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“A imaginacdao muitas vezes nos leva a mundos que nunca existiram, mas sem 1SS0 Nos

nao vamos a lugar algum.”

(Carl Sagan)



RESUMO

ZARAMELLA, Pedro Henrique Dondori. Analise vibracional e espacial de 6xido de
grafeno e dN'TPs. 2020. 135 f. Dissertagdo (Mestrado em Fisica) — Instituto de Fisica,
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2020.

Este trabalho trata do estudo da interacdo entre o grafeno oxidado (GO) e dNTPs
(Desoxinucleotideos trifosfato)- dATP, dCTP, dGTP e dTTP; dois materiais amplamente
estudados e aplicaveis na area da nanomedicina. Os materiais foram caracterizados através
de espectroscopia Raman e do método de escaneamento de superficie chamado AFM
(“atomic force microscopy”), de forma individual e em compésito. Do grafeno oxidado,
pudemos analisar suas bandas caracteristicas através de seu espectro vibracional e os perfis
de suas folhas através das imagens de superficie. Quanto as bases constituintes do DNA,
foi realizada uma atribuicao dos modos vibracionais correspondentes a cada um de seus
grupamentos. A caracterizagao individual dos materiais foi feita para a comparacao com os
compositos de modo a detectar alteracoes provocadas pela interacao dos materiais. Neste
trabalho, pudemos inferir apds a analise e comparagao de espectros e perfis de superficie
dos compositos, que ha uma diferente interacao entre as bases classificadas como purinas

(dATP e dGTP) e pirimidinas (dCTP e dTTP) com o grafeno oxidado.

Palavras-chaves: Grafeno, Raman, dNTPs, AFM.



ABSTRACT

This work is about the study of the interaction between oxidized graphene (GO) and
dNTPs (Deoxynucleotides triphosphate) - dATP, dCTP, dGTP and dTTP; two materials
widely studied and applied in the field of nanomedicine. The materials were characterized
using Raman spectroscopy and the surface scanning method called AFM (“atomic force
microscopy”), individually and in a composite. From the oxidized graphene, we were able
to analyze its characteristic bands through its vibrational spectrum and the profiles of its
leaves through the surface images. As for the constituent bases of DNA, an assignment of
the vibrational modes corresponding to each of its groups was carried out. The individual
characterization of the materials was made for comparison with the composites in order to
detect changes caused by the interaction of the materials. In this work, we were able to
infer after analyzing and comparing spectra and surface profiles of composites, that there
is a different interaction between the bases classified as purines (dATP and dGTP) and
pyrimidines (dCTP and dTTP) with oxidized graphene.

Keywords: Grahpene, Raman, DNA, AFM.
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1 INTRODUCAO

Ha alguns anos, a dupla de pesquisadores Andre Geim e Konstantin Novoselov
conseguiu isolar o grafeno. Utilizando de um simples método chamado "scotch-tape", que
consiste em sucessivas microexfoliagoes mecanicas de grafite M A partir deste feito, em
2004, foi observado um crescimento exponencial de publicagoes cientificas em diversos
paises, relacionadas a este material 21,

O grafeno é definido como um material 2D, onde os atomos de carbono ligam-se

31 Diferentemente do grafeno

formando redes hexagonais e tomando formas de colmeias
obtido em 2004, o grafeno utilizado neste trabalho é o chamado grafeno oxidado (GO),
obtido por exfoliagdo quimica e nao mecanica 4 Este material ja é explorado em diversos
ramos de estudo, como: armazenamento de dados, células solares, sensores, baterias e em
especial o ramo da satde e nanomedicinal®. O ¢xido de grafeno (GO) é um nanomaterial
promissor para ser empregado como sistema de entrega de farmacos hidrofébicos devido
a sua superficie planar em duas dimensoes. A interagao entre GO e materiais biologicos
pode levar a formacao de um nanosistema eficaz no tratamento de diversas doencas, por
exemplo o cancer 61,

Dentro da area de pesquisa do grafeno aplicado a satde existe uma ainda maior
ramificagdo de aplicagoes, os estudos do GO aplicado em drug delivery e gene delivery vem
crescendo de forma exponencial de 2008 até os dias atuais. Comparado a outros sistemas
de carregamento, o GO ¢ estudado para aplicagoes na area da saide, ja que conta com
caracteristicas como: boa biocompatibilidade e grande area superficial para carregamento
781 Devido a essa drea superficial e sua estrutura 2D, o grafeno possui a capacidade de
interagir com diferentes moléculas organicas e até penetrar em membranas celulares sem

causar dano [/

. A possibilidade de interacao das ligagoes m dos anéis de carbono com
drogas que contém anéis aromaticos também se mostra um diferencial [10], contribuindo
com pesquisas englobando, por exemplo, a area de combate ao cancer 5],

Dada a necessidade de mais informacao para aplicagoes concretas do grafeno na

[7]’ este trabalho tratara do estudo da interacao do grafeno com um material

area da saide
bioldgico especifico, as ANTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados), bases fundamentais
para a formacao do DNA. Essas bases tém em sua estrutura agucar e fosfatos, atados aos

seus nucleos purinicos com as chamadas adenina e guanina, ou pirimidinicos com citosina
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M Estas bases estdo presentes em todas os tipos de células e responsaveis pela

expressao de genes que controlam o metabolismo e o crescimento dos seres vivos 12, 13]

e timina

Nossos estudos em compésitos de GO e DNTPs, tém como objetivo geral, obter
informacoes sobre sua organizagao espacial através de medidas de AFM (do inglés “atomic
force microscopy”) cuja técnica nos permitiu formar imagens em 3D e obter distdncias
em escala de micro a nanometros. O método de AFM pode ser resumido como sendo um
tipo de escaneamento de superficie através de uma ponta de prova, assim formando uma
imagem topografica, geralmente, de nano ou micrémeros. Juntamente com a técnica de
AFM o micro Raman foi realizado a fim de obter informacoes a respeito da estrutura
vibracional desses materiais, em escalas micro a nanométricas. Essa imagem é resultado
de interacoes entre a superficie da amostra e a ponta de prova; por exemplo, podemos
citar forgas eletrostaticas, forcas mecanicas de contato e interagao de van der Waals, entre
outras. De forma simplificada as interagoes da ponta de prova formam uma imagem digital
e analisavel por softwares especificos [14]

A espectroscopia Raman tem como base a interacao da radiacao com a matéria, de

(15, 16] N espalhamento Raman nao

um modo que resulta em um espalhamento inelastico
h& absorcao de radiacao por parte da amostra e temos assim a possibilidade de ocorrer
tanto a aniquilagdo quanto a criagdo de fonons. Com isso, a energia resultante difere da
energia fornecida ao sistema. Essa diferenca de energia estd relacionada as frequéncias
de vibracao do material, e esta, juntamente com a intensidade dessas vibragoes. Assim,
podemos obter algumas caracteristicas intrinsecas do material relacionadas a sua estrutura
(conformagao e/ou configuracao) [16]

Neste trabalho analisamos o 6xido de grafeno e as dNTPs. No caso do grafeno
pudemos identificar suas caracteristicas a nivel vibracional, através da espectroscopia
Raman, e suas caracteristicas topograficas com a AFM, correlacionando os dados para
entendermos sua composicao corroborando com os dados da literatura. No caso das dNTPs,
através de analise Raman, foram identificados os modos vibracionais de cada uma das
bases e assim diferencid-las umas das outras. Apds o conhecimento dos materiais de
forma separada, foi estudada a interacao do GO com cada uma das bases. Nas analises

destes compodsitos, tentamos identificar como se da a sua interacdo, contribuindo para o

entendimento do comportamento do grafeno na presenca deste material biolégico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 TEORIA ELETROMAGNETICA

James Clerck Maxwell mostrou uma das mais significativas contribuicoes para a
teoria eletromagnética. Em 1865 Maxwell propos um conjunto de 4 equagoes que levariam,
quando resolvidas, a descrigdo dos fenémenos eletromagnéticos. Hoje em dia estas equacgoes
sao conhecidas como equacoes de Maxwell. As quatro equacoes descrevem propriedades
dos campos elétricos e magnéticos levando em conta as distribui¢oes de carga e correntes

(17]

Supondo um meio dielétrico e livre de cargas e correntes, as equagoes diferenciais

podem assim serem escritas:

V-B=0. (2.1.1)
)z
E=-=" 2.1.2
V% T (2.1.2)
V-D=0. (2.1.3)
- 9D
H=-=" 2.1.4
V x 5 ( )

Maxwell apresentou o termo conhecido como corrente de deslocamento (%—?) que
implica no surgimento de um campo magnético pelo fato do campo elétrico variar no
tempo, mesmo papel de uma corrente elétrica. Com isso Maxwell concluiu que a luz se
propaga pelos meios como as ondas eletromagnéticas 18],

Partindo destas equacoes podemos chegar a equacao da onda. Primeiramente, vamos
tomar o rotacional das egs. (2.1.1)—(2.1.4), obtendo:

. d(V x B)

Vo (Vx ) = =50 (2.1.5)

(2.1.6)
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Aqui devemos usar a identidade vetorial, valida para qualquer vetor:

Vx(VxV)=-VV+V(V.V) (2.1.7)

E as relagoes:
B=puH (2.1.8a)
D=¢E (2.1.8b)

Como os divergentes sao nulos, dados em Equacao 2.1.1 e Equagao 2.1.3, temos
como resultado apds algumas manipulacgoes algébricas, duas equagoes que satisfazem a

equacao de onda em duas dimensoes:

- PE

Dessa forma vemos que os campos elétrico e magnético podem se propagar como
ondas no espaco, de forma que, os campos sao componentes da onda. A velocidade da

onda é dada por [18]

v = JiE, (2.1.11)

onde 1 e € sao respectivamente propriedades magnéticas e elétricas, denominadas permea-
bilidade magnética e permitividade elétrica do meio (8],

Podemos expressar a equacao de onda de forma a caracterizar uma onda eletro-
magnética monocromatica com frequéncia bem definida utilizando como solugoes dos

campos:

E(r,t) = Bye'kr—wn (2.1.12)

B(r,t) = Bye'F™ (2.1.13)
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Tendo Ey e By como amplitude dos campos, ao substituir essas solugoes nas
egs. (2.1.9)—(2.1.10) obtemos como resultado a relagdo entre o vetor de onda (k) e a

frequéncia angular(w):

K? = viw?. (2.1.14)

Por fim, ao substituir as solugoes dadas pelas eqs. (2.1.9)—(2.1.10) nas eqgs. (2.1.1)-
(2.1.4) temos que:

KX FE

w

E, k=0, By k=0 e B=

(2.1.15)

Surge assim um aspecto importante sobre as ondas eletromagnéticas harmonicas, os

(18]

campos elétrico e magnético oscilam de modo ortogonal entre si "*'. Concluindo também

que:

Ey-By=0 (2.1.16)

Dessa forma vemos que além de perpendiculares entre si, ambos sao perpendiculares
a direcao de propagacao da onda. A Figura 1 ilustra o que foi calculado acima, com os cam-

pos elétrico e magnético oscilando em y e z, respectivamente, e a onda se propagando em .

Figura 1 — Ilustracdo demonstrando a oscilagdo dos campos elétrico e magnético e direcao de propagacao
da onda.
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Outras caracteristicas da onda sao importantes para a espectroscopia, como o
comprimento de onda (\) que é a distancia entre dois pontos sucessivos e iguais no padrao
ondulatério. Ja a frquéncia (v) é o nimero de ciclos de um evento em um intervalo de

tempo. Estas caracteristicas estao presentes na Figura 2.

Comprimento
A =—>]
de onda |

}

~ —— Campo elétrico — +

Tempo ou distancia

Figura 2 — Propriedades da onda eletromagnética. Fonte:Holler, 2009.

A equacgao que une a frequéncia e o comprimento de onda ¢é dada por

c= v (2.1.17)

onde temos c¢ representando a velocidade da luz no vacuo. Outro parametro muito impor-

tante é o numero de onda k, sendo este, o inverso do comprimento de onda com dimensao

de cm—1 [19]

1
S 2.1.18
= (2.1.18)
Reescrevendo a equacao 2.1.17 como:
. (2.1.19)

Usando do principio de osciladores harmonicos, Max Planck explicou o modo de

quantizacdo de energia para um corpo luminoso. Segundo Planck, os niveis de energia sao:

E, = nhv (2.1.20)

onde n se refere ao estado de vibracdo, v é a frequéncia do menor estado de energia, h ¢é a

constante de Planck e F,, do n-ésimo nivel de energia. A constante de Planck h possui o
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valor de 6,626 x 10734Js. Posteriormente com a teoria da mecdnica quantica e a energia

de ponto zero, ou ground state, reescrevemos a equagao anterior em [19]

1
E, = (n+ )hv (2.1.21)

de forma que o valor responsavel pela diferenga entre os niveis de energia é dado por:

AE =E, . — E, = hv (2.1.22)

Essa energia é a energia de um féton, que sao pacotes quantizados de energia e sem
massa. Podendo resscrever a Equagao 2.1.22 de outra forma, usando a Equagao 2.1.18 e
Equagao 2.1.19.

h

E=hv= e hek (2.1.23)

Onde k = {. Considerando a frequéncia angular: w = 27, podemos reescrever a

energia de outra forma, tal que:

w
E=h— =" 2.1.24
2m “ ( )

Com isso podemos subdividir o espectro eletromagnético seguindo o critério energé-
tico. A Figura 3 apresenta o espectro eletromagnético na regiao de ondas de radiofrequéncias

até radiagdes gama, de menor a maior energia respectivamente.

=— Aumento na Frequéncia (v)

1?24 I{I]EZ I‘I}_?r) l?lh IIOIG I?H 19[2 I?HJ IIU! iloﬁ Ila-i IPZ lluﬂ v {HZJ
b
b
Raios Gama Raios X vll'::;: Infravermelho | Microondas |FM | | AM Ondas Longas de Radio
| I
Radio
I 1
| | b | B [ | e | | [
O T+ L TV e S T SIS (1 I 1 10 1072 10° 0% 10 10° 10# 3 {m)
107°A 107%A 0,01A 1A 100m

dum  100um  lem Im  100m  10km 10%km  105%m A
= TTreaa, _ Aumento no Comprimento de Onda (A) —

e Luz Visivel TRl
17.5x10"4 ex10 sx104 43x101 v (Hz)
- | I | -
400 500 600 700 X (nm)

Figura 3 — Espectro eletromagnético apresentando as diferentes frequéncias das ondas eletromagnéticas e
suas aplicacoes.
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2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia é o estudo da interacao da radiacao eletromagnética com a matéria,
e o seu principal objetivo é a determinacao de niveis de energia vibracional de dtomos e
moléculas. Partindo dos espectros podemos encontrar a diferenca de energia entre niveis
e seus valores de transicao, e, com isso, determinar as posi¢oes dos niveis energéticos.
Para moléculas, temos regioes de diferentes tipos de energias que influenciam a regiao
espectral onde as transi¢oes sao observadas; sendo estes niveis: eletronicos, vibracionais ou
rotacionais.

