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RESUMO 
 

A detecção de compostos químicos e estruturas biológicas é de grande 

importância em diversos setores da atividade humana, especialmente em questões 

de saúde, como por exemplo, em diagnóstico médico. Atualmente, o método mais 

amplamente utilizado para este fim é o ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent 

Assay), o qual é baseado na detecção e quantificação de anticorpos específicos. No 

entanto, este método utiliza protocolos heterogêneos, com muitas etapas distintas e 

ainda tem baixa sensibilidade e seletividade. Os diversos outros métodos de 

reconhecimento molecular, geralmente fazem uso de um conjugado entre um 

receptor e as moléculas ou biomoléculas de interesse, sendo que, em muitos destes 

métodos, os receptores são acoplados com nanopartículas metálicas que são 

detectadas por técnicas ópticas. Muitos métodos de detecção química estão sendo 

estudados recentemente, com destaque para os métodos envolvendo espalhamento 

de luz, como a espectroscopia Raman, através do chamado efeito SERS, e pela 

técnica de espalhamento dinâmico de luz. Neste trabalho, foram desenvolvidas duas 

novas tecnologias de detecção química e biológica baseadas em espalhamento de 

luz. A primeira utiliza nanocompósitos entre nanomateriais de carbono e 

nanobastões de ouro como substratos para medidas de espectroscopia Raman 

através da técnica de SERS. Com estes substratos conseguimos uma amplificação 

do sinal Raman em ordens de grandeza, o que proporciona uma detecção química 

ultrassensível na ordem de picomolar de concentração. A segunda tecnologia é uma 

nova metodologia para detecção específica de anticorpos, baseada na dinâmica 

rotacional de nanobastões de ouro, através de medidas de espalhamento dinâmico 

de luz despolarizada. Estas novas tecnologias são mais sensíveis e eficazes que as 

tecnologias atualmente disponíveis no mercado, possibilitando uma detecção 

química e biológica mais específica e rápida. 
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ABSTRACT 
 

The detection of chemical compounds and biological structures is of great 

importance in various fields of human activity, especially in matters of health, such as 

in medical diagnosis. Currently, the most widely used method to this end is the 

ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay), which is based on the detection and 

quantification of specific antibodies. However, this method uses heterogeneous 

protocols, with several distinct steps and still have low sensitivity and selectivity. The 

various other methods of molecular recognition, usually make use of a conjugate 

between a receptor and molecules or biomolecules of interest, and in many of these 

methods, the receptors are coupled with metal nanoparticles that are detected by 

optical techniques. Many chemical detection methods are being studied recently, 

especially the methods involving light scattering, such as Raman spectroscopy, 

through the so-called SERS effect, and the dynamic light scattering technique. In this 

work, we developed two new technologies of chemical and biological detection based 

on light scattering. The first uses nanocomposites between carbon nanomaterials 

and gold nanorods as substrates for Raman spectroscopy measurements by SERS 

technique. With these substrates it was possible to amplify the Raman signal by 

orders of magnitude, which provides an ultrasensitive detection chemistry in order to 

picomolar concentration. The second technology is a new method for specific 

detection of antibodies based on the rotational dynamics of gold nanorods through 

dynamic scattering measurements of unpolarized light. These new technologies are 

more sensitive and effective than currently available technologies in the market, 

providing a more specific and rapid chemical and biological detection. 
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Neste capítulo são apresentados os fundamentos teóricos e a revisão bibliográfica 

deste trabalho 
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1.1 - Motivação, problema abordado e estrutura da dissertação. 

A nanotecnologia é um campo de pesquisa interdisciplinar que envolve física, 

química, engenharia, biologia e medicina, com um enorme potencial para diversas 

aplicações e, como consequência, tem atraído muito interesse da comunidade 

científica. Nanomateriais de carbono, como, por exemplo, nanotubos de carbono (1), 

grafeno (2), e óxido de grafeno (3) têm sido extensivamente estudados como 

materiais promissores para várias aplicações importantes, principalmente devido às 

suas excelentes propriedades físicas e químicas. Por outro lado, nanoestruturas 

plasmônicas, como os nanobastões de ouro (4), têm sido amplamente aplicadas 

devido a suas excelentes propriedades ópticas. Estes materiais são muito 

interessantes pela facilidade de ligação de moléculas em suas superfícies, e pelo 

fenômeno de ressonância de plasmon de superfície localizado (LSPR) (5) (6), que 

são modos eletromagnéticos associados com as oscilações dos elétrons nas 

superfícies de nanopartículas de metais nobres, devido ao seu confinamento em 

dimensões de escala nanométrica. Um dos desafios mais importantes em que estes 

materiais podem ser aplicados é em sensores e biosensores (7), como ilustrado na 

figura 1.  

A detecção de compostos químicos e estruturas biológicas é de grande 

importância em diversos setores da atividade humana, especialmente em questões 

de saúde, como por exemplo, em diagnóstico médico. Atualmente o método mais 

amplamente utilizado para este fim é o ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent 

Assay) (8), o qual é baseado na detecção e quantificação de anticorpos ou 

antígenos específicos. No entanto, este método utiliza protocolos heterogêneos, com 

muitas etapas distintas e ainda tem baixa sensibilidade e seletividade. Os diversos 

outros métodos de reconhecimento molecular, geralmente fazem uso de um 

conjugado entre um receptor, que pode ser anticorpos, proteínas ou outras 

biomoléculas, e as moléculas ou biomoléculas a serem detectadas, sendo que, em 

muitos destes métodos, os receptores são acoplados com nanopartículas metálicas 

que são detectadas por técnicas ópticas (9). 
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Figura 1 – Aplicações de nanosensores (Fonte: Criada através de imagens de 

domínio público) 

Biosensores baseados em nanomateriais estão recentemente tendo enorme 

relevância, principalmente por que o aumento na relação entre área e volume nestes 

materiais possibilita o aumento significativo da sensibilidade de detecção. Além 

disto, a possibilidade de funcionalização química de suas superfícies com moléculas 

e biomoléculas torna possível um sensoriamento mais seletivo. Por outro lado, 

existem vários métodos espectroscópicos aplicados em química, física e biologia 

para identificação e estudo de moléculas, entre as mais conhecidas estão a 

espectroscopia Raman (10) e a espectroscopia de correlação de fótons, também 

chamada de espalhamento dinâmico de luz, do inglês Dynamic light scattering (DLS) 

(11).  Na espectroscopia Raman, uma impressão digital molecular pode ser 

identificada pelo espectro vibracional da molécula em estudo. Porém, o sinal Raman 

de diversas moléculas é muito fraco, sendo de difícil detecção em medidas 

convencionais. Recentemente, tem sido muito estudado um efeito especial, 

chamado efeito SERS (Surface-enhanced Raman spectroscopy) (12). Este efeito é 

caracterizado por uma amplificação do sinal Raman pela interação da molécula em 

estudo com um substrato nanoestruturado. Desenvolver substratos 

nanoestruturados para aplicações em SERS, que sejam homogêneos e com grande 

fator de amplificação de sinal, não é trivial, e vem sendo alvo de intensas pesquisas 

nos últimos anos (12) (13) (14). Por outro lado, a técnica de espectroscopia de 

correlação de fótons pode ser aplicada para sensoriamento químico e biológico, por 
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que é altamente sensível ao movimento dinâmico de nanopartículas em solução, 

tanto no seu movimento translacional, como no movimento rotacional.  

O objetivo deste trabalho é obter novos sensores e biosensores baseados em 

nanomateriais e seus nanocompósitos, utilizando as técnicas de espectroscopia 

Raman e espalhamento dinâmico de luz. Para isso foram desenvolvidos substratos 

SERS com alta qualidade e alto fator de amplificação de sinal Raman, e detectadas 

diversas moléculas modelo em baixíssimas concentrações. Para os estudos de 

SERS, foram utilizados nanobastões de ouro e sistemas híbridos entre 

nanoestruturas de carbono e nanobastões de ouro. A combinação do óxido de 

grafeno ou nanotubos de carbono, com nanobastões de ouro, forma um material que 

combina as propriedades químicas das nanoestruturas de carbono, com as 

propriedades eletromagnéticas dos nanobastões de ouro. Neste trabalho, foi 

realizada por um novo processo, a formação de nanocompósitos entre 

nanoestruturas de carbono (nanotubos de carbono e óxido de grafeno) e 

nanobastões de ouro in situ, através de irradiação por luz ultravioleta. O crescimento 

de nanobastões de ouro ocorre em regiões ativamente funcionalizadas de 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas ou óxido de grafeno, formando um 

nanomaterial compósito que foi depositado na forma de um filme fino. Este filme fino 

foi aplicado no desenvolvimento de substratos SERS ativos, com elevada 

sensibilidade e uma excelente reprodutibilidade e testado para detecção química de 

diversas moléculas. Neste trabalho, foi utilizada ainda a dinâmica rotacional de 

nanobastões de ouro para aplicação em detecção química e biológica. Isso foi 

possível através da funcionalização das extremidades dos nanobastões de ouro com 

biomoléculas e pela utilização de medidas de espalhamento dinâmico de luz 

despolarizada. Esse processo resultou em uma nova metodologia de detecção muito 

seletiva e sensível. 

Neste primeiro capítulo será apresentada uma breve introdução sobre a 

plasmônica, a espectroscopia Raman e como a plasmônica pode ser aplicada para 

intensificar o sinal Raman (o efeito SERS). Além disto, será discutida a 

espectroscopia de correlação de fótons, onde será demonstrada como a dinâmica 

rotacional de nanobastões de ouro pode ser aplicada para biosensoriamento. Nas 

sessões seguintes, serão apresentados os diversos nanomateriais utilizados neste 
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trabalho (nanobastões de ouro, nanotubos de carbono, grafeno e seus derivados, 

etc.). Em seguida será mostrado o estado da arte na formação de híbridos entre 

estes diferentes nanomateriais e os diferentes mecanismos utilizados neste trabalho 

para criar substratos SERS e biosensores. Neste trabalho duas diferentes 

estratégias foram empregadas para o desenvolvimento de substratos SERS, sendo 

a primeira e mais simples o efeito “coffe ring”, que consiste em apenas depositar a 

solução de nanoestruturas e esperar a evaporação natural do solvente. Esse 

processo concentra as nanopartículas em um padrão no formato de anel, e resulta 

em altos fatores de ampliação de sinal via SERS. A segunda estratégia é bem mais 

sofisticada e consiste na formação de filmes finos, com o objetivo de desenvolver um 

sistema “mais comercial” para os substratos SERS.  

A parte experimental está dividida em três sessões, a primeira começa com a 

descrição dos processos de síntese dos nanomateriais e sua caracterização, além 

do processo de formação dos nanocompósitos desenvolvidos durante este trabalho, 

e os procedimentos de medidas realizados. Na segunda sessão, serão 

apresentados os resultados do desenvolvimento dos substratos SERS e mostrado 

os resultados para diferentes moléculas modelo. Na terceira sessão, são 

apresentados os resultados da aplicação da técnica de espectroscopia de correlação 

de fótons para detecção biológica, utilizando a dinâmica rotacional de nanobastões 

de ouro. 

 

1.2 - Plasmônica 

 

Elétrons e fótons podem coexistir como uma entidade única chamada plasmon 

- uma excitação elementar de superfície encontrada na interface entre um condutor 

e um isolante. Essa entidade – Plasmon – deu origem a uma nova área de pesquisa, 

denominada plasmônica, que trouxe promessas de várias aplicações. A plasmônica 

se iniciou com as pesquisas de Rufus Ritchie, da Universidade de Tennessee, 

quando ele estudava a perda de energia que os elétrons apresentavam ao passar 

por filmes metálicos. Experiências da época demonstravam que essa perda era 
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quantizada, já que o espectro tinha linhas igualmente espaçadas, indicando que a 

perda poderia estar seguindo múltiplos inteiros de uma entidade fundamental. David 

Pines e David Bohm propuseram a ideia de que oscilações coletivas do plasma de 

elétrons no metal eram responsáveis pelas linhas no espectro de perda de energia 

(15), e em 1957 Pires introduziu o termo “Plasmon” para se referir à nova entidade 

fundamental (16): 

“As oscilações coletivas dos elétrons de valência se assemelham as oscilações 

de plasma eletrônicas observadas em descargas gasosas. Nós introduzimos o termo 

"plasmon" para descrever o quantum de excitação elementar associado a este 

movimento coletivo de alta frequência”.1 

No ano seguinte Ritchie, estudando a dependência angular e de espessura do 

filme em experimentos de perda de energia dos elétrons, descobriu ondas de 

densidade de carga que se propagavam na interface metal/dielétrico (17), o que foi 

confirmado experimentalmente em 1959 (18) e chamados de plasmons de superfície 

(19). O estudo deste fenômeno ganhou força em 1968, com o trabalho de Andreas 

Otto, Erich Kretschmann e Heinz Raether, que desenvolveram métodos para a 

excitação óptica de plasmons de superfície em filmes de metal, tornando as 

experiências com os plasmons muito mais simples (20) (21). Plasmons são 

oscilações coletivas de elétrons de condução na interface entre um condutor e não 

condutor. Se excitado por fótons, plasmons representam um modo de elétron-fóton 

"híbrido" confinado a um condutor. Esse movimento de carga cria campos 

eletromagnéticos externos e internos, e são caracterizados por extremamente altas 

intensidades de campo elétrico. Dois fenômenos são possíveis: se a excitação 

estiver confinada na interface condutor/dielétrico em uma superfície plana, ela 

recebe o nome de surface plasmon polariton e, se a excitação se confina na 

superfície fechada de uma pequena partícula, recebe o nome de localized surface 

plasmon. Na figura 2 temos uma representação destes dois efeitos. As pesquisas 

destes efeitos foram aplicadas para desenvolver novas técnicas que vem sendo 

extremamente úteis em várias áreas de pesquisa (22). Neste trabalho, será 

destacado o formalismo para a ressonância de plasmon de superfície localizado. 

                                                           
1 Extraído e traduzido da referência 15. 
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Mais estudos e informações sobre Surface plasmon polariton, podem ser 

encontradas nas referências (23) e (24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Ilustrações mostrando os dois tipos de ressonância de plasmon, em a) 

surface plasmon polariton, plasmons que se propagam na interface entre um 

dielétrico e um metal e em (b) o localized surface plasmon, ressonância de plasmon 

de superfície localizada, oscilação coletiva dos elétrons em nanopartículas 

metálicas. (Modificado e reproduzido com permissão de referência (22) (Willets and 

Van Duyne, 2007)). 

 

A ressonância de plasmon de superfície localizada são excitações de 

plasmons em nanoestruturas metálicas que não se propagam. No caso de pequenas 

partículas de metal isoladas, com tamanhos da ordem da profundidade de 

Dielétrico  

Campo Elétrico 

Nuvem Eletrônica  

Nanopartículas 

(a) 

(b) 
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penetração de um campo eletromagnético e menores que os comprimentos de onda 

de excitação, a distinção entre plasmons de superfície e de volume desaparece. Um 

campo externo pode penetrar no volume e deslocar a nuvem de elétrons de 

condução. No caso de nanopartículas temos dois casos importantes: pequenas 

partículas esféricas e partículas não esféricas. Para tal precisamos determinar a 

condição de ressonância analisando a função dielétrica do material e como calcular 

a absorção óptica e sua variação em função da morfologia. Precisamos ainda 

determinar como o campo elétrico criado em volta da partícula pela ressonância de 

plasmon se comporta dependendo da morfologia, o que é muito importante para 

compreender o efeito SERS. O tratamento é simples e é descrito a seguir.  

1.2.1 - Propriedades ópticas dos metais – Modelo de Drude. 

 

Para estudar as propriedades ópticas dos metais utilizamos o modelo de 

Drude. Neste modelo assumimos que os metais se comportam como plasma, ou 

seja, um gás de elétrons livres, de densidade N, que se propaga livremente por trás 

de um fundo de núcleos positivamente carregados. Estes elétrons oscilam na 

presença de um campo elétrico 𝐸(𝑡) =  𝐸𝑜𝑒−𝑖𝜔𝑡 de frequência de oscilação ω, e são 

amortecidos por meio de colisões com a rede cristalina do material a uma taxa γ. A 

função dielétrica de metal é derivada das equações do movimento para um elétron 

livre. As equações de movimento neste modelo são: 

𝑚𝑋̈ +   𝑚𝛾𝑋̇ =  −𝑒𝐸(𝑡)                                                     (1) 

𝑋(𝑡) =
𝑒

𝑚(𝜔2 + 𝑖𝛾𝜔)
𝐸(𝑡)                                                   (2) 

Onde m é a massa dos elétrons e γ é a taxa de amortecimento das oscilações. 

Como os elétrons se deslocam em relação à rede de núcleos positivos, eles geram 

uma polarização dada por P = - NeX, e pelo eletromagnetismo clássico podemos 

introduzir o conceito de vetor deslocamento elétrico D, dado pela equação 3.    

 𝐷 = 𝜀0𝐸 + 𝑃 = 𝜀0𝜖𝐸                                                       (3) 

Onde ε0 é a permissividade do vácuo (também chamada de permissividade do 

espaço livre) e P é a polarização que é definida como a densidade macroscópica de 
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momento de dipolo elétrico permanente induzido no material. Com esses conceitos e 

utilizando as equações 1 a 3, podemos calcular a função dielétrica, dada pela 

equação 4,  

𝜖(𝜔) = 1 −
𝜔𝑝

2

𝜔2 + 𝑖𝛾𝜔
                                                 (4) 

 

Onde:                           𝜔𝑝
2 =

𝑁𝑒2

𝜖0𝑚
                    𝛾 =

1

𝜏
                                                   (5) 

Da equação 4 obtemos as partes real e imaginária da constante dielétrica,  

𝜖′(𝜔) = 1 −
𝜔𝑝

2

𝜔2 + 𝛾2
                                                 (6) 

𝜖′′(𝜔) =
𝜔𝑝

2𝛾

𝜔(𝜔2 + 𝛾2)
                                                (7) 

Nestas equações, ωp é a frequência de oscilação coletiva dos elétrons. 

A variação da parte real e da parte imaginária estão plotadas na figura 3 onde 

observamos que a parte real só não é desprezível na frequência de ressonância 𝜔𝑜. 

Como a parte imaginária é relacionada com a absorção óptica do material, isso 

significa que só existe absorção quando 𝜔 = 𝜔𝑜. Estes dados são importantes para 

calcularmos os espectros de absorção óptica de nanopartículas metálicas quando 

excitadas com radiação eletromagnética. Temos duas situações para serem 

analisadas, pequenas partículas esféricas e partículas não esféricas.  
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Figura 3 - Dependência espectral das partes real e imaginária da função 

permissividade (Fonte: http://web.missouri.edu/~speckan/witch-

stuff/Research/chapter4/node7.htmL) 

1.2.1.1 - Ressonância de plasmon em pequenas partículas esféricas.   

 

Como aproximação consideramos as nanopartículas, como sendo, esferas de 

raio (a) em um campo elétrico estático uniforme Ein = Eout, onde o meio circundante é 

isotrópico e não absorvente, com constante dielétrica εm, sendo que a esfera de 

metal é descrita por uma constante dielétrica complexa ε. Em coordenadas 

esféricas, a equação de Laplace é mostrada na equação 8 e sua solução para obter 

o campo elétrico é descrita a seguir.  

 

1

𝑟2𝑠𝑖𝑛𝜃
[𝑠𝑖𝑛𝜃𝜕𝑟(𝑟2𝜕𝑟) + 𝜕𝜃(𝑠𝑖𝑛𝜃𝜕𝜃) +

𝜕𝜙
2

𝑠𝑖𝑛𝜃
] 𝛷(𝑟, 𝜃, 𝜙) = 0                          (8) 

 

 

As seguintes soluções são possíveis devido à simetria azimutal: 
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𝛷(𝑟, 𝜃) = ∑ 𝐴𝑙𝑟𝑙𝑃𝑙 cos 𝜃

∞

𝑙=0

                                                        (9) 

𝛷𝑚(𝑟, 𝜃) = ∑(𝐵𝑙𝑟
𝑙 + 𝐶𝑙𝑟

−𝑙−1)𝑃𝑙 cos 𝜃                                            

∞

𝑙=0

(10) 

Onde Φ é o potencial dentro da esfera, Φm o potencial no exterior da esfera, Al 

e Bl são coeficientes a serem determinados e Pl são polinômios de Legendre. 

Aplicando as condições de contorno,  

  𝛷(𝑟, 𝜃)𝑖𝑛𝑡 =  𝛷(𝑟, 𝜃)𝑒𝑥𝑡                                                             (11) 

𝜖
𝜕𝛷(𝑟, 𝜃)𝑖𝑛𝑡 

𝜕𝑟
=  𝜖𝑚

𝜕𝛷(𝑟, 𝜃)𝑒𝑥𝑡   

𝜕𝑟
                                                      (12) 

lim
𝑟 → ∞

𝛷(𝑟, 𝜃)𝑒𝑥𝑡 =  −𝐸0𝑧 = −𝐸0 cos Ɵ                                                   (13) 

Temos,  

𝛷(𝑟, 𝜃) = −
3𝜀𝑚

𝜖+2𝜀𝑚
𝐸𝑜𝑟 cos 𝜃                                           (14)     

𝛷𝑚(𝑟, 𝜃) = −𝐸𝑜𝑟 cos 𝜃 +
𝜖 − 𝜀𝑚

𝜖 + 2𝜀𝑚
𝐸𝑜

𝑎3

𝑟2
cos 𝜃 =  − 𝐸𝑜𝑟 cos 𝜃 +

𝒑. 𝒓

4𝜋𝜀𝑜𝜀𝑚𝑟3
                    (15) 

 

Onde a polarização é dada por,  

𝒑 = 4𝜋𝜀𝑜𝜀𝑚𝑎3 𝜀 − 𝜀𝑚

𝜀 + 2𝜀𝑚
𝐸𝑜                                   (16) 

Pela equação de Laplace os campos elétricos são: 

𝐸 =
3𝜀𝑚

𝜀 + 2𝜀𝑚
𝐸𝑜                                                (17) 

𝐸𝑚 = 𝐸𝑜 +
1

4𝜋𝜀𝑜𝜀𝑚

3𝑛(𝑛.𝑝)−𝑝

𝑟3
                                              (18)       

A polarizabilidade é dada pela expressão: 
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𝛼 = 4𝜋𝜀𝑜𝜀𝑚𝑎3 𝜀 − 𝜀𝑚

𝜀 + 2𝜀𝑚
                                         (19) 

Pelas equações deduzidas, podemos perceber que a polarizabilidade descrita 

na equação 19 e o campo elétrico descrito pela equação 17 têm uma frequência de 

ressonância característica na condição de ressonância dada por: 

𝜀 + 2𝜀𝑚 = 0                                    (20) 

Essa é a condição de ressonância de plasmon da nanopartícula. Essa 

condição é muito importante para este trabalho, já que nas proximidades dela o 

campo elétrico criado pelas nanopartículas é amplificado em ordens de magnitude.  

