplicadora para produzir um sinal inicial que é usado para disparar a rampa de tensão 
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do TAC. A rampa de tensão pára quando o primeiro fóton proveniente da fluorescência da 

amostra é detectado (sinal de parada). O TAC gera então um pulso de saída, cuja voltagem é 

proporcional ao tempo entre o sinal inicial e o sinal de parada. Um analisador multicanal 

(MCA) converte esse valor de tensão em uma entrada digital em um canal de tempo usando 

um conversor analógico-digital. Somando sobre todos os pulsos, o analisador multicanal 

constrói um histograma de contagens versus canais de tempo. O experimento continua até que 

se tenha coletado aproximadamente 10000 contagens no canal do pico. Durante a aquisição 

dos dados, não deve haver mais de um fóton detectado a cada cem pulsos de laser. Isso porque 

a eletrônica dessa técnica permite somente a detecção do primeiro fóton que chega. Uma vez 

que esse primeiro fóton é detectado, o tempo morto da eletrônica impede a detecção de outro 

fóton proveniente do mesmo pulso de excitação. Logo após o pulso de excitação, são emitidos 

muito mais fótons com tempos curtos do que fótons com tempos longos. Se todos pudessem 

ser medidos, então o histograma dos tempos de chegada representaria o decaimento da 

intensidade. No entanto, se muitos fótons chegam e somente o primeiro é contado, o 

decaimento da intensidade seria distorcido e apresentaria um tempo muito curto. Por isso é 

que se faz necessária a detecção de somente 1% dos fótons de chegada em relação aos fótons 

do pulso de excitação. 

 O sistema utilizado para a excitação consiste de um conjunto de lasers. No início do 

processo, um laser de diodos que emite dois feixes em 809 nm, cada qual com 24 W de 

potência, bombeia um laser de estado sólido (Nd:YVO4-Millenia Xs-Spectra Physics) que, por 

sua vez, emite em 1064 nm. Em seguida, este feixe passa por um cristal dobrador de 

frequências; o feixe resultante, de comprimento de onda igual a 532 nm e cuja potência pode 

chegar a 10 W, bombeia um laser de titânio-safira (Tsunami-Spectra Physics); o cristal de 

titânio-safira gera pulsos de laser (com larguras de 5 ps) em uma banda que vai de 840 até 

1080 nm, com frequência máxima de repetição  dos pulsos igual a 82 MHz. Um filtro bi-
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refringente seleciona o comprimento de onda desejado para o feixe de saída; passando por um 

sistema selecionador de frequência, onde ondas eletromagnéticas estacionárias em um cristal 

atuam como uma rede de difração. Tais pulsos de laser podem ter sua frequência dividida em 

até 8000 vezes, permitindo a operação na faixa de frequência entre 0,01 e 8 MHz, que são 

mais adequadas ao método de contagem de fótons únicos. Após o selecionador de pulsos, o 

feixe passa por um gerador de segundos e terceiros harmônicos, cujos comprimentos de onda 

do feixe na saída estão na faixa utilizada para excitação de várias amostras biológicas, que vai 

de 280 até 330 nm. O sinal detectado com o pulso de excitação, chamado IRF (instrument 

response function), tem largura total a meia altura de 60 ps.  

 

3.7 Síntese das nanopartículas de ouro 

 Todas as nanopartículas de ouro foram sintetizadas por meio de redução química e 

estabilizadas em quatro sistemas distintos. Em metade deles, o próprio agente redutor agiu 

como estabilizador. A formação das nanopartícula foi acompanhada pela mudança de cor da 

solução de amarelo para vermelho vinho e pela forte presença da banda plasmônica em torno 

de 530 nm. O tempo de formação das nanoparticulas pode durar de poucos segundos a 

algumas horas. Mais detalhes sobre cada método de fabricação será apresentado nos 

resultados e discussões. 
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4 Resultados e discussões 
  

 A proposta do nosso trabalho é estudar a interação entre biomoléculas e substratos 

sintéticos na forma de filmes e na forma de agregados em solução por meio da técnica de 

fluorescência.  

Dentre as técnicas de incorporação de biomoléculas em superfícies sólidas existentes, 

escolhemos a técnica LBL devido à sua simplicidade e baixíssimo custo de implantação, além 

da possibilidade de combiná-la à espectroscopia de UV-VIS, disponível no nosso grupo, 

utilizada na observação do crescimento dos filmes. 

 É importante salientar que a viabilidade de parte do nosso estudo está profundamente 

ligada à adsorção das proteínas (adsorbato) nos substratos em quantidades que gerem 

principalmente sinais de fluorescência mensuráveis. Assim, o primeiro passo foi estudar os 

potenciais candidatos a substratos quanto à influência destes na taxa de adsorção do adsorbato 

sobre as suas superfícies, uma vez que há vários trabalhos que evidenciam a importância da 

superfície do substrato na interação com os polieletrólitos, principalmente nas primeiras 

bicamadas dos filmes LBL. 

É bem conhecido que as biomoléculas são biopolímeros que possuem ponto isoelétrico 

(PI) peculiares. Dependendo do PI, podemos deixá-la carregada positiva ou negativamente 

variando apenas o pH de sua solução. Dessa forma, é possível combiná-las com 

polieletrólitos, tanto positivos como negativos via interação eletrostática sobre um 

determinado substrato por meio da técnica LBL. Neste contexto, inicialmente estudamos três 

eletrólitos bastante citados na literatura: os polieletrólitos positivos quitosana, poli(alilamina 

hidroclorada)(PAH) e os eletrólitos negativos ftalocianinas de níquel, cobre e zinco (eletrólito 

negativo), cujas estruturas são mostradas na Figura 5, os quais são muito frequentemente 

utilizados em filmes automontados pela técnica já mencionada. Isso foi feito com o objetivo 

de se estudar a possibilidade da substituição de um dos eletrólitos pela BSA na confecção  
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Figura 5- Estrutura molecular  da quitosana, poli(hidrocloreto de alilamina)-PAH e ftalocianinas. 

 

dos filmes LBL. Os substratos estudados foram o vidro, quartzo, ITO e mica. O vidro foi 

escolhido por seu baixo preço e facilidade de aquisição; o quartzo, por possuir uma grande 

janela ótica; o ITO, por suas propriedades de condutividade, úteis em eventuais medidas 

elétricas; e a mica, por suas propriedades topográficas que são ideais para a microscopia de 

força atômica. 

  

4.1 Caracterização óptica dos materiais por espectroscopia UV-
Vis 
  

Uma vez que o crescimento dos filmes automontados será observado por intermédio 

das propriedades ópticas (absorbância) de seus componentes, torna-se indispensável o 

conhecimento das regiões do espectro eletromagnético nas quais estes absorvem. A Figura 6 

mostra os espectros de absorção das soluções de ftalocianinas de cobre, níquel e ferro, obtidos 

em função do aumento de suas concentrações. A Figura 7 mostra os espectros dos substratos  

 

 

 

 

 

Figura 6- Espectros de absorção das ftalocianinas em função da concentração em solução aquosa. Ftalocianina 

de cobre; b) ftalocianina de níquel; c) ftalocianina de ferro. As medidas foram realizadas com as concentrações 

variando de 45 a 640 M, com alíquotas de 85 M. 
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de vidro, ITO, mica e quartzo.  

