UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPI'RI,TO SANTO
) CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E FARMACOLOGIA

Rayssa Helena Arruda Pereira

Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizada
(LSPR) em Dispersoes Coloidais de Ouro para
Deteccao de Ocratoxina A

Vitéria
2016



Rayssa Helena Arruda Pereira

Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizada
(LSPR) em Dispersoes Coloidais de Ouro para
Deteccéo de Ocratoxina A

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Gradeatao
Bioquimica e Farmacologia do Centro de de Ciéndas
Saude da Universidade Federal do Espirito Santmoco
requisito parcial para a obtencdo do titulo de hestn
Bioquimica e Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Marco Cesar Cunegundes Glisgr

Vitoria
2016



FOLHA DE APROVACAO

Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizada
(LSPR) em Dispersoes Coloidais de Ouro para
Deteccao de Ocratoxina A

Rayssa Helena Arruda Pereira

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés-Graduac&m Bioquimica e Farmacologia
do Centro de de Ciéncias da Saude da Universidadesdferal do Espirito Santo, como
requisito parcial para a obtencao do titulo de Meste em Bioquimica e Farmacologia.

Aprovada em Margo de 2016 por:

Prof. Dr. Marco Cesar Cunegundes Guimaraes- Orientaor, UFES

Prof2 Dr2. Daniela Amorim Melgaco Guimaraes do Bem- Membro Interno

Prof. Dr. André Romero da Silva - Membro Externo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Vitoria, marco de 2016



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Professor Marco Cesar Cuneguri@g@sardes, por todo apoio e
confianca. Pelas conversas, as dicas, a atencBespeito e simplicidade dispensados em
NOSSOS encontros.

Aos Professores André Romero da Silva, Daniela Amddelgaco Guimardes do Bem por
aceitarem estar nessa banca e por se disporentrédogwrcom este trabalho.

Aos Professores do Programa de Pds-Graduacdo emiBica e Farmacologia da UFES
pela oportunidade concedida neste centro de pesqeligelos encontros académicos
cuidadosamente preparados.

Ao meu amigo e tutor, Adilson Ribeiro Prado, petamhecimentos passados, pelo apoio
intelectual e emocional, pela disponibilidade eopetforco desempenhado para o meu
crescimento académico.

Ao0s meus caros amigos, Jairo, Wanderson, Barba&taora, Danilo , Ingrid, Afranio , Flavia,
Tadeu, Hélio, Gabriela, Suely, Andressa e Camétas preocupacdes compartilhadas, pelos
bate-papos agradabilissimos, por compartilhareapesensdes e o conhecimento bem como
pelo acolhimento e amizade incondicionais e espeot

Aos demais colegas do PPGBF Gabi, Tamara, Erimalban, Tassiane, Bruna e Willyan,
pelo companheirismo, pelas preocupacoes e alegmmapartilhadas durante as disciplinas.

A Kelly, pela prontiddo e solicitude no desempentas atividades da secretaria. Sempre
disposta a ajudar e esclarecer.

Aos Professores, Breno Valentim Nogueira, Héldeudae Ricardo Pinto Schuenck que
jamais me negaram qualquer apoio ou pedido durasge processo e pelo exemplo de
dedicacdo a ciéncia.

Aos meus queridos e amados pais, Vinicius e M&jspelo incentivo, pelo apoio material e
emocional, pela persisténcia, pelo carinho e af@brigada por serem a minha inspiragéo de
ser humano e de vida! E vou ter que repetir: Agradiees também por, em todas as vezes
gue nos falavamos, nunca esquecer-se de me pargtiidaprecisando de alguma coisa,
minha filha?Obrigada!

Ao meu amado esposo, Esthefano, por ser o0 meu owigranheiro, meu apoiador e amor da
minha vida. Vocé foi fundamental para as minhaslhas. Obrigada!

Aos meus amados irmaos Vinicius e Patricia, pentesido meus companheiros, por sempre
torcerem por mim e por me orgulharem tanto. Diafgeexisténcia de vocés, tudo é mais
bonito!



Aos meu queridos e amados avoés, Eudete e Jodgadarpelo apoio incondicional, pelo
amor e inspira¢ao de vida!

A minha querida avé Thereza por sempre torcer pion, rpelo apoio e carinho. Muito
obrigada!

A minha amada madrinha, Tia Flavia, pelos bonsealbps, pelo apoio, pelo carinho e pelas
boas risadas nas trilhas da Chapadalrs.



RESUMO

Ocratoxinas sdo metabdlitos secretados pelas espdeifungos conhecidos pspergilluse
Peniccillium Elas s&o os derivados fenilalanil de uma isocuraasubstituida, sendo a
ocratoxina A (OTA) a mais toxica dentre os doi®sigle ocratoxina existentes, A e B. Sua
semelhanca com o aminoacido fenilalanina consiat@ngem de sua toxicidade, a qual
provoca um efeito inibitdrio em diversas enzimagocsaubstrato é a fenilalanina. A
regulamentacgdo dos niveis toleraveis de ocratmasalimentos para consumo humano e nas
racBes para consumo animal foi definida em algaises. A Unido Européia, por exemplo,
limitou os niveis maximos de ocratoxina em alguimeentos, como o vinho (2ppb), o café
(5ppb) e os cereais (5ppb). A fim de satisfazeesfimites de deteccdo, métodos analiticos
mais simples, seguros e rapidos estdo sendo ddéweogovisando tornar acessivel a
utilizacdo por pessoas nao especializadas. Nes#extm, a nanotecnologia tem muito a
contribuir, especialmente, o ramo da nanotecnolqg&utiliza as propriedades 6pticas dos
materiais. Os nanomateriais constituidos de metaises apresentam uma propriedade
capaz de traduzir eventos de interacdo entre miglgcem um sinal mensuravel, a
Ressonancia de Plasmons de Superficie Localiza8BRI. Além disso, a possibilidade
de somar seletividade a sensibilidade levou a gag@o entre nanoparticulas e
macromoléculas biolégicas capazes de reconhedgeans especificos. No presente estudo,
utilizaram-se nanoparticulas de ouro (AuUNP) sinéetas com citrato trissédico para avaliar o
potencial de deteccdo de OTA. As nanoparticulaanfocaracterizadas pelas técnicas de
espectrofotometria no uv-visivel, espectrometriani@vermelho (FT-MIR), espectroscopia
Raman, potencial zeta e microscopia eletronicaahstnissdo. Anticorpos Anti-Ocratoxina A
foram adsorvidos as nanoparticulas coloidais. Gsies de detecgdo ocorreram em meio
aquoso e o limite de deteccdo alcancou "i.u@.mi* de OTA. Houve decréscimo da
absorbancia maxima com o acréscimo de OTA em ctmagdes crescentes com uma
correlacdo de 0,98065. Concluiu-se que as AuNP gezoeram estabilizadas por
carboxilatos apdés a adsorcdo dos anticorpos e pstesanecem ativos ap0s a adsorcao,
sugerindo uma segunda esfera coordenacéo. O pkh8steou importante para a manutencao
da atividade dos anticorpos.

Palavras-chave: Ocratoxina A. OTA. NanoparticuN@sobiossensores. Anticorpos.
Nanotecnologia. Our&RR.



ABSTRACT

Ochratoxins metabolites are secreted by the furspaicies known as Aspergillus and
Peniccillium. They are derived from a substitutdeemylalanyl isocoumarin, and ochratoxin
A (OTA) the most toxic among the two types of otbxan, A and B. Their similarity with
the amino acid phenylalanine is the origin of thexicity, which causes an effect inhibitory
in various enzymes whose substrate is phenylalafiihe regulation of tolerable levels of
ochratoxin in foods for human consumption and feedanimal consumption was defined in
some countries. The European Union, for examptatdd the maximum levels of ochratoxin
in some foods, such as wine (2 ppb), coffee (Spaplol) cereals (5ppb). In order to meet these
limits of detection, simpler analytical methodsfesand fast are being developed to make it
accessible to use by unskilled people. In thisedninanotechnology has much to contribute,
especially the branch of nanotechnology that usesoptical properties of materials. Those
consisting of noble metal nanomaterials have a gitgpcapable of translating events of
interaction between molecules in a measurable kitgr@plasmon resonance surface located
(LSPR). Furthermore, the possibility of adding sglaty sensitivity led to the conjugation of
biological macromolecules and nanoparticles capablecognizing specific antigens. In the
present study, we used gold nanoparticles (AUNRh&gized with trisodium citrate to
evaluate the OTA detection potential. The nanoglagi were characterized by
spectrophotometry in the UV-visible, infrared spestopy (FT-MIR), Raman spectroscopy,
zeta potential and transmission electron microscadyti-Ochratoxin A antibodies were
adsorbed to colloidal nanoparticles. Detectionyssacurred in an aqueous medium and the
detection limit reached 1.10-7 OTAg.ml-1. There was a decrease of the maximum
absorbance to the OTA increase in increasing cdratens with a correlation of 0.98065. It
was concluded that AUNP remained stabilized carlaway after adsorption of antibodies and
these remain active after adsorption, suggestirsgand sphere coordination. The pH 9
proved important for maintaining antibody activity.

Tags: Ochratoxin A. OTA. Nanoparticles . Nanobiosensdkatibodies. Nanotechnology .
Gold. LSPR..
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1. Introducao

A Ocratoxina A, doravante OTA, € um metabdlito stmlo pelas espécies de fungos
conhecidas poAspergilluse Peniccillium,as quais representam um importagnepo de mais
de 400 micotoxinas distintas quimicamente e tomigicamente. O fungo produtor da
ocratoxina A coloniza, principalmente, os graos tamo o café, as castanhas e o arroz; as
frutas desidratadas e as pimentas. Uma vez prese®EA permanece nos alimentos mesmo
apos o processo industrial de produtos secund@stando presente nos cereais matinais, no
vinho, nos pées e ainda na carne e no leite deasatimentados com ra¢gdes contaminadas.
A OTA apresenta uma meia vida de 35 dias no corponamo e é conhecida por efeitos
nefrotdéxicos, imunotéxicos, teratogénicos e, malcentemente, carcinogénicos e
neurotéxicos (IARC; MARIN, S, WU, F. 2014).

Infelizmente, as autoridades reguladoras atentgrara esse problema apenas por
volta da década de 1960, resultando em um gramdsoaho desenvolvimento de medidas
preventivas e corretivas (MARIN, S, WU, F. 2014ju&imente, o tema tem atraido grande
atencdo cientifica pelo fato de a toxina ter si@mscderada um desruptor endocrino,
acarretando disfuncées no sistema reprodutor doetrore da mulher. Esses efeitos
alarmantes sdo devidos a sua peculiar estruturaicpyi a qual consiste em um derivado
fenilalanil de uma dihidroisocumarina substituidag parece competir com a fenilalanina
natural, importantissima para a sintese de praeinaolvendo a enzima fenilalanina-tRNA
sintetase. Ademais, a OTA tem mostrado afetartacid de ativacdo de enzimas na sintese
de proteinas, suprimir a resposta imune e intenfierimodulacéo de citocinas (WU, F. 2014,
TOBEL, J.S., 2014, HA, T., 2015).

A regulamentacdo dos niveis toleraveis de ocratoxios alimentos para consumo
humano e nas ragdes para consumo animal foi dafemd alguns paises. A Unido Européia,
por exemplo, limitou os niveis maximos de ocrataxém alguns alimentos, como o vinho
(2ppb), o café (5ppb) e os cereais (5ppb) (Eurofgaamission, 2012). A fim de satisfazer
esses limites de deteccédo, em uma variedade deratisndistintos do ponto de vista quimico
e estrutural, métodos de deteccéo convencion&s;dmo ELISA, cromatografia em camada
delgada e HPLC sdo atualmente utilizados. Simudtaeate, métodos de deteccdo mais
simples e portaveis foram impulsionados, atravésudo de anticorpos, aptameros e
nanomateriais inovadores (OSTRY, V., 2015).



Outras questbes contribuem para a condicdo alaemdat tema, tais como, a
resisténcia ao calor e ao tratamento quimico; arsidade de caracteristicas fisico-quimicas
apresentadas pelas micotoxinas, o que dificultaesmdneira o desenvolvimento de uma
técnica padrdo-ouro que possa abranger todas; eond@bacdo entre visualizacao do fungo e
contaminagdo por OTA, o que significa que graos d$engos aparentes podem estar
contaminados; e, por ultimo, mas ndo menos impitanalta toxicidade demonstrada em
concentracbes demasiadamente pequenas, exigindacanaliticas muito acuradas e
robustas (TURNER, N.W., 2009).

Dessa forma, a necessidade de uma deteccao sirmmplesdyel, rdpida, dispensando
pessoal especializado, portatil e que néo utilipdytos toxicos torna-se evidente, haja vista a
importancia do monitoramento disseminado e acdgsiva toda a populacéo, especialmente,
para alguns segmentos, como pequenos agriculialesatorios de analises, entre outros,
proporcionando o desenvolvimento de medidas efetnaaprevencao, corre¢cao e no controle
da toxina e do fungo, bem como para o estudo epadiégico, a fim de permitir seguranca
alimentar e evitar prejuizos irreparaveis para wstad® e um pais tdo relacionados ao
agronegocio.

Muitas sdo as alternativas disponiveis na areakégica visando o desenvolvimento
de metodologias analiticas, no entanto, os dispositnanotecnolégicos empregados no
sensoriamento tem atraido muita atencdo nas Ultio@s décadas. A cada dia novas
potencialidades sdo desenvolvidas, e dentre diwensateriais e aplicacdes, 0 proposito
analitico e o diagndstico por imagem estdo entnariosipais focos de estudo em andamento
da area. Como é o caso do ramo da nanotecnologiaitdiza as propriedades épticas de
materiais em escala nanométrica para traduzirosfeié interacdo entre moléculas em um
sinal mensuravel, dispensando o uso de marcadtues$centes ou colorimétricos e
apresentando sensibilidades superiores. Os nanoaiateonstituidos de metais nobres
sdo 0s mais empregados. Tais metodologias baseiaa-alta sensibilidade as perturbacdes
externas que a nanoparticulas apresentam, a quarrs2 possivel em virtude de uma
propriedade Optica impar. a Ressonancia de PlasmenSuperficie Localizada (LSPR)
(YAN, J. 2016; SEPULVIDA, B. 2009; SIN, M.LY., 20)4

Na Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizadzampo elétrico da luz
interage com os elétrons da banda de conducaondg@andicula resultando em uma oscilagao
coerente e localizada dos chamagiasmongde superficie. O intenso campo eletromagnético

induzido pela LSPR faz das nanoparticulas transesitbe sinais muito eficientes, nos quais,
10



discretas mudancas no indice de refracdo localnpeee detectadas através de alteracdes nos
perfis dos espectros de extincdo (somatério entebsorcdo e o espalhamento) da luz
(QUINTEN, M., 2010). Para muitas moléculas orgasida alto indice de refracéo, a ligacao
as nanoparticulas resulta no deslocamento do esgect a direita (PETRYAYEVA, Et al,
2011). Além disso, o aumento do campo elétrico uyzeicie € capaz de proporcionar
absorgbes e espalhamentos da luz com coeficieatesdeéns de magnitude muito acima da
absorcéo conferida pelos corantes mais eficieatgmde, inclusive, aumentar a fluorescéncia
do préprio material, do qual, a nanoestrutura éstitida. Assim, a aplicacdo de
nanoparticulas em dispositivos de deteccdo e sanmsarto se tornou de grande interesse, da
mesma forma, o emprego no diagndstico por imagdRABAD,P., 2004, YAN, Jet al,
2016). Nesse trabalho, foi avaliada a potenciabddd um sistema inovador e de facil
execucao baseado em nanoparticulas de ouro eraosocem meio aquoso, a fim de detectar
pequenas concentracfes de Ocratoxina A. Invesigagui, possiveis interferéncias, efeitos
e a aplicabilidade do principio no desenvolvimdntaro de um dispositivo.

