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“...The more you know, the harder you will find it. To make up
your mind, it doesn't really matter if you find...”

(MINCHIN, T., 2010)



RESUMO

Neste trabalho realizamos estudo computacional e experimental com a
Aflatoxina B1 (AFB+1), substancia extremamente téxica e carcinogénica produzida por
diversos tipos de fungos, principalmente o Aspergillus Flavus e o Aspergillus
Parasiticus que se reproduzem com facilidade em ambientes quentes e Umidos. A
AFB1 é diretamente relacionada com a formagédo do hepatocarcinoma em humanos e
animais. Os métodos para detecgao de Aflatoxinas em alimentos séo dispendiosos e
demandam esforco experimental, requerendo m&o de obra especializada. A
contaminacao de alimentos por Aflatoxinas se constituem atualmente em um sério
problema de saude publica no Brasil e em diversos paises. Além do estudo
computacional fazendo uso de métodos de célculo de Mecénica Molecular e de
Quimica Quantica, realizamos também etapas experimentais fazendo uso de técnicas
espectroscopicas com a finalidade de investigar uma possivel interagdo entre o
Eurdpio e a molécula da Aflatoxina B1 que possa justificar a construgao de um sensor
para identificagdo dessa substancia. Um dos sistemas estudados contendo o
complexo de Eurdpio confirma a sensibilidade necessaria para identificar a AFB4,
porém exibindo um novo perfil espectral. Diante disso, os resultados do trabalho
vislumbram a possibilidade da construgdo de um sensor quimico 6tico possuindo
como componentes basicos: AFB; — HIB-BTC/ DAMIC — Luminescéncia —

Resposta, analogo a Analito — Receptor — Transdugédo — Sinal Elétrico

Palavras-Chave: Aflatoxina B1. Eurdpio. Fotoluminescéncia. Seguranga Alimentar.



ABSTRACT

In this work we performed a computational and experimental study with
Aflatoxin B1 (AFB1), an extremely toxic and carcinogenic substance produced by
several types of fungi, mainly Aspergillus Flavus and Aspergillus Parasiticus, which
reproduce easily in hot and humid environments. AFB1 is directly related to the
formation of hepatocarcinoma in humans and animals. Methods for the detection of
Aflatoxins in food are expensive and require experimental effort, requiring specialized
labor. Food contamination by Aflatoxins is currently a serious public health problem in
Brazil and in several countries. In addition to the computational study using
computational methods of Molecular Mechanics and Quantum Chemistry, we also
performed experimental steps using spectroscopic techniques to investigate a possible
interaction between Europium and the Aflatoxin B1 molecule that may justify the
construction of a sensor to identify this substance. One of the studied systems
containing the Europium complex confirms the sensitivity needed to identify AFB41, but
exhibiting a new spectral profile. Thus, the results of the work envisage the possibility
of the construction of an optical chemical sensor having as basic components: AFB —
HIB-BTC/DAMIC — Luminescence — Response, analogous to Analyte — Receptor —

Transduction — Electrical Signal.

Keywords: Aflatoxin B4, Europium. Photoluminescence. Food Safety.
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1 INTRODUGAO

A relevancia econdbmica e a responsabilidade social no desenvolvimento da
agricultura e da agropecuaria sdo acompanhadas pelo avango cientifico, tecnoldgico e
pelo respeito ao meio ambiente. Dentro deste panorama, Barros (2014) faz
ponderagdes relevantes no que ele chama "um caso unico no panorama académico
brasileiro" referindo-se a interacao de instituicbes publicas com o setor produtivo. O
autor nos traz dados relevantes e bem especificos quanto a expansao da colheita de
graos de 45 milhées de toneladas em 1975 para 187 milhdes de toneladas em 2013. A
Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), por sua vez, fez uma estimativa da
safra de 2016 a 2017 entre 210,9/215,1 milhdes de toneladas.

Diante destes dados, € de se esperar que as medidas relacionadas com a
segurancga alimentar da populagao tenham uma crescente evolugao tecnologica a fim
de acompanhar o crescimento da produtividade no agronegodcio. Neste contexto, o
controle e identificagdo qualitativa ou quantitativa de micotoxinas, substancias toxicas
produzidas por microorganismos. passa a ser também uma pratica relacionada a
seguranga alimentar, adquirindo o carater de protegdo sanitaria ao individuo com a
finalidade de identificar possiveis contaminagbes em produtos de origem animal ou

vegetal.

Dentre os diversos tipos de micotoxinas conhecidas destacam-se as
aflatoxinas, que sao produzidas por varios tipos de fungos, principalmente pelos
Aspergillus. A deteccao de aflatoxinas em produtos de origem animal ou vegetal néo é
simples e tem custo relativamente elevado pela quantidade de reagentes e

equipamentos que sao utilizados.

Em trabalhos publicados recentemente Hu et al (2015) e Jiang et al (2015)
descrevem uma técnica de Impressao molecular de polimeros tomando a aflatoxina B+
como molécula molde na tentativa de proporcionar um processo de identificacdo que
tenha uma aplicacdo menos onerosa. Estas tentativas criam um panorama
diversificado e favoravel para novas pesquisas e possiveis procedimentos,
principalmente com relagdo ao controle sanitario e monitoramento da ocorréncia das

aflatoxinas, dai veio a principal motivagao para a realizagdo desse nosso trabalho.
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De olho na possibilidade de propor um método barato, eficiente e seguro para a
identificagdo e quantificagdo de aflatoxinas principalmente em alimentos, investigamos

a possivel interacéo entre a AFB1 e o eurdpio.



16

2 FUNDAMENTAGAO

2.1 Historico das Aflatoxinas

Em 1961, a partir de uma longa investigacdo envolvendo especialistas em
Histéria Natural, Farmacia, Biologia, Quimica entre outros. Blount, W. P. (1961)
debrugou-se sobre o enigma da estranha mortandade de aves (perus, patos, faisdes)
na regiao do Reino Unido. Ao estudar as principais areas de ocorréncia da mortalidade
das aves em Londres, Blount, W.P (1961) encontrou um ponto em comum entre as
regides do surto e as ragdes que alimentava as aves. Na quase totalidade dos casos
as racgoes tinham sido preparadas com farinha de amendoim proveniente do Brasil. A
figura 1 retrata os agradecimentos feitos por Blount, W.P (1961), as contribuigbes e

esforgos dispensados pelos especialistas neste trabalho.

TURKEY “X*” DISEASE
(Continued from page 61)
to those vetermary surgeons at various veterinary in-
vestigation cenires at Houghton, Lasswade and Wey-
bridge who have also done everything possible to ease
our mnvestigations.

Our thanks are also due to the many farmers whose
stock suffered from *X” Disease, {or their patience and
forebearance.

Fnally, we would like to thank the press for their
understanding of what was clearly a difficult situatron,

Figura 1 - Agradecimentos do Blount em seu artigo Turkey "X" Disease.
Fonte: Blount, W.P (1961).

As inumeras analises biolégicas (toxinas bacterianas ou virais), quimicas
(avaliagdo qualitativa e quantitativa de compostos como DDT, fluoreto de sdédio,
sulfaquinoxalina, entre outros) e principalmente a analise forense (autépsia dos
animais) revelaram que, diante das evidéncias persistentes de Enterite, aumento no
tamanho dos rins e/ou hepatite nos animais, levou Blount a classificar a disfuncéo

dentro de um diagndstico ja conhecido como Turkey "X" Disease.

Posteriormente, as avaliagbes dos veterinarios em Houghton, Lassswade e

Weybridge constatou-se ndo se tratar de uma epidemiologia comum, levando a
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considerar diante deste relato a possibilidade de envenenamento das aves. Apds um
"experimento nutricional" com os incrementos provenientes do Brasil, ficou constatado
que as aves alimentadas com as ragdes que possuiam farinha de amendoim (Brazilian
Groundnutmeal) tinham a mortalidade em torno de 100%. Este estudo seminal em
1961 faz parte de um mapeamento cronolégico feito Kensler (2010), retratado na
figura 2, onde é descrita a evolugdo dos estudos envolvendo as aflatoxinas e

especificamente a aflatoxina B1 (AFB).

FDA Sets IARC Classifies
Action Levels Aflatoxins as Group1
for Aflatoxin Carcinogens

- A% .
1969 %‘m} 1993
P ¥ v

2

1981 1968

1877 1984 1981 1996 -

AFB1 Causes AFBE1 Levels in DNA Monoclional Aflatoxin/HB WV OltipraziCHLMovaSilf
Liver Cancer Diet Linked to Adduct Antibodies Synergy in Liver Broccoli Sprouts
in Rats Liver Cancer Identified and IAC Cancer Etiology Clinical Trials

1967 — 1972 1981 1987 1991
oxicology and| | First IARC DNA Albumin p53 mutations
Metabolism Evaluation Adduct in Adduct at Codon 249
Identified

ca 1960

Aflatoxin
Named

in Liver Cancer

1963 198892 2001~
Structures Food Intake/ p53 and HBV
Elucidated Biomarkers Mutations in

China & Africa Plasma

Figura 2 - Prospeccéo Historica da evolugéao cientifica sobre AFB1
Fonte: Kensler (2010)

Os estudo do Lancaster et al (1961), apos realizar autopsia em ratos de grupos
distintos, no qual dois destes grupos foram alimentados com ragdes contaminadas por
Aspergillus flavus (A. flavus) provenientes do Brasil e da india, correlaciona a
intoxicacdo alimentar como provavel causa para o desenvolvimento de cancer
hepatico nos animais. Os resultados encontrados para o grupo de ratos alimentados
com 20% da ragao proveniente do Brasil mostrou que nove entre onze ratos possuiam
lesdes hepéticas tumorais e os dois restantes possuiam também metastase nos
pulmbdes, além de nddulos caracteristicos de processos tumorais de 1 a 2 mm em
diversas regides do figado, deixando clara a diferenga do figado duas vezes maior que
a do grupo controle. Nos dois ratinhos em metastase, foram observado inicialmente

estagios avangados de pneumonia, no qual, numa observagdo mais detalhada pela
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secgao do o6rgao (pulmao), se pode constatar uma variedade de lesGes macro e
microscopicas (até 3 mm de espessura) decorrente de um processo hemorragico na
area circundante, caracterizado por uma infiliragdo e crescimento anormal (anaplasia)
de células de um hepatoma (cancer oriundo do figado, podendo se desenvolver no
mesmo local ou também em processo metastatico) desenvolvido num periodo de seis

meses.

