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RESUMO

ZARAMELLA, Pedro Henrique Dondori. Análise vibracional e espacial de óxido de
grafeno e dNTPs. 2020. 135 f. Dissertação (Mestrado em Física) – Instituto de Física,
Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, 2020.

Este trabalho trata do estudo da interação entre o grafeno oxidado (GO) e dNTPs
(Desoxinucleotídeos trifosfato)- dATP, dCTP, dGTP e dTTP; dois materiais amplamente
estudados e aplicáveis na área da nanomedicina. Os materiais foram caracterizados através
de espectroscopia Raman e do método de escaneamento de superfície chamado AFM
(“atomic force microscopy”), de forma individual e em compósito. Do grafeno oxidado,
pudemos analisar suas bandas características através de seu espectro vibracional e os perfis
de suas folhas através das imagens de superfície. Quanto às bases constituintes do DNA,
foi realizada uma atribuição dos modos vibracionais correspondentes a cada um de seus
grupamentos. A caracterização individual dos materiais foi feita para a comparação com os
compósitos de modo a detectar alterações provocadas pela interação dos materiais. Neste
trabalho, pudemos inferir após a análise e comparação de espectros e perfis de superfície
dos compósitos, que há uma diferente interação 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 INTRODUÇÃO

Há 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 microexfoliações mecânicas de grafite [1]. A partir deste feito, em

2004, foi observado um crescimento exponencial de publicações científicas em diversos

países, relacionadas a este material [2].

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

formando redes hexagonais e tomando formas de colmeias [3]. Diferentemente do grafeno

obtido em 2004, o grafeno utilizado neste trabalho é o chamado grafeno oxidado (GO),

obtido por exfoliação química e não mecânica [4]. Este material já é explorado em diversos

ramos de estudo, como: armazenamento de dados, células solares, sensores, baterias e em

especial o ramo da saúde e nanomedicina[5]. O óxido de grafeno (GO) é um nanomaterial

promissor para ser empregado como sistema de entrega de fármacos hidrofóbicos devido

à sua superfície planar em duas dimensões. A interação entre GO e materiais biológicos

pode levar à formação de um nanosistema eficaz no tratamento de diversas doenças, por

exemplo o câncer [6].

Dentro da área de pesquisa do grafeno aplicado à saúde existe uma ainda maior

ramificação de aplicações, 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 é estudado para aplicações na área da saúde, já que conta com

características como: boa biocompatibilidade e grande área superficial para carregamento
[7, 8]. Devido a essa área superficial e sua estrutura 2D, o grafeno possui a capacidade de

interagir com diferentes moléculas orgânicas e até penetrar em membranas celulares sem

causar dano [7, 9]. A possibilidade de interação das ligações π dos anéis de carbono com

drogas que contém anéis aromáticos também se mostra um diferencial [10], contribuindo

com pesquisas englobando, por exemplo, a área de combate ao câncer [5].

Dada a necessidade de mais informação para aplicações concretas do grafeno na

área da saúde[7], este trabalho tratará do estudo da interação do grafeno com um material

biológico específico, as dNTPs (desoxirribonucleotídeos fosfatados), bases fundamentais

para a formação do DNA. Essas bases têm em sua estrutura açúcar e fosfatos, atados aos

seus núcleos púrinicos com as chamadas adenina e guanina, ou pirimidínicos com citosina
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e timina [11]. Estas bases estão presentes em todas os tipos de células e responsáveis pela

expressão de genes que controlam o metabolismo e o crescimento dos seres vivos [12, 13].

Nossos estudos em compósitos de GO e DNTPs, têm como objetivo geral, obter

informações sobre sua organização espacial através de medidas de AFM (do inglês “atomic

force microscopy”) cuja técnica nos permitiu formar imagens em 3D e obter distâncias

em escala de micro a nanômetros. O método de AFM pode ser resumido como sendo um

tipo de escaneamento de superfície através de uma ponta de prova, assim formando uma

imagem topográfica, geralmente, de nano ou micrômeros. Juntamente com a técnica de

AFM o micro Raman foi realizado a fim de obter informações a respeito da estrutura

vibracional desses materiais, em escalas micro a nanométricas. Essa imagem é resultado

de interações entre a superfície da amostra e a ponta de prova; por exemplo, podemos

citar forças eletrostáticas, forças mecânicas de contato e interação de van der Waals, entre

outras. De forma simplificada as interações da ponta de prova formam uma imagem digital

e analisável por softwares específicos [14].

A espectroscopia Raman tem como base a interação da radiação com a matéria, de

um modo que resulta em um espalhamento inelástico [15, 16]. No espalhamento Raman não

há absorção de radiação por parte da amostra e temos assim a possibilidade de ocorrer

tanto a aniquilação quanto a criação de fônons. Com isso, a energia resultante difere da

energia fornecida ao sistema. Essa diferença de energia está relacionada às frequências

de vibração do material, e esta, juntamente com a intensidade dessas vibrações. Assim,

podemos obter algumas características intrínsecas do material relacionadas à sua estrutura

(conformação e/ou configuração)[16].

Neste trabalho analisamos o óxido de grafeno e as dNTPs. No caso do grafeno

pudemos identificar suas características a nível vibracional, através da espectroscopia

Raman, e suas características topográficas com a AFM, correlacionando os dados para

entendermos sua composição corroborando com os dados da literatura. No caso das dNTPs,

através de análise Raman, foram identificados os modos vibracionais de cada uma das

bases e assim diferenciá-las umas das outras. Após o conhecimento dos materiais de

forma separada, foi estudada a interação do GO com cada uma das bases. Nas análises

destes compósitos, tentamos identificar como se dá a sua interação, contribuindo para o

entendimento do comportamento do grafeno na presença deste material biológico.
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1 TEORIA ELETROMAGNÉTICA

James Clerck Maxwell mostrou uma das mais significativas contribuições para a

teoria eletromagnética. Em 1865 Maxwell propôs um conjunto de 4 equações que levariam,

quando resolvidas, à descrição dos fenômenos eletromagnéticos. Hoje em dia estas equações

são conhecidas como equações de Maxwell. As quatro equações descrevem propriedades

dos campos elétricos e magnéticos levando em conta as distribuições de carga e correntes
[17].

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

podem assim serem escritas:

∇ · ~B = 0. (2.1.1)

∇ × ~E = −∂ ~B

∂t
. (2.1.2)

∇ · ~D = 0. (2.1.3)

∇ × ~H = −∂ ~D

∂t
. (2.1.4)

Maxwell apresentou o termo conhecido como corrente de deslocamento (∂ ~D
∂t

) 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 equações podemos chegar a equação da onda. Primeiramente, vamos

tomar o rotacional das eqs. (2.1.1)–(2.1.4), obtendo:

∇ × (∇ × ~E) = −∂(∇ × ~B)

∂t
(2.1.5)

∇ × (∇ × ~H) = −∂(∇ × ~D)

∂t
(2.1.6)
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Aqui devemos usar a identidade vetorial, válida para qualquer vetor:

∇ × (∇ × ~V ) = −∇2~V + ∇(∇ · ~V ) (2.1.7)

E as relações:

~B = µ ~H (2.1.8a)

~D = ε ~E (2.1.8b)

Como os divergentes são nulos, dados em Equação 2.1.1 e Equação 2.1.3, temos

como resultado após algumas manipulações algébricas, duas equações que satisfazem a

equação de onda em duas dimensões:

∇2 ~E = εµ
∂2 ~E

∂t2
. (2.1.9)

∇2 ~B = εµ
∂2 ~B

∂t2
. (2.1.10)

Dessa forma vemos que os campos elétrico e magnético podem se propagar como

ondas no espaço, de forma que, os campos são componentes da onda. A velocidade da

onda é dada por [18]:

υ =
√
µε, (2.1.11)

onde µ e ε são respectivamente propriedades magnéticas e elétricas, denominadas permea-

bilidade magnética e permitividade elétrica do meio [18].