11



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. As Micotoxinas e a Ocratoxina A

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos fungos. Os principais
géneros conhecidos séo Aspergillus, Penicilliunsafium e Claviceps. O fungspergillus
produz as aflatoxinas e as ocratoxinasPenicillium também produz as ocratoxinas; o
Fusarium € responsavel pelos tricotecenos, pela zearaleagpela fumosina; por fim, o
Claviceps produz os alcaldides do Ergot (MARIMt al, 2013). Esses fungos estéao
naturalmente presentes em diversamimoditiesagricolas em diversas regides ao redor do
mundo (FAO, 2013).

As ocratoxinas sao derivados fenilalanil de umausmarina substituida, sendo a
ocratoxina A (OTA) a mais toxica dentre os doi®sigle ocratoxina existentes, A e B. Sua
semelhanca com o aminodcido fenilalanina consiat@rigem de sua toxicidade, a qual,
provoca um efeito inibitério em diversas enzima@® cubstrato é a fenilalanina (Figura 1).
Uma consequéncia particularmente importante ébacio da sintese protéica, contudo, nao
se limita a isso, apresentando, também, toxicidaitiecondrial e, consequentemente, estresse
oxidativo celular, dano mitocondrial, peroxidacé® lgbideos, interferéncia na fosforilacao
oxidativa, podendo, por fim, levar & morte celidar diversos tecidos. Um estudo realizado
por Tobel et al. (2014) mostrou que a administragiocda de ocratoxina foi responséavel por
provocar desmielinizacdo neuronal e reducdo naesgfio de proteinas envolvidas com o
processo de inflamacgéo de células neuronais. Asidm cronica, por sua vez, mostrou estar
relacionada ao aparecimento de resposta neurowmifsim global e de processos de
neurodegeneracdo. Ademais, em um estudo de O’Rri@ietrich (2005) a ingestdo de

ocratoxina em altas concentragcdes mostrou-se ngicat hepatotoxica e tumorigénica

12
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Figura 1. Molécula da Fenilalanina e da Ocratoxina A. Adaptdd Khoury, E.A., 2010.

O consumo de micotoxinas por animais por meio ga@a@ontaminada também € um
fator importante, uma vez que é responsavel pelacé® de ganho de peso pelo animal,
diminuicdo de apetite, prejuizo da capacidade tepiea e aumento da susceptibilidade a
doencas. E importante ressaltar que as micotoxipadem e costumam ocorrer
concomitantemente em diversos alimentos fazendoquanos efeitos sobre a saude humana
sejam sobrepostos (BINDER,E.Mt al 2007). Dessa forma, é possivel perceber que o
acumulo de micotoxinas em alimentos e racdes repi@grande ameaca a saude humana e
animal, além de perdas econémicas importante asmEctanto com o seu impacto na saude
humana, quanto na salde animal e no agronegaocio.

Muitos alimentos cultivados podem conter micotogjnaprincipalmente as
ocratoxinas e aflatoxinas, entretanto, os prinsiggimentos nos quais essas toxinas sao
encontradas sdo os cereais, o0 café, o vinho,e (j@ibveniente de animais alimentados com
racdo contaminada) e as frutas secas. Estimouesesumo de ocratoxina por produto nos
principais alimentos contaminados, sendo 0,94 pp&@ os cereais, 0,19 pg/kg para os
produtos dos cereais, 0,32 ug/kg para o vinho, Q@gg para o café, 2,3 ug/kg para frutas
secas e 0,44 pg/kg para o suco de uva. Observaes® gonsumo diario de ocratoxina
dependera do tipo de dieta de uma determinadaoregior estar presente em uma vasta
gama de alimentos, o consumo pode atingir niveisremdo que estes apresentados pela
OMS (2002). Estima-se também que uma pessoa deg6@nkha um consumo semanal
aproximado de 45 ng/kg de Ocratoxina A e que o isal@damente contribui com cerca de 3

ng/kg, considerando uma dieta tipica europeia, cojgsumo de café € menor do que a

13



observado no Brasil.(56° relatorio do comité espreido da Organizacdo Mundial de Saude
- WHO/OMS-Genebra/2002).

A Ocratoxina A é formada nos grdos verdes no peripds-colheita e ndo ha
influéncia das praticas agricolas sobre a conggiurala toxina nos gréos secos. Baixas
concentragcbes dessa toxina foram associadas a fvésas de fabricacdo, tais como,
secagem rapida e efetiva dos gréos verdes, estocagequada e classificacdo para rejeicédo
de grdos mofados ou danificados (WHO, 2002).

Muitos paises optaram por regulamentar os limitesit@eis de exposicdo as
micotoxinas, uma vez que, em 2013, o relatério ladoaSistema de Alerta Rapido para
Alimentos e Racdes (RASF) da Unido Européia mostrou aumento significativo das
notificacdes de ocratoxina A em relacdo aos valdee2012. Em 2013, foram identificadas
54 notificagBes de presenca inaceitavel de ocmaoRi e em 2012, 32 notifica¢des, sendo
que, em 2012, as micotoxinas ocuparam o primegarlalentre as notificagdes de rejeicao
produtos em fronteiras na Unido Europeia. Em 28%&ve entre as trés principais causas de

notificacéo, totalizando 410 notificacdes

A ocorréncia de micotoxinas no café, principalmeddaeAcratoxina A no café verde,
foi observada em todos os poucos estudos realizadoBrasil, dentre eles, um estudo
realizado na cidade de S&o Paulo em 2007 (ALMEHDAL) demonstrou que 98,8% das
amostras de café analisadas apresentavam cont@mimey ocratoxina A (OTA) com
concentracdes variando entre 0,17 a 6,29 pg/kglosgne a concentracdo de OTA aceitavel
sugerida pela Unido Europeia no ano de 2000 f& dg/Kg no café verde. (UEKANE, T.M.
etal., 2010). Conforme o boletim da Agéncia de Segwate; Alimentos Europeia (ESFA-
European Food Safety Authority), em 2007, 34.326stms de alimentos advindos de
diversos paises foram analisadas na Unido Eur@peiaBrasil mostrou o maior indice de
contaminagdo por micotoxinas, principalmente afi@@® e ocratoxina, nas sementes e nas
pimentas analisadas

Dessa forma, é possivel perceber qudo importantee g@r a mensuracdo e a
identificacdo da presenca de micotoxinas nos aliosede maneira acessivel para pequenos
agricultores e laboratorios, haja vista a toxiceladlatada e a importancia dos alimentos
afetados, os quais sdo amplamente consumidos @ mmuitortantes economicamente. A
facilidade na deteccdo possibilitara a identificad& focos de contaminacdo, bem como a
tomada de medidas preventivas e de contencaonewitprejuizos irreparaveis a saude da
populacao, e a manutencéo e crescimento do cond&d¢mdos esses produtos agricolas, cada

14



vez mais submetidos a credibilidade doméstica erriational. Além disso, a deteccdo de
facil acesso e a execucéo factivel para pessoassp&gializadas, ausente no pais atualmente,
traria a luz novos casos, novos focos e estudosiilzoindo ainda mais para o melhoramento
das alternativas, tanto para detec¢cdo quanto para&cao.

Um fato importante que consiste em um ponto critilmo desenvolvimento de
metodologias analiticas para esse fim recai soliimite de deteccdo. Isso se deve fato de a
maioria das micotoxinas ser toxica em quantidadggeagiadamente pequenas, requerendo
alta sensibilidade e confianca da metodologia egsal@ na sua mensuracdo, além disso, a
diversidade estrutural das micotoxinas requer gfi@s muito especificas para sua deteccao

e quantificacdo confiavel.

2.1.1. Métodos de deteccdo de Micotoxinas

Atualmente, a andlise de micotoxinas em alimentosafizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia associada a espectraandg massas. Consiste em uma técnica
muito sensivel e segura quando manuseada por pespeaificamente treinado e quando as
amostras foram submetidas ao pré-tratamento adequmadelacdo a sua estrutura quimica e
caracteristicas fisico-quimicas. Entretanto, paatecensiderada uma metodologia analitica
onerosa, Cujo manuseamento por pessoas nao emaelzialndo é possivel.

Turner et. al, 2008, descreveu processos de pertento das amostras que
antecedem a quantificacdo, como a Extracdo Liguiqoido que utiliza a diferenca de
polaridade para separar a substancia de interessen&a mistura de liquidos imisciveis.
Nesse caso, as limitagbes recaem sobre o longadpede tempo necessério para a extragéo e
sobre a possibilidade de perda de analito por edlsau por incompatibilidade com a matriz.
Ha também a extracdo por fluido supercritico qukzatum fluido, CO2, para extrair o
componente desejavel da matriz, esse método faiadsl como de alto custo tanto pelo
equipamento quanto pelo manuseador especializado.

Dentre os métodos de separacdo, a cromatografisaemada delgada (CCD) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sfomais importantes. Essas técnicas estéo
normalmente associadas a espectrometria de mamsas|yantificacdo acurada. Na CCD a
principal desvantagem esta na laboriosa e perzadali preparacdo da amostra. Outra
possibilidade é a eletroforeses capilar (EC) aadacia um processo de deteccdo por
fluorescéncia que compartilha das mesmas limitagadeg3CD ((TURNERet. al 2008)..
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Uma técnica de detec¢cdo muito abrangente e muitodstabelecida, conhecida por
ELISA, também pode ser utilizada atualmente. Elesiste em um ensaio imunoenzimatico
capaz de detectar e quantificar um analito (antigem concentracdes relativamente baixas
através da utilizacdo de anticorpos primarios, rs@@tos, marcadores e enzimas. As etapas
de adicdo dos anticorpos séo seguidas por divéasagens e para revelacdo do teste
adiciona-se um substrato, que ao reagir com a enpihoduz cor. Entretanto, as multiplas
lavagens e a execucéo laboriosa exigem pessodfcquals para realizar os ensaios. Além
disso, olto custo proveniente do grande consumantieorpos faz desta técnica um teste
pouco viavel para o uso frequente da populacdo NERet. al 2008). Por isso, faz-se
necessario o desenvolvimento de uma metodologigdpida deteccéo, alta sensibilidade e

que seja capaz de ser realizada por pessoas rématizadas.

Recentemente, nanossensores que identificam mwlanga massa, carga ou
propriedades oOpticas de um analito submetido aplaw®nto com anticorpos aderidos em
superficie tem demonstrado resultados muito praress (SERTOVA, N.M., 2015).
Contudo, como afirma Hayat (2013), por estarem a&se fle desenvolvimento, pelo nimero
limitado de sensores disponiveis e pelo pouco comemto sobre estratégias de acoplamento
e imobilizacdo de substancias especificas, osidegara essas técnicas ainda sdo grandes.

2.2. Nanotecnologia

Ha inimeras definicdes para o termo “Nanotecnologtaredor do mundo e néo é
dificil perceber tal diversidade nos artigos eds/disponiveis. Em uma matéria da revista
Nature Nanotechnology(THEIS,T., 2006) foi solicitado aos pesquisadores aes
representantes de grandes industrias nanotecnasdgie diversos paises, a definicdo da
palavra “Nanotecnologia”. Os entrevistados expusearma variedade de perspectivas sobre o
termo, algumas entusiasmadas, corhan fendmeno tecnolégico, econémico e social
potencialmente capaz de revolucionar a maneira @e ver.”, enquanto outras,
evidentemente céticas, tal qudluma caixa de ferramentas que fornece unidades
nanometricas para a adaptacdo de novos materiagpasitivos e sistemds No entanto,
apesar dessa diversidade de opinides, todas ascdeB transitam entre 0os conceitos de
escala nanométrica, de propriedades peculiaresr dinp, citam as finalidades. Baseando-se
nisso, a nanotecnologia pode ser ajuizadamentaidizfcomo o estudo, o desenvolvimento
ou o0 uso de nanomateriais para finalidades académanaliticas, biomédicas ou energéticas,

entendendo por nanomateriais, as estruturas cojantao esta entre 1 e 100 nm e cujas
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caracteristicas sao distintas daquelas observat@asngsmo material quando este se encontra
em escala macrométri@USTIS,S., 2006). Todavia, ndo é raro observarma “nano” para
estruturas medindo poucas centenas de nandmetmsadometro, por sua vez, é definido
como um bilionésimo de metro ou dénetro, e corresponde, por exemplo, a 6 atomos de
carbono alinhados ou a 10 atomos de hidrogénisefay trata-se de uma escala de dimensdes
moleculare§ EDWARDS, S, 2008; THEIS,T., 2006)

Os relatos sobre o uso de nanomateriais datane ge&bma Antiga, por volta de
IV a.C., periodo no qual as dispersdes de nancpkasi eram empregadas no artesanato e na
decoracdo. Um objeto muito popular, e talvez o rfaisoso, € o Célice deycurgus(Figura
2), 0 qual pode ser visto no Museu Britanico emdren. Ele € composto por nanoparticulas
de ouro e prata de aproximadamente 70 nm em umazno& vidro, e, devido a isso,
apresenta-se de duas cores: amarelo-esverdeaganoeliva, dependendo da posicao da fonte
de luz, se externa ou internamente localizada éag&e ao calice. Ha também relatos na
Idade Média, época na qual as nanoparticulas de quata e cobre eram utilizadas na
fabricacdo dos vidros que compunham os vitraisigl@as, no entanto, pouco se sabia a
respeito. O estudo sobre as sinteses e as prajggedasses materiais teve seu inicio apenas
no século XIX, quando o cientista inglés Michaeldgay sintetizou nanoparticulas de ouro
utilizando fosforo como agente redutor e dissulfégeocarbono como estabilizante, sendo,
inclusive, o primeiro a sugerir que a variacdo amanho das particulas tivesse influéncia
sobre a coloracao delas (FARADAY, M., 1857). Todawdpesar de ter seu uso relatado de
tempos longinquos e de sua sintese ter sido rdaliganicialmente elucidada, considera-se
que a aplicacdo tecnologica das nanoparticulamdé ger desenvolvida no século seguinte,
durante as décadas de 1920 e 1930, nos Laboratigiddétrica Geral do fisico-quimico
norte-americano lvin Lagmuir (EDWARDS, $t,al.2008; SANDHU, Aet al, 2006).
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Figura 2. Célice deLycurgus(TOMA, H.. 2009)