As Figuras 6(a) e 6(b) mostram um aumento considerável das bandas de absorção em 

629 nm e 622 nm, respectivamente, com o aumento de suas respectivas concentrações, 

promovendo uma inversão dos picos principais de absorção. Muito provavelmente, as 

mudanças de perfil observadas nesses espectros sejam devidas à formação de agregados tipo 

H[195]. Isto indica que a concentração destas ftalocianinas poderá interferir positiva ou 

negativamente na sua taxa de adsorção. Ao contrário das demais ftalocianinas discutidas, a 

ftalocianina de ferro manteve a posição do máximo de absorção em 634 nm. Note que as 

ftalocianinas possuem uma larga banda de absorção na região compreendida entre 500 e 800 

nm (Fig. 6), enquanto a quitosana absorve muito pouco nesta região (Fig. 7). Assim, 

utilizamos  essa  região para  monitorar, via  medidas de  absorbância, o crescimento dos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- – Espectros de absorção UV-Vis dos polieletrólitos e dos substratos estudados.  

 

filmes automontados com quitosana e ftalocianinas. Observe também que a BSA possui um 

pico de absorção situado em 276 nm, muito antes da janela de trabalho dos substratos de 

mica, ITO e vidro. A utilização da espectroscopia UV-vis no acompanhamento do 

crescimento de filmes de BSA fica condicionada, então, à utilização de um polieletrólito que 

possua bandas de absorção situadas em regiões acima de 350 nm, como as ftalocianinas, por 
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exemplo. Com relação à quitosana, é notável a sua baixa absorbância na região de interesse. 

Isto a torna pouco indicada para o monitoramento do crescimento do filme, muito embora ela 

seja um bom polieletrólito para a fabricação desse tipo de filme. 

  A Figura 8 mostra a comparação entre os coeficientes de absorção relativos 

(inclinação das retas) das ftalocianinas de cobre, ferro e níquel. A ftalocinina de ferro possui o 

menor coeficiente de absorção dentre as outras três, sendo que as ftalocianinas de cobre e 

níquel são as que possuem maiores coeficientes de absorção, apresentando valores próximos. 

Portanto, a resposta do espectrofotômetro ao crescimento dos filmes é mais eficiente para 

estas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Gráfico da variação  da  absorbância  em  função da  concentração  das ftalocianinas  de  cobre,  

níquel e ferro; todas em solução aquosa. 
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de deposição, que pode ser reduzida ou até mesmo aumentada. Assim, experimentos foram 

realizados para averiguar qual, dentre os substratos aqui estudados, proporcionaria maior taxa 

de crescimento. Na Figura 7, podemos notar que todos os substratos absorvem 

significativamente somente abaixo de 350 nm, nos proporcionando uma grande liberdade para 

executarmos as medidas de absorção óptica de filmes que possuam componentes que 

absorvam em comprimentos de onda maiores que 350 nm.  

Monocamadas alternadas de quitosana e ftalocianinas de cobre, níquel e ferro foram 

fabricadas sobre substratos de vidro a partir de soluções a 0,5 g/L em pH = 4,0. Estes 

parâmetros foram adotados por causa da quitosana, que se dissolve em água somente em pHs 

baixos e em baixas concentrações. Para cada monocamada, o substrato, previamente 

hidrofilizado, foi imerso nas soluções iônicas por 5 min, e secados por aproximadamente 1,5 

minutos. Esses parâmetros foram  obtidos  da  literatura[198]. A cada  bicamada, os filmes 

foram levados para medidas de absorbância. Os resultados obtidos dos experimentos são 

mostrados na Figura 9. Comparando as Figuras 6 e 9, podemos observar que os filmes 

fabricados com ftalocianinas de cobre e níquel exibiram máximos de absorbância deslocados 

de 10 nm, em média, para a região do azul. A banda de maior intensidade é a de menor 

comprimento de onda, mesmo com pequeno número de bicamadas, e não houve inversão nas 

intensidades das bandas de absorção em nenhuma das ftalocianinas, ao contrário do observado 

em solução. Isto reforça a suposição inicial de que a inversão das bandas de absorção, 

observada na Figura 6, possa ser atribuída à formação de agregados tipo H, visto que, no 

substrato, os monômeros estão muito mais próximos do que em solução, possibilitando, 

assim, a formação de agregados maiores, o que explica o deslocamento do máximo da banda 

principal nos filmes. Por outro lado, como os filmes foram fabricados com soluções de 

ftalocianinas a concentrações consideravelmente altas, onde há uma maior concentração de 

agregados, é possível também que os filmes sejam formados por agregados previamente 
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formados na solução. Observamos que  o  crescimento  se  deu  quase   linearmente   em   

todos  os  casos.  Pequenos  desvios  na 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9-– Absorbância das  primeira  24 bicamadas de  Quitosana-Ftalocianinas  de  Cu, Ni e Fe sobre vidro,  

mostradas na coluna à esquerda e de cima para baixo, respectivamente. A  coluna  à  direita mostra os picos de 

absorbâncias em função do no de bicamadas dos filmes.   
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são atribuídos a erros operacionais. Quanto ao filme fabricado com ftalocianina de ferro, ao 

contrário dos outros dois, e apresentou um deslocamento de 8 nm para a região do vermelho 

em seu máximo de absorção. Isso nos leva a acreditar que o filme tenha sido formado com 

agregados do tipo J [195].  

Não podemos deixar de mencionar a presença da quitosana no espectro de absorção, 

pois ela possui uma larga banda de absorção, compreendida em todo o intervalo do espectro 

estudado, como mostrado na Figura 10. Isso pode modificar, ainda que moderadamente, o 

perfil do espectro de absorção dos filmes.  

O filme fabricado com ftalocianina de cobre apresentou maior absorção, após 24 

bicamadas, seguido do filme fabricado com níquel e ferro (Fig. 9). No entanto, não se pode 

afirmar que isto se deva à formação de uma maior quantidade de ftalocianina de cobre 

depositada relativamente às demais utilizadas. Isto é atribuído ao fato da ftalocianina de cobre 

possuir maior coeficiente de absorção (Fig. 8), visto que este é diretamente proporcional à 

inclinação da reta formada pela variação da absorbância em função da concentração. Dentre 

os filmes fabricados, o que apresentou um crescimento mais ordenado, ou seja, a mesma 

quantidade de material depositado a cada ciclo foi o filme fabricado com Ni-ftalocianina (Fig. 

9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 -Ampliação do espectro de absorção da quitosana, em solução, observado na mesma região do 

espectro em que ocorre absorção pelas ftalocianinas. 
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4.1.2 Microscopia óptica dos filmes de quitosana/ftalocianinas  

 

As imagens de microscopia ótica são mostradas na Figura 11. O filme fabricado com 

ftalocianina de níquel é visivelmente mais homogêneo. Além disso, a ftalocianina de níquel 

possui o segundo maior coeficiente de absorção entre as três ftalocianinas estudadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11- Imagens de microscopia óptica dos filmes de quitosana/ftalocinaninas de Fe, Ní e Cu. A coluna 

direita é uma ampliação da coluna esquerda. 
 