Em 2002 a IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer) segundo
Barrett et al. (2002), em documento (IARC Monograph) sobre a organizagéo de toxinas
com potencial carcinogénico dispés que as aflatoxinas podem ser produzidas nao
somente pelo A. flavus, mas também é comum a outras espécies deste género: A.
parasiticus, A. nomius, A. pseudotamarii, A. bombycis, A. ochraceoroseus, e A.
australis. No entanto a espécie em maior quantidade de casos no qual foi reportada e
comprovada a contaminacao ainda é A. flavus. Com a espécie A.parasiticus, que
apesar de ser comum na mesma faixa geografica de ocorréncia da A.flavus, teve
apenas um caso reportado até o presente ano de 2002 no sudeste da Asia. O IARC
ainda classifica as aflatoxinas como grupo 1 como carcinogénicos humanos. O
trabalho de classificacdo pela IARC da aflatoxina se baseia em estudos de 1971 até o

mais recente em 2009.

2.1.1 Identificacédo e Caracterizacao da Aflatoxina

Lancaster e Carnaghan (1961) séo citados como referéncia para o protocolo de
identificacao de aflatoxinas. Eles descrevem um método para extragdo do substrato e
posteriormente utilizam uma cromatografia liquida classica (CLC), tendo a alumina
como fase estacionaria, a partir do extrato de grdos (amendoim) advindo do Brasil.
Eles obtiveram uma substancia cristalina, apesar de nao completamente pura,
Lancaster e Carnaghan (1961) estabeleceram que 20 pg desta substancia seria uma
dose letal para patos em até 24hrs. Com cromatografia em papel (CP) utilizando n-
butanol e acido acético a 5% para fase mével, os mesmos autores obtiveram um Unico
ponto incolor de Rf = 0,7 (Rf:ds/dm) no qual, quando submetido a luz ultravioleta
emitia luz azul.

A associacao de tais toxinas com metabdlitos produzidos por fungos aconteceu
quando ragbes provenientes de Uganda com uma contaminagdo fungica de alta
toxicidade apresentaram os mesmos efeitos em aves (LANCASTER e CARNAGHAN
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1961). A espécie fungica desconhecida até aquele momento foi isolada e mantida em
meio de cultura com agar por sete dias a uma temperatura de 27° C. O material
produzido pelo fungo foi extraido com cloroférmio e submetido ao mesmo processo
CLC — CP, confirmando em seus resultados a presenga da mesma toxina. Por fim, a
mesma "rotina" ou protocolo foi submetido a culturas isoladas de Aspergillus Flavus na
qual a AFB; foi identificada como agente contaminante das amostras de graos
(amendoim) advindos de Uganda (LANCASTER e CARNAGHAN 1961).

A rotina quimica estabelecida foi grande divisor para diferenciar as demais
associagdes de sintomas por intoxicagao alimentar. Por exemplo, a Senecio Jacobea
(uma planta da familia das margaridas) que, quando ingeridas por gados, reproduzem
sintomas semelhantes a intoxicagdo por ingerir amendoim contaminado com AFB;
(Arachis Hipogaea), porém n&o apresentam a mesma resposta ao protocolo CLC—
CP.

Em processo semelhante Nesbitt et al (1962) relatou em seu artigo ter
encontrado “impurezas” ao exercer o protocolo anteriormente estabelecido, resolvendo
a solugéo numa coluna contendo alumina como fase estacionaria (CLC?) e como fase
movel alternada de 98,5% de cloroférmio e 1,5% de metanol. Numa nova etapa de
CP? o autor encontrou um Rf = 0.6 aproximadamente, com dois pontos incolores, em
que o primeiro emitia fluorescéncia no azul como ja estabelecido no protocolo
CLC—CP e o segundo ocorrendo mais lentamente apds o segundo protocolo

CLC?—CP? emitindo luz verde quando expostos a luz ultravioleta.

Os compostos foram entdo identificados como Aflatoxina B and G, “afla” por
conta do fungo Aspergillus flavus e B ou G por conta das cores emitidas ap6s a
absorgao da radiagdo ultravioleta. Os compostos isolados por Nesbitt et al (1962)
tiveram como resultados percentuais da analise elementar: 65,6% de Carbono, 4,4%
de Hidrogénio e 30,9% de Oxigénio. Por espectrometria de massas foram encontrados
as massas molares de 312 e 314 g.mol™'. A massa molar de 312 gramas foi associada
a Aflatoxina B1 (AFB.).

Em outra amostra analisada, foi encontrada o que seria uma outra aflatoxina
com caracteristicas similares a da estrutura da AFBs de peso molecular 312 g.mol"’
com um coeficiente de €= 44500 para o pico de 363 pm. Neste momento Nesbitt
acabara de identificar a AFB, com massa de 314.3 g.mol™ (devido a auséncia da dupla

ligagdo na porgao bifurandide), que possui massa de 312.3 g.mol'. A andlise por
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espectrometria no infravermelho por sua vez, possibilitou a identificagdo das
carbonilas pela presenca de dois picos na regido de 1755 e 1688 cm™ em. Por fim, os
testes bioldgicos indicaram uma taxa de letalidade proxima e menor que 20 ug para os
testes em patos para AFB1, enquanto para aflatoxina G+ a toxicidade diminui, ficando

proximo de 60 pg para que ocorra letalidade em patos.

2.2 Aspergillus

A espécie Aspergillus, do género Geotrichum, pertencente a familia
Moniliaceae, podem ser estudas em duas classes distintas Deuteromicetes:. quando
possuem formas imperfeitas, reprodugéo assexuada por conidios formados no topo de
uma esterigmata, ou podem também ser estudadas na classe Ascomicetes: quando
possum formas, perfeita e imperfeita.

Segundo Esteves et al (1990) estas espécies podem também serem estudadas
numa sub-classe, a Euascomycetae, comum a fungos de estrutura filamentosa com
capacidade patogénica, além disso, possuem frutificagbes caracteristicas tanto de
reproducdo assexuada (figura 3) como de reproducdo sexuada por ascOsporos suas
formas perfeitas (Ex: Aspergillus Nidulans). Os Aspergillus apresentam ampla
variedade e formas, 200 ja foram identificados devido a sua compatibilidade
morfolégica (TOME 2016). Os Aspergillus apresentam caracteristicas bem diversas,
por exemplo, o Aspergillus nidulans e o A. fumigatus desenvolvem-se em regides
desérticas (Abdel-Hafez. 1982 apud Esteves et al. 1990), enquanto A. ochraceus ja foi
encontrada em secrec¢des do trato respiratério de um paciente. No entanto, os
Aspergillus sao frequentemente associados a presenga em deterioragdo de cereais,
frutas, aparelhos eletrénicos e até mesmo na agua (HEDAYATI et al 2007).

Abbas, 2005 apud Trombetta (2014) destaca, que a A. flavus devido a sua
estabilidade térmica (Considerados termdfilos) atinge uma média de resisténcia
térmica entre 20° a 48°C, sendo a produgdo maxima de metabdlitos secundarios
téxicos como AFB: entre 25° a 27°C, no entanto segundo Trombetta (2014) o
patologista clinico Rui Tomé esta espécie ja foi isolada em temperaturas menores que
20°C na cabeceira de pacientes no Hospital Universitario de Coimbra.

Segundo as estimativas Cole, R. 1989 apud Monson et al (2014) cerca de 25%
do suprimento mundial (agricultura e agropecuaria) é afetado por micotoxinas, os

impactos decorrentes desta estimativa leva ao comprometimento nos custos do
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agronegocio, principalmente no setor de avicultura. Custos totais destas perdas
somam o montante de 143 milhdes ao ano, a este valor esta atrelado o custo com o
tratamento dos animais, comprometimento genético (resquicio do processo de
intoxicagdo), perda na producdo de ovos e até com a letalidade associada. O
comprometimento da saide humana por conta da ingestdo de cereais contaminados
por micotoxinas, especificamente AFBi, também eleva o custo da Saude Publica
devido ao custo elevado des tratamentos mesmo que paliativos.

O limite maximo tolerado (LMT) de 20 ppb (partes por bilhdo) para produtos
dos mais distintos fins seguem a Resolugéo da Diretoria Colegiada de N° 07 publicada
em 2011 pelo Ministério da Saude (MS) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Em 2014 o limite foi redefinido pela resolugdo CNNPA/MS n° 34/76 da
Secretaria de Defesa Agropecuaria como sendo de até 30 ppb (partes por bilhdo) para
a totalidade das Aflatoxinas B e G para produtos diversos menos para milho em grao,
farinhas ou sémolas de milho, amendoim, pasta ou manteiga de amendoim que

permanecem com o limite de 20 ppb.

Figura 3 - Frutificagéo caracteristica de uma coldnia de A. flavus, em meio de Sabouraud.
Fonte: Atlas Micologia, 2012.

2.2.1 Mecanismos de Toxicidade
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Dentro deste panorama, € cabivel uma explicagdo quimica que justifique o fato
da AFB: exprimir um potencial carcinogénico tao elevado dentre os compostos
produzidos pelos fungos. Segundo Biehl e Buck (1987) a AFB; especificamente pode
ser encontrada na literatura como um pré-farmaco; um agente relativamente neutro
que apos a biotransformacgao passa ser ativo.

Guengerich (2013) descreve o processo de biotransformagéo em reagdes de
fases distintas em sua finalidade, por exemplo: reagdes Oxidacdo/Redugao sao
efetuadas com o objetivo de "tornar" o composto um metabdlito com carater hidrofilico
elevado, facilitando posteriormente sua excregdo. Tais reagdes sdo promovidas pelo
citocromo P450 (via CYP 450) adicionando ou expondo os grupos polares na
molécula. Neste processo € formada a espécie ativa da aflatoxina decorrente da
epoxidacado na dupla ligacdo na porcao bi-furandide da molécula. Essas reagdes por
vezes competem com o processo de Conjugagao/ Hidrélise como mostrado na figura
4.
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Figura 4 - Etapas do processo de inativagao da AFB1 que levam a compostos distintos, a

conjugacao de GST e AFB+ - 8,9 dihidrodiol.
Fonte: Uribe-yunda e Navas (2011)

As reagdes no citocromo P450 sdo bem seletivas quanto ao composto de

partida devido a presenga fundamental do oxigénio (O2") nesta primeira fase por conta

da seguinte reacdo: Composto + O, + NADPH = Composto-OH + H,O + NADP*
(GUENGERICH 2013)

Segundo Stone et al (2011) O composto eletrofilico gerado neste processo
(AFB1 exo-8,9-epdxido) é facilmente reativo com porgbes nucleofilicas das bases
nitrogenadas presentes no DNA e em proteinas, por exemplo, a albumina (AFB1-Lisina)

Na presenga da base nitrogenada guanina reage formando a AFB:-N-G e
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posteriormente forma os enantidbmeros da formamidopirimidina (AFB+ -a- FAPY e AFB;
-B- FAPY), A AFB; - B - FAPY tem maior poder genotdxico, podendo inclusive ser
encontrada duplamente intercalada no DNA, este processo esta exemplificado na

figura 5.
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Figura 5 - Formacgéo dos enantiomeros AFB+ -3 -FAPY e AFB1- a- FAPY, respectivamente.
Fonte: Stone et al (2011).