A partir da década de 1950, a nanotecnologia gamhaior espaco na ciéncia,
devido, principalmente, ao advento das técnicamideoscopia de alta resolucdo. Na mesma
década, realizou-se o primeiro estudo que raciomala sintese agquosa de nanoparticulas de
ouro, produzidas através da reducdo do acido letogurico pelo citrato de sédio. Esse
estudo foi conduzido pelos cientistas John TurkewReter Cooper Stevenson e James
Hillier, sendo amplamente utilizado até os diasiatuO tema também esteve no discurso do
fisico norte-americano Richard Feynmans, duranEncontro da Sociedade Americana de
Fisica, em 1959, considerado o marco fundadorek &m sua palestra, intitulada "Ha muito
espaco na parte inferior", ele especulou que, twduseria possivel manipular diretamente
os atomos (FEYNMAN, R.P., 1961). Por volta de 1% ®anotecnologia passou a integrar
um ramo da ciéncia conhecida por “Ciéncia de Siupesf, entretanto, a palavra,
propriamente dita, foi cunhada apenas em 1974 medquisador japonés Norio Taniguchi,
professor da Universidade de Ciéncias de Tokyo, ajusou para descrever processos de
usinagem de silicio em escalas menores do que wmdmmétro. Em 1981, o jornal/revista
Proceedings of National Academy of Scienuaslicou o que é considerado o primeiro artigo
de jornal a discutir especificamente o tema, cortitdo “Molecular Engineering: An
approach to the development of general capabilit@smolecular manipulation’ ou seja,
“Engenharia Molecular: Uma abordagem para o dedenvento das capacidades gerais para
manipulacdo molecular”, de autoria do engenheirtadesidense K. Eric Drexler
(EDWARDS, S.et al.2008; SANDHU, Aet al, 2006; THEIS, T.et al, 2006).
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Atualmente, a nanotecnologia estd em todas as @®anhecimento e tem
permitido avangos na geracdo de energia, na segumd® produtos farmacéuticos, nos
exames de diagnostico por imagem, no tratamentagde, bem como, nas metodologias
analiticas, apresentando um carater multidiscipimainseco, no qual, a quimica, a fisica, a
engenharia, a matemética e a biologia tornaranmdigsiocidveis. A escala nanométrica, a
biocompatilbilidade e a biofuncionalidade, fizerasom que alguns nanomateriais
despertassem grande interesse biomédico e biolégisodemonstrarem a habilidade de
incorporacado aos sistemas biologicos e conjugagéaokiomoléculas ou ligantes sintéticos,
surgiram novas aplica¢des, como, por exemplo,agadecomo sistema de liberacdo de drogas
ou como marcadores bioguimicos. Além disso, ceram®materiais apresentam a capacidade
de aumentar a sensibilidade dos ensaios, ao acaplii sinal gerado, por isso, tornaram-se
alvo de muito interesse para a construcdo de sE)soomo € 0 caso das nanoparticulas
metdlicas. Tais dispositivos compartilham do pégib de oferecer uma rapida e seletiva
forma de traduzir eventos de interacdo entre mta@écem um sinal mensuravel. Por
conseguinte, diversas formas de deteccdo se tamnpmssiveis, tais como, a deteccao
eletroquimica e as baseadas nas propriedadesgéisananoparticulas (HAYAT, A.¥t al.
2013).

2.2.1. Métodos de Producao de Nanoparticulas.

Nanoparticulas oglustersconsistem em um tipo especifico de nanomateriadoe
definidos em virtude do nimero de atomos pelossgs@bd compostos, estes devem estar no
intervalo entre 3 e 70 4tomos MOORES, A. & GOETTMANN, F. , 2006)Atualmente,
existem diversas técnicas para producdo de nanmpagt e como ndo ha uma técnica ideal
para qualquer finalidade, elas devem ser analisadasliadas para que suas caracteristicas
sejam compativeis com os objetivos propostoem o intuito de familiarizar o leitor com as
alternativas de sintese existentes, esta breverdenteito neste topico os principios basicos
das técnicas para producgdo de nanoparticulas oastdtiais conhecidas atualmente.

Existem, basicamente, duas metodologias gerais fphracacdo de nanoestruturas.
Elas sdo conhecidas cormiop down (de cima para baixe)Bottom up(de baixo para cima).
Como o préprio nome sugere, a metodoldaggdownproduz estruturas nanométricas a partir

de materiais macrométricos. A fotolitografia etadrafia por feixe de elétrons consistem em
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duas técnicas do tiptop downmuito bem estabelecidas. De maneira inversa, o duéto
bottom upbaseia-se na construgdo de estruturas nanomédripastir de unidades basicas,
como atomos ou moléculas, através da inducédo dautorarranjo entre elas ou da reducéo
dos ions que irdo compor o material. Sinteses gagaseadas em reacdes de oxirreducao
de compostos organicos e inorganicos sao as paisaippresentantes das estratégias do tipo
bottom up(HEO, K.C.,et al.,2015; PIMPIN, A.et al2011; SHENHAR, Ret al,2003)

s

A fotolitografia € muito conhecida pelo seu impotéa papel na construcdo de
microprocessadores, circuitos e semicondutoresjotesido a principal ferramenta da
nanotecnologia industrial no periodo de 1985 a 2(BBELICK, S.J, et al, 2005).
Basicamente, essa técnica baseia-se na determirdgdpadroes sobre um material
semicondutor, que sao definidos utilizando a luzpr@cesso consiste na aplicacdo de um
produto quimico especial fotossensivel sobre arfogeque se quer trabalhar. Em seguida,
utiliza-se uma “mascara” com furos nanométricoavéts dos quais a energia incidida podera
passar livremente, e, sobre a “mascara”, apliaase luz ultravioleta. Ao incidir a luz sobre
o material, o produto sensivel a luz sofre altezag@nrijecendo ou dissolvendo-se, de forma
que a interacao entre o material e a luz podeitdamu dificultar a lavagem e retirada da
pelicula fotossensivel, permitindo assim, a criagho um molde sobre o substrato,
normalmente um metal. A partir dai, a superficie stbstrato € corroida por processos
guimicos ou fisicos de acordo com o molde criadofifal do processo de corrosdo, o molde
é retirado, resultando no substrato modelado (MOQXIC, D., et al, 2005; STELICK, S.J,
et al, 2005). A dificuldade de execucdo desta técnicaesmia quando as estruturas sao
menores do que 100 nm, uma vez que, nesses casesessaria a utilizacdo dos Raios-X,
que freqientemente danificam a maior parte dos rraateutilizados como “mascaras”
(MIJATOVIC, D. et al, 2005)

Outras duas técnicas litograficas da mesma metg@dolpop down) apresentam
finalidades semelhantes e possuem o mesmo prinapimetanto, as formas de energia
utilizadas sao os elétrons e os ions, e, por d&Eyem em algumas propriedades. Uma dessas
técnicas € a Litografia por Feixe de Elétrons, tamlzonhecida pelo titulo no idioma inglés
comoElectron-beam lithograph¢eBL), na qual, um molde é criado sobre o subsattavées
de um feixe de elétrons focalizado sobre o matéataksensivel. J4 a Litografia por Feixe de
fons, conhecida na sua forma em inglés Fmcused ion-beam lithograpiIB), utiliza um

feixe de ions, freqientemente ions do elementaG&la), que sdo focalizados diretamente
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sobre o substrato ou a pelicula, corroendo-os,osehe 0 proprio processo de corrosao.
Ambas as técnicas sao capazes de criar estrut@m@@res do que 10 nm, mas possuem duas
dificuldades importantes: o custo € mais elevadgu® a fotolitografia e 0os processos séo
mais lentos (MIJATOVIC, Det al, 2005 ).

Sabe-se que o principio basico da litografia faetwolvido pelo dramaturgo Alois
Senefelder de Munique, por volta de 1798. Na épacicnica baseava-se na gravacéo e
replicacdo de desenhos sobre uma base de pedrandd moldes e produtos quimicos.
Desde entdo, as litografias, de maneira geral, iigmm replicar um padrdo predeterminado
sobre um substrato (WALLRAFF, G. Met al, 1999). Todavia, nem todas as técnicas
litograficas se enquadram na metodoldgia down A litografia de nanoesferas tradicional é
um exemplo de estratégia do tipottom up Nela, utiliza-se um molde composto por esferas
de poliestireno, sobre o qual € depositado um m@taietal, entdo, produz uma monocamada
de nanoparticulas triangulares, as quais foramdda® nos espacos vazios entre as esferas
justapostas. Esses nanotriangulos sdo recolhidngatda adicdo de solventes que dissolvem
e retiram o molde de poliestireno (EUSTIS, &.al. 2006; HAYNES, C.L.et al, 2001).
Atualmente, nanoparticulas de outros formatos tamipddem ser produzidas por esta
técnica, utilizando-se de novas estratégias, cporoexemplo, um molde de dupla camada de
nanoesferas de poliestireno ou através de depssigdglenciais em diferentes angulos
(CHEN, K. et al, 2015).

A metodologia conhecida pdrottom up empregada neste trabalho, retine técnicas
mais baratas e de maior aproveitamento de mataried as duas metodologias citadas, além
disso, sdo capazes de formar nanoparticulas megtogmas. Em contrapartida, a dificuldade
da maioria das técnicalottom uprecai sobre a habilidade de formar nanoestruturas
monodispersas e homogéneas, ou seja, o contr@eodesso nao é facil, principalmente para
estruturas mais complexas como pecas elaboradasnda circuitos integrados. Contudo,
nanoestruturas complexas, cujo material constéui@hha tido sua composicédo delineada a
nivel molecular, na forma de ligas metalicBé) GROHO, F, et al, 2016), por exemplo, séo
capazes de produzir dispositivos que nao seriamsiyms caso fossem utilizadas apenas
estratégias do tipmp down Dessa forma, as duas estratégias podem desendpesitivos
mais elaborados e melhores se forem usadas compkamenente (LU, W.get al, 2007,
MIJATOVIC, D. et al, 2005;NUGROHO, F, et al, 2016).
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As técnicasbottom up podem partir de abordagens mais elaboradas, como a
automontagem ou de mecanismos mais simples, cosupe@rsaturagcao de solucdes para
formacdo de cristaisAs nanoestruturas automontadas, conhecidas peite mie Self-
Assembleddo inglés, baseiam-se na organizacdo autonormaidades supramoleculares ou
de nanoparticulas para formar nanoestruturas eoffecatas, a fim de formar monocamadas
ultrafinas. Ela ocorre através de rea¢fes quingoaguando moléculas organicas entram em
contato com superficies metalicas. O termo Aut@oizpcdo ou Automontagem indica, de
maneira genérica, uma organizacdo autbnoma de gsmdod estruturas a partir de
componentes em qualquer escala. Na nanotecnolegecificamente, as caracteristicas
moleculares e supramoleculares, tais como, a fatrnarga, a polarizabilidade e as formas de
interacdo (ibnica, van der Waals, hidrofobicasagiies covalentes e de hidrogénio) devem ser
conhecidas para que possam ser usadas em favoesimvlvimento e controle dos
processos. Atualmente, alguns nanomateriais s&tis tem sido produzidos utilizando
estratégias altamente direcionadas baseadas bestlagem BUSSERON, E et al, 2013).

Os mecanismos mais simples, por sua vez, constidugnmeira etapa das estratégias
de Automontagem e a principal forma de nanopaescuhetalicas a partir de unidades
moleculares ou atdmicas. Afora a diversidade dsibilisades, a grande maioria baseia-se
em reacdes quimicas de decomposicao ou reduc@msienetalicos em atomos neutros. Elas
ocorrem tanto em solventes organicos quanto eng@eduaquosas, ou seja, em fase liquida, e
consistem em técnicas regidas pelas propriedade®da;mamicas das reacbes e/ou pela
cinética de crescimento, podendo ser manipuladavéast do controle dos processos de
cristalizacdo, nucleagdo, crescimento e estabilzal@s particulaBUSSERON, E et al,
2013).Entretanto, apesar dos avanc¢os, o controle doggsos de sintese de nanoparticulas
em fase liquida encontra-se em estagios iniciagdp comparado as sinteses organicas de

desenvolvimento de moléculas para drogas e farnauoass(XIA, Y., et al, 2009)

Baseando-se nas propriedades termodinamicas, h&lesogreditivos capazes de
determinar a forma tipica termodinamicamente ekidwe as particulas cristalinas, ou seja,
derivadas de solidos cristalinos, assumirdo duranta sintese quimica. Um modelo de
previsao utilizado atualmente é o chamado Model&€adestrucdo de Wulff e € empregado
para predizer formatos de equilibrio para partkcut@ndutoras e semicondutoras em
diferentes sistemas reacionais (BARMPARIS, GdDbal, 2015). Esse conceito ®rma de

equilibrio” foi introduzido pelo cientista americano JosiablSino final do século XIX, o
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qual defendia que a matéria tende a adquirir ummgocapaz de minimizar a energia
superficial total do sistema. Na mesma época, apadamente 1895, o mineralogista russo
Georg WuIff lancou a tese de que a forma capazidemzar tal energia € aquela, na qual, a
distancia entre cada face e o centro é proporcémraergia de superficie da respectiva face.
A partir dai, simulagcfes que utilizam o modelo dellf¥baseado em principios da mecéanica
guantica para calcular as energias de superfisterpm ser rotineiramente empregados para
justificar eventos experimentais e para delinealoaanateriais (BARMPARIS, G.Det al,
2015; BARMPARIS, G.D.,et al, 2011) Contudo, o modelo de Wulff ndo é capaz de
abranger todas as realidades, possuindo, assitas d¢ienitacdes, tal como a dependéncia de
uma condicdo de equilibrio, que pode néo ser ackndurante as sintesed4, Y., et al,
2009)

Todavia, a consideracdo de fatores cinéticos densim uma abordagem distinta do
processo de cristalizacdo daquela considerada d@méraica, a qual se refere aos modelos de
Construcdo de Wulff e demais modelos baseados megiande Gibbs. A cinética de
crescimento € a abordagem mais empregada no déserero das nanoestruturas e aplica-
se a formacéao de todas as estruturas cristalinagftas em solucao pelas técnibatom up
que demandam decomposi¢cdo ou reducdo dos precirdtgesa abordagem, séo trés as
etapas de formacdo dos cristais: a nucleacdo, m¢@&o dos nucleos em sementes e o
crescimento das sementes para se tornarem crigtastapa de nucleacdo consiste na
decomposicao ou reducdo do componente precursatamnos de valéncia zergQU, H., et
al., 2013; XIA, Y.,et al, 2009.