Podemos expressar a equação de onda de forma a caracterizar uma onda eletro-

magnética monocromática com frequência bem definida utilizando como soluções dos

campos:

~E(r, t) = ~E0e
i(~k·~r−ωt) (2.1.12)

~B(r, t) = ~B0e
i(~k·~r−ωt) (2.1.13)
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Tendo E0 e B0 como amplitude dos campos, ao substituir essas soluções nas

eqs. (2.1.9)–(2.1.10) obtemos como resultado a relação entre o vetor de onda (κ) e a

frequência angular(ω):

κ2 = υ2ω2. (2.1.14)

Por fim, ao substituir as soluções dadas pelas eqs. (2.1.9)–(2.1.10) nas eqs. (2.1.1)–

(2.1.4) temos que:

~E0 · ~k = 0, ~B0 · ~k = 0 e ~B =
κ× ~E

ω
(2.1.15)

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

campos elétrico e magnético oscilam de modo ortogonal entre si [18]. Concluindo também

que:

~E0 · ~B0 = 0 (2.1.16)

Dessa forma vemos que além de perpendiculares entre si, ambos são perpendiculares

à direção de propagação 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 x.

x

y

z
k̂

E

B

Figura 1 – Ilustração demonstrando a oscilação dos campos elétrico e magnético e direção de propagação
da onda.
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valor de 6, 626 × 10−34Js. Posteriormente com a teoria da mecânica quântica e a energia

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

En = (n+
1

2
)hν (2.1.21)

de forma que o valor responsável pela diferença entre os níveis de energia é dado por:

∆E = En+1 − En = hν (2.1.22)

Essa energia é a energia de um fóton, que são pacotes quantizados de energia e sem

massa. Podendo resscrever a Equação 2.1.22 de outra forma, usando a Equação 2.1.18 e

Equação 2.1.19.

E = hν =
h

λ
= hcκ (2.1.23)

Onde k = c
λ
. Considerando a frequência angular: ω = 2πν, podemos reescrever a

energia de outra forma, tal que:

E = h
ω

2π
= h̄ω (2.1.24)

Com isso podemos subdividir o espectro eletromagnético seguindo o critério energé-

tico. A Figura 3 apresenta o espectro eletromagnético na região de ondas de radiofrequências

até radiações gama, de menor a maior energia respectivamente.

Figura 3 – Espectro eletromagnético apresentando as diferentes frequências das ondas eletromagnéticas e
suas aplicações.
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2.2 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia é o estudo da interação da radiação eletromagnética com a matéria,

e o seu principal objetivo é a determinação de níveis de energia vibracional de átomos e

moléculas. Partindo dos espectros podemos encontrar a diferença de energia entre níveis

e seus valores de transição, e, com isso, determinar as posições dos níveis energéticos.

Para moléculas, temos regiões de diferentes tipos de energias que influenciam a região

espectral onde as transições são observadas; sendo estes níveis: eletrônicos, vibracionais ou

rotacionais.

Na região do ultravioleta ou visível temos as transições eletrônicas, na região do

infravermelho as transições vibracionais e na região de microondas as rotacionais [15].

Sabendo que a energia total de uma molécula (Etot) é a soma das energias eletrônica

(Eele), vibracional (Evib) e rotacional (Erot), essa relação pode ser representada por:

Etot = Eele + Evib + Erot (2.2.1)

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

Eele >> Evib >> Erot (2.2.2)

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

mação.

Da aproximação de Born-Oppenheimer que trata da separação entre os movimentos

dos núcleos e dos elétrons, podemos usar a grande diferença entre as massas dos elementos

envolvidos. Como os elétrons se movem muito mais rápido que os núcleos, podemos

considerar que os núcleos estão fixos em uma posição durante a transição eletrônica. Dessa

forma, a interação de radiação eltromagnética com o movimento vibracional dos núcleos

dá origem a um espectro vibracional no infravermelho ou um espalhamento Raman [15].

Vemos assim que a espectroscopia vibracional tem o intuito de obter informações à respeito

da molécula partindo da análise de suas transições vibracionais. Desse modo podemos

identificar substâncias partindo de seu espectro Raman [15].
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Reescrevendo a lagrangeana mostrada na Equação 2.2.5 para cada coordenada

teremos:

d

dt

[

∂T

∂∆ẋ1

]

+
∂V

∂∆x1

= 0 (2.2.6)

d

dt

[

∂T

∂∆ẋ2

]

+
∂V

∂∆x2

= 0 (2.2.7)

Vamos tratar primeiramente a Equação 2.2.6 utilizando da Equação 2.2.3, com isso

teremos:

d

dt

{

∂

∂∆ẋ1

[

1

2

(

m1∆ẋ1
2 +m2∆ẋ2

2
)

]

}

+
∂

∂∆x1

[

1

2
k (∆x2 − ∆x1)

2
]

= 0

d

dt
{m1∆ẋ1} + k [(∆x2 − ∆x1) (−1)] = 0

m1∆ẍ1 − k (∆x2 − ∆x1) = 0 (2.2.8)

De modo semelhante, podemos repetir os passos para a equação Equação 2.2.7:

d

dt

{

∂

∂∆ẋ2

[

1

2

(

m1∆ẋ1
2 +m2∆ẋ2

2
)

]

}

+
∂

∂∆x2

[

1

2
k (∆x2 − ∆x1)

2
]

= 0

d

dt
{m2∆ẋ2} + k [(∆x2 − ∆x1) (−1)] = 0

m2∆ẍ2 − k (∆x2 − ∆x1) = 0 (2.2.9)

Agora, vamos supor que as equações diferenciais (Equação 2.2.8 e Equação 2.2.9)

tenham soluções do tipo [15]:

∆x1 = A1cos (2πνt+ φ) , (2.2.10)

e

∆x2 = A2cos (2πνt+ φ) . (2.2.11)
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com A1 e A2 constantes. Se derivamos as soluções da Equação 2.2.10 e da Equação 2.2.11,

teremos [15]:

d

dt
(∆x1) = −2πνA1sen(2πνt+ φ)

d2

dt2
(∆x1) = −4π2ν2A1cos(2πνt+ φ), (2.2.12)

e

d

dt
(∆x2) = −2πνA2sen(2πνt+ φ)

d2

dt2
(∆x2) = −4π2ν2A2cos(2πνt+ φ), (2.2.13)

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

−4π2ν2m1A1cos(2πνt+ φ) − k [A2cos(2πνt+ φ) − A1cos(2πνt+ φ)] = 0

−4π2ν2m1A1 − k(A2 − A1) = 0, (2.2.14)

e

−4π2ν2m2A2cos(2πνt+ φ) − k [A2cos(2πνt+ φ) − A1cos(2πνt+ φ)] = 0

−4π2ν2m2A2 − k(A2 − A1) = 0, (2.2.15)

O que nos leva ao sistema de equações:

(−4π2ν2m1 + k)A1 − kA2 = 0, (2.2.16)

e

kA2 + (−4π2ν2m1 + k)A2 = 0 (2.2.17)
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O conjunto de equações anteriores (Equação 2.2.16 e Equação 2.2.17) formam um

conjunto de equações homogêneas e lineares. Para obtermos uma solução diferente da

trivial A1 = A2 = 0 devemos encontrar o determinante da matriz [15]:

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

−4π2ν2m1 + k −k
−k −4π2ν2m2 + k

∣

∣

∣

∣

∣

∣

∣

(2.2.18)

Dessa forma,

(−4π2ν2m1)(−4π2ν2m2) − k2 = 0

16π4ν4m1m2 − 4π2ν2m1k − 4π2ν2m2k + k2 − k2 = 0

4π2ν2
[

4π2ν2m1m2 − k(m1 +m2)
]

= 0 (2.2.19)

Com isso podemos obter as raízes:

ν = 0, (2.2.20)

4π2ν2m1m2 = k(m1 +m2)

ν2 =
1

4π2
k

(m1 +m2)

m1m2

ν =
1

2π

√

k

µ
(2.2.21)

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

µ =
m1m2

(m1 +m2)
(2.2.22)

Substituiremos os valores encontrados como soluções na Equação 2.2.16 e na

Equação 2.2.17, de forma que:

• Para ν = 0
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(−4π202m1 + k)A1 − kA2 = 0,

kA1 − kA2 = 0,

A1 = A2 (2.2.23)

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

núcleos, ∆x1 = ∆x2 implica em uma amplitude igual para ambos os núcleos caracterizando

um movimento de translação [15].