4.1.3 Estudo da influência dos substratos sobre os filmes de 
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O estudo da influência dos substratos de mica, ITO, quartzo e vidro na taxa de 

crescimento dos filmes foi realizado com a ftalocianina de níquel devido às características 

citadas anteriormente. A Figura 12 mostra os resultados de absorção óptica destes 

experimentos. Os dados não apresentam evidências claras de mudanças na taxa de deposição 

das bicamadas com o crescimento do número de bicamadas em nenhum dos substratos 
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utilizados, visto que as inclinações das curvas de deposição basicamente se mantiveram 

constantes ao longo do crescimento dos filmes. O crescimento se deu de forma razoavelmente 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- Absorbâncias das primeiras 24 bicamadas dos filmes de quitosana/Ni-ftalocianina depositados 

sobre substratos de mica, ITO, quartzo e  vidro,  na coluna esquerda. Na coluna direita, é mostrada a variação da 

absorbância. 
 

 linear, pelo menos nas primeiras 10 camadas (Fig. 13), e as inclinações das curvas para cada 

substrato são notavelmente distintas entre si nessa região. Isto é uma evidência do efeito dos 

substratos nas primeiras bicamadas. Uma possível explicação para o fato de a mica apresentar 
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maior taxa de deposição, em relação aos demais substratos, pode ser dada com base no 

número de sítios carregados. Assim, a mica teria o número de sítios ligantes maior do que 

aquele para os demais substratos, aumentando o número de monômeros do policátion  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Comparação entre as curvas de absorbância das primeiras 10 bicamadas dos filmes de quitosana/ 

Ni-Ftalocianina depositadas sobre mica, quartzo, ITO e vidro. 
 

 

depositados na primeira monocamada, o que se refletiria nas monocamadas subsequentes, 

resultando numa maior quantidade de monômeros no final das dez camadas e, 

conseqüentemente, maior absorbância. A divergência nas absorbâncias das camadas 

seguintes, em relação as primeiras, pode estar associada à redução do efeito do substrato, ou 

ao fato delas terem sido fabricadas no dia seguinte, onde o equipamento foi desligado, 

havendo a necessidade de um novo “branco”, porém de um outro substrato.  
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4.1.4 Microscopia de força atômica do filme de quitosana/ftalocianina 

de níquel 

 

A Figura 14 mostra imagens de microscopia de força atômica (AFM) de 24 bicamadas 

de quitosana/Ni-ftalocianina depositadas sobre vidro. As imagens da Figura 12-a), mostram 

um filme com rugosidade muito baixa, quando obtidas pelo módulo de tensão. Porém, quando 

obtidas no módulo de fase (Fig.12-b), o filme apresenta duas regiões distintas. Estas duas 

regiões podem ser sítios de quitosana e ftalocianina, mas não podemos afirmar com certeza, 

apenas com base em medidas de AFM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Microscopia de força atômica (AFM) do filme de 24 bicamadas de quitosana/Ni-ftalocianina 

fabricadas sobre substrato de vidro. a) AFM no módulo de tensão do filme; b) AFM no módulo de fase; c) AFM 

no módulo de fase do perfil do risco feito para a realização da medida da espessura do filme; d) dados fornecidos 

pelo equipamento. 
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Para medir a espessura, o filme foi riscado com uma gilete e, então, feita a medida de 

seu perfil (Fig. 14c). A espessura foi estimada em 1540 nm, o que dá uma média de 64 nm por 

bicamada. 

 

4.2 Fabricação e caracterização dos filmes de PAH/ftalocianina 

de níquel 

 

Sempre com o objetivo de maximizar a taxa de deposição da BSA nos substratos, 

fabricamos filmes de ftalocianina de níquel com poli(alilanina hidroclorada)(PAH) (2g/L) em 

pH 8,0 e quitosana depositados sobre substrato de quartzo. Em ambos os casos, foram 

utilizadas  soluções de ftalocianina e quitosana em concentrações a 0,5 g/L, em pH 4,0. A 

Figura 15 mostra os resultados dos dois filmes. Com apenas 6 bicamadas PAH/Ni-

Ftalocianina, a absorbância quase se iguala àquela de 24 bicamadas de quitosana/Ni-

Ftalocianina. Isto indica que o PAH, como policátion, é quase 4 vezes mais eficiente que a 

quitosana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Comparação entre as absorbâncias das bicamadas quitosana/Ni-ftalocianina e PAH/Ni-ftalocianina  

depositadas sobre substrato de quartzo. 

 
 



___________________________________________________________________________ 

4.3 Supressão da fluorescência da BSA pela ftalocianina 

 

 Um fator importante para o crescimento de filmes LBL está relacionado com a 

capacidade de seus componentes em se complexarem em solução. Nesse sentido, foram 

realizados experimentos para averiguar a possibilidade de formação de complexos de BSA 

com ftalocianina e de BSA com quitosana. O estudo se deu pela supressão de fluorescência da 

BSA, tendo como supressores a ftalocianina e a quitosana. Nessa seção estudamos a 

ftalocianina como supressor da BSA. 

 A Figura 16 mostra os espectros normalizados de absorção e emissão da BSA em 

solução aquosa, pH em torno de 7,0. Embora o pico de absorção da BSA esteja em 276 nm, as 

amostras foram excitadas em 295 nm, visando a utilização da intensidade máxima do 

harmônico do fluorímetro dinâmico, e a leitura foi obtida em 345 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16- Espectros de absorção e emissão da BSA normalizados. A amostra foi excitada em 295 nm e 

leitura obtida em 345 nm.  
 

 

Os experimentos de supressão foram realizados com concentração de ftalocianina 

variando em alíquotas de 0,85 M numa solução de BSA (15 M). A Figura 17 mostra as 

curvas de Stern-Volmer da fluorescência estática e dinâmicas da solução de BSA, com a Ni-
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ftalocianina agindo como supressor de fluorescência. Segundo a teoria, caso a curva de Stern-

Volmer seja uma reta inclinada, sua inclinação será proporcional à taxa de supressão, que 

pode estar associada ao processo de formação de complexos ou ao processo colisional. Por 

outro lado, se em vez de uma reta, a curva obedecer a um polinômio de grau dois, então pode 

estar acontecendo simultaneamente os dois processos com taxas distintas, ou pode estar 

havendo ainda o efeito filtro. Neste caso, a curva obedecerá à equação do tipo y = (1 + Ax).e 

Bx
, na qual A é a taxa de supressão estática ou dinâmica, e B é o coeficiente de atenuação da 

fluorescência devido à absorção ou espalhamento promovido pelo supressor.  

A curva de Stern-Volmer obtida com o fluorímetro estático (curva vermelha) pode ser 

ajustada tanto com a um polinômio de grau dois quanto com a equação que descreve o efeito 

filtro,o que deixa uma margem de dúvida. Com os experimentos de fluorescência dinâmica é 

possível verificar a presença ou não da supressão estática. Se a curva de Stern-Volmer, 

construída com o tempo de vida médio da fluorescência, resultar numa reta de inclinação 

nula, indicará que há formação de complexos não fluorescentes (supressão estática); do 

contrário, a supressão é dinâmica. Os resultados indicam que há supressão estática, já a 

inclinação da curva foi aproximadamente zero (curva em quadrados, Fig. 17). Com isso, 

concluímos que há formação de agregados estáveis de BSA e Ni-Ftalocianina em pH próximo 

de 7,0. Além disso, a Ni-ftalocianina possui uma banda de absorção bastante intensa na região 

de emissão da BSA. Isto fortalece a hipótese da existência concomitante do efeito filtro na 

solução.  
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Figura 17- Curva de Stern-Volmer da supressão da BSA (15 M) em solução aquosa (água Millil-Q), usando 

Ni-ftalocianina como supressor. A amostra foi excitada em 295 nm e a leitura obtida em 345 nm. 
 