Nos processos de decomposi¢do, 0 aquecimento oni@gao Sao 0S responsaveis
pela decomposicdo do precursor em atomos. A carg@iot de atomos, entdo, aumenta,
atingindo um ponto de supersaturacdo. Nesse paimeros e trimeros comecam a se formar,
dando origem a pequenos agregados, também chamagesuenoslustersou nacleos. Os
ndcleos crescem até o momento em que a concentidgcatomos decresce e ultrapassa o
nivel minimo de supersaturacdo necessario pargaondda formacdo dos nucleos. A partir
dai, ndo havera formacdo de novos nucleos. Entoetaom o fornecimento continuo de
atomos via decomposicdo, os nucleos poderdo crésgamente até atingir um equilibrio

entre os atomos da superficie dos cristais e oso@m solucaoX(A, Y., et al, 2009)

No processo de reducdo, um agente redutor € addmona reacdo para doar 0s

elétrons e reduzir os atomos do precursor. Os me®s normalmente sdo sais metalicos
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solubilizados em um solvente. No meio reacionalcamposto precursor formara um
complexo, ou seja, uma combinacdo de um atomo ic@iEntral com vérias ligantes, cujo
estado de oxidacao é alto. Tais complexos auxiBaestabilizam a formacdo de dimeros e
trimeros de atomos do elemento precursor, que aé@oatflos a medida que elétrons séo
introduzidos no complexo, e, constituem, por taot®,primeiros nudcleos. Em vista disso,
alguns atomos do nucleo ndo devem estar necessat@motalmente reduzidos, mas podem
estar em estados de oxidacao intermediarios. Dai@actescimento do nucleo, os primeiros
atomos a forma-lo acabam sendo completamente tihyzatingindo a valéncia zero, ja 0s
atomos mais externos, podem continuar oxidadogntento, ja consistem em um pequeno
cluster Acredita-se que dimeros e trimeros tenham méédroafinidade em comparagédo ao
precursor isolado. Por conseguinte, espera-se quearsferéncia de elétrons ocorra
preferencialmente entre o agente redutor e os dgveetrimeros do que entre o agente redutor
e 0 precursor monomérico. Dessa forma, observais® gomplexo no qual o precursor esta
adsorvido na solugéo é imprescindivel para a foamaccrescimento dos nucleos (POLTE, J.
et al, 2010;XIA, Y., et al, 2009.

A oferta do precursor e a presenca de ligantesstensem duas maneiras de acelerar
ou reduzir o crescimento de ndcleos metélicos mé&ddos. Fornecendo novos complexos de
precursor e desprendendo os ligantes declumter € possivel acelerar drasticamente o
crescimento dos cristais metalicos. A escolha aégmiggredutor e o aumento temporal entre a
nucleacdo e o crescimento também podem assegucantmle do processo, como, por
exemplo, na escolha de um redutor que preferenerbnreduza ions na presenca de uma
superficie metdlica sob baixas temperaturas, oppdgra evitar novas nuclea¢céBR OWN,
K.R., 2000) Apés o processo de adigcdo de novos atomos deonupie constitui a fase de
crescimento, o nanocristal € formado. Ele congstauma estrutura preenchida internamente
por atomos reduzidos e, superficialmente, por asometalicos positivamente carregados,
coordenados a ligantes ou solvatados pelas mo#duolaolvente. Vale ressaltar que muitos
detalhes do processo de formacgao ainda sdo cordgosyeprincipalmente, os que dizem
respeito ao processo inicial de formacédo dos nécleabre os quais, ndo se sabe ao certo a
ordem em que as intera¢cdes acontecem, isto éesedam ou nao a total reducédo dos atomos
(WUITHSCHICK, M., et al, 2015; POLTE, Jet al, 2010;XIA, Y., et al, 2009).

A técnica utilizada neste trabalho foi a de redugé ouro por citrato de sodio, ela

apresenta uma execucdo simples, € muito bem estat®l vastamente empregada,
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constituindo assim, a técnica mais utilizada e ritespara sintese de nanoparticulas de ouro
dentre todas as técnicas de sintese quimica digeWUITHSCHICK, M.,et al, 2015), €,

esta descrita a sequir.
2.2.2. Método de Reducéo por Citrato

Desenvolvido por Turkevich, em 1951, o método déese de nanoparticulas através
da reducéo pelo citrato consiste em uma tédmittom up na qual, uma solucdo aquosa de
acido tetracloroaurico tri-hidratado (HAuGH,O) é empregada como precursor de ions
metalicos e uma solucdo aquosa de citrato de géti@sico (GHsNaO;) como agente
redutor. A reacdo ocorre a temperatura de 100°@itacdo magnética. Conforme proposto
por Turkevich, o mecanismo responsavel pela formadds nanoparticulas segue o
mecanismo basico proposto pela abordagem cinétcarescimento descrita no topico
anterior, acrescentado das especificidades dosmgusados e consiste em uma das teorias
ainda abordadas atualmente (TURKEVICH,ef.al, 1951; WUITHSCHICK, M.,et al,
2015).

Dessa forma, propdem-se que 0 mecanismo consistermacdo de um complexo
entre o citrato e os fons Ae AU** do acido tetracloroaurico (HAuCI4), que, em solycéo
dissocia-se em Augl, H e CI. O complexo apresenta-se como uma molécula déecara
polimérico formada de sal metalico e moléculasittato, que ao serem oxidadas, convertem-
se em moléculas de dicarboxil-cetona produzindp G0, e liberando 2 elétrons. Os dois
elétrons cedidos sdo aceitos pelo atomo de ougoabé reduzido a AuCl liberando 2GD
complexo citrato/dicarboxilcetona-ouro envolve osisi metalicos, promovendo a colisdo
entre eles e reduzindo-os até a valéncia 0. Taim@d comecam a formar cadeias curtas que
se transformam em nulcleos e através da atividadwplemante do citrato e da dicarboxil
cetona, mais atomos sao atraidos. A equacao daraintese proposta por Turkevich é a

seguinte:

2 AuCl; + 3[C¢Hs0, 13~ - 2 Au® + 3[CsH,05]” +6Cl- +3HY +3CO,
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A proposicdo de Turkevich ndo contém uma deSerigetalhnada da origem da
formacdo do nucleo e, conforme citado anteriormeaterigem do nucleo consiste em um
tema controverso, apresentando, por tanto, difeseptoposicdes (POLTE, ét al, 2010).
Entretanto, Turkevich admite dois processos possigenecanismo de nucleacdo baseado na
hipotese de que a nucleacdo possa ter seu inicjgegumenos pontos de nucleacdo, os quais
podem ser as impurezas, a superficie rugosa do eidaté mesmo os esporos ou bactérias, e,
0 mecanismo da supersaturacdo de ions com ionsurde que coalescem formando os
primeiros nucleos (TURKEVICH, Jet al, 1951). A partir dai, seguem-se as etapas de
formacao de sementes e crescimento proposto pilguendescrito no tépico anterior para as
sinteses de maneira genérica. A variacdo da tetpe@a reacdo exerce influéncia sobre o
diametro das particulas e a homogeneidade, dertabfque temperaturas elevadas estimulam
a formacdo de nanoparticulas menores e mais homagiéenquanto temperaturas mais
baixas induzem o contrério. A concentragdo detoitrpor sua vez, exerce efeito inverso
sobre o diametro médio das particulas, ou sejaerracdes mais altas produzem particulas
menores, todavia, um estudo realizado por Jietdal. (2007) identificou que ha um limite
para esse efeito e corresponde a razdes molar@®iitiro com valores a partir de 7, as quais

resultam em agregacdo das nanoparticulas.

Por fim, a formacdo das nanoparticulas da origerma dispersao coloidal, também
chamada de sistema coloidal ou apenas coléide2 geéinido como um sistema no qual uma
substancia esta microscopicamente dispersa em Qistamas coloidais sdo constituidos de
uma fase interna, a fase dispersa, e uma fasenaandu meio de dispersdo. Quando a fase
dispersa é sélida e a fase continua é liquida,spedido coloidal € denominada “Sol”
(HIEMENZ, P.,et al, 1986) e assim se classificam os coldides de ratioplas de ouro

sintetizadas pelo método de reducéo com o citrato.

As dispersdes coloidais compostas por nanoparsicul@talicas diferenciam-se
completamente das demais em virtude de uma pr@golgedptica que as nanoparticulas
metdlicas apresentam, denominada de Ressonand¥asi@ons de Superficie Localizada.
Essa propriedade da cor aos coldides formadosssatabsorcédo e espalhamento da luz na
regido visivel do espectro eletromagnético, destinaos a finalidades especificas desses
tipos de sistemas. A seguir, esta descrito o imptetfendmeno de Ressonancia de Plasmons
de Superficie Localizada.

2.2.3 Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizada.
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A Ressonancia de Plasmons de Superficie Localida®BR), ou plasmdnica, € um
fenbmeno Optico gerado pela luz quando esta irdecagn nanoparticulas condutoras. O
campo elétrico da luz interage com os elétronsastald de conducao da particula resultando
em uma oscilacdo coerente e localizada dos chanptaeongle superficie. Esse fendbmeno
€ comum as nanoparticulas metalicas e ocorre emdgirde uma propriedade que é a
principal caracteristica dos elementos metélicogjeaserem bons condutores elétricos
PETRYAYEVA, E.,et al, 2011)

Quando os atomos esto isolados, seus niveis dgi@séo muito bem definidos. A
medida que o niumero de atomos aumenta, formandaesindura cristalina sélida, os niveis
de energia mais altos, pertencentes a cada umtdo®s agrupados, tornam-se continuos,
dando origem as chamadas bandas de energia. I&$e devido a enorme proximidade entre
0S niveis energéticos quando 0 numero de atomugeatiscalas maiores, como, por exemplo,
a escala nanométrica. Por conseguinte, os elétlansamada de valéncia deixam de
pertencer aos atomos individuais e passam a oagpagndas de energia formadas. Formam-
se, entdo, a banda de valéncia, preenchida cohétosns provenientes dos niveis energéticos
mais altos, e a banda de conducao, energeticameitealta e parcialmente ocupada por
elétrons ou completamente desocupada. Nos mesa&étrons da banda de valéncia podem
facilmente ocupar niveis energéticos mais altossgrado a ocupar a banda de conducdo. Os
elétrons de condugédo estdo aptos a percorrer lamgra extensdo metélica da nanoparticula
e produzir efeitos Opticos peculiares e importargeb algumas condi¢cdes especificas
(WALKER, J.,et al, 2009).

Posto isso, quando uma onda plana incide sobre panmdcula de dimensdes
reduzidas, na qual, para fins de aproxima¢do<RJ,1 (onde R € o raio da nanoparticulage
o comprimento de onda da luz incidente), o camgtiiedb oscilante da onda eletromagnética
incidente provoca uma oscilacdo ressonante, tandie@mada de coerente, dos elétrons de
conducdo do metal (camada d para ouro e pratauréFig.3.1.1). Por conseguinte, a
polarizacdo da densidade de carga criada induzgingnto de forcas restauradoras, que
contribuirdo para a oscilacdo dos elétrons freatalecleo PETRYAYEVA, E., et al, 2011;
WILLETS, K.A,, et al, 2007) Esse fenbmeno, conhecido como Ressonancia dadtagle
Superficie Localizada, esta bem caracterizado empsaticulas superiores a 10 nm, porém,
insatisfatoriamente entendido em dimensdes infEgjouma vez que a ressonancia dos

plasmons passa a ser fortemente influenciada pgime quantico assumido pelos elétrons de
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conducdo das nanoesferas menores do que 10 nmasN#ssensdes reduzidas, os niveis de
energia da banda de conducdo deixam de ser cost@wapenas determinadas transicoes
eletrénicas e plasmonicas passam a ser permitdasequtientemente, o sinal detectavel da
RPSL é fortemente enfraquecido. Além disso, ha esgiwo deslocamento da banda

plasmonica para a esquerda, a regiao do ultratai@€HOLL, J. A. et al, 2012)

O intenso campo eletromagnético induzido pela LSBR das nanoparticulas
transdutores de sinais muito eficientes, nos quigsretas mudancas no indice de refracéo
local podem ser detectadas através de alterac@eperfis dos espectros de extingcdo e
espalhamento da luz, ais quais acarretam na pacimbdesse campo elétrico evanescente
(KEMEM,O. et al, 2012). Para muitas moléculas organicas de allicénde refracdo, a
ligacdo as nanoparticulas resulta no deslocameot@spectro para a direita, devido a
mudanca de frequéncia da oscilacdo eletronREBTRYAYEVA, E., et al, 2011) Além
disso, o aumento do campo elétrico na superficeagaz de proporcionar absorcdes e
espalhamentos da luz com coeficientes de ordenmadmitude muito acima da absorcéo
conferida pelos corantes mais eficientes, e, poudysive, aumentar a fluorescéncia do
proprio material, do qual, a nanoestrutura € ctuidf. Assim, a aplicacdo de nanoparticulas
em dispositivos de deteccéo e sensoriamento seutaid grande interesse, da mesma forma,
o0 emprego no diagndstico por imagem (BRIGGERetlal, 2012; PRASAD, P.N.et al,
2004).

Estudos computacionais e experimentais tém mosmadoa forma, o tamanho e a
estrutura cristalina das nanoparticulas de oun@i gonsistem nos fatores mais importantes
para a determinacdo do numero, posicao e interesidasl modos de LSPKIA, Y. et al,
2009) Apesar disso, outras caracteristicas das dispersfe nanoparticulas também
influenciam os perfis de absorcao e espalhament&&& em menor grau, como € o0 caso da
constante dielétrica do meio e da distancia intdiquéas. A constante dielétrica do meio
circundante consiste em uma propriedade elétriceng®ca dos materiais ou das interfaces.
Pode-se dizer que o deslocamento de ions em umocal@fpico culmina na diminui¢cdo do
valor da constante dielétrica do meio e que a algdio do meio ou da molécula é funcdo da
constante dielétrica e do campo elétrico (VLACK,H..2000). Dessa forma, trocando-se o
solvente do meio, altera-se a constante dielétecazonsequentemente, a capacidade de
deslocamento ou de acomodacdo da densidade eatetrénafetada. Ela, por sua vez, ird

interferir na oscilagcéo dos plasmons de superfigiparticula.
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A

espessura dieletro

LSPR

Campo Elétrico

Muvem eletrénica

Figura. 2.3.1.1. (arendbmen de Ressonancia de PlasmonsSigerficic Localizada.(b)
Espectro uv-visivel denanoparticule recobertas com dieletros espessura crescente.
Absorbancia diminui coro aumento da espessura do dieletro@mmpriment: de onda do
pico LSPRdesloca paredireita. (adaptado de MOORES, A &OETTMAN,F, 2006 e
KEMDEM, O. 2012).

2.2.4 As Nanoparticulas de Ouro.

O universoplasmonict esta repleto de novas descobertasnc as nanoparticulas de
geometrias exoticas, dgas metalicas e os ligantes pacanjugacéc e, por conseguinte,
novas propriedadesaplicacée surgem a cada descoberta. &dantc a grande maioria dos
materiais utilizados estastritc a alguns poucos elementos, cuypasicipais continuam a ser o
ouro e a prata, haja visa capacidade de produzirem os miaitenso efeitos plasmoénicos
dentre todos os demametai. O ouro, por sua vez, apresemtaiol estabilidade, maior
resisténcia a oxidacaoneaiol biocompatibilidade do que a pratiespertanc, assim, grande
interesse analiticapédicc e ambiental BUSSERON, E.et al, 2013;RIOUX, D., et al,
2015)

Diferentemente d dourado caracteristico do ouro gropor¢cfe macromeétricas, 0
ouro em escalaanomeétrice disposto na forma de disperséexdimidais apresenta-se na cor
vermelha ou violetaDiverso: tons dessas duas cores podem observadc quando o

tamanho ou a forma dinanoparticulas de ouro sdo alteradBab«-se que a cor dessas
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dispersdes coloidais se deve a oscilacdo coletiseebbtrons presentes na banda de conducao
do metal, e, portanto, também presente no ourdrediéncia de oscilacdo desse fendémeno
ocorre na regido visivel do espectro eletromagnétida origem a intensa absorcéo observada
entre 520 e 800 nm, dependendo da forma e tamashpaiticulas, quando os coldides sao
submetidos a técnica de espectrofotometria (FARADMY, 1857; PRASAD, P.Net al,
2004).