2.2.2 Mecanismos de identificacao

A deteccdo da AFB+1, no controle de qualidade de uma empresa pode ser feita
através da catagao eletrénica (uma maquina que faz a selegéo e separagao de graos)
€ baseada na alteragdo da cor do bulbo (6rgao responsavel, pelo armazenamento de
alimento) dos grédos e sementes, comum a produtos que detenham alguma
contaminagado por pragas em graos, ndo necessariamente o fungo Aspergillus.De
forma geral, é imprescindivel para a andlise de identificagcdo e quantificagdo da AFB;
ao menos um destes equipamentos: HPLC ou LC-MS, o que possuem um custo
elevado e a necessidade de mao de obra especializada.

Uma alternativa € o desenvolvimento de testes que empregam o uso de
imunoensaios. Ono et al (2016) exemplifica algumas destas técnicas como: Elisa —
imunofluorescéncia, no qual usava anticorpos produzidos num hospedeiro (coelhos) e

antigenos miceliais de A. flavus. Os ensaios com Elisa sanduiche realizados por
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Young e Cousin apud Ono, (2001) exibiram um limite de detecgdo de
aproximadamente 1ug/ ml. No entanto, utilizando variados ensaios imunoenzimaticos
Elisa (ic-dc) juntamente com cromatografia para identificagdo de micotoxinas, os
limites de detecc¢éo foram de aproximadamente 0,02 ng/ml a 5ug/kg.

ONO et al (2016) Aponta como um derivado de baixo custo dos testes Elisa o
teste de fluxo lateral ou também chamado de imunocromatografia (dispisticks),
mostrado na figura 6, onde o extrato de uma amostra, contaminada ou néo, flui por
capilaridade migrando ao longo da membrana até atingir a zona teste. O teste é de
detecgado visual positivo-negativo (basicamente qualitativo) em que o anticorpo
podendo ser conjugado com ouro coloidal ira se ligar a micotoxina presente na
amostra e ndo estara livre para se ligar ao hepteno (micotoxina-proteina) imobilizado
na membrana. Assim sendo, ndo ha formacao de uma linha visivel no teste, indicando
uma resposta positiva para contaminacdo da amostra. Em compensacdo, quando
negativa, o conjugado anti-micotoxina-ouro fica disponivel para se ligar ao hepteno

imobilizado formando uma linha visivel no teste.

| I |

3}

Figura 6 - (a)Esquema de teste em fluxo-lateral ou imunocromatografia, (b). Resposta Negativa,
(c). Resposta Positiva.
Fonte: Ono et al (2016)

Por fim, dois trabalhos recentes se destacam em referéncia a deteccédo de
AFB;1. O primeiro, de Jiang et al (2015), demonstra a concepgédo de um sensor de
grande sensibilidade produzido por eletropolimerizagéo utilizando a técnica de MIP
(Molecularly-Imprinted Polymer), onde ocorre a conjugagao de p-aminotiofenol
funcionalizado com nanoparticulas de ouro, na presenga de AFB1 como molécula
molde. Este sensor encontra um limite de detec¢do de aproximadamente 0,3 fg/ml,

passivel de ser o menor limite de deteccao reprodutivel até o momento, estes valores
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de detecgdo sdo comparados com outros sistemas na figura 7. O segundo elaborado
por Hu et al (2015) demonstra a utilizagdo da LMORF-241 (Luminescent Metal Organic
Framework), através da diminuigdo da emissdo de fluorescéncia no azul, a medida
que se aumenta a concentracdo de AFB1 no sistema. Tal proposta tem um limite de

deteccao de até 46 ppb.

Method LOD Linear Range

Immunosensor on screen-printed carbon electrodes 90 pg/mL 0.1-10 ng/mL

Immunosensor on screen-printed microplate 30 pg/mL 0.05-2 ng/mL
Immunosensor on glassy carbon electrode 0.07ng/ml.  0.6-2.4 ng/mL
HPLC 0.25ng/ml.  0.5-10 ng/mL
HPLC-MSMS 0.08ng/ml.  0.3-10 ng/mL
LC-MSMS 24pg/ml.  0.05-2 ng/mL

LSV on molecularly imprinted MOF 0.3 fg/mL 1 fg/ml-1 pg/mL

Figura 7 - Comparagao entre limites de detecgao dos métodos usualmente empregados para
identificagdo de AFB1.
Fonte: Jiang et al (2015)

2.3 Lantanideos

Os "terras raras", representados por 15 elementos lantanideos, além de itrio e
escandio, compdem um grupo de extrema relevancia econdmica. Segundo Ludovico et
al (2010), a importancia econdmica destes elementos quimicos se deve a extensao da
sua aplicabilidade, que empreende e nutre industrias armamentistas, de
telecomunicagdes, automobilisticas, produgéo de turbinas edlicas, veiculos elétricos,
semicondutores, producdo de imas permanentes, entre outros fins. Em 2010 a China
detinha hegemonia de cerca de 95% a 97% da produgdo mundial e comercializagao
destes elementos. Devido a disputas territoriais da China com o Japao a partir do ano
de 2010, paises detentores de jazidas de elementos terras raras em seus territorios,
assim como Brasil, Africa do Sul, Australia, entre outros, se viram na necessidade de
fomentar economicamente pesquisas que desenvolvessem a mineracdo e tratamento
destes elementos.

No ano de 2013, o Centro de Gestao e Estudos Estratégicos (CGEE, 2013) do
Brasil procurou mobilizar a atuagdo de pesquisadores e seus grupos de pesquisa
através do financiamento de melhores estruturas laboratoriais e aperfeicoamento
pessoal. Cabe ressaltar que a mobilizagdo para criagdo do PD&I-TR’s (Pesquisa,

Desenvolvimento e Inovagao — Terras Raras), um documento que empreende agoes e
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estratégias até 2030 na perspectiva de tornar o Brasil uma poténcia competitiva no
cenario internacional, foi devido a comogao e apelo para retomada da producéo de
terras raras feito numa carta encaminhada ao Ministro da Ciéncia e Tecnologia por
cientistas presentes no quarto Encontro Nacional de Terras Raras em abril de 2010
(SERRA, 2011).

Em contrapartida, o Japdo, através do recente artigo disponibilizado pela
revista Nature em Abril deste ano Takaya et al. (2018), anuncia a descoberta de
aproximadamente 16 milhdes de toneladas de “terras raras” na llha de
Minamitorishima, considerada dentro da zona econémica exclusiva japonesa (EEZ).
Segundo o jornal financeiro Nikkei, a jazida encontrada faz alusdo a uma quantidade
razoavel de minerais capazes de sustentar a demanda mundial por longos periodos.
Ha, por exemplo, minério para fornecer eurdpio pelos proximos 620 anos, disprosio
pelos préximos 730 anos e térbio pelos proximos 420 anos. No entanto, o jornal cria
uma ressalva, devido a falta de tecnologia atualmente disponivel para explorar estas
jazidas. Por tanto, esta notéria descoberta ndo cria um impacto imediato no mercado
internacional.

Cabe aqui indicar algumas especificagbes dos ions lantanideos. Com excegéo
do La®* e Lu®", a maioria destes ions possui luminescéncia, sendo que o Eu fée Tb f’
apresentam emissdes mais fortes. Proporcionalmente aos complexos gerados com
metais do bloco d, os complexos com ions Ln possuem suas propriedades magnéticas
e oOticas dependentes das perturbagbes feitas pelos seus ligantes e ions com
densidades (6 a 10 g.cm ) comparaveis aos metais do terceiro periodo da tabela
periddica (linha 3d). (SHRIVER et al. 2008).

Os ions com estados de oxidagdo mais estaveis dentre os lantanideos sdo em
geral trivalentes (La*, Eu®*, Tb®"), porém também sdo encontrados em seus estados
divalentes e tetravalentes (Yb?*, Eu?*, Sm?*) / (Ce*", Tb*, Pr*). Possuem configuragéo
eletrénica entre 4 f %- f ' sendo os primeiros na tabela periddica a ocuparem o
subnivel f (MARQUES, 2014). Outras particularidades que diferenciam os lantanideos
dos demais elementos na tabela periddica séo indicadas no livro de Cotton (COTTON
2006):

e Possuem menor desdobramento de campo-cristalino em comparagao aos

metais do bloco-d;
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¢ A geometria de coordenagédo € massivamente direcionada por fatores estéricos
dos seus ligantes;

e Possuem uma grande escala de numeros de coordenagao (2 a 12).

2.3.1 Historico dos lantanideos

A obtencdo e o estudo dos lantanideos remonta o século XVIII, na
Escandinavia, com a obtengdo de um minério preto, nomeado por Johann Gadolin de
"earth" ou Yttria, em 1794. O mesmo minério também foi isolado por Carl Axel
Arrhenius, no mesmo ano, € nomeado por ele de "lterbita". No entanto, apenas no
periodo entre os anos de 1839 a 1843 que o sueco C.G Mosander separou e
identificou os componentes 6xidos, da terra ceria (minério de cerite) obtidas por M.H.
Klaproth, J.J. Berzelius e W. Hisinge e os classificou como cério e lantanio misturados
a "didymia" (COTTON, 2006).

Segundo Sousa Filho (2014) e Serra (2011), no Brasil a extragdo, separagao e
tratamento de monazitas (mineral fonte de terras raras) s6 ocorreu em 1885, na regido
das praias do Prado, na Bahia, pela empresa Johnston & Co, que tinha como destino
principal para o minério a exportagéo para Alemanha e Austria. Por isso, o Brasil foi
um dos principais fornecedores de monazitas até 1914, quando a india assumiu a
lideranca.