 

4.4 Supressão da fluorescência da BSA pela quitosana 

  

Os dados do experimento realizado com quitosana (1g/L) agindo como supressor da 

BSA são apresentados na forma de curva de Stern –Volmer, na Figura18. Os parâmetros 

experimentais foram os mesmos do experimento anterior. Note que, no geral, a curva é linear. 

Isto sugere a ausência total ou parcial do efeito filtro, já que a quitosana absorve muito pouco 

na região de emissão da BSA. Além disso, podemos inferir que existe apenas um tipo de 

supressão, provavelmente aquela resultante da formação de complexos BSA/quitosana.  
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Figura 18– Curva de Stern-Volmer da supressão da BSA (15 M) em solução aquosa (água Milli-Q), usando 

quitosana como supressor. As amostras foram excitadas em 295 nm e a leitura obtida em 345 nm. 
 

 

4.5 Filmes LBL de quitosana/BSA em substratos sólidos  

 

Segundo a literatura[199, 200], a BSA possui PI em torno de 4,7 a 5,0, portanto, está 

carregada negativamente em pH = 7,0. Isto sugere a possibilidade dela se ligar 

eletrostaticamente à quitosana (policátion)[198] num filme automontado. Então, fabricamos 

primeiramente um filme de oito bicamadas de quitosana/Ni-ftalocianina, terminado em 

quitosana, para aumentar as chances de o substrato estar completamente coberto, reduzindo, 

assim, o efeito do substrato e aumentando a densidade de carga na superfície. Foi feito o 

branco das oito bicamadas. A partir daí, o crescimento do filme se deu com BSA e quitosana 

por mais 10 bicamadas. O tempo de imersão em cada solução foi mantido em 5 min. As 

medidas foram obtidas em 285 nm. A Figura 19 mostra um tímido aumento de 

aproximadamente   0,08   na  absorbância  do  filme  após  dez  bicamadas.  Note  que  a 
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Figura 19- Absorbância das bicamadas do filme quitosana/BSA fabricado sobre oito bicamadas de 

quitosana/Ni-ftalocianina depositadas sobre substrato de vidro. 
 

 

absorbância da primeira bicamada indica uma deposição efetiva relativamente boa. No 

entanto, a taxa de crescimento foi muito baixa. O aumento da absorbância após as dez 

bicamadas poderia ser maior se as medidas tivessem sido obtidas na região de absorção 

máxima da quitosana: em 276 nm. Mas isto não é possível, quando se lida com vidro, devido 

à sua fortíssima absorção nesta região, o que lhe confere uma transparência de menos de 10 % 

(Fig. 7). Este problema pode ser resolvido se o substrato for substituído por quartzo, que é 

completamente transparente para quase toda a região do UV-Vis. Repetimos, então, o mesmo 

experimento, mas com a diferença de as bicamadas serem depositadas diretamente sobre o 

quartzo e sobre mica (Fig. 20). Nos filmes depositados sobre a mica, as medidas de 

absorbância foram tomadas em 305 nm porque, para comprimentos de onda imediatamente 

menores, a absorbância da mica atinge o limite máximo de confiabilidade do equipamento 

(Fig. 7). Sobre o substrato de mica, o filme cresceu a uma taxa muito pequena, enquanto o 

filme crescido sobre o substrato de quartzo não apresentou evidência claras de crescimento, 

apesar de a leitura ter sido obtida na região de máxima absorção da quitosana. Acreditamos 
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que, apesar dos estudos indicarem a afinidade da quitosana com a BSA em solução, nos 

filmes a dinâmica possa ser diferente, visto que a primeira monocamada de BSA depositada é 

submetida posteriormente a uma solução de quitosana em pH 4,0. O efeito do pH da solução 

da quitosana pode estar reduzindo ou anulando as cargas da BSA depositada. Assim, nas 

condições nas quais os filmes foram fabricados, a quitosana parece não ser um bom 

polieletrólito para a adsorção de BSA em filmes automontados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20– Absorbância das bicamadas do filme quitosana/BSA fabricado sobre substratos de quartzo e mica. 
 

 

Outro ponto a ser levantado é se o PI da BSA utilizada é realmente igual ao citado na 

literatura, assim estaríamos realizando experimentos com BSA carregada de forma diferente 

daquela suposta inicial. Para verificar isso, fizemos medidas de potencial zeta. A Figura 21 

mostra o resultado do experimento. Note que os dados indicam um PI obtido a um pH em 

torno de 8,0. Portanto, nas condições nas quais os experimentos foram realizados a proteína 

estaria carregada positivamente. Isso pode explicar a taxa significativamente baixa do 

crescimento do filme. Vale mencionar que embora a oposição de cargas entre os componentes 

dos filmes LBL seja um fator importante, há trabalhos com evidências de que isso de fato é 
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apenas um elemento, principalmente quando se trata de filmes que envolvam polímeros e 

proteínas[197]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Medidas de potencial zeta para a determinação do PI da BSA. 
 

4.6 – Efeito do pH sobre os filmes de PAH/BSA 

 

Até o momento, as tentativas de incorporar a BSA em substratos sólidos por 

intermédio dos polieletrólitos quitosana e ftalocianinas não se mostraram muito eficientes. 

Uma exigência das medidas de fluorescência resolvida no tempo é que se tenha uma 

quantidade mínima de fluoróforo capaz de gerar um número significativo de fótons.  

 Os experimentos seguintes foram realizados com a BSA (2g/L) em três pHs distintos 

(3,4; 5,6 e 8,0) e PAH (2g/L) em pH = 8,0, depositados sobre quartzo. A Figura 22 mostra os 

espectros de absorção dos filmes obtidos. A coluna da direita mostra os dados graficados na 

região de 190 nm (região de absorção da ligação C = O, presente na BSA) e em 276 nm 

(região de absorção do triptofano da BSA). O pH da solução de BSA apresentou um papel 

importante no crescimento dos filmes. Como era de se esperar, já que a carga (Fig.21) e sua 

estrutura terciária (Fig.1) são sensíveis ao pH. Em pH 3,45, a absorbância foi baixa em ambos 
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os comprimentos de leitura, indicando uma quantidade de material depositado relativamente 

baixa. Nesse  pH,  a  superfície  da  proteína  assume  um  caráter positivo,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22-  Espectros de absorção dos filmes de PAH/BSA depositados sobre quartzo (coluna esquerda). Na 

coluna direta estão as absorbâncias das medidas obtidas em 190 e 200 nm. 
 

melhor resultado, com absorção em 190 nm crescente com o número de bicamadas, indicando 

a adição da BSA. No entanto, uma ampliação do gráfico das absorbâncias obtidas em 276 nm 

(ver Fig. 23) indica um crescimento inicial na quantidade de BSA e, posteriormente, uma 

redução  
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na quantidade de BSA depositada. Cabe lembrar que se isso fosse verdade, a absorbância em 

190 nm também deveria ser reduzida na mesma proporção, já que o filme depende da BSA 

para continuar crescendo. Em outras palavras, a quantidade de PAH depositada não aumenta 

por si só a cada ciclo. Esse fato é mostrado na Figura 24. Ela mostra a cinética de crescimento 

da PAH sobre o substrato de quartzo. Observamos que o polímero é depositado numa certa 

quantidade na primeira camada, e esta se mantém praticamente a mesma com o tempo. Os 

pontos foram obtidos, deixando o substrato imerso na solução de PAH por um curto intervalo 

de tempo, seguido por  intervalos  sucessivos, utilizando – se o  procedimento  da  técnica  de 