O comprimento de onda de absorcdo maxima corrglacge com o tamanho e a
forma da particula. Nanoparticulas de ouro de deédem menores absorvem em
comprimentos de onda menores, enquanto o invensoéta é verdadeiro. As nanoparticulas
na forma de bastonetes, em virtude de sua anisatralpsorvem em dois comprimentos de
onda, um por volta de 755 nm e outro, de menongitade, no entorno de 530 nanémetros.
Eles produzem dois modos de ressonancia, uma diggtiue outra transversal (MEHTALA,
J.,et al, 2014). Ha também as nanoparticulas no formatestielas, as quais absorvem toda
a extensdo da regido visivel do espectro eletroétmgne também no infravermelho proximo
%61 'Ha ainda outras, que ndo serdo citadas em vidagm®uca expressividade em relacdo ao
todo. Para cada estrutura de nanoparticula, uma esivatégia de sintese foi desenvolvida,
No entanto, a maioria delas consiste em apenasammento das estratégias classicas,por
intermédio da adicdo de agentes capeadores ssl€¢MEHTALA, J.,et al, 2014; NEHL, C.,
et al, 2006).

As razdes pelas quais novos formatos sdo deseduslvido se devem a estética ou a
inovacao pela inovacdo, como pode parecer ao poroéiar, haja vista tamanha diversidade
de formatos, mas sim, as funcionalidades imparpazea de solucionar dilemas atuais. A
absorcao na regido do infravermelho, por exemmonjte a aplicagdo das nanoparticulas de
ouro, em conchas e estrelas, na terapia fototérguiizala por imagem, a fim de promover a
destruicao térmica de células tumorais sem afetadds adjacentes e com a facilidade de o
procedimento ser guiado por imagem (CHIRICO,d&Bal, 2015). Por outro lado, a simples
mudanc¢a no comprimento de onda de absor¢cdo demtespkctro uv-visivel proporciona o
melhoramento de sensores cujas matrizes absorvemesmo comprimento de onda de
particulas usuais, fato este responsavel por amerfiegativamente na sensibilidade dos
sensores (LIN, H.Yet al, 2014).

Ademais, a possibilidade de somar seletividade ngilsiidade dos nanomateriais,

levou a conjugacéo das nanoparticulas com macremagebiologicas capazes de reconhecer
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antigenos de maneirauitc especifica na construcdo dos chamadianotiossensores, como
€ 0 caso dos anticorp@onjucados a nanoparticulas de ouro, canalito € denominado

antigeno.
2.2.5 Nanobiossensore

Um biossensor consiste em um dispositivo dotadoude elemento bioldgic,
normalmente anticorpos, aptameros e enzimas, scapaz de reconhecer e sensoriar
analito através da interacdo entre a porcao reavaua superficie a do analito. Tal
interacdo entre ambowesulta em um sinal mensuré, a partir do qui o dispositivo,
associado ao transdutagnverteesses eveaas em unidades qualitats ou quantitativas de
analito (Figura 2.5.1Apesar & o termo sensor referir-se ansoriamento e ndo a detecg
nao € rarcencontrar o vocabulo sensor referi-se a mecanismasge deteccao, diferenca
entre elexonsiste na reversibilidaqque os sensores apresentam apEalizacdo do ens..
Ja os transdutorepodem ser distribuidos ercategorias conforme a magnitudisica
reconhecida, tais comeletroquimica, piezoelétri, termométrica e optit (NARSAIAH, K.,
et al, 2012).

WETs] Marcado
Marcado

sinalizago

=—| elemento de

/ \ detecgdo

Antigena/
Analito

N7 N7

Captura
do sinal

Saida do Sinal

Figura 2.5.1.Representacdo esquematica de ensaios marcadosraréalo de biosensores
utilizando anticorposAdaptado de SIN, M.L.Yet al, 2014.
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Os biossensores oOpticos sdao amplamente empregamlosampo da seguranca
alimentar devido, principalmente, a capacidade wmigisar matrizes complexas exigindo
minimo tratamento prévio das amostras. Frequentemndmaseiam-se em mudancas nas
caracteristicas da superficie do sensor em respastaracao entre o agente reconhecedor e o
analito. Nesses casos, a selecdo correta da fenlezdé importante para evidenciar os
diferentes fendmenos explorados nos biossensoties®PANKER, J.Net al, NARSAIAH,

K., et al, 2012). Os nanobiossensores, por sua vez, caracitese pela presenca de um
transdutor em escala nanométrica, a partir do qualinal pode ser convertido e/ou
amplificado (SIN, M.L.Y et al 2014).

Os imunossensores baseados em interacdes antig@cwo especificas sdo técnicas
historicamente conhecidas, utilizadas e estuddelgaré 1). Os anticorpos séo proteinas de
elevado peso molecular responsaveis por identigcareutralizar uma parte Gnica de um
determinado alvo externo, chamado de antigenotdiisinco classes de imunoglobulinas
(anticorpos), as quais séo : IgG, IgA, IgM, IgDg&l As imunoglobulinas da classe IgG séo
as mais abundantes do soro sanguineo e as maiadég para técnicas de biofuncionalizacao
de nanoparticulas. A estrutura basica do IgG pedesisaulaizada na Figura 2.5.2., a qual
compreende duas cadeias leves indénticas e duamsgbsadas idénticas, as quais pesam
cerca de 150 kDa e apresentam um tamanho médié,58]5x4 nm. A cadeia leve contém
um dominio variavel (VL) e um dominio constante YGdnquanto a cadeia pesada apresenta
uma porcao variavel (VH) e trés porcdes constgiMes/H). As quatro cadeias de proteinas
estdo ligadas entre si formando uma uma estrutar&y& Os IgGs contém duas regides de
ligacdo ao antigeno localizadas na porcéo finalddas estruturas amino-terminais, as quais
sdo os “bracos” do “Y”, cujo nome é fragmento Fahtigen-binding Fragmentou seja,
Fragmento de Ligacdo ao Antigeno). A terceira astauapresenta uma porcdo carboxi-
terminal, denominada de fragmento Fc ou porcaaifstglizable Fragment, isto €, fragmento
cristalizavel), a qual é responsavel por gerarspasta imune apropriada (AMIT. A.; 1986;
MONTENEGRO, J.M.gt al, 2013).
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Figura 2.5.2.(a)Esquema de uma imunoglobulina, as duas cadeies é&m rosa e as duas
cadeias pesadas em vermelfim) Modelo tridimensional de um Anticorpo obtida atpate
cristalografia de raios - X. Adaptado de Montenedr.,et al, (2013).

Tais imunoglobulinas produzidas por células doesist imunolégico denominadas
linfécitos B. Os anticorpos produzidos podem div&k em monoclonais e policlonais, os
anticorpos monoclonais possuem especificidade mmaiinico epitopo enquanto os policlonais
sdo capazes de se ligarem a multiplos epitopos (W&Ql., 2004, TOKONAMI et al.,
2009). Os epitopos consistem na menor por¢cdo dantigeno com potencial de gerar uma
resposta imune, isto €, consiste na por¢cdo doemttigneste caso € o analito) que interage
com a porcéo especifica do anticorpo. Nos imundesisa interacao entre essas porgcoes é
altamente especifica para um alvo particular e restgdo imunoquimica pode ser convertida
em fenbmeno mensuravel pelo transdutor, como uai ptico ou eletrénico (TOKONAMI
et al., 2009, RONKAINENet al, 2010).

As Ressonancias de Plasmons de Superficie localizadduzem a uma absorcao
seletiva e estreita do espectro eletromagnéticouma intensificacdo do confinamento do
campo de luz na superficie e no entorno da paati€igses eventos sao facilmente detectados
pelas técnicas espectrofotométricas levando a uaradg aplicabilidade na detecgdo e no
sensoriamento (FREDERIX Et al, 2003).
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3 OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADAS

3.1. Objetivos Gerais

Determinar a potencialidade do uso de nanopars@éaouro coloidais na detec¢céo de
de Ocratxoina A utilizando o fenémeno de Ressowmamiasmons de Superficie
Localizada.

3.2. Objetivos especificos

- Sintetizar nanoparticulas de ouro monodispersesfégicas através da reducao com

citrato;
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- Caracterizar as nanoparticulas sintetizadas case bha microscopia eletrénica de
transmissdo, mobilidade eletroforética, espectoofetria no  uv-visivel,

espectrometria no infravermelho e espectroscopmaRa
- Adsorver os anticorpos Anti-Ocratoxina A deteramdo as melhores condicdes;
- Delinear e realizar os ensaios de detecc¢ao dat@ana A ;

- Determinar a potencialidade de deteccdo atraw@ssehsibilidade atingida e

determinar os pontos criticos e a vulnerabilidade.

4. METODOLOGIA
4.1. Sintese das Nanoparticulas de Ouro

Previamente a sintese das nanoparticulas de oumdR#), todas as vidrarias foram
lavadas com solugd@fua regia”, a qual consiste em uma mistura de acido nitriéciéo
cloridrico concentrados, na proporcao 1:3 (1HSECI). Em seguida, lavou-se
abundantemente com agua destilada, fez-se o ambiemt agua ultrapura, secando em
estufa a 60°C. Ap0ds, aproximadamente, 1 horarfgneeparadas duas soluc¢des estoque para
a sintese de AuNPs: uma solugdo aquosa de citetsddio tribasico (§HsNasO;), na

concentracéo de 1% (3,4:34), e uma solucdo aquosa de 4cido tetracloroatnitidratado
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(HAUCl43H,0) na concentracéo de 2,5\ de ouro (Au), utilizando &gua ultrapura como

solvente.

Para a reacao quimica de sintese das AuNPs, adlicgmnl mL da solucéo de citrato
em 15 mL de solucdo de acido tetracloroaurico, ndpézatura de 100°C. A mistura foi
submetida a agitacdo de 400 rpm durante 15 mintgogo no qual houve a estabilizacdo da
cor vermelha caracteristica do ouro coloidal. Goagloidal foi resfriado em banho de gelo,
acondicionado em frascos estéreis do thaicon” e armazenados em geladeira (2-8°C) para

uso posterior.

4.2. Caracterizagdo das Nanoparticulas de Ouro
4.2.1 Caracterizacao das AuNP utilizando a Espectrofotontga no Uv-Visivel

Para a caracterizacdo das AuNPs no Uv-Visivel fandihzadas cubetas de quartzo
previamente lavadas com detergente, agua e agtimdkesem seguida, foi feito o ambiente
com &gua ultrapura. Para a analise, utilizou-selanve de 2 mL de ouro coloidal resfriado,
recém-preparado, que foi acondicionado em uma aw®etjuartzo. Para o branco, utilizou-se
agua ultrapura. A cubeta com o coloide foi introdaz no porta-amostras do
espectrofotdmetro EvolutidM300, da Thermo. Entdo, realizou-se a leitura dardiscia no
intervalo de 400 a 800 nandmetros.

4.2.2 Caracterizacao das AuNP pela Microscopia Eletronicale Transmisséao.

As nanoparticulas foram examinadas em um microgceélgitronico de transmissao
(JEM-1400, JEOL, USA inc.), operando a 120 kV. @ede 10uL das amostras foram
gotejadas sobre grades de cobre de 400 mesh, donienfilme suporte de resina formvar e

secas a temperatura ambiente.

As imagens do Microscopio Eletrénico de Transmidediam obtidas em diferentes
aumentos (25 000X; 300 000X) visando obter infaydes gerais da amostra, e imagens mais

detalhadas das nanoparticulas quanto a forma eltema
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4.2.3 Caracterizagao das AuNP utilizando o PoteradiZeta

O equipamento utilizado para a analise das nariopkas e do potencial zeta é o
Analisador de tamanho de particulas da Microtradetw Zetatrac NPA152. Para o teste,
uma aliquota de 2 mL da disperséo colidal de natiopkas sdo adicionados em uma cubeta
de teflon contendo um par de eletrodos de paladdia p medida do potencial zeta, que é

determinado via mobilidade eletroforética das paléis a temperatura ambiente (25°C).

4.2.4 Caracterizagdo das AuNP utilizando a Espectrometriamo Infravermelho.

Para a caracterizacdo no 1V, 2 mililitros do caddidram acondicionados em um tubo
eppendorfde 2 mililitros, o tubo foi inserido em uma miceotrifuga, o qual foi centrifugado
na velocidade de 10.000 RPM. Apds 30 minutos, aes@alante foi coletado com uma
micropipeta automatica de 1000 pL e descartadojcemtiu-se, entdo, uma nova aliquota de 2
mL de AuNPs, que foi novamente centrifugada, regetio procedimento anterior. Apds a
ressuspensdo do coléide com a terceira aliquota dd. de ouro coloidal, o frasco foi
centrifugado a vacuo, utilizando o equipamento &pésc, da Labconco, para evaporacéo do

solvente. Em seguida, o tubo foi armazenado endgieta

ApoOs 24 horas, o sedimento foi submetido a analls@cional de espectrometria no
infravermelho com Transformada de Fourier FT-MIR/AT 2000, da Bomem. A
transmitancia/absorbancia foi mensurada nas freiggnibracionais entre 4.000 ¢ra 600

cm? (2,5 um a 16,6 um).
4.2.5 Caracterizacao das AuNPs utilizando a EspectroscagpiRaman.

Previamente a analise espectroscopica Raman, astramdoram processadas da
mesma maneira que a realizada para o infravermeklu®tuando-se a etapa de evaporacao
com centrifugacgdo a vacuo. Ou seja, 2 mililitroxcdide foram acondicionados em um tubo
eppendorfestéril de 2 mililitros e este foi centrifugadeelocidade de 10.000 RPM. Apéds 30
minutos, o sobrenadante foi coletado e descartatioionou-se, entdo, uma nova aliquota de
2 mL do ouro coloidal, a qual foi hovamente ceng#da, repetindo-se o procedimento
anterior. Apds a ressuspensédo do coléide com aiteraliquota de 2 mL de AuNPs, retirou-
se uma aliquota de 1 mL da suspensao e gotejobra sma lamina de vidro, previamente
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lavada comaqua regiae agua destilada e agua ultrapura. Em seguidanaa foi deixada
em estufa a 50°C até a completa secagem.

Para a analise Raman, posicionou-se a lamina de s@b a objetiva do Microscépio
Confocal ALPHA 300R, que esta acoplado a um espaetiro Raman com lasers de 532 nm
e 633 nm. A leitura do espalhamento Raman foi zadd com o laser de 532 nm e nas

freqliéncias vibracionais entre 500te4000crit.

