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RESUMO:

Este estudo explora a aplicacao de fibras 6pticas como sensores do tipo sonda Raman para a deteccao
das moléculas NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) e R6G (Rodamina 6G). A NAD é crucial
em sistemas biologicos, participando de reagoes redox essenciais para a produgao de energia celular. A
Rodamina 6G, por sua vez, ¢ um corante fluorescente amplamente utilizado em espectroscopia Raman
devido & sua intensa dispersao Raman. Inicialmente, as fibras com moléculas de teste depositadas
foram analisadas pelo espectrometro Raman, focalizando o laser na secgdo transversal oposta a se¢ao
com a molécula de teste. Posteriormente, as fibras foram reposicionadas com o laser diretamente
focalizado na seccao transversal com a molécula de teste depositada. O estudo demonstra o potencial
das fibras 6pticas como sensores Raman, destacando desafios e oportunidades no desenvolvimento de

biossensores avangados.

PALAVRAS-CHAVE: Espectroscopia Raman; Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD); Roda-

mina 6G; Biossensor; Sonda de Fibra Optica.

STUDY ON MULTIMODE OPTICAL FIBER APPLIED AS A RAMAN PROBE FOR
DETECTION OF NAD AND R6G

ABSTRACT: This study explores the application of optical fibers as Raman probe-type sensors for
the detection of NAD (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) and R6G (Rhodamine 6G) molecules. NAD
is crucial in biological systems, participating in essential redox reactions for cellular energy production.
Rhodamine 6G, in turn, is a fluorescent dye widely used in Raman spectroscopy due to its intense
Raman scattering. Initially, the fibers with deposited test molecules were analyzed by the Raman
spectrometer, focusing the laser on the cross-section opposite to the section with the test molecule.
Subsequently, the fibers were repositioned with the laser directly focused on the cross-section with the
deposited test molecule. The study demonstrates the potential of optical fibers as Raman sensors,

highlighting challenges and opportunities in the development of advanced biosensors.
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INTRODUCAO

A molécula NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) é essencial em sistemas biologicos, par-
ticipando de reagoes redox vitais para a produgao de energia celular e manutengao do metabolismo
(POLTRONIERI, CEREKOVIC, 2018). Sua deteccao e quantificagdo sao cruciais para estudos bi-
oquimicos e clinicos (WANG et al., 2016). Paralelamente, a Rodamina 6G é um corante fluorescente
amplamente utilizado em espectroscopia Raman devido & sua intensa dispersao Raman, facilitando a
identificacao de suas caracteristicas espectrais (KIRUBHA; PALANISAMY, 2014).

A espectroscopia Raman, que fornece um espectro considerado a "impressao digital"de uma molé-
cula, é uma técnica poderosa para a analise molecular detalhada. A aplicacao de fibras 6pticas como
sondas Raman para deteccao de moléculas em biossensores oferece uma abordagem inovadora para a
detecgao remota e sensivel de biomoléculas (JIN et al., 2018). Biossensores tipo sonda sao especial-
mente vantajosos em analises in vivo em que técnicas pouco invasivas sao desejadas. As fibras 6pticas
podem servir como meio de transporte dos sinais Raman, permitindo a analise de biomoléculas.

Este estudo investiga a eficacia das fibras 6pticas como sonda Raman para a deteccado de NAD e
Rodamina 6G, destacando os desafios enfrentados e as potencialidades dessa tecnologia na melhoria

de biossensores avancados.

MATERIAIS E METODOS

As moléculas B-NAD (beta Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) e Rodamina 6G foram fornecidas
em forma de po por Sigma-Adrich®). As solugoes foram preparadas com o auxilio de um sistema de ul-
trapurificagao de agua Simplicity Merck Millipore@®) e de uma balanga de precisao Marte AUQ220D(®).
Um espectrometro Raman Renishaw InVia-2000@®) foi utilizado para coletar os espectros das amos-
tras, com laser de excitagao de A = 785 nm e lente objetiva com aumento de 50x e abertura numérica
(N.A.) de 0,75. No inicio de cada ensaio, o espectrometro Raman foi devidamente calibrado com uma

lamina de silicio usando como referéncia o fénon éptico do silicio, em 520 cm™!.

Essa linha Raman
caracteristica é resultante da vibragao dos atomos de silicio no cristal.
A molécula NAD foi diluida em concentracio de 10~ mol /L em solugdo aquosa contendo 0,1 mol /L

de KCI por meio da conhecida equagao (1).

m=Cx M, xV (1)

em que,

m - massa do soluto, g;

C - concentragao desejada, mol/L;

M,,, - massa molar do soluto, g/mol.

V - volume da solugao, L.

Como substrato para a deposicao das moléculas de teste, foram utilizados segmentos de fibra
multimodo com ntcleo de silica fundida e diAmetro de 1 mm. Essas fibras foram fornecidas pela New
Port Company [®).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

As fibras opticas foram clivadas e as secgoes transversais foram cuidadosamente polidas (Fig. 1).
As areas de secgao transversal foram desengorduradas com acetona a 55 °C por 90 minutos, seguidas
de imersao em recipiente com isopropanol preaquecido a 80 °C por 10 minutos, em seguida a secgoes

transversais foram secas com jato de Na.

Figura 1: Imagem de microscopio da secgao transversal da fibra o6tica multimodo apds clivagem e
polimento em vista lateral (a) e vista frontal (b). Em ambas as figuras a barra de escala corresponde
a 500 pm.