Na década de 1950, a empresa ORQUIMA, até aquele momento privada,
passou a extrair, separar e purificar 6xidos de terras raras com um nivel de pureza
pioneiro, obtendo Eu;Os com 99,9% de pureza. Os oxidos de eurépio foram
exportados pela ORQUIMA para produgcdo de barras metalicas, na finalidade de
absorcdo de néutrons no reator do Nautilus, o primeiro submarino nuclear do mundo.
Apesar da sede da ORQUIMA se encontrar em Sao Paulo, a extragéo era feita nas
costas do Espirito Santo e Rio de Janeiro. Apés a década de 60 a empresa se
restringiu a extragdo de monazitas, porém, nao desenvolvendo a mesma qualidade de
purificacao, foi desativada pela INB (Industrias Nucleares do Brasil) em 2002. Nas
décadas de 70 e 80 a China passou a ser detentora da mais ampla reserva mundial e

despontou no cenario mundial com hegemonia em larga escala até 2010.

2.3.2 Europio
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Considerando o objetivo deste trabalho, € necessario ressaltar caracteristicas
especificas deste elemento. O Eurépio foi descoberto pelo francés Eugéene Anatole
Demargay em 1901. Possui raio ibnico de 106,6 pm e pode ser encontrado no estado
de oxidagédo de Ln** e Ln?*. Tem configuragdo para o estado mais estavel de oxidagao
(3+) em 47 ("Fo), configuragdo de seu estado fundamental 4f6s? (8S7.) e para forma
elementar [Xe] 4f"'5d'6s? e [Xe] 4f"6s? sendo n entre 1 e 14. O eurdpio possui uma
transigdo com caracteristica hipersensivel do estado emissor Dy — ’F2 na regido do

vermelho (610 a 625 nm), variando de acordo com o ambiente quimico.

2.3.2.1 Transferéncia de energia

Um mecanismo eficiente de transferéncia de energia € a coordenagéo de ions
lantanideos com compostos organicos. A razdo da preferéncia por compostos
organicos deve-se as absorgdes de alta intensidade e ao maior coeficiente de extingao
molecular por parte destas moléculas (>104 L mol-1 cm-1 ) em comparagédo aos de
ions Ln trivalentes ( 10 L mol-1 cm-1) que possuem absorgbes de baixa intensidade.
Esta caracteristica em compostos orgénicos pode ser vantajosa para que possam
absorver eficientemente radiagdo eletromagnética. Segundo Spangler, (200) através
de grupos doadores (grupos cromoforos) como O > N > S entre outros ocorre a
transferéncia de energia para o ion através da relaxagdo cruzada de transigdes
radioativas e ndo radioativas entre os estados excitados do ligante e do metal, o que
segundo Weissman, (1942) apud Batista, (2003) define este processo como modo

antena (figura 9).
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Figura 8 - Etapas do processo de emissao fluorescente mediante a complexagao de um ligante
(contendo um grupo croméforo) ao ion Eud* através de transigées intramoleculares.
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Fonte: Cotton (2006)

Este mecanismo de transferéncia de energia, mostrado na figura 8 foi proposto
por Crosby e Whan (1962) apud Biennemans (2009). Com a absorgédo da energia
da radiacdo eletromagnética ocorre a excitagdo a um nivel vibracional excitado de
mais baixa energia So — Si, em seguida ocorre uma rapida conversdo interna
reduzindo transigdes vibracionais, esse processo pode ocorrer também devido a
interacdo com o solvente. Assim, a desativagéo radioativa do estado excitado singleto
ocorre pela relaxagdo cruzada intersistema para o estado tripleto S1—T1. O estado
tripleto do ion pode, por fim, ser desativado radiativamente para o estado fundamental
T1—So. A transicao por excitacao indireta de um estado tripleto para o estado excitado

do ion lantanideo pode sofrer transigdes para um estado 4f mais baixo.

Vale ressaltar que os meios para se obter transigbes interconfiguracionais no
produto formado séo diversos, podendo ser realizadas transi¢cdes singleto-singleto,
singleto*/tripleto* (estado excitado do ligante) e LMCT (Estado de Transferéncia de
Carga Ligante-Metal) (BATISTA, 2003). De fato, é possivel alterar as propriedades
espectroscopicas do sistema e assim controlar a caracteristica de luminescéncia

destes sistemas.

Organic higand

Lo** {excited state)

Q<j£m..mm exission
hv \‘ [ Lt
Energy transter

Figura 9 - Efeito Antena.
Fonte: Cotton (2006)

2.3.2.2 Sensores quimicos de complexos com ions lantanideos

A investigacdo do uso de complexos de lantanideos explorando a sua

caracteristica de luminescéncia foi primeiramente reportada por Richardson em 1982.
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Baseando-se na teoria de Pearson sobre espécies polarizaveis (acidos e bases), as
espécies catidnicas dos ions lantanideos atuam como acidos duros, sendo assim,
possuem preferéncia por ligantes doadoras e bases moles (SPANGLER e
SCHAFERLING, 2000). O entendimento da eficiéncia dos complexos de lantanideos
como sensores € um exercicio na constante tentativa de aperfeicoar o rendimento
quantico do composto final. Portanto, cabe o questionamento: o que torna um
complexo com ion de lantanideo tdo eficiente no tempo de vida de fluorescéncia em
detrimento a outros ambientes quimicos que expressam semelhante capacidade? A
resposta se sustenta na escolha eficiente do material sensivel para transferir energia
ao metal. Os ligantes no complexo devem promover uma eficiente transferéncia de
energia para o metal através dos estados excitados tripletos (Ligante-Metal). No caso
do Eu3+, Richardson apud Spangler (2000), pressupde que, essa transferéncia de
energia € realmente eficiente com ligantes onde o estado doador para nivel de
ressonancia em numero de ondas corresponda a faixa de 17000 a 25000 cm-1. O fato
do eurdpio ser mais explorado como elemento pertencente ao sistema receptor de um
sensor, € devido a alguns fatores, destacando-se o fato de possuirem menor nivel
para transferéncia de energia do estado emissor 5D0 — 17250 cm-1 em comparagéo
ao estado emissor do Th3+ 5D4 — 20430 cm-1. No eurdpio a sensibilizacdo do ion
pode ocorrer por um estado de transferéncia de carga devido a possibilidade do ion
Eu3+ ser reduzido a Eu2+.

Os sensores, no entanto, podem ser definidos segundo Jerénimo (2005), como
dispositivos capazes de fazer identificacdo e registros de forma direta, continua e
reversivel de um parametro fisico ou quimico. Um sensor quimico pode basear-se em
distintos principios para estimar uma medida como, por exemplo, a deteccdo de uma
espécie quimica em reagao (principio quimico), parametros fisicos de absorbancia,
temperatura, condutividade entre outros (principio fisico) (JERONIMO 2005). Uma
segunda classificagao feita por Jerénimo (2005) pode ser feita pelo mecanismo de
transducéo. Cabe explicar que segundo Thevenot, D. apud Spangler (2000) sensores
quimicos podem ser esquematizados contendo: espécie quimica (analito), sistema de
reconhecimento (receptor) e um sinal fisico-quimico (transdugao). Assim a transdugéo
é a etapa em que a informagao quimica sera transformada em um sinal mensuravel,
este sinal pode ser 6tico, eletroquimico ou piezoelétrico.

Diante disso, sensores oticos, podem ainda ser definidos pela natureza da

propriedade ¢6tica a ser estimada, um exemplo disto sdo sensores luminescentes
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envolvendo ions In3+, que podem ter seu sinal resposta baseado na intensidade da
emissao ou também na posicdo do maximo da emissao, variagao da cor e variagbes

no tempo de vida(Luz, Leonis. 2018 — comunicagao oral).

2.4 Métodos Computacionais

A solucédo das equacdes da Mecanica Quantica para descrever propriedades
quimicas € o objetivo central da quimica-quéantica. O método Hartree-Fock (HF). teve
origem em 1927, apenas um ano apos a publicagdo da equacdo de Schrddinger. A
proposta de Douglas Hartree aplica o método variacional na intencdo de resolver a
equacgao de Schroédinger com o hamiltoniano para muitos elétrons fazendo uso do
modelo das particulas independentes. Em 1929, J. C. Slater encontrou uma maneira
de construir uma funcao de onda de carater antissimétrico incorporando o principio de
que na teoria quantica as “particulas” sdo indistinguiveis. A concepgéo da funcgdo é
feita a partir de um conjunto de fung¢des determinantais (BASTOS, 2015):

181r1) 220r1) - Bl

1
[¥) = 75 19102) 920r2) B2 (2.1)
|t i
|¢1(rn) ﬂz(rn) "'an(rn)l

Admitindo-se a aproximagédo de Born-Oppenheimer para resolugdo da equacdo de

Schrédinger, o hamiltoniano pode ser escrito (em unidades atémicas) como:

(2.2)

N N M N N
M= Q0 e 0
¢ a4 — U

i=1

...
]
-
n
1]
g
-
]
g
~.
V
-

Onde; N e M Indicam o numero de elétrons e nucleos, respectivamente;
rj distancia entre os elétrons eiej
ria distancia entre o elétron i e o nucleo A

Za numero atémico do nucleo A.
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A equacédo 2.1 concorda com o Principio de Pauli, pois dois elétrons ocupando
um estado equivalente a fungcdo de onda também s&o equivalentes para ambos,
porém um dos elétrons tem sua posicdo em coordenadas trocada, o que implica que
seus determinantes nesta equacgdo invertera o sinal e ao se sobrepor se anulara,
prevendo assim que a funcdo HF passa a ser antissimétrica. Uma forma de entender
de forma pratica é a abordagem utilizada por Castro e Canuto (2007) que se referem
ao estado quantico desta fungdo de onda como spin-orbital, demonstrando sua relagéo

pelas equacbes:

o) =yp@Ha@) ou o) = PrHB(). (2.3)

onde a e B sao fungdes spins de distintas orientagdes e w a fungdo equivalente que
descreve os orbitais moleculares. A equacido de HF é acessivel para resolucdo de
sistemas com poucos elétrons, porém é bastante trabalhosa para sistemas maiores.
Em outra abordagem, formalizada por Roothaan e inicialmente proposta por Slater, a
fungdo de onda HF é definida em relagdo a um conjunto de fungbes de base ja
conhecidas Castro e Canuto (2007). A principal limitagao para o método HF refere-se
a previsdo da energia de correlagéo eletrénica, que € definida a partir da energia total

do sistema: Ecorrelagio = Eexata — EHF.