Na regiao do ultravioleta ou visivel temos as transi¢oes eletronicas, na regiao do
infravermelho as transi¢oes vibracionais e na regiao de microondas as rotacionais [15],

Sabendo que a energia total de uma molécula (E}) é a soma das energias eletronica

(Eee), vibracional (E,;) e rotacional (F,.), essa relagdo pode ser representada por:

Etot = Eele + Evib + Erot (221>

E quanto a magnitude das energias podemos seguir a ordem decrescente:

E.e >> Eyp >> E,o (2.2.2)

de forma que os espectros podem ser estudados separadamente, em uma primeira aproxi-
macao.

Da aproximacao de Born-Oppenheimer que trata da separacao entre os movimentos
dos nucleos e dos elétrons, podemos usar a grande diferencga entre as massas dos elementos
envolvidos. Como os elétrons se movem muito mais rapido que os nucleos, podemos
considerar que os nicleos estao fixos em uma posicao durante a transicao eletronica. Dessa
forma, a interagao de radiagdo eltromagnética com o movimento vibracional dos ntcleos
da origem a um espectro vibracional no infravermelho ou um espalhamento Raman [19],
Vemos assim que a espectroscopia vibracional tem o intuito de obter informagoes a respeito
da molécula partindo da andlise de suas transi¢oes vibracionais. Desse modo podemos

identificar substancias partindo de seu espectro Raman [15],
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R Estado

v= eletrdnico excitado

Ponto de energia zero

Transi¢do puramente
eletronica

- 2

6 —

4 —

2 e 1

J=0 {

6 __L Transicdo Transicdo puramente

purar_nente vibracional Estado
; ——— rotacional v=0 fundamental

J=0

Ponto de energia zero

Figura 4 — Niveis eletronicos e seus estados intermediarios. Fonte:Ferraro,2003. (modificado)

O espalhamento Raman pode também ser usado para se obter espectros vibracionais
na regiao do visivel e do infravermelho, de uma maneira indireta. No espalhamento Raman
temos uma diferencga entre as frequéncias de radiagoes incidente e espalhada, sendo essa a

1 [15, 20]

frequéncia vibraciona . Afim de entendermos as frequéncias vibracionais, descrevemos

o Efeito Raman, do ponto de vista classico.
Modelo Cléssico

O método cléassico para as vibracdes moleculares foi desenvolvido primeiro por
Edgar Bright Wilson Jr. (1908 - 1992) %,

Para facilitar o tratamento de moléculas poliatomicas vamos levar em conta, pri-
meiramente, propriedades de simetria molecular. Considerando que cada atomo conta com
3 graus de liberdade (movimentos possiveis nas dire¢oes x,y e z), entdo para uma molécula
de N atomos teremos 3N graus de liberdade, contabilizando somente os movimentos
vibracionais, podemos descartar trés graus de liberdade translacionais intrinsecos dos

movimentos em fase de todos os atomos, centro de massa da molécula, nos trés eixos. Para
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as moléculas nao lineares, podemos descartar trés graus de liberdade, devido aos seus
movimentos rotacionais. Com isso, podemos contar com 3N-6 graus de liberdade restantes,
todos correspondentes a modos vibracionais. Em moléculas lineares, considerando niicleos
como pontuais teremos apenas 3N-5 graus de liberdade vibracional.

Vamos considerar um modelo de molécula diatémica. A molécula é constituida
por duas massas diferentes m; e my e uma mola de constante k representando a ligagao

quimica entre as moléculas, como representado na Figura 5.

m, g

- -

Ax‘ Axs

Figura 5 — Representacao de uma molécula diatomica com massas m; e mo e constande de mola k,
Fonte:Sala, 2008.

Nos interessam os pequenos deslocamentos dos nicleos assim, as vibragoes podem
ser descritas por coordenadas cartesianas de deslocamento (Az, Ay, Az). Denotando os

deslocamentos das massas/ntcleos por Az; e Azy podemos escrever as energias cinética e
[15]

potencial como

1 1
T = 5 (mlALle + m2A9(522> V = 5]47 (ASEQ — Al’l)Q (223)

Vamos considerar a energia cinética como 7' = %mAa’:z, a nergia potencial como

V = 1kAz? e a funcio lagrangeana dada por L = T — V. Além disso usaremos também a

— 2
equacao de Lagrange [15],

d[oL] oL
dt [am] “onr ! (2:2.4)

Que pode ser reescrita de outra forma usando 7' e V/

=0 (2.2.5)

d | oT n oV
OAr

dt |0Az
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Reescrevendo a lagrangeana mostrada na Equacao 2.2.5 para cada coordenada
teremos:

d[ oT ] oV
— = 2.2.
dt |08d: | T 9Aa; (2:2.6)
d | or | Vv
— = 2.2.
it |0A5s| T oA, =" (22.7)
Vamos tratar primeiramente a Equacao 2.2.6 utilizando da Equacao 2.2.3, com isso
teremos:
d 0 1 .9 .9 0 1 2]
. {am‘l {2 (m1day? + maAdy )]} oA [21@ (Azs — Azy)?] =0
d .

De modo semelhante, podemos repetir os passos para a equagao Equagao 2.2.7:

d 0 1 . 9 . 9 0 1 2]
o {8Aa§2 {2 (mlel + Mo Ay )]}+ OAT, {21{'(A1’2 —Az)°| =0

d .
p {moAzs} + k [(Axg — Azq) (—=1)] =0

mgAQf.Q —k (AJTQ — AQTl) =0 (229)

Agora, vamos supor que as equagoes diferenciais (Equagao 2.2.8 e Equacao 2.2.9)
tenham solugoes do tipo [15)

Axy = Ajcos (2mvt + @), (2.2.10)
e

Axy = Ascos (2nvt + ¢) . (2.2.11)
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com A; e Ay constantes. Se derivamos as solugoes da Equagao 2.2.10 e da Equagao 2.2.11,

teremos 17
d
%(Axl) = —2nvAisen(2mvt + @)
d2
@(Axl) = —471** Ajcos(2mut + @), (2.2.12)
e
d
%(Axg) = —2nvAysen(2nvt + @)
d2
@(Al‘g) = —47*V? Aycos (2t + @), (2.2.13)

que podem ser substituidas na Equacao 2.2.8 e na Equacao 2.2.9, dessa forma:

—47?v*my Ajcos(2nvt + ¢) — k [Agcos(2mvt + ¢) — Ajcos(2nvt + ¢)] = 0

—47T21/2m1A1 - k}(Az - Al) = 0, (2214)

—A4m?v*my Agcos(2nvt + ¢) — k [Agcos(2rvt + ¢) — Ajcos(2nvt + ¢)] = 0

—4m?V My Ay — k(Ay — Ay) =0, (2.2.15)

O que nos leva ao sistema de equagoes:

(=47’ my + k)A; — kAy =0, (2.2.16)

kAg + (—47*v*my + k)Ay = 0 (2.2.17)
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O conjunto de equagoes anteriores (Equacao 2.2.16 e Equacao 2.2.17) formam um

conjunto de equagoes homogéneas e lineares. Para obtermos uma solugao diferente da

trivial A; = Ay = 0 devemos encontrar o determinante da matriz [15]

—47T2V2m1 + k —k
—k —Am%0%ms + k

Dessa forma,

(—47?v*my) (—4m*v*my) — k* =0
167t v imymsy — 4202 mak — AP mok + K2 — K2 =0

A2 )2 [4ﬂ2y2m1m2 — k(my + mg)} =0

Com isso podemos obter as raizes:

v=20,

472 mymy = k(my + mo)

1/2 _ 1 k(ml +m2)

472 mims

1 |k
v=—|—
2\

onde p é a massa reduzida, que é definida como:

mima
(m1 -+ mg)

(2.2.18)

(2.2.19)

(2.2.20)

(2.2.21)

(2.2.22)

Substituiremos os valores encontrados como solu¢des na Equagao 2.2.16 e na

Equacao 2.2.17, de forma que:

e Pararv =0
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(—4720*°my + k)A; — kAy = 0,
kA; — kAy =0,

Com isso, interpretando as constantes como sendo as amplitudes dos movimentos dos

nucleos, Ar; = Axy implica em uma amplitude igual para ambos os nucleos caracterizando

um movimento de translacao [15],

oPauraV:%\/E
TV ou

2
1 |k
—kal + —471'2 (27‘_\/:) mo + k A2 =0

k:(ml + m2)
mqme

—kAl—i—l— m2+k] AQZO

—A1m1 = [(m1 + mg) — ml]AQ

A1m1 = —mQAQ, (2224)

ou

Axim; = —moAxs, (2.2.25)

Como as coordenadas cartesianas de deslocamento sao diretamente proporcionais
ao deslocamento dos ntcleos de sua posicao de equilibrio, esse resultado significa que as
particulas se deslocam em dire¢oes opostas com amplitude inversamente proporcional as

suas massas, executando um movimento vibracional [15],



30

Modelo Quantico

Para a resolucao do problema de modo quéntico, usaremos a fun¢ao hamiltoniana
(H), onde H =T + V. Agora teremos as energia cinética e potencial da particula descritas

Ccomao:

1 h?
T=—p" = T=—— 2.2.26
om? 2u dg?’ ( )
O operador de energia potencial para o oscilador harmonico é dado por [15],
L,

V= §kq , (2.2.27)
onde estao presentes a coordenada interna ¢ e a massa reduzida pu.
Primeiramente, devemos relembrar a equagao de Scrodinger:

HY = EV, (2.2.28)
Utilizando os operadores na equacao acima, teremos como resultado [15],

TV + VU = EU
R 20 kg?
————— 4+ —V =FEV
24 dg? * 2
> 2u kq?
— + = —— ¥ =0 2.2.29
dg? * I < 2 ( )

Para essa resolugao iremos considerar uma func¢ao de onda particular, dada por:

aq

U(q) = Aexp (—;) : (2.2.30)

substituindo essa funcao de onda na Equacao 2.2.29, temos que:

aw 2
P —Aage™ /2 (2.2.31)
e
d*v —aq?/2 2 2 —aq®/2 2 2
— = —Aae " +aaq e = —aVU + a“¢ V. (2.2.32)
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Modificando a Equagao 2.2.29 e igualando com a Equagao 2.2.32, resultara em [15].

2 kq?
—al 4 o220 = —Lpv 4+ Bl g
h h
2 kq?
—atotP=-Epy L (2.2.33)
h h
quando igualamos as ordens de ¢, os seguintes termos sao resgatados:
_2p
=72 E, (2.2.34)
e
k V 1k
2=t 4= VHE (2.2.35)

n? h

Finalmente, substituindo a Equacao 2.2.35 na Equagao 2.2.34, vemos que:

ah2
E = 1/ ,/ 2.2.
Qp 2u h T o (2:2.36)

sendo o p o valor da frequéncia de um oscilador cléssico.
Os estados que possuem energia mais alta sdo obtidos utilizando da Equacao 2.2.30,

ao multiplicar essa equagao por um polinémio, resultando em:

2
aq
Uy (q) = Ny . Hy (Vaq) exp (—2> (2.2.37)
onde Ny é apenas um fator de normalizacao e os polindmios de Hermite sdo representados
por Hy (,/ozq).
J4 que as transicoes vibracionais, de modo usual, sao dadas em cm™! que é o

niumero de onda, podemos escrever os termos de energia de modo:

1 1 1
Gy(em™) = e Ey = % (v + 2> = W, (v + 2> (2.2.38)

onde o termo w, representa o valor classico do nimero de onda do oscilador. Sao esses
valores de transicoes vibracionais que serao observados nos espectros Raman. A unidade de
cm ™!, na espectroscopia vibracional, é denominada como frequéncia mesmo sendo unidade
de niimero de onda. Com isso temos a origem dos modos vibracionais de acordo com as

teorias classica e quantica.
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2.2.1 O espectro Raman

O espectro Raman é uma consequéncia de um espalhamento inelastico de radiacao
monocromatica incidente em uma molécula. Diferentemente do infravermelho, onde con-
sideramos o momento dipolar intrinseco, o efeito Raman esta ligada a uma variacao do
momento de dipolo induzido na molécula consequente da radiagao incidente 5] O vetor

momento de dipolo induzido é classicamente escrito como:

P =aF, (2.2.39)

sendo « a polarizibilidade da molécula e E o vetor campo elétrico referente a radiacao
incidente. Vamos considerar a coordenada generalizada ¢ e o campo E da seguinte forma

(15]

q = qocos(2mv,t), (2.2.40)

E = Eycos(2mupt), (2.2.41)

apresentando uma diferenca entre v, que é a frequéncia vibracional e vy sendo a frequéncia
da radiacao incidente Podemos escrever a polarizabilidade o como uma série de Taylor em

funcao de q.

dq

com isso o momento de dipolo induzido tera, levando em conta apenas termos de menor

d
a=ag+ <a> a+.. (2.2.42)
0

ordem para « devido a pequena variacao de q, a seguinte forma:

— d — — d —
P= [040—1-(04) q]E:aoE—i-(a) qF
dq /, dq /,

B d B
P = aEycos(2mvpt) + (;) qoEocos(2mvgt)cos(2mu,t), (2.2.43)
/0

e usando a propriedade trigonométrica

cos(a)cos(b) = ; [cos(a +b) + cos(a — b)], (2.2.44)
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€ que nos retorna

da
dq

P = aEycos(2muot) + ( ) (QOEO) cos2m (v + v,)t] + cos[2m(vy — v,)t].  (2.2.45)

2

Podemos analisar a Equacao 2.2.45 de forma a perceber algumas caracteristicas,
como: o primeiro termo diz respeito apenas a radiacao incidente inalterada que corresponde
ao espalhamento Rayleigh, ou seja, o espalhamento elastico da luz [15],

Ja no segundo termo temos presentes radiagoes espalhadas com frequéncias vy — v,

(conhecido como espalhamento Raman Stokes) e g+, (espalhamento Raman Anti-Stokes).

Vemos que para esse fenémeno ocorrer temos:

da
(dq)o £ 0, (2.2.46)

isso significa que deve haver uma variagdo na polarizabilidade, dependendo de um pequeno
deslocamento da coordenada ¢ em torno de sua posi¢ao de equilibrio [15],

A variagao na polarizabilidade da molécula é necessaria para queocorra o efeito
Raman. Teremos dois espalhamentos relacionados de modo simétrico no efeito Raman,
em escala de energia em cm~!. Teremos a banda referente ao espalhamento Rayleigh
ao centro, uma banda ao lado, de frequéncias mais baixas, a Stokes e outra ao lado de
frequéncias mais altas, a anti-Stokes. Experimentalmente verificamos que as bandas de
espalhamento Stokes e anti-Stokes ndo possuem a mesma intensidade, assim. Essa diferenca

[15]

em intensidades é descrita no modelo quantico, para o efeito Raman ..