• Para ν = 1
2π

√

k
µ

−kA1 +





−4π2





1

2π

√

k

ν





2

m2 + k





A2 = 0

−kA1 +

[

−k(m1 +m2)

m1m2

m2 + k

]

A2 = 0

−A1 −
[

(m1 +m2

m1

− 1

]

A2 = 0

−A1m1 = [(m1 +m2) −m1]A2

A1m1 = −m2A2, (2.2.24)

ou

∆x1m1 = −m2∆x2, (2.2.25)

Como as coordenadas cartesianas de deslocamento são diretamente proporcionais

ao deslocamento dos núcleos de sua posição de equilíbrio, esse resultado significa que as

partículas se deslocam em direções opostas com amplitude inversamente proporcional às

suas massas, executando um movimento vibracional [15].
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Modelo Quântico

Para a resolução do problema de modo quântico, usaremos a função hamiltoniana

(H), onde H = T + V . Agora teremos as energia cinética e potencial da partícula descritas

como:

T =
1

2m
p2 ⇀ T = − h̄2

2µ

d2

dq2
, (2.2.26)

O operador de energia potencial para o oscilador harmônico é dado por [15]:

V =
1

2
kq2, (2.2.27)

onde estão presentes a coordenada interna q e a massa reduzida µ.

Primeiramente, devemos relembrar a equação de Scrödinger:

HΨ = EΨ, (2.2.28)

Utilizando os operadores na equação acima, teremos como resultado [15]:

TΨ + VΨ = EΨ

− h̄2

2µ

d2Ψ

dq2
+
kq2

2
Ψ = EΨ

d2Ψ

dq2
+

2µ

h̄2

(

E − kq2

2

)

Ψ = 0 (2.2.29)

Para essa resolução iremos considerar uma função de onda particular, dada por:

Ψ(q) = A exp

(

−αq2

2

)

, (2.2.30)

substituindo essa função de onda na Equação 2.2.29, temos que:

dΨ

dq
= −Aαqe−aq2/2 (2.2.31)

e

d2Ψ

dq2
= −Aαe−aq2/2 + aα2q2e−aq2/2 = −αΨ + α2q2Ψ. (2.2.32)
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Modificando a Equação 2.2.29 e igualando com a Equação 2.2.32, resultará em [15]:

−αΨ + α2q2Ψ = −2µ

h̄2 EΨ +
µkq2

h̄2 Ψ

−α+ α2q2 = −2µ

h̄2 E +
µkq2

h̄2 , (2.2.33)

quando igualamos as ordens de q, os seguintes termos são resgatados:

α =
2µ

h̄2 E, (2.2.34)

e

α2 =
µk

h̄2 ⇀ α =

√
µk

h̄
. (2.2.35)

Finalmente, substituindo a Equação 2.2.35 na Equação 2.2.34, vemos que:

E =
αh̄2

2µ
=
h̄2

2µ

√
µk

h̄
=
h̄

2

√

k

µ
=

h

2π

√

k

µ
, (2.2.36)

sendo o µ o valor da frequência de um oscilador clássico.

Os estados que possuem energia mais alta são obtidos utilizando da Equação 2.2.30,

ao multiplicar essa equação por um polinômio, resultando em:

ΨV (q) = NV . HV (
√
αq) exp

(

−αq2

2

)

(2.2.37)

onde NV é apenas um fator de normalização e os polinômios de Hermite são representados

por HV

(√
αq
)

.

Já que as transições vibracionais, de modo usual, são dadas em cm−1 que é o

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

GV (cm−1) =
1

hc
EV =

ν

c

(

v +
1

2

)

= ωe

(

v +
1

2

)

(2.2.38)

onde o termo ωe representa o valor clássico do número de onda do oscilador. São esses

valores de transições vibracionais que serão observados nos espectros Raman. A unidade de

cm−1, na espectroscopia vibracional, é denominada como frequência mesmo sendo unidade

de número de onda. Com isso temos a origem dos modos vibracionais de acordo com as

teorias clássica e quântica.
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2.2.1 O espectro Raman

O espectro Raman é uma consequência de um espalhamento inelástico de radiação

monocromática incidente em uma molécula. Diferentemente do infravermelho, onde con-

sideramos o momento dipolar intrínseco, o efeito Raman está ligada a uma variação do

momento de dipolo induzido na molécula consequente da radiação incidente [15]. O vetor

momento de dipolo induzido é classicamente escrito como:

~P = α~E, (2.2.39)

sendo α a polarizibilidade da molécula e ~E o vetor campo elétrico referente à radiação

incidente. Vamos considerar a coordenada generalizada q e o campo ~E da seguinte forma
[15]:

q = q0cos(2πννt), (2.2.40)

e

~E = ~E0cos(2πν0t), (2.2.41)

apresentando uma diferença entre νν que é a frequência vibracional e ν0 sendo a frequência

da radiação incidente Podemos escrever a polarizabilidade α como uma série de Taylor em

função de q.

α = α0 +

(

dα

dq

)

0

q + ... , (2.2.42)

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

ordem para α devido à pequena variação de q, a seguinte forma:

~P =

[

α0 +

(

dα

dq

)

0

q

]

~E = α0
~E +

(

dα

dq

)

0

q ~E

~P = α~E0cos(2πν0t) +

(

dα

dq

)

0

q0
~E0cos(2πν0t)cos(2πννt), (2.2.43)

e usando a propriedade trigonométrica

cos(a)cos(b) =
1

2
[cos(a+ b) + cos(a− b)] , (2.2.44)
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e que nos retorna

~P = α~E0cos(2πν0t) +

(

dα

dq

)

0





q0
~E0

2



 cos[2π(ν0 + νν)t] + cos[2π(ν0 − νν)t]. (2.2.45)

Podemos analisar a Equação 2.2.45 de forma a perceber algumas características,

como: o primeiro termo diz respeito apenas à radiação incidente inalterada que corresponde

ao espalhamento Rayleigh, ou seja, o espalhamento elástico da luz [15].

Já no segundo termo temos presentes radiações espalhadas com frequências ν0 − νν

(conhecido como espalhamento Raman Stokes) e ν0+νν (espalhamento Raman Anti-Stokes).

Vemos que para esse fenômeno ocorrer temos:

(

dα

dq

)

0

6= 0, (2.2.46)

isso significa que deve haver uma variação na polarizabilidade, dependendo de um pequeno

deslocamento da coordenada q em torno de sua posição de equilíbrio [15].

A variação na polarizabilidade da molécula é necessária para queocorra o efeito

Raman. Teremos dois espalhamentos relacionados de modo simétrico no efeito Raman,

em escala de energia em cm−1. Teremos a banda referente ao espalhamento Rayleigh

ao centro, uma banda ao lado, de frequências mais baixas, a Stokes e outra ao lado de

frequências mais altas, a anti-Stokes. Experimentalmente verificamos que as bandas de

espalhamento Stokes e anti-Stokes não possuem a mesma intensidade, assim. Essa diferença

em intensidades é descrita no modelo quântico, para o efeito Raman [15].

Primeiramente podemos definir a polarizabilidade como

αmn =
∫

ψm α ψn dτ, (2.2.47)

onde αmn são componentes do tensor de polarizabilidade e ψm e ψn representam,

respectivamente, as funções de onda final e inicial.

Podemos representar a relação das componentes de momento de dipolo elétrico e

as componentes do campo delétrico de forma que:
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.
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onde, temos as componentes αij simétricas, já que αxy = αyx , αxz = αzx e αyz = αzy
[15].

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

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

(αij)mn =
∫

ψm α ψn dτ. (2.2.48)

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

temos:

(αij)mn = (αij)0

∫

ψm ψn dτ +

(

dαij

dq

)

0

∫

ψm q ψn dτ. (2.2.49)

No espalhamento Raman para a primeira integral do segundo membro temos estados

vibracionais diferentes e m 6= n nulos, pela ortogonalidade entre ψm e ψn. Se m = n não

teríamos dipolo induzido, não haveria transição 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 condições que devem ser satisfeitas [15]:

(

dαij

dq

)

0

6= 0, (2.2.50)

ou seja, pelo menos um dos componentes do tensor polarizabilidade deverá variar com a

vibração em torno da posição de equilíbrio.