2.4.2 Métodos semi-empiricos

Os métodos semi-empiricos tém como uma das principais vantagens um baixo
custo computacional em comparagdo aos métodos ab initio ou DFT (Teoria do
Funcional Densidade), o que os fazem atrativos na previsibilidade de propriedades
fisico-quimicas, especialmente quando se trata do estudo de sistemas robustos ou que
contenham macromoléculas, por exemplo, sistemas bioquimicos: proteinas, enzimas,
etc. Segundo Simas e Rocha (2007), em 1931 nasce o termo semi-empirico, baseado
no empreendimento de Polanyi e Eyring buscando compatibilizar a Teoria da Ligagao

de Valéncia (TLV), a termodinamica e a cinética quimica a Mecanica Quantica.

Num trabalho colaborativo em meados da década de 30, estudos sobre
energia de ativagao, superficies de energia potencial, estados de transi¢do e reagdes
quimicas levaram London-Eyring-Polanyi aos primeiros métodos semi-empiricos (NYE,

2006). Em seu cerne, os métodos semi-empiricos tém por intengado utilizar
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parametrizagées que implementem dados experimentais em substituicdo a diversas
integrais. Os métodos ab initio encontram “limitagbes” em termos de custo
computacional para prever estrutura eletrénica devido ao surgimento de um grande
volume de integrais de repulsédo eletrbnica. Em contra partida, os métodos semi-
empiricos por serem métodos “aproximados”, restringem o calculo das integrais para
no maximo até dois centros (SIMAS e ROCHA, 2007). A parametrizagdo reside em

otimizar ndo linearmente uma fungéo resposta Fresp,

F;”esp = Zi(qicalc - qiexp)z Wi2 (24)

que segundo Stewart (2007) é parametrizada num espago de inumeras dimensoes,
sendo calculada com base nos desvios de resultados prévios (q°) juntamente com os
desvios de resultados experimentais (q*®), sendo W o fator de ponderagao (SIMAS e
ROCHA, 2007). Em referéncia as limitagdes dos métodos semi-empiricos, € comum
encontrar trabalhos na literatura que conjuguem a utilizagcdo destes métodos
(principalmente na previsdo de propriedades termoquimicas) com a utilizagdo de
meétodos DFT que apresentam um custo computacional menor que um meétodo ab
initio, porém com resultados de boa expressao para propriedades eletronicas e

estruturais.

2.4.3 Teoria do Funcional da Densidade — (Método DFT)

Em 1927, Llewellyn Thomas and Enrico Fermi dedicaram-se ao estudo da
densidade eletrénica aplicada ao sistema de um gas homogéneo de elétrons. O
modelo de Thomas-Fermi foi mais tarde aperfeicoado ao incluir a energia de troca
para um gas de elétron, dando origem ao Funcional de Energia Erp):

(2.5)

p(r)p(rs)

drdr—Cj r)4/3dr,
[ — 1| 14712 x | p(r)

Breo = G [ 003 dar+ [pewar+ 3 ||

3 3/3
Cr= G | o= 2(2)
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sendo os quatro termos iniciais desta equacao correspondentes a energia cinética,
potencial externo, potencial de Coulomb e energia de troca descrito pelo termo de
densidade eletrénica p(r). Posteriormente, em 1964, a teoria DFT foi fundamentada
através dos Teoremas de Hohemberg e Kohn (HK) (DUARTE e ROCHA, 2007):

o Existe uma codependéncia para se determinar o potencial externo e o numero
de elétrons em relacdo a densidade eletrénica, descrevendo a energia do
sistema como:

E = E,[p] (2.6)
e O segundo teorema descreve um funcional universal, que respeita o principio

variacional, para descrever a energia total do sistema:

Fip) = (IT + V|w) (2.7)

Em 1965 Kohn-Sham Duarte e Rocha, (2007) define uma nova fungéo
universal G[p] a ser empregada a DFT, na qual inclui o termo de troca-correlagdo Exc
[p] e um termo residual de energia cinética, G[p] = Ts[p] + Ex[p], onde Ts[p] € o
funcional de energia cinética e T[p] a energia cinética exata T[p] — Ts[p]. O grande
éxito atribuido a DFT, sendo hoje um dos métodos mais populares para estudo da
estrutura eletronica, se deve a diversidade de funcionais de correlagao, escolhidos
dentre eles o que se adequa a prever mais fielmente as propriedades de um sistema

ao qual se pretende estudar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a viabilidade de duas matrizes baseadas em silica mesoporosa funcionalizadas
com complexos de ion Eu®*" a atuarem como receptoras para detecgdo da Aflatoxina
B+ (AFB»).

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver plataformas para detec¢cao de AFB+ a partir da deposi¢cao de HIB-
BTC e HIB-DAMIC sobre substratos planos de vidro e quartzo;

e Modelar os compostos HIB-BTC-AFB;s e HIB-DAMIC-AFB; através dos
softwares HyperChem 7.0.5 e Gauss View 5.0.8

e Submeter os compostos modelados a simulagdo com os métodos semi-
empiricos RM1 e PM7 e analisar a geometria adquirida, energia dos estados
excitados, taxas de transferéncia e espectros tedricos de absorgao;

e Caracterizar espectroscopicamente os reagentes através das analises de FTIR,
Raman, UV/VIS e MEV;

Investigar as propriedades fotoluminescentes dos materiais produzidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Foram utilizados dois materiais hibridos baseados em silica mesoporosa
previamente sintetizados pelo doutorando Leandro Azevedo (L.A) no laboratério de
Terras Raras (BSTR-DQF), representados na figura 10. Os hibridos consistem de
nanoparticulas de silica mesoporosa com superficie funcionalizada pelos acidos
trimésico (Hibrido-BTC) e quelidamico (Hibrido-DAMIC), os quais estdo complexados
a ions Eu®. Na tabela 1 e 2 estfo listados os softwares e reagentes utilizados neste

trabalho, respectivamente:

b)

Figura 10 - Representagéo do HIB-BTC (a) e HIB-DAMIC (b).

Tabela 1 - Softwares utilizados.

Softwares

Gaussian 09
Gauss View 5.0.8
HyperChem 7.0.5

LUMPAC 1.3.0
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Tabela 2 - Solvente e Reagente utilizados na pratica experimental

Empresa de Fabricagao

Reagentes Formula Molecular
Acido Acético C2H402
Acido Quelidamico (DAMIC) C7HsNOs
MCM-48 — DAMIC- Eu’*
Acido Trimésico (BTC) CoHsOs
MCM-48 — DAMIC- Eu®*
Aflatoxina B1 C17H1206
Etanol C2H6O
Etilenoglicol C2H6O2
Metanol CHsOH

Din&mica
Aldrich
Sintetizados pelo L. A
Aldrich
Sintetizados pelo L. A
Sigma-Aldrich
Pilares
Aldrich

Dinadmica

A andlise de espectroscopia Uv/ Vis e preparagcao da amostra (Pulverizagdo

Catddica) para analise no MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura) foram realizadas

nos equipamentos disponiveis na Central Analitica no Departamento de Quimica

Fundamental (UFPE), a espectroscopia Raman no laboratério do professor Walter

Mendes, os espectros de emissdo obtidos no laboratério de Terras Raras (BSTR-

Lumi). Por fim, a analise por espectroscopia FT-IR foi efetuada nas dependéncias do
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ - UFRPE).

Tabela 3 - Instrumentos utilizados na caracterizagao.

Instrumento de Andlise Empresa de Especificagoes
Fabricagao Técnicas
Espectrofotometro UV/Vis ERKIN ELMER- Detector: fotomultiplicador, com
LAMBDA 650 sistema otico refletivo revestido com

Espectrofotometro de HORIBAJOBIN Yvon

Fluorescéncia

Espectrometro FT-IR Varian 640-IR

Espectrometro Raman Ocean

Pulverizagao Catodica SONYU ELECTRON

(Sputtering)

SiOz2, resolugdo : < 0,17 nm e faixa de A
de 190-900 nm.

Modelo Fluorolog-3 ISA, com lampadas
continua e pulsada (xen6nio-450W e
xénon 150W), e fotomultiplicadora
R928P.

Infravermelho préximo e médio com
varredura entre 11000 a 735 cm""
Poténcia do laser 0.1 W, comprimentos
de excitagdo: 532 — 785.

Deposigéo de ouro por 40” a 5 mA
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Microscépio Eletronico de TESCAN - Mira 3
Varredura (MEV)
Spin-coater Chemat Technology- Dois controles de velocidade de 500 -
Kw/42 8,000 rpm e tempos de exposi¢ao

alternados: minimo de 8” e maximo de
60", operada com sistema de vacuo

acoplado.

A andlise de espectroscopia Uv/ Vis foi realizada com a amostra da AFB;
solubilizada em solugdo metandlica, para espectroscopia FT-IR todas as amostras
utilizadas eram solidas e foram preparas utilizando pastilha de KBr, na espectroscopia
de fluorescéncia as amostras (HIB-BTC/ DAMIC e AFB1) estavam solubilizadas em
etanol:etilenoglicol (97:3%) e metanol, respectivamente. E foram previamente
preparadas por Spin-coater, num substrato plano de vidro ou quartzo. Em fim, para
analise por Microscopia Eletronica de Varredura, as amostras (HIB-BTC/ DAMIC-
AFB+) depositadas em placas de quartzo, foram submetidas a pulverizagédo catéddica

com ouro por 40’

4.2 Metodologia Computacional

Em paralelo aos resultados obtidos experimentalmente, foram feitas a
modelagem da AFB; na primeira esfera de coordenagédo das matrizes BTC/ DAMIC-
Eurépio. A modelagem dos materiais foi realizada pelo Hyperchem 7.0.5 e Gaussian
09. A geometria da molécula da AFB; e das matrizes BTC/ DAMIC-Eurépio foi
primeiramente otimizada com Mecanica Molecular utilizando o campo de forga Amber.

Em seguida, utilizando o GaussView, as distancias de ligacado para a molécula
da AFB; foram aproximadas "manualmente" para os resultados obtidos por Pavao et
al. (1994). Por fim, foi novamente submetida ao calculo de otimizagdo da geometria
com o método DFT usando o funcional B3LYP e base 6-31G**.