Primeiramente podemos definir a polarizabilidade como

Omn = /djm « Q/Jn dT; (2247)

onde a,,, sao componentes do tensor de polarizabilidade e v, e 1, representam,
respectivamente, as fungoes de onda final e inicial.
Podemos representar a relagao das componentes de momento de dipolo elétrico e

as componentes do campo delétrico de forma que:

Pyl = loye oy | | Ey
PZ azx azy aZZ EZ
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onde, temos as componentes «;; simétricas, ja que oy = Qyg , Qg = Qup € Q= Oy 3],

A cada transicao de estados vibracionais m e n, devem ser consideradas as compo-

nentes (;;), . sendo i e j coordenadas x, y, ou z.

mn’

(), / Yo @ Wy dT. (2.2.48)

Utilizando ainda o desenvolvimento por série de Taylor visto na Equagao 2.2.42

temos:

(), = (o) /zpm by dr + ( ) /wm q ¥ dr- (2.2.49)

No espalhamento Raman para a primeira integral do segundo membro temos estados
vibracionais diferentes e m # n nulos, pela ortogonalidade entre 1, e 1,,. Se m = n nao
teriamos dipolo induzido, nao haveria transicao de estados. Nesse caso o primeiro termo é
correspondente ao espalhamento Rayleigh. Para que ocorra o efeito Raman, a segunda

integral deve ser diferente de zero, e algumas condigoes que devem ser satisfeitas [15],

(dow> 40, (2.2.50)
dq },
ou seja, pelo menos um dos componentes do tensor polarizabilidade devera variar com a
vibracao em torno da posicao de equilibrio.

Em adicao, o produto ,, q v, deve ser uma funcao par. Sendo ¢ uma fun¢ao impar,
o produto ¥, ¥, também devera ser uma funcao impar.

A probabilidade de transigao se relaciona a intensidade Raman, da seguinte forma
[15].

16
L = ( T )]OI/4ZZ| i mnl”, (2.2.51)

sendo por definicao I a intensidade da radiagao incidente e v a frequéncia da radiacao

espalhada.
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Figura 6 — Diferentes mecanismos de espalhamento. Fonte: Chalmers, 2002. (modificado)

A Figura 6 representa os diferentes mecanismos de espalhamento. No espalhamento
Raman Stokes, a molécula no estado fundamental sofre interagdo com um féton de energia
hvg e ocupa a um estado intermediario (também chamado de virtual), e em seguida decai
para um estado vibracional excitado, caracterizado pela energia hr,,;. Nesse processo,
emite um féton que possui energia h(vy — vyr); com energia menor que a incidente. J&
no espalhamento Rayleigh, a molécula interage com um féton, esta decai para o nivel de
energia inicial emitindo um féton de mesma energia que a incidente, caracterizando um
espalhamento elastico. No espalhamento anti-Stokes a molécula ja se encontra em um
estado excitado e, apds interagdo com féton, decai para o estado fundamental, emitindo
um f6ton com energia h(vo + vy

Como a distribui¢cao da populagao de estados vibracionais segue a distribuicao de
Boltzmann, temos que as bandas Stokes devem possuir maior intensidade do que as bandas
anti-Stokes, j4 que os estados vibracionais de maior energia possuem menor ocupagao. A

relagdo experimental entre as intensidades anti-Stokes(/4) e Stokes (Ig) é dada por:

1,4 Vo + V,,>4 ( e, >
— = — — . 2.2.52
Is <1/0 ) “P\TKT ( )
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Para frequéncias vibracionais menores as duas intensidades sdo comparaveis, e para

frequéncias vibracionais maiores é mais dificil vermos as bandas anti-Stokes [15],

Sendo assim, o espectro Raman pode ser comparado a uma "impressao digital'das

moléculas, ja que, cada modo vibracional possui um comprimento de onda especifico, e

assim, cada molécula possui um tnico espectro caracteristico [15],

2.8 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA - AFM

Criada em 1986 por Binnig, a microscopia de forga atémica (do inglés Atomic force
microscopy) é um tipo de microscopia de sonda de varredura, as chamadas SPM, que

permite o escaneamento e analise de propriedades de superficie com resolu¢ées em uma

escala sub nanométrica 14 22,

O modo de escaneamento da microscopia de forca atémica depende de alguns

elementos principais, contando com um uma pequena ponta anexada ao chamado cantilever

[14]

que interage com a amostra em andlise, formando uma imagem. "*. O movimento relativo

dessa parte do aparelho com a amostra pode ser monitorado, através de uma deflexao
de sinal de um laser ao incidir em um fotodetector e da interagao deste com alguns
componentes de checagem da distancia da ponta com a amostra. Esse sinal que a amostra

retorna ¢ interpretado de forma a resultar em imagens 2D e 3D da topografia do material
(22]

[14]

A ponta e o cantilever compoem os principais acessoérios do AFMU?. Diferentes

tipos de conjunto ponta-cantilever podem ser utilizados para os diversos modos de operagao

do aparelho [14, 22]
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Figura 7 — a) Cantilever de silicio e b) Ampliacdo da imagem anterior com foco na ponta na extremidade
do componente. Fonte: Alessandrini, 2005.

Existem trés tipos de modos de operacao do aparelho para a aquisicao dos dados e
a utilizacdo de cada um depende da interacao de forcas entre a amostra e a ponta. Se a
interacdo entre a amostra e a ponta for sempre repulsiva, a ponta deve operar no modo
de contato. Caso a forca resultante seja atrativa, o modo de ndo contato é utilizado. Se
temos um conjunto de interagoes, atrativa e repulsiva, o modo de contato intermitente
(também chamado de dindmico) é utilizado [14],

No modo de contato, onde a ponta varre a amostra através do toque, a forca
aplicada na ponta pelo sistema ¢ mantida constante durante a varredura, criando imagens
através da variacao vertical de sinal. Para o modo de nao contato temos um semelhante
procedimento, modificando apenas a forga constante aplicada [14]

Para o modo de contato intermitente, o cantilever oscila sob a amostra e a variacao
da amplitude de oscilagao pds toque na amostra ¢ computada. Neste modo a ponta varia
entre as regioes de atracao e repulsao para com a amostra durante a oscilagao, diminuindo

os efeitos de arraste que podem prejudicar a qualidade da imagem [14],
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Figura 8 — Representagdo do comportamento da ponta no modo de contato intermitente. Fonte: Alessan-
drini, 2005.

O nimero de dtomos na amostra influencia na resolucao da imagem obtida, devido

as forcas de longo alcance que interagem com a ponta.

As caracteristicas técnicas utilizadas nesse trabalho poderao ser encontrados na

secao 3.2 [14, 22

2./ GRAFENO

Em 2004 Andre Geim e Konstantin Novoselov descobriram o grafeno e desde entao,
a comunidade cientifica tem pesquisado esse material com extremo interesse em suas
propriedades fisico-quimicas. O grafeno, como definido, é um material 2D (duas dimensoes)
que se organiza em forma de folhas e possui hibridizacdo sp?. Os dtomos tomam uma
forma hexagonal conhecida como honeycomb e sua espessura é equivalente a um dtomo. E
um material composto apenas por atomos de carbono, onde os atomos ligados entre si
ocupam o mesmo plano e suas folhas podem ligar-se por forcas de van der Waals 23] A

Figura 9 apresenta possiveis estruturas de carbono, que podem ser obtidas do grafeno.
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Figura 9 — Grafeno (cima) e seus derivados: Fulereno (esquerda); Nanotubo (centro) e grafite (direita).
Fonte: Randviir, Brownson e Banks 2014.

Geim e Novoselov, utilizaram a técnica conhecida como "Scotch Tape method’,
como um modo mais simples para isolar o grafeno. Esse método envolve o uso de uma
fita adesiva para remover flocos de grafite de uma placa de grafite pirolitico altamente
ordenado (HOPG) que depois sera depositado em um substrato de silica. Em seguida,

utilizaram o mesmo método, de exfoliacdo mecanica, para obterem o grafeno (23, 4]

. Hoje
em dia contamos com alguns métodos diferentes para obten¢ao do grafeno como produto

final, alguns destes métodos estao exibidos na Figura 10.
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Figura 10 — Métodos de sintese do grafeno. Fonte: Peres, N. M. R. 2009.

O atomo de carbono possui seis elétrons que, segundo a distribuicao eletronica
de Linus Pauling, sdo distribuidos nos orbitais 1s? 2s? 2p%. Os elétrons do orbital 1s ndo
contribuem para as ligagoes quimicas devido a uma forte atragdo com o nicleo. Dado que a
diferenca de energia entre os niveis 2s e 2p é menor que a energia ganha com a ligagdo C-C
vemos entao uma hibridizacao no orbital 2s. Sendo assim, 2p, e 2p, se combinam quando os
carbonos se unem formando o chamado orbital sp? dando origem a trés ligacoes covalentes
no plano, cada um contendo um elétron, chamados orbitais sigma (vide Figura 11). Os
orbitais resultantes da hibridizagao sao separados por angulos de 120°, responsaveis pela
geometria hexagonal da estrutura. [16, 3],

Podemos perceber um orbital perpendicular o plano, o orbital p, com um elétron,
que ao se combinar com outro atomo formam as ligagoes pi. Os orbitais pi sdo responsaveis
pelas propriedades eletronicas diferenciadas do grafeno. Do ponto de vista da rede e da
estrutura de bandas, podemos ver o grafeno como duas redes triangulares, cada uma
contendo dois atomos de carbono. Dados os dois atomos como unidade primitiva para
a formacao de toda a rede, temos que o orbital pi resultante da ligacdo destes, possui
duas bandas; uma banda de condugao maiores energias) e a banda de valéncia (menores
energias), sendo a banda de valéncia completamente preenchida.

De modo diferente de outros sistemas, no grafeno nao sao levadas em conta as

propriedades eletronicas do material proximas aos ultimos estados preenchidos, e sim
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informacoes de seus estados proximos ao topo da banda de valéncia e fundo da banda de
conducao.

Para melhor entender a hi-
bridizagdo vamos ao exemplo do
sistema de um elétron. Tomando
o atomo de hidrogénio com ape-
nas um elétron (-e¢) e massa m que

orbita um nuicleo de massa M. Po-

demos escrever a equagao de Scro-

Figura 11 — Os orbitais sigma e pi do grafeno na hibridiza¢do ~dinger, neste caso, da forma [16]1

sp?. Fonte: JORIO, A et al. 2011.

——V+ V(T)] U(r) = EY(r), (2.4.1)
onde p ¢ a massa reduzidda, que neste caso toma a forma:

M
= m
m+ M

Considerando a simetria esférica do atomo de hidrogénio, podemos escrever o

potencial V(r) utilizando que r = /a2 + 32 + 22 ¢

’ (2.4.2)

Vi(r)=- ze (2.4.3)

Aregr’

nessa equacao Z representa a carga do nicleo, no caso do hidrogénio temos Z =1, ja ¢, é
a constante dielétrica do vacuo. Novamente, utilizando da simetria esférica, a funcao de

onda pode ser escrita como:

U(r) = R(r)0(0)®(p), (2.4.4)

que pode ser decomposta de forma a termos trés equacoes diferenciais. J& que nao temos
nenhuma dependéncia de 6 ou ¢ na Equacgao 2.4.3, pode ser utilizado na equagdo uma
substituigao através dos harmonicos esféricos Y;™(0, ¢). Parar parte radial R(r) que restou,

utilizamos os polinémios de Laguerre. Temos associado a R(r) a seguinte expressao:

Rotr) = eap (~20) (2) 0 () 2.45)

nag Qo Qg
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Apos alguns procedimentos matematicos, obtém-se o seguinte resultado para auto-

valores de energia:

Z% pet 1

E,=— A
(4meg) 2R n?

(n=1,2,3--), (2.4.6)

Nestes autovalores temos alguns niimeros quanticos: o nimero quantico principal n,
o momento angular [, a componente z do momento angular m; e o spin do elétron my. Os

numeros quanticos podem assumir alguns valores ja definidos

n=1,23,.. (2.4.7)
1=0,1,2,...,n— 1. (2.4.8)
my=—l,—1+1,..,1—1,1. (2.4.9)
my =1/2,—1/2. (2.4.10)

Os orbitais atémicos ja citados s, p,d... sdo apresentados [ = 1,2, 3, ... respecti-
vamente. No caso do material que estamos estudando, o carbono, temos um Z = 6,
que implica em um total de n = 1,2 orbitais, sendo o primeiro orbital (1s) totalmente
preenchido e um orbital n = 2 ocupado parcialmente, com elétrons ocupando orbitais
hibridizados.

A complexidade eletrénica de uma molécula cresce conforme o nivel de organizacao
da molécula aumenta. Como exemplo, podemos tomar a molécula de NO. Os elétrons
localizados no nivel 1s?, em menores energias, e desse modo, ndo contribuem com pro-
priedades moleculares. Os elétrons localizados no nivel 2s também ocupam totalmente
o orbital. Considerando os elétrons de ligacao p, a ligagao de NO hibridiza os niveis de
energia de N e O que possuem o mesmo momento L ao redor do eixo z, tomando o eixo z
como o eixo ao longo da ligagdo. Os elétrons pertencentes aos dtomos de N e O, possuem
os momentos L = 0 para os niveis 2s e 2p, e L = 1 para 2p, e 2p,. J4 os localizados em
n = 2, um total de 11 elétrons no nivel n = 2: Para N: 252, 2p3 e para 0:2s2,2p* sao
responsaveis por ocupar os cinco niveis de mais baixa energia e um estado 7*, podemos ver
a organizacao dos niveis na Figura 12. Neste caso, o orbital 7* é o que chamamos de Singly
occupied molecular orbital (SOMO), se possuirmos a molécula de NO ionizada, teremos

o LUMO (Lowest unoccupied molecular orbital) ja que o estado mais alto da ligacao 7*
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estard vazio e sera o mencionado LUMO. Ja4 o HOMO, (Highest occupied molecular orbital)

sera representado pelo nivel p, [16]

t _t—t
&5
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Figura 12 — Niveis de energia para a molécula de NO, explicitando a distribui¢do de spins distribuidos.
Fonte: JORIO, A et al. 2011.

Temos agora que direcionar o estudo ao problema da hibridizagdo, a juncao de
orbitais atomicos. Voltando a Figura 12, os niveis de energia 2s é proximo ao 2p do
outro atomo, em alguns casos a interagao entre os atomos é tao forte que temos como

consequéncia a hibridizacao destes dois niveis por questoes de sua simetria semelhante.

25> + 2p> === |sp.> sp.> + [spy>
G 3 '-A--"-,' =
@ -0 o1 |
[2s> & Rp> ==  bp lsp.> - [spy>

Figura 13 — Representagdo esquematica da hibridizagdo sp. Fonte:JORIO, A et al. 2011.

No caso do grafeno, um material com hibridizacao sp?, essa caracteristica se da
pela juncao dos orbitais 2s, e os orbitais 2p, e 2p, (Figura 13).
Na espectroscopia Raman a fonte de espalhamento inelastico que origina o espectro,

em sua maioria, sao os fonons. Que dependem da estrutura atémica do material, quando
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falamos de material & base de carbono com hibridizacdo sp?. Isso nos permite estudar
materiais e destacar suas similaridades e diferencas dados os diversos materiais da familia
dos carbonos com hibridizacao sp?.

A estrutura cristalina deste material segue uma geometria 2D plana e possui uma
célula unitdria constituida por dois dtomos (A e B) e de vetores da rede (a; e ay), como

mostra a Figura 14.