 

 

 

 

 

 

Figura 23- Absorbâncias com o número de bicamadas dos filmes de PAH/ BSA obtidas em 276 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24- Cinética de crescimento do PAH sobre substrato de quartzo. 
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LBL, ou seja, lavagem e secagem. Além disso, a BSA pode ter sofrido uma mudança 

estrutural, o que afetaria o seu coeficiente de absorção nessa região de absorção e isso se 

refletira em sua fluorescência. No caso do pH 8,4, o perfil de crescimento da absorbância 

obtida em 190 nm é similar àquele obtido em o pH 5,6, indicando crescimento do filme. No 

entanto, os valores de absorbância obtidos em 276 nm apresentaram um crescimento quase 

linear, a uma taxa de crescimento menor do que em pH 5,60, até a sexta bicamada, onde 

começou a ser reduzido. Deve ser mencionado que este processo é muito mais complicado, 

pois nele está presente também a questão do enovelamento do polímero e a modificação das 

bicamadas ao longo do crescimento do filme.  

 

4.7 Estudo da fluorescência dos filmes de PAH/BSA  

 

Antes da análise da fluorescência dos filmes fabricados em diferentes valores de pH, é 

importante o conhecimento do efeito do pH sobre a fluorescência do fluoróforo em solução. A 

Figura 25a) mostra a resposta da intensidade de fluorescência da BSA, medida em 345 nm, à 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 25– a) Intensidades de fluorescência da BSA em soluções tampões de diferentes valores de pH. As 

leituras foram feitas em 345 nm. b) Espectros de fluorescência da BSA em alguns valores de pH. 
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variação do pH em suas diversas estruturas representadas pelas as regiões S, F, N, B e E. A 

Figura 25b) mostra o comportamento do espectro de fluorescência da BSA em algumas dessas 

formas. Note que dependendo da forma assumida pela BSA, tanto a intensidade como a 

posição do máximo de fluorescência associados a ela são sensíveis ao pH. Nessa seção 

estudamos a fluorescência estática e fluorescência resolvida no tempo dos filmes discutidos 

anteriormente para observar os efeitos do pH sobre o tempo de vida do estado excitado do 

triptofano presente na BSA. 

 As medidas de fluorescência estática dos filmes estudados, mostradas na Figura 25a),  

destacam um aumento na banda situada em torno de 320 nm, em detrimento da redução da 

banda situada em 420 nm, para os filmes fabricados com pHs diferentes de 5,60. O aumento 

da banda de emissão em 320 nm reflete o efeito observado na absorção óptica (Fig.22), ou 

seja, como os filmes A e C possuem mais triptofano depositado do que possui o filme B, estes 

absorvem mais em 276 nm, portanto emitem mais fluorescência em 340 nm, como observado 

na Figura 26-a). Isto explicaria o aumento da fluorescência na banda situada em 320 nm para 

os filmes A e C, quando comparada ao filme B. 

 Por meio dos experimentos de fluorescência com resolução temporal, determinamos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 a) Espectro de emissão dos filmes fabricados com BSA em valores de pH 3,4, 5,6 e 8,0; b) perfil de 

decaimento do triptofano presente nos filmes. 
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os tempos de vida de fluorescência dos três filmes, bem como suas respectivas contribuições 

para o decaimento total. Os resultados estão na Tabela 1. A Figura 26-b) mostra o perfil de 

decaimento da fluorescência dos três filmes. Os filmes foram excitados em 290 nm e a 

emissão foi lida em 345 nm. Os resultados indicam a existência de três tempos de vida de 

fluorescência para o decaimento de fluorescência dos filmes. Cada tempo de vida pode ser 

atribuído aos dois triptofanos presentes na BSA; cada um situado em regiões diferentes da 

proteína. Comparando os resultados expostos na Tabela 1 com os valores de absorção dos 

filmes A, B, e C, parece  haver  

 

BSA(pH) 1 2 3 médio P1 P2 P3 

3,4 16,31 2,799 0,013 8,347 45,23 34,57 20,2 

5,6 19,35 4,843 1,009 11,862 51,7 35,89 11,41 

8,0 17,88 3,653 0,644 10,569 50,46 40,78 8,76 

 

 

 

uma relação entre os tempos de vida médios e a absorbância dos filmes, ou seja, os filmes que 

apresentaram maiores valores de absorção também tiveram os maiores tempos de vida médios 

de fluorescência. Os três tempos de vidas podem ser as identidades de cada uma das três 

conformações assumidas pela BSA em cada valor de pH. 

As medidas feitas com as fluorescências estáticas e resolvida no tempo foram 

realizadas sobre os filmes, após todas as bicamadas terem sido depositadas. Portanto, 

observamos um fenômeno estático, mas é sabido que, durante o processo de deposição, as 

bicamadas sofrem alteração e, assim, o que é observado em duas bicamadas, por exemplo, 

pode não corresponder ao observado para seis bicamadas. Dessa forma, fizemos experimentos 

Tabela 1- Resultado dos ajustes feitos dos decaimentos de fluorescência dos filmes. 1, 2, 3 são os tempo de vida 

de fluorescência encontrados; P1, P2 e P3 são as contribuições percentuais de cada tempo para o decaimento total da 

fluorescência. 
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nos quais, a cada monocamada dos materiais envolvidos depositada, foram feitas medidas de 

absorbância e de fluorescência estática. Os resultados estão na Figura 27. A absorbância foi 

lida em 276 nm, e as medidas de fluorescência foram lidas em 340 nm, com excitação em 276 

nm. Os dados indicam uma redução gradativa na taxa de deposição do material depositado a 

cada ciclo. O efeito se repete tanto para as monocamadas de BSA quanto para monocamadas 

de PAH. A cada monocamada de PAH depositada, há uma redução tanto na absorbância 

como na fluorescência do filme, indicando que o filme perde BSA e ganha mais PAH, visto 

que o filme continua a crescer. Os dados indicam que embora seja possível depositar BSA nas 

condições estudadas, há um limite para o número de bicamadas depositadas, geralmente em 

torno de10 bicamadas. Isso torna as medidas de decaimento de fluorescência muito 

demoradas, chegando a ser impraticável para as primeiras bicamadas. Assim, é crucial que se 

intensifique a quantidade de fluoróforo depositada no filme. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27- Absorbâncias e intensidades de fluorescência das monocamadas de PAH e BSA (pH = 5,6) 

depositadas  consecutivamente sobre substrato de quartzo.  
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4.8 Estudo da interação de BSA e nanopartículas de ouro 

 

Como já mencionadas, as nanopartículas metálicas são de grande interesse em diversas 

áreas da ciência. O nosso interesse em particular pelas nanopartículas de ouro se dá pela sua 

afinidade com moléculas biológicas e por sua potencialidade em intensificar o sinal de 

fluorescência de fluoróforos. A água foi escolhida como meio de suspensão das 

nanopartículas por ser o principal constituinte do meio biológico.  