Apos o processo de desengorduramento, a secgdo transversal de um dos segmentos foi mergulhada
na solugdo de NAD e a de outro segmento na solu¢ao de Rodamina 6G, ambos permanecendo imersos
por 24 horas. Em seguida, as fibras foram retiradas das respectivas solugoes e as sec¢Oes foram secas
com jato de No. Assim, apenas uma fina camada de moléculas de teste permaneceu adsorvida nas
areas de seccao transversal do nicleo.

As fibras com moléculas de teste depositadas foram levadas ao espectrometro Raman. Para avaliar
a aplicacdo da fibra como um sensor do tipo sonda, inicialmente a objetiva focalizou o laser na secgao
transversal oposta & se¢do onde a molécula NAD havia sido depositada. O objetivo foi excitar a fibra
com o laser por uma extremidade para obter o espectro Raman da molécula depositada na outra
extremidade. Assim, obtiveram-se espectros com poténcias de 70 pW, 7 mW, 35 mW e 70 mW, como

mostra a Figura 2.
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Figura 2: Espectros Raman em diferentes poténcias de excitagdo com laser focalizado na extremidade
oposta a das moléculas depositadas.

Os picos em torno de 490 em ™' e 611 em ™! sdo conhecidos como linhas D1 e D2 e sdo atribuidos aos
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anéis de quatro e trés membros, respectivamente (GALEENER, 1982; PASQUARELLO; CAR, 1998).
A banda em torno de 810 em ™! esta relacionada aos modos tipo bending da ligacdo Si-O-Si. Hass, M.
propds que a banda em 1061 ¢cm ™! seja atribuida a uma vibracio do tipo stretching de uma ligacio
quimica (HASS, 1970). Este perfil espectral corresponde ao nucleo de silica fundida e, acima do nivel
de ruido, nao ha linhas referentes &8 NAD. O espectro Raman da fibra com Rodamina 6G depositada
apresentou um perfil semelhante. Estes resultados mostram que a aplicacao de fibra 6tica como sensor
do tipo sonda Raman para NAD e Rodamina 6G ainda é algo desafiador.

Posteriormente, o segmento de fibra 6ptica com NAD depositada foi reposicionado no espectrémetro
Raman de modo que a lente objetiva focalizasse o laser diretamente sobre a area de secgao transversal

com a molécula de teste depositada. Assim, obteve-se o espectro mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Espectros Raman de NAD depositada na sec¢ao da fibra éptica.

Note que, desta vez, as linhas Raman da NAD aparecem no espectro entre 1250 em™! e 1700 em ™.
A linha em 1285 em ™! corresponde ao anel de adenina (XIAO; MARKWELL, 1997). A linha em 1420
em ™! corresponde & contribuicdo de 50% do anel de adenina com pequena influéncia de ribose, mais
50% do grupo nicotinamida (XIAO; MARKWELL, 1997; YUE et al., 1986). A linha em 1610 cm ™! é
atribuida ao anel de nicotinamida (XIAO; MARKWELL, 1997; XIAO et al., 1998). Ao comparar-se
os espectros das Figuras 2 e 3, nota-se que estas linhas nao correspondem ao nucleo da fibra, mas sim
4 molécula NAD.

O segmento de fibra 6ptica com a molécula de Rodamina 6G também foi reposicionado no espec-
trometro Raman de modo que a objetiva focalizasse o laser diretamente na sec¢ao transversal com
Rodamina depositada (Fig. 4).

Nota-se a presenca de linhas atribuidas & Rodamina 6G na faixa entre 600 em™' e 1700 ecm ™.
As intensas linhas entre 1314 em™! e 1651 em ™! sdo atribuidas a uma vibracao stretching da ligacdo
aromatica C-C. A linha em 774 cm ™! é uma vibracao em modo bend da ligacio C-H e a linha em 614
em™! ¢ atribuida a ligacao C-C-C bend (VOSGRONE; MEIXNER, 2005).

Fibras opticas com nanocilindros de ouro na area de secgao transversal fabricadas em trabalhos an-
teriores também foram testadas para intensificar o espalhamento Raman, mas nao houve intensificagao
relevante para estas moléculas. Outros experimentos estdo em andamento para investigar outras geo-

metrias de nanoestruturas capazes de intensificar o espalhamento Raman em amostras com substrato
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Figura 4: Espectros Raman de R6G depositada na secgao da fibra optica.
de fibra 6ptica.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, a aplicagao de fibras 6pticas como sensores do tipo sonda Raman
para a detecgdo de moléculas como NAD e Rodamina 6G mostrou-se desafiadora. Quando o laser foi
focalizado na seccao transversal oposta & seccao com as moléculas de teste depositadas, o espectro
Raman obtido foi dominado pelas caracteristicas da matriz de silica da fibra, sem apresentar linhas
referentes as moléculas de teste acima do nivel de ruido. Isso sugere que a excitagdo por uma extremi-
dade da fibra nao foi eficaz para detectar as moléculas na outra extremidade devido & interferéncia do
nucleo de silica. Uma possivel solugao seria estudar novos materiais de fibra com baixo espalhamento
Raman na faixa espectral de espalhamento da molécula de teste.

No entanto, ao reposicionar a fibra de modo que o laser fosse focalizado diretamente na sec¢cdo com
as moléculas de teste depositadas, as caracteristicas Raman das moléculas NAD e Rodamina 6G foram
claramente detectéveis. As linhas Raman especificas para NAD e Rodamina 6G, localizadas entre 1250
em™ e 1700 em ™1, foram observadas, confirmando a presenca das moléculas na fibra. Esses resultados
indicam que, embora a detec¢ao remota através da fibra como guia de onda seja dificil, a técnica pode
ser vidvel com aplicagao de nanoparticulas que intensifiquem o espalhamento Raman destas moléculas,

mostrando um caminho promissor para o desenvolvimento de sensores Raman baseados em fibra 6ptica.
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