Em adição, o produto ψm q ψn deve ser uma função par. Sendo q uma função ímpar,

o produto ψm ψn também deverá ser uma função ímpar.

A probabilidade de transição se relaciona à intensidade Raman, da seguinte forma
[15]:

Imn =

(

16π2

9c4

)

I0ν
4
∑

i

∑

j

|(αij)mn|2, (2.2.51)

sendo por definição I0 a intensidade da radiação incidente e ν a frequência da radiação

espalhada.
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Para frequências vibracionais menores as duas intensidades são comparáveis, e para

frequências vibracionais maiores é mais difícil vermos as bandas anti-Stokes [15].

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

moléculas, já que, cada modo vibracional possui um comprimento de onda específico, e

assim, cada molécula possui um único espectro característico [15].

2.3 MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA - AFM

Criada em 1986 por Binnig, a microscopia de força atômica (do inglês Atomic force

microscopy) é um tipo de microscopia de sonda de varredura, as chamadas SPM, que

permite o escaneamento e análise de propriedades de superfície com resoluções em uma

escala sub nanométrica [14, 22].

O modo de escaneamento da microscopia de força atômica depende de alguns

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

que interage com a amostra em análise, formando uma imagem. [14]. O movimento relativo

dessa parte do aparelho com a amostra pode ser monitorado, através de uma deflexão

de sinal de um laser ao incidir em um fotodetector e da interação deste com alguns

componentes de checagem da distância da ponta com a amostra. Esse sinal que a amostra

retorna é interpretado de forma a resultar em imagens 2D e 3D da topografia do material
[22].

A ponta e o cantilever compõem os principais acessórios do AFM[14]. Diferentes

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

do aparelho [14, 22].
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Após alguns procedimentos matemáticos, obtêm-se o seguinte resultado para auto-

valores de energia:

En = − Z2

(4πε0)
· µe

4

2h̄
· 1

n2
(n = 1, 2, 3 · · · ), (2.4.6)

Nestes autovalores temos alguns números quânticos: o número quântico principal n,

o momento ângular l, a componente z do momento angular ml e o spin do elétron ms. Os

números quânticos podem assumir alguns valores já definidos

n = 1, 2, 3, ... (2.4.7)

l = 0, 1, 2, ..., n− 1. (2.4.8)

ml = −l,−l + 1, ..., l − 1, l. (2.4.9)

ms = 1/2,−1/2. (2.4.10)

Os orbitais atômicos já citados s, p, d... são apresentados l = 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 eletrônica de uma molécula cresce conforme o nível de organização

da molécula aumenta. Como exemplo, podemos tomar a molécula de NO. Os elétrons

localizados no nível 1s2, em menores energias, e desse modo, não contribuem com pro-

priedades moleculares. Os elétrons localizados no nível 2s também ocupam totalmente

o orbital. Considerando os elétrons de ligação p, a ligação de NO hibridiza os níveis 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 ligação. Os elétrons pertencentes aos átomos de N e O, possuem

os momentos L = 0 para os níveis 2s e 2pz e L = 1 para 2px e 2py. Já os localizados em

n = 2, um total de 11 elétrons no nível n = 2: Para N: 2s2, 2p3 e para O:2s2, 2p4 são

responsáveis por ocupar os cinco níveis de mais baixa energia e um estado π∗, podemos ver

a organização dos níveis na Figura 12. Neste caso, o orbital π∗ é o que chamamos de Singly

occupied molecular orbital (SOMO), se possuirmos a molécula de NO ionizada, teremos

o LUMO (Lowest unoccupied molecular orbital) já que o estado mais alto da ligação π∗
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2.5 O DNA

O componente que une todos os seres vivos, as células, sofrem constantemente

divisões para o surgimento de novas células e essas células podem diferenciar-se de acordo

com sua função. Podemos observar células com as mais diversas funções, como, células

musculares, nervosas, epiteliais e sanguíneas. Sendo assim o desenvolvimento e o crescimento

dos organismos vivos são dependentes da diferenciação e multiplicação celular [13].

A biologia celular define o termo gene como: "a sequência de DNA que contém as

informações necessárias para produzir uma molécula de RNA e, se esta corresponder a

um RNA mensageiro, a partir dele elaborar uma proteína". Os processos fisiológicos e a

estrutura dos seres vivos baseiam-se, na maior parte, em proteínas. Estima-se que existam

30.000 genes quando consideramos os 46 cromossomos presentes nas células humanas.

Sendo assim temos toda a informação genética contida no ácido desoxirribonucleico (DNA)
[13]. O DNA, do ponto de vista químico, é constituído em sua maior parte por desoxirribo-

nucleotídeos compostos de um grupamento fosfato e uma pentose do tipo desoxirribose

que encontra-se ligada em uma das quatro bases nitrogenadas. Das quatro bases possíveis

temos citosina e timina apresentando uma estrutura de anel único, característica das

pirimidinas e adenina e guanina com uma estrutura de anel duplo, caracterizada como

purina. Os 4 nucleotídeos encontrados no DNA estão ilustrados na Figura 16 [11, 12, 13].
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Figura 20 – Modelo de replicação semiconservativa onde as fitas azuis são os moldes e as amarelas são
suas novas complementares. Fonte: Griffiths, 2008.

Além do mecanismo de cópia do DNA, podemos citar outra característica muito

importantes envolvendo o material genético, é o método de como essa informação contida

no material genético é transferido ou transcrito.

No processo chamado de transcrição do DNA os filamentos que compõem a dupla

hélice são separados, de maneira análoga ao citado no processo de replicação, e desse modo

um filamento pode ser utilizado como molde para a síntese de um RNA.

O RNA (Ribonucleic Acid), diferentemente do DNA, possui o açúcar ribose e não a

desoxiribose. Também de modo diferente o RNA é composto apenas de uma cadeia de

nucleotídios, ou seja, apenas um filamento que não dá origem a uma dupla-hélice. O RNA

possui a base pirimidínica uracila no lugar da timina [12].

A responsabilidade de deselicoidização do DNA e posicionamento de cada ribonu-

cleotídio com seu par correspondente é dada à 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 ação da enzima

em uma dupla hélice e a produção dos genes, que quando forem expressados darão origem

a uma proteína.
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Figura 21 – A. Transcrição de genes em sentidos opostos partindo de filamentos molde diferentes. B.

Ribonucleotídios sendo adicionados em uma cadeia transcrita em formação. P = Fosfato e S
= açúcar. Fonte: Griffiths, 2008.

Esse RNA transcrito partindo dos genes é o chamado RNA mensageiro (mRNA),

que junto com outros tipos de RNA darão origem a moléculas de proteínas. Temos então

a expressão da organização e ordenação do desenvolvimento de um indivíduo [12].

Dessa forma, vemos a importância do DNA na célula, junto a isso temos o grafeno

que se tornou um grande atrativo na área da nanomedicina. O grafeno possui características

que o torna eficiente para drug e gene delivery, entre outros caminhos possíveis para estes

materiais. Entretanto, os dados adquiridos até então são ineficientes quanto à biocomatibi-

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

trabalho entender melhor como o grafeno se interage com as bases de DNA [7].
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas, neste trabalho, amostras de bases de DNA e óxido de grafeno. As

amostras de grafeno foram cedidas pelo Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear

(CDTN), pela professora Dra. Clascídia A. Furtado. As amostras de bases de DNA foram

cedidas em colaboração com o Prof. Dr. Sydnei Magno da Silva da Universidade Federal

de Uberlândia (UFU).

3.2 MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (AFM)

A técnica usada para análise das estruturas foi o AFM (atomic force microscopy).

Esse tipo de análise permite obter imagens em 3D e analisar distâncias em escala de

micrômetros a nanômetros. O método de AFM pode ser resumido a um escaneamento de

superfície através de uma ponta de prova, assim formando uma imagem 3D de alturas.