Apesar dos diversos métodos de fabricação de nanopartículas citados na literatura, 

escolhemos apenas alguns, levando em conta aspectos tais como facilidade de execução, 

tempo de fabricação, reprodutibilidade, eficiência do método e estabilidade das nanopartículas 

de ouro. Almejando, então, investigar a interação da BSA com nanopartículas de ouro, após a 

fabricação, as nanopartículas foram caracterizadas qualitativamente por absorção óptica e, 

oportunamente, por fluorescência estática e medidas de potencial zeta. A seguir, 

apresentaremos a caracterização das nanopartículas obtidas pelos diversos métodos utilizados 

 

4.8.1 Síntese de nanopartículas de ouro reduzida por resíduo de 

triptofano 

 

 O nosso interesse por nanopartículas reduzidas com triptofano surge do fato da 

fluorescência de a BSA ser, em parte, atribuída e esse aminoácido. Esperaríamos, portanto 

obtermos nanopartículas de ouro fluorescentes. As nanopartículas foram fabricadas pelo 

método citado por Selvakannan et al. [201]. Porém, utilizamos KAuCl4 e N-acetyl-L-

tryptophan em vez HAuCl4 e L-tryptophan, por causa de sua disponibilidade em nosso 

laboratório. Todos os procedimentos seguintes foram seguidos. O método consiste em reduzir 

90 mL de uma solução de KAuCl4 (10
-4

 M) pela adição de 10 mL de solução aquosa de 
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resíduo de triptofano (10
-3

 M). A solução resultante é então aquecida a 50º C até a formação 

das nanopartículas, que pode ser observada pela mudança de cor da solução, do amarelo para 

uma solução azul escuro, embora a banda plasmônica das nanopartículas esteja associada 

normalmente à cor vermelho-vinho [202]. A reação também pode ser realizada à temperatura 

ambiente, mas o tempo de redução da solução será maior e a eficiência, menor. Medidas de 

NMR [201] indicam que a redução dos íons metálicos pelo triptofano é acompanhada pela 

polimerização oxidativa do grupo indol do triptofano, que se liga então á superfície da 

nanopartícula. A Figura 28 mostra o espectro de absorção das nanopartículas fabricadas à 

temperatura ambiente e a 50º C, mostrando pico de absorbância em 570 e 600 nm, 

respectivamente. Esta banda é atribuída à ressonância de plasmons de superfície das 

nanopartículas [203]. O pico de absorbância das nanopartículas fabricadas à temperatura  

ambiente está de acordo com o previsto na literatura [201]. Porém, as nanopartículas 

fabricadas a 50º C apresentaram um deslocamento de 30 nm para a região vermelha do 

espectro eletromagnético. A coloração azulada é atribuída à agregação das nanopartículas, 

evidenciada também pelo deslocamento da banda plasmônica para a região do vermelho [31]. 

Por isso, o tamanho das nanopartículas deve ser maior do que os 31 nm mencionado na 

literatura [201] para esse sistema. Isso torna o sistema pouco estável. As nanopartículas 

começaram a se precipitar em poucas horas, e em poucos dias a solução se precipitou por 

inteiro. Além disso, as nanopartículas não apresentaram fluorescência. Assim, o método se 

mostrou inapropriado para as nossas medidas. 
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Figura 28- Espectro de absorção das nanopartículas de ouro reduzidas por resíduos de aminoácido. 

 

4.8.2  Nanopartículas de ouro reduzida e estabilizadas por quitosana 

 

Há três motivos principais que nos levaram a procurar nanopartículas de ouro 

estabilizadas por quitosana: o fato de a quitosana ser uma molécula biológica, que já vem 

sendo usada em aplicações tais como entrega de drogas, controle de obesidade, engenharia de 

tecido, fabricação de filmes LBL, etc [204, 205]; o fato de sua utilização para reduzir e 

estabilizar as nanopartículas não introduzir qualquer toxicidade ao ambiente ou dano 

biológico; e a possibilidade de se conseguir nanopartículas de ouro fluorescentes [206]. 

O método adotado na fabricação das nanopartículas de ouro fluorescente foi o 

utilizado por Huang et al. [206]. Como no método anterior, substituímos o HAuCl4 por 

KAuCl4. O método consiste em misturar 1,5 mL da solução de KAuCl4 (2 mM) com 15 mL 

de uma solução de quitosana (2 g/L) previamente preparada com ácido acético a 1% e aquecer 

a 70 ºC, sob agitação magnética constante. Após 15 minutos, a solução começa a ficar 

vermelha, atingindo o tom vermelha vinho após duas horas. O pH da solução final foi 3,1. A 

Figura 29 mostra o espectro de absorção da solução final de NpAu-quitosana. Note que o pico 

de absorção da banda plasmônica, situada em 530 nm, é aproximadamente quatro vezes maior  
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Figura 29 Espectro de absorção das NpAu estabilizadas  por quitosana. 
 

 

do que aquela obtida no experimento anterior e mais estreita. O valor de máx está diretamente 

relacionado à concentração de nanopartículas na solução e a largura da banda com a dispersão 

do tamanho das nanopartículas. Maiores concentrações de nanopartículas de tamanhos 

menores é importante para a redução do tempo máximo de cobertura da superfície do 

substrato em processos de adsorção controlado por difusão [30, 207].  

Além disso, as nanopartículas fabricadas por esse método apresentaram fluorescência 

em 489 nm, quando excitadas em 316 nm, como obtido por Huang et al. [202] irradiando a 

solução com luz UV. A Figura 30 mostra o espectro de fluorescência da NpAu-quitosana. O 

pequeno “ombro” em torno de 355 nm é atribuída ao espalhamento Raman da água[208]. A 

seguir apresentaremos os dados do experimento de supressão de fluorescência da BSA 

utilizando as nanopartículas como supressor. 
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Figura 30 Espectro de fluorescência das NpAu-quitosana. 

 

4.8.3 Interação da NpAu-quitosana com BSA 

 

 A Figura 31, que mostra os espectros de fluorescência da BSA, quitosana e NpAu-

quitosana, bem como o espectro de absorção das NpAu-quitosana, sugere a possibilidade de 

ocorrer supressão de fluorescência por FRET entre a BSA e as NpAu-quitosana, visto que 

parte do espectro de emissão da BSA se sobrepõe ao espectro de absorção nas nanopartículas. 

Note que o espectro de fluorescência da solução de NpAu-quitosana é praticamente idêntico 

ao espectro de fluorescência da quitosana. Isso nos deixa em dúvida se a fluorescência 

mencionada na literatura [202]pode ser realmente atribuída às nanopartículas ou se esta é 

resultado da quitosana suspensa na solução. Para investigar essa possibilidade, adicionamos 

alíquotas de NpAu-quitosana a uma solução de BSA (7.5 M) e obtivemos os seus 

respectivos espectros de fluorescência excitando em 316 nm. Os dados são mostrados na 

Figura 32. Os resultados mostram que com a adição de 250 L de solução de NpAu, a 

fluorescência da BSA é suprimida completamente, dando lugar a uma banda em 389 nm, que 

cresce muito timidamente com o aumento da concentração de NpAu-quitosana. O surgimento 

da fluorescência em 390 nm poderia ser explicado por uma baixa taxa de transferência de 
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energia da BSA para as nanopartículas, mas achamos mais provável que o fato seja devido ao 

efeito do pH (3,1) da solução e/ou à alta concentração de NpAu-quitosana sobre da 

fluorescência da BSA. O vermelho intenso da solução deve estar contribuindo fortemente para 

o aumento brusco do efeito filtro que, juntamente com o efeito do pH, contribui para a 

supressão. Assim, a completa supressão da  fluorescência  deixaria  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31- Espectros de fluorescência da BSA ( ex = 280 nm), quitosana ( ex = 316 nm), NpAu-quitosana ( ex 

= 316 nm),  e espectro de absorção das NpAu-quitosana. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32- Supressão da fluorescência da BSA por NpAu-quitosana. 
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a fluorescência da NpAu-quitosana em evidência. Para obtermos um parâmetro relacionado à  

concentração da solução de NpAu, estudamos a variação de sua fluorescência em função da 

diluição da solução, adicionando água Mili-Q em um mL de solução de NpAu-quitosana 

recém preparada. A excitação da amostra  foi em 316 nm. Os  resultados  são  mostrados na 

Figura 33. Note  que  a redução da concentração leva a um aumento na intensidade de 

fluorescência. A solução atinge o máximo de fluorescência a uma concentração de 33,3%. 