Figura 14 — (a)Representagdo da célula unitéria e (b) Zona de Brillouin e pontos de interesse de simetria
na estrutura do grafeno. Fonte: JORIO, A et al. 2011.

Também temos os vetores da rede reciproca, representados por by e by, juntamente
com os pontos de interesse de simetria da zona de Brillouin, onde temos as relacoes de
energia. Neste caso sao trés: I', K, e M. Estes pontos sao importantes para, posteriormente,
melhor entendermos onde estao localizados os modos de vibracao que estao relacionados
com as frequéncias de interesse. Os pontos importantes e vetores de rede estao na Figura 14.

Na Figura 15 podemos ver as relagoes de dispersao de fénons no grafeno 2D. Sao
descriminados assim os modos no plano e fora deste, transversais 6pticos e acusticos (TO
e TA respectivamente) e longitudinais épticos e actsticos (LO e LA respectivamente).

Temos assim, cada modo discriminado e ligado a sua frequéncia.
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Figura 15 — Modos vibracionais, seus tipos e frequéncias relacionadas. Fonte:JORIO, A et al. 2011.

(modificado)

Durante a nossa analise dos modos vibracionais do grafeno, estes serao relacionados

com os modos apresentados na Figura 15. Apos discutidos os pardmetros de interesse para

o estudo do grafeno e sua importancia, sera apresentado brevemente o material biologico

no proximo capitulo.
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2.5 O DNA

O componente que une todos os seres vivos, as células, sofrem constantemente
divisoes para o surgimento de novas células e essas células podem diferenciar-se de acordo
com sua func¢do. Podemos observar células com as mais diversas fungoes, como, células
musculares, nervosas, epiteliais e sanguineas. Sendo assim o desenvolvimento e o crescimento
dos organismos vivos sao dependentes da diferenciacao e multiplicacao celular [13]

A biologia celular define o termo gene como: "a sequéncia de DNA que contém as
informagoes necessarias para produzir uma molécula de RNA e, se esta corresponder a
um RNA mensageiro, a partir dele elaborar uma proteina". Os processos fisiologicos e a
estrutura dos seres vivos baseiam-se, na maior parte, em proteinas. Estima-se que existam
30.000 genes quando consideramos os 46 cromossomos presentes nas células humanas.
Sendo assim temos toda a informagao genética contida no dcido desoxirribonucleico (DNA)
ENe) DNA, do ponto de vista quimico, é constituido em sua maior parte por desoxirribo-
nucleotideos compostos de um grupamento fosfato e uma pentose do tipo desoxirribose
que encontra-se ligada em uma das quatro bases nitrogenadas. Das quatro bases possiveis
temos citosina e timina apresentando uma estrutura de anel tinico, caracteristica das
pirimidinas e adenina e guanina com uma estrutura de anel duplo, caracterizada como

purina. Os 4 nucleotideos encontrados no DNA estao ilustrados na Figura 16 [11, 12, 13]



=
14 sy Om—O— H, N
O=E-_O_ Ha H 0 i e » e
H HA——N N H
- . OH H ="
a) OH H c) !
Fosfato Timina (T) Adenina (A)
Desoxirribose
-
f H H O—I!—O—CHZ o He N .
O=P—0—CH, H L\H I e |
i N
@7 N f:;o h o4 H N i
b) OH H d) H/ -
Citosina (C) Guanina (G)

Figura 16 — Ilustracao de como sdo formadas as bases, partindo de um grupamento fosfato, um agucar e
uma base nitrogenada: a) Timina; b) Citosina; ¢) Adenina; d) Guanina. Fonte: Amabis e
Martho, 2006.

O modelo de organizagao do DNA conhecido, atualmente, foi proposto em 1953
por James Watson (geneticista americano) e Francis Crick (fisico inglés). Baseando-se em
seus estudos e também estudos anteriores de outros cientistas, Watson e Crick chegaram a
conclusao de que o DNA é de dupla hélice, sendo composta por dois filamentos enrolados
um ao redor do outro ,juntamente, com bases de nucleotidios ligados. Esse modelo foi
confirmado juntamente com experimentos de raios-x pela quimica britanica Rosalind
Franklin.

Dessa forma a estrutura de dupla-hélice compde-se de dois filamentos de nucleotideos
torcidos entre si, mantidos por ligagoes de hidrogénio entre as bases de cada filamento
em sua parte interna. Essa estrutura que se assemelha a uma escada em espiral possui o
arcabougo (laterais da hélice) formados de agiicar (desoxirribose) e grupamentos fosfato
alternados. A ligagdo que permite essa juncao de nucleotideos é chamada de ligacao
fosfodiéster. Partindo da ligacao fosfodiéster podemos organizar e parametrizar a cadeia
nucleotidica, de forma que os carbonos dos grupamentos de agticar sao numerados de 1’ a

5" como mostra a Figura 17 [12],
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Figura 17 — Estrutura de nucleotideos purinicos, pirimidinicos e as numeracdes de seus componentes.

Fonte: Griffiths, 2008.

Partindo dessa numeracao vemos que a ligacao fosfodiéster é responsavel por

conectar o atomo de carbono 5’ de uma desoxirribose a um atomo de carbono 3’ da

desoxirribose seguinte no filamento. Dado isso, é dito que a polaridade do conjunto ligado

de agtcar e fosfato é no sentido 5’ para 3’. Esse sentido de ligagao é vital para a organizagao

[12]

celular. Os filamentos opostos possuem orientacao antiparalela!™.

Uma unidade de
/ nucleosidio monofosfato

CH, O\ Ligacao
fosfodiéster

Figura 18 — Diagrama quimico de um DNA de-
senrolado. Fonte: Griffiths, 2008.

As bases nitrogenadas apresentam-se
ligadas no carbono 1’ da desoxirribose no ar-
cabougo de cada filamento. Cada base esta
direcionada para a parte interna e em direcao
a uma base conectada ao filamento oposto. A
interacao entre as bases é feita por ligacoes
de hidrogénio, que mantém unidos os dois fi-
lamentos da molécula de DNA. As interagoes
entre as bases, assim como o sentido de liga-
cao fosfodiéster do DNA, podem ser vistas na
Figura 18.

Os dois filamentos compostos pelos nu-
cleotidios, quando pareados de modo antipa-
ralelo, automaticamente apresentam a confor-
magao de dupla hélice. A principal causa disso
pode ser atribuida as interacoes dos pares de

bases que se apresentam em uma conformacao
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de empilhamento no centro do DNA, aumentando a estabilidade e excluindo moléculas de

agua dos locais entre as bases pareadas. O modo de organizacao mais estavel para o DNA

da origem a dois filamentos em formato de dupla-hélice, apresentando sulcos de tamanhos

diferentes ao longo da espiral [12]

Existe uma especificidade entre as ligagoes
resultantes dos quatro nucleotideos: a adenina
sempre ird parear-se com uma timina do outro
filamento e a guanina de um filamento sempre
terd como par a citosina de outro. Temos essas
ligacoes especificas devido a caracteristicas como
o formato e as cargas elétricas complementares
das bases. Adenina e timina sdo unidas por uma
dupla ligacao de hidrogénio e, guanina e citosina
unidas por uma tripla ligacao de hidrogénio, como
visto na Figura 18. Dessa forma o par Citosina
- Guanina se apresenta mais estavel do que o par
Adenina - Timina.

Ainda, a quantidade de adenina ¢é igual a
quantidade de timina (A = T) e a de guanina
¢ igual a de citosina (G = C); onde podemos
afirmar que o nimero de purinas ¢é igual ao de
pirimidinas (A + G = T + C) 13,

Existe um mecanismo de cépia celular
muito importante que é chamado de replicacao

semiconservativa. A replicagao tem inicio com a

, como ilustrado na Figura 19.

3.4 nm

Figura 19 — Exemplo de organizacao em for-
mato dupla-hélice. Fonte: Ama-

bis e Martho, 2006.

deselicoidizacao dos dois filamentos que compoem a dupla-hélice. Como cada base nao

possui ligante, temos a possibilidade de ela se ligar a um nucleotidio livre, de modo a seguir

a exigéncia de pareamento, ja discutida anteriormente. Temos assim os dois filamentos

atuando como um molde, direcionando a montagem de uma fita auxiliar de bases para

a formacao de duas dupla-hélices, idénticas a original. Com isso teremos duas moléculas

"filhas"de DNA, cada uma delas contendo uma filamento da molécula original, como

podemos ver na Figura 20.
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Os dois filamentos da
dupla-hélice parental se desenrolam
e cada um especifica um novo
filamento-filho por meio das regras \ |
i - de pareamento de bases. \ |

<

Figura 20 — Modelo de replicagdo semiconservativa onde as fitas azuis sd@o os moldes e as amarelas sdo
suas novas complementares. Fonte: Griffiths, 2008.

Além do mecanismo de copia do DNA, podemos citar outra caracteristica muito
importantes envolvendo o material genético, é o método de como essa informacao contida
no material genético ¢ transferido ou transcrito.

No processo chamado de transcricdo do DNA os filamentos que compdem a dupla
hélice sao separados, de maneira analoga ao citado no processo de replicagao, e desse modo
um filamento pode ser utilizado como molde para a sintese de um RNA.

O RNA (Ribonucleic Acid), diferentemente do DNA, possui o agticar ribose e nao a
desoxiribose. Também de modo diferente o RNA é composto apenas de uma cadeia de
nucleotidios, ou seja, apenas um filamento que nao da origem a uma dupla-hélice. O RNA
possui a base pirimidinica uracila no lugar da timina [12],

A responsabilidade de deselicoidizacao do DNA e posicionamento de cada ribonu-
cleotidio com seu par correspondente é dada a enzima RNA polimerase; onde A é pareado
com T do DNA, G com C, C com G e U com A. Na Figura 21 vemos a acao da enzima

em uma dupla hélice e a producao dos genes, que quando forem expressados darao origem

a uma proteina.
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Figura 21 — A. Transcri¢do de genes em sentidos opostos partindo de filamentos molde diferentes. B.
Ribonucleotidios sendo adicionados em uma cadeia transcrita em formagcdo. P = Fosfato e S
= agucar. Fonte: Griffiths, 2008.

Esse RNA transcrito partindo dos genes é o chamado RNA mensageiro (nRNA),
que junto com outros tipos de RNA darao origem a moléculas de proteinas. Temos entao
a expressao da organizacao e ordenacao do desenvolvimento de um individuo (2],

Dessa forma, vemos a importancia do DNA na célula, junto a isso temos o grafeno
que se tornou um grande atrativo na area da nanomedicina. O grafeno possui caracteristicas
que o torna eficiente para drug e gene delivery, entre outros caminhos possiveis para estes
materiais. Entretanto, os dados adquiridos até entao sao ineficientes quanto a biocomatibi-

lidade dado as formas numerosas e de producao do grafeno, com isso, pretendemos neste

trabalho entender melhor como o grafeno se interage com as bases de DNA [,
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas, neste trabalho, amostras de bases de DNA e éxido de grafeno. As
amostras de grafeno foram cedidas pelo Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
(CDTN), pela professora Dra. Clascidia A. Furtado. As amostras de bases de DNA foram
cedidas em colaboracao com o Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva da Universidade Federal

de Uberlandia (UFU).

3.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A técnica usada para andlise das estruturas foi o AFM (atomic force microscopy).
Esse tipo de andlise permite obter imagens em 3D e analisar distancias em escala de
micrémetros a nandémetros. O método de AFM pode ser resumido a um escaneamento de
superficie através de uma ponta de prova, assim formando uma imagem 3D de alturas.
Essa imagem ¢ resultado de interagoes entre a superficie da amostra e a ponta de prova,
tais como forgas eletrostaticas, forcas mecanicas de contato e interacao de Van der Waals,

14.22] De forma simplificada as interagoes da ponta de prova formam uma

entre outras
imagem digital e analisavel por softwares especificos. A Figura 22 mostra o esquema de

funcionamento basico do equipamento que foi utilizado.



93

v Laser diode
. | Lens

Photodetector
—_’_________,_———'—‘“1
Cantileve
Sample
Z E

X . ,
ube piezo scanne

) §

Figura 22 — Representacao do funcionamento de um aparelho de AFM. Fonte:Catdlogo Shimadzu SPM-
9600

O equipamento utilizado foi o Shimadzu SPM - 9600, operando no modo dindmico
do aparelho, referente ao modo de contato intermitente. Na Figura 22 temos a composicao
do aparelho segundo o manual do fabricante: o tube piezo scanner é o mecanismo de
controle da posi¢ao da amostra (sample) que seré analisada pela ponta de prova anexada
ao cantilever. E este cantilever é uma estrutura flexivel e com uma extremidade livre, com
a ponta de prova. O laser reflete na ponta de prova e apds outra reflexao em um espelho
encontra um fotodetector. No fotodetector temos a relagdo das variagoes das posigoes do
laser refletidas com as deflexoes no cantilever, causadas pela mudanca de topografia da
amostra, assim formando uma imagem de superficie que pode ser analisada por softwares

de coédigos livres, como no nosso caso [22],

3.8 ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas no equipamento multi-
usuario da Universidade Federal de Uberlandia e no equipamento préprio do Grupo de

Espectroscopia de Materiais (GEM).
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O equipamento utilizado é composto de um espectrometro com grades de difragao
com um alcance do UV (Ultravioleta) ao Infravermelho préximo (NIR - Near Infra-Red)
passando também pelo visivel. Fontes de excitagao, acessorios 6pticos e um microscopio
(micro-Raman).

Como detectores, atualmente, tém-se utilizado os CCD (Charge Coupled Device
juntamente com filtros. Um monocromador é utilizado para eliminar e subtrair a luz de
excitacao do laser, o chamado espalhamento Rayleigh. O equipamento pode ser encontrado

com outras configuragoes, vide Figura 23.24

laser EEA

CCD or
multiarray
detector

i

Macro-Raman

Triple-monochromator
spectrometer Micro-Raman

Figura 23 — Representacao de um aparelho de espectroscopia Raman. Fonte:ARMOND), 1999.

3.4 PREPARACAO DOS MATERIAIS

e Bases de DNA: As bases de DNA usadas fazem parte de um kit laboratorial feito
pela empresa BIORON 251 O kit consiste em quatro frascos de 250uL contendo uma

das quatro bases em cada, com a concentracao padrao de 100mM de:

- Deoxyadenosine triphosphate (AATP) - Deozyguanosine triphosphate (dAGTP)
- Deozycytidine triphosphate (dACTP) - Deoxythymidine triphosphate (ATTP)

As amostras foram armazenadas como sugere o fabricante, mantidas em uma
temperatura préxima a -20°C e s6 foram retiradas desta condigdo para preparacao de

compositos e medigoes. Os Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTPs) sdo acompanhados

também de um sal afim de manter o pH em 7,5 para conserva(;éo.[25]

26, 27, 28, 29]

Abaixo podemos

observar a estrutura molecular desse material biolégico
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Figura 24 — Representacio estrutural das bases de DNA: dATP (a), dTTP (b), dGTP (c) e dCTP (d).
Sendo (a) e (c) purinas e (b) e (d) pirimidinas.

e Oxido de Grafeno (GO): Como discutido na secdo 3.1, tinhamos em maos amostras
de éxido de grafeno, sendo estas em duas concentragoes: 60ng/ul e 120ng/ul. A
principio a primeira concentragio, 60ng/uL, foi a utilizada para este trabalho pois
esta ja foi otimizada para estudo de grafeno e DNA em outros trabalhos dentro de

Nnosso grupo.
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3.4.1 Medidas de espectroscopia Raman

Para as medidas de espectroscopia Raman, tanto do grafeno, material biol6gico e

composito, tivemos as seguintes preparagoes:

e Oxido de Grafeno (GO) em solugao: Comegamos separando uma aliquota de 1mL da
amostra total de grafeno de concentragao Ing/mL. Essa aliquota foi separada a fim
de evitar contaminagoes e degradacoes a amostra principal. A principio essa amostra
foi armazenada em temperatura ambiente e nao sofreu processo de sonificacao.