O mesmo procedimento foi realizado para analisaespalhamento Raman das
nanoparticulas com anticorpos. Foram utilizadosL1@g anticorpos na concentracdo de

25pug.mL em 100uL de suspensao de nanoparticulasrde

4.3 Conjugacéo de Particulas de Ouro Coloidal comnticorpos
“Gold Number”

As nanoparticulas de ouro foram preparadas a mhrtsintese quimica previamente
descrita, na qual, adicionou-se 1 mL de citratcs@eio tribasico (1%) a 15 mL de acido
tetraclorodurico (2,5xItM), na temperatura de 100°C, agitacéo & 400 rpenmpo de 15
minutos. ApoOs a sintese, a disperséo de ouro @blmddividida em dois tubos, em cada tubo
foi feito o ajuste de pH, no primeiro ajustou-seapd e, no outro, para 9, utilizando uma
solucado de carbonato de sodio (0,2M). O pH do delfwi conferido utilizando papel de pH.

A formacédo de complexos anticorpo-ouro coloidagjexalém do pH de complexacéo,
uma concentracdo minima de anticorpos que seja apastabilizar as particulas de ouro.
Portanto, deve-se encontrar a concentracdo Otimamamoglobulina que devera ser
complexada. O método utilizado para obtencédo destaentracdo é conhecido p@old
Number”. O Gold Numbefé definido como o numero, em miligramas, da sulosdrotetora
que previne a mudanca de cor de 10 mL de uma sotlee@duro coloidal na presenca de 1 mL
de uma solucao de cloreto de sodio 10%. O testredtizado em duplicata para realizacao do
teste nos dois pHs ajustados. A determinacdo ddtads pode ser feita através de leitura
espectrofotométrica ou por método pratico, a olhoRara o estudo, escolheu-se o método

pratico em virtude do menor volume exigido para é&Stnica.
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Primeiramente, adicionou-se 10uL de 4gua ultrapord 0 pogos, comegando a partir
do segundo poco de uma fileira de 11 pocos, de mmeoplaca para ELISA (96 pocgos,
250uL). Depois, diluiu-se a proteina em agua ultraormando 40uL de solucdo estoque na
concentracdo de 250 pg.rfhLSequencialmente, retirou-se uma aliquota de 3usolucéo
estoque, transferindo-a para o primeiro poco da&wezja de 11 pocos. Uma segunda aliquota
de 10 pL de solugcéo estoque de anticorpo foi adicla ao segundo poco, preenchendo um
volume de 20 pL. Apés a homogeneizacdo com umaopifeta, empregando 20 succdes
para cada transferéncia, transferiu-se 10uL donslgpoco para o terceiro, do terceiro para
quarto e assim por diante, até o décimo poco. #nalaliquota foi descartada, deixando o
décimo primeiro po¢o apenas com 10uL de agua ulisapApos esta etapa, 100 puL de
dispersdo de nanoparticulas de ouro foram adicamadodos os pocos, agitando levemente
por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se uma al&gdet10uL de uma solucéo de cloreto de

sédio a 10%, agitando por 2 minutos.

O gradiente de cor, formado na sequéncia de pagpsada para ELISA, demonstrou
que foram necessarios 10pL da solucdo estoquetiderao (250 pg.mt) para estabilizar
100pL da dispersao de ouro coloidal salinizada 8gnifica dizer que a concentracéo
minima de anticorpo Anti-Ocratoxina A necessariaapa&stabilizar a dispersao de
nanoparticulas de our&0ld Numbey foi de 25 pg.mL.

4.4. Deteccéao de Ocratoxina A em Sistema Controlado

Previamente ao teste, preparou-se uma solucgdo lietarse Ocratoxina A na
concentracéo de 1 mg.mLutilizando 1mg de Ocratoxina A liofilizada (Sigrakdrich) em 1
mL de etanol anidro (Merck), a partir da qual, forgreparadas as demais solugbes
empregadas nos testes. A solucéo estoque foi aotélicionada em 10 microtubos com um
volume de 100pL de Ocratoxina A (1 mg.Hlem cada microtubo, que foram armazenados

congelados a -20°C, para uso posterior.

Durante os testes, foram avaliados os solventes (allyapura e diluente de anticorpo
da Spring Bioscience, lote 130403A, pH 7,4) e astrdmuicbes de cada componente do
sensor para o sinal obtido. Ou seja, foram realizas testes de deteccdo de OTA apenas na

presenca de nanoparticulas, apenas Ocratoxinagiséema completo.
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Avaliacao do Solvente

Para avaliar a agua ultrapura como solvente, fopaeparadas, anteriormente a
execucdo do teste, cinco solucdes de OcratoxinasAoncentracdes de 1,0440g.mL*; 1,0
.10%ug.mL1; 1,0 .1Cpug.mL1; 1,0 .10¢'pug.mL1 e 1,0 .18pg.mL™. As aliquotas adicionadas
consistiram em 1uL cada e continham concentracfescentes de Ocratoxina A. A cada
adicdo, conforme citado no paragrafo anterior,oagie a placa levemente por 2 minutos,
realizando, em seguida, a leitura espectrofoton@&tRara a concentracdo mais baixa de OTA
(1,0.10" pg.mL?Y), utilizou-se 1pL da solucdo mais diluida, prevéame preparada (1,0.20
ng.mLY), em 110pL de AuNPs estabilizadas por anticorBesjuencialmente, para atingir a
segunda concentracdo estipulada, 1,futomL?, adicionou-se 1pL da solucdo de
concentracdo 1,0 .Topg.mL* de OTA. As aliquotas continuaram sendo adicionadésa
maior concentracao testada, 2,0-1Gy.mL* , procedendo com a agitacéo e leitura entre cada
etapa, totalizando 25uL provenientes das seis &etupreviamente preparadas, solugéo

estoque e solucdes derivadas, adicionados a 11€gdlisplerséo.

Tendo em vista que o pH ideal para o reconhecimamigeno-anticorpo consiste em
valores préximos ao pH fisioldgico (pH7), o prineesolvente testado para o sistema foi o
diluente de anticorpo, composto por azida sodiampéio fosfato,e pH 7,4. Para tanto,
avaliou-se a dispersdo diluida a 50% e a 10% neemlié de anticorpo citadd-oram
adicionadas aliquotas de 1L e com concentracéssantes de ocratoxina A. A cada adicao,
agitou-se a placa levemente por 2 minutos, realizanem seguida, a leitura

espectrofotométrica no intervalo de 400 a 800nm.

O experimento procedeu da seguinte forma: primarae) foram adicionados 100l
de AuNPs, pH ajustado para 9, ao primeiro poco rda placa para ELISA de 96 pocos.
Realizou-se, entdo, a leitura espectrofotométritimee400 e 800nm. Em seguida, foram
adicionados 10pl| de anticorpo diluido em &gua pitra na concentracédo de 25ug:mia
mistura foi agitada levemente durante 2 minutost®duzida no leitor espectrofotométrico
para nova leitura. As concentracdes testadas pditaigiio a 10% variaram entre 10pg.mL
e 100pug.mL, sendo 10 aliquotas de 1uL da solucéo estoqudaditas, sequencialmente, a

110puL presentes no sistema, totalizando 120uL.
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Na diluicdo a 50% testou-se de 0,05ugna75,6pg.ml* de OTA, em 11 aliquotas
de 1pL cada, totalizando 11pL. Para isso, forappgmadas trés solucdes de OTA nas
concentracdes de 5pg.iL50pg.mL* e 500pg.mL. A primeira aliquota consistiu em 1pL
da solucdo mais diulida de OTA, 5ug.faladicionado a 110uL presentes no sistema,
sequencialmente, respeitando a agitacao, o tenagdesturas entre cada etapa, adicionou-se
uma segunda aliquota de 1puL da mesma solucgdo, idorassim, a segunda concentracdo
testada, O,lug.rrﬂ. A terceira e quarta concentracdes testadas,gﬁ)rm:iL e 5,6pg.mLl
foram formadas a partir da adicdo seqiencial de dad solucdes de 50ug.thle de
500ug.m'de OTA, respectivamente. A partir da quinta coregido avaliada, 15,6pg./L
utilizou-se 1uL da solucdo estoque de OTA até mtiagmaior concentracdo testada,
75,6pg.mLh

Avaliacdo da Saturacéo do Sistema

Para avaliar a influéncia de altas concentracée®datoxina A, utilizaram-se as
solucbes-estoque para adicionar concentracfeseatescde OTA em dois pocos de uma
placa de ELISA de 96 pocos, nos quais havia 11@uhahoparticulas com anticorpos em pH
9. Sequencialmente, procedeu-se com a leitura wesfigométrica em cada poco e as

concentracdes avaliadas foram entre 0,01 e 75(BLTg.

Avaliacao do Sistema na Auséncia de Anticorpos

Da mesma forma que o observado para o solvenigadidl, € possivel que cada
componente do sistema de deteccdo, quando emaaotato analito, seja capaz de exercer
influéncia sobre o sinal obtido, interferindo, assina interpretacdo dos resultados
encontrados. Por isso, € importante avaliar agiboigdes isoladas dos componentes sobre a
deteccdo de Ocratoxina A. Dessa forma, avaliaramsseomponentes AuNPs e analito,

separadamente, frente a adicdes consecutivasudgeale OTA.

Para isso, realizou-se o teste de deteccao ded@ura A na disperséo coloidal sem
a adicdo prévia dos anticorpos, cujo objetivo fovestigar alguma interacdo entre a
Ocratoxina A e as nanoparticulas de ouro estabbdzgor citrato. Primeiramente, foram

adicionados 10uL de agua ultrapura em 100ul de AulPprimeiro poco da terceira fileira
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da placa de ELISA de 96 pocos. A placa foi agitpda 2 minutos e levada para leitura
espectrofotométrica. A partir dai, foi realizadmesmo procedimento descrito para o sistema
diluido a 10% em diluente de anticorpo. Ou sejatippae de 0,1pg.nit, chegando a
155,6pg.mL*, através de adicdes consecutivas de aliquotagutepfiovenientes das trés
solugdes, previamente preparadas, que foram citemlesferido teste e partindo, também, da
solucdo estoque (1mg.m). Foram adicionadas 13 aliquotas, totalizando 1&gitionados a
110pL de disperséo coloidal. As leituras espectoofiétricas foram realizadas entre cada

adicao apos 2 minutos de agitacéo da placa pai®/AkIno intervalo de 400nm a 800nm

Avaliacdo do indice de Refracdo em pequenas doses Etanol e da Glicerina

Este testdoi realizado com o intuito de verificar se o ireiefracdo dessas duas
substancias em volumes crescentes seriam capamgsgrderir na intensidade da absorbéancia
coldide de AunP. Pois, dessa forma, poder-se-ifiromar ou descartar a formagdo de uma
segunda esfera de coordenacao entre as molécuxsa®exina A e as particulas na auséncia
de anticorpo. Foi feito um teste utilizando ali@sotrescentes de etanol e de glicerina no
espectro das nanoparticulas coloidais. Para issonfadicionadas aliquotas crescentes de
etanol, partindo de 100 pL e chegando a 170 pL lmin de dispersdo. A primeira aliquota
foi de 100 pL e as demais foram de 10 pL. Paracergia, utilizou-se aliquotas de 100 pL
em 2 mL de dispersao, o volume final de gliceridizgianado foi de 380 uL. A cada aliquota

foi medida a absorbancia no espectrofotometro Lsivéi.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aqui, estdo dispostos os dados de todos os teswdados. A discussdo dos
resultados acompanha um conjunto de dados compliarasrentre si. Ao final, sédo
citados alguns trabalhos relevantes que tenhamits@nga com o principio explorado no

presente estudo.

5.1 Caracterizacao das Nanoparticulas Sintetizadas.
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A caracterizacdo do col6ide foi realizada com iotaie: i) confirmar a formacéo das
nanoparticulas, utilizando para isso, a leituraatlgorbancia no espectro uv-visivel; ii)
determinar o diametro e a forma, através do calmdbzado a partir das absorbéancias e por
meio da microscopia eletrénica de transmissaoniiérir a estabilidade da disperséo coloidal
com base em sua carga eletrocinética; iv) determisagrupos funcionais do meio e
comparar suas alteracdes apos a reacado de siniedej realizada através da espectrometria
no infravermelho; v) determinar quais grupos faneis interagem com as nanoparticulas,
através da espectroscopia Raman e apropriando-sefeito de Espalhamento Raman

Intensificado por meio de Superficie (SERS).

Para cada técnica utilizada descrita neste itemtraloalho, faremos uma breve
descricdo dos principios explorados pelas mesmies ale analisarmos e discutirmos os

resultados econtrados..

5.1.1. Espectrofotometria no Uv-Visivel

A absorcédo € o fenbmeno, no qual, uma radiacddenteé sobre uma particula tem
uma fracdo de sua energia eletromagnética tranattarem energia interna da particula, a
qual, dependendo da estrutura eletronica e ddhdigifio dos niveis quanticos da particula,
podera ou nado ser irradiada novamente. Ja o espatiha da radiacdo consiste em um
fendbmeno fisico, no qual, uma onda eletromagnéicancidir sobre uma particula, tem parte
de sua energia absorvida e reirradiada na formandas eletromagnéticas em todas as
direcbes. A intensidade relativa com que a radigcégpalhada esta relacionada a razéo entre
o tamanho da particula e o comprimento de ondaad&gdo incidente. Uma equacédo
conhecido pelo nome de Paradmetro de Tamanho deldmenstra a relacao existente entre o
tamanho de uma particula e o comprimento de ondenderadiacéo incidente para o caso de
particulas maiores que o comprimento de onda dag&al incidente. Para particulas menores,
aplica-se a chamada Teoria do Espalhamento Rayleigh espalhamento é semelhante ao
produzido pelas moléculas. No entanto, a teoriadpsereve o espalhamento produzido por
particulas, cujas dimensdes sdo da mesma ordenratelega da onda eletromagnética
incidente € a Teoria de Mie. Essa teoria permite gespectro de absorcdo de dispersdes
coloidais formadas por particulas esféricas possaaculado a partir da relacdo existente
entre o comprimento de onda e constantes O6pticas paaticulas relativas ao meio
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circundante, tais como o indice de refragdo (n) permissividade relativa da frequéncia
Optica €) (ECHER, E.gt al, 2001;YOUNG, H.,D., et al, 2003.

Dessa forma, quando uma nanoparticula metaliceaggecom um feixe de luz, uma
parte dos fotons incidentes é absorvida e uma pagtpalhada. Nesse caso, tanto a absorcao
quanto o espalhamento s&o exponencialmente intaws em virtude da excitacdo da
ressonancia dos plasmons da superficie da parti@slaltando em uma intensa extincdo da
luz. As dispersdes coloidais metalicas apresentandds de absorcdo no intervalo
ultravioleta - visivel do espectro eletromagnéticse deve tanto a excitacdo dos plasmons
quanto as transi¢cdes de bandas, que constituendasnarincipais caracteristicas da natureza
metalica das particulas (CREIGHTON, J. ét.al.1991)

O comportamento Optico da dispersao coloidal foniteoado através do espectro de
absorcéo utilizando um espectrofotometro no interde 400 a 800 nm , que confirmou a
formacdo das AuNPs devido a intensa banda de @wsegyificada no entorno de 520 nm
(Figura 5.1.1), comumente observada na literatEtdSTIS, Set al. 2006) A suspensao
mostrou intensa extingdo da luz no comprimento mdaccaracteristico da ressonancia de
plasmons de superficie localizada para nanopaatcesfericas de ouro. O perfil estreito da
banda demonstra boa homogeneidade de tamanhomasfer auséncia de agregacao, uma
vez que as bandas que se extendem para a diditanmndiametros maiores e 0 aumento na
intensidade de absorcdo nas regides acima de 60@dicariam agregacao das NPAus. A
extingdo da luz observada proximo a regido dowtiteta, 400 nm, deve-se ao espalhamento
provocado pelas nanoparticulas, que ao seremadaslipor essa onda eletromagnética de alta
energia, espalham fortemente a radiagéo incidssa. $e deve ao fato de que a intensidade da
dispersdo da luz varia com a quarta poténcia dquémcia, dessa forma, um menor
comprimento de onda provoca uma dispersdo mais f@tluz. Aléem disso, o diametro das

particulas influencia positivamente na intensiddalespalhamento nessa regiao.
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Figura 5.1.1.1 Espectro de absor¢do das nanoparticulas de owtetizadas utilizando o
acido tetracloroaurico trihidratado e o citratosdeio tribasico.