Isso pode ser melhor observado na Figura 34, que mostra como o máximo de fluorescência 

varia com a diluição da solução.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33– Espectros de fluorescência da solução de NpAu-quitosana em função da redução da concentração.  
 

 

 

 

 

 

 

Figura 34- Dependência da máxima fluorescência com a redução da concentração. 
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O aumento da fluorescência pode ser explicado pela redução do efeito de filtro interno com a 

diluição da solução. Em concentração acima de 33%, a fluorescência decai continuamente 

com um comportamento típico de redução de concentração. Este experimento é importante 

para a determinação da concentração máxima de NpAu a ser alcançada num experimento de 

supressão de fluorescência, abaixo da qual pode ser assegurada a ausência do efeito de filtro. 

Apesar do método discutido ter a vantagem de gerar NpAu aparentemente fluorescente e sem 

a adição de agentes redutores e estabilizadores, possui a desvantagem de sua solução possuir 

um pH muito baixo, o que a torna não muito interessante para a interação com biomoléculas 

em ambientes biológicos. Além disso, uma vez fabricadas por esse método, a solução se torna 

muito instável em pHs diferentes. Por isso, buscamos outros métodos de fabricação de NpAu 

em solução aquosa que leve a soluções finais estabilizadas em valores de pH mais elevados . 

 

4.8.4 Síntese e caracterização de nanopartículas de ouro estabilizadas 

por SDS 

 

Os experimentos seguintes foram realizados com o objetivo de obtermos soluções de 

NpAu com valores de pH mais elevados, de preferência perto de 7,0. As nanopartículas foram 

fabricadas com base no método proposto por Panda et al. [209], com a utilização de KAuCl4 

em vez de HAuCl4. Esse método pode levar a soluções de NpAu em diversos valores de pH. 

Na fabricação, utilizamos 850 L de uma solução de KAuCl4 (1mM) misturada com 10 mL 

de SDS (8,5 mM) e agitada. A solução apresentou um valor de pH igual 4,1. A essa solução 

adicionamos 250 L de H2O2 (29-32 %). Fabricadas nessas condições, a solução assume uma 

coloração rosada em aproximadamente 20 segundos. O pH da solução após a reação foi 3,9; 

com absorbância relativamente baixa ( 0, 3). Os experimentos seguintes foram realizados 

ajustando-se o pH da solução precursora aos valores 3,5; 4,1; 6,3; 7,6; 8,0, 10, 11 e 12., antes 

da adição do agente redutor H2O2. As bandas plasmônicas das nanopartículas resultantes são 
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mostradas na Figura 35a). Em nenhum dos casos a absorbância passou de 0,35. Os dados 

indicam que esse método, nessas condições, não é muito eficiente na fabricação de grandes 

quantidades de nanopartículas, se comparado aos outros métodos já estudados. A Figura 35b) 

mostra a correlação entre os valores de pH da solução precursora e os valores de pH da 

solução final. Observamos que sempre há uma redução nos valores de pH das soluções finais, 

independentemente  do  valor  do  pH  da  solução  precursora.  As  cinéticas  de  crescimento  

 

  

 

 

 

 

 

Figura 35- a) Espectros de absorção da nanopartículas obtidas em diferentes valores de pH. b) Correlação 

entre os valores de pH das soluções precursoras e os valores de pH da solução após a forma cão das 

nanopartículas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36- Cinética da reação de formação das nanopartículas estabilizadas por SDS em alguns valores de pH. 
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das nanopartículas em pH 3,5; 8,0; e 11 são mostradas na Figura 36. Os dados indicam que a 

reação ocorre entre 50 e 220 segundos. O efeito do pH sobre parâmetros tais como velocidade 

da reação quantidade, tamanho e forma das nanopartículas é bastante evidente (Figuras 35a e 

36). Portanto, trata-se de uma técnica bastante versátil, já que se pode obter nanopartículas 

com diversas características, variando-se apenas os valores do pH inicial e, eventualmente, as 

concentrações das soluções precursoras. Além disso, utilizando-se o método de crescimento 

por semente [207] é possível aumentar o tamanho e concentração das nanopartículas [31]. 

Porém, apesar das vantagens mencionadas, a presença do agente redutor H2O2 na solução 

torna o sistema mais complexo, já que este é por si só um supressor da BSA, como indica a 

Figura 37. Por esse motivo esse tipo de nanopartícula deixa de ser interessante para os nossos 

objetivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37- Supressão da fluorescência da BSA com H2O2. 
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4.8.5 Nanopartículas de ouro sintetizada e estabilizada com sacarose 

 

Para fabricar as NpAu sintetizadas com sacarose, partimos do método citado na 

literatura [207], mas, em vez de usar HAuCl4, novamente utilizamos o KAuCl4. As 

proporções dos ingredientes foram mantidas. Assim, uma quantidade de sacarose (0,05 g) foi 

dissolvida em três mL de solução aquosa de KAuCl4 (10 mM) previamente preparada em 

água deionizada. Sob fluxo de ar, a solução foi colocada para evaporar até que um resíduo 

sólido amarelo-esverdeado se formasse no béquer. O béquer foi então mantido em uma estufa 

a 80 ºC por 15 min. O tratamento térmico transformou a cor do solido em verde musgo (quase 

marrom). O béquer foi resfriado à temperatura ambiente e, em seguida, preenchido com 100 

mL de água deionizada. A solução foi agitada, resultando numa coloração amarelo-

alaranjado. Após uma hora de vigorosa agitação, à temperatura ambiente, a solução 

apresentou uma coloração vermelho-vinho, indicando a formação de NpAu. Este método de 

fabricação se destaca pelo fato de não haver a necessidade da utilização de reagentes tais 

como agente redutor e estabilizador. Isso simplifica o estudo da interação da nanopartículas 

com o objeto de estudo, no caso a BSA. Além disso, há relatos de que, conservadas no escuro, 

as soluções coloidais de NpAu fabricadas por esse método utilizando-se HAuCl4 se mantêm 

estáveis por mais de um ano [207]. No nosso caso, a solução se manteve estáveis por mais de 

quatro meses e sem qualquer alteração em seu espectro de absorção. O espectro de absorção 

da solução recém preparada é mostrado na Figura 38. A banda plasmônica da solução 

apresentou máximo em 524 nm, seis nm a menos do que  aquele  relatado na literatura [210] 

para este método, com isso esperávamos obter nanopartículas com diâmetro médio menor ou 

em torno de sete nm, como previsto por microscopia eletrônica de varredura [210]. 