Essa imagem é resultado de interações entre a superfície da amostra e a ponta de prova,

tais como forças eletrostáticas, forças mecânicas de contato e interação de Van der Waals,

entre outras[14, 22]. De forma simplificada as interações da ponta de prova formam uma

imagem digital e analisável por softwares específicos. A Figura 22 mostra o esquema de

funcionamento básico do equipamento que foi utilizado.
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• Óxido de Grafeno (GO) em filme: A partir da solução de grafeno foi pipetado

5µl sobre substrato de vidro; que em seguida, foi deixado de secar à temperatura

ambiente. O espectro Raman do grafeno foi obtido na linha de excitação do laser em

633nm.

• Bases de DNA: Com as bases o método de medição foi análogo ao grafeno em solução,

foram pipetadas alíquotas de 5µL em um poço e a obtenção do espectro foi realizada.

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

• Compósito (Bases de DNA + GO): De forma análoga à preparação das bases, em

cada poço foi gotejado uma alíquota de 5µL de compósito em diferentes concentrações

de grafeno para cada volume de base mantido fixo. As concentrações analisadas

foram as seguintes em proporção de volume: 1:5, 1:10, 1:1 e 5:1 de dNTP:GO.

3.4.2 Medidas de AFM

Na aquisição das imagens de AFM, tanto do grafeno, material biológico e compósito,

foram realizados os seguintes procedimentos:

• Grafeno(GO): Foi depositado, pelo método de casting, em um substrato de vidro de

18x18mm, um total de 5µL da solução de grafeno com a concentração de 1ng/mL. As

imagens foram coletadas em diferentes pontos da amostra para melhor compreensão

da conformação topológica da amostra.

• Compósito (Bases de DNA + GO): De forma análoga à preparação de filmes de

GO foram usados substratos de vidro de 18x18mm, e em cada um gotejado 20µL

de cada compósito. As primeiras imagens de AFM dos compósitos apresentaram

aglomerados, assemelhando se ao sal (conservante) presente nas bases. A fim de

comprovar essa observação foi efetuada a lavagem do filme e novas imagens foram

obtidas.

• Lavagem dos compósitos: Os substratos contendo os compósitos foram submetidos a

um processo de lavagem. Cada amostra recebeu 20µL de àgua ultra pura e, utilizando

um spin-coater, foi submetida a uma centrifugação rápida. As medidas de AFM

foram feitas antes e após a lavagem dos compósitos afim de comparação.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES

Neste capítulo serão discutidos os dados obtidos à partir das amostras de grafeno e

das bases de DNA (dNTPs). As amostras de grafeno foram estocadas em pequenos volumes

e armazenadas sob refrigeração, do mesmo modo que as bases de DNA. Os materiais foram

retirados do armazenamento refrigerado apenas para as medições. Com isso foi mantida a

integridade dos materiais.

4.1 ANÁLISE DO GRAFENO

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

AFM adquiridas de acordo com a seção 3.2.

4.1.1 Caracterização do grafeno por Espectroscopia Raman

Como discutimos na seção 2.4 os materiais baseados em grafeno, com hibridização

sp2, 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 excitação.

Figura 26 – Espectro Raman referente ao GO em filme obtido por casting.
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Figura 28 – Ajustes por lorentzianas da primeira região do espectro Raman do grafeno isolado.

O primeiro modo vibracional de interesse é atrobuido à chamada banda G. Essa é

uma banda presente em todos os sistemas de carbono com hibridização sp2, a origem deste

modo está nos fônons ópticos localizados no ponto Γ da zona de Brillouin. É esperado

que esse modo seja encontrado por volta de 1580 cm−1, segundo a literatura e a análise

feita previamente pelo CDTN. No espectro da Figura 28 ele é representado pela curva

2 e tem seu centro localizado em 1584 cm−1 [16, 31, 32]. A banda G é originada por um

processo que se inicia com um fóton incidente que de modo ressonante excita um par

elétron-buraco, seguido de um espalhamento de um destes elementos por um fônon de

modo iTO ou iLO. A banda G originada deste processo representa uma vibração no plano,

o chamado stretching, entre os carbonos da ligação C-C. Esses modos vibracionais estão

esquematizados na Figura 29 [31].
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Região II - 2100 a 3500 cm−1

A Figura 31 apresenta o espectro do GO com bandas mais largas e de menores

intensidades, que os observados na região I.

Figura 31 – Ajustes por lorentzianas da segunda região do espectro Raman do grafeno isolado.

O primeiro pico, a curva 1, com centro localizado em 2649cm−1, é referente

à banda 2D que é encontrada ao redor de 2700cm−1. E esse modo possui o mesmo

comportamento vibracional da banda D, um movimento de respiração do anel, consequente

de um processo Raman de segunda ordem [16, 31, 32].

Após o primeiro pico, temos a combinação das bandas D + D’ resultando em

uma banda centrada em 2916cm−1. Já em 3172cm−1 há uma banda de defeitos, similar

à banda D, entretanto, agora a chamada de banda 2D’ é resultante de um processo

envolvendo dois fônons e o chamado overtone da banda D’.

Utilizando os dados obtidos pela espectroscopia Raman, podemos também estimar

o tamanho do cristalito de grafeno (La) que estamos estudando. A fórmula [33] apresentada

abaixo nos permite utilizar a razão entre as intensidades das bandas D e G, e o comprimento

de onda do laser utilizado λlaser para obter um tamanho médio das nossas estruturas.

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

IG

obtida por nós foi de 1,87.

La(nm) = (2, 4 × 10−10)λlaser

(

ID

IG

)−1

(4.1.2)
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 34 – Perfis retirados da imagem de AFM do grafeno

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

folhas, observando que a altura média de uma única folha é de 1nm [35]. Com relação aos

aglomerados, estes sim apresentam altura elevada, chegando a sete vezes a altura de outras

estruturas de grafeno presentes nessa amostra.

Feita a análise do grafeno, de forma espectroscópica e microscópica, vamos partir

para a análise do material biológico e como este se comporta no mesmo meio que o grafeno.
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Figura 36 – Espectro Raman obtido da base dATP.

O espectro vibracional na região de 350cm−1 até 1800cm−1, foi dividido nas seguintes

regiões para análise dos modos: Região I - 370 a 830cm−1, Região II - 830 a 1440cm−1

e Região III - 1440 a 1825cm−1.

Região I

Figura 37 – Espectro Raman dATP Região I - 370 a 830cm−1.
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Nessa primeira região de análise, estão presentes os modos de torção dos anéis das

bases. Foram utilizadas 16 lorentzianas para o ajuste dessa região espectral. Nessa região

temos torções do anel nas regiões de 528cm−1 e 620cm−1 a 630cm−1. Uma característica

visualizada nessa região espectral, se localiza em 727cm−1, que é uma assinatura das

purinas, correspondente ao alongamento (stretching) do seu anel [36].

Região II

Figura 38 – Espectro Raman dATP Região II - 830 a 1440cm−1.

Nessa segunda faixa espectral, onde foram usadas 11 lorentzianas no ajuste, temos

várias contribuições: do estiramento de ligações CC, como em 910cm−1, alongamento da

ligação C-N em 1222cm−1 e 1335cm−1 com modos de wagging entre ligações CH2 e do

anel purínico [37, 38].

Região III
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Figura 39 – Espectro Raman dATP Região III - 1440 a 1825cm−1.

Na terceira região espectral temos 11 lorentzianas ajustando essa região. A região

entre 1500 e 1700cm−1 é conhecida na literatura por apresentar, em sua maioria, modos

relacionados à ligações C=C, C=O e C=N. De 1475 a 1482cm−1 temos a presença 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 regiões analisadas.
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Figura 40 – Espectro Raman obtido da base dCTP.

O espectro da base dCTP nos mostra a região de 350cm−1 até 1700cm−1, e foi

dividido nas seguintes regiões para análise dos modos vibracionais: Região I - 380 a

900cm−1, Região II - 900 a 1330cm−1 e Região III - 1330 a 1800cm−1.