Pela teoria de Mie e com a expansão das equações para os campos elétricos, 

podemos determinar as expressões para os coeficientes de extinção para o 

espalhamento e a absorção. Estas expressões são apresentadas nas equações 21 e 

22 e o formalismo completo destas deduções pode ser encontrado na referência  

(25). 

𝜎𝐸𝑠𝑝𝑎𝑙ℎ𝑎𝑑𝑜 =
𝑘4

6𝜋𝜀0
2

|𝛼(𝜔)|2 =
8𝜋

3
𝑘4𝑎6 |

𝜀 − 𝜀𝑚

𝜀 + 2𝜀𝑚
|

2

                                 (21) 

𝜎𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣𝑖𝑑𝑜 =
𝑘

𝜀0
𝑙𝑚|𝛼(𝜔)| = 4𝜋𝑘𝑎3𝑙𝑚 |

𝜀 − 𝜀𝑚

𝜀 + 2𝜀𝑚
|                                   (22) 

Pelas equações observamos que, para partículas grandes o espalhamento 

predomina, e para as partículas pequenas a absorção domina. Destas equações, 

podemos determinar os espectros de absorção óptica de soluções de nanopartículas 

metálicas e, como será visto adiante, sua diferença em relação à morfologia da 

partícula.  

 

 

 

1.2.1.2 - Ressonância de plasmon em pequenas partículas não esféricas.   
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No caso de partículas não esféricas, o mesmo tratamento pode ser utilizado, 

porém a morfologia da partícula deve ser aproximada para uma elipsoide e aplicada 

à aproximação quase estática (26) (27). Neste caso a polarizabilidade é dada por: 

𝛼𝑖 = 4𝜋𝑎𝑏𝑐
𝜀 − 𝜀𝑚

3𝜀𝑚 + 3𝐿𝑖(𝜀 − 𝜀𝑚)
                                         (23) 

Onde Li é chamado de fator de despolarização. Este fator entra na equação 

porque nestes cálculos o formato cilíndrico é aproximado por um elipsoide, sendo 

este fator determinado de acordo com as dimensões a, b e c ao longo dos três eixos 

principais. Li é então dado por três componentes, La, Lb e Lc conforme equações 

abaixo.  

Sendo:  

𝐿𝑎 =
𝑎𝑏𝑐

2
∫

𝑑𝑞

(𝑎2 + 𝑞)𝑓(𝑞)

∞

0

                                                (24) 

𝐿𝑏 =
𝑎𝑏𝑐

2
∫

𝑑𝑞

(𝑏2 + 𝑞)𝑓(𝑞)

∞

0

                                                 (25) 

𝐿𝑐 = 1 − 𝐿𝑎 − 𝐿𝑏                                                          (26) 

𝐹(𝑞) = {(𝑞 + 𝑎2)(𝑞 + 𝑏2)(𝑞 + 𝑐2)}1/2                                             (27) 

 

Onde a, b e c são as dimensões ao longo dos três eixos do elipsoide. Podemos 

usar este desenvolvimento para o caso de nanopartículas de morfologia cilíndrica, e 

através das equações para as sessões de choque de espalhamento e absorção 

(equações 21 e 22), é possível determinar os espectros de absorção para 

morfologias esféricas e cilíndricas como mostrado na figura 4 (28). 
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Figura 4 - Efeito da morfologia das nanopartículas em seu espectro de absorção 

óptica. (Modificado e reproduzido com permissão da referência (28)) 

Pela figura 4, percebemos que a alteração da morfologia das nanopartículas 

provoca grandes mudanças no espectro de absorção óptica. No espectro de 

nanopartículas esféricas é observado apenas um pico de absorção devido ao 

plasmon, que para o caso de nanopartículas de ouro está situado em torno de 520 

nm (400 nm caso sejam nanopartículas de prata). Isso é devido à simetria da 

partícula, o elétron só tem uma direção preferencial de movimento. Por outro lado, 

quando estamos trabalhando com nanobastões de ouro, temos dois picos de 

ressonância de plasmon, um devido à oscilação coletiva dos elétrons nas 

extremidades dos nanobastões, este sendo chamado de plasmon transverso, e 

outro pico, mais intenso, devido à ressonância de plasmon ao longo do comprimento 

dos nanobastões, sendo este chamado de plasmon longitudinal.  

Adiante neste mesmo capítulo será apresentado mais detalhes das 

propriedades ópticas de nanopartículas em morfologias anisotrópicas.  

 

 

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm) 
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1.3 - Espectroscopia Raman 

O efeito Raman foi descoberto por Sir Chandrasekhara Venkata Rāman em 

1923 (29), ao observar que, quando um feixe de luz monocromático intenso de 

frequência (f) atravessa um meio material, a luz espalhada mostra além da radiação 

de mesma frequência que a luz incidente (espalhamento Rayleigh) uma série de 

novas linhas extremamente fracas. Com esta importante descoberta e sua 

explicação, ele foi premiado com o Nobel de Física de 1930.  Com a descoberta dos 

lasers em 1960, difundiu-se a espectroscopia Raman (30), que hoje é amplamente 

utilizada em vários campos de pesquisa, com um grande destaque para a pesquisa 

de nanomateriais (31). 

Quando incidimos um feixe de luz em um material, ele pode ser espalhado 

elástica (espalhamento Rayleigh) ou inelasticamente. O efeito Raman consiste no 

espalhamento inelástico da luz, em que as diferenças de energia entre a luz 

incidente e a luz espalhada dependem das propriedades vibracionais das moléculas 

do material. Dois processos distintos são possíveis, o Stokes e o Anti-Stokes. O 

primeiro ocorre quando há uma redução da energia do fóton espalhado, por causa 

do aumento da energia vibracional do material, e o segundo ocorre quando a 

energia do fóton espalhado aumenta quando da diminuição da energia vibracional. 

Na figura 5 estão ilustrados estes processos. 

 

Figura 5 - Explicação do efeito Raman em níveis de energia. Adaptado da referência 

(32). 
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A espectroscopia Raman estuda então os modos de vibração das moléculas, 

ou seja, os movimentos dos seus átomos no material. Estas moléculas podem ter 

3N-6 coordenadas, que descrevem seu movimento, já excluindo os movimentos de 

translação e rotação. Quando uma molécula é então irradiada com luz de certo 

comprimento de onda, é induzido nela um momento de dipolo, devido os 

deslocamentos periódicos dos seus átomos, e a molécula é então polarizada como 

mostra a equação 28, onde 𝛼𝑜 é a polarizabilidade da molécula e  𝐸𝑜 o campo 

elétrico de excitação. 

𝑃 = 𝛼𝑜𝐸𝑜 cos 2𝜋𝑣𝑡                                      (28) 

Porém, a polarizabilidade pode variar como mostrado na equação 29 e, neste 

caso, teremos duas novas frequências. Essa variação da polarizabilidade é a 

responsável pelo efeito Raman, e é o que o diferencia da espectroscopia no 

infravermelho, cuja característica é uma mudança no momento de dipolo da 

molécula. 

𝑃 = (𝛼𝑜 +
𝜕𝛼

𝜕𝑥
𝑥)𝐸𝑜 cos 2𝜋𝑣𝑡                                        (29) 

Como as moléculas são complexas e com diversas frequências de vibração 

diferentes, medidas de espectroscopia Raman têm vários picos correspondendo às 

frequências de vibração molecular. Como cada, molécula tem uma estrutura 

molecular característica, o espectro Raman é especifico para cada uma delas, sendo 

uma assinatura molecular que torna possível sua identificação. A espectroscopia 

Raman é então uma técnica muito importante em diversas aplicações, tanto 

acadêmica como industriais. Porém, como citado anteriormente, o sinal Raman é 

muito fraco, o que dificulta aplicações importantes, como por exemplo, a obtenção 

de espectros Raman de proteínas e outras biomoléculas (33).  
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1.4 - SERS (Surface-enhanced Raman spectroscopy) 

 

“The most spectacular application of plasmonics” 2 

O efeito SERS (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy), descoberto por 

Richard Van Duyne em 1976 (34), tem sido extensivamente estudado, porque é uma 

técnica altamente sensível, que abre a possibilidade de detectar moléculas em 

concentrações extremamente baixas, e mesmo ao nível de molécula única (35) (36). 

Isso despertou o interesse na sua utilização para biosensoriamento (37) (38). Muitos 

estudos têm sido realizados para explicar o efeito SERS, agora sabemos que ele se 

origina de dois mecanismos principais (39) (40), o químico (41) e o eletromagnético 

(42). Em experimentos SERS, a equação 28 para o dipolo Raman, reescrita na 

equação 30, pode ser modificada para a equação 31. Nestas equações, 𝛼 𝑜
𝑅 é a 

polarizabilidade da molécula, 𝛼𝑅 é a polarizabilidade da molécula após a interação 

com o substrato SERS,  𝐸𝑜 é o campo elétrico do laser excitação e 𝐸𝐿𝑜𝑐𝑎𝑙 o campo 

elétrico resultante da soma do campo elétrico do laser de excitação com o campo 

elétrico criado em torno das nanopartículas. 𝜔𝐿 e  𝜔𝑅 são as frequências do laser de 

excitação e dos modos vibracionais das moléculas, respectivamente.  

𝐩𝐨(𝛚𝐑) = 𝛂𝐨
𝐑(𝛚𝐋, 𝛚𝐑)𝐄𝐨(𝛚𝐋)                                                     (𝟑𝟎) 

𝒑(𝝎𝑹) = 𝜶𝑹(𝝎𝑳, 𝝎𝑹)𝑬𝑳𝒐𝒄𝒂𝒍(𝝎𝑳)                                                   (𝟑𝟏) 

Pelas equações 30 e 31, podemos identificar duas origens para a modificação 

do sinal Raman durante os experimentos SERS, a primeira é a modificação da 

polarizabilidade da molécula e a segunda a alteração do campo elétrico que passa a 

ser o campo local, ou seja, a soma do campo incidente com o campo criado pelas 

nanoestruturas plasmônicas. O primeiro efeito aparece devido a mecanismos de 

troca de carga entre o substrato e a molécula em estudo, e é chamado de efeito 

químico, sendo devido a qualquer efeito que possa alterar a polarizabilidade Raman 

em condições SERS em comparação a experimentos sem SERS. Existem muitas 

formas diferentes nas quais a polarizabilidade pode ser modificada pela presença do 

substrato metálico. Por exemplo, uma interação fraca pode resultar em uma 

                                                           
2 Extraído da referência (5) 
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perturbação da densidade eletrônica da molécula e assim provoca alterações na sua 

polarizabilidade. Interações fortes com o substrato (covalente) podem resultar na 

modificação da estrutura eletrônica da molécula, o que leva ao aparecimento de 

processos de transferência de carga (43) que também contribuem para o efeito 

químico em SERS. O enhancement químico é fortemente dependente da molécula 

em estudo, visto que reflete a interação físico-química da molécula com o substrato. 

Já o “enhancement eletromagnético” se aplica a todas as moléculas, uma vez 

que é originado da interação entre elas e o intenso campo elétrico criado pela 

ressonância de plasmon em torno de nanoestruturas metálicas. Isto é devido ao 

fenômeno da ressonância de plasmons de superfície localizado (LSPR) de 

nanopartículas de metais nobres, que são modos eletromagnéticos associados com 

as oscilações dos elétrons em suas superfícies, devido à sua escala de dimensão 

nanométrica. Esse fenômeno de ressonância de plasmons faz com que essas 

nanoestruturas metálicas se comportem como "nanoantenas", ampliando os campos 

eletromagnéticos em torno de sua superfície (44). Especialmente quando a molécula 

de interesse está localizada entre duas nanopartículas, é produzido um campo 

extremamente forte chamado de "Hot-Spot" (6) (45) (46), condição em que o efeito 

SERS é máximo.  

A fabricação de substratos SERS ativos, homogêneos e reprodutíveis não é 

trivial e está sendo amplamente estudada (12) (47) (48). Muitos substratos foram 

relatados com diferentes métodos de preparação e os nanomateriais mais diversos 

(49) (50). Nanoestruturas metálicas de várias morfologias são usadas em substratos 

SERS, como por exemplo, nanopartículas de ouro (51), nanobastões de ouro (52), 

nanoestrelas de ouro (53), nanocarambolas de ouro (54), entre outros. Nanobastões 

de ouro (4) são de particular interesse devido às suas excelentes propriedades 

plasmônicas e sua grande promessa em muitas aplicações. Vários estudos recentes 

têm mostrado que os nanobastões de ouro são excelentes substratos para SERS 

devido ao forte aumento de campo elétrico nas suas extremidades, causado pela 

alta curvatura e a possibilidade de ajustar o valor de ressonância de plasmon de 

superfície em uma ampla faixa espectral, tornando mais fácil a combinação com os 

lasers de excitação disponíveis. 
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1.5 - Dynamic light scattering (DLS) 

Espalhamento dinâmico de luz, também chamado de Espectroscopia de 

Correlação de Fótons (11), é uma técnica usualmente utilizada para medir o 

tamanho de partículas. A técnica de DLS, do inglês Dynamic light scattering, atua 

medindo o movimento Browniano e correlacionando-o com o tamanho das 

partículas. Movimento browniano é um movimento aleatório de partículas devido à 

interação com as moléculas do fluido em volta delas. Quanto maior for a partícula, 

mais lento será o seu movimento browniano, por outro lado, quanto menores forem 

as partículas, mais rápido será o seu movimento, devido à maior interação com o 

meio a sua volta. Através da dinâmica da partícula no fluido é possível determinar 

seu tamanho utilizando a equação de Stokes-Einstein; 

𝑅 =
𝑘𝑇

6𝜋𝑛𝐷
                                                                         (32) 

R = Diâmetro hidrodinâmico 

D = Coeficiente de difusão de translação 

k = Constante de Boltzmann 

T = Temperatura absoluta 

η = Viscosidade 

O diâmetro medido é o diâmetro hidrodinâmico, ou seja, refere- se ao modo 

como uma partícula se difunde dentro de um fluido e está relacionado ao coeficiente 

de difusão de translação. O coeficiente de difusão de translação dependerá não só 

do tamanho da partícula, mas também da estrutura de sua superfície, da 

temperatura e da viscosidade do fluido. Qualquer modificação da superfície de uma 

partícula que afeta a sua velocidade de difusão irá modificar o tamanho aparente da 

partícula. Outra consideração é sobre a morfologia das partículas, pois o tratamento 

matemático para partículas não esféricas é mais complicado. A esfera é o único 

objeto cujo tamanho pode ser facilmente determinado com o uso da técnica de 

espalhamento dinâmico de luz. 
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O diâmetro hidrodinâmico de uma partícula não esférica é o diâmetro de uma 

esfera que possui o mesmo coeficiente de difusão. Se a forma de uma partícula 

sofre mudanças que afetam sua velocidade de difusão, o tamanho hidrodinâmico 

também será alterado. Por outro lado, medidas de DLS também podem ser 

realizadas por uma componente não polarizada da luz que permite a avaliação tanto 

da difusão translacional, como da difusão rotacional. Como resultado, a dispersão de 

luz despolarizada pode ser utilizada para obter o raio hidrodinâmico da esfera 

equivalente, o comprimento real e o diâmetro de difusão de partículas não esféricas, 

como as de morfologia cilíndrica, como é o caso dos nanobastões de ouro.  

Em espalhamento dinâmico de luz, a velocidade em que as partículas estão se 

difundindo devido ao movimento Browniano é medida através da medida da 

flutuação da intensidade de dispersão da luz. Para um sistema de partículas em 

movimento browniano, um padrão é observado sempre que a posição estiver em 

constante movimento. Isto porque a fase das partículas que se movem está em 

constante evolução havendo a formação de novos padrões. A taxa na qual a 

flutuação de intensidade vai ocorrer depende do tamanho das partículas. A Figura 6 

ilustra esquematicamente flutuações de intensidade para uma dispersão de 

partículas grandes e uma dispersão de partículas pequenas. As pequenas partículas 

fazem com que a intensidade flutue mais rapidamente do que as grandes. A melhor 

maneira de analisar a flutuação é com um dispositivo chamado correlacionador, que 

é basicamente um dispositivo de comparação de sinais, destinado a medir o grau de 

semelhança entre dois sinais distintos e em diferentes intervalos de tempo. Se a 

intensidade de um sinal é comparada com um ponto particular no tempo e em um 

tempo muito distante, uma flutuação aleatória das intensidades do sinal é evidente e 

eles não estarão relacionados, isto é, não haverá nenhuma correlação entre os dois 

sinais. 
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Figura 6 - Espalhamento de luz em nanopartículas de diferentes diâmetros (Fonte: 

Referência  (55)) 

  

Para determinar as dimensões de nanopartículas pela técnica de espalhamento 

de luz, a intensidade do sinal espalhado em um tempo (t) é comparada com a 

intensidade do sinal espalhado em um tempo infinitesimal depois (t + Δt). Haverá 

uma forte relação entre as intensidades dos dois sinais, ou seja, eles estarão 

correlacionados. Se o sinal em (t) é comparado com o sinal em (t + 2Δt), haverá uma 

relação reduzida entre os dois sinais. O período de tempo ΔT é geralmente muito 

pequeno, da ordem de nanossegundos ou microssegundos e é chamado o tempo de 

amostra do dispositivo de correlação. Se as partículas são grandes, o sinal muda 

muito lentamente e a correlação irá persistir por um longo tempo (figura 6a). Se as 

partículas são pequenas e estão movendo-se rapidamente, a correlação irá reduzir 

mais rapidamente (figura 6b). O momento em que a correlação começa a ter um 

decaimento significativo é uma indicação da dimensão média das partículas. A 

função de correlação, visto que as partículas estão em uma dispersão com 

constante movimento Browniano aleatório, faz com que a intensidade da luz seja 

(a) 

(b) 
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dispersa e flutue como uma função do tempo. O correlacionador irá construir a 

função de auto-correlação G (τ) da intensidade (equação 33) que mede o grau de 

dependência entre os sinais em I (t) e I (t + τ). 

𝐺 (𝜏) = < 𝐼 (𝑡). 𝐼(𝑡 +  𝜏) >                                                  (33) 

Onde τ é a diferença de tempo (o tempo de amostra) do dispositivo de 

correlação. Para um grande número de partículas em movimento browniano, a 

função de correlação (dado o símbolo [G]) é uma função de decaimento 

exponencial, onde Γ é a taxa de decaimento relacionada à frequência de relaxação 

do movimento da partícula, e τ é o intervalo de tempo entre as correlações.  

𝐺 (𝜏) =  [1 +  𝑒𝑥𝑝(−2𝛤𝜏)]                                                  (34) 

Onde  

Γ = Dq2 em que D = coeficiente de difusão translacional  

q = (4πn/λo)sin(θ/2) 

Sendo q o vetor de espalhamento, n = índice de refração do fluido, λo = 

comprimento de onda de excitação, θ = ângulo de dispersão.  

Como o coeficiente de difusão translacional está associado à taxa de 

decaimento, é possível determiná-lo. Aplicando a equação de Stokes-Einstein é 

possível então calcular o raio hidrodinâmico das partículas no fluido. A obtenção de 

informações de tamanho a partir da função de correlação é conseguida usando 

vários algoritmos. 
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1.6 - Nanomateriais 

1.6.1 - Nanomateriais de carbono 

 

O carbono tem a capacidade de fazer diferentes ligações químicas de modo a 

criar estruturas com propriedades completamente diferentes, como por exemplo, o 

grafite e o diamante. Isto ocorre porque no átomo de carbono, com configuração 

eletrônica 1s2, 2s2, 2p2, os orbitais de valência 2s e 2p podem se misturar para 

formar três orbitais híbridos: sp1, sp2 e sp3. Essa versatilidade do carbono fez surgir 

vários tipos de estruturas bem distintas e interessantes. Na figura 7, temos 

diferentes nanomateriais formados por diversas formas de organização dos átomos 

de carbono, tais como nanotubos de carbono (1), grafeno (2), fullereno (56). Existem 

outros materiais interessantes formados também por diferentes organizações dos 

átomos de carbono, tais como, nanopartículas de carbono fluorescentes (57) e 

nanodiamantes (58), que têm sido estudados e têm uma ampla gama de potenciais 

aplicações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Diferentes tipos de nanomateriais de carbono [reproduzido com permissão 

de Nature Materials] (2). 
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O fullereno C60 (56), também chamado de buckyballs, foi descoberto por 

Richard Smalley e Kroto em 1985 (59), pelo qual foram premiados com o prêmio 

Nobel de química em 1996. Este material é formado por estruturas fechadas, 

convexas, compostas por faces pentagonais e hexagonais, formadas por átomos de 

carbono com hibridização sp2 (Figura 7). Em 1991, Sumio Iijima, tentando produzir 

fullerenos, descobriu os nanotubos de carbono de paredes múltiplas (60), sendo que 

ele iria descobrir os nanotubos de parede simples dois anos mais tarde (61).  

Os nanotubos de carbono têm grande interesse científico e tecnológico devido 

às suas propriedades extraordinárias, como por exemplo, elevada resistência 

mecânica (força específica 48,5 x 103 KN.m. Kg-1) (Módulo de Young >1000 GPa), 

alta condutividade térmica (~6000 W.m-1. K-1), flexibilidade, alta área específica e 

propriedades eletrônicas únicas, podendo apresentar caráter metálico ou 

semicondutor dependendo da organização atômica. Em relação a sua estrutura, eles 

podem ser de três tipos, zigzag, armchair ou chiral. Muito importante nos nanotubos 

de carbono é a capacidade de modificação química de sua superfície, sendo que 

acoplamentos covalentes e não covalentes são possíveis, o que gera interessantes 

aplicações em biologia. A funcionalização dos nanotubos de carbono será abordada 

mais adiante neste trabalho. 

O grafeno (Novoselov et al, 2004; Geim Novoselov, 2007) (2), descoberto em 

2004 e concedido aos seus descobridores o prêmio Nobel de Física em 2010, é uma 

folha monocamada de átomos de carbono com hibridação sp2, produzido pelas 

técnicas de esfoliação mecânica ou química de grafite, ou por meio do método de 

deposição química em fase vapor ou CVD do inglês Chemical Vapour Deposition 

(62). Este nanomaterial possui excelentes propriedades eletrônicas, ópticas, 

térmicas, mecânicas e químicas e, pela virtude de sua biocompatibilidade, tem 

aplicações potenciais em nanomedicina. O grafeno apresenta uma grande área 

teórica de superfície específica (2630 m2g-1) (62), os elétrons viajam como se eles 

não carregassem nenhuma massa, o que significa que tem uma alta mobilidade (200 

000 cm2v− 1s− 1) (63), e podem transferir energia para as moléculas próximas (62). A 

sua condutibilidade térmica é isotrópica e é muito mais elevada do que o valor 

observado em todas as outras nanoestruturas de carbono (~5000 Wm-1K-1) (64). 