A molécula primaria da AFB; foi replicada para ser reproduzida nos sistemas:
1AFB+-HIBs, 2AFB;-HIBs, 3AFB;-HIBs. Feito isso, ambos os sistemas foram
submetidos a célculos de otimizagcdo de geometria, da energia dos estados excitados
e de propriedades espectroscopicas utilizando o software LUMPAC com os métodos

semi-empiricos RM1 e PM7.
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4.3 Metodologia Experimental

4.3.1 Preparagao dos substratos planos

Os materiais hibridos suspensos em mistura de Etanol:Etilenoglicol na
respectiva proporgéo de 97:3% (0,3 mg/L) foram depositados em laminulas de vidro e
quartzo, previamente lavados em trés solugdes: acido acético a 5%, agua destilada e

etanol a 70%. A secagem dos substratos foi feita ao ar.

4.3.2 Deposigao dos Hibridos (HIB-BTC/DAMIC)

A dispersao da suspenséo foi feita pela técnica de spin-coater, seguindo a
rotina de 18” para dispersao (1° tempo) e 60” para secagem (2° tempo), numa
velocidade de 480 rpm no primeiro tempo e 1060 rpm no segundo tempo. As
proporcdes de deposicao HIB-BTC/DAMIC sao de 10 e 5 deposigcbes para as laminas

de vidro e quartzo, respectivamente.

4.3.3 Ensaios de deteccao de AFB;

e Condigao 1
Foram adicionadas 7,69 puL de solugbes metandlicas 1, 5, 10, 15 e 20 ppb de AFB1 em
placas distintas. Apds as adigbes de 7,69 uL, as placas foram secas ao ar e

submetidas a ensaios de luminescéncia.

e Condigao 2
Foram adicionadas, de forma sequenciada, 7,69 uL solugao metandlica 1 ppb de AFB4
até a acumulagdo de 153,8 umol de AFB1 em uma mesma placa. Apds cada adi¢do de

7,69 uL, a placa foi secar ao ar e submetida a ensaios de luminescéncia.

Obs.: Durante a ftrajetéria da pesquisa também foram realizados ensaios de
complexagdo de AFBs com os metais Eu®*, Tb3*, Fe* e Cu?'. Esta abordagem foi
desconsiderada devido ao baixo rendimento ou a sobreposicdo espectral da

luminescéncia da Aflatoxina B1 nas regides de emissdo dos metais.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Computacional

A figura abaixo mostra a molécula da AFB; utilizando como referéncia a

numeragao atémica arbitraria feita por Pavéao et al (1994).

Figura 11 - AFB1 com enumeragéo arbitraria atribuida computacionalmente pelo software.

Levando-se em consideragdo que a molécula possui os hidrogénios dos
carbonos 9a e 6a saindo do plano da molécula frontalmente, o que induz ao isémero
geomeétrico Cis -1 de menor AHr segundo Nicolas-vazquez et al. (2010). A tabela 4 lista

o peso e formula molecular das estruturas simuladas.

Tabela 4 - Peso e Férmula molecular dos compostos propostos.

Composto Formula Molecular Peso Molecular
(1AFB1)-BTC-Eu C26H16012EU 672,37
(2AFB1)-BTC-Eu CasH2s018EuU 984,64
(3AFB1)-BTC-Eu CeoH40024Eu 1296,92

(1AFB1)-DAMIC-Eu C2sH15sNO12Eu 673,35
(2AFB1)-DAMIC-Eu Ca2H27NO1sEu 985,63
(3AFB1)-DAMIC-Eu Cs9H3gNO24Eu 1297,91

Foram construidos dois sistemas com a AFB1que mimetizam a primeira esfera

de coordenacgao dos compostos finais. Os dois sistemas sao diferentes apenas pelo
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material hibrido ligado ao Eu 3*. Ambos os sistemas possuem diferentes nimeros de
AFB; ligadas ao Eu®* (1, 2, 3 AFB; - HIBs) e com carga do sistema (3+).

PO

Figura 12 - Compostos otimizados, (1,2,3 AFB1) ligantes ao metal, com as distintas matrizes a
direita DAMIC e a esquerda BTC.

Mediante a modelagem dos compostos, as ligagdes Eu®** — O foram ajustadas
para 2.58 A (DANGELO e SPEZIA, 2012). Entdo, na primeira etapa, os compostos
foram otimizados em sua geometria pelo LUMPAC. Nesta etapa o sistema foi
submetido a calculos com os métodos semi-empiricos RM1 e PM7. A escolha dos
métodos, dentre os demais disponiveis no LUMPAC, se deve ao avango em suas

parametrizacdes. O que corrobora numa possivel melhora da precisdo nos resultados
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obtidos. Por exemplo, segundo Silva, Junior e Freire (2016), o RM1 & supostamente
uma parametrizagdo adiante do AM1, que descreve um maior conjunto de elementos e
estruturas em relagcdo ao seu predecessor, enquanto o PM7, um aprimoramento do
método PM6 lancado por Voityuk e Résch, constitui-se numa correcdo na
parametrizacdo apresentada pelo AM1 reproduzindo melhor as interacbes fracas

(Forga de London e ligagdes de Hidrogénio).

Foi avaliada a possibilidade de trés diferentes sitios de coordenagdo com a
simulagao do menor sistema, 1AFB+-BTC através do AH:. No qual, a AFB+ poderia ser
coordenada ao ion Eu® pelos oxigénios na porgdo lactona e ciclopentano nos
oxigénios O15-O14, pelos oxigénios O14-O19 pela regidao do anel lactona e pela porgao
bi-furanoide nos oxigénios Os-O7,

Os sitios de coordenagdo pela regido do anel lactona e pela porgao bi-
furandide obtiveram maiores valores de AH: quando, utilizando o método PM7 os
valores s&o: 014-O10 — 1654.2 KJ/mol e Os-O7 — 1800.9 KJ/mol que indica maior AHs
frente a provavel coordenacdo da AFB; nos oxigénios O1-O15 (1464.6 KJ/mol).
Contudo a principal intengdo de construir distintas modelagens com diferentes
nameros coordenacgdo, 4, 6 e 8 respectivamente para as estruturas mostradas na
figura 12, é avaliar a estrutura que forneceria melhor pardmetro de transferéncia de

energia.

5.1.1 Estimativa dos estados excitados

Apoés a otimizagdo da geometria, as estruturas da figura 12 foram submetidas
ao calculo de estimativa dos estados excitados para que diante do estado de menor
energia fossem estimadas as taxas de transferéncia. Todavia, segundo Santos et al.
(2013) a melhor circunstancia para transferéncia de energia ligante — metal, implica
na energia de seus estados emissores de aproximadamente 1.500 cm™ acima dos
estados emissores do ion, no qual, para o eurdépio corresponde aos termos °Do—
17293, °D1— 19027, °Ds— 27586 cm™.

As melhores taxas de transferéncia de energia foram encontradas para as
estruturas: 3AFB+-HIB-BTC, onde o estado tripleto possui 17340.30 cm™ e singleto
25277.80 cm™ e para estrutura 1AFB;-HIB-DAMIC o estado tripleto possui 17026.50
cm™ e singleto 24544.50 cm".
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5.1.2 Espectros de tedricos absorgcao

Levando em consideragdo que foi utilizado o mesmo método (PM7) para
obtengado dos espectros das estruturas (1AFB+-BTC/ DAMIC e AFB+) na figura 13, a

diferenca entre o espectro experimental da AFBs que possui Amsx=361 NM Amsx =263

nm é de aproximadamente 40 nm para comprimentos de ondas menores. Se

ampliarmos essa perpectiva para os espectros dos compostos formados com a

diferenca de 40 nm acima ou abaixo, as transicoes de Amsx ~ 420 nm e o

desdobramento em Amsx ~ 340-320 nm, identificam transi¢des por exemplo, no estado

emissor 5Ds.

o
—

absorption intensity (a.u.)

(=2

R
=
,

absorption intensity (a.u.)

absorption Intensity (a.4.)

wavehength (nm)

Figura 13 - Espectros tedricos de absor¢do dos compostos a)HIB-BTC-AFB+, b) HIB-DAMIC-

AFB1 e c) AFB.
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5.2 Analise Espectrocopica

5.2.1 Espectroscopia Uv/Vis e Raman da AFB;

1 AFB1
1800 - Av
M 1593
@
el
S 1200 1686
% 1752
c
600 -
T ! T t T 4 T ' T v T
0 500 1000 1500 2000 2500

Nimero de onda (cm™)

Figura 14 - Espectro Raman da AFB1 ampliado na regido de interesse.

Na figura 14 é descrito o Espectro Raman da AFB1 ampliado na regido de
interesse. O espectro apresenta picos em 1551 - 1593 - 1079 cm™ que s&o atribuidos
as deformacgdes no anel dos grupos C-C e C-C-C respectivamente, enquanto, em
1752 cm™ ¢ atribuido ao anel lactona e em 1686 cm™' referente ao grupo C=0 no anel
ciclopentano. Em1269 cm™ teriamos a deformagao do grupo C-H no anel. Em 1352
cm teriamos o -CH3 e 684 cm relativo ao C-H no plano. O espectro esta de acordo
com o apresentado por Taabu (2015).

A medida que a amostra de AFB; para espectroscopia Uv/vis foi submetida a
andlise utilizando como solvente o metanol, observamos um deslocamento
hipsocromico devido a interagdo solvente/soluto onde o solvente pode estabilizar o
estado fundamental, deslocando a transicdo n—1* para comprimentos de ondas

menores (figura 15). Portanto, a absorgao caracteristica frente a este solvente é de
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361 nm, ainda no ultravioleta, o espectro evidencia a importancia estrutural, num

sistema conjugado da molécula: anel lactona/anel aromatico, A(max)> 210, ~ 360 e

A(max')~260.