Foi utilizado um substrato de vidro com pequenos pocos de capacidade de buls para
deposicao da amostra durante a medicao. Este substrato sofreu um processo de
deposicao de ouro por evaporacao a fim de amplificar o sinal visualizado através de
reflexdes miultiplas no poco. A espessura de ouro no substrato é pequena e apenas o

suficiente para cobrir os pogos para as medidas.

— e —

Figura 25 — Representacao do substrato metalizado utilizado para as medidas de espectroscopia Raman
em solugoes.

Para o grafeno houve deposi¢ao no substrato no momento da medida para evitar
contaminagoes. Tomou-se o cuidado de manter sempre o mesmo volume de solucao durante

toda a aquisicao dos espectros.
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e Oxido de Grafeno (GO) em filme: A partir da solugao de grafeno foi pipetado
5ul sobre substrato de vidro; que em seguida, foi deixado de secar a temperatura
ambiente. O espectro Raman do grafeno foi obtido na linha de excitacao do laser em

633nm.

e Bases de DNA: Com as bases o método de medicao foi analogo ao grafeno em solugao,
foram pipetadas aliquotas de 5ul. em um poco e a obtengao do espectro foi realizada.

Foram usados pocos diferentes para cada uma das bases citadas na Figura 24.

e Compdsito (Bases de DNA + GO): De forma analoga & preparacao das bases, em
cada poco foi gotejado uma aliquota de 5uL. de compdsito em diferentes concentragoes
de grafeno para cada volume de base mantido fixo. As concentragoes analisadas

foram as seguintes em proporcao de volume: 1:5, 1:10, 1:1 e 5:1 de ANTP:GO.

3.4.2 Medidas de AFM

Na aquisicao das imagens de AFM, tanto do grafeno, material biolégico e compdésito,

foram realizados os seguintes procedimentos:

e Grafeno(GO): Foi depositado, pelo método de casting, em um substrato de vidro de
18x18mm, um total de 5uls da solugao de grafeno com a concentracao de Ing/ml. As
imagens foram coletadas em diferentes pontos da amostra para melhor compreensao

da conformacao topologica da amostra.

e Compdsito (Bases de DNA + GO): De forma andloga a preparagao de filmes de
GO foram usados substratos de vidro de 18x18mm, e em cada um gotejado 20uL
de cada composito. As primeiras imagens de AFM dos compdsitos apresentaram
aglomerados, assemelhando se ao sal (conservante) presente nas bases. A fim de
comprovar essa observacgao foi efetuada a lavagem do filme e novas imagens foram

obtidas.

e Lavagem dos compositos: Os substratos contendo os compositos foram submetidos a
um processo de lavagem. Cada amostra recebeu 20uL de agua ultra pura e, utilizando
um spin-coater, foi submetida a uma centrifugacao rapida. As medidas de AFM

foram feitas antes e apds a lavagem dos compésitos afim de comparagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serao discutidos os dados obtidos a partir das amostras de grafeno e
das bases de DNA (dNTPs). As amostras de grafeno foram estocadas em pequenos volumes
e armazenadas sob refrigeragdo, do mesmo modo que as bases de DNA. Os materiais foram
retirados do armazenamento refrigerado apenas para as medi¢oes. Com isso foi mantida a

integridade dos materiais.

4.1 ANALISE DO GRAFENO

Os espectros Raman foram obtidos de acordo com a subsecao 3.4.1 e as medidas de

AFM adquiridas de acordo com a se¢ao 3.2.

4.1.1 Caracterizacao do grafeno por Espectroscopia Raman

Como discutimos na se¢ao 2.4 os materiais baseados em grafeno, com hibridizagao
sp?, podem ser diferenciados estruturalmente pela técnica de espectroscopia Raman. A
Figura 26 apresenta o espectro Raman do grafeno na forma de filme obtido utilizando o

laser de 633nm como linha de excitacao.

—— GO Filme Cast

Intensidade (u.a.)

— 7T - 1 T~ T T 1 T T T T T T T 1 7
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 26 — Espectro Raman referente ao GO em filme obtido por casting.
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Primeiramente, comparando o espectro de GO obtido por nds com os espectros da
Figura 27 logo abaixo, podemos observar que este corresponde ao espectro de um grafeno
danificado (damaged graphene). Essa identificacdo era a esperada, ja que temos o GO
(grafeno oxidado) como material em questao. O método de produgao desse tipo oxidado
de grafeno gera defeitos na rede cristalina do grafeno puro. Como defeitos podemos ter
a presenca de grupos epoxi, hidroxilas, carbonilas e carboxilas. Esses grupamentos sao
localizados tanto nas bordas como no plano da estrutura, uma consequéncia do método de
Hummers 2% durante a a fabricacao do GO partindo do grafite natural expandido com

99,5% de pureza.

v 7 , 7
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‘iL graphene
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" 1 . ) __amgqrphous carbon
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Raman Shift (cm™)

Figura 27 — Espectros Raman de materiais & base de carbono com hibridizacao sp?. Fonte: JORIO, A et
al. 2011.

Sao esses defeitos, originados pelos grupos, os responsaveis pela observacao de
algumas bandas, como veremos a frente. Seguindo com a andlise do nosso espectro de
grafeno, dividimos em duas regioes espectrais: Regido I - 800 a 2300 cm~! e Regiao II -
2100 a 3500 cm ™!, que descrevem a energia em funcao da amplitude das oscilacoes.

Temos a equagao matematica para a fungao lorentziana dada por:

— o
V=17 (ea)”

a2

(4.1.1)

onde ag = amplitude; a; = centro e a; = largura do pico.
Regido I - 800 a 2300 cm ™!
Essa regiao do espectro apresenta alguns dos principais modos vibracionais do

grafeno, como mostrado na Figura 28.
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Figura 28 — Ajustes por lorentzianas da primeira regido do espectro Raman do grafeno isolado.

O primeiro modo vibracional de interesse é atrobuido a chamada banda G. Essa é
uma banda presente em todos os sistemas de carbono com hibridizacdo sp?, a origem deste
modo estd nos fonons Gpticos localizados no ponto I' da zona de Brillouin. E esperado
que esse modo seja encontrado por volta de 1580 cm™!, segundo a literatura e a andlise
feita previamente pelo CDTN. No espectro da Figura 28 ele é representado pela curva

-1 116,31, 32 A handa G ¢ originada por um

2 e tem seu centro localizado em 1584 cm
processo que se inicia com um féton incidente que de modo ressonante excita um par
elétron-buraco, seguido de um espalhamento de um destes elementos por um fénon de
modo iTO ou iLLO. A banda G originada deste processo representa uma vibragao no plano,
o chamado stretching, entre os carbonos da ligacao C-C. Esses modos vibracionais estao

esquematizados na Figura 29 [31],
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Figura 29 — Esquematizacao dos modos de vibragao para a banda G. Fonte: Beams, 2015.

Outra banda de interesse é a chamada banda D, geralmente encontrada em torno
de 1350 cm~!. Na Figura 28 é representada pela curva 1. Diferentemente da banda G,
a banda D ¢é consequéncia de um defeito da rede, como algum grupamento anexado ou
uma vacancia, como ja discutimos antes. No caso da banda D temos um elétron espalhado
de forma inelastica por um fénon iTO para o ponto K’ e novamente espalhado de volta
ao ponto K, como consequéncia de um defeito. Na Figura 30 podemos ver esse modo de

vibracao no plano da cadeia [31, 16]

Figura 30 — Esquematizacao dos modos de vibracao para a banda D. Fonte: Beams, 2015.

Préximo de 1620cm ! existe a banda D’, esta também é uma banda que depende

de defeitos estruturais para existir. Na Figura 28 temos essa banda representada pela

curva 3 com centro em 1607cm™! [31, 16].
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Regiao II - 2100 a 3500 cm !
A Figura 31 apresenta o espectro do GO com bandas mais largas e de menores

intensidades, que os observados na regiao I.
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Figura 31 — Ajustes por lorentzianas da segunda regido do espectro Raman do grafeno isolado.

1 ¢ referente

O primeiro pico, a curva 1, com centro localizado em 2649cm™
a banda 2D que ¢ encontrada ao redor de 2700cm~!. E esse modo possui o mesmo
comportamento vibracional da banda D, um movimento de respiracao do anel, consequente
de um processo Raman de segunda ordem [16, 31, 32]

Apbs o primeiro pico, temos a combinagao das bandas D + D’ resultando em
uma banda centrada em 2916cm™!. J4 em 3172cm~! h4 uma banda de defeitos, similar
a banda D, entretanto, agora a chamada de banda 2D’ é resultante de um processo
envolvendo dois fonons e o chamado overtone da banda D’.

Utilizando os dados obtidos pela espectroscopia Raman, podemos também estimar
o tamanho do cristalito de grafeno (L,) que estamos estudando. A férmula [33] apresentada
abaixo nos permite utilizar a razao entre as intensidades das bandas D e G, e o comprimento
de onda do laser utilizado A, para obter um tamanho médio das nossas estruturas.

Nesse caso, o laser utilizado foi o de 633nm e a razao entre as intensidades das bandas %

obtida por nés foi de 1,87.

] —1
Lo(nm) = (2,4 x 107 e (;’) (4.1.2)
G
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Como resultado da equacao temos que o tamanho médio dos nossos cristalitos de
grafeno ¢ da ordem de 20,6 nm. O empilhamento de folhas de grafeno nesta amostra
é pequeno mas, na seguinte analise por espectroscopia de forca atdmica, veremos que

juntamente com as folhas de grafeno ali coexistem alguns aglomerados de carbono.

4.1.2 Caracterizagao por AFM do grafeno

Para anélise de superficie, com intuito de identificar as formas e dimensoes do
grafeno utilizado, usamos da técnica de AFM. Através das imagens geradas, tanto em
2D quanto em 3D, foi possivel tragar perfis para cada estrutura observada. Na Figura 33
temos imagens e da amostra de GO. O programa utilizado para a obtencao dos perfis das
estruturas é o Gwyddion, um software livre de tratamento de dados em imagens.

17.5 nm 30.3 nm

500 nm

6.0 10.0

4.0

5.0

2.0
500 nm

0.0 0.0

17,5 nm

10,0 17 nm
50 0nm
0,0

Figura 32 — Imagens do grafeno utilizado obtidas através de AFM. Acima duas imagens 2D e abaixo uma
imagem 3D mostrando as folhas e pequenos aglomerados.

Analisando a Figura 32 podemos identificar dois tipos de formas: uma estrutura
em formato de folha e outro tipo de estrutura de formato granulado. Ambas as formas

eram esperadas, entretanto, apenas as estruturas com formato de folha sdo de interesse; os
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outros tipos de estruturas encontrados, apesar de serem grafeno, se devem ao processo de
obtengao do GO. Através de uma anélise de perfil foi possivel coletar algumas informagoes

acerca das estruturas da Figura 33. E a Figura 34 apresenta as linhas de superficies obtidas.

[ T17.5 nm

'16.0

14.0

112.0

10.0

Figura 33 — Imagem de AFM do grafeno apresentando os pontos de analise de perfil.

As imagens (a), (d), (e) e (f) da Figura 34 apresentam a forma estrutural de folhas
e possuem uma altura de empilhamento médio que vao de 1.5nm até 2.8nm. As imagens
(b) e (c) e apresentam estruturas menores e arredondadas, possuindo altura média de
7nm até 14nm. O empilhamento maximo visualizado é préximo de 20nm como o esperado

nesses materiais GO 34,
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Figura 34 — Perfis retirados da imagem de AFM do grafeno

Os empilhamentos de folhas, apresentados anteriormente, sdo compostos de poucas

3. Com relacao aos

folhas, observando que a altura média de uma unica folha é de 1nm [
aglomerados, estes sim apresentam altura elevada, chegando a sete vezes a altura de outras
estruturas de grafeno presentes nessa amostra.

Feita a analise do grafeno, de forma espectroscopica e microscopica, vamos partir

para a analise do material biolégico e como este se comporta no mesmo meio que o grafeno.
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4.2 ANALISE DNTPS

Para a andlise das bases de DNA utilizamos a espectroscopia Raman. Através da
analise das bandas, foi possivel identificar os modos normais de vibrac¢ao correspondentes
aos grupamentos quimicos constituintes da molécula. Os espectros das bases foram obtidos
utilizando um laser com comprimento de onda em 325nm. Os espectros foram divididos
em trés regides para analise. Tabelas contendo a nossa tentativa de atribuicdo dos modos
normais, estdao exibidas no Apéndice A. As referéncias utilizadas seguem a numeragao da
lista de referéncias e também estao presentes no texto. Na Figura 35 podemos perceber

semelhangas nos espectros que fazem parte da mesma classificagdo. Purinas (dATP e

dGTP) ou pirimidinas (dTTP ou dCTP).

——DTTP
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——DCTP

——DATP
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Figura 35 — Espectros Raman das quatro dNTPs que compoem o DNA.

4.2.1 dATP - desoxiadenosina trifosfato

A primeira base a ser analisada serd a dATP (desoxiadenosina trifosfato). Abaixo

temos o espectro Raman dessa base, na regiao de 350cm™! a 1800cm~*.
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Figura 36 — Espectro Raman obtido da base dATP.

O espectro vibracional na regido de 350cm ! até 1800cm !, foi dividido nas seguintes
regides para andlise dos modos: Regido I - 370 a 830cm™!, Regido II - 830 a 1440cm*
e Regiao III - 1440 a 1825cm™ 1.
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Figura 37 — Espectro Raman dATP Regido I - 370 a 830cm™!.
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Nessa primeira regiao de andlise, estao presentes os modos de tor¢ao dos anéis das
bases. Foram utilizadas 16 lorentzianas para o ajuste dessa regiao espectral. Nessa regiao
temos torcoes do anel nas regioes de 528cm™! e 620cm™! a 630cm ™. Uma caracteristica
visualizada nessa regidao espectral, se localiza em 727cm ™!, que é uma assinatura das

purinas, correspondente ao alongamento (stretching) do seu anel [36]
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Figura 38 — Espectro Raman dATP Regido II - 830 a 1440cm~'.

Nessa segunda faixa espectral, onde foram usadas 11 lorentzianas no ajuste, temos
varias contribuicoes: do estiramento de ligacoes CC, como em 910cm ™!, alongamento da
ligacdo C-N em 1222cm~! e 1335cm ™! com modos de wagging entre ligacoes CHs e do
anel purinico [37, 38]

Regiao 111
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Figura 39 — Espectro Raman dATP Regido III - 1440 a 1825cm ™.