Mecanicamente, o grafeno parece ser um dos materiais mais fortes já testados, com 
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módulo de Young de ~1.0 TPa (65), com alta elasticidade, flexibilidade e 

adaptabilidade para superfícies planas ou irregulares (62). Além disto, é altamente 

transparente à luz visível (Transmitância de ~ 97,7). Devido a essas ótimas 

propriedades físicas e químicas, o grafeno tem ampla aplicação em diversas áreas, 

como nanoeletrônica, optoeletrônica, sensores, painéis fotovoltaicos e biotecnologia, 

como pode ser encontrado no recente trabalho de revisão de Ferrari et al (62). 

Recentemente, vêm se destacando materiais derivados do grafeno, tais como, óxido 

de grafeno (GO) (66), óxido de grafeno reduzido (rGO) (67) e Nano-GO (68). 

1.6.2 - Óxido de grafeno (GO) 

 

Óxido de grafeno (GO) é um derivado do grafeno, normalmente obtido por meio 

de tratamento químico de grafite em meio ácido. GO tem características que são 

muito diferentes das do grafeno devido à presença de diversos grupos contendo 

oxigênio em sua superfície (-C-O-C-, C-O-H, -COOH, etc.) (Figura 8b), o que torna 

este material negativamente carregado. Isso faz com que o GO seja solúvel em 

água ou outros solventes polares. No entanto, sua solubilidade em ambientes 

orgânicos pode ser melhorada por modificação química.  

No entanto, ele ainda apresenta as excelentes propriedades do grafeno, sendo 

mecanicamente forte, flexível, transparente e biocompatível, principalmente devido à 

sua natureza hidrofílica. Diversos métodos já foram publicados sobre a produção de 

óxido de grafeno, sendo que métodos mais comuns são os de Brodie (69), de 

Staudenmaier (70), e o Método de Hummers (71), todos envolvendo a oxidação do 

grafite para obter grupos hidrofílicos sobre a superfície das folhas de GO formadas. 

Em particular, uma combinação de clorato de potássio (KClO3) e ácido nítrico 

(HNO3) é utilizada para oxidar grafite nos métodos de Brodie e Staudenmaier, 

enquanto permanganato (KMnO4) e ácido sulfúrico (H2SO4) são usados no método 

de Hummers. Depois do processo de oxidação, o produto resultante deve ser 

esfoliado para obter as folhas de GO, usando ultra-sonicação. 
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1.6.3 - Óxido de grafeno reduzido (rGO) 

 

 

Figura 8 - Processo de formação do óxido de grafeno reduzido.  

Como citado anteriormente, o óxido de grafeno contém diversos grupos 

contendo oxigênio em sua superfície. Em 2007, Ruoff et al (72) obtiveram grafeno, 

reduzindo o GO com hidrazina a 100 °C por 24 horas. A redução química do óxido 

de grafeno o torna mais hidrofóbico. A redução do GO, com hidrazina resultou em 

deslaminação e pirólise dos grupos funcionais contendo oxigênio, resultando em 

folhas de grafeno. Esta redução química pode ser obtida com vários outros agentes 

redutores, tais como hidroquinona, boridreto de sódio (NaBH4) e ácido ascórbico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 41 

  

1.6.4 - Nanobastões de Ouro 
 

“A super star in the field of nanotechnology” 3  

Nanopartículas metálicas tem despertado grande interesse na comunidade 

científica, devido a suas propriedades ópticas únicas e suas possíveis aplicações. 

Isso se deve principalmente porque, em escala nanométrica, nanoestruturas 

metálicas apresentam propriedades ópticas, eletrônicas, catalíticas, entre outras, 

muito diferentes das do material bulk. Essas mudanças nas propriedades ocorrem 

principalmente devido à grande proporção entre área superficial e o volume e 

também ao confinamento espacial dos elétrons livres.  

Recentemente, tem-se despertado muito interesse em nanopartículas de 

morfologia anisotrópica, porque as propriedades desta morfologia são muito 

diferentes de nanopartículas esféricas. De todos os tipos de nanopartículas, os 

nanobastões de ouro têm despertado muita atenção, principalmente por que eles 

têm algumas características muito interessantes. Eles têm dois modos de 

ressonância de plasmons associados com as oscilações dos elétrons livres. O 

comprimento de onda de plasmon de modo longitudinal pode ser sinteticamente 

sintonizado em uma ampla faixa espectral, que vai do visível até a região do 

infravermelho, simplesmente variando sua razão de aspecto (Comprimento/largura). 

Eles têm pouca toxicidade em sistemas biológicos e sua química de superfície é 

simples, o que tem permitido a ligação de várias biomoléculas, e, além disto, tem 

sido demonstrado que são as melhores partículas para aplicação em SERS (73). 

Muitos métodos de síntese têm sido relatados nos últimos anos na tentativa de 

obter nanobastões de ouro de alta qualidade, homogêneos e estáveis. O método 

chamado de “mediado por sementes”, descoberto por El-Sayed et al (2003) (74) e 

Murphy et al (2001) (75), tem sido o mais tradicional. Outro método para sintetizar 

nanobastões de ouro é o método fotoquímico que tem grande importância neste 

trabalho. Descrito pela primeira vez por Peidong Yang et al (76) em 2002, este 

método tem a vantagem de ser mais rápido e mais facilmente escalável para a 

produção em larga escala. 

                                                           
3 Extraído da referência (126) 
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Figura 9 - Nanoestruturas de ouro de diversas morfologias. Pequenas Nanoesferas 

(a) Grandes Nanopartículas com superfície rugosa (b), Nanobastões (c) (d), 

Nanoshells (e), Nanogaiolas (f), Nanopartículas ocas (g), 

Tetrahedros/octohedros/cubos/icosahedros (h), formato randômico (i), Pirâmides (j), 

Nanogaiolas Cubicas (k), nanobastões espessos (I), Cubos (m), diversas faces 

piramidais (n) (o), nano triângulos (p). (Modificado e reproduzido com permissão da 

referência (4)) 

 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 43 

  

1.6.5 - Propriedades plasmônicas de Nanobastões de Ouro 

 

Os nanobastões de ouro têm propriedades plasmônicas muito interessantes 

que os diferem de nanopartículas com formato esférico (4) (77). A mais intrigante é a 

sua ressonância de plasmon de superfície localizada (LSPR). LSPR são modos 

eletromagnéticos associados com as oscilações coletivas dos elétrons livres 

confinados em nanoescala. Sobre uma excitação ressonante, eles têm a capacidade 

única de concentrar o campo elétrico dentro da região adjacente à superfície. Essa 

capacidade permite grande aumento da intensidade de campo elétrico em torno dos 

nanobastões. Quando excitados por uma radiação ressonante, três processos de 

decaimento acontecem nos nanobastões de ouro: geração de pares elétron-buraco, 

termonização e emissão de fótons. Além disto, eles ainda têm a capacidade de 

espalhar a luz incidente. Muitos estudos foram realizados para explicar os 

mecanismos de decaimento nos nanobastões de ouro (4). Na figura 10, temos um 

nanobastão de ouro sendo excitado com uma radiação de comprimento de onda 

próximo do infravermelho, e são mostrados os processos foto-físicos nele. 

Basicamente a radiação de energia na faixa do infravermelho induz uma excitação 

do modo de ressonância do plasmon longitudinal resultando em absorção e também 

em espalhamento. A absorção ocorre de duas formas, pela oscilação dos elétrons 

na direção longitudinal e na direção transversal. A grande vantagem dos 

nanobastões é a possibilidade de variar sua absorção óptica em função da sua 

razão de aspecto (Comprimento/largura). Essa variação de suas dimensões faz com 

que nanobastões de diferentes comprimentos, tenham diferentes propriedades 

ópticas (78). Uma transição eletrônica da banda -d para a banda-sp ocorre com 

absorção de dois fótons, gerando um par elétron-buraco cuja recombinação das 

cargas separadas resulta em uma emissão de luminescência de dois fótons (79) 

(80). Calor é gerado devido a colisões elétrons – fônons (81) (82) (83). Nos 

nanobastões de ouro, o comprimento de onda do plasmon longitudinal é altamente 

sensível ao meio dielétrico, o que vem sendo amplamente empregado para criação 

de biosensores (6) (84). 
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Figura 10 – (a) Propriedades dos nanobastões de ouro, quando excitados por uma 

radiação ressonante três processos de decaimento acontecem nos nanobastões de 

ouro, geração de pares elétron-buraco, termonização, e emissão de fótons. Além 

disto, parte da luz também é espalhada. (b) Forte campo elétrico criado em torno 

dos nanobastões na condição de ressonância, (c) Troca de carga nos nanobastões 

de ouro. (Modificado e reproduzindo com permissão das referências  (77) (4))  

Através da teoria de Gans é possível demonstrar que o comprimento de onda 

do plasmon longitudinal nos nanobastões de ouro (4) é dado pela equação 35. 

 

𝜆𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑜𝑛 =  𝜆𝑝√𝜀∞ + (
1

𝐿
− 1)𝜀𝑚                                                (35) 

𝜆𝑝 =  √
2𝜋2𝑐2𝑚∗𝜀∞

𝑁𝑒2                                                  (36)   

 

Onde ε∞ é a constante dielétrica do ouro e L é o fator de despolarização ao 

longo do eixo de comprimento do nanobastão, como detalhado nas equações 24 a 

27. Na equação 36, c é a velocidade da luz, m é a massa efetiva dos elétrons no 

ouro, е é a carga elementar e N é a densidade de elétrons de condução. Nas 

equações fica claro que o comprimento de onda de ressonância do plasmon na 

direção longitudinal dos nanobastões de ouro depende da densidade de elétrons, do 

(a) (b) (c) 
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meio dielétrico e da sua razão de aspecto. Outra situação interessante é a 

possibilidade de troca de carga superficial dos nanobastões de ouro (4). 

Todas estas propriedades têm despertado a comunidade científica para 

importantes aplicações. A emissão de luminescência torna os nanobastões ótimos 

para bioimagens in vivo ou in vitro (85); a liberação de calor pode ser usada na 

terapia fototérmica de tumores (86); as dimensões nanométricas fazem deles ótimos 

para transporte de biomoléculas para o meio intracelular (87) e a propriedade de 

deslocamento do pico de plasmon longitudinal pela mudança do meio dielétrico em 

torno deles, como, por exemplo, uma ligação de compostos químicos em sua 

superfície, torna possível o desenvolvimento de biosensores multiplex (84). 

1.6.6 - Nanobastões em SERS 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

A propriedade mais importante dos nanobastões para aplicação em SERS é o 

forte campo elétrico criado em torno deles na condição de ressonância (Figura 10b). 

Nesta condição, os nanobastões se comportam como “nanoantenas” com enormes 

amplificações de campo. Muitos autores têm estudado esta questão e abordado que 

os nanobastões de ouro são excelentes para SERS devido à sua alta curvatura (73) 

(88). Zuloaga et al (89) estudaram este assunto, mostrando como o campo se 

distribui em torno dos nanobastões de ouro sendo mais intenso nas pontas, já que é 

uma região de alta curvatura. Na figura 10b, temos a intensidade do campo nas 

vizinhanças de um nanobastão em condição de ressonância, vemos que o campo é 

muito mais intenso em suas pontas. Nanobastões de ouro são melhores do que 

nanopartículas esféricas para aplicação em substratos SERS, isso se devendo 

principalmente ao fato de ter bandas de absorção de plasmons ajustáveis em toda a 

região visível e do infravermelho próximo (NIR), de ter uma superfície altamente 

curvada o que faz com que ele apresente um maior aumento do campo local, e 

também porque como demonstrado por Thomas et al (88), dimers de nanobastões 

de ouro formam regiões de altíssimo campo elétrico (hot-Spots). El-Sayed et al 

demonstraram que nanobastões de ouro tem maiores aumentos de sinal SERS do 

que nanopartículas esféricas (73), o que é devido à excitação parcial da banda de 

plasmon de superfície longitudinal e à contribuição do efeito químico entre a forte 

ligação das moléculas nas faces {1 1 0} dos nanobastões. Nanobastões podem 
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apresentar um aumento do campo elétrico muito maior em suas pontas em 

comparação com o aumento do campo em torno das nanopartículas, levando ao 

aumento da atividade SERS (90). Além disso, agregados de nanobastões também 

mostram fortes efeitos de intensificação SERS, maior de que agregados de 

nanopartículas, devido ao aumento da densidade dos pontos de junção resultante da 

sua grande área de superfície (91). Há interesse crescente pelo uso de nanobastões 

de ouro como substratos SERS em estudos químicos e biológicos nos últimos anos 

(37).  

1.6.7 - Nanocompósitos 

 

Nanoestruturas híbridas ou nanocompósitos são uma classe de materiais que 

são compostos de dois ou vários componentes, em que pelo menos um deles tem 

uma dimensão em nanoescala. Nanoestruturas híbridas têm as vantagens de seus 

componentes individuais, e ao mesmo tempo podem exibir novas propriedades e 

funções para aplicações práticas. Os componentes de uma estrutura híbrida podem 

ser escolhidos entre uma ampla gama de materiais, incluindo metais, óxidos 

metálicos, polímeros, materiais carbonáceos, etc. É importante notar que as suas 

morfologias são versáteis, tais como zero dimensionais (0D) como quantum dots, 1D 

como nanofios, 2D como as nanofolhas como, por exemplo, grafeno e derivados e 

3D como estruturas porosas e redes (92). 

A síntese controlada de nanoestruturas de metais sobre nanomateriais de 

carbono tem muito interesse, uma vez que as suas propriedades físicas e químicas 

são dependentes do seu tamanho, forma, composição e estrutura. Com as 

excelentes propriedades eletrônicas, grande área de superfície específica e boa 

estabilidade térmica e mecânica, o grafeno e os seus derivados são materiais ideais 

para a nucleação e crescimento dos nanocristais inorgânicos, para a produção de 

nanoestruturas híbridas funcionais através de diversos métodos. Vários trabalhos 

têm sido publicados onde nanoestruturas metálicas foram crescidas com sucesso 

sobre nanofolhas de grafeno, com o objetivo de atingir o melhor desempenho em 

aplicações como catálise, eletrônica e sensores (93) (94). O método de redução 

química in situ é a estratégia mais popular utilizada para a síntese de nanoestruturas 

híbridas grafeno-metal. A redução direta dos precursores metálicos (por exemplo, 
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HAuCl4, AgNO3, K2PtCl4, H2PdCl6 ou CuCl2) na presença de óxido de grafeno (GO) 

ou de óxido de grafeno reduzido (rGO) usando como agente redutor NaBH4 ou ácido 

ascórbico, é aplicada para a síntese de várias nanoestruturas com o grafeno. Por 

exemplo, nanopartículas de ouro (GNPs) foram sintetizadas no rGO por redução de 

AuCl4 com NaBH4 (95). Outros autores utilizaram métodos similares para formar 

híbridos entre nanobastões de ouro e óxido de grafeno  (96) (97). 

Características como ampla relação superfície/volume, alta dispersabilidade em 

água e em solventes orgânicos e uma vasta gama de grupos funcionais ligados à 

sua superfície, faz do GO um grande candidato para a formação de híbridos com 

nanoestruturas metálicas, como recentemente reportado por Shaojun Dong et al 

(2013) (93) e Perry T. Yin et al (2013) (94). Muitos nanocompósitos entre GO e 

nanoestruturas metálicas, tais como nanopartículas de ouro, prata, cobre e platina, 

para muitas aplicações importantes tem sido publicadas. A formação de 

nanocompósitos com nanobastões de ouro foi reportada nos últimos anos por vários 

autores, porém os métodos utilizados nestes trabalhos fazem uso de ligantes para 

promover a interação de GO com nanobastões de ouro. 

Nanocompósitos entre óxido de grafeno e nanobastões de ouro são muito 

interessantes para substratos SERS. Neste trabalho foi desenvolvido um processo 

simples e fácil de formação de híbridos entre o óxido de grafeno e nanobastões de 

ouro in situ, por meio da síntese fotoquímica de nanobastões de ouro através da 

irradiação por luz ultravioleta e seu crescimento em regiões ativamente 

funcionalizadas de óxido de grafeno e de nanotubos de carbono funcionalizados. O 

nanocompósito resultante foi depositado como um filme fino, para o caso do GO, e 

como uma estrutura irregular por entrelaçamentos no caso dos nanotubos. Estes 

materiais foram aplicados no desenvolvimento de substratos para SERS, com 

elevada sensibilidade e uma excelente reprodutibilidade. A combinação do óxido de 

grafeno ou nanotubos de carbono, com nanobastões de ouro, forma um material que 

combina as propriedades químicas das nanoestruturas de carbono, com o 

enhancement eletromagnético dos nanobastões ouro.  
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Neste capítulo são apresentados os objetivos deste trabalho 
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2 - OBJETIVOS  
 

O objetivo geral deste trabalho é a síntese de nanobastões de ouro, e de nano 

compósitos entre nanobastões de ouro e nanoestruturas de carbono (nanotubos de 

carbono e óxido de grafeno), além de sua aplicação para o desenvolvimento de 

substratos SERS. Também é objetivo deste trabalho a utilização da dinâmica 

rotacional de nanobastões de ouro para detecção biológica através da técnica de 

espalhamento dinâmico de luz.  

 

2.1 - Objetivos específicos 
 

 

 Síntese e caracterização de nanobastões de ouro através do método de 

crescimento mediado por semente. 

 Síntese e caracterização de nanobastões de ouro através do método de 

crescimento por irradiação de luz ultravioleta. 

 Síntese e caracterização de nanocompósitos entre óxido de grafeno e 

nanobastões de ouro. 

 Síntese e caracterização de nanocompósitos entre nanotubos de carbono e 

nanobastões de ouro. 

 Aplicação de nanobastões de ouro para estudo de efeito SERS 

 Aplicação de nanocompósitos entre nanotubos de carbono e nanobastões de 

ouro para o desenvolvimento de substratos SERS 

 Aplicação de nanocompósitos entre óxido de grafeno e nanobastões de ouro 

para o desenvolvimento de substratos SERS. 

 Medidas de “enhacement químico” em filmes de óxido de grafeno. 

 Medidas da dependência do comprimento de onda do laser em medidas 

SERS. 

 Detecção biológica através da técnica de espalhamento dinâmico de luz pela 

utilização da dinâmica rotacional de nanobastões de ouro. 
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Parte Experimental   

 

 Síntese e caracterização dos Nanomateriais e Nanocompósitos 

 

 

 

 

 

Nas sessões 3.1 até 3.5 são apresentados os procedimentos e resultados de Síntese 

e caracterização dos Nanomateriais e Nanocompósitos. 
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3 - PARTE EXPERIMENTAL 
 

A parte experimental deste trabalho está dividida em três sessões. 

Primeiramente são apresentados os resultados de síntese e caracterização de 

nanobastões de ouro através de três diferentes métodos, o “mediado por semente”, 

o por irradiação UV, e o método utilizando compostos aromáticos como agentes 

redutores. Em seguida, são mostrados os resultados de síntese e caracterização 

dos nanocompósitos entre óxido de grafeno e nanobastões de ouro e também os 

resultados de síntese e caracterização dos nanocompósitos entre nanotubos de 

carbono e nanobastões de ouro. Na sessão seguinte, são apresentados os 

resultados de estudo do efeito SERS em nanobastões de ouro puros, nos 

nanocompósitos entre GO e nanobastões de ouro, e nos nanocompósitos entre 

nanotubos de carbono e nanobastões de ouro. Na sessão final, são mostrados os 

resultados de detecção biológica através da técnica de espalhamento dinâmico de 

luz pela utilização da dinâmica rotacional de nanobastões de ouro. 

Os resultados desta primeira sessão foram patenteados no INPI - Instituto 

Nacional da Propriedade Industrial, sobre o número BR1020140122958 e publicados 

nas revistas cientificas internacionais Journal of Colloid and Interface Science e RSC 

Advances. 

Síntese Fotoquímica de Nanoestruturas Híbridas de Ouro e Carbono e suas Aplicações 

e Usos. Patente: Privilégio de Inovação. Número do registro: BR1020140122958. CAIRES, 

Anderson. J. LADEIRA, L. O, ALVES, D. C. B, FERLAUTO, A. S. Raissa Vaz, Samary Spiria; Data 

de depósito: 21/05/2014, Instituição de registro: INPI: Instituto Nacional da Propriedade 

intelectual.  

A. J. Caires, D. C. B. Alves, C. Fantini, A. S. Ferlauto, L. O. Ladeira. One pot in situ 

photochemical Synthesis of graphene oxide gold nanorod nanocomposite for Surface-

enhanced Raman Spectroscopy. RSC Advances: an international journal to further the 

chemical sciences - RSC Advances, 2015, 5, 46552 – 46557. 
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A.J. Caires, R.P. Vaz, C. Fantini, L.O. Ladeira. Highly sensitive and simple SERS 

substrate based on photochemically generated carbon nanotubes-gold nanorods hybrids. 

Journal of Colloid and Interface Science 455 (2015) 78–82. 

 
3.1 - Materiais 

 

Ácido cloroáurico (HAuCl4-3H2O) foi sintetizado no Laboratório de 

Nanomateriais do Departamento de Física da UFMG, utilizando um procedimento 

previamente descrito na literatura (98). Brevemente, 5 g de ouro puro foram 

dissolvidos em 80 mL de água régia (HCl: HNO3 3:1 v/v). Após o ouro ser 

completamente dissolvido pela mistura de ácidos, a solução foi colocada em estufa a 

60 ºC para a evaporação da mistura de ácidos. Em seguida foi então adicionado 

ácido nítrico e repetido a secagem por três vezes. Ao final o precipitado foi pesado e 

disperso em água deionizada na concentração ideal de 0,1 M de HAuCl4. 