Região I

Figura 41 – Espectro Raman dCTP Região I - 380 a 900cm−1.
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Nessa região de análise temos 12 lorentzianas. Observa-se uma banda ao redor de

500cm−1 atribuída ao modo de cisalhamento do anel presente na molécula. Além disso,

de 740 a 820cm−1 temos os modos de respiração e torção do anel característico de bases

pirimidinas [39, 38].

Região II

Figura 42 – Espectro Raman dCTP Região II - 900 a 1330cm−1.

A segunda região da dCTP foi ajustada por 6 lorentzianas. Entre 950 a 1000cm−1

temos vibrações da ligação CH dentro e fora do plano. Em 1255cm−1 temos a assinatura

de uma combinação de modos de alongamento do anel, ligações CH e da presença do

grupamento amino na citosina [39, 40].

Região III
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Figura 43 – Espectro Raman dCTP Região III - 1330 a 1800cm−1.

Para os ajustes da terceira região foram utilizadas 11 lorentzianas. Na região de

1367 a 1377cm−1 correspondente às vibrações das ligações N=C-C=C e o estiramento da

ligação C-C. Na região de 1500 a 1600cm−1 os modos são característicos do alongamento

das ligações C=N, C=C e do anel característico de pirimidinas. De 1600 a 1700cm−1 temos,

além do estiramento de ligações CN e CC, o estiramento de ligações C=O e o modo de

respiração do anel[39, 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 regiões analisadas.
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Figura 44 – Espectro Raman obtido da base dGTP.

O espectro na região de 350cm−1 até 1800cm−1 foi dividido nas seguintes regiões

para análise dos modos: Região I - 400 a 816cm−1, Região II - 816 a 1290cm−1 e Região

III - 1290 a 1830cm−1.

Região I

Figura 45 – Espectro Raman dGTP Região I - 400 a 816cm−1.



74

Para a primeira região de análise que contém 8 lorentzianas, temos vibrações

associadas ao grupamento CNC e um modo angular para fora do plano, consequente da

ligação NH, em torno de 500cm−1. De 600cm−1 até próximo de 730cm−1 temos contribuições

de modos de respiração e estiramento em fase no anel[39, 40].

Região II

Figura 46 – Espectro Raman dGTP Região II - 816 a 1290cm−1.

Na segunda região ajustada com 13 lorentzianas, temos principalmente a presença

de modos normais ao redor de 850cm−1 representando a ligação NH e seu modo angular

para fora do plano, juntamente com a respiração do anel. Uma banda mais intensa é

centrada em 1150cm−1 atribuída a modos acoplados do grupamento NH2, ligações CC e

CN. Nas proximidades de 1235cm−1 temos o grupamento amida [39, 38].

Região III
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Figura 47 – Espectro Raman dGTP Região III - 1290 a 1830cm−1.

Ajustada por 12 lorentzianas, a terceira parte conta com contrbuições do grupamento

amina em torno de 1330cm−1. Na região de 1480cm−1 são vistas as contribuições dos

modos de respiração do anel juntamente com a ligação C-H. O grupamento amida aparece

ao redor dos 1575cm−1, e o estiramento de ligações C=O e C=C perto de 1675cm−1 [36, 38].

4.2.4 dTTP - desoxitimidina trifosfato

Como última base analisada, temos a dTTP apresentada na Figura 48.
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Figura 48 – Espectro Raman obtido da base dTTP.

O espectro nos mostra a região de 350cm−1 até 1800cm−1, e foi dividido nas

seguintes regiões: Região I - 330 a 830cm−1, Região II - 830 a 1310cm−1 e Região III -

1310 a 1830cm−1.

Região I

Figura 49 – Espectro Raman dTTP Região I - 330 a 830cm−1.
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Na primeira região espectral da dTTP, o ajuste foi feito com 9 lorentzianas. Em

torno de 500cm−1 vibrações das ligações CNC e NCC da timina são atribuídos. De 600 a

700cm−1 vibrações angulares para fora do plano das ligações OH e CH, juntamente com

o modo de respiração do anel da timina. As vibrações características do anel da timina

também são vistas entre 750 e 800cm−1 [39, 38].

Região II

Figura 50 – Espectro Raman dTTP Região II - 830 a 1310cm−1.

Na segunda área de análise da dTTP utilizamos no ajuste 10 lorentzianas. Ao redor

de 1020cm−1 temos o estiramento de ligações CO e CC e o tipo scissoring no grupamento

OCH. Aproximadamente em 1200cm−1 vemos o grupamento amida e a vibração das

ligações CH e CN. A região de 1250cm−1 apresenta a deformação da ligação N-H [39, 37].

Região III
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Figura 51 – Espectro Raman dTTP Região III - 1310 a 1830cm−1.

A última região foi ajustada com apenas 5 lorentzianas. O modo de respiração do

anel da timina apresenta-se ao redor de 1375cm−1. Em 1650cm−1 o grupamento amida e

as vibrações de C=O e C-C são os mais intensos [36, 37].

Com essa atribuição dos modos normais à estrutura molecular das bases, podemos

identificar os componentes das dNTPs nas diferentes regiões analisadas e inferir sobre a

existência ou não de interação entre as dNTPs e o grafeno. Quanto a classificação das bases

em seus subgrupos de purinas e pirimidinas, podemos diferenciá-las apenas observando

seu espectro Raman. Como por exemplo, os modos em torno de 782cm−1 e 1288cm−1 são

característicos dos anéis de citosina e timina, as duas pirimidinas. Já as purinas, adenina e

guanina possuem modos normais característicos em torno de 1550cm−1. Com essa análise,

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

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

4.3 ANÁLISE DO COMPÓSITO (GO + DNTP)

Como objetivo final, temos a análise de comportamento da interação entre o grafeno

oxidado (GO) e as dNTPs. Destes dados, procuramos entender melhor a relação do grafeno

com o material biológico para futuras aplicações.
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G do grafeno oxidado (GO), retiradas no ajuste dos compósitos com as bases purina (A e

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

Tabela 2 – Frequências vibracionais do GO e compósitos.

Bandas (cm−1) GO A G T C
Banda D 1332 1329 1330 1242 1289
Banda G 1584 1578 1569 1572 1582
ID/IG 2,27 0,36 0,47 0,63 0,54

Observa-se da Tabela 2 que: 1 – as frequências vibracionais das bandas D e G para

os compósitos deslocam-se para menores energias em comparação aos do GO; 2 – a razão

ID/IG em todos os compósitos 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 observações que há uma

modificação na estrutura de defeitos do GO quando nos compósitos, e que essa modificação

é maior para as bases pirimidinas que as bases purinas. Essas observações corroboram,

àquelas observadas anteriormente: na preparação das soluções, os compósitos com A e G

são mais turvos – maior concentração de grafeno suspensa na solução – que os compósitos

com T e C; e no AFM as imagens de topografia do grafeno pós-lavagem indicam diferença

na morfologia dos compósitos com bases purinas, cujas imagens das pirimidinas T e C se

assemelham mais às do GO que as das purinas A e G; ou seja, as bases purinas interagem

mais fortemente com o grafeno, que as pirimidinas.

A princípio concluímos que existem interações entre as bases e o GO, e que essas

interações ocorrem diferentemente para as bases purinas e pirimidinas. Provavelmente,

porque as purinas (adenina e guanina) possuem em sua estrutura química uma maior

quantidade de grupamentos responsáveis pelas interações π − π∗ no compósito; já as

pirimidinas (timina e citosina) apresentam uma menor quantidade desses grupamentos

funcionais, e por consequência são mais hidrofílicas, e assim, interações eletrostáticas e/ou

ligações de hidrogênio são mais dominantes nos compósitos grafeno oxidado/pirimidinas.

Em adição, a razão das intensidades integradas entre as bandas D e G do grafeno, refletem

o grau de organização das folhas e também a sua qualidade de processamento.