0,30

0,25 |

0,20 | T

Absorbancia

0,15 | \

0,10

0,05

— AFB1

200 300

Figura 15 - Espectro Uv/Vis de solugdo metandlica de AFB1

5.2.2 Espectrocopia FTIR

Os espectros obtidos na regido do Infra-Vermelho para a AFBs sdo mostrados
na figura 16 observamos a concordancia com os descrito na literatura por

(COBLENTZ, 1973).
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Figura 16 - Espectro de FTIR da AFB1 (a) e ampliagdo (b).
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No espectro, descrito na figura 16, aparece a indicagdo de duas bandas

referentes ao grupo C=0 em 1755-1688 cm™, em confirmag&o ao espectro proposto

por Nesbitt et al. em 1962. Também observamos trés bandas na regido de 1634-1554

cm™ referentes as vibragbes C=C do anel aromatico e trés bandas alusivas as

deformagbes axiais e angulares de 1482-1428 cm™ de grupos CH,,C-O. A banda
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correspondente ao dimetil geminal aparece como um duplete na regido de 1375-1352
cm™ e as bandas em 1304-1270 s3o relativas ao éster C-O. Em 1065 cm™ observamos
as bandas remanescentes da deformagao axial e angular tanto do éster quanto dos
éteres. Nas bandas ainda mais afastadas, comegando em 988-708 cm™', encontramos

a identificagdo do anel aromatico, além de grupos RCH=CH,, R.C=CH, até HC=CH
em 683 cm™.
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Figura 17 - Espectros FTIR HIB-BTC (b) e HIB-DAMIC (a).
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Em ambos os espectros na figura 17, os compostos apresentam bandas
caracteristicas do grupo O-H na regido de 3445-3465 cm™ No caso do Aacido
quelidamico ha uma banda em 1339 cm™, relacionada ao grupo C-N. Ambos possuem
bandas nas regides de 812 cm™ para anéis para-substituidos. Para o HIB-DAMIC
encontramos bandas na regiao 700 a 735 relativas aos anéis orto-substituidos, ambos
apresentam bandas referentes ao grupo C-O de alcoois e fendis na regido de 1090
cm™' para o DAMIC e 1103 cm™ para o BTC.

5.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura HIB-BTC e HIB-DAMIC

As Figuras 18 e 19 identificam as matrizes HIB-DAMIC e HIB-BTC, depositados em
placas de quartzo. Em ambos os casos ocorre a formagdo de aglomerados de
diferentes formas, sempre com fases morfoldgicas esféricas e com boa distribuigdo

das microestruturas, porém sem uniformidade na formagao de um filme.

SEM HV: 5.0 kV MIRA3 TESCAN
View field: 29.3 ym
SEM MAG: 9.45 kx Date(m/d/y): 06/26/18 CHICO-Nano




SEM HV: 5.0 kV WD: 8.66 mm MIRA3 TESCAN|

View field: 6.71 pm Det: SE
SEM MAG: 41.3 kx  Date(m/d/y): 06/26/18 CHICO-Nano

Figura 18 - Micrografia do HIB-DAMIC.

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.93 mm MIRA3 TESCAN

View field: 45.7 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 6.06 kx Date(m/d/y): 06/26/18 CHICO-Nano
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SEM HV: 5.0 kV WD: 8.93 mm MIRA3 TESCAN

View field: 5.96 uym Det: SE
SEM MAG: 46.4 kx  Date(m/d/y): 06/26/18 CHICO-Nano

Figura 19 - Micrografia do HIB-BTC.

5.3 Fotoluminescéncia

5.3.1 Proporcao e Concentragéo

Nesta analise foi utilizada a condicdo 1 descrita na metodologia, para os
ensaios de detecgdo da AFB+. Sendo assim realizamos ensaios de deposigdo dos
hibridos HIB-BTC e HIB-DAMIC utilizando como substrato laminulas de vidro, a fim de

determinar as proporgdes ideais de deposigéo (Dp), sendo cada deposigcao 7,69 L.
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Figura 20 - Espectros das matrizes a) HIB-DAMIC e b) HIB-BTC com 5Dp (cinco deposi¢des)
de cada matriz e da matriz com AFB:.
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Figura 21 - Espectros das matrizes a) HIB-DAMIC e b) HIB-BTC com 10Dp (dez deposigdes)
de cada matriz e da matriz com AFB..

Para avaliar a influéncia do nimero de deposi¢des na capacidade de detecgao
da AFB1, foram realizados testes com solugao metandlica de AFB1 com concentracao
de 20 ppb. Neste teste fica evidente através das Figuras 21 e 22, que as proporgdes
de deposigbes que oferece melhor sensibilidade para identificagdo da AFB: sao as
de 5Dp (38,45 pL) para matriz HIB-DAMIC e 10Dp (76,9 uL) para a matriz HIB-BTC.
Ao utilizar as laminulas de vidro na analise, pode-se obter um falso positivo, devido a
interferéncia causada pela emissao do vidro, por este motivo os ensaios posteriores

foram utilizados com substrato plano de placas de quartzo.

5.3.2 HIB-BTC e HIB-DAMIC

Os hibridos HIB-BTC-Eu** e HIB-DAMIC-Eu®" possuem em sua primeira esfera
de coordenagdo moléculas de agua, que suprimem sua luminescéncia. Sendo assim,
foram testados para explorar a substituigdo das moléculas de agua pela AFB1 como
ligantes do eurdpio. Através desta coordenacéo, pretende-se promover o efeito antena
numa taxa eficiente de transferéncia de energia para o metal, resultando numa

emiss&o luminescente a partir do estado emissor °Do
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Figura 22 - Espectros de emissao do HIB-BTC (a) e HIB-DAMIC (b).

A interpretagédo destas transigbes esta atrelada a possiveis grupos de simetria no seu
sistema, corroborando a uma elucidagédo da simetria local do ambiente em que se encontra o
ion. Neste caso, os espectros na Figura 20 mostram a existéncia da transicdo de alta
intensidade na banda referente a transigao °Do—7F2 em relagdo a transigdo *Do—7F+ sugerindo
a existéncia de um ambiente de baixa simetria. Favorecendo a existéncia de grupos de simetria
Cn, Cnv 0u Cs (LIMA, MALTA e ALVES 2005 apud AZEVEDO, 2018).

5.3.3 Ensaios de detecg¢ao de AFB;

Os niveis discretos de energia podem ser caracterizados como 25*'L,, onde L,
S e J sao respectivamente os numeros quanticos azimutal, de spin e de momento
angular. A depender da simetria do ambiente quimico, o ion lantanideo (Eu®*) pode
ficar exposto e havera a quebra da degenerescéncia destes niveis discretos de
energia, havendo um desdobramento de campo e exposigcdo mais bem definida dos

multipletos (J) que compdem a degenerescéncia (2J+1).
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Figura 23 - Espectro de luminescéncia da matriz, HIB-BTC, apés adigéo de 7,9uL de solugbes
metandlicas de AFB1 em diferentes concentragdes. A ampliagédo corresponde a regiéo tipica da
transigéo ®°Do—"Fo.

Os espectros da(s) Figura(s) 23 e 24 mostram o HIB-BTC e HIB-BTC-AFB;
excitados em Aexc = 289 nm e o HIB-DAMIC e HIB-DAMIC-AFB; excitados em Aexc =
285 nm, a fim de, gerar os respectivos espectros de emissdo. Constatamos possiveis
mudancas decorrentes da adicdo AFB1no espectro de emissao, na regido sensivel ao

ion Eu®*, proxima a 616 nm.

Ao que se pode observar, para o HIB-BTC ha um aumento progressivo da
intensidade de emissdo com o aumento da quantidade de AFB+. Podemos atribuir este
efeito a um aumento de energia transferida ao metal na medida em que se acresce

AFB4. Havendo uma saturagao de deposi¢cdes na matriz ao atingir 15 ppb de AFB;.
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Figura 24 - Espectro de luminescéncia da matriz, HIB-DAMIC, ap6s adigdo de 7,9uL de
solucdes metandlicas de AFB+ em diferentes concentracdes. A ampliacao corresponde a regiao
tipica da transigdo 5Do—7Fo.

Para o HIB-DAMIC verifica-se o processo contrario, a intensidade de emissao
diminui com o aumento da quantidade de AFB4, como resultado da diminuigdo da
energia transferida ao metal proporcionalmente ao aumento da concentragdo de AFB;.
Neste caso, também ocorre uma saturagcdo ao atingir a concentragdo de 15 ppb,
Figura 25. Cabe ressaltar que uma provavel justificativa para a diminuigdo da
intensidade de emissdo mostrada no espectro da Figura 24, pode ser devido a
interagcdo da AFB; por ligagbes covalentes nos dtomos de hidrogénio das moléculas
de agua na primeira esfera de coordenagao da matriz HIB-DAMIC, o que diminuiria a
desativacgdo no lantanideo, causando como reflexo, também, as etapas em saturacao
(15 ppb e 20 ppb de AFB.).
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Figura 25 - Espectros de luminescéncia com as concentragdes saturadas de 15 ppb e 20 ppb
da AFBs4, a) HIB-BTC e b) HIB-DAMIC.

Transigdes hipersensiveis *Do—'F,, sdo observadas com grande intensidade
em tri-tetra-complexos quelatos com eurdpio com grupos de coordenacgao similares ao
da AFB; (C=0, COO...) (BINNEMANS, 2015).
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Baseado na razdo da integragdo das dareas das transicbes
5D0 - 7F2/5D0 S 7F1 € possivel interpretar a simetria ao redor do ion. Neste caso, o
sistema apresenta caracteristicas flutuantes em distintas concentracbes de AFB+ para
HIB-DAMIC e uma consisténcia fraca de linearidade para o BTC, Figura 26. Entretanto,
como nao ha alteragdes significativas na simetria local do ion, as flutuagbes
observadas nao fornecem uma boa correlagédo com a quantidade de analito ou com o

ambiente, ou seja, ndo pode ser utilizada como parametro analitico de deteccao.
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0,00 500 10,00 1500 20,00 25,00

[ 1ppb

Figura 26 - Razao das areas integradas, baseadas no espectro experimental, calculada pelo

LUMPAC.
1,000
Dy->7F,
- Bl | T || v=0014x+0,068
< I = R2=0,981
& 0100 + e ‘
S & eSS ] y=-0,011x+0,154
SisiasARuNARGRGRaRBTAHAL InAn R'=0,992
0,010
000 200 400 600 800 1000 12,00

[ Ippb

Figura 27 - Relacéo entre a Log [l] e a quantidade de AFB+, em azul HIB-BTC e em vermelho
HIB-DAMIC.

Entretanto, a relacdo entre a intensidade e a quantidade de AFB; avaliada

mediante a intensidade das transigdes °Do — F, de ambos os sistemas Figura 27,
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indica um padrdao proporcional entre a variagdo, (aumento ou diminuigdo da
intensidade), @ medida que se adiciona AFB (Q). As linhas de tendéncia aplicada a
relagdo (I x Q) resultou num R? entre 0,97 e 0,99 para HIB-BTC e HIB-DAMIC,
respectivamente. Infere-se que o R2?, quando mais préximo de 1,00 descreve um

padrao linear mais fidedigno do sistema.
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Figura 28 - Espectro de luminescéncia da matriz, HIB-BTC 25% da concentragédo original, com

a concentracao saturada 20 ppb da AFB1 com Aexc = 288 nm.