Através do espectro no uv-visivel foi possivel datear o tamanho majoritario e a
concentracdo das nanoparticulas de ouro sintefizadavirtude da interdependéncia entre as
propriedades Opticas dos espectros, o tamanho alttisutas e o comprimento de onda da
coléide. Com o intuito de facilitar o célculo dasmplexas equagfes envolvidas no método,
Wolfgang, H.(2007) desenvolveu uma forma simplegstenar o tamanho e a concentracao
de nanoparticulas de ouro sintetizadas com o @iwsitizando apenas trés parametros, a
absorbancia do coléide no comprimento de onda @ené® (A,s,), a absorbéncia maxima
(Aspr) € o coeficiente de extingdo molar em 450 figg), tabulado para diferentes diametros
de nanoparticulas e validado experimentalmenterifigira etapa envolve a razdo entre a
absorbancia maxima e a 450 nm para determinar antamndas nanoparticulas de ouro.
Sequencialmente, verifica-se em uma tabela comfeada a partir de dados experimentais e
equacoes tedricas, o coeficiente de extingdo déomokar correspondente aquele tamanho de
nanoparticula encontrado, para, em seguida, calawdancentracao de particulas em mol por

litro através da raz&o entre a absorbancia maximeoeficiente de extingdo molar.
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Dessa forma, o diametro médi@d) (das particulas na disperséo sintetizada pode ser

calculado, e para isso, utilizou-se a razéo:
d = Aspr + Ayso equacao (2)

Na qual, a partir do espectro uv-visivé&l, € igual a 0,920121 &,, corresponde a
0,559292, resultando em 1,65, o qual corresponda diametro de 16 nm, obtido a partir da
conferéncia dos dados tabulares. A concentragada(nanoparticula, por sua vez, pode ser

calculada a partir da razao:

= Auso + Eus0 equagap

O coeficiente de extingdo decimal molaf,s;) consiste em uma propriedade
caracteristica das substancias e depende da fi@guknluz utilizada na irradiagédo. Ele pode
ser definido como a capacidade da matéria em extiagluz em um comprimento de onda
especifico. Por tanto, € uma propriedade intrinsdeamodo que, se em um solvente se
encontrarem dissolvidas varias substancias emedties concentracdes, o coeficiente de
extingdo decimal molar da mistura € o somatorio gosdutos entre os coeficientes
individuais e a concentracdo molar de cada subatfWEDLER, G.,et al, 2001). Aqui, 0
valor de &,5, foi obtido por meio de uma tabela, na qual, &s, foram previamente
estabelecidos e tabulados para diferentes raa@ggA,s,de nanoparticulas de ouro, e
corresponde a 2,67.4(para a razdo encontrada entre as absorbanciasnihetéas no
espectro uv-visivel. Logo, seguindo a Equacao &raentracdo em mols de particula por
litro pode ser determinada e equivale a 2,092.10ma vez que um mol de particulas é
definido por 6,022. 18 particulas, 2,094.10mol equivale a 1,261.10particulas por litro
de disperséo, sendo esta a concentracao do csiaigézado. A concentracao de particulas €
importante para comparar os rendimentos das sgneesgustar os parametros, tais como,
temperatura, tempo e concentracdo de precursodwgore Além disso, pode auxiliar na
investigacdo de resultados experimentais ou detarma concentragcdo necessaria de um

determinado ligante, tal como um anticorpo.

5.1.2. Microscopia Eletronica de Transmisséo
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As microscopias eletrobnicas sdo as principais ¢ésnipara caracterizacdo da
morfologia das nanoparticulas. A magnificacdo maxioonvencional dos microscopios
opticos € cerca de 1000x e para atingir uma redolugelhor, o comprimento de onda da
radiacdo sobre a imagem necessita ser diminuidanisilpscopia eletrénica o elétrons séo
acelerados a altas energias, entre 2 e 1000 ke¥ejay comprimentos de onda de 0.027 a
0.0009 nm (VERNON-PARRY, 2000). A imagem consistemapeamento de intensidade
originado pela interacéo do feixe de elétrons tratdos e espalhados através e pela amostra.
Ao interagir com a camada fina da amostra, o fdxelétrons sofre alteracbes que permitem
identificar diferentes contrastes na imagem, coountece, por exemplo, com a massa dos

atomos pelos quais o material € composto (REIMER)13).

O Microscopio Eletrénico de Transmissao € constitlbasicamente por um sistema
de emissao de elétrons, uma coluna na qual se temapisistema de lentes, um sistema de
aquisicdo de informagdo e um porta amostras. Asesode emissdo de elétrons mais
utilizadas séo as de emisséao termionica, as queipreendem os filamentos de tungsténio e
de LaB6, e a de emissao de campo (Field Emission-GREG). Os canhdes de emissao de
campo, devido as suas caracteristicas de altml@iltoperéncia, sdo necessarios para imagens

de ultra-alta resolucdo ou microscopia analitidalffER, L. 2013).

Através do MET realizou-se a imagem das nanop#atiae ouro sintetizadas com o
citrato de sodio. As imagens obtidas revelam namigpéas monodispersas e esféricas. Ao
aumentar a imagem, é possivel visualizar algumdipkas, as quais apresentam-se menores
do que a barra de medicdo de 50 nm. Conforme @ddpil., o calculo realizado para
determinacdo do tamanho revelou que a maior pagepdrticulas encontram-se proximas a
16 nm. Dessa forma, é possivel perceber que oladca imagem estdo proximos de um

mesmo resultado (Figuras 5.1.2.1 e 5.1.2.2)
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Figura 5.1.2.11magem de microscopia eletrénica de transmissaoadeparticulas de ouro

sintetizadas com citrato de sodio
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Figura 5.1.2.2.Imagem de microscopia eletronica de transmissasadeparticulas de ouro

sintetizadas com citrato de soédio
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5.1.3. Determinag&o do Potencial Zeta

O Potencial Zetag() expressa o potencial de superficie das particolagdais, o qual
abrange os ions adsorvidos e atraidos eletrostedita até uma interface. Também chamado
de carga eletrocinética, o potencial zeta € calouka partir da mensuracdo da mobilidade
eletroforética ) das particulas. A formula de mobilidade de Smaludki consiste em uma
forma muito difundida para o célculo do potencetiaza partir da mobilidade eletroforética e
depende da permissividade do meio e do vacuosdasidade e da mobilidade eletroforética,
conforme mostrado abaixo:

_ &r&0§

U= " equacdo (4)

E possivel apreender quais parametros se corretanialiretamente com a carga
eletrocinética da particula. A mobilidade eletréfara, por sua vez, correlaciona-se,
principalmente, com o tamanho da particula, conresgmca e tipos de ligantes e com a
concentracdo de eletrolitos (AGNIHOTRI, 8t,al, 2009, TENNYSON, L.Det al, 2012).
Entretanto, outras formas de calcular podem levarcensideracdo outros fatores, além
daqueles previstos pela equagao mais simples citdgual a equacéo de Henry, que utiliza

a funcéo de Hener(KR)), na quak é a espessura da camada difusa e R € o raiotttaufzar

e€f(kR)
M =

157 equacéo (5)

As duas equagOes tornam-se a mesma devido ao dag®mwluchowski atribuir a
funcdo de Henry um valor constante de 1,5. O pa@krreta € uma consequéncia dos
principios eletrocinéticos que regem os sistemdaidans. Sabe-se que as cargas opostas
contidas em sdélidos e liquidos sao responsaveiss dfehémenos eletrocinéticos que eles
apresentam. Tais cargas originam-se de trés mewasidistintos: ionizacéo, dissolucéo de
ions e adsorcéo de ions. A ionizagcdo consisterarmeacanismo de geracao de ions a partir
de moléculas e é dependente do pH do meio (TURKBYIL, et al, 1951), como ocorre,
por exemplo, com proteinas e anticorpos, 0s quadem adquirir cargas positivas ou

negativas, dependendo do valor de pH ao qual déioetidos. Por isso, a interagdo entre as
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nanoparticulas de ouro e os anticorpos fora retdizab a influéncia de dois pHs distintos, 7
e 9.

A geracdo de ions por dissolucdo, por sua vez,eséd representada no sistema
proposto pela sintese com o citrato, uma vez queeetefere as substancias cujos ions que as
constituem solubilizam-se diferentemente no sok/eatilminando na apropriagédo, pelo ion
insolavel, da carga superficial do ion solUvelaads de forcas originadas pela polaridade.
Com isso, os ions soluveis sao adsorvidos a pangétivel conferindo-lha carga de mesmo
sinal (TURKEVICH, J..et al, 1951). Ja o mecanismo de adsorcéo de ions cgbelguer
ion, tal qual um atomo que perdeu um elétron,ddrpor uma superficie em virtude de forgas
eletrostaticas, que resulta na interagdo com oac®ala referida superficie (AGNIHOTRI,
S., et al, 2009). Nesse caso, 0 mecanismo é adequado psgeedE o comportamento do
sistema coloidal de nanoparticulas de ouro ao der@imos 0os mecanismos da cinética de

crescimento das particulas discutidos no tépicoessimtese de nanoparticulas metalicas.

Os ions podem ser divididos em contra-ions, ioncatga oposta as particulas
dispersas, e co-ions, ions de carga semelhantatésufas. Evidentemente, os contra-ions sédo
atraidos pela superficie da particula enquantmaerts séo repelidos pela referida superficie.
Tal organizacdo, regida por atracdo e repulsdorigdm a uma dupla camada elétrica, ainda
que em condicdes de agitacdo térmica, responsérvebpfigurar o sistema em dois meios: o
meio polar e o meio disperso. A carga elétrica wlemta as particulas em tais sistemas
coloidais, mensurada na eletroforese, é devidasééexia dessa dupla camada de ions em sua
superficie. Por conseguinte, a interacdo repuksiiee as camadas de cargas iguais ira reger a
presenca ou a auséncia de estabilidade dos cqolé@esial a distancia entre as particulas e as
forcas de van der Walls apresentam forte influéngma vez que podem ou nédo induzir
choque entre as particulas dispersas podendo cauagregacdo. Outro fator importante
consiste na afinidade particula-ligante, a quahouh no aumento da estabilidade do sistema,
muitos polimeros sintéticos e algumas proteinas feggiientemente utilizados a fim de
conferir estabilidade aos sistemas (RANGEL,R.NO&O

O valor encontrado para o potencial zeta das péaticintetizadas foi de24,18 mV,
o qual é indicativo de um grau de estabilidade mamttepara o coloide uma vez que valores
abaixo det 10 mV representam neutralidade e valores acim#& @@ ml/ sédo indicativos de
cargas bastante catiénicas ou anidnicas, cujas@&pudromove estabilidade. Lembrando que

apos sua sintese, o colbéide de nanoparticulasrdeaptesenta pH levemente acido, em torno
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de 5,5. Os potenciais zeta foram mensurados amdaH 7 e 9, ajustados com a adi¢cédo de
carbonato de sddio. As analises demostraram vatlisesepantes, a um pH de 7, o coldide
produziu um potencial zeta de 105,7 mV, enquantopeh®, o valor foi igual a 0,75 mV
(Tabela 5.1.3.1).

Potencial Zeta pH 6 pH 7 pH 9
Mobilidade (u/S/V/cm): -1,89 -8,26 0,060
Potencial Zeta (mv): -24,18 105,71 0,750
Carga (fC): -2311,00 13,00 10,00
Condutividade (uS/cm): 871 838 1

Tabela 5.1.3.1Potencial Zeta do coloide de nanoparticulas de wos pHs 6, 7 e 9.

Essas trés medi¢cdes em funcdo do pH ndo demonsimaraomportamento tipico
previsto pelo comportamento geral crescente ouedeente do potencial zeta frente as
mudancas de pH (Figura 5.1.3.1) (LUO, éfl.al, 2012; MYHRA, S.et al, 2012) E
importante saber que o ponto isoelétrico € o pantqual o potencial zeta tem valor igual a
Zero, por isso, ele corresponde ao pH de maiaabiigtade do coléide. Uma possibilidade é a
de que tais valores de pH estejam em um dos dat®pextremos possiveis, ou seja, hesses
valores de pH o comportamento poderia estar fonandeomportamento linear, por isso, um
estudo mais detalhado desse comportamento da edegacinética das nanoparticulas
sintetizadas seria interessante para elucidarata] tontudo, ndo consistiria no foco deste

trabalho e sim da continuidade dos estudos previEioa as nanoparticulas de ouro de nosso

grupo.
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Figura 5.1.3.1.Grafico tipico de potencial zeta em fé@o do pH. Nesse exemplo, o0 po
isoelétrico (pl)do coldide era de 5,5 (extraie adaptadde MYHRA(2012),p.151).

5.1.4.Espectrometria no Infravermelhc

A radiacao infravermelha (IR) abrange a parte ¢g@eso localizada entre 0 espec
visivel e as micr@ndas, entretanto, no que tange compostos organicos, o intervalo
maior utilidade situae entre 4.000 c* e 400 cni. Nesta faixa, a radiacdo infravermelhe
ser absorvida por uma molécula orgéanica con-se em energia de vibracdo moleculs
cada alteracdo de nivel de energieracional € acompanhada de uma série de alteragt
nivel de energia rotacional. Sendo assim, o conjdas bandas produzidas no IR a parti
compostos organicos e a uma determinada faixa peces (10.000 ¢ a 100 crif) é
formado por alteracfes mipolo de ligacd. Essas bandas de absorcao terdo suas frequ
e comprimentos de ondas correspondentes dependiastesassas relativas dos atomos,
constantes de forca das ligagfes e também da gemuohes dtomos. A posicdo de uma ba
de absorgo no espectro IR é apresentada em numero de angasjnidade, o centimet
inverso (cm'), é proporcional & energia de vibracéo e a intlealsi da banda é expressa t:
por transmitancia (T), que é a razao entre a emdrgnsmitida pela amostra eenergia
incidente, quanto por absorbancia (A), determinpela logaritmo decimal do inverso
transmitancia%ILVERSTEIN, F., et al, 2007).