Se compararmos as duas regiões selecionadas, na região entre 600 e 800cm−1 -

relacionada às vibrações CCC fora o plano, as bandas possuem maior intensidade nos

compósitos GO com timina e citosina, em relação aos compósitos GO com adenina e

guanina. E na região abaixo de 1400cm−1, associada às vibrações do grupo CCO− são
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mais intensas nos compósitos GO com adenina e guanina em comparação aos compósitos

GO com timina e citosina. Uma maior intensidade está relacionada ao aumento no número

de grupos funcionais dentro dos nossos materiais. Nesse trabalho, ICCO− é maior que ICCC

nos compósitos GO/bases purinas em relação aos compósitos GO/pirimidinas. Isso nos

leva a outro indício que as interações entre o GO e bases são 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 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram apresentados os dados e análises sobre a caracterização por

espectroscopia Raman e microscopia de força atômica (AFM) de grafeno e dNTPS, sendo

o grafeno um material muito visado para inovação em diversas áreas. Os dNTPs foram

caracterizados individualmente e nos compósitos.

No espectro Raman, utilizando uma linha de excitação de 633 nm, pudemos verificar

a integridade do grafeno oxidado e a sua "qualidade"estrutural, verificando a presença das

bandas características como a banda G (1584 cm−1) e banda D (1350 cm−1) relacionada aos

defeitos na sua estrutura. As bandas D‘e 2D‘atribuídas aos modos vibracionais da estrutura

de grafite, foram consideradas desprezíveis; pois as suas intensidades nos espectros do GO

eram muito menores, quando comparadas às das bandas G e D. Através da espectroscopia

de força atômica verificou-se sua organização espacial, como folhas de grafeno. Das análises

dos seus perfis de alturas, comprovamos que a nossa solução de GO, possui uma distribuição

de folhas empilhadas de alguns nanômetros.

Nos espectros Raman das DNTPs foi possível identificar os modos vibracionais

de grupamentos da molécula. Para uma melhor análise os espectros de cada dNTP

foram divididos em três regiões para deconvolução. De modo geral, de 400 a 900 cm−1

encontramos modos vibracionais simétricos e assimétricos da cadeia molecular como um

todo e deformações de alguns grupamentos químicos laterais. Na região de 900 a 1250

cm−1 foram encontrados modos ligados ao açúcar desoxirribose e ao fosfato. Já a região

de 1250 a 2000 cm−1 engloba os modos das bases nitrogenadas.As frequências vibracionais

acima de 2000 cm−1 é correspondente das dNTPs em solução. Através dos seus espectros,

pudemos diferenciar as bases em seus subgrupos: purinas e pirimidinas.

Na análise dos compósitos, por microscopia de força atômica verificou se a neces-

sidade de minimizar a presença do sal, presente na solução tampão de armazenamento

das bases. Após o procedimento de lavagem, as nossas análises das imagens de AFM de

GO/DNTPs, indicaram que: as bases purinas (dATP e dGTP) permaneceram adsorvidas à

superfície das empilhados nas folhas de grafeno, e nos compósitos com as bases pirimidinas

(dCTP e dTTP) observamos predominantemente estruturas de grafeno.

Para análise dos espectros Raman relativo aos compósitos, separamos os espectros

em duas regiões de interesse: na primeira região, em torno de 650 a 900 cm−1, temos modos
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vibracionais de anéis purínicos e pirimidínicos, e a segunda região de 1100 cm−1 a 1700 –

1800 cm−1 atribuímos às ligações duplas nas bases e as bandas D e G para o grafeno.

Para a primeira região, os maiores deslocamentos das bandas referentes aos anéis

pirimidínicos, quando comparados com os purínicos, sugerem uma maior rigidez dos anéis

da adenina e guanina (purinas) e uma estrutura menos rígida dos anéis de citosina e timina

(pirimidinas), após adição do grafeno oxidado.

Ao analisar a segunda região, por comparação da razão ID/IG para os compósitos e

o GO, temos uma diferença de valores para as bases purinas e pirimidinas. Sugerimos que

existe uma diferença na estrutura de defeitos do GO, com maior modificação nas purinas

do que as pirimidinas; provavelmente devido à uma maior afinidade das purinas com o

GO, como analisado nas imagens de AFM. Essa diferença de comportamento pode ser

explicada devido ao maior número de grupamentos oxigenados e nitrogenados na citosina

e timina, resultando interações eletrostáticas ou pontes de hidrogênio no compósito. Já

nas purinas inferimos que as ligações π− π∗ são as principais responsáveis pelas interações

de adenina e guanina com o GO.

Com isso, concluímos através de análises espaciais e estruturais, que há uma

diferença de interação dos dNTPs com o grafeno oxidado. Essa diferença de interação

é observada seguindo os subgrupos nos quais essas bases são 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

interação se dá em diferentes concentrações de compósitos. Visando as aplicações biológicas

do GO como um "drug delivery", a variação do pH e a formação de compósitos com drogas

são parâmetros a serem estudados, em diferentes valores de pH simulando um ambiente

biológico, utilizando os compósitos como carregadores.
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Anexo A – MODOS VIBRACIONAIS

Apresentação dos modos vibracionais correspondentes a cada uma das bases

A.1 1.1 MODOS VIBRACIONAIS DATP

Tabela 3 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dATP Região I

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
393 Banda sem atribuição
411 Banda sem atribuição
454 Banda sem atribuição
493 Banda sem atribuição
514 Banda sem atribuição
528 Adenina [36]

572 Banda sem atribuição
620 - 630 Adenina, torçao da

ligação C-C, CN-NCC

[36, 37]

649 - 659 Adenina [40, 36]

703 Modos angulares
para fora do plano

[40, 36]

727 Grupamento Amina para
fora do plano, Adenina

[40, 36, 37]

758 Banda sem atribuição
758 Banda sem atribuição
798 Banda sem atribuição
812 Vibração da liga-

ção CH no anel

[37]
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Tabela 4 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dATP Região II

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
910 Estiramento da ligação CC [40]

972 Banda sem atribuição
1005 Estiramento da ligação

CC, estiramento do anel
por modos de torção
no plano de CH, anel
aromático Adenina

[37, 40]

1065 Banda sem atribuição
1106 Banda sem atribuição
1167 Estiramento CC [40]

1217 Adenina [37]

1246 Adenina, Liga-
ções CN e CH

[39, 38]

1304 Adenina e mo-
dos do grupo CH2

[37, 38]

1335 Adenina, ligação CN,
movimento de scisso-
ring de ligações CH

[39, 36, 37, 40, 38]

1375 Respiração do anel
de base purínica, li-
gações CN, Adenina

[39, 40, 38]

1417 Adenina, ligações CH [39, 36, 37, 40, 38]
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Tabela 5 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dATP Região III

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
1475 - 1482 Adenina, Benzeno [37, 40, 38]

1503 Modos Angulares no plano
das ligações CH, respi-
ração do anel, Adenina

[37, 40, 38]

1577 Respiração do anel
e vibração da liga-
ção C=N, Adenina

[37, 40, 38]

1601 Adenina [37, 40]

1626 Banda sem atribuição
1652 Modo referente à água [37, 38]

1679 Banda sem atribuição
1704 Banda sem atribuição
1716 Banda sem atribuição
1755 Banda sem atribuição
1806 Banda sem atribuição
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A.2 1.2 MODOS VIBRACIONAIS DCTP

Tabela 6 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dCTP Região I

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
397 Vibração de "abano"

das ligações NH2 e OH

[37, 40, 38]

418 Banda sem atribuição
443 Modo de torção do anel [37, 40, 38]

487 Torção do anel [36]

526 Torção do grupa-
mento COH e cisa-
lhamento do anel

[36]

616 Citosina e modo
de torção C-C

[36, 37]

638 Citosina, vibração angular
para fora do plano

referente às ligações CH

[38]

701 Torção do anel [36]

738 Torção do anel e vibrações
angulares fora do plano

[36, 40]

782 Citosina, respiração e
torção do anel, vibrações
angulares fora do plano

[39, 37, 40, 38]

811 Estiramento da ligação C-
C, deformação CH do anel

[37, 40]
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Tabela 7 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dCTP Região II

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
985 Vibração da ligação

CH, vibração CH
fora do plano e estira-
mento de ligações C-C

[36, 39]

1132 Alongamento
de ligações C-C

[40]

1199 Modo angular
do grupo COH

[36]