Nitrato de prata (AgNO3), ácido ascórbico (C6H8O6), brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB – Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), acetona, ácido 

bromo salicílico e ciclohexano foram adquiridos na Sigma Aldrich. Pó de grafite foi 

fornecido pela Nacional de Grafite (HC 30, pureza ≥ 99,5, partículas de diâmetro 

médio de 27,5 mM). NaNO3 (Merck, 99% de pureza), H2SO4 (95,0-98,0%), KMnO4 

(Sigma Aldrich, pureza ≥ 99%), H2O2 e heptóxido de dimanganês (Mn2O7) foram 

adquiridos de fornecedores comerciais. Todos os solventes foram obtidos a partir de 

fornecedores comerciais sem purificação adicional. Foi utilizada água Milli-Q com 

uma resistividade de 18,2 mohms • cm. GO foi sintetizado utilizando o método de 

Hummers. O reator foi construído no próprio laboratório utilizando lâmpadas de 

ultravioleta comerciais e um tudo de quartzo de 1 m de comprimento por 1 cm de 

largura. Foi utilizada a centrífuga ThermoScientific ™ Sorval LegenMach 1,6. 
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3.2 - Técnicas de caracterização 
 

A caracterização óptica foi realizada por espectroscopia UV-Vis-Nir, com um 

espectrofotômetro Shimadzu 3600, utilizando cubetas de quartzo de caminho óptico 

de 10 milímetros de comprimento. Imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão (TEM) foram realizadas em um microscópio eletrônico de transmissão 

Tecnai G2-20, instalado no Centro de Microscopia da UFMG, usando grades de 

cobre com um filme contínuo de carbono padrão para microscopia, e uma tensão de 

aceleração de 200 kV. A imagem de TEM de campo escuro foi realizada no 

microscópio de transmissão TITAN, instalado no INMETRO. Imagens de microscopia 

eletrônica de varredura (SEM) foram realizadas em um microscópio eletrônico de 

varredura quanta 200, instalado no Centro de Microscopia da UFMG e no 

Microscópio Eletrônico de Varredura - JEOL JSM - 6360LV. As amostras foram 

preparadas a partir da dispersão sobre uma grade TEM (200 malhas de carbono) de 

uma gota de solução. Medidas de SERS e Raman foram realizadas utilizando um 

espectrômetro Dilor XY com um laser de Ar com comprimento de onda de excitação 

de 647 nm com uma objetiva 10X, e no espectrômetro T64000, usando lasers na 

região do infravermelho. A potência do laser sobre a amostra foi mantida a 1 mW, os 

espectros foram adquiridos durante 10 segundos com uma acumulação. O 

mapeamento SERS foi realizado em um Raman Microscope alpha 300 R (Witec), 

com comprimento de onda de excitação 633 nm e acúmulo 0,3 segundo. A potência 

do laser sobre a amostra foi mantida abaixo de 1 mW focalizada por meio de um 

microscópio com objetiva de 100X. A caracterização térmica dos nanotubos de 

carbono foi realizada em um equipamento Shimadzu DTG60/60H, com razão de 

aquecimento de 10 ºC/min entre 25 ºC - 800 ºC em fluxo de 100 mL/min de ar 

sintético ultra seco. A massa de amostra empregada nas análises foi em torno de 2 

– 3 mg. As medidas de dispersão dinâmica de luz despolarizada e polarizada foram 

realizadas utilizando um banho térmico a 30 °C para manter a solubilidade do CTAB. 

O aparelho utilizado foi um dispositivo de correlação de fótons Brookhaven BI9000 

operando na configuração 90 graus de geometria de espalhamento, com laser de 

comprimento de onda de 633 nm. 
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3.3 - Síntese de nanobastões de ouro  

3.3.1 - Síntese de nanobastões de ouro – Método mediado por semente 

 

O método mais comum para sintetizar nanobastões de ouro é o método 

chamado de crescimento “mediado por sementes”, desenvolvido por El-Sayed et al 

(2003) (74) e Murphy et al (2001) (75). Neste processo de crescimento, 

nanopartículas de ouro de diâmetro de cerca de ~3 nm são preparadas 

separadamente, geralmente por redução de uma solução de CTAB e ácido 

cloroáurico em meio aquoso com boro hidreto de sódio. Estas nanopartículas são 

chamadas de “sementes”. Certa quantidade desta solução semente é adicionada em 

outra solução, chamada de solução de crescimento, que é uma solução aquosa de 

HAuCl4 em CTAB. Na solução de crescimento, os íons de ouro Au (III) são reduzidos 

para Au (I) pela adição de um agente redutor fraco, geralmente ácido ascórbico. A 

solução semente é adicionada à solução de crescimento, onde as nanopartículas de 

ouro (sementes) atuam catalisando a redução dos íons de ouro Au (I) para Au (0) de 

maneira a permitir a formação de nanopartículas de ouro. Porém, o CTAB tem 

preferência de ligação em planos específicos do ouro e assim, o crescimento resulta 

em partículas de formato anisotrópico. Por outro lado, íons prata se ligam 

seletivamente às faces de maior energia {110} dos nanocristais de ouro em 

formação, de forma a desacelerar a taxa de crescimento sobre estas faces. Como 

resultado, os átomos de ouro serão predominantemente depositados sobre as faces 

{100}, o que conduz ao crescimento longitudinal dos nanobastões. A variação da 

concentração de íons prata é um dos mecanismos utilizados para variar o tamanho 

dos nanobastões formados. Adicionalmente, o tamanho e a forma dos nanobastões 

podem ser modificados ajustando cuidadosamente as condições de crescimento, 

tais como a composição do surfactante, o pH da solução de crescimento, as 

quantidades dos reagentes, a temperatura de crescimento, e a estrutura das 

sementes. Este método de síntese é o que resulta em melhores resultados para os 

nanobastões de ouro, no que diz respeito à homogeneidade, qualidade, controle de 

tamanho e reprodutibilidade. Na figura 11, temos o esquema deste processo químico 

de formação dos nanobastões de ouro (99). 
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Figura 11 - Síntese de nanobastões de ouro – Método mediado por semente. 

Processo de síntese (Modificado e reproduzido com permissão da referência (99)) 

3.3.1.1 - Solução semente  

 

A solução semente foi preparada adicionando-se 300 µL de 0,1 M de uma 

solução aquosa de ácido cloroáurico (HAuCl4), em 250 mL de uma solução aquosa 

(0,1 M) de CTAB. A solução resultante é então aquecida sob agitação magnética por 

15 minutos, e logo após é adicionada 1 mL de boro hidreto de sódio (NaBH4). A cor 

muda rapidamente de dourada para marrom, evidenciando a redução do ouro e a 

formação de nanopartículas de ouro. A solução é então deixada em banho térmico 

em uma temperatura de 30 ºC por uma hora. 

3.3.1.2 - Solução de crescimento 

 

A solução de crescimento foi preparada adicionando-se 3 mL (0,1 M) de uma 

solução aquosa de ácido cloroáurico (HAuCl4), em 250 mL (0,1 M) de uma solução 

aquosa de CTAB; logo após são adicionadas 100 µL (0,1 M) de ácido ascórbico 

(C6H8O6), e 1 mL (0,47 mM) de nitrato de prata (AgNO3). A solução fica então 

transparente e são adicionados valores variáveis da solução semente (20 a 100 µL). 

Diferentes quantidades de solução semente resultarão em nanobastões com 

diferentes comprimentos. Essa solução fica então em banho térmico por 24 horas 

(30ºC). 
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Na figura 12 temos o resultado da síntese dos nanobastões de ouro. Vemos 

que temos soluções coloidais de cores diferentes, que caracterizam diferentes 

razões de aspecto (comprimento/largura). Estas amostras já estão devidamente 

purificadas e em água deionizada. 

 

 

 

 

Figura 12 – fotografias mostrando diferentes soluções coloidais de nanobastões de ouro. 

 

3.3.1.3 - Purificação 

 

Após a síntese os nanobastões ficam dispersos em meio aquoso na presença 

do CTAB, porém é necessária a retirada do CTAB e a dispersão dos nanobastões 

em água deionizada. É preciso ainda a retirada de nanopartículas de outros 

formatos gerados durante o processo de crescimento, sendo este trabalho realizado 

através de repetidas centrifugações. O mesmo método de purificação foi utilizado 

para todas as sínteses dos nanobastões de ouro. Na figura 13 temos o resultado 

deste processo, na letra (a) temos os nanobastões antes, na letra (b) as impurezas 

removidas da solução, e em (c) os nanobastões purificados.  

Figura 13 - a) Nanobastões de ouro antes da purificação b) impurezas removidas c) 

nanobastões após a purificação. 

b) a) c) 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 57 

  

3.3.1.4 - Caracterização  

 

 Os nanobastões foram caracterizados com medidas de espectroscopia UV-

Vis-NIR no Laboratório de óptica do departamento de Física UFMG, por imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão no Centro de Microscopia da UFMG e por 

imagens de microscopia de força atômica no Laboratório de Nanoscopia da UFMG. 

Na figura 14 temos medidas de espectroscopia UV-Vis de amostras diferentes de 

nanobastões, mostrando a variação do pico de absorção longitudinal. Na figura 15 

temos imagens de microscopia dos nanobastões sintetizados. 

 

Figura 14 - Espectros de absorção óptica de nanobastões de ouro sintetizados pelo 

método mediado por semente com diferentes razões de aspecto. 
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Figura 15 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de nanobastões de 

ouro, a-d) Imagens de vários pontos da mesma amostra de nanobastões, mostrando 

a homogeneidade da síntese por semente, e) Imagem de campo escuro de 

nanobastões de ouro, f) Imagem de alta resolução. 

a) b) 

c) d) 

e) f) 

2 nm 
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Na figura 16 temos imagens de microscopia de um grupo de nanobastões e 

sua imagem de difração de elétrons, e também de um nanobastão isolado e sua 

imagem de difração de elétrons. Estes resultados mostram o caráter cristalino dos 

nanobastões de ouro.  

 

Figura 16 - imagens de microscopia eletrônica de transmissão de um grupo de 

nanobastões e sua imagem de difração de elétrons e de um nanobastão isolado e 

sua imagem de difração de elétrons. 

Na figura 17 temos uma imagem de microscopia de força atômica de um 

nanobastão de ouro e as medidas de suas dimensões. Na figura 18 temos uma 

imagem de microscopia de força atômica de um grupo de nanobastões de ouro. 
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Figura 17 - Imagem de AFM de um nanobastão de ouro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Imagem de AFM de um grupo de nanobastões de ouro. 
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3.3.6 - Síntese de nanobastões de ouro – Método de irradiação por luz UV 

 

Para a síntese de nanobastões de ouro pelo método de irradiação por luz 

ultravioleta, foi utilizada uma montagem de reator que ilumina de maneira uniforme a 

solução contida em um tudo de quartzo, (figura 19).  Primeiro foi preparada uma 

solução aquosa de 20 mL (0,1 M) de CTAB e, em seguida, adicionou-se 100 µl (0,1 

M) de HAuCl4. A solução foi agitada durante 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 

em sequência 1 mL (1 mM) de nitrato de prata (AgNO3), 400 µL de ciclohexano, 330 

µL de acetona e 100 µL (0,1 M) de ácido ascórbico (C8H12O8). Logo em seguida, a 

solução mudou de amarelo para transparente. A solução foi então colocada sob 

irradiação UV durante 25 minutos. Após este processo, uma solução aquosa de 

nanobastões de ouro em CTAB é obtida. Terminada a reação, o CTAB em excesso 

foi removido da solução por meio de três ciclos de centrifugação (5600g, durante 10 

min) e os nanobastões de ouro foram dispersos em água deionizada 18,2 mohms. 

Neste processo de síntese, as reações fotoquímicas promovem o crescimento de 

nanobastões de ouro, sendo que o brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) atua como 

surfactante, direcionando o crescimento para morfologia anisotrópica. O ácido 

cloroáurico (HAuCl4) é o precursor de ouro e o nitrato de prata atua na indução do 

crescimento conforme já comentado anteriormente. O ácido ascórbico atua na 

primeira redução do precursor de ouro de Au (III) para Au (I). O ciclohexano 

promove a formação de micelas que auxiliam o crescimento anisotrópico e a 

acetona é o iniciador radicalar, que gera radicais cetil capazes de promover uma 

redução de Au (I) em Au (0), dando assim início ao crescimento dos nanobastões de 

ouro. 

Na figura 20 temos o espectro de absorção óptica dos nanobastões de ouro 

sintetizados via irradiação por luz ultravioleta. Por este espectro, vemos a boa 

qualidade da síntese. Porém nas imagens de microscopia eletrônica de transmissão 

(figura 21), fica claro que a qualidade dos nanobastões formadas é inferior aos 

produzidos pelo método de síntese “mediada por sementes”, figura 15. Este método, 

porém, tem a grande vantagem de ser mais fácil e rápido, além de proporcionar uma 

maior quantidade de nanobastões sintetizados em uma única etapa. 
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Figura 19 - Processo de síntese de nanobastões de ouro por irradiação de luz 

ultravioleta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Espectro UV-Vis-NIR de nanobastões sintetizados por irradiação UV. 
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Figura 21 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de nanobastões de 

ouro sintetizados pelo método de irradiação por UV. 
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3.3.7 - Síntese de nanobastões de ouro – Método mediado por semente por adição de 

compostos aromáticos.  

 

Diversas metodologias de síntese de nanobastões de ouro têm sido descritas 

na literatura desde o trabalho original de El-Sayed et al (2003) (74) e Murphy et al 

(2001) (75). Vários autores têm tentando melhorar a síntese dos nanobastões para 

aplicações diversas. Recentemente, Murray et al (100) publicaram a síntese de 

nanobastões de ouro através do método de semente, porém com a adição de 

aditivos aromáticos.  Neste trabalho, foi realizada a síntese dos nanobastões de ouro 

como proposto por Murray e colaboradores. 

A solução semente foi preparada da mesma forma que a preparada para 

síntese de nanobastões pelo método de semente tradicional, como descrito na 

sessão 3.3.1.1.  Primeiramente, 5 mL de HAuCl4 (0,5 mM) foram misturadas com 5 

mL (0,2 M) de solução de CTAB. Um volume de 1,6 mL (1 mM) de NaBH4 foi 

adicionada na solução de HAuCl4-CTAB sob agitação (1200 rpm). A cor da solução 

mudou de amarelo para alaranjado, e a agitação foi interrompida após 2 min. A 

solução de semente foi envelhecida à temperatura ambiente durante 30 min antes 

da utilização. 

Para preparar a solução de crescimento, 9,0 g de CTAB, juntamente com 1,1 

g de ácido bromo salicílico foram dissolvidos em 250 mL de água quente (55 °C) em 

um erlenmeyer de 500 mL. A solução foi deixada resfriar naturalmente até 30 °C, 

quando foi adicionada 12 mL de uma solução 4 mM de AgNO3. A mistura foi mantida 

em repouso a 30 °C durante 15 min. Em seguida, 250 mL (1 mM) de uma solução de 

HAuCl4 foi adicionada sob agitação. Após 15 min de agitação (400 rpm), 2 mL de 

0,064 M de ácido ascórbico foi adicionado, e a solução foi agitada vigorosamente 

durante 30 segundos até se tornar incolor. Finalmente, 0,8 mL de solução semente 

foi adicionada na solução em crescimento. A mistura resultante foi agitada durante 

30 s e deixada em repouso a 30 °C durante 12 h para o crescimento dos 

nanobastões de ouro. A solução resultante foi purificada pelo mesmo processo 

usando anteriormente. 

Na figura 22 temos o espectro de absorção óptica dos nanobastões de ouro 

sintetizados pelo método de semente com adição de compostos aromáticos. Este 
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espectro mostra a boa qualidade da síntese, pelo fato do pico corresponde à 

absorção ressonante devido à oscilação longitudinal ser maior que o pico devido à 

oscilação transversal. Isso é confirmado pelas imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Espectro UV-Vis-NIR de nanobastões sintetizados pelo método de 

semente com adição de compostos aromáticos 
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Figura 23 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de nanobastões de 

ouro sintetizados pelo método de sementes com adição de compostos aromáticos. 
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Como foi demonstrado nas sessões anteriores foram empregados três 

diferentes métodos para a síntese dos nanobastões de ouro, todos com excelentes 

resultados. Pelas imagens de microscopia o método mediado por semente 

tradicional foi o que apresentou os melhores resultados pela qualidade e 

homogeneidade da síntese. Por outro lado, a método por irradiação por luz 

ultravioleta é mais rápido e pode ser aplicado à síntese em maior escala. Nas 

próximas sessões, estão apresentados os resultados para síntese e caracterização 

de nanocompósitos entre materiais de carbono e nanobastões de ouro. 

 

3.4 - Síntese de nanocompósitos entre óxido de grafeno e 
Nanobastões de Ouro 

3.4.1 - Síntese do óxido de grafeno (GO) 

 

O óxido de grafeno foi sintetizado utilizando o bem conhecido método de 

Hummers modificado (71) (101). Inicialmente, foram adicionados 10 g de pó de 

grafite (fornecido pelo National grafite, HC 30, pureza ≥ 99.5 % em massa, diâmetro 

médio das partículas de 27,5 mM) e 7,5 g de NaNO3 (Merck, 99% em massa de 

pureza) em um Béquer contendo 338 mL de H2SO4 (teor de sintetizador de 95,0-

98,0%). Esta solução foi agitada num banho térmico a 0 °C até à obtenção de uma 

mistura homogênea. Em seguida, foram adicionados 45 g de KMnO4 (Sigma Aldrich, 

pureza ≥ 99% em massa) de forma gradual. Uma vez que em contato com o ácido 

sulfúrico concentrado, o permanganato de potássio é submetido a uma reação 

exotérmica formando heptóxido de manganês (Mn2O7). Este reagente é um oxidante 

extremamente forte, capaz de explodir quando aquecido a temperaturas acima de 55 

°C ou quando em contato com compostos orgânicos. Neste caso, a adição de 

permanganato foi realizada de um modo cuidadoso para controlar a temperatura de 

modo que a mesma não excedesse 15 °C. Depois de duas horas, a solução foi 

removida do banho a 0 °C e mantida sob agitação suave, sob temperatura de 26 °C, 

durante 4 dias. Após este período, a solução, que tinha uma cor preto esverdeado, 

transformou-se em uma pasta extremamente viscosa de cor marrom escura. A esta 

suspensão adicionou-se gradualmente 1L de uma solução aquosa de H2SO4 a 5% 

p/p, e a temperatura foi mantida abaixo de 80 °C. Depois de 2 horas foram 
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adicionados sob agitação, 30 g de H2O2 (solução aquosa a 30% p/p) e a mistura 

resultante foi agitada durante 2 h. 

3.4.2 - Caracterização do óxido de grafeno 

 

A morfologia das amostras de óxido de grafeno foi caracterizada por 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM TECNAI G2-20, usando uma tensão de 

aceleração de 200 kV no centro de microscopia da UFMG) e por microscopia de 

força atômica (AFM, Seiko Instruments Inc., SPA-300 HV). Espectroscopia UV-VIS 

(UV-VIS. Hitachi inc, U-3900) foi utilizada para medir as propriedades de absorção 

óptica de GO. Espectroscopia Raman foi realizada para caracterização vibracional. 

Na figura 24, temos imagens de microscopia eletrônica de transmissão de 

folhas do óxido de grafeno, podemos ver as folhas em regiões de buraco da grade 

utilizada para a microscopia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de folhas de óxido de 

grafeno. 

Na figura 25 (a) temos o espectro de absorção óptica da solução de óxido de 

grafeno, que mostra forte absorção óptica na região do ultravioleta (102). Na figura 

25 b) temos o espectro Raman do GO em que a banda D (associada com a 

ordem/desordem do sistema) e a banda G, são os modos de vibração dominantes 

observado em estruturas de grafite. Na figura 26, temos imagens de microscopia de 

força atômica de folhas de GO. 
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Figura 25 - a) Absorção óptica de solução de óxido de grafeno, b) espectro Raman 

do óxido de grafeno. 

 

 

 

 

 

   

Figura 26 - Imagens de microscopia de força atômica de folhas de GO. 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 
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3.4.3 - Síntese de nanocompósitos entre óxido de grafeno e Nanobastões de ouro 

 

Para a síntese dos nanocompósitos formados por óxido de grafeno e 

nanobastões de ouro, primeiro foi preparada uma solução de 15 mL (0,1 M) de 

CTAB e, em seguida, adicionou-se 100 µL de 0,1 M de HAuCl4. A solução foi agitada 

durante 15 minutos. Em seguida, foi adicionado, em sequência, 1 mL (1mM) de 

nitrato de prata (AgNO3), 400 µL ciclohexano, 330 µL de acetona e 100 µL (0.5M) de 

ácido ascórbico (C8H12O8). Logo em seguida, a solução mudou de amarelo para 

transparente. Finalmente adicionou-se 5 mL de 0,01 M de GO. A solução foi então 

colocada sob irradiação UV durante 25 minutos (Figura 27). Após este processo, a 

solução de nanocompósitos formada por óxido de grafeno e nanobastões de ouro 

em CTAB é obtida. Terminada a reação, o CTAB em excesso foi removido da 

solução, por meio de três ciclos de centrifugação (5600g durante 10 min), e os 

nanobastões de ouro foram dispersos em água deionizada 18,2 mohms. Neste 

processo de síntese, as reações fotoquímicas promovem o crescimento de 

nanobastões de ouro, sendo que o brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) atua como 

surfactante, direcionando o crescimento para morfologia anisotrópica, o ácido 

cloroáurico (HAuCl4) é o  precursor de ouro, o nitrato de prata atua na indução do 

crescimento anisotrópico por reação fotoquímica conduzida por luz UV, semelhante 

ao demonstrado por Tiziana Placido et al (103), conforme já comentado 

anteriormente. O ácido ascórbico atua na primeira redução do precursor de ouro Au 

(III) para Au (I). Ciclohexano promove a formação de micelas que auxiliam o 

crescimento anisotrópico e a acetona é o radical iniciador (103), que gera radicais 

cetil capazes de promover uma redução de Au (I) em Au (0), dando assim início ao 

crescimento dos nanobastões de ouro. Dois mecanismos principais são 

responsáveis pela formação do hibrido carbono-ouro: a presença de defeitos e sítios 

com diversos grupos funcionais na superfície do GO gera pontos de nucleação para 

nanopartículas que atuam como local de crescimento para os nanobastões, da 

mesma forma que na síntese via irradiação UV apresentado anteriormente; por outro 

lado, o GO tem carga predominantemente negativa devido à grande quantidade de 

grupos contendo oxigênio, assim ligações tipo van der vaals entre os nanobastões 

gerados fora do GO e a superfície do carbono é possível. 
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Figura 27 - Ilustração do processo de formação de híbridos entre óxido de grafeno 

(GO) e nanobastões de ouro. 