Na terceira regiao espectral temos 11 lorentzianas ajustando essa regiao. A regiao
entre 1500 e 1700cm™! é conhecida na literatura por apresentar, em sua maioria, modos
relacionados a ligacoes C=C, C=0 e C=N. De 1475 a 1482cm~! temos a presenca do

benzeno 38,

4.2.2 dCTP - desoxicitidina trifosfato

Como segunda base, temos a dCTP. Na Figura 40 temos o espectro Raman dessa

base e suas regioes analisadas.
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Figura 40 — Espectro Raman obtido da base dCTP.

O espectro da base dCTP nos mostra a regiao de 350cm~! até 1700cm™!, e foi

dividido nas seguintes regioes para analise dos modos vibracionais: Regiao I - 380 a

900cm !, Regido II - 900 a 1330cm~! e Regiao III - 1330 a 1800cm™*.
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Figura 41 — Espectro Raman dCTP Regido I - 380 a 900cm~*.
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Nessa regiao de anélise temos 12 lorentzianas. Observa-se uma banda ao redor de
500cm~! atribuida ao modo de cisalhamento do anel presente na molécula. Além disso,
de 740 a 820cm ™! temos os modos de respiracao e torcao do anel caracteristico de bases
pirimidinas [39, 38],
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Figura 42 — Espectro Raman dCTP Regido II - 900 a 1330cm™*.

A segunda regido da dCTP foi ajustada por 6 lorentzianas. Entre 950 a 1000cm ™!
temos vibracoes da ligacdo CH dentro e fora do plano. Em 1255cm™! temos a assinatura
de uma combinacao de modos de alongamento do anel, ligagoes CH e da presenca do
grupamento amino na citosina [39, 40],

Regiao 111
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Figura 43 — Espectro Raman dCTP Regido III - 1330 a 1800cm™!.

Para os ajustes da terceira regiao foram utilizadas 11 lorentzianas. Na regiao de
1367 a 1377cm ™! correspondente as vibracoes das ligagoes N=C-C=C e o estiramento da
ligacao C-C. Na regido de 1500 a 1600cm ™! os modos sdo caracteristicos do alongamento
das ligacoes C=N, C=C e do anel caracteristico de pirimidinas. De 1600 a 1700cm ™' temos,
além do estiramento de ligagoes CN e CC, o estiramento de ligacoes C=0 e o modo de

respiracao do anel39 40

4.2.3 dGTP - desoxiguanidina trifosfato

Como terceira base temos a dGTP. Na Figura 44 temos o espectro Raman individual

dessa base e posteriormente suas regides analisadas.
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Figura 44 — Espectro Raman obtido da base dGTP.

O espectro na regiao de 350cm ™! até 1800cm ! foi dividido nas seguintes regices

para analise dos modos: Regido I - 400 a 816cm ™!, Regido I - 816 a 1290cm ™! e Regido
ITI - 1290 a 1830cm ™.
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Figura 45 — Espectro Raman dGTP Regido I - 400 a 816cm™!.
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Para a primeira regiao de andlise que contém 8 lorentzianas, temos vibrac¢oes
associadas ao grupamento CNC e um modo angular para fora do plano, consequente da
ligagao NH, em torno de 500cm ™. De 600cm ™! até préximo de 730cm ™" temos contribuicoes
de modos de respiracao e estiramento em fase no anel39 40
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Figura 46 — Espectro Raman dGTP Regido II - 816 a 1290cm™!.

Na segunda regiao ajustada com 13 lorentzianas, temos principalmente a presenca
de modos normais ao redor de 850cm ™! representando a ligacdo NH e seu modo angular
para fora do plano, juntamente com a respiracao do anel. Uma banda mais intensa ¢é
centrada em 1150cm ™! atribuida a modos acoplados do grupamento NH,, ligacdes CC e

39, 38

CN. Nas proximidades de 1235cm ™! temos o grupamento amida .

Regiao 111
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Figura 47 — Espectro Raman dGTP Regido III - 1290 a 1830cm ™.

Ajustada por 12 lorentzianas, a terceira parte conta com contrbuig¢oes do grupamento
amina em torno de 1330cm™!. Na regidao de 1480cm ™! sdo vistas as contribuicoes dos
modos de respiracao do anel juntamente com a ligacao C-H. O grupamento amida aparece

ao redor dos 1575cm™!, e o estiramento de ligagoes C=0 e C=C perto de 1675cm~* [36, 38]

4.2.4 dTTP - desoxitimidina trifosfato

Como tultima base analisada, temos a dTTP apresentada na Figura 48.



Intensidade (u.a.)

5000

4000

3000

2000

1000 —

I I | | ! | ! | ! | ! I
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 48 — Espectro Raman obtido da base dTTP.
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O espectro nos mostra a regiao de 350cm~! até 1800cm ™, e foi dividido nas

seguintes regives: Regido I - 330 a 830cm~!, Regido II - 830 a 1310cm ™! e Regido III -

1

1310 a 1830cm™".
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Figura 49 — Espectro Raman dTTP Regido I - 330 a 830cm™?.

N I ' I T I T I T I
300 400 500 600 700 800

Deslocamento Raman (cm™)



7

Na primeira regiao espectral da dTTP, o ajuste foi feito com 9 lorentzianas. Em
torno de 500cm~! vibracoes das ligacoes CNC e NCC da timina sao atribuidos. De 600 a
700cm ™! vibracoes angulares para fora do plano das ligacoes OH e CH, juntamente com

o modo de respiracao do anel da timina. As vibracgoes caracteristicas do anel da timina

também sio vistas entre 750 e 800cm—" 3% 381,
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Figura 50 — Espectro Raman dTTP Regido II - 830 a 1310cm™".

Na segunda area de andlise da dTTP utilizamos no ajuste 10 lorentzianas. Ao redor

de 1020cm ™! temos o estiramento de ligacoes CO e CC e o tipo scissoring no grupamento

! vemos o grupamento amida e a vibracio das

ligacoes CH e CN. A regido de 1250cm ™! apresenta a deformacio da ligacio N-H [39, 37]

Regiao 111

OCH. Aproximadamente em 1200cm™
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Figura 51 — Espectro Raman dTTP Regido III - 1310 a 1830cm™!.

A dltima regiao foi ajustada com apenas 5 lorentzianas. O modo de respira¢ao do

anel da timina apresenta-se ao redor de 1375cm™!. Em 1650cm™! o grupamento amida e
: ~ _ < s 36, 37]
as vibragoes de C=0 e C-C sado os mais intensos .

Com essa atribuicdo dos modos normais a estrutura molecular das bases, podemos
identificar os componentes das dNTPs nas diferentes regides analisadas e inferir sobre a
existéncia ou nao de interagao entre as dN'TPs e o grafeno. Quanto a classificacao das bases
em seus subgrupos de purinas e pirimidinas, podemos diferencia-las apenas observando
seu espectro Raman. Como por exemplo, os modos em torno de 782cm™! e 1288cm ™! sdo
caracteristicos dos anéis de citosina e timina, as duas pirimidinas. J& as purinas, adenina e

i d i isti de 1550cm™~t. C Ali
guanina possuem modos normais caracteristicos em torno de cm™ . Com essa anélise,

a0 mesmo tempo em que podemos caracterizar as bases dentro de seus grupos relacionados

a sua base nitrogenada, também podemos caracteriza-las individualmente.

4.3 ANALISE DO COMPOSITO (GO + DNTP)

Como objetivo final, temos a analise de comportamento da interacao entre o grafeno
oxidado (GO) e as ANTPs. Destes dados, procuramos entender melhor a relagao do grafeno

com o material biolégico para futuras aplicagoes.
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4.3.1 GO + dNTPs - AFM

Primeiramente, foram adquiridas imagens de AFM dos compésitos. Com as imagens
podemos observar os perfis das estruturas e obter informagoes sobre a forma de interacao
entre o GO e as ANTPs. As amostras foram preparadas de acordo com a subsec¢ao 3.4.2
e nesta secao serao apresentados os resultados e discussoes das amostras, em filme, dos
compdsitos pré e pés lavagem. A lavagem das amostras foi necessaria, ja que, o sal utilizado
como tampao para manuten¢ao do pH das amostras inferiu na visualizacao das estruturas
de carbono dos materiais. A concentracao utilizada para preparacao dos compositos

analisados é de 1 volume de dN'TP para 5 volumes de GO, concentracao 1:5.

GO + dNTPs - AFM - Pré lavagem

As imagens de AFM do compésito, pré lavagem e em concentracao 1:5 estao listadas

abaixo, para todas as bases.
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Figura 52 — Imagens do compésito entre GO+dATP (a esquerda) e GO+dCTP (a direita).
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Figura 53 — Imagens do compésito entre GO+dGTP (a esquerda) e GO+dTTP (a direita).

Observando as primeiras imagens de topografia obtidas dos compésitos, vemos
uma altura total da amostra, com relagdo as escalas de cores, muito maior do que as ja
analisadas contendo o grafeno puro. Para extrair mais informagoes temos as imagens de
perfil, obtidas utilizando as figuras 52 e 53. As imagens de alguns perfis exibidas nessa
discussao sao referentes a uma purina (dATP) Figura 54, e uma pirimidina (dTTP) Figura
55. As imagens dos outros perfis destas bases e relativos aos perfis das outras também

analisados estao apresentados no Apendicé A - segao C.2.
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Figura 54 — Andlise de perfil do compdsito GO+dATP.

A figura 54 apresenta a imagem AFM e alguns perfis para o compoésito de grafeno
com a base adenina. Podemos observar estruturas que possuem alturas maiores do que as
observadas no grafeno puro. Observando a imagem nao temos claramente como distinguir

estruturas presentes no composito devido a presenca de sal da solucao tampao. Com isso,
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foi pensado o processo de lavagem para a retirada desse sal. Abaixo temos o compodsito

GO-+dTTP, na figura 55, onde observamos também a presenca desse sal.

654 nm 07 — perfil 2 037 S
600 06 ~ 5 —\ GRS

550

¥ [um)
o
1

¥ [bm)

500 N /
450 04 ~—

400 03 003

350 x [um] x [um]

300
250 04 o,z—f

200 §

¥ [um]

150 03 01 —f

100

Figura 55 — Analise de perfil do compdésito GO+dTTP.

Visto que o sal dificulta a interpretacao desses dados de AFM para os compésitos,

foi realizada a lavagem das amostras, novas medidas e novas analises de AFM.

GO + dNTPs - AFM - P6s lavagem

A lavagem das amostras ocorreu como descrito na subsecao 3.4.2 e as novas imagens

AFM de todos os compositos estao apresentadas nas Figuras 56 e 57.
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Figura 56 — Imagens do compésito pés lavagem entre GO+dATP (a esquerda) e GO4+dCTP (a direita).
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Figura 57 — Imagens do compdsito pds lavagem entre GO+dGTP (& esquerda) e GO+dTTP (a direita).

Observando agora as imagens dos compodsitos pos lavagem, vemos de forma mais
clara as estruturas presentes na amostra. Embora a lavagem tenha sido feita da mesma
forma para todas as bases, percebemos uma diferenca de estruturas entre as figuras a) e
c¢) com as figuras b) e d). Sendo assim, um indicio de diferenca de interagao das bases
purinas e pirimidinas com o GO parece evidenciada. Uma melhor andlise sera feita a seguir,
analisando os perfis das imagens dos compoésitos de grafeno com adenina (Figura 58),
citosina (Figura 59), guanina (Figura 60) e com timina (Figura 61). Novamente, os demais
perfis das outras duas bases citosina e guanina com grafeno, sao listados no Apéndice A

na secao C.3.
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Figura 58 — Anélise de perfil do compédsito GO+dATP pos lavagem.

Na Figura 58, analisando as figuras de perfil, vemos estruturas iguais as do grafeno,
de mesma forma e altura (como no perfil 7) e algumas outras estruturas que apresen-

tam maior altura; possivelmente, um empilhamento de grafeno e base. Nessa imagem
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(Figura 58) podem ser observadas mais regides com empilhamentos de maiores alturas,

quando comparada com a Figura 61.

130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30

20

Figura 59 — Analise de perfil do compdsito GO+dCTP pos lavagem.
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Analisando as figuras de perfil da base pirimidina citosina, na Figura 59, percebemos

estruturas com altura menor do que a base purina (adenina). Observando os perfis, temos

estruturas que remetem ao grafeno oxidado puro, em sua grande maioria.
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Figura 60 — Analise de perfil do compdsito GO+dGTP pds lavagem.
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Na Figura 60, analisando as imagens de perfil da base purina guanina, observamos

estruturas de maiores alturas, semelhante a base purina adenina. As estruturas s@o maiores,

em altura e area, do que as vistas na analise da base pirimidina citosina, na Figura 59.
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Figura 61 — Analise de perfil do compdsito GO+dTTP pos lavagem.

Observando a base pirimidina (timina) na Figura 61 percebemos estruturas com
menores alturas do que nas bases purinas (adenina e guanina) na Figura 58 e Figura 60.
Analisando agora os perfis, podemos compara-los em sua maioria com os perfis do grafeno
oxidado puro analisado anteriormente.

Nesses compositos pés lavagem percebemos uma diferenca no comportamento de
interacao entre purinas e pirimidinas com o GO. Apéds a lavagem do compdsito com a
base pirimidina (dATP - Figura 58) ainda restam visivelmente resquicios de compésito
empilhados nas folhas de grafeno; ja no compésito da base purina (dTTP - Figura 61)
temos predominantemente estruturas de grafeno. Pode ser inferido entao que, as bases
pirimidinas possuam maior afinidade com o GO do que bases purinas; ja que pos lavagem
no composito purinico temos como resultado apenas o grafeno.

Na Figura 62 temos a comparacao das estruturas analisadas nos compésitos pos
lavagem e os perfis estruturais do grafeno pré lavagem, analisado previamente. Vemos que

as estruturas possuem mesma forma e altura.
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Figura 62 — Comparagao dos perfis dos compositos pés lavagem com perfis do GO, analisado previamente.

Um parametro que pode ainda ser analisado é a rugosidade da superficie. Observando
a Tabela 1, que trata da comparacao entre a rugosidade dos compdsitos purinicos (dATP
e dGTP) e pirimidinicos (dCTP e dTTP) com o grafeno oxidado, pode ser reforcada a
diferenca de afinidade do GO com as bases purinas e pirimidinas. Sendo a rugosidade

média dos compositos pirimidinicos mais préoximo dos valores do grafeno oxidado.

Tabela 1 — Comparagao de rugosidade média entre compésitos e grafeno oxidado.

Amostra Rugosidade média (Ra)
GO + dATP 14,56 nm
GO + dCTP 544,03 pm
GO + dGTP 2,27 nm
GO + dTTP 423,48 pm
GO 494,96 pm

O préoximo passo para analise da interacao do grafeno com as bases serda dado por

espectroscopia Raman dos compésitos.