1241 Atribuído ao gru-
pamento amida

[40]

1255 Citosina, alonga-
mento CN no plano

[40, 38]

1288 Citosina, deforma-
ção NH, vibração das
ligações NC + C=C

[39, 37, 40, 38]
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Tabela 8 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dCTP Região III

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
1367 Vibração de ligações

N=C-C=C e estira-
mento da ligação C-C

[40, 39]

1377 Alongamento de ligação
CC e ligação NH2

[36]

1435 "scissoring" de CH2
[36]

1444 "scissoring" de CH2 e alon-
gamento da ligação CC

[36, 40]

1527 Citosina, estiramento
de ligações CN, liga-
ções C=C do anel e
deformação de CH

[37, 38]

1544 Ligações CN e CC
em alongamento

[36]

1581 Anel de pirimidina [40, 38]

1607 Citosina, estiramento
de ligações CN e CC e

vibração da ligação C=N

[36, 40, 38]

1647 Estiramento da ligação
C=O e H2O e vibração
das ligações O=C-NC

[39, 37, 40, 38]

1685 Vibração da ligação C=O
e grupamento amida

[40]

1711 Vibração da ligação C=O [40]
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A.3 1.3 MODOS VIBRACIONAIS DGTP

Tabela 9 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dGTP Região I

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
494 Guanina, vibração do

grupo CNC e modo
angular para fora do

plano relacionado à NH

[39, 36, 38]

528 Torção da ligação C=C [37]

573 Guanina e vibração
da ligação NCN

[36, 40]

611 Modo de cisalha-
mento do anel

[36]

669 Guanina, modo de
estiramento do anel

[36, 37, 38]

681 Guanina, modo de
respiração do anel

[36, 37, 38]

741 Estiramento do anel [36]

781 Modo angular da li-
gação NH para fora
do plano, guanina

[36, 40]
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Tabela 10 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dGTP Região II

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
847 Ligação NH com modos

para fora do plano, gua-
nina e respiração do anel

[36, 37]

879 Vibração da ligação C-C [40]

896 Modos relacionados
com a ligação C-C

[40]

933 Modo angular do
grupo NCN e respi-

ração da ligação C-C

[36, 37]

974 Vibração da ligação C-C
e do grupamento PO4

[36, 37]

1019 - 1028 Vibração ads ligações
NH e modos angula-
res das ligações CH

[39, 36, 40]

1073 Modo de abanamento
de NH2, vibração das

ligações CN e C-C

[39, 37, 38]

1112 Estiramento de li-
gações CC e CO

[37, 40]

1169 Guanina, vibrações
associadas à CN e CNH,
também à ligações CO

[39, 37, 40]

1182 Guanina, vibrações da
ligação CH2 e modos

angulares de ligações CH

[37, 38]

1212 Estiramento do anel, das
ligações CN e modos

angulares da ligação NH

[36, 37]

1244 Vibrações atribui-
das ao grupamento
amida e guanina

[37, 40]
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Tabela 11 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dGTP Região III

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
1318 Grupamento

amida e guanina

[37, 40]

1330 Guanina, modos angulares
das ligações NH e esti-

ramento de ligações CN.
Presença do abanamento
do grupamento CH3CH2

presente nas purinas

[36, 37, 38]

1352 - 1362 Vibrações das ligações
CN, estiramento do anel,

modo angular de NH
e deformações de N-H

[36, 37, 40, 38]

1410 Modo angular de ligações
NH no plano, estiramento
de ligações C-N e defor-
mações da ligação N-H

[36, 40]

1477 - 1484 Guanina, modo de respi-
ração do anel e ligações
C-H acopladas no anel

[36, 40, 38]

1532 Guanina [40]

1571 Guanina e gru-
pamento amida

[36, 40, 38]

1598 Estiramento de
ligações C=O

[37, 40]

1637 Guanina, estiramento
de ligações C=O e C=C

[39, 37]

1677 Guanina, estiramento
de ligações C=O e C=C

[36, 40, 38]
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A.4 1.3 MODOS VIBRACIONAIS DTTP

Tabela 12 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dTTP Região I

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
333 Vibração de ligações CN [39]

376 Banda sem atribuição
414 Banda sem atribuição
441 Banda sem atribuição
491 Vibração de liga-

ções CNC e NCC

[39, 38]

518 Banda sem atribuição
557 Vibrações da ligação

CH fora do plano

[37]

637 Vibração da ligação
OH fora do plano

[37, 40]

663 Modo de respiração
do anel de timina

e vibrações fora do
plano de ligações CH

[40, 37]

710 Banda sem atribuição
743 Vibrações angulares

fora do plano e modo
de respiração do anel

[40, 37]

783 Modo de respiração do
anel e vibrações angulares

para fora do plano

[40, 37]
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Tabela 13 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dTTP Região II

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
865 Vibrações angulares para

fora do plano, tirosina

[37, 40]

905 Vibrações angulares
para fora do plano

[37, 40]

966 Ligações C=O do tipo
"scissoring" e modo
angular para fora do
plano da ligação CH

[40]

1009 Vibrações do anel
e vibrações angula-
res da ligação CH

[37]

1018 Estiramento das ligações
CO e CC e "scissoring"
do grupamento OCH

[40]

1046 Estiramento das ligações
CO, CN CC e "scissoring"

do grupamento OCH

[37, 40]

1096 Vibrações das li-
gações CN e CC

[40]

1111 Estiramento das li-
gações CO e CC no
anel juntamente com
modos angulares no

plano das ligações CH

[37, 40]

1140 Banda sem atribuição
1181 Região do grupamento

amida e vibações das
ligações CH e CN

[39, 40, 38]

1199 Região das bandas
de amidas e vibra-
ções de CH e CN

[40, 37, 37]

1234 Região de vibra-
ção de amidas

[40, 37]

1245 Região de amida e timina [40, 37, 37]

1275 Região de amida, ti-
mina e deformação

de ligações N-H

[40, 37]
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Tabela 14 – Modos normais de vibração e suas frequências associadas - dTTP Região III

ν(cm−1) Modo de vibração Referências
1370 Deformação C=H e N-H

juntamente com modo
de respiração do anel

[37, 40, 38]

1408 - 1417 Deformação C-H e
N-H juntamente com

estiramento C-N

[39, 40, 38]

1445 "scissoring" da ligação CH2
[40]

1481 Região de vibrações
do grupamento amida

[37, 40]

1656 Região de vibrações
das amidas e das li-
gações C=O e C-C

[39, 40, 38]
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Anexo B – ANÁLISES RAMAN DOS COPÓSITOS

B.1 ESPECTROS RAMAN DO COMPÓSITO GO + DATP ANALISADO

Figura 70 – Espectro Raman da área 1 do compósito entre GO e dATP.

Figura 71 – Espectro Raman da área 2 do compósito entre GO e dATP.
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Figura 72 – Espectro Raman da área 3 do compósito entre GO e dATP.

B.2 ESPECTROS RAMAN DO COMPÓSITO GO + DCTP ANALISADO

Figura 73 – Espectro Raman da área 1 do compósito entre GO e dCTP.
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Figura 74 – Espectro Raman da área 2 do compósito entre GO e dCTP.

Figura 75 – Espectro Raman da área 3 do compósito entre GO e dCTP.
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B.3 ESPECTROS RAMAN DO COMPÓSITO GO + DGTP ANALISADO

Figura 76 – Espectro Raman da área 1 do compósito entre GO e dGTP.

Figura 77 – Espectro Raman da área 2 do compósito entre GO e dGTP.
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Figura 78 – Espectro Raman da área 3 do compósito entre GO e dGTP.

B.4 ESPECTROS RAMAN DO COMPÓSITO GO + DTTP ANALISADO

Figura 79 – Espectro Raman da área 1 do compósito entre GO e dTTP.
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Figura 80 – Espectro Raman da área 2 do compósito entre GO e dTTP.

Figura 81 – Espectro Raman da área 3 do compósito entre GO e dTTP.
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(c) (d)
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(g) (h)
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(k) (l)

(m) (n)

Figura 83 – Perfis de AFM do grafeno utilizado (2)
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