A caracterização dos nanocompósitos foi realizada por microscopia eletrônica 

de transmissão (TEM) e absorção óptica. Na figura 28 a-d temos as imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão, mostrando que os nanobastões de ouro 

estão suportados por folhas de óxido de grafeno em diferentes aumentos. Estas 

imagens mostram claramente um grande número de nanobastões eficazmente 

dispersos em folhas de óxido de grafeno. Além disso, as dimensões e proporções de 

aspecto dos nanobastões de ouro foi avaliada por análise estatística, resultando em 

uma relação de aspecto média de cerca de 3,5 (35 nm/10 nm), conforme mostrado 

na Figura 28 e). A ilustração do híbrido formado é mostrada na figura 28 f).  
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Figura 28 - (a-d) imagens de microscopia eletrônica de transmissão, mostrando que 

os nanobastões de ouro estão suportados por folhas de óxido de grafeno em 

diferentes aumentos, em e) análise estatística, e em f) ilustração do híbrido formado. 

a) b) 

c) d) 

e) f) 
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A ressonância de plasmon dos nanocompósitos foi verificada por meio de 

absorção óptica em solução aquosa. A figura 29 mostra os espectros de UV-VIS-

NIR, dos nanobastões sintetizados separadamente, do nanocompósito com óxido de 

grafeno e do óxido de grafeno puro. Os nanobastões foram sintetizados pelo mesmo 

processo descrito anteriormente, mas sem a presença de GO; o seu espectro de 

absorção óptica é mostrado em azul na Figura 29. Nesta figura, temos que o 

espectro dos nanobastões puros apresenta dois picos, um em 514 e outro em 750 

nm, correspondendo, respectivamente, ao plasmon transversal e ao plasmon 

longitudinal. Quando a síntese é realizada na presença de GO é observado um 

aumento do pico transversal e um amortecimento do pico longitudinal. Além disso, o 

pico de ressonância longitudinal é deslocado para 740 nm quando os nanobastões 

de ouro são crescidos sobre o GO. O amortecimento do pico referente ao plasmon 

longitudinal e o aumento do pico de plasmon transversal está associado a uma forte 

interação da superfície lateral dos nanobastões de ouro com o óxido de grafeno, e 

com a mudança do meio dielétrico local em torno da superfície dos nanobastões e 

também ao aumento da polidispersão quando a síntese é realizada na presença de 

GO. 
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Figura 29 - Espectros de Absorção óptica UV-VIS-NIR, dos nanobastões 

sintetizados separadamente (Azul), do híbrido com óxido de grafeno (Preto), e do 

óxido de grafeno puro (vermelho). 

Para a aplicação dos nanocompósitos formados como substratos para SERS, o 

material foi depositado sobre substrato de vidro formando um filme. Isso foi realizado 

através de filtração a vácuo. Na figura 30a, temos uma fotografia do filme formado, 

em b, temos uma imagem óptica do substrato tirada com uma lente de 10 X. Essa 

imagem dá uma ideia geral do substrato e de sua homogeneidade. Em c, imagens 

de microscopia eletrônica de varredura (MEV). A caracterização por MEV em baixa 

resolução foi realizada no microscópio JEOL JSM - 6360LV, com o objetivo de 

verificar a morfologia do substrato, e a presença de defeitos e impurezas. Na figura 

30d, temos uma imagem de elétrons retro-espalhados do substrato, em baixo 

aumento. Esta imagem mostra a boa uniformidade do filme formado e regiões de 

maior desvio do feixe de elétrons. Essas regiões são formadas por acúmulo de ouro, 

principalmente bordas do grafeno, já que pelo processo de síntese utilizado, os 

nanobastões crescem preferencialmente nestas regiões devido a grupos funcionais 

Comprimento de Onda (nm) 
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presentes nas bordas do óxido de grafeno. Pelas imagens em baixa resolução 

também percebemos as dobras do grafeno no substrato. A caracterização em alta 

resolução foi realizada em um microscópio eletrônico de varredura FEG - Quanta 

200 FEI. O objetivo é a caracterização em escala manométrica do substrato 

formado, a identificação das nanoestruturas de ouro e sua distribuição sobre o 

substrato. Na figura 30e, temos uma imagem de elétrons retro espalhados do 

substrato em alta resolução. Nesta percebemos claramente a presença dos 

nanobastões de ouro sobre o substrato, e verificamos também regiões de maior 

aglomeração de nanobastões, como já visto antes nas imagens em baixa resolução. 

As imagens em alta resolução comprovam então, que as regiões mais claras e, 

consequentemente, com maior quantidade de ouro, mostradas na figura 30c 

(imagem em baixa resolução), são mesmo regiões com maior quantidade de 

nanobastões de ouro. Isso se deve ao crescimento preferencial em regiões de 

contorno do óxido de grafeno.  
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Figura 30 - Caracterização do filme formado pelo nanocompósito entre GO e 

nanobastões de ouro. a) fotografia do filme, b) imagem de microscopia ótica, c, d e 

e) imagens de microscopia eletrônica de varredura em diferentes aumentos. 

a) 
b) 

c) 

d) e) 
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O espectro de absorção óptica do filme é mostrado na Figura 31. Neste 

espectro percebemos claramente que o perfil de absorção dos nanobastões de ouro 

se mantém sobre o filme, apresentando dois picos, correspondendo, 

respectivamente, ao plasmon transversal e ao plasmon longitudinal. O pico 

transverso está em 533 nm e o longitudinal em 706 nm. Comparando com as 

medidas de absorção dos nanocompósitos em solução, figura 29, o pico longitudinal 

é deslocado de 740 nm para 706 nm, e o transverso vai de 506 nm para 533 nm. 

Isso se deve à interação entre o óxido de grafeno e os nanobastões de ouro. 

Percebemos também que a absorção óptica do GO, na região do ultravioleta está 

presente. Este valor indica que o comprimento de onda que deve ser aplicado para 

obter o modo de ressonância quando o material é depositado como um filme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 - Espectro de absorção óptica do filme formado apenas com GO 

(Vermelho) e pelo nanocompósito entre óxido de grafeno e os nanobastões de ouro 

(preto). 
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3.5 - Síntese de nanocompósitos entre Nanotubos de Carbono e 
nanobastões de ouro 

3.5.1 - Funcionalização dos Nanotubos de carbono  

 

A funcionalização dos nanotubos de carbono utilizando ácido nítrico e sulfúrico 

baseou-se nos métodos bem conhecidos na literatura (104). Nessa metodologia, os 

nanotubos de carbono foram submetidos a um tratamento oxidativo com ácido 

nítrico (65%) a uma temperatura de 90 ºC durante 15 minutos em micro-ondas. 

Neste processo grupos funcionais oxigenados e aminados são introduzidos nos 

nanotubos, empregando-se uma razão volume de ácido nítrico/massa de nanotubos 

igual a 50 mL HNO3/1g NTC. Assim, 250 mL de HNO3 (65%) foram misturados a 5 g 

de nanotubos, utilizando para isso, um balão de 500 mL. Por fim faz-se a retirada do 

ácido e várias lavagens com água para acerto do pH para aproximadamente 5. 

Depois dos nanotubos funcionalizados, eles passam por uma etapa de secagem a 

temperatura de 60 ºC. Eles então são dispersos em água deionizada na 

concentração de 0,6 mg de nanotubos de carbono para 10 mL de água e 

ultrasonificados em ultrassom de ponta por 10 minutos para melhora a dispersão 

dos nanotubos. 

3.5.2 - Caracterização dos Nanotubos de carbono 

 

A morfologia das amostras dos nanotubos de carbono foi caracterizada por 

microscopia eletrônica de transmissão e a análise termogravimétrica foi realizada por 

TG. Na figura 32, temos imagens de microscopia eletrônica de transmissão dos 

nanotubos de carbono utilizados.  

Na figura 33 a-b, temos os gráficos de TG das amostras de nanotubos de 

carbono. A análise termogravimétrica foi realizada com a finalidade de se avaliar a 

estabilidade dos nanotubos de carbono em atmosfera oxidante, bem como a 

influência da funcionalização sobre esta propriedade. As análises 

termogravimétricas foram realizadas com razão de aquecimento de 10 ºC/min entre 

25 ºC e 800 ºC em fluxo de 100 mL/min de ar sintético ultra seco. A massa de 

amostra empregada nas análises foi em torno de 2 – 3 mg. A caracterização 
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termogravimétrica da amostra dos nanotubos, figura 33, mostra apenas uma etapa 

de decomposição oxidativa de componentes com carbono entre 450 e 650 ºC, o que 

é um resultado típico. Já as amostras de nanotubos funcionalizados mostraram 

perdas de massa abaixo de 400 ºC e em diferentes temperaturas, o que de acordo 

com a literatura pode ser atribuído aos grupos ligados às paredes dos nanotubos. Os 

resultados de TG (Fig. 33) mostram a presença de grupos funcionais oxigenados 

inseridos nos tubos, os quais se decompõem abaixo de 400 ºC. Tais grupos 

funcionais criam defeitos nas paredes mais externas dos nanotubos. 

Figura 32 - Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de nanotubos dos 

carbono. 
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Figura 33 – Termogravimentria dos nanotubos de carbono. 
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3.5.3 - Síntese de nanocompósitos entre Nanotubos de carbono e Nanobastões de ouro. 

 

Para a síntese dos nanocompósitos formados por nanotubos de carbono e 

nanobastões de ouro, primeiro, foi preparada uma solução de 15 mL (0,1 M) de 

CTAB, sendo que em seguida foi adicionado 100 µL (0,1 M) de HAuCl4. A solução 

foi agitada durante 15 minutos. Em seguida, foi adicionado em sequência 1 mL (0,5 

mM) de nitrato de prata (AgNO3), 400 µL ciclohexano, 330 µL de acetona e 100 µL 

de ácido ascórbico (C8H12O8), a solução mudou de amarelo para transparente. 

Finalmente, adicionou-se 5 mL de nanotubos de carbono (0,6 mg/10 mL), sendo 

então colocada sob irradiação UV durante 25 minutos (Figura 35). Após este 

processo, a solução de híbridos formados por nanotubos de carbono e nanobastões 

de ouro em CTAB é obtida. Terminada a reação, o excesso de CTAB foi removido 

da solução, por meio de três ciclos de centrifugação (5600g durante 10 min) e o 

material hibrido disperso em água deionizada 18,2 mohms. Neste processo de 

síntese, as reações fotoquímicas promovem o crescimento de nanobastões de ouro, 

sendo que o brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) atua como surfactante, 

direcionando o crescimento para morfologia anisotrópica, o ácido cloroáurico 

(HAuCl4) é o precursor de ouro, o nitrato de prata atua na indução do crescimento 

anisotrópico conforme já comentado anteriormente para a síntese de nanobastões 

puros e com o hibrido com GO. O ácido ascórbico atua na primeira redução do 

precursor de ouro Au (III) para Au (I). Ciclohexano promove a formação de micelas 

que auxiliam o crescimento anisotrópico e a acetona é o radical iniciador (103), que 

gera radicais cetil capazes de promover uma redução de Au (I) em Au (0), dando 

assim início ao crescimento dos nanobastões de ouro.  
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Figura 34 - Ilustração do processo de formação de híbridos entre nanotubos de 

carbono e nanobastões de ouro. 

A caracterização dos nanocompósitos foi realizada por microscopia eletrônica 

de transmissão (TEM), microscopia eletrônica de varredura (MEV) e absorção 

óptica. Na figura 36 (a-d) temos as imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão em diferentes aumentos, mostrando que os nanobastões de ouro estão 

suportados pelos nanotubos de carbono de paredes múltiplas. Estas imagens 

mostram claramente um grande número de nanobastões de ouro nos nanotubos de 

carbono. A ilustração do híbrido formado é mostrada em 36a. Os nanobastões 

acoplados na superfície dos nanotubos geram muitos pontos de hot-spot onde os 

campos elétricos criados por eles interagem estabelecendo uma região de grande 

aumento de campo elétrico. Isso é excelente para as medidas SERS, como veremos 

na próxima sessão. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 83 

  

Figura 35 - (a-d) imagens de microscopia eletrônica de transmissão, mostrando que 

os nanobastões de ouro estão suportados por nanotubos de carbono em diferentes 

aumentos, em e) imagens de microscopia eletrônica de varredura. 
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A ressonância de plasmon foi verificada por meio de absorção óptica em 

solução aquosa. A figura 36 mostra os espectros de UV-VIS-NIR, dos nanobastões 

sintetizados separadamente (curva preta) e do nanocompósito com nanotubos de 

carbono (curva vermelha). Os nanobastões foram sintetizados pelo mesmo processo 

descrito anteriormente, mas sem a presença de nanotubos. Nesta figura temos que 

o espectro dos nanobastões puros apresentam dois picos, um em 514 nm e outro 

em 723 nm, correspondendo, respectivamente, ao plasmon transversal e ao 

plasmon longitudinal. Quando a síntese é realizada na presença de nanotubos de 

carbono funcionalizados é observado uma diminuição do pico de plasmon 

longitudinal, ao contrário do que acontece para os nanocompósitos com óxido de 

grafeno, figura 29. Além disso, o pico de ressonância longitudinal é deslocado para 

686 nm quando os nanobastões de ouro estão nos nanotubos de carbono, 

comportamento esperado quando uma interação entre eles ocorre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 - Espectros de Absorção óptica UV-VIS-NIR, dos nanobastões 

sintetizados separadamente (preto), e do nanocompósito com nanotubos de carbono 

(vermelho). 
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Para explicar a formação dos nanocompósitos entre o óxido de grafeno ou 

nanotubos de carbono com os nanobastões de ouro, nós postulamos a existência de 

dois mecanismos principais. O primeiro deles trata de interação eletrostática do tipo 

van der vaals, isso porque a carga dos nanobastões de ouro é positiva devido à 

presença de uma monocamada de CTAB formada durante seu processo de 

crescimento. Por outro lado, o GO é abundante em grupos funcionais constituídos 

de oxigênio, tais como carboxila, hidroxilas etc. A presença destes grupos torna os 

nanotubos de carbono negativamente carregados, o que favorece a interação entre 

eles. Já os nanotubos de carbono estão funcionalizados com grupos carboxila na 

superfície. Desta forma, eles têm carga predominantemente negativa. Outro 

mecanismo que pode estar ocorrendo é o crescimento direto dos nanobastões em 

regiões funcionalizadas e de defeitos no GO ou de funcionalização nos nanotubos. 

Isso se deve porque os íons de ouro tendem a se aglomerar nestas regiões por 

atração também eletrostática, formando pequenas ilhas de ouro que serviriam de 

base para o crescimento dos nanobastões, como ocorre no método mediado por 

semente. Desta forma os nanobastões crescem diretamente sobre as folhas do GO 

e nos nanotubos. Postulamos que estes dois mecanismos ocorrem 

simultaneamente, o que resulta na grande quantidade de nanobastões depositados 

sobre os materiais de carbono. 
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Parte Experimental   

 

Experimentos SERS 

 

 

 

 

 

Nesta sessão são apresentados os procedimentos e resultados das medidas de 

SERS. 
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3.6 - Experimentos SERS 

3.6.1 - Moléculas modelo para experimentos SERS 

 

Para estudos de SERS nos substratos desenvolvidos, os corantes aromáticos 

cresyl violeta, azul de metileno e rodamina R6G foram utilizados como moléculas 

modelo. Na figura 38, temos as fórmulas químicas dos dois corantes e, na figura 39, 

os espectros de absorção óptica. 

 

 

 

Figura 37 - Formulas químicas dos corantes utilizados como moléculas modelo para 

medidas de SERS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38 - Espectro de absorção óptica dos corantes utilizados. 
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Pelos espectros de absorção óptica das moléculas, percebemos que sua 

absorbância é máxima na região visível do espectro. Medidas com lasers em 

comprimentos de onda nesta faixa poderia indicar aumento de sinal devido ao 

fenômeno de Raman ressonante (105). Para evitar essa situação e observa o 

fenômeno de SERS, as medidas SERS foram realizadas com laser na região do 

infravermelho do espectro, ou fora da região de absorção máxima dos corantes. 

Na figura 39 temos o espectro Raman do cresyl violeta obtido da referência 

(106), para comparação. A molécula de cresyl violeta apresenta picos no espectro 

rama bem intensos em 591 cm-1, 915 cm-1, 1180 cm-1, 1370 cm-1, 1621 cm-1, sendo 

as bandas em  591 cm-1 e 1621 cm-1 as mais intensas. Ambos os sinais são 

causados por modos vibracionais planares. Esta molécula foi escolhida como 

molécula modelo, por ser facilmente disponível, apresentar um sinal Raman bem 

característico e ser solúvel em etanol. Um estudo completo do sinal Raman e SERS 

desta molécula pode ser encontrado no trabalho de W. Kiefer et al (107). 

 

Figura 39 - Espectro Raman do cresyl violeta obtido da referência (106). 
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Outro corante empregado como molécula modelo é o azul de metileno. Na 

figura 40 temos seu espectro Raman obtido da referência (108). Observamos neste 

espectro que a molécula de azul de metileno tem dois picos característicos em torno 

de 1618 e 445 cm-1 que são atribuídos a ligações C-C e alongamentos C-N-C 

respetivamente. As bandas em 883, 1052 e 1095 cm-1 são originadas do etanol. 

Para caracterizar mais a eficiência dos substratos foram realizadas medidas com o 

corante Rodamina R6G cujo espectro é mostrado na figura 41 (109). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Espectro Raman do azul de metileno obtido da referência (108). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41 - Espectro Raman da Rodamina R6G. 
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3.6.2 - Procedimentos Experimentais 

 

Para a preparação dos substratos de SERS, foram utilizadas duas 

metodologias: a primeira foi a formação de filmes finos dos nanocompósitos de óxido 

de grafeno com nanobastões de ouro; e a segunda foi a formação de um anel sobre 

substrato de silício com os nanocompósitos de nanotubos de carbono com 

nanobastões de ouro. Foram também realizadas medidas com nanobastões de ouro 

puros. A segunda metodologia foi aplicada devido à dificuldade de preparação de 

filmes com os nanobastões de ouro puros ou ligados com nanotubos de carbono. 

Este processo, porém, é o que apresenta os maiores fatores de aumento de sinal 

Raman.  

As medidas das moléculas puras sem condição de SERS foram realizadas em 

vidro lavado em ultrassom com acetona, etanol e água. As experiências foram 

realizadas utilizando dois espectrômetros Raman, um deles o T64000 da Horiba e o 

outro o espectrômetro triplo Dilor XY. Os espectros Raman, medidos em um 

substrato de vidro padrão, foram realizadas com comprimentos de onda de 

excitação de 647 nm, com acumulação de 60 segundos. A potência do laser sobre a 

amostra foi mantida baixa a 1 mW, focalizado por meio de um microscópio com 

objetiva de 100x. Os espectros SERS foram registrados com os comprimentos de 

onda de excitação de 480 nm, 514 nm, 568 nm, 647 e 785 nm, com acumulação de 

10 segundos. A potência do laser sobre a amostra foi mantida abaixo de 1 mW, 

focalizada por meio de uma objetiva de microscópio de 10x. O mapeamento SERS 

foi realizado em um Raman Microscope alpha 300 R (Witec), com comprimentos de 

onda de excitação de 633 nm, com acúmulo 0,3 segundos. Também a potência do 

laser sobre a amostra foi mantida abaixo de 1 mW, focalizada por meio de uma 

objetiva de 100X. 

3.6.3 - Medidas SERS em nanobastões de ouro puros 

 

Neste trabalho os estudos de SERS em nanobastões de ouro puros foram 

realizados utilizando os nanobastões sintetizados pelos métodos de crescimento 

mediado por semente. As medidas foram realizadas sobre um substrato de silício, 
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utilizando a simples abordagem de “pinga e seca”. O processo de evaporação do 

solvente forma um padrão conhecido como “efeito coffee ring”, em que as partículas 

se concentram em um anel. A alta concentração de partículas nesta região gera alta 

amplificação de sinal Raman como demonstrando por diversos autores (110), (111) 

e (112). Este processo foi utilizado porque demonstra alto índice de amplificação do 

sinal Raman via SERS, devido aos aglomerados e vários pontos de hot-spot, e 

também devido ao fato que a fabricação de filmes homogêneos com nanoestruturas 

de ouro se mostrou muito complicado e com resultados inferiores.  

Para as medidas, foi realizada a limpeza dos substratos de silício em acetona, 

álcool isopropílico e água, em sonicação. Uma vez limpo, no substrato foram 

depositados 50 microlitros de nanobastões de ouro purificados em sua superfície. 

Após a evaporação do solvente (água) foi observado um anel como mostrado na 

figura 42. É então depositado 50 µL de solução dos corantes em álcool sob este 

substrato. As medidas de SERS nesta amostra são mostradas na figura 43 para o 

CV (10-6M), e figura 44 para o azul de metileno (10-5 M). Estes resultados 

demonstram a observação do efeito SERS em nanobastões de ouro puros e alta 

amplificação do sinal Raman. 
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Figura 42 - Imagens de microscopia eletrônica de varredura de nanobastões de ouro 

sobre silício.  
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Figura 43- Espectro SERS do CV em nanobastões de ouro puros, em preto espectro 

Raman medido em vidro sem condição de SERS e, em vermelho o espectro medido 

sob o substrato mostrado grande amplificação do sinal Raman. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44 -Espectro SERS do MB em nanobastões de ouro puros, em verde 

espectro Raman medido em vidro sem condição de SERS e, em vermelho o 

espectro medido sob o substrato mostrado grande amplificação do sinal Raman. 
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3.6.4 - Medidas SERS no filme de óxido de grafeno e nanobastões de ouro 

 

A solução de cresyl violeta dissolvida em etanol foi depositada em dois 

substratos, em vidro comum e no substrato de filme fino nanoestruturado com óxido 

de grafeno decorado com nanobastões de ouro. Em ambos os substratos foram 

utilizadas três concentrações de CV (10-5, 10-8 e 10-11 M), contudo no substrato de 

vidro foi detectado um sinal muito fraco mesmo para as maiores concentrações, 

sendo observado sinal apenas com a concentração mais elevada. Por outro lado, o 

efeito SERS aparece claramente no filme fino nanoestruturado. A Figura 45 mostra o 

espectro Raman do CV em vidro, sem qualquer efeito, e sobre o substrato SERS, 

mostrando a detecção de um sinal excelente do CV em todas as concentrações. 