4.3.2 GO 4+ dNTPs - Raman

As amostras dos compésitos foram submetidas também a uma andlise por es-
pectroscopia Raman. Os espectros obtidos estao dispostos nas Figura 63 e Figura 64

abaixo.
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Figura 63 — Espectros Raman do compdsito entre GO + dATP (a esquerda) e GO + dCTP (a direita).
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Figura 64 — Espectros Raman do compésito entre GO + dGTP (& esquerda) e GO + dTTP (a direita).

Para os compésitos com dATP e dTTP, figuras 63 a) e 64 d), foram obtidos

espectros Raman em 4 concentragoes volumétricas de ANTP + GO : 5:1, 1:1, 1:5 e 1:10.

Ja& os compositos com dCTP e dGTP, figuras 63 b) e 64 ¢), foram estudados em duas

concentracoes de GO + dNTP: 1:5 e 1:10. Com o intuito de analisarmos a dependéncia da

concentracao na formacao do compdésito, escolhemos uma base purina e outra pirimidina e

preparamos duas concentragoes, com maior propor¢ao em volume das bases (1:1 e 5:1). Os

espectros foram obtidos utilizando o laser de comprimento de onda 325nm.

Lembrando que a concentracao utilizada em todas as nossas analises corresponde a

volume de solugao de base / volume de solugao de grafeno, podemos observar dos espectros

Raman que o aumento na concentracao das bases timina e adenina nao apresenta mudancas

na forma dos espectros. Essa observagao pode ser devido ao fato de que a solugao de base

100mM ¢é muito mais concentrada que a solu¢do de grafeno oxidado 60ng/mlL. A partir

dessa observagao, analisaremos aqui, somente a concentragao concentradas em grafeno;



87

ou seja, aquelas onde a concentracao de GO é 5 vezes maior do que a concentracao das
dNTPs, sendo assim 1:5.

Todos os espectros foram obtidos na regiao de 400cm~! até 2000cm ™1, e divididos em
regioes de andlise. De forma analoga as analises das bases e grafeno oxidado separadamente,
para os compésitos também foram utilizadas lorentzianas para o ajuste dos modos normais

de vibracao.
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Figura 65 — Regioes analisadas do compoésito de GO 4+ dATP. Sao: a) Regido I, b) Regido II e ¢) Regido
III.

A Figura 65 é um exemplo de espectro Raman obtido a partir do compésito dATP +
GO. Nesse caso estao expostas as trés regides de analise do compésito. Os outros espectros
das outras bases estao exibidos no Apéndice B.

Como foi discutido anteriormente, ha uma diferente interacdo entre os subgrupos
das bases, purinas e pirimidinas, com o grafeno. O componente que difere cada uma

das bases, e dessa forma ¢ o responsavel pela diferente interagao, ¢ a base nitrogenada.
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Sabendo disso, podemos delimitar a drea de estudo que corresponde a vibragoes da base

nitrogenada, dispensando areas de contribuicao dos grupamentos fosfato e desoxirribose.
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Figura 66 — Espectro Raman do ATP puro, discriminando a regido de vibragdes de cada componente da
molécula. Fonte: Bhaumik, 2014.

A Figura 66 apresenta as regioes onde sao encontrados os modos vibracionais de
cada um dos componentes das dANTPs estudadas. Observando a figura, temos que as
regioes de maiores contribui¢oes da base nitrogenada, neste caso a adenina como exemplo,

sio localizadas em torno de 700cm~! e apés 1250cm =t [*1]

. As outras trés bases seguem o
exemplo e apresentam os modos vibracionais das bases nitrogenadas apds 1250cm™!.

Nesta se¢do apresentaremos as andlises dos compositos grafeno oxidado / bases
nitrogenadas. Para tais analises separamos os nossos espectros em duas regioes de interesse,
que correspondem na primeira regiao aos modos vibracionais atribuidos a presenca dos
anéis purinicos e pirimidinicos e na outra regiao, a presenca de modos das ligacoes duplas
presentes nas bases e as bandas D e G para o grafeno. Assim, a regido I em torno de 650 a
900cm™~! e a regiao II de 1100cm~t a 1700 — 1800cm L.

A Figura 67 apresenta os espectros Raman para o compésito grafeno oxidado /

base adenina, ajustados com fungoes lorentzianas, na regiao de 650 a 900 cm-1.
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Figura 67 — Compésitos (A, C, T, G) na regido de 650cm~! a 900cm~*.

Observa se que a forma espectral para os compdsitos com as bases adenina, timina
e guanina sao semelhantes. No compoésito com a base citosina, a intensidade relativa da
banda centrada em 780cm ™!, atribuido ao anel pirimidinico ¢ maior que intensidade da
banda em torno de 730cm™!, atribuido ao anel purinico da base adenina. Para a base
purinica guanina, o modo do anel esta deslocado em frequéncia e centrado em torno
de 675cm™t. Se compararmos as frequéncias das bases pirimidinas (timina e citosina)
com as das bases purinas (adenina e guanina), vemos que a diferenca no nimero de

onda, é de 50cm™*

e que as bases purinas possuem frequéncia vibracional menor que
as bases pirimidinas. Isso sugere que o anel pirimidinico das bases adenina e guanina
possui uma estrutura mais rigida que a do anel purinico das bases timina e citosina. Para
todos os compdsitos, o maior deslocamento dessas bandas, em relagao as suas frequéncias
caracteristicas sem o grafeno, foi no compésito com a guanina que se deslocou de 5cm ™1

para menores frequéncias vibracionais.
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Figura 68 — Comparagao dos compoésitos GO+dATP e GO4+dCTP com o GO.

A Figura 68 e a Figura 69 apresentam os espectros Raman para o compdésito grafeno
oxidado / base adenina ou citosina e o grafeno oxidado, para a regiao de 1100 a 1800 cm-1,

ajustados com fungoes lorentzianas.
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Figura 69 — Comparacao dos compésitos GO+dGTP e GO+dTTP com o GO.

Podemos observar para os espectros dos compoésitos, que na regiao de vibracao

correspondente aos modos dos grupamentos quimicos presentes nas bases (CC, NH, CH,

NH, etc..) situado abaixo de 1500cm™!, ocorre um deslocamento para menores frequéncias

de 100cm~! no compédsito com adenina em comparacao ao com a citosina. Comparando-se

os compositos com as bases timina e citosina, observamos um deslocamento bem menor. E,

as bandas atribuidas aos modos vibracionais das bases ficam bem mais largas nessa regiao,

indicando uma organizacao estrutural diferente nos compositos em relacao as estruturas

do GO e das bases em separado.

O razdo da intensidade integrada das bandas em torno de 1300cm™" e 1600cm ™1 ,

denominadas para o grafeno, bandas D e G, respectivamente, pode ser um parametro que

indique a desordem relativa presente na estrutura dos materiais de carbono, com estrutura

sz [42]

. Assim, quanto maior for essa razdo Ip/Ig, menor serd o grau de organiza¢ao do

material. Na tabela abaixo estao os valores da intensidade integrada para as bandas D e
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G do grafeno oxidado (GO), retiradas no ajuste dos compésitos com as bases purina (A e

G) e as bases pirimidinas (T e C).

Tabela 2 — Frequéncias vibracionais do GO e compésitos.

Bandas (em™) | GO | A G T C
Banda D 1332 | 1329 | 1330 | 1242 | 1289
Banda G 1584 | 1578 | 1569 | 1572 | 1582

Tn/1c 2,27 | 0,36 | 0,47 | 0,63 | 0,54

Observa-se da Tabela 2 que: 1 — as frequéncias vibracionais das bandas D e G para
os compositos deslocam-se para menores energias em comparacao aos do GO; 2 — a razao
Ip/Ig em todos os compdsitos é muito menor que a do GO, com valores menores para as
bases com T e C, maiores para as bases A e G. Inferimos dessas observagoes que hd uma
modificagdo na estrutura de defeitos do GO quando nos compositos, e que essa modificagao
é maior para as bases pirimidinas que as bases purinas. Essas observagoes corroboram,
aquelas observadas anteriormente: na preparacao das solugoes, os compositos com A e G
sao mais turvos — maior concentracao de grafeno suspensa na solugao — que os compositos
com T e C; e no AFM as imagens de topografia do grafeno pés-lavagem indicam diferenga
na morfologia dos compdsitos com bases purinas, cujas imagens das pirimidinas T e C se
assemelham mais as do GO que as das purinas A e G; ou seja, as bases purinas interagem
mais fortemente com o grafeno, que as pirimidinas.

A principio concluimos que existem interacoes entre as bases e o GO, e que essas
interacoes ocorrem diferentemente para as bases purinas e pirimidinas. Provavelmente,
porque as purinas (adenina e guanina) possuem em sua estrutura quimica uma maior
quantidade de grupamentos responsaveis pelas interagoes m — m* no compdésito; ja as
pirimidinas (timina e citosina) apresentam uma menor quantidade desses grupamentos
funcionais, e por consequéncia sdo mais hidrofilicas, e assim, interacoes eletrostaticas e/ou
ligagoes de hidrogénio sdo mais dominantes nos compoésitos grafeno oxidado/pirimidinas.
Em adicdo, a razao das intensidades integradas entre as bandas D e G do grafeno, refletem
o grau de organizacao das folhas e também a sua qualidade de processamento.

Se compararmos as duas regioes selecionadas, na regidao entre 600 e 800cm™? -
relacionada as vibragoes CCC fora o plano, as bandas possuem maior intensidade nos
compositos GO com timina e citosina, em relacao aos compoésitos GO com adenina e

guanina. E na regido abaixo de 1400cm™!, associada as vibrac¢des do grupo CCO~ sdo
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mais intensas nos compésitos GO com adenina e guanina em comparacao aos compoésitos
GO com timina e citosina. Uma maior intensidade esta relacionada ao aumento no nimero
de grupos funcionais dentro dos nossos materiais. Nesse trabalho, Icco- ¢ maior que Ioce
nos compoésitos GO /bases purinas em relagdo aos compositos GO/pirimidinas. Isso nos
leva a outro indicio que as interagoes entre o GO e bases sdo de naturezas diferentes; e
que as bases purinas (adenina e guanina) interagem mais com o grafeno oxidado que as

bases pirimidinas (citosina e timina).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram apresentados os dados e andlises sobre a caracterizagao por
espectroscopia Raman e microscopia de for¢a atomica (AFM) de grafeno e ANTPS, sendo
o grafeno um material muito visado para inovacao em diversas areas. Os dNTPs foram
caracterizados individualmente e nos compositos.

No espectro Raman, utilizando uma linha de excitacao de 633 nm, pudemos verificar
a integridade do grafeno oxidado e a sua "qualidade'estrutural, verificando a presenca das
bandas caracterfsticas como a banda G (1584 cm™!) e banda D (1350 cm™!) relacionada aos
defeitos na sua estrutura. As bandas D‘e 2D‘atribuidas aos modos vibracionais da estrutura
de grafite, foram consideradas despreziveis; pois as suas intensidades nos espectros do GO
eram muito menores, quando comparadas as das bandas G e D. Através da espectroscopia
de forca atomica verificou-se sua organizagao espacial, como folhas de grafeno. Das analises
dos seus perfis de alturas, comprovamos que a nossa solugao de GO, possui uma distribui¢ao
de folhas empilhadas de alguns nanometros.

Nos espectros Raman das DNTPs foi possivel identificar os modos vibracionais
de grupamentos da molécula. Para uma melhor analise os espectros de cada dNTP
foram divididos em trés regides para deconvolucao. De modo geral, de 400 a 900 cm™!
encontramos modos vibracionais simétricos e assimétricos da cadeia molecular como um
todo e deformacgoes de alguns grupamentos quimicos laterais. Na regiao de 900 a 1250
cm ™! foram encontrados modos ligados ao acticar desoxirribose e ao fosfato. Ja a regiao
de 1250 a 2000 cm~! engloba os modos das bases nitrogenadas.As frequéncias vibracionais
acima de 2000 cm~! é correspondente das ANTPs em solucdo. Através dos seus espectros,
pudemos diferenciar as bases em seus subgrupos: purinas e pirimidinas.

Na andlise dos compdsitos, por microscopia de forca atémica verificou se a neces-
sidade de minimizar a presenca do sal, presente na solucao tampao de armazenamento
das bases. Apés o procedimento de lavagem, as nossas analises das imagens de AFM de
GO/DNTPs, indicaram que: as bases purinas (dATP e dGTP) permaneceram adsorvidas a
superficie das empilhados nas folhas de grafeno, e nos compésitos com as bases pirimidinas
(dCTP e dTTP) observamos predominantemente estruturas de grafeno.

Para anélise dos espectros Raman relativo aos compositos, separamos os espectros

em duas regides de interesse: na primeira regiao, em torno de 650 a 900 cm ™!, temos modos
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vibracionais de anéis purinicos e pirimidinicos, e a segunda regiao de 1100 cm~! a 1700 —
1800 cm~! atribuimos as ligacoes duplas nas bases e as bandas D e G para o grafeno.

Para a primeira regiao, os maiores deslocamentos das bandas referentes aos anéis
pirimidinicos, quando comparados com os purinicos, sugerem uma maior rigidez dos anéis
da adenina e guanina (purinas) e uma estrutura menos rigida dos anéis de citosina e timina
(pirimidinas), apds adi¢do do grafeno oxidado.

Ao analisar a segunda regiao, por comparagao da razao Ip /I para os compoésitos e
o GO, temos uma diferenca de valores para as bases purinas e pirimidinas. Sugerimos que
existe uma diferenca na estrutura de defeitos do GO, com maior modificacdo nas purinas
do que as pirimidinas; provavelmente devido & uma maior afinidade das purinas com o
GO, como analisado nas imagens de AFM. Essa diferenca de comportamento pode ser
explicada devido ao maior niimero de grupamentos oxigenados e nitrogenados na citosina
e timina, resultando interagoes eletrostaticas ou pontes de hidrogénio no compdésito. Ja
nas purinas inferimos que as ligagbes m — 7* sdo as principais responsaveis pelas interagoes
de adenina e guanina com o GO.

Com isso, concluimos através de andlises espaciais e estruturais, que ha uma
diferenca de interagao dos dNTPs com o grafeno oxidado. Essa diferenca de interacao
¢é observada seguindo os subgrupos nos quais essas bases sao classificadas: purinas e
pirimidinas; sendo as purinas (dATP e dGTP) mais interagentes com o GO do que as
pirimidinas (dCTP e dGTP).