Por meio dos resultados apresentados na matriz HIB-BTC foi pertinente
reavaliar o efeito de aumento da intensidade de emissdo com a variacédo da
concentracdo, porém modificando a concentragédo da matriz HIB-BTC (0,3 mg/L). O
espectro da figura 28 teve sua amostra preparada mediante a condigdo 1 mostrada na
metodologia. Nos ensaios de detecgdo com menos 25% da concentragéo original da
matriz HIB-BTC, enquanto foi mantida a concentragdo da AFB1 em 20 ppb. Além disso,
sdo observadas transigdes °D1—'F,, onde Fy-012, com os respectivos comprimentos
de onda A= 523nm, A=546nm e A=552nm. Essas transigdes, segundo Viana (2015),
sd0 atribuidas a uma alta populagdo do estado °D1 e baixa taxa de desativacdo nao

radioativa para o estado %D, devido a frequéncias moderadas de fonons.
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Figura 29 - Espectros de emissdo HIB-DAMIC, Aexc= 324 nm. O espectro a) com label de
concentragbes em ppb é a condicao 1 dos ensaios de detecgdo, o espectro b) com o label de
concentragdes em Dp € a condi¢do 2 dos ensaios de detecgao.

O HIB-DAMIC possui ainda uma particularidade, ao ser excitado em Aexc = 324

nm, exibe um perfil, Figura 29, na variagdo da intensidade da transigdo °Doy — ’F»
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semelhantes a exibida pelo HIB-BTC, que varia conforme o tipo de deposigdo da AFB;.
Quando feita uma unica deposigao para as distintas concentragdes, o espectro nao
apresenta uma interpretagéo linear, mas, quando feitas deposigbes consecutivas de
uma unica concentracdo o espectro da margem a interpretar atinge a saturagdo em
concentracoes muito baixas, de até 5 ppb. Isto pode ser atribuido a ineficiente
transferéncia de energia da AFB; e/ou efeito tipo “filtro” provocado pela absor¢do da
AFB;.

5.3.3.1 Tempos de Vida para HIB-BTC-AFB+ e HIB-DAMIC —AFB;

Mediante o ajuste exponencial da intensidade em relagdo ao tempo de
decaimento foram obtidos experimentalmente os espectros das Figuras 30 e 31. Com
0 ajuste biexponencial para as amostras da matriz HIB-BTC-AFB;, obtivemos tempos
de vida de 0,08, 0,13, 0,47 e 0,51 ms enquanto para a matriz HIB-DAMIC-AFB,, nas
Figuras 32 e 33, os tempos de vida foram 0,45 e 0,35 ms utilizando em ambos os
espectros um ajuste monoexponencial. Os ajustes monoexponencial e biexponencial

foram escolhidos por apresentarem melhor acordo com os pontos experimentais.

HIB-BTC-AFB1

Log (Intensidade) (u.a)

T v T ’ T T T v T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Tempo (ms)

Figura 30 - Tempo de vida com ajuste biexponencial para HIB-BTC-AFB..
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Figura 31 - Tempo de vida com ajuste biexponencial para HIB-BTC-AFB..
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Figura 32 - Tempo de vida com ajuste monoexponencial para HIB-BTC-AFB..
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Figura 33 - Tempo de vida com ajuste monoexponencial para HIB-BTC-AFB..

5.3.3.2 Espectros de Excitagcao

A figura 34 mostra os espectros de a) excitagdo e b) emissao da AFBs, estes
espectros foram adquiridos com a amostra depositada em substrato plano de quartzo
utilizando Aexc= 369 nm para obter o espectro de emissao e Aemi= 436 nm para obter
o espectro de excitagdo. Os espectros possuem padrao caracteristico de compostos
organicos com uma banda larga e de alta intensidade.
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Figura 34 - Perfil fotoluminescente da AFB:.

Nos espectros de excitagao referentes as matrizes HIB-BTC e HIB-DAMIC com

e sem adicao da AFB1fizemos monitoramento a partir do comprimento de emissao do

ion Eu®* (Aem= 616 nm).



a)

Intensidade

b)

Intensidade

800000

600000

400000

200000

100000

80000

60000

40000

20000

—— HIB-DAMIC
T ¥ T T ¥ T X T ¥ T v T s T L
250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)
i —— HIB-DAMIC-AFB1-1ppb
T T T T T T T T 1 T 1 T T ! T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

64



65

c) - HIB-DAMIC-AFB1-20ppb
400000 <

300000

200000 -

Intensidade

100000

T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 850

Comprnmento de onda (nm)

Figura 35 - Espectros de excitagdo da matriz: a) HIB-DAMIC da matriz com as concentragdes
de b) 1ppb e c) 20ppb da AFB:.

Os espectros de excitacdo dos sistemas baseados na matriz HIB-DAMIC
manteve quase totalmente seu perfil espectral independente da adicdo de AFB.,
entretanto é possivel observar na figura 35, na regido destacada com um circulo que
numa regido proxima a absorgdo da AFB+ ocorre uma atenuacgéo da linha espectral a
medida que se aumenta a quantidade de AFB,. Este fato ocorre devido ao efeito filtro
da absorgéo da AFB1 ocorrer em regiao tao proxima. O espectro apresenta entre 250
nm e 350 nm, uma banda larga de absor¢cdo muito intensa, relacionada a
sensibilizagdo do ion Eu®* através do residuo —DAMIC. Além disso, também s&o
verificadas bandas de excitacdo finas e de baixa intensidade entre 350 € 500 nm,

relacionadas as transigdes intraconfiguracionais f-f do ion Eu®".



Intensidade

Intensidade

50000
——HIB-BTC

40000

30000 —

20000 —

10000

0 . r * I v d- =% 1T ° ¥ v T % T ¢
250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)
50000
~———HIB-BTC-AFB1-5ppb
40000 +
30000
20000
10000 4
et b b
o T T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

66



67

C) 160000
1 ——HIB-BTC-AFB1-10ppb

140000
120000

100000

80000

Intensidade

60000 A
40000 A

20000

T T T ki T T T T T ¥
250 300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

d) 80000 ——— HIB-BTC-AFB1-20ppb
70000-‘ I
60000 | |
50000 |

aoo00-4 | |

Intensidade

300004 | \
20000

10000 o | A

N "
/ “redy
A\

. . Z J
AN gt e —

T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 36 - Espectros de excitagao da matriz a) HIB-BTC, o espectro excitagdo com a adigao
de b) 5ppb, c) 10ppb d) até 20 ppb de AFB1.

Utilizando a matriz HIB-BTC o perfil espectral de excitagdo, mostrado na Figura
36 se mantém mesmo com adicdo de até 5ppb de AFB;. Para esta concentracao a

matriz possui Amsx= 285 nm do ligante e Anax = 393 nm do ion. Por outro lado, o perfil
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muda significativamente a partir da adigdo 10 ppb da AFBs, passando a exibir apenas
uma banda de absor¢cdo com maximo em Amax= 285 nm, relacionada ao residuo -BTC

Na matriz HIB-BTC com apenas 25% de sua concentragao original na Figura
37, observa-se comprimentos de onda equivalentes a Anax= 290 nm Amsx = 465 nm e
em A= 374 - 392 nm com a adi¢cdo da AFB1ha um deslocamento para comprimentos
de Amsx= 295 - 310 nm. O estudo da variagdo de concentragdo da matriz pode ser
expandido para novas porcentagens (maiores e menores) destas concentragdes a fim

de monitorar essas possiveis frequéncias de fénons e este novo perfil especitral.
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Figura 37 - Espectros de excitagéo utilizando HIB-BTC com 25% e uma deposigéo (7,69ulL)
com 20 ppb da AFB:.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos confirmam haver interacdo da AFB1 com as matrizes hibrido-
inorganicas HIB-BTC e HIB-DAMIC, descrevendo duas respostas distintas diante do
monitoramento da luminescéncia para estas duas plataformas. Quando monitorado em
distintos comprimentos de onda, o HIB-DAMIC sé apresenta linearidade do
comportamento no comprimento de onda de excitagdo Aecxc= 285 nm. A partir de Aexc =
324 nm, o composto expressa um desempenho de intensidade semelhante ao HIB-
BTC, porém sem um padrdo bem definido para a primeira condicdo de deposicéo e
com um padrdo que leva a saturagao a partir de cinco partes por bilhdo com a
segunda condi¢ao de deposigdo. A analise computacional sugeriu um provavel sitio de
coordenagdo na AFB; entre os oxigénios das carbonilas na porgdo lactona e
ciclopentano. Baseado no calculo dos estados excitados a analise sugere taxas de
transferéncia de energia dentro dos limites encontrados na literatura.

O sistema em que a variagdo da concentragdo é feita na matriz HIB-BTC
confirma a sensibilidade do receptor para identificar a AFB+, porém exibindo um novo
perfil espectral. Diante disso, os resultados do trabalho vislumbram a possibilidade da
construgcdo de um sensor quimico 6tico possuindo como componentes basicos: AFB;
— HIB-BTC/DAMIC — Luminescéncia — Resposta, analogo a Analito — Receptor —
Transdugdo — Sinal Elétrico. Usando a natureza da propriedade otica como
classificagdo nesse caso, o possivel sensor seria classificado como um sensor de
luminescéncia com duas respostas confirmativas pelo uso de duas plataformas que se
comportam de formas diferentes. O dispositivo também deve apresentar resposta

visivel (luminescéncia).
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7 PERSPECTIVAS

Como sequéncia deste trabalho, estd em andamento a andlise da seletividade das
matrizes HIB-BTC e HIB-DAMIC (receptores) para os testes de seletividade frente as
demais toxinas produzidas pelo Aspergillus (AF-B+, B2, G1 e G2). As etapas deste teste

estio descriminadas, abaixo:

e Aquisigdo dos microorganismos da espécie Aspergillus de alto rendimento na
producdo de metabdlitos secundarios junto a Micoteca da UFPE;

¢ Inoculagdo dos microorganismos em ragdo para roedores e amostras de graos;

e Extracdo, separacgdo e tratamento dos metabdlitos secundarios (AF-B4, B2, G1 e
G2) em amostras de graos;

o Testar as matrizes num estudo Histopatolégico dos roedores alimentados com

ragao contaminada;

e Testar as matrizes na identificagdo da AFBs, na amostra de gréos

contaminados.

Em paralelo submeter a uma nova triplicata as amostras (15 ppb e 20 ppb) que podem
oferecer saturagao ao sistema. Expandir a analise tedrica, mediante o esclarecimento
experimental da quantidade de moléculas de agua ligantes na primeira esfera de

coordenagao do sistema.
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