Entretanto, medidas realizadas com espalhamento de luz de nossa amostra indicaram dois 

diâmetros médios: 35,2  10,3 e 123,1  21 nm (Fig. 39a). A diferença pode estar ligada a 



___________________________________________________________________________ 

desvios nos parâmetros adotados durante as medidas, como viscosidade e índice de refração 

do meio. Medidas de potencial zeta indicaram que as nanopartícula possuem cargas  negativas 

(Fig. 39b) em todos os pH estudados (4,0; 6,0; 8;0; 10, e 12), (dados não mostrados aqui). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38- Supressão da fluorescência da BSA com H2O2. 
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Figura 39- a) Dados de espalhamento de luz. B) Dados do potencial zeta das NpAu-sacarose. 
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4.8.6 Interação de BSA com NpAu-sacarose 

  

Como foi discutido anteriormente, o vermelho intenso das nanopartículas promove um 

efeito de filtro muito intenso. Para reduzir esse efeito, a solução de NpAu-sacarose foi diluída 

até que o pico de absorção de sua banda plasmônica se igualasse ao da solução de NpAu-

quitosana. Então, a solução foi diluída a 33,3 %, de modo que sua transmitância atingisse o 

valor de 31,6 %. Sucessivas alíquotas de 10 L dessa solução foram, então, adicionadas a um 

mL de solução de BSA (3,5 M) em valores de pH variando de 2,0 a 12. Não fizemos 

experimento em pH = 4,0, porque o tampão adquirido nesse pH era altamente espalhador, de 

modo que a fluorescência da BSA era totalmente suprimida em qualquer concentração. Os 

espectros de fluorescência foram obtidos, com excitação em 280 nm. Todos as medidas foram 

realizadas com a transmitância assumindo valores entre 90 e 100%. A título de ilustração, a 

Figura 40a)  mostra os espectros de fluorescência da BSA (pH = 8,0) em função da adição das 

nanopartículas e a Figura 40b) mostra o gráfico de Stern-Volmer obtido a partir dos valores 

dos máximos de fluorescência dos espetros. O mesmo procedimento foi realizado para os 

demais experimentos realizados com as nanopartículas e com a solução precursora (KAuCl4 e 

sacarose na mesma concentração das NpAu-sacarose), em diferentes valores de valores de 

pH. A solução precursora foi utilizada também como supressora para se ter uma referência 

para a comparação com os resultados obtidos com as nanopartículas. Os resultados mostram 

uma ótima linearidade na curva de Stern-Volmer, o que indica que há a possibilidade de as 

nanopartículas, assim com a solução precursora, formarem complexos com a BSA. A Figura 

41 mostra os valores obtidos para a constante de Stern-Volmer aparente Kap relativos às 

interações das NpAu-sacarose e da solução precursora com a BSA.  
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Figura 40– a) Espectros de fluorescência da BSA em função da adição de NpAu-sacarose. b) gráfico de 

Stern-Volmer equivalente. 
 

 

Chamamos de Kap o parâmetro adotado para relacionar a inclinação da curva do gráfico de 

Stern-Volmer dos nossos dados à constante K de Stern-Volmer efetiva. A relação entre elas 

pode ser dada por Kap = K, onde  é um fator de conversão de unidades. A justificativa para 

isto é que a unidade de K é o molar
-1

, enquanto que em nossos experimentos não temos 

condições de determinar o número de mols na solução. Os dados indicam que as 

nanopartículas interagiram mais com a BSA do que a solução precursora em todos os valores 

de pH estudados, mas elas mantêm a mesma dependência com o pH. Note que a relação dos 

valores de Kap com os valores de pH da solução são bastante similares ao comportamento da 

intensidade de fluorescência em função do pH (Fig. 25a). Os resultados sugerem que tanto as 

nanopartículas quanto a solução precursora possuem mais afinidade com a BSA em valores de 

pH próximos de seu PI, pH no qual a proteína se encontra neutra. Melhor entendimento do 

mecanismo envolvido na interação da BSA com as nanopartículas pode ser obtido por 

intermédio da supressão da BSA e do estudo de filmes de BSA, estudados por fluorescência 

resolvida no tempo. Isso fica para trabalhos futuros. 

 

 

300 350 400 450

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

1100

1200

 

 
F

lu
o

re
s
c
ê

n
c
ia

 (
u

.a
.)

(nm)

 BSA (pH= 6,0)

[NpAu-sacarose]( L)

 10

 20

 30

 40

 50

 60

 70

 80

 90

 100

 

0 20 40 60 80 100

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

 

 

Data: ph6_msv

Model: Line 

Equation: y = A + B*x 

Weighting:

y No weighting

  

Chi^2/DoF = 0.0012

R^2 =  0.99588

  

A 1 ±0

B 0.01626 ±0.00018

F
/F

o

[NpAu-sacarose]( L)

 BSA (pH= 6,0)

 Ajuste linear

a) b) 



___________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41- Comparação entre o efeito do pH sobre os Kap obtidos para NpAu-sacarose e com solução 

precursora. 
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5-Conclusões 
 

 

Filmes de BSA foram fabricados pela técnica de automontagem LBL, apresentando 

resultados satisfatórios no estudo de sistemas formados com biomoléculas e substratos 

sintéticos investigados por espectroscopia UV-vis e/ou espectroscopia de fluorescência 

estática. 

A BSA apresentou certa interação com a ftalocianina em solução aquosa, formando 

complexos não fluorescentes, o que não é interessante para estudos com fluorescência, e 

pouca eficiência na formação de filmes sobre os substratos estudados.  

A quitosana, apesar de possuir algum grau de interação com a BSA em solução, sua 

eficiência na fabricação de filmes de BSA não foi tão satisfatória quanto àquela observada 

para o PAH, o qual apresentou uma eficiência de aproximadamente 4 vezes maior que a 

desempenhada pela quitosana. 

Quanto ao sistema BSA/PAH/substrato, o único substrato que se mostrou viável para 

medidas de absorção ótica foi o quartzo, visto que os demais possuem altíssimo coeficiente de 

absorção na região próxima a região de absorção da BSA, impossibilitando este tipo de 

medida. É importante salientar que isto não impossibilita as medidas de fluorescências 

estática e resolvida no tempo.  

As medidas de fluorescência estática dos filmes de BSA/PAH indicaram um possível 

efeito do pH da proteína sobre o filme final. Sugerem ainda a possibilidade de se acompanhar 

a evolução deste efeito durante o crescimento do filme. Resultado similar foi observado com 

espectroscopia de absorção. 

As medidas de fluorescência resolvida no tempo apresentaram mudança no tempo de 

vida de fluorescência do filme, refletindo o efeito da mudança do pH da solução de BSA no 

resultado final dos filmes. 
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Perspectivas  
 

Otimizar o sistema de deposição de BSA em substratos sólidos pelo aumento da 

concentração de PAH e BSA em valores diferentes de pH, e estudar os seus tempos de vida de 

fluorescência. 

Fabricar outras interfaces formadas por outros polímeros promissores, tais como ácido 

polivinil sulfônico (PVS), poliamidoamina (PAMAM) e outras proteínas e/ou resíduos de 

aminoácidos ou marcadores fluorescentes. 

Estudar os tempos de vidas de fluorescência da BSA em filmes formados com 

nanopartículas de ouro. 

Estudar a interação de outras moléculas fluorescentes com nanopartículas metálicas 

tais como ouro, prata, etc, e investigar os possíveis efeitos sobre suas propriedades 

fluorescentes visando o aumento da eficiência quântica de fluorescência. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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