Temos neste espectro que o sinal diminui monotonamente com a concentração, o 

que é esperado. Como citado anteriormente, o sinal Raman do CV tem o pico mais 

intenso em 591 cm-1, de acordo com outros autores (W. Kiefer et al (107)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45 - Espectro SERS do CV em diferentes concentrações, medidas no 

substrato nanoestruturado com GO e nanobastões de Ouro. Em preto o espectro 

Raman do CV medido em substrato comum de vidro sem a demonstração do efeito 

SERS.  
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Para comprovar que as medidas apresentadas correspondem ao efeito SERS, 

e não a situações de pré-ressonância da molécula, medidas de SERS foram 

realizadas em comprimento de onda na região do infravermelho, muito distante 

assim da absorção do cresyl violeta. Na figura 46 temos o espectro Raman/SERS 

medido com o laser de comprimento de onda de 785 nm, sendo observado uma 

grande amplificação do sinal Raman, o que é esperado já que este comprimento de 

onda está mais próximo da ressonância dos nanobastões de ouro, gerando assim 

um campo elétrico muito mais intenso em sua volta. Mais adiante neste trabalho 

serão apresentadas medidas de SERS neste filme, em função do comprimento de 

onda do laser. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46 - Espectro Raman/SERS do CV (preto), medido na região do 

infravermelho. Em vermelho o espectro Raman do CV medido em substrato comum 

de vidro sem a demonstração do efeito SERS. 
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Percebemos nos espectros um enorme aumento de sinal Raman, 

possibilitando a detecção da molécula em uma concentração extremamente baixa 

(10-11 M). No entanto, a qualidade e uniformidade do substrato de SERS são 

fundamentais para o desenvolvimento de um substrato comercial. Para testar a 

qualidade e uniformidade do substrato de SERS, medidas em várias posições (R1, 

R2, R3, R4 e R5) do substrato foram realizadas, e estão mostradas na figura 47, 

para uma concentração de 10-6 M e pouco tempo de acumulação (1s). Percebemos 

que a variação do sinal Raman não sofre grandes alterações em diferentes posições 

do substrato, mantendo um grande aumento de sinal. Um mapeamento do sinal 

Raman também foi realizado para atestar a uniformidade do substrato. Para este 

mapeamento o substrato foi mergulhado durante cerca de 20 segundos numa 

solução de 10-7 molar de CV. A Figura 48a mostra a imagem óptica do filme como 

substrato e a Figura 48b mostra o mapeamento SERS. O mapeamento SERS 

descreve uma uniformidade do efeito SERS sobre o filme. A variação da intensidade 

em amarelo é causada principalmente pela profundidade de foco e os pontos negros 

representam regiões onde não há efeito SERS devido à distribuição irregular de 

moléculas. A figura 49 mostra as medidas do mapeamento variando o foco da lente 

objetiva, podemos perceber uma mudança na distribuição do sinal, atribuída à 

estruturação 3D do substrato, como demonstrado nas imagens de microscopia 

eletrônica de varredura, figura 30. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 - Medidas SERS em várias regiões do substrato. 

 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 97 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48 – a) imagem de microscopia ótica da área mapeada, b) Mapeamento 

SERS em substrato nanoestruturado com GO e nanobastões de Ouro, as regiões 

em amarelo são pontos de alto aumento de sinal Raman e em preto, regiões onde 

não é observado amplificação de sinal. 
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Figura 49 - Mapeamento SERS em substrato nanoestruturado entre GO e 

nanobastões de ouro, com diferentes distâncias focais: (a) imagem ótica, (b) e (c) 

mapeamento SERS. 

(a) 

(c) 

(b) 



 
 

CAIRES. Anderson. J, 2016                                                                                                                                    Página 99 

  

Medidas SERS no substrato também foram realizadas usando como molécula 

modelo o azul de metileno e a rodamina R6G. Nas figuras 50 e 51 temos os 

espectros SERS do azul de metileno e da rodamina R6G, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50 - Espectro SERS do azul de metileno em substrato nanoestruturado. Em 

preto, espectro Raman medido em vidro e, em Vermelho espectro Raman medido 

sobre o filme GO/nanobastões de ouro. 

 

 

 

 

 

 

Figura 51 - Espectro SERS da Rodamina R6G. Em preto, espectro Raman medido 

em vidro e, em Vermelho espectro Raman medido sobre o filme GO/nanobastões de 

ouro. 
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3.6.5 - Janela de Ressonância 

 

Medidas SERS foram realizadas em vários comprimentos de onda para avaliar 

as melhores condições de ressonância do laser de excitação com o filme. A figura 

52 mostra as medidas SERS com comprimentos de onda de laser de 488 nm, 514 

nm, 568 nm e 647 nm. O laser de 488 nm está fora de ressonância com os 

nanobastões de ouro e um sinal Raman muito fraco foi observado, mostrando 

claramente as bandas Raman D (1330 cm-1) e G (1600 cm-1) do GO. O laser de 514 

nm está perto da ressonância do modo transversal de plasmon dos nanobastões de 

ouro e foi observado um aumento significativo no sinal. A utilização dos lasers de 

568 nm e 647 nm resultou em maiores aumentos do sinal de Raman, já que eles se 

aproximam da ressonância de plasmon longitudinal dos nanobastões de ouro no 

filme.  
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Figura 52 - Janela de ressonância sobre filme. Mostrando medidas realizadas com 

diversos comprimentos de onda.  

3.6.6 - Medidas de SERS Químico.  

 

O fato do GO ter em sua superfície grande quantidade de diversos grupos 

funcionais, e de ter grande afinidade com moléculas próximas, e poder transferir 

carga para moléculas afins, faz dele um ótimo candidato para estudar o “efeito 

SERS químico”, ou à amplificação do sinal Raman via transferência de carga entre o 

substrato e a molécula em estudo. Xinxin Yu et al (113) estudaram o efeito químico 

do óxido de grafeno para SERS, demonstrando entre outras coisas sua variação em 

função do estado de redução do GO. Neste trabalho, apresento a medida do “efeito 

SERS químico” do filme de GO, sobretudo para demonstrar que ele é fraco em 

relação ao efeito SERS eletromagnético, quando da presença dos nanobastões de 

ouro. Na figura 53, apresento o espectro SERS do cresyl violeta medido em um filme 

preparado apenas com o óxido de grafeno sem nanobastões de ouro. Esse filme foi 

transferido usando o mesmo processo usado para os filmes dos nanocompósitos. 

Em azul a medida sem SERS sobre uma lâmina de vidro convencional, a 10-7 M, e 

em preto e vermelho medidas para diferentes concentrações de CV. Podemos 

perceber um pequeno aumento de sinal Raman desta molécula, o que comprova a 

observação do efeito químico para as medidas de SERS. Esse aumento do sinal 

Raman é causado pela transferência de elétrons entre o óxido de grafeno e a 

molécula adsorvida na sua superfície (113). Desta forma o próprio filme de GO 

amplifica o sinal Raman das moléculas adsorvidas nele, mas como é mostrado na 

figura 53, esse aumento de sinal é muito pequeno quando comparado ao filme 

nanoestruturado com nanobastões de ouro.  
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Figura 53 – Efeito SERS químico em filme de GO. 

 

 

3.6.7 - Medidas SERS nos nanocompósitos de Nanotubos e Carbono e Nanobastões de 

ouro  

 

Para medidas SERS nos nanocompósitos entre nanotubos de carbono e 

nanobastões de ouro, 100 µL de solução coloidal foram depositados sobre 

substratos de Si/SiO2 previamente limpos e deixado para evaporação natural do 

solvente à temperatura ambiente. A evaporação do solvente concentra as 

nanopartículas em um anel. Este é o chamado efeito de “coffee ring” recentemente 

observado e aplicado para medidas de SERS (110), (111) e (112). Este processo é 

muito simples, rápido e altamente eficiente. A Figura 54 mostra resultados de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) onde podemos observar as imagens do 

“coffee ring” formado pela evaporação do solvente (água) com os nanocompósitos. 

Um zoom na borda do anel formado mostra que, com a evaporação, o nanomaterial 

forma um tipo de matriz 3D por emaranhamento dos nanotubos de carbono. Este 

processo é interessante porque cria várias regiões de hot spot, além de aumentar a 

superfície de absorção das moléculas.  
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Figura 54 - Substrato formado por nanocompósitos entre nanotubos de carbono e 

nanobastões de ouro. 

Para as medidas SERS, os corantes aromáticos cresyl violeta (CV) e azul de 

metileno (MB) foram utilizados como moléculas modelo. As soluções de CV e MB 

são dissolvidas em etanol e depositadas sobre dois substratos, no vidro comum e no 

anel formado pelo material nanoestruturado. As medições Raman de moléculas 

puras, sem a condição SERS, foram realizadas em vidro. Os experimentos foram 

realizados utilizando um espectrômetro Raman T64000 Horiba e espectrômetro triplo 

Dilor XY. Os espectros de Raman no substrato SERS e no vidro foram registrados 

com 10 s e 60 s de acumulação, respectivamente, e os comprimentos de onda de 

excitação de 785 nm e 647 nm. O laser de excitação foi mantido em condições de 

baixa potência em (1 mW) e focada por uma objetiva de 10X nos nanocompósitos e 

100X sobre o vidro. 

A Figura 55 mostra os espectros de SERS para o CV medidos com 

comprimento de onda de 647 nm, a uma concentração de 1 µM. O efeito SERS é 

claramente visto na borda do coffee ring formado pelo material nanoestruturado. 

Analisamos a sensibilidade de detecção deste substrato para a detecção do CV em 

várias concentrações para determinar o limite de detecção. A Figura 55b mostra o 
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espectro SERS do CV medido para um intervalo de concentração de 10-3 M a 10-10 

M (0,1 nM). A intensidade do pico de 591 cm-1 Raman SERS é representada para 

cada concentração. As mesmas medições foram realizadas com azul de metileno e 

os resultados são mostrados na Fig. 56, com comprimento de onda de 647 nm, a 

uma concentração de 0,1 pM e 1 nM. 
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Figura 55 – (a) Medidas SERS sobre o substrato nanoestruturado formado por 

nanotubos de carbono e nanobastões de ouro, para a molécula de CV com 1 µM de 

concentração. (b) Variação da intensidade do pico principal da molécula de CV com 

a concentração. (Inbox: Variação logarítmica da intensidade de sinal do pico 

principal com a concentração). 
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Figura 56 - Medidas SERS sobre o substrato nanoestruturado formado por 

nanotubos de carbono e nanobastões de ouro, para a molécula de MB. 

Medidas com comprimento de onda de 647 nm, no anel formado pelo material 

nanoestruturado, mostra um forte aumento no sinal Raman dos corantes usados e, 

em ambos os casos, os limites de detecção na ordem de nanomolar foram 

observados mesmo com baixo tempo de acumulação. Isto é principalmente devido 

ao grande número de pontos de hot-spot e pelo tipo de matriz 3D formado pelo 

emaranhamento dos nanotubos de carbono, que é altamente vantajoso para 

capturar e concentrar as moléculas sob estudo. Medidas também foram efetuadas 

com laser na região do infravermelho próximo NIR (785 nm). Nanobastões de ouro 

são ideais para SERS nesta região espectral, porque suas bandas de absorção 

plasmon podem ser ajustáveis ao longo do espectro visível e do infravermelho 

próximo (NIR) através do controle de sua razão de aspecto. As medidas foram 

realizadas com os corantes CV e MB. A figura 57 mostra o espectro de SERS para o 

CV medido com comprimento de onda de 785 nm, a uma concentração de 1 µM. O 

espectro de Raman de substrato de vidro foi detectado com um sinal muito fraco. 
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Por outro lado, como mostrado na Fig. 57, sobre o “coffee ring” formado pelo 

material nanoestruturado, há um forte aumento do sinal Raman. 

A Figura 57b mostra o espectro de SERS para a molécula de MB medido com 

comprimento de onda de 785 nm, a uma concentração de 1 µM. O espectro de 

Raman no substrato de vidro foi detectado com um sinal muito fraco. Por outro lado, 

um forte sinal SERS é claramente observado na borda de “coffee ring” formado pelo 

material nanoestruturado. Medidas também foram realizadas com nanopartículas de 

ouro esféricas e nanobastões de ouro puros para comparar o desempenho com os 

nanocompósitos. A figura 58 mostra os espectros SERS comparando o desempenho 

de apenas nanobastões de ouro, nanopartículas de ouro esféricas e 

nanocompósitos entre nanotubos de carbono e nanobastões de ouro, todos 

realizados sob as mesmas condições (647 nm, 1 mW e 10 s de acumulação). Nesta 

figura, vemos claramente que o substrato formado pelo material nanoestruturado 

tem um sinal Raman muito maior do que os outros materiais. 
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Figura 57 – (a) Espectro SERS para a molécula de CV medido com comprimento de 

onda de 785 nm, a uma concentração de 1 µM, (b) espectro de SERS para a 

molécula de MB medido com comprimento de onda de 785 nm, a uma concentração 
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de 1 µM. Em ambas as figuras o espectro preto representa o sinal Raman medido 

em substrato comum de vidro sem a demonstração do efeito SERS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58 – (a) SEM do anel formado pelo material nanoestruturado e nanobastões 

de ouro puros. b) os espectros SERS de CV obtido a partir do anel formado pelo 

a) 

b) 
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material nanoestruturado (vermelho), nanobastões de ouro puro (verde) e 

nanopartículas de ouro esféricas (Azul). 
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Parte Experimental   

 

Espalhamento dinâmico de luz aplicado a biodetecção 

 

 

 

 

 

Na sessão 3,7 são apresentados os procedimentos e resultados das medidas de 

espalhamento dinâmico de luz - DLS. 
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3.7 - Espalhamento dinâmico de luz aplicado à biodetecção 
 

Os resultados desta sessão foram patenteados no INPI - Instituto Nacional da 

Propriedade Industrial sob o número BR1020150298315 e o artigo “A simple 

biosensor based on rotational dynamics of gold nanorods” está em redação. 

CAIRES, A. J; LADEIRA, L. O; JUNIOR, Ary Correa; SILVA, A.; LICINIO, P. Método e kit 

para detecção de analitos em meio fluido com nanobastões metálicos através de 

espalhamento dinâmico de luz e usos. 2015 Brasil. Patente: Privilégio de Inovação. 

Número do registro: BR1020150298315 data de depósito: 27/11/2015. Instituição de 

registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial. 

O método de espalhamento dinâmico de luz é frequentemente utilizado para 

determinação de tamanhos de partículas em vários tipos de sistemas coloidais. No 

caso de nanopartículas, esta técnica é especialmente interessante porque pode 

medir com grande precisão o tamanho de nanopartículas e determinar a existência 

de agregados na solução coloidal. Diversos autores têm reportado que algumas 

interações biológicas, por exemplo a interação entre antígeno e anticorpos, podem 

causar a agregação de várias nanopartículas metálicas esféricas de metais nobres, 

alterando assim o seu movimento de translação, o que é facilmente detectado por 

medição da dispersão de luz polarizada na solução coloidal. Este método tem sido 

utilizado com sucesso em vários trabalhos já publicados (114) (115) (116) (117). No 

entanto, este método tem a desvantagem de que interações múltiplas entre as 

partículas e agregados podem reduzir a especificidade e seletividade do método, já 

que qualquer situação que causa aglomeração será detectada pelo teste, e é bem 

conhecida a instabilidade coloidal de soluções de nanopartículas. Por outro lado, 

para nanopartículas metálicas anisotrópicas, tais como os nanobastões de ouro, a 

medida do espalhamento de luz despolarizada permite a medida da difusão 

rotacional. A forte dispersão de luz despolarizada dos nanobastões pode facilmente 

substituir qualquer outra dispersão de luz despolarizada de outras fontes na solução, 

tais como as biomoléculas e mesmo em amostras aglomeradas. Nanopartículas de 

ouro esféricas são incapazes de dispersar a luz despolarizada. Além disso, as 

alterações de difusividade translacionais variam com o inverso do tamanho de uma 

nanopartícula, já as mudanças de difusividade rotacionais variam em proporção ao 
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cubo do seu comprimento, fazendo deste método muito mais sensível. Assim, a 

ligação das biomoléculas aos nanobastões de ouro modifica consideravelmente o 

arrasto viscoso em seu movimento browniano dinâmico, o que aumenta a sua 

difusividade de rotação, desta forma a dinâmica rotacional dos nanobastões medida 

por espalhamento de luz despolarizada pode ser utilizada como método de detecção 

com grande sensibilidade. 

O sinal depende apenas das nanopartículas anisotrópicas excluindo-se outras 

morfologias de nanopartículas, podendo assim serem utilizadas amostras 

polidispersas. Além disso, podem ser utilizados vários comprimentos de onda de 

excitação devido à banda de plasmon dos nanobastões de ouro ser variável com 

sua relação de aspecto. Neste trabalho, foi desenvolvido um sistema de detecção 

baseado na dinâmica rotacional de nanobastões de ouro em solução coloidal (Figura 

59), para a detecção de antígenos e anticorpos por medidas de espalhamento 

dinâmico de luz despolarizada. 

 

Figura 59 - Ilustração esquemática do processo de detecção. A interação biológica 

modifica o raio hidrodinâmico das nanobastões de ouro. 

Nas nossas experiências, os nanobastões de ouro foram preparados pelo 

método de crescimento mediado por sementes, utilizando um processo um pouco 

diferente dos apresentados nos capítulos anteriores, já que para maximizar o estado 

de rotação dos nanobastões precisamos de partículas com comprimentos maiores.  

Assim a síntese foi realizada com o método recentemente publicado por Zubarev et 
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al (118) a partir da síntese de nanobastões de ouro de elevada relação de aspecto, 

usando hidroquinona como um agente redutor. Esta síntese utiliza como solução de 

crescimento ácido cloroáurico (HAuCl4), brometo de brometo de cetiltrimetilamônio 

(CTAB), ácido ascórbico e nitrato de prata. O crescimento dos nanobastões de ouro 

é iniciado pela adição de uma pequena quantidade de semente que são 

nanopartículas de ouro esféricas. A solução de sementes foi preparada pela mistura 

de 10 mL (0,1 M) de CTAB e 100 µL (0,1 M) de uma solução de HAuCl4. Em 

seguida, foi adicionado 0,5 mL de 0,01 M de NaBH4, com agitação durante 1 min. A 

mudança de cor solução de amarelo para marrom brilhante evidencia a formação de 

nanopartículas de ouro. A solução semente é mantida em 28 °C em banho térmico 

durante 1 h antes de ser utilizada. Prepara-se então a solução de crescimento 

misturando 100 mL (0,1 M) de CTAB e 1 mL (0,1 M) de AgNO3 com 100 µL (0,1 M) 

de HAuCl4 em um Béquer. Foram então adicionadas 500 mL (0,1 M) de solução 

aquosa de hidroquinona e a mistura foi agitada até sua cor se tornar clara. A cor da 

solução muda de amarela para transparente, indicando a redução do Au+3 para Au+1. 

O passo final é a adição de 50 µL de solução semente na solução de crescimento. 

As sementes adicionadas atuam catalisando uma redução adicional do Au+1 para 

Au0 para formar nanobastões de ouro. A temperatura da solução de crescimento foi 

mantida constante a 30 °C. Os nanobastões de ouro sintetizados foram 

centrifugados três vezes a 5600 g durante 15 min para remover o excesso de CTAB. 

Figura 60a-b mostra imagens de microscopia dos nanobastões de ouro 

sintetizados, e figura 60c mostra espectro de absorção de nanobastões de ouro em 

solução coloidal. Esta figura mostra os picos de ressonância de plasmon transverso 

e longitudinal em 520 nm e 932 nm, respectivamente. A Figura 60c mostra o 

histograma com a distribuição do tamanho das nanobastões de ouro. Para uso dos 

nanobastões de ouro em medidas de dispersão despolarizadas de luz para detecção 

de biomoléculas, os nanobastões sintetizados foram funcionalizados utilizando um 

método semelhante ao publicado por Jia-Yaw Chang et al (119). Neste método 10 

mL de nanobastões de ouro sintetizados foram diluídos em 10 mL de água 

deionizada, em seguida são adicionados 200 µL (10 Mm) de ácido lipóico e sonicado 

durante uma hora. Neste processo, as moléculas de ácido lipóico são ligadas nas 

faces {111} das extremidades dos nanobastões, deixando grupos carboxila nestas 
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extremidades. A funcionalização é a ligação covalente entre o radical carboxila 

presente no ácido lipóico nas extremidades dos nanobastões de ouro através de 

ligações entre enxofre presentes nestes ácidos e o ouro. Esta ligação ocorre apenas 

nas extremidades, porque a superfície lateral dos nanobastões tem uma bicamada 

de CTAB originada do processo de síntese como relatado por outros autores (120).  

 

Figura 60 - (a) Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) dos nanobastões de 

ouro; (b) nanobastão isolado; (c) Histograma mostrando a distribuição do tamanho 

das nanobastões ouro; (d) Espectro de absorção dos nanobastões de ouro. 

A ligação entre o grupo amina presente nas proteínas, anticorpos ou outras 

biomoléculas e as extremidades dos nanobastões de ouro foi realizada por reação 

de amidação ativada por diimida. Após a funcionalização dos nanobastões de ouro 

com ácido lipóico, a solução foi centrifugada para remover as moléculas de ácidos 

não ligadas e, em seguida, adicionou-se à solução 10 mL de EDAC / NHS (0,4 M: 

a) b) 

c) d) 
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0,1 M) e sonicou-se a 4 °C durante 30 minutos. Este procedimento é responsável 

por ativar o grupamento carboxílico presente no ácido lipóico. Este grupamento vai 

se tornar reativo para a ligação com aminas. Em seguida, as soluções ativas foram 

centrifugadas a 3600 RPM durante 10 minutos e dispersado em solução tampão 

fosfato PBS 1X. Estes nanobastões de ouro funcionalizados foram testados como 

veículo de detecção biológica. Os nanobastões previamente ativados foram 

conectados com a proteína BSA (albumina sérica bovina), a fim de testar se as 

medidas poderiam detectar proteínas. Em primeiro lugar, 1 mL (0,1 M) de BSA foi 

adicionado para 1 mL de nanobastões de ouro funcionalizados com 5 minutos de 

tempo de incubação. A seguir a solução foi filtrada por membrana Milipore (300 nm) 

para remover quaisquer agregados e proteínas reminiscentes na solução. 

As medidas de dispersão dinâmica de luz despolarizada e polarizada foram 

realizadas utilizando um banho térmico a 30 °C para manter a solubilidade do CTAB. 

O aparelho utilizado foi um dispositivo de correlação de fótons Brookhaven BI9000 

operando na configuração 90 ° de geometria de espalhamento com laser de 

comprimento de onda de 633 nm. 

A Figura 61 mostra os resultados das medidas de dispersão de luz 

despolarizada com nanobastões de ouro ligados com a proteína BSA. Estas 

medidas foram realizadas com 5 minutos de tempo de incubação, e com 90 graus de 

ângulo de dispersão. Nesta figura, a linha preta é o resultado das medidas dos 

nanobastões de ouro como ativados anteriormente e a linha vermelha o resultado 

com a adição de 100 µL de BSA. A adição de proteína de BSA aumenta o raio 

hidrodinâmico dos nanobastões de ouro aumentando o tempo de decaimento 

característico do sistema. As medidas de dispersão de luz tanto polarizada quanto 

despolarizada podem facilmente detectar esta alteração na dinâmica coloidal. Esta 

técnica pode ser usada para estudar os diferentes tipos de interações entre 

proteínas e nanopartículas anisotrópicas, sendo uma melhoria sobre as técnicas que 

utilizam medidas dinâmicas tradicionais, como as publicadas por Liugi et al (121). 
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Figura 61 - Resultados das medições de dispersão de luz despolarizada com 

nanobastões de ouro ligados com a proteína BSA. 