Como perspectivas futuras a esse estudo, esperamos realizar um estudo de como a
interacao se da em diferentes concentragoes de compésitos. Visando as aplicagoes biologicas
do GO como um "drug delivery", a variacao do pH e a formagao de compédsitos com drogas
sao parametros a serem estudados, em diferentes valores de pH simulando um ambiente

biolégico, utilizando os compésitos como carregadores.
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Anexo A — MODOS VIBRACIONAIS

Apresentacao dos modos vibracionais correspondentes a cada uma das bases

A.1 1.1 MODOS VIBRACIONAIS DATP

Tabela 3 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - AATP Regiao 1

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
393 Banda sem atribuicao
411 Banda sem atribuicao
454 Banda sem atribuigao
493 Banda sem atribuigao
514 Banda sem atribuigao
528 Adenina 136]
572 Banda sem atribuicao
620 - 630 Adenina, tor¢ao da 136, 37]
ligagdo C-C, CN-NCC
649 - 659 Adenina 140, 36]
703 Modos angulares [40, 36]
para fora do plano
727 Grupamento Amina para 140, 36, 37]
fora do plano, Adenina
758 Banda sem atribuigao
758 Banda sem atribuigao
798 Banda sem atribuigao
812 Vibragao da liga- 137]

¢ao CH no anel



Tabela 4 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dATP Regiao I1

100

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
910 Estiramento da ligagao CC [40]
972 Banda sem atribuicao
1005 Estiramento da ligacao [37, 40]
CC, estiramento do anel
por modos de torgao
no plano de CH, anel
aromatico Adenina
1065 Banda sem atribuigao
1106 Banda sem atribuigao
1167 Estiramento CC [40]
1217 Adenina 137]
1246 Adenina, Liga- 139, 38]
¢oes CN e CH
1304 Adenina e mo- 137, 38]
dos do grupo CH,
1335 Adenina, ligacao CN, [39, 36, 37, 40, 38]
movimento de scisso-
ring de ligacoes CH
1375 Respiracao do anel [39, 40, 38]
de base purinica, li-
gacoes CN, Adenina
1417 Adenina, ligagoes CH [39, 36, 37, 40, 38]




Tabela 5 — Modos normais de vibragdo e suas frequéncias associadas - dATP Regiao II1

101

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
1475 - 1482 Adenina, Benzeno 137, 40, 38]
1503 Modos Angulares no plano 137, 40, 38]
das ligacoes CH, respi-
racao do anel, Adenina
1577 Respiragao do anel [37, 40, 38]
e vibracao da liga-
¢ao C=N, Adenina
1601 Adenina 137, 40)
1626 Banda sem atribuigao
1652 Modo referente a agua 137, 38]
1679 Banda sem atribuigao
1704 Banda sem atribuicao
1716 Banda sem atribuicao
1755 Banda sem atribuicao
1806 Banda sem atribuigao




A.2 1.2 MODOS VIBRACIONAIS DCTP

Tabela 6 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dCTP Regiao I

102

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
397 Vibracao de "abano' [37, 40, 38]
das ligacoes NHy; e OH
418 Banda sem atribuicao
443 Modo de torg¢ao do anel 137, 40, 38]
487 Torcao do anel [36]
526 Torcao do grupa- [36]
mento COH e cisa-
lhamento do anel
616 Citosina e modo 136, 37]
de torcao C-C
638 Citosina, vibragao angular [38]
para fora do plano
referente as ligagoes CH
701 Torcao do anel [36]
738 Torcao do anel e vibracoes 136, 40]
angulares fora do plano
782 Citosina, respiracao e [39, 37, 40, 38]
torcao do anel, vibragoes
angulares fora do plano
811 Estiramento da ligacao C- [37, 40]
C, deformacao CH do anel




Tabela 7 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dCTP Regiao II

103

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
985 Vibragao da ligacao 136, 39]
CH, vibracao CH
fora do plano e estira-
mento de ligagoes C-C
1132 Alongamento [40]
de ligacoes C-C
1199 Modo angular [36]
do grupo COH
1241 Atribuido ao gru- [40]
pamento amida
1255 Citosina, alonga- 140, 38|
mento CN no plano
1288 Citosina, deforma- [39, 37, 40, 38]

¢ao NH, vibragao das
ligagoes NC + C=C




Tabela 8 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dCTP Regiao II1

104

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
1367 Vibragao de ligacoes 140, 39]
N=C-C=C e estira-
mento da ligacao C-C
1377 Alongamento de ligacao [36]
CC e ligagao NH,
1435 "scissoring" de CH, 136]
1444 "scissoring" de CH; e alon- 136, 40]
gamento da ligacao CC
1527 Citosina, estiramento 137, 38]
de ligacdes CN, liga-
¢oes C=C do anel e
deformacao de CH
1544 Ligagoes CN e CC [36]
em alongamento
1581 Anel de pirimidina 140, 38]
1607 Citosina, estiramento 136, 40, 38]
de ligacoes CN e CC e
vibragao da ligagao C=N
1647 Estiramento da ligacao [39, 37, 40, 38]
C=0 e H,0 e vibragao
das ligagoes O=C-NC
1685 Vibragao da ligagao C=0 [40]
e grupamento amida
1711 Vibracao da ligacao C=0 [40]




A8 1.3 MODOS VIBRACIONAIS DGTP

Tabela 9 — Modos normais de vibracgao e suas frequéncias associadas - dGTP Regiao I

105

v(em™) Modo de vibragao Referéncias
494 Guanina, vibracao do [39, 36, 38]
grupo CNC e modo
angular para fora do
plano relacionado a NH
528 Torcao da ligacao C=C 137]
573 Guanina e vibragao [36, 40]
da ligacao NCN
611 Modo de cisalha- [36]
mento do anel
669 Guanina, modo de 136, 37, 38]
estiramento do anel
681 Guanina, modo de [36, 37, 38]
respiracao do anel
741 Estiramento do anel [36]
781 Modo angular da li- 136, 40]
gacao NH para fora
do plano, guanina




Tabela 10 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dGTP Regiao 11

v(em™)

Modo de vibracao

Referéncias

106

Ligagao NH com modos
para fora do plano, gua-
nina e respiracao do anel

[36, 37]

879
896

Vibracao da ligacao C-C

[40]

Modos relacionados
com a ligacao C-C

[40]

933

Modo angular do
grupo NCN e respi-
racao da ligagao C-C

[36, 37]

974

Vibracao da ligacao C-C
e do grupamento POy

136, 37]

1019 - 1028

Vibracao ads ligagoes
NH e modos angula-
res das ligagoes CH

[39, 36, 40]

1073

1112

Modo de abanamento
de NHs, vibracao das
ligagoes CN e C-C

[39, 37, 38]

1169

Estiramento de li-

gagoes CC e CO

[37, 40]

Guanina, vibracoes
associadas a CN e CNH,
também a ligagoes CO

[39, 37, 40]

1182

1212

angulares de ligacoes CH

Guanina, vibragoes da
ligacdo CHy e modos

[37, 39]

Estiramento do anel, das

angulares da ligacao NH

ligagoes CN e modos

36, 37]

1244

Vibracoes atribui-
das ao grupamento

amida e guanina

[37, 40]
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Tabela 11 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dGTP Regiao I11

v(em™) Modo de vibragao Referéncias

1318 Grupamento 137, 40]

amida e guanina

1330 Guanina, modos angulares (36, 37, 38]

das ligacoes NH e esti-
ramento de ligagoes CN.
Presenca do abanamento
do grupamento CH3CH,

presente nas purinas

1352 - 1362 Vibracoes das ligagoes [36, 37, 40, 38]

CN, estiramento do anel,
modo angular de NH
e deformacoes de N-H

1410 Modo angular de ligagoes (36, 40]

NH no plano, estiramento
de ligacoes C-N e defor-
magoes da ligacao N-H

1477 - 1484 Guanina, modo de respi- 136, 40, 38]
racao do anel e ligacoes
C-H acopladas no anel

1532 Guanina [40]
1571 Guanina e gru- 36, 40, 3]
pamento amida
1598 Estiramento de (37, 40]
ligagoes C=0
1637 Guanina, estiramento (39, 37]
de ligagoes C=0 e C=C
1677 Guanina, estiramento (36, 40, 38]

de ligagoes C=0 e C=C



A.4 1.3 MODOS VIBRACIONAIS DTTP

Tabela 12 — Modos normais de vibragio e suas frequéncias associadas - dTTP Regiao I

108

v(em™) Modo de vibracao Referéncias
333 Vibracao de ligagdoes CN 139]
376 Banda sem atribuigao
414 Banda sem atribuigao
441 Banda sem atribuicao
491 Vibragao de liga- [39, 38]
¢oes CNC e NCC
518 Banda sem atribuicao
557 Vibracgoes da ligacao 137]
CH fora do plano
637 Vibracao da ligacao 137, 40]
OH fora do plano
663 Modo de respiracao 140, 37]
do anel de timina
e vibragoes fora do
plano de ligacoes CH
710 Banda sem atribuigao
743 Vibracoes angulares 140, 37]
fora do plano e modo
de respiracao do anel
783 Modo de respiragao do 140, 37]
anel e vibracoes angulares
para fora do plano




Tabela 13 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dTTP Regiao 11

Modo de vibracao

Referéncias

109

Vibragoes angulares para
fora do plano, tirosina

[37, 40]

Vibracoes angulares
para fora do plano

[37, 40]

966

Ligacoes C=0 do tipo
"scissoring" e modo
angular para fora do
plano da ligacao CH

[40]

1009

Vibracoes do anel
e vibragoes angula-
res da ligacao CH

[37]

1018

Estiramento das ligagoes
CO e CC e "scissoring'
do grupamento OCH

140]

1046

Estiramento das ligagoes
CO, CN CC e "scissoring"
do grupamento OCH

[37, 40]

1096

Vibracoes das li-
gagoes CN e CC

[40]

1111

Estiramento das li-
gagoes CO e CC no
anel juntamente com
modos angulares no

plano das ligagoes CH

[37, 40]

1140

Banda sem atribuigao

1181

Regiao do grupamento
amida e vibagoes das
ligagoes CH e CN

[39, 40, 38]

1199

Regiao das bandas
de amidas e vibra-
¢oes de CH e CN

[40, 37, 37]

1234

Regiao de vibra-
¢ao de amidas

[40, 37]

1245

Regiao de amida e timina

[40, 37, 37]

1275

Regiao de amida, ti-
mina e deformagao
de ligagoes N-H

[40, 37]




Tabela 14 — Modos normais de vibragao e suas frequéncias associadas - dTTP Regiao II1

110

v(em™) Modo de vibragao Referéncias

1370 Deformacao C=H e N-H 137, 40, 38]
juntamente com modo
de respiragao do anel

1408 - 1417 Deformagao C-H e [39, 40, 38]
N-H juntamente com
estiramento C-N

1445 "scissoring" da ligacao CHa [40]

1481 Regiao de vibracoes 137, 40]
do grupamento amida

1656 Regiao de vibracoes [39, 40, 38]

das amidas e das li-
gacoes C=0 e C-C
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Anexo B — ANALISES RAMAN DOS COPOSITOS

B.1 ESPECTROS RAMAN DO COMPOSITO GO + DATP ANALISADO
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Figura 70 — Espectro Raman da area 1 do compésito entre GO e dATP.
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Figura 71 — Espectro Raman da area 2 do composito entre GO e dATP.
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Figura 72 — Espectro Raman da area 3 do compdsito entre GO e dATP.

B.2 ESPECTROS RAMAN DO COMPOSITO GO + DCTP ANALISADO
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Figura 73 — Espectro Raman da area 1 do composito entre GO e dCTP.
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Figura 74 — Espectro Raman da area 2 do composito entre GO e dCTP.
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B.3 ESPECTROS RAMAN DO COMPOSITO GO + DGTP ANALISADO
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Figura 76 — Espectro Raman da area 1 do compésito entre GO e dGTP.
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Figura 77 — Espectro Raman da area 2 do compésito entre GO e dGTP.
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Figura 78 — Espectro Raman da area 3 do compésito entre GO e dGTP.

B., ESPECTROS RAMAN DO COMPOSITO GO + DTTP ANALISADO
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Figura 79 — Espectro Raman da area 1 do compésito entre GO e dTTP.
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Anexo C — DADOS REFERENTES A ANALISES DE PERFIS DE AFM

C.1 IMAGENS DE AFM DO GRAFENO UTILIZADO

30.3 nm
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5.0
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Figura 82 — Imagem de AFM do grafeno apresentando pontos de analise.
Analises de perfil relacionadas a Figura 82:
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Figura 83 — Perfis de AFM do grafeno utilizado (2)



C.2 IMAGENS ANALISADAS DOS COMPOSITOS PRE LAVAGEM
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Figura 84 — Imagem de AFM do compdésito GO + dATP apresentando pontos de analise.

Analises de perfil relacionadas a Figura 84:
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Figura 86 — Imagem de AFM do compodsito GO + dCTP apresentando pontos de analise.

Analises de perfil relacionadas a Figura 86:
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Figura 88 — Imagem de AFM do compésito GO + dGTP apresentando pontos de analise.

Analises de perfil relacionadas a Figura 88:
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Figura 90 — Imagem de AFM do comp6sito GO + dTTP apresentando pontos de analise.

Anélises de perfil relacionadas a Figura 90:
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C.3 IMAGENS ANALISADAS DOS COMPOSITOS POS LAVAGEM
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Figura 92 — Imagem de AFM do comp6sito GO + dATP pés lavagem apresentando pontos de andlise.

Analises de perfil relacionadas a Figura 92:
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Figura 94 — Imagem de AFM do compésito GO + dCTP pés lavagem apresentando pontos de anélise.
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Analises de perfil relacionadas a Figura 94:

] 50
] — Perfil 1 3 — Perfil 2
] 403 .
] = (/ y
- 3 / Y
. 3 / \\
b 30 l,‘ Y
J T 3 { \
] £ 3 f \
] = 3 / \
B 203 f \
] E { \
. 3 /
] E f L
] 103 —
] 03
IflIflII!|I!IIIIIII|IIIIIIIII IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII
0,0 0,5 1,0 1,5 0,0 01 0.2 04 0,5

x [um]

(a)

x [um]

(b)



131

30
20 3
E 3 E04
[ = 7
105
. 104
04 e
I\\II\\II‘III\||I\Ill\ll\\ll\‘ll\lll\IIl\III\III\ T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,5 1,0 15
x [um] x [um]
(c) (d)
40 5
304 ]
E <]
T ]
E 7
- ]
3
= 2
I\II\II\Il\II\II\II‘II\II\||\||\IIHII\||\||\II\Il\II\II\II‘II\II\II\ \II\I\II\lI\II\IIII‘II\II\II\|\II\II\II‘I\II\II\Il\I\II\II\lI\IIII\II
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 07 0,0 01 0,2 0,3 04 0,5 0,6 07
x [pm] x [um]
(e) (f)
6]
5
T E 1
= S ]
= =
=
3:
III\III\Ill\III\\II‘\II\\II\\llI\III\Ill\lll\lll\lll\lll\ll \II\III\I|\II\II\II|\II\II\II‘III\II\II‘II\\II\II
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5
x [um] % [um]

(2)

(h)

N

— Perfil 10

10

AN

TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT | TTTTTTTTT ‘ TTTTTTTTT | TTTTTTTTT
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
x [um]

(i)

TTTTTTTTT | TTTTTTTTT | TTTTTTTTT | TTTTTTTTT | TTTTTTTTT
0,0 0.1 0,2 0,3 0,4 0,5
x [um]

()



220
200
180

160

140

120

100

80

60

40

20

132
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Figura 96 — Imagem de AFM do compésito GO + dGTP pés lavagem apresentando pontos de andlise.
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Anélises de perfil relacionadas a Figura 96:
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Figura 98 — Imagem de AFM do compdésito GO + dTTP pés lavagem apresentando pontos de andlise.

Analises de perfil relacionadas a Figura 98:
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