De modo a testar o mecanismo proposto como uma ferramenta de 

biodetecção, foi utilizada a ligação específica entre os anticorpos imunoglobulina E 

(IgE) e anti-IgE como uma plataforma modelo. Em primeiro lugar, 1 µL (1 nM) de 

anticorpo IgE foi adicionado para 1 mL de nanobastões de ouro funcionalizados com 

5 minutos de tempo de incubação, a seguir a solução foi filtrada por uma membrana 

Milipore (300 nm) para remover quaisquer agregados e anticorpos livres na solução, 

sendo que em seguida foi adicionado 1 µL (1 nM) de anticorpo anti-IgE. A Figura 62 

mostra os resultados das medições de dispersão de luz despolarizada com 

nanobastões ligados com anticorpos IgE e a detecção de anticorpos anti-IgE como 

prova de conceito. Estas medidas foram realizadas com 5 minutos de tempo de 

incubação de IgE para nanobastões ativados e 10 minutos de tempo de incubação 

para o anti-IgE. As medidas são realizadas com 90 graus de ângulo de dispersão. 

Nesta figura, a linha preta é o resultado das medidas dos nanobastões de ouro 

ativos, em vermelho o resultado com a adição de 100 µL de anticorpos IgE. A adição 

de anticorpo IgE aumenta o raio hidrodinâmico dos nanobastões de ouro fazendo 
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aumentar o tempo de decaimento característico do sistema. As medidas de 

espalhamento de luz tanto polarizada como despolarizada podem facilmente 

detectar essa mudança na dinâmica coloidal. O resultado é a linha verde na Figura 

62, a adição de anti-IgE é facilmente detectada por causa do aumento no tamanho 

hidrodinâmico dos nanobastões associado com o aumento de massa o que aumenta 

o tempo de relaxação característico do sistema como pode ser visto na Figura 62. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62 - Resultado das medidas de espalhamento de luz despolarizada de 

nanobastões de ouro puros e ligados com anticorpos imunoglobulina E (IgE) e anti-

IgE. 

Em resumo, foi desenvolvido um novo e simples método para a detecção de 

biomoléculas usando a dinâmica rotacional de nanobastões de ouro em solução 

coloidal por medidas de espalhamento dinâmico de luz despolarizada. Medições de 

dispersão dinâmica de luz despolarizada com nanobastões de ouro acoplados com a 

proteína BSA mostrou que este método pode ser aplicado para o estudo de 

proteínas e detecção pela dinâmica de rotação dos nanobastões de ouro. Além 

disso, relatamos como uma prova de conceito, a detecção de anticorpo anti-IgE por 
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meio de medições de dispersão de luz despolarizada de nanobastões anteriormente 

acoplados com o anticorpo IgE. 
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4 – CONCLUSÕES 
 

Neste trabalho foi desenvolvida a síntese de nanomateriais e nanocompósitos 

para aplicações em detecção química e biológica. Foi realizada a síntese de 

nanobastões de ouro por três diferentes metodologias, sendo demostrada que a 

síntese pelo método de crescimento por sementes tradicional é o que demonstra 

melhores resultados em relação à qualidade e homogeneidade dos nanobastões 

sintetizados.  

Foi desenvolvido um novo e simples método para a síntese de nanocompósitos 

entre nanomateriais de carbono (óxido de grafeno e nanotubos de carbono) com 

nanobastões de ouro. O processo foi realizado através da síntese de nanobastões 

de ouro sob irradiação de luz ultravioleta e o seu crescimento sobre os 

nanomateriais de carbono. O material sintetizado mostra uma excelente distribuição 

de nanobastões em solução aquosa como caracterizada por imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão. Estes materiais foram testados como 

eficientes substratos para medidas SERS de algumas moléculas modelo.  Um filme 

fino foi formado com os nanocompósitos de óxido de grafeno e nanobastões de 

ouro, mostrando alta sensibilidade de detecção, preparação fácil e alta amplificação 

do sinal Raman. Mapeamento de sinal SERS neste filme mostrou grande 

uniformidade. Para os nanocompósitos entre nanotubos de carbono e nanobastões 

de ouro, foi desenvolvida uma metodologia alternativa para fabricação dos 

substratos SERS devido à dificuldade de formação de um filme uniforme. O material 

formado tem alta taxa de cobertura de nanobastões de ouro sobre os nanotubos de 

carbono com a formação de vários pontos hot spots, o que gerou enorme 

amplificação do sinal Raman via SERS, com detecção química na ordem de 

nanomolar de concentração. 

Foi ainda desenvolvido um novo método para a detecção de biomoléculas 

usando a dinâmica rotacional de nanobastões de ouro em solução coloidal por 

medidas de espalhamento dinâmico de luz despolarizada. Medidas de dispersão de 

luz despolarizada com os nanobastões acoplados com proteína BSA mostrou que 

este método pode ser aplicado para o estudo de interações entre proteínas e 
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nanopartículas. Além disso, foi realizada uma prova de conceito para detecção de 

anticorpos anti-IgE, através medidas de espalhamento de luz despolarizada com 

nanobastões de ouro previamente acoplados com o anticorpo IgE. 
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1. Introduction

Hybrid nanocomposites have attracted great attention in recent
years by combining the physical and chemical properties of several
nanomaterials to generate new properties and applications [1]. In
particular, the combination of carbon nanomaterials with gold
nanostructures is especially interesting because it combines the
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250 nm

Fig. 1. (a) TEM showing hybrid MWCNT/GNR and Scheme showing hot spots created in the process, (b)–(d) TEM showing various MWCNT decorated with gold nanorods, (e)
SEM image of MWCNT/GNR hybrids, (f) Statistical analysis of GNR aspect ratio, and (g) graph showing optical absorption spectra showing the plasmon peaks in the hybrid
colloidal solution (in red) and nanorods synthesized without the presence of nanotubes and the same process (in black).
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electromagnetic properties of gold nanoparticles of different
shapes, with unique physical–chemical properties of carbon
nanostructures such as graphene oxide and carbon nanotubes [2–
4]. One of the most common applications for gold nanostructures
is the formation of platform for surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS). The SERS effect consists of an enhancement
of the Raman scattering signal by orders of magnitude of molecules
attached to the gold nanoparticles due to the surface plasmon res-
onances. This effect has enormous attention in the last years
because the possibilities of applications in chemical and biological



(a) (b) (c)

(d) (e)

Fig. 2. SEM ‘‘coffee ring’’ effect in (a) coffee ring formed by the hybrid MWCNT/GNR, the points within the ring are aggregated of MWCNT/GNR, (b) zoom on the edge, in (c)
zoom (showing off the edge with carbon nanotubes/gold nanorods hybrids). (d) and (e) Nanostructure hybrid MWCNT/GNR forms an array type 3D by entanglement of
carbon nanotubes.
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detection [5]. Among the types of gold nanoparticles, the gold
nanorods are the most interesting for SERS applications due to
the strong electric field around it at the resonance condition. In this
condition, the nanorods are characterized as ‘‘nanoscale antennas’’
with large field enhancements due to its high curvature [6–8].
Thomas et al. showed that dimers of gold nanorods form regions
of very high electric field (hot-spots) [9] between the nanorods
cutting edges. El-Sayed et al. demonstrated that gold nanorods
have larger increase in SERS signal than spherical nanoparticles
[10]. Moreover, gold nanorods are better than spherical nanoparti-
cles for use in SERS also because their plasmon absorption bands
can be adjustable throughout the visible and near infrared (NIR)
spectrum by controlling the nanorods aspect ratio.

Recently, the formation of hybrids between the gold nanorods
and carbon nanostructures has been widely studied [11–15]. The
main process used for the attachment of gold nanorods on carbon
nanotubes is assisted by chemical bonding links [13–17]. In these
processes, gold nanorods have to be separately synthesized and
chemically functionalized with polymers or other binders to form
covalent or non-covalent bonds with functionalized carbon nan-
otubes. In this communication, we report a simple, easy and
one-pot in situ method of forming carbon nanotubes–gold nanorods
hybrids by photochemical synthesis. Gold nanorods synthesized by
ultraviolet light irradiation [18–20] grow in regions of the active
chemical functionalized carbon nanotubes or are attached by elec-
trostatic interactions. This method has the advantage of being fast,
simple and performed in just one step. The photochemical synthesis
is an advance in relation to the other techniques and the attachment
of the gold nanorods without chemical linkage simplifies the prepa-
ration. The hybrids were applied to the development of SERS active
substrates with high sensitivity by simple method of coffee-ring
effect recently used for SERS studies [21–23].
2. Experimental

2.1. Synthesis MWCNT/GNR hybrids

The synthesis of hybrids between multi-wall carbon nanotubes
(MWCNT) and gold nanorods (GNR) was performed by a
photochemical reaction upon irradiation of ultraviolet light. The
synthesis process consist of a solution containing 15 mL (0.1 M)
of cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and 100 lL (0.1 M)
of tetrachloroauric acid (HAuCl4) solution as a precursor of gold.
After that 1 mL (47 mM) of silver nitrate is add to the gold solution
for inducing the growth of anisotropic gold nanorods. Then 100 lL
of a fresh prepared ascorbic acid at 0.1 M is add to the previous
solution. Immediately the solution colour turned from yellow to
colourless, indicating the reduction of Au (III) to Au (I).
Afterwards, 400 lL of cyclohexane and 330 lL of acetone were
added. The decomposition of the acetone by UV light irradiation
produces ketyl radicals that reduce Au (I) to Au (0) forming Au seeds
[24,25]. Finally, 5 ml (0.6 mg/mL) of the functionalized MWCNT is
added to this solution and all components were then transferred
to a quartz tube (1 m length, 2 cm diameter), and then placed under
uniform UV light irradiation (8 W, 265 nm) for 25 min. The colloidal
solution remained stable for several months. MWCNTs were func-
tionalized by well-known chemical functionalization process [26].
Three rounds of centrifugation (5600 g for 10 min) were used to
remove the CTAB from the solution. The hybrids of carbon nan-
otubes/gold nanorods were dispersed in deionised water 18.2 MO.

2.2. SERS Substrate

For SERS measurements, 100 lL of colloidal solution of
MWCNT/GNR hybrids were dropped on previously cleaned
Si/SiO2 substrates and dried at room temperature. The evaporation
of the solvent concentrates the nanoparticles in a ring. This is the
so called coffee-ring effect recently observed and applied for
SERS measurements [21–23].
3. Results and discussion

The MWCNT/GNR hybrids was prepared by one-pot in situ pho-
tochemical synthesis. Fig. 1a and Fig. S1 (Supporting Material)
shows transmission electron microscopy (TEM) images of the
hybrid formed between multi-wall carbon nanotubes and gold
nanorods. This synthesis process creates several hot-spots regions
such as highlighted in Fig. 1a. It can be observed from Fig. 1b–d



(b)

(a)

Fig. 3. (a) SERS spectrum of 1 lM CV obtained from the coffee ring formed by the
hybrid MWCNT/GNR. Inset: The Raman signal without SERS 10�. (b) Plot of the
intensity of the 591 cm�1 CV SERS peak for various concentrations. Inset: Variations
of CV SERS peak intensity at 591 cm�1 as a function of logarithmic CV
concentration.

Fig. 4. Measured SERS spectra of MB for a concentration of 0.1 lM and 1 nM. The
Raman peak of silicon is seen at 520 cm�1.
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that gold nanorods grow around all observed nanotubes, and con-
sequently many hot spots are present in the hybrid. Fig. 1e shows
scanning electron microscopy (SEM) image of MWCNT/GNR
hybrids. The dimensions and aspect ratios of gold nanorods were
evaluated by statistical analysis, which gives an average of aspect
ratio around 3, as shown in Fig. 1f. The plasmon resonance of the
MWCNT/GNR was measure by optical absorption spectroscopy in
aqueous solution (Fig. 1g). This figure shows absorption peak due
to plasmon resonance in colloidal hybrid solution (red curve) and
nanorods synthesized without the presence of nanotubes and the
same process (black curve). Gold nanorods spectrum presents
absorption peaks centered at 514 and 723 nm corresponding
respectively to the transversal and longitudinal plasmon modes.
When the synthesis is carried out in the presence of MWCNT a
damping and a blue-shift to 686 nm of the longitudinal peak were
observed. This behaviour is due to the strong interaction between
carbon nanotubes and gold nanorods.

The MWCNT/GNR hybrids were applied to a very simple, rapid
and highly efficient SERS substrate. Fig. 2 shows scanning electron
microscopy (SEM) images of the coffee-ring formed by the evapo-
ration of the solvent (water) with the hybrid MWCNT/GNR. A zoom
on the edge of ring formed shows that with the evaporation, the
nanostructured hybrid MWCNT/GNR forms an array type 3D by
(a)

(b)

Fig. 5. (a) Measured SERS spectrum of CV (1 lM) on MWCNT/GNR hybrids with a
wavelength of 785 nm showing a strong increase of the Raman signal. (b) Measured
SERS spectrum of MB for a concentration of 1 lM with a wavelength of 785 nm,
showing a strong increase of the Raman signal.
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entanglement of carbon nanotubes. This process is interesting
because establishing several hot-spot regions besides increases
the area of absorption of the probed molecules. This process is very
simple and provides high enhancement factors for the Raman
signal.

For SERS studies, the aromatic dye cresyl violet (CV) [27] and
methylene blue (MB) [28] were used as SERS probe. The molecule
CV has an intense peaks at 591 cm�1 and methylene blue has two
characteristic peaks around 1624 and 445 cm�1 that are assigned
to C–C and C–N–C stretching. The solutions of CV and MB are dis-
solved in ethanol and deposited on two substrates, in common
glass and coffee-ring formed by MWCNT/GNR hybrids. The
Raman measurements of pure molecules without the SERS condi-
tion were performed in glass. The experiments were performed
using a Raman spectrometer T64000 Horiba and Dilor XY triple
spectrometer. The Raman spectra on the MWCNT/GNR hybrids
substrate and on the glass were recorded with 10 s and 60 s of
accumulation, respectively, and excitation wavelengths of
785 nm and 647 nm. The excitation laser was kept at low power
conditions at (1 mW) and focused by a 10� on the MWCNT/GNR
hybrids substrate and 100� on the glass.

Measurements were taken with CV dye. Fig. 3a shows the CV
SERS spectrum measured with wavelength of 647 nm at a concen-
tration of 1 lM. The SERS effect is clearly seen in the edge of the
coffee-ring formed by MWCNT/GNR hybrids. We analysed the sen-
sibility of MWCNT/GNR hybrids substrate to detection CV in sev-
eral concentrations to determine the detection limit. Fig. 3b
shows the measured CV SERS spectra for a concentration range
from 10�3 M to 10�10 M (0.1 nM). The intensity of the 591 cm�1

SERS Raman peak is plotted for each concentration.
The same measurements were taken with methylene blue and

the results are shown in Fig. 4 with wavelength of 647 nm at a con-
centration of 0.1 lM and 1 nM.

SERS measurements with laser wavelength of 647 nm in the
ring formed by the hybrid edge shows a strong increase in the
Raman signal of dyes used, and in both cases, nanomolar detection
limits was achieved even with low accumulation time (10 s). This
is mainly due to the large number of hot-spots and by the array
type 3D formed by entanglement of carbon nanotubes which is
highly advantageous to capture and concentrate the probe
molecules.

SERS measurements were also carried out with laser in the near
infrared region NIR (785 nm). Gold nanorods are ideal for SERS in
this spectral region their plasmon absorption bands can be adjus-
table throughout the visible and near infrared (NIR) spectrum by
controlling the nanorods aspect ratio. Measurements were taken
with CV and MB dyes. Fig. 5a shows CV SERS spectrum measured
with wavelength of 785 nm at a concentration of 1 lM. The
Raman spectrum in glass substrate was detected with a very weak
signal. On the other hand, as shown in Fig. 5a, coffee-ring formed
by MWCNT/GNR hybrids exhibited the strongest SERS intensity
under NIR laser excitation.

Fig. 5b shows MB SERS spectrum measured with wavelength of
785 nm at a concentration of 1 lM. The Raman spectrum in glass
substrate was detected with a very weak signal. On the other hand,
a strong SERS signal is clearly seen in edge of coffee-ring formed by
MWCNT/GNR hybrids. SERS measurements were performed with
gold nanoparticles and pure gold nanorods to compare the perfor-
mance with MWCNT/GNR hybrids. Fig. S2 (Supporting Material)
shows the SERS spectra comparing the performance of only gold
nanorods, spherical gold nanoparticles and MWCNTs/GNR hybrids,
all performed under the same conditions (647 nm, 1 mW and 10 s
of accumulation). This figure we see clearly that the substrate
formed by MWCNTs/GNR hybrids has a Raman enhancement sig-
nal much larger than the other materials.
4. Conclusions

In conclusion, we have demonstrated a very simple, rapid and
highly efficient SERS sensor based on photochemically generated
carbon nanotubes–gold nanorods hybrids nanocomposites. The
multi-wall carbon nanotubes and gold nanorods hybrids have a
large surface area which is highly advantageous for the trapping
of target molecules. The hybrid formed have high coverage rate
of aligned gold nanorods on the carbon nanotubes with the forma-
tions of several hot-spot points ensuring strong SERS enhance-
ment. Measurements of surface-enhanced Raman scattering
(SERS) through the effect ‘‘coffee ring’’, in visible and near infrared
show high sensitivity, for cresyl violet and methylene blue aro-
matic dyes, with a detection limit of nanomolar concentrations.
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hotochemical synthesis of
graphene oxide/gold nanorod nanocomposites for
surface-enhanced Raman spectroscopy†

A. J. Caires,*a D. C. B. Alves,ab C. Fantini,a A. S. Ferlautoa and L. O. Ladeiraa

Nanoscale engineered plasmonic materials that can efficiently sustain surface enhanced Raman scattering

(SERS) have been strongly pursued for high sensitivity molecular detection. In this work, we report the

production of gold nanorod/graphene oxide (GNR/GO) nanocomposites by a simple, one-pot process

whereby GNR are formed directly onto the GO flakes in solution by UV light irradiation. The proposed

method is easily scalable and results in GNRs with low dispersion in size and aspect ratio of �3. The

GNR/GO hybrids were deposited in glass by filtration yielding homogenous films that were systematically

tested as SERS active substrates. Raman spectroscopy mapping revealed that the tested substrates

present spatially homogenous and reproducible SERS responses. Analysis of Raman spectroscopy by

using a model molecule (cresyl violet perchlorate) indicates that the produced substrates can provide

very large SERS enhancement factors (�106) and very low molecular detection limits (10�11 M).
1. Introduction

Plasmonic nanostructures have been a topic of intense research
interest in recent years, mainly because of their excellent optical
properties and many applications. This is due to the phenom-
enon of localized surface plasmon resonances (LSPRs) of noble
metal nanoparticles which is associated with oscillations of
electrons on the metal surfaces, inducing a resonant optical
absorption. This SPR plasmon resonance phenomenon makes
these metallic nanostructures behave as nanoantennas, ampli-
fying the electromagnetic elds around the surface. This
behavior leads to an important effect called surface-enhanced
Raman spectroscopy (SERS) discovered by Richard Van Duyne
in 1976.1 This effect has been extensively studied since it opens
the possibility of studying molecules at very low concentrations,
which is interesting for applications such as biosensing.2 The
SERS effect originates from two principal mechanisms: the rst
is the charge exchange between the substrate and the molecule
under study, and the other is the intense electromagnetic eld
originated by plasmon resonance around the metallic nano-
structures.3,4 The second one is most relevant in the gaps
between two nanoparticles, called hot-spots, where the electric
eld is more intense and the highest enhancement is obtained.5

Homogeneous and reproducible fabrication of SERS active
Minas Gerais, Belo Horizonte 31270-901,
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substrates is being widely studied.6,7 Many substrates have been
reported with different preparation methods8–10 and metal
nanostructures of several morphologies such as nanospheres,11

nanorods,12 nanostars13 and nanostarfruit14 have been used.
Gold nanorods15,16 are excellent substrates for SERS due to

strong electric eld enhancements at their ends caused by their
high curvature and because the easy tunability of the surface
plasmon resonance in a wide spectral range in order to match
the frequency of the excitation lasers. Many synthetic methods
have been reported in recent years to obtain gold nanorods with
high monodispersity, stability and homogeneity.17 The seed-
mediated method has been the most traditional since it was
discovered by El-Sayed et al.18 and Murphy et al.19 The synthesis
of gold nanorods mediated by ultraviolet irradiation, described
by Yang et al.,20 has the advantage of being faster and more
easily scalable. Graphene oxide (GO)21 and reduced graphene
oxide (rGO)22 are normally obtained by acid/base treatments.
GO has abundant surface functional groups such as hydroxyl,
carbonyl, and carboxyl, which are responsible for the high
solubility in various solvents. This solubility makes this mate-
rial a great candidate for the formation of hybrids with metallic
nanostructures as recently reported by Dong et al. (2013)23 and
Yin et al. (2013).24 The formation of hybrids between graphene
oxide and gold nanorods have been reported by several authors,
and the employed methods usually make use of linkers to
promote electrostatic interaction of GO with gold nanorods.25–28

Chaofan Hu et al.25 have report the fabrication of graphene
oxide/gold nanorod hybrid materials by electrostatic self-
assembly and their application in SERS. In that method, gold
nanorods were synthesized separately and interacted with gra-
phene oxide, through polymers. Recently, Jayabal et al.27
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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reported a method for the preparation of reduced graphene
oxide/gold nanorods embedded in an amine functionalized
silicate sol–gel matrix. Dembereldorj et al.28 have formed
hybrids between gold nanorods and PEGylated-GO for photo-
thermal cancer therapy. Other authors have used similar
methods to form hybrids between gold nanorods and graphene
oxide.29–34

In this article we report a simple one-pot in situ photo-
chemical formation process of graphene oxide and gold nano-
rods hybrids by UV light irradiation. This method has the
advantage of being fast, simple and performed in just one step.
Furthermore, the GO/GNR hybrids were used to produce highly
sensitive SERS substrate.

2. Experimental section
2.1 Chemicals and reagents

Tetrachloroauric acid (HAuCl4$3H2O), silver nitrate (AgNO3),
ascorbic acid, cetyltrimethylammonium bromide (CTAB),
acetone, cyclohexane, NaNO3 (99% purity), H2SO4 (95–98%),
KMnO4 (99%), H2O2, and manganese oxide (Mn2O7) were
purchased from Sigma Aldrich. Graphite powder 99% purity
was supplied by National de Graphite Ltda, Brazil. All solvents
were obtained from commercial suppliers and used without
further purication. Milli-Q water with a resistivity of 18.2 MU

cm was used. GO was synthesized using the modied Hummers
method.35

2.2 Synthesis of graphene oxide/gold nanorods hybrid

First a 15 mL solution of CTAB (0.1 M) was prepared and 100 mL
of HAuCl4 (0.1 M) were added. The solution was stirred for 15
minutes. Next, in sequence, 1 mL (1 mM) of silver nitrate, 400
mL cyclohexane, 330 mL of acetone, and 100 mL (0.1 M) of
ascorbic acid were added. The solution changed from yellow to
transparent, showing the reduction of Au+3 to Au+1. The
dispersion of GO (0.01 mg ml�1) in water was assisted by
sonication. Finally 5 ml of GO was added to the previous solu-
tion and the dispersion placed under UV-irradiation (256 nm,
30 W) for 25 minutes in a quartz tube. The nal colloidal
solution stayed stable for several months.

2.3 Characterization techniques

The optical characterization was carried out by UV-VIS-NIR
using a Shimadzu UV 3600 spectrophotometer with 10 mm
path length quartz cuvettes. TEM measurements were per-
formed on a TEM TECNAI G2-20, using an accelerating voltage
of 200 kV. Samples were prepared by drop-casting from the
dispersion onto a TEM grid (200 mesh, holey carbon). Raman
experiments were conducted using a Dilor XY triple spectrom-
eter with different laser lines.

2.4 Substrate and SERS measurements

In order to prepare SERS substrates, excess CTAB was removed
from the GNRs/GO solution through three rounds of centrifu-
gation (5600 g for 10 min) and re-dispersion in deionized water
(18.2 MU). Aer which the solution of hybrid material was
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
ltered and washed with isopropanol several times using a 0.22
mmMillipore cellulose lter. The material collected in the lter
was transferred to a glass substrate. The cellulose membrane/
glass substrate was vacuum dried and then immersed in an
acetone bath to remove the cellulose membrane. As a result, a
thin lm of the hybrid GNR/GO material was formed.

Cresyl violet perchlorate (CV) dye was used as model
molecule for SERS measurements. CV was diluted in pure
ethanol at different concentrations. The CV solution was
either dropped on to the GNR/GO substrate lm (for standard
SERS measurement) or the substrate was dipped into this
solution for 20 seconds and dried at room temperature (for
SERS mapping). The surface enhanced Raman spectra were
recorded with the 647 nm wavelength excitation with one 10
seconds accumulation. SERS measurements were also per-
formed with wavelength lasers 488 nm, 514 nm and 568 nm.
The laser power on the sample was kept low at 1 mW, focused
in by an objective 10�. The reference Raman spectrum
measured in a standard glass substrate was performed with
647 nm excitation wavelength with 60 seconds accumulation
and focused in by an objective 100�. A SERS Mapping was
performed on Raman Microscope alpha 30R (Witec), with 633
nm excitation wavelengths with 0.3 seconds accumulation.
The laser power on the sample was kept low at 1 mW focused
in by an objective 10�.

3. Results and discussion

The synthesis process of GNRs/GO hybrids was carried out by
photochemical reduction of Au ions in presence of GO, under
irradiation of ultraviolet light. The photochemical reactions
promote the growth of gold nanorods onto graphene oxide sheets
in situ. However, a specic environment has to be setup by a
solution containing CTAB as surfactant, HAuCl4 as precursor of
gold, silver nitrate which acts in the induction of anisotropic
growth of gold nanorods, similar to the one demonstrated by
Placido et al.36 Cyclohexane promotes the formation of micelle
templates that assist the anisotropic growth, ascorbic acid
promotes the reduction of Au+3 to Au+1, a rst reduction of the
gold precursor, and acetone generates ketyl radicals that promote
the reduction of gold Au+1 to Au0, being considered as the radical
initiator.37,38 Silver nitrate and acetone are critical for the photo-
chemical synthesis of GNR/GO hybrids. There is no growth of
gold nanorods without their presence and, without irradiation by
ultraviolet light, there is no formation of any type of nano-
particles. Aer this process, a solution of GNRs/GO hybrid
material in CTAB is obtained. The transmission electron
microscopy (TEM) images (Fig. 1 and S1 in ESI†) show the GNRs/
GO hybrid material obtained by photochemical synthesis. In
Fig. 1a–c, the gold nanorods were supported in graphene oxide
sheets, as schematically shown in Fig. 1e. Fig. 1a–c shows clearly
a large number of gold nanorods efficiently dispersed on gra-
phene oxide sheets. The dimensions and aspect ratio of the gold
nanorods were evaluated by statistical analysis, showing an
average aspect ratio of 3 (30 nm/10 nm), as shown in Fig. 1d.

The plasmon resonance of the GNRs/GO in aqueous solution
was measured by optical absorption. Fig. 2 shows the optical
RSC Adv., 2015, 5, 46552–46557 | 46553



Fig. 1 (a–c) TEM images of hybrid GNR/GO at different magnifications. (d) Aspect ratio statistical distribution (e) schematic representation of the
hybrid GNR/GO. (Note: TEM images were made using holey carbon microscopy grid).

Fig. 2 Optical absorption spectra of GO (red line), pure gold nanorods
(blue line) and hybrid of gold nanorods/graphene oxide (black line).

RSC Advances Paper
absorption spectra of GO (red line), GNRs (blue line) and GNRs/
GO (black line). The GNRs were synthesized by the same process
described previously but without the presence of GO. The
spectrum presents two absorption bands centered at 514 and
750 nm corresponding to the transversal and longitudinal
plasmon modes respectively. When the synthesis was carried
out in the presence of GO, an increase of the transverse peak
46554 | RSC Adv., 2015, 5, 46552–46557
was observed. The longitudinal resonance peak is shied to 740
nm when the nanorods were allocated onto GO. The longitu-
dinal plasmon damping and transverse peak increase are
related to the strong interaction of the lateral surface of the gold
nanorods with graphene oxide, the change of the local dielectric
environment surrounding the surface of the nanorods, and
mainly to an increase in polydispersity when the synthesis is
performed in the presence of GO.

Considering using the GNR/GO hybrids as SERS substrate,
the hybrid material was deposited onto a glass substrate as a
thin lm from solution. Fig. S2† presents optical and scan-
ning electron microscopy images demonstrating that the
obtained lms are homogeneous in both macroscopic and
microscopic scales. The advantage of this substrate is that it is
simple to manufacture and can be applied to large surface
areas. The optical absorption spectrum of the GNR/GO lm is
shown in Fig. 3 (black line), the spectrum of pure GO lm is
also shown for comparison (red line). The characteristic
transverse and longitudinal peak can be observed in the GNR/
GO lm spectrum, however the longitudinal peak is strongly
broadened and shied in comparison with the peak in the
GNR/GO in solution (Fig. 2). Such effect is expected and has
been observed in spectra of pure GNR lms.39 It is attributed
to the stronger coupling between plasmons in neighbor
nanorods as the density of GNR is much larger in the lms
than in solution. It can also be due to the interaction of the
GNR and the glass substrate.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015



Fig. 3 Absorption spectra of the GNR/GO film (black line) and pure
GO film (red line).

Fig. 4 SERS spectra of CV at different concentrations.

Paper RSC Advances
SERS measurements

The dye cresyl violet perchlorate (CV)40 was used for evaluation
of the lm as an active SERS substrate. The CV was deposited by
drop casting onto the GNR/GO thin lms. SERS measurements
were carried out at various wavelengths to evaluate the best
laser excitation resonance conditions of the GNR/GO lm.
Fig. S3† shows SERS measurements with a laser wavelengths of
488 nm, 514 nm, 568 nm and 647 nm. The 488 nm laser was out
of resonance of the gold nanorods and a very weak Raman
signal of CV was observed, clearly displaying the D (1330 cm�1)
and G (1600 cm�1) Raman bands of the GO. The 514 nm laser
was close to the resonance of the transverse plasmon mode of
the gold nanorods and a signicant increase in signal was
observed. The use of the 568 nm and 647 nm lasers results in
the largest increases in the Raman signal since they approach
the longitudinal plasmon resonance of gold nanorods in the
GNR/GO lm. The 647 nm laser was chosen for SERS studies in
this work because it is closest to the resonant plasmon for thin
lms of GNR/GO as shown in Fig. 3.

The CV was deposited by drop casting on two substrates; on
the standard glass and onto GNR/GO lm. In both substrates
three concentrations were used (10�5, 10�8 and 10�11 M). In the
glass substrate, a very weak Raman signal was detected but only
when higher concentrations with long acquisition times (60
seconds) were used (inset in Fig. 4). On the other hand, the SERS
effect appears clearly on the GNR/GO substrate showing an
excellent signal at all concentrations and a monotonically drop
with the decreasing concentration (Fig. 4). The black line in the
Fig. 4 shows the Raman spectrum of CV on glass without any
SERS effect.
Fig. 5 SERS mapping of the GNR/GO hybrid film. (A) Optical image of
GNR/GO film as substrate (B) SERS mapping.
SERS mapping

SERS measurements of CV on the GNR/GO thin lm substrates
showed a high increase of Raman signal. However, the quality
and uniformity of the substrates are fundamental for the
development of commercial SERS substrates. In order to
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
evaluate the GNR/GO substrate uniformity, SERS mapping was
performed. The substrate was dipped for about 20 seconds in a
solution of 10�7 M of CV. Then Raman mapping measurements
were made using the 591 cm�1 peak as a reference. Fig. 5a
shows an optical image of GNR/GO lm as substrate and the
Fig. 5b shows the SERS mapping. This gure shows the varia-
tion of Raman signal depending on the position on the
RSC Adv., 2015, 5, 46552–46557 | 46555
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substrate; the yellow range is the intensity of the CV SERS
Raman signal peak at 591 cm�1. The variation of intensity is
mainly due the random distribution of CV molecules on the
substrate and by variation in the substrate surface topography,
since the depth of focus is small. Fig. S4† shows the same
mapping SERS measurements at two different focal distances.

Substrate enhancement factors (SEFs) were calculated
according to the methodology proposed by Le Ruet et al.41 We
assumed that all CV molecules were uniformly adsorbed within
the test samples, due to their dilute concentration (10�7 M). The
results of our calculations indicate an enhancement factor of
the order of 106.

GNR/GO lm features high SERS enhancement factors
with detection limits near picomolar concentrations for the
aromatic dye used. Other authors have reported SERS studies
using hybrids between GO and metallic nanoparticles.42

However, gold nanorods are better for SERS than spherical
nanoparticles as demonstrated by El-Sayed et al.43 due to their
high curvature and well-developed tunability of the surface
plasmon resonance. Spherical nanoparticles only have a peak
of plasmon resonance (�520 nm). On the other hand, gold
nanorods have two plasmonmodes, one transverse (�520 nm)
and another longitudinal (�640–1000 nm), and both of them
are active, though the longitudinal mode is the most intense,
as shown in Fig. 3 and S3.† Other studies published in the
literature have achieved enhancement of about 104–105 and
detection limits of nanomolar concentrations.25,42,44,45 The
detection limits and enhancement factors obtained in our
experiment are comparable or higher to the ones recently
reported in the literature.
4. Conclusions

We have developed a simple method for the synthesis of
nanocomposite between graphene oxide and gold nanorods.
The process was carried out through the photochemical
synthesis of gold nanorods by irradiation of ultraviolet light
and their growth on graphene oxide. The synthesized material
shows excellent distribution of nanorods in aqueous solution
as characterized by images of transmission electron micros-
copy (TEM). A thin lm was formed with the hybrids on a glass
substrate, showing high detection sensitivity, easy prepara-
tion and high enhancement in the Raman signal (magnica-
tion factor of 106), while SERS mapping showed great
uniformity.
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ABSTRACT 

 We report a detection system based on the rotational dynamics of gold 

nanorods in colloidal solution by depolarized dynamic light scattering (DDLS) 

measurements. Biomolecules are attached chemically on the end faces of Gold 

nanorods (GNRs). This process changes its rotational diffusion since modifies the 

effective length and friction coefficient of the nanorods. Measures of rotational 

diffusion coefficient by DDLS technique allow the detection of bio-molecules 

interactions with GNRs. Specific adsorption of Immunoglobulin E (IgE) and anti-IgE 

was chose as a model for concept demonstration. 

Keywords: Gold Nanorods, Rotational, Biosensor, depolarized dynamic light 

scattering (DDLS). 



 

INTRODUCTION 

 

Detection of chemical and biological compounds is of great importance, 

especially in disease diagnosis. Currently the most widely used method for this 

purpose is ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay) [1] , which is based on 

detection and quantification of specific antibody or antigen by color changes due to 

an intermediary enzyme reaction. The method, however, uses heterogeneous 

protocols with many steps and being further indirect because of the enzyme-

mediated reaction, being time consuming and restricted to specialized laboratories. 

The molecular recognition methods generally make use of a receptor conjugate to 

the analyte of interest (molecule capable of forming a strong specific analyte-

receptor binding pair). In many methods reported recently optical techniques [2]  

were used to detect binding pairs occurred at receptors previously attached to metal 

nanoparticles. Many other chemical detection methods have been studied recently, 

highlighting the inelastic and quasi-elastic light scattering methods surface-

enhanced Raman spectroscopy (SERS) [3] and dynamic light scattering (DLS) [4]. 

In the DLS method, some biological interaction can cause the aggregation of 

spherical nanoparticles probes, forming large clusters and thus changing their 

translational diffusivity, which is easily detected by standard measurement of the 

polarized light scattered by the colloidal solution. This method has been successfully 

used previously [5-8]; however, it has the disadvantage of multiple interactions 

between particles and aggregates may reduce the specificity and selectivity of the 

method. On the other hand, for anisotropic nanoparticle probes, such as GNRs [9], 



 

depolarization allows for the measurement of rotational diffusion. The strong 

depolarized light scattering of GNRs can easily override any other depolarized 

scattering from other biomolecules even in a congested sample, making GNR the 

optical probe of choice. Spherically perfects and pure gold nanoparticles are unable 

to depolarize an incident light, although a measurable depolarized light is scattered 

if they have a small deviation from a sphere [10]. Scattering from other 

macromolecules are usually negligible at appropriate concentrations of GNRs. 

Furthermore, while translational diffusivity is inversely proportional to the size of a 

nanoparticle, rotational diffusivity is to the cube of its size, and both have a complex 

dependence on the particle’s aspect ratio (length to diameter ratio for rods). 

Therefore, the viscous drag increase, after analyte binds to GNR coupled receptor, 

considerably decreases its rotational diffusivity and the autocorrelation time decay 

of depolarized scattered light can be used with enormous sensitivity. We report a 

detection system based on the rotational dynamics of gold nanorods in colloidal 

solution (Scheme 1), for detection of antibodies by DDLS measurements. 

 

Scheme 1 - Schematic illustration of the detection process. The interaction 

biology modifies the hydrodynamic radius of the gold nanorods.   



 

MATERIAL AND METHODS 

In our experiments, GNRs were prepared by seed-mediated growth method 

previously described by Zubarev et al to synthesize gold nanorods of high aspect 

ratio using Hydroquinone as reducing agent [11]. This synthesis uses as growth 

solution tetrachloroauric acid (HAuCl4), hexadecyl-trimethylammonium bromide 

(CTAB), ascorbic acid and silver nitrate. Addition of a small amount of spherical gold 

nanoparticles (Seed solution) initiates GNRs’ growth. Seed solution was prepared 

by mixing 10 ml (0.1 M) of CTAB and 100 µL (0.1 M) of HAuCl4 solution and adding 

0.5 mL of 0.01 M of NaBH4, with stirring for 1 min. A solution color changes from 

brown to bright brown. The seed solution is kept in a 28 °C in water bath for 1 h prior 

to use. The growth solution is prepared mixing 100 mL (0.1 M) of CTAB with 100 µL 

(0.1 M) of HAuCl4 and subsequently adding 1 mL (0.1 M) of AgNO3 in a beaker. It 

was then added 500 μL of hydroquinone solution (0.1 M), and the resulting mixture 

stirred until it became clear. The solution changes from yellow color to clear, 

indicating the reduction of Au+3 to Au+1. The final step is the addition of seed solution 

volume from 50 µL to the growth solution. The seeds added catalyze a further 

reduction of Au+1 for Au0 to form GNRs. The temperature of the growth solution was 

kept constant at 30° C. The GNR solution as synthesized is three times centrifuged 

at 5600 g for 15 min to remove CTAB excess. The synthesized nanorods were 

functionalized using a similar method reported by other authors [12,13]. In this 

method 10 mL of as synthesized GNRs were diluted in 10 mL of deionized water, 

and then was added 200 µL (10 mM) of lipoic acid and sonicated for one hour. 



 

Following functionalization of the GNRs with lipoic acid the solution was centrifuged 

to remove acid molecules not linked to the nanorods and dispersed in 1X of isotonic 

phosphate buffer. After adding 10 µL of EDAC/NHS (0.4 M: 0.1 M) to the solution, it 

was sonicated at 4° C for 30 min. Then, 100 µL of biomlecules (protein or antibody) 

were add for 10 mL of functionalized gold nanorods with 15 min of incubation time. 

DDLS measurements were performed within the next hour after biomolecules 

addition, using a thermostated bath at 36.7 °C to maintain CTAB solubility. The DLS 

apparatus used was a Brookhaven BI9000 correlator operating in 90° scattering 

geometry setup, λ = 633 nm. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The transmission electron microscopy (TEM) images of synthesize gold 

nanorods are show in figure 1. The absorbance spectrum of GNRs in colloidal 

solution shows resonance peaks of transverse and longitudinal Plasmon at 520 nm 

and 945 nm respectively (figure 1c). The resulting GNRs samples had its aspect 

ratio distribution estimated by TEM images (figure 1d). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. (a, b) Transmission Electron Microscopy (TEM) of the synthesized 

GNRs. (c) Histogram showing the aspect ratio distribution of the GNRs. (d) 

Absorbance spectrum of the GNRs. 

 

In order to use GNRs in DDLS bio-detection measurements, the synthesized 

nanorods were functionalized using a similar method reported by other authors [12-

13]. In this method 10 mL of as synthesized GNRs were diluted in 10 mL of deionized 

water, and then was added 200 µL (10 mM) of lipoic acid and sonicated for one hour. 

In this process, lipoic acid molecules become attached to the {111} end faces leaving 

a carboxyl group attached to the GNRs. The functionalization is the result of covalent 

linkage between the carboxyl radicals present in lipoic acids in the ends of GNRs 

d)) c) 

b) a) 



 

through links between sulfur present in these acids and the GNRs. This binding takes 

place only at the ends because the side surface of the nanorods has a CTAB bi-layer 

as the result of the synthesis process as reported by other authors [14]. The bond 

between amine radicals present on proteins, antibodies, or other biomolecule and 

ends of GNRs was accomplished by amidation activated by diimide. Following 

functionalization of the GNRs with lipoic acid the solution was centrifuged to remove 

acid molecules not linked to the nanorods and dispersed in 1X of isotonic phosphate 

buffer. After adding 10 µL of EDAC/NHS (0.4 M: 0.1 M) to the solution, it was 

sonicated at 4° C for 30 min. This procedure is responsible for activating the 

carboxylic grouping present in lipoic acid. This grouping will become reactive to link 

up with amines. The active solutions were centrifuged at 3600 rpm for 10 min and 

disperse in 1X phosphate buffer solution. These functionalized GNRs were tested 

as biomolecular detection probes. The previously activated nanorods were 

connected with bovine serum albumin (BSA) protein in order to test whether the 

measures could detect proteins; similarly, to reports of other authors [15-16] in DLS 

experiments. Firstly, 100 µL (1 µM) of BSA were add for 10 mL of functionalized gold 

nanorods with 15 min of incubation time, following the solution were filtered through 

Millipore (200 nm) membrane to remove any aggregates and reminiscent protein in 

the solution. 

Figure 2 shows the results of DDLS measurements with GNRs linking to BSA 

protein. In this figure, the black line is the measurement of GNRs as previously 

activated and the red line is the result with the addition of BSA.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Depolarized (v-h) intensity autocorrelation functions (g2(t)) of 

functionalized gold nanorods (Black) and gold nanorods linked with BSA protein (red) 

 

The addition of BSA protein increases the hydrodynamic radius of the GNRs 

increasing the characteristic decay time of the correlation function. According to 

Tirado and Garcia de la Torre hydrodynamic calculations modelling the rotational 

diffusion of short cylinders [17], the observed 2.32 times lower coefficient of rotational 

diffusion in the presence of BSA, corresponds to a layer of 3.0 nm around the ends 

and side of the functionalized GNRs. This technique can be used to study different 

types of interactions between proteins and anisotropic nanoparticles, being an 

improvement over the techniques that use only translational dynamic measures [18]. 



 

In order to test the proposed mechanism as a bio-sensing tool the specific 

adsorption of Immunoglobulin E (IgE) and anti-IgE was used as a model platform. 

Firstly, 10 µL (1 mM) of IgE antibody were added for 10 mL of functionalized gold 

nanorods with 15 minutes of incubation time, and the solution filtered through a 

Millipore (200 nm) membrane to remove any aggregates and reminiscent IgE in the 

solution. In following 10 µL (1 mM) of Anti-IgE antibody were added. Figure 3 shows 

the results of DDLS measurements with GNRs linked with IgE antibody and the 

detection of Anti-IgE antibody as proof-of-concept. These measurements were 

performed with 15 min of incubation time the IgE to activated nanorods and 1 hour 

of incubation time from Anti-IgE. In this figure, the black line is the result of the 

measurements of GNRs as previously activated and the red line is the result with the 

addition of 10 µL of IgE antibody. The addition of IgE antibody increases the 

hydrodynamic radius of the GNRs increasing the characteristic decay time of the 

correlation functions. The addition of anti-IgE antibody is easily detected because 

the increase in size of the nanorods associated with the mass increase also 

increases the characteristic relaxation time of the correlation function as seen in 

green in Figure 3. Calculations using the supra cited rheological model for short 

cylinders, indicate an increase of 3.8 nm and 6.5 nm, only at the ends of the GNRs, 

after addition of IgE and anti-IgE antibodies, respectively. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Depolarized (v-h) intensity autocorrelation functions (g2(t)) of 

functionalized gold nanorods (Black), gold nanorods linked with IgE Antibody (red) 

and Anti-IgE antibody detection (green). 

CONCLUSIONS 

 

In conclusion, in this short communication we report a new and simple method 

for detecting biomolecules using the rotational dynamics of gold nanorods in colloidal 

solution by DDLS measurements. Dynamic light scattering measurements with 

depolarized light of gold nanorods coupled with BSA protein showed that this method 

could detect proteins attached to gold nanorods. Furthermore, we reported as a 

proof of concept, the detection of anti-IgE antibody through DDLS measurements 

with gold nanorods previously coupled with the IgE antibody. 
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