Para analise preliminar de um espectro infravermplioduzido por uma substan

priorizamse as areas de 400 1300 cni e de 900 a 650 ch sendo que a regido de me
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frequéncia indica a presenca de grupos funciongi®itantes, tais como OH, NH e C=0. A
auséncia de grupos funcionais entre 1850 e 1540inglia presenca de carbonilas e a
presenca de bandas fortes na regido entre 16000echBacterizam a presenca de compostos
aromaticos ou heteoaromaticos (SILVERSTEIN,eRal, 2007).

Dessa forma, ao analisar os espectros de infralleonproduzidos pelo citrato de
sbdio e pelas nanoparticulas de ouro é evidentesemca dos grupos funcionais OH e C=0
em ambos. No entanto, apés o processo de sintemac@es significativas nessas bandas
também sdo percebidas. Tal resultado € esperadoyemqgue na sintese de nanoparticulas,
as moléculas de citrato sdo convertidas em molgcldalicarboxicetano, formam complexos
com o0s ions metalicos reduzindo-os e, consequentemexidando-se. Assim, espera-se
encontrar alteragcbes no numero de onda de carboeilde hidroxilas. Uma vez que a
temperatura de decomposicéo do citrato de sodiz@stco € igual a 150°C, ndo é esperado
que o efeito da temperatura de sintese possdfltg&rinia sobre a variacao entre os espectros,
haja vista a temperatura de 100°C empregada nagiaeda sintese. .

Na identificacdo molecular estrutural sdo analisagmincipalmente, as vibracdes
acopladas axiais e angulares, as quais apresemadomo ou ligacdo compartilhada por um
ou mais grupos quimicos de frequéncias de absgogdximas, capazes, por tanto, de
influenciar na posicado da respectiva banda no &gpdaessa forma, tem-se, por exemplo,
uma significativa diferenca entre bandas de abeage&adas por carbonilas quando estas sao
provenientes do diéxido de carbono e as produzpdasetonas alifaticas. Observa-se que no
diéxido de carbono, devido ao forte acoplamentsterie entre as vibracdes das carbonilas, a
absor¢cdo produzida ocorre em comprimentos de onelaomas e, portanto, frequéncias
maiores que as percebidas para cetonas alifaisaguais aparecem na mesma posi¢cao das
carbonilas convencionais, aquelas separadas pasuwmais carbonos. Isso também ocorre
com ligagcbes C-H entre compostos aromaticos etiabBy(BERTOLI, A., et al, 2015;
SILVERSTEIN, R. et al, 2007).

A vista disso, a identificacdo da conversdo doaittrem dicarboxicetona torna-se
dificil, haja vista a proximidade das vibracdes vpadas pelas duas carbonilas, a
coexisténcia dos dois grupos no material e a proede das diferentes carbonilas na
molécula, levando, por tanto, a evidente sobrefiosile bandas no entorno de 1600'cm
(Figuras 5.1.4.1 e 5.1.4.2). Contudo, ainda querelis, o deslocamento da banda C=0 para

nameros de onda pouco menores pode ser um indiciauchento da razdo carbonilas
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cetdnicas/carbonilas de carboxilas. O aparecimdatbandas no entorno de 1900 cro
espectro de nanoparticulas é indicativo de cari®ibnstituintes de anidridos formados pela
desidratacdo de acidos. A banda referente as W®ibsacde hidroxilas aumentou
significativamente no espectro pds-sintese e uregawel sobreposicdo foi observada, tal
alargamento relaciona-se com extensas ligagcoegldzgnio acopladas ou com a formacéao
de complexos metalicos (~3300 ®nUma banda caracteristica do espectro que envolve
formacdo de complexos metéalicos a partir de acwhoboxilicos provem da deformacéo
angular do grupo O-H em ligacdo de hidrogénio. tiflea-se, por fim, que as alteragdes,
tanto através de deslocamentos de bandas quantoner de intensidades relativas,
apresentaram-se quase exclusivamente na regidigagses C=0 e O-H, inferindo, mais do
que uma conversao de citrato em dicarboxicetong, tarabém, a possivel interacdo desses
grupos com a superficie metalica (BALACHANDRAN, &t.al, 2014; BERTOLI, A.Cet ab
2015; SILVERSTEIN, R.M.et al 2007).

O infravermelho consiste em uma radicdo de menargem e sua principal
aplicabilidade é verificar as caracteristicas detyranentos e das deformacdes provocadas
pela radiacdo em uma determinada substancia quiRocasso, ainda que tenha sido possivel
observar caracteristicas de formacao de complexaéliocos com ligagbes C=0 de &cidos
carboxilicos ou de cetonas, estes apresentaraaragearisticas de todo o ambiente no qual as
nanoparticulas estavam inseridas. Portanto, acaalcteristica de coordenacdo quimica
sobre as nanoparticulas ndo pode ser desvendadasapelo infravermelho, fato este que

motivou a utilizacdo da espectroscopia Raman.
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Figura 5.1.4.2Espectro infravermelho (FT-IR) de nanoparticulasodeo sintetizadas com
citrato de sodio.

5.1.5. Caracterizagédo das AuNPs pela Espectroscoftaman

O efeito Raman, descoberto em 1928 pelo fisicoamaliChandrasekhara Venkata
Raman, consiste em um efeito observado quando umendnocromatica € incidida sobre
atomos e moléculas e, ao ser espalhada, apresenéapenas com a mesma freqiiéncia da
luz incidente, mas também em frequéncias distinkes.abordagem quantomecanica, o
choque entre um quantun de luz e uma moléculanarigilém de uma dispersdo elastica
(Rayleigh), na qual o féton conserva a sua energia, tambmendisperséo inelastica, na qual
h& permuta de energia. Nela, o foton cede eneggama molécula (Stokes) ou recebe energia
da molécula (anti-Stokes). As diferencas de enesg§@ medidas em numero de onda e
correspondem as energias de vibracdo (apenas peoklesotacdo (Stokes e anti-Stokes) das
moléculas dispersantes. Dessa forma, as diferelegcagmero de onda sdo caracteristicas das
moléculas irradiadas e sdo utilizadas para extriirmacdes quimicas e estruturais de uma
substancia (WEDLER, G., 2001).

A Espectroscopia Raman original ndo € uma técntaitwa sensivel quando
comparada com outras espectroscopias como as dednau absorcao. Isso se deve ao fato
de que a eficiéncia com que as moléculas espalhdimcéo, ou a probabilidade de elas
espalharem radiacdo, em cada comprimento de osugmiéicativamente menor do que a de
emitir ou absorver o féton incidenteASERNA, J. J.et al. 1993) Contudo, o potencial da
espectroscopia Raman como ferramenta analitica gerdmtensificado. Essa forma consiste
em usar o laser para excitar moléculas adsorvidhee sum substrato metalico ou muito
proximas a uma superficie metalica, em virtude ai@immento de um efeito denominado
Intensificacdo de Espalhamento Raman por meio ger8cie, muito referenciado no idioma
inglés pelo nome deSurface-Enhanced Raman Scatteringlt SERS. Existe mais de uma
teoria para justificar esse efeito, entretanto, aismaceita consiste, basicamente, na
intensificacdo do campo elétrico da radiacdo emipidlo metal quando este é irradiado por
uma onda eletromagnética. Isso se deve aos eléttensonducdo do metal, que ao
interagirem com a radiacdo incidente, produzem w@mpo elétrico correspondente ao
produto entre o campo elétrico da superficie neetai o campo elétrico do laser incidido. A
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radiacdo emitida, por sua vez, excita as molécatservidas ou proximas ao metal, como
resultado, o espalhamento Raman produzido pelacoal& fortemente intensificado ao ser
detectado por um espectrometo Raman (MOSKOVITS, éfal, 2005). Com isso, a
eficiéncia de espalhamento da luz é aumentada éem®rde magnitude acima de’.1Bsse
fendbmeno foi descoberto pelo quimico tcheco Médtegischmann, na universidade britanica
de Southampton, a partir de um estudo eletroquidacpiridina adsorvida em um eletrodo de
prata realizado no ano de 19 EISCHMANN, M., 1973.

Neste trabalho, o espectro Raman produzido pelmdsodemonstrou intensos modos
de estiramento com nimeros de onda proximos a @382 1605 crit, que correspondem
aos estiramentos dos carboxilatos provenientes gdagos carboxilicos do citrato e da
dicarboxicetona. (Figura 5.1.5). Sabe-se que phrteitrato € convertido em dicarboxicetona
formando complexos com as nanoparticulas de oummrderindo-lhas estabilidade. O
espalhamento préximo a 1350 ¢ré indicativo de estiramentos simétricos do cafbtx;
enquanto o modo em 1605 ¢mé representativo de estiramentos assimétricos nde u
carboxilato, também observados por MUNBKL (1995). Outra informacao pode ser obtida
a partir da distancia entre os modos de estiraraesitoétricos e assimétricos, a qual foi de,
aproximadamente, 250 ¢mEssa distancia indica que os carboxilatos engtos/iformam
complexos monodentados com o metal. Uma banda targbém pode ser observada nos
nimeros de onda préximos a 30007srtal evento é caracteristico da energia fototémic
convertida pelas particulas irradiadas, isto éA@SPs ao absorverem a luz incidente, re-
emitem a energia na forma de calor através da gperffcie e da conexdo com outras
particulas MUNRO, C. H.et al, 1995.

O espectro Raman obtido apresentou alta intensigade as moléculas irradiadas,
uma vez que as moléculas do complexo estabilizeBaam excitadas pelo campo elétrico
intensificado da radiacdo emitida pela superficetafica, dessa forma, € possivel conferir
quais as estruturas estdo diretamente conectagastirsilas, confirmando a estabilizacao por
grupos carboxilicos. Diferentemente do espectmawaimelho, o espectro Raman, refor¢cado
pelo efeito SERS proporcionado pelas nanoparticd&asouro, pode identificar o grupo

quimico estabilizador sem captar os demais grupEseptes no meio.

A se saber, o efeito SERS pode apresentar efiai@ictda maior qguando combinado
com um efeito de ressonancia Optica das moléc@as.seja, um segundo efeito pode

observado quando o comprimento de onda de excitacéssonante com a frequéncia
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vibracional molecular. Neste caso, h4 reforco adai do sinal SERS, produzindo um
fendmeno conhecido pelo nome de Espalhamento R&®eassonante Intensificado por meio
de Superficie (SERRS) (MCNAY, Get al,2011). Entretanto, o0 SERRS néo se aplica ao

sistema proposto.
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Figura 5.1.5. Espectro Raman (SERS) de nanoparticulas de onietizadas com citrato de

sodio.
5.2. Interacdo das Nanoparticulas com Anticorpos

A interacao entre os anticorpos Anti-Ocratoxina &senanoparticulas de ouro baseou-
se na estratégia de adsorgéo fisica, a qual padbaseada em interacdes hidrofébicas,
eletrostéticas, forcas de van der Walls ou ligagiiekidrogénio (MONTENEGRO, J.Met
al., 2013) .Aqui, priorizou-se a interacdo eletrostatima vez que o fator introduzido para
avaliar a eficiéncia da interagdo AuNP-Anticorptis o valor de pH. Para isso, realizou-se
um teste cujo principio consiste na capacidaddgémte em inibir a agregacdo das AuNPs
quando estas sdo submetidas a uma concentracdca@ke dd 1,55M, responsavel por

desestabilizar o coléide e provocar agregacao mteediComo o valor de pH do ponto
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isoelétrico (pl) tipico de anticorpos do tipo Ig@ua-se em torno de 8,7, utilizou-se um
coldide em pH 7 e outro em pH 9 para que se pudasdiar a carga do anticorpo de melhor
interacdo com a carga da particula, isto é, a chgaravel para a adsorcdo ibnica. Os
anticorpos submetidos a valores de pH acima d@ngisantam-se negativamente carregados,
enquanto os anticorpos abaixo, apresentam-sevassénte carregados (KHAWLI, L. Aet

al. 2010; MONTENEGRO, J.Mgt al, 2013).

7

Uma vez que a atracdo eletrostatica € governada iptdracdo entre as cargas
superficiais das nanoparticulas e dos anticorp@s$] da solucéo ira governar a atracao ou a
repulsédo entre eles. O ponto isoelétrico de umeeima é o pH no qual a carga liquida da
referida proteina é igual a zero e, numericamenfd, corresponde a média entre os valores
de pH nos quais os grupos ionizaveis da proteiresaptam-se 50% ionizados (pK1 e pK2).
Os valores de pH abaixo do ponto isoelétrico aptase anticorpos positivamente carregados
e os valores de pH acima do pl., negativamentegados (MONTENEGRO, J.Met al,
2013). Sabe-se que o potencial isoelétrico tipieauticorpos IgG situa-se entre 8,7 e 8,9
(KHAWLI, L.A., 2010) determinou-se a utilizacao deslores de pH 7 e 9 para avaliacdo da
eficiéncia de estabilizacdo. O pH responsavel peler eficiéncia de estabilizacéo foi o pH
9, o qual inibiu a agregacdo com uma concentragdanticorpos inferior & necesséria para
estabilizacdo em pH 7 (Figura 5.2.1). Lembrands, gesse pH os anticorpos apresentavam-
se com carga liquida negativa maior enquanto cgagyaletrocinética da particula (potencial
Zeta) apresentava-se com um valor positivo proxaneero, 0,75mV. O pH 7, por usa vez,
deve apresentar os anticorpos com carga liquiddiyagshaja vista o pl teorico ser 8,7,

enquanto o potencial zeta apresentou-se subdtarai@ positivo, 105,7 mV.

Com isso, em termos de atragao eletrostatica elstegio idnica, os valores encontrados em
pH 9 propiciaram que este fosse o pH no qual oid®léstabilizou-se mais eficientemente

apos a adicdo dos anticorpos, sendo, por tantopativel com o resultado da figura 5.6.

Nela, € possivel perceber que em pH 7 apenas ar rnoaitcentragcdo de anticorpo,

representada pela cor preservada no primeiro pa¢ibeda, foi capaz de proteger a dispersao
da desestabilizac&do por adigdo de eletrélitos.dsipel inferir que a carga positiva da camada
superficial de ions da particula ndo possibilitcadaorcao i6nica do anticorpo na superficie.
Em contrapartida, o pH 9 demonstrou trés pocos adl@racao caracteristica do coléide em
condicdes estaveis foi preservada. Ou seja, aeotmacdo de anticorpo diluida em até 1:4
conseguiu inibir a agregacao generalizada das aatoydas. Infere-se por tanto, que a carga
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eletrocinética positivgproxima de zero possibilitou a aproximac¢do doscarpos de carg
liguida negativa para a superficie da particassimisso, um processo de adsor¢cao idnir
possivel de ter aconteo. Da mesma forma, Anfossi, let al (2012), ressaltou a
incompatbilidade de pH levemente acidos na conjugacdo dePAcom nanoparticulas
ouro, utilizando em seu estudo um pH 8,5 parafasse um meio de pH 9 para realizacao

ensaio.

Figura 5.2.1 Nanoparticulas de ouro com concentracdes decrescelet anticorpo Ar-
Ocratoxina A apoés a adicao de NaCL na concentrdedab,55M. A cor cinza represent:
agregacao das nanoparticulaa coloracdo rosa regsenta estabilidade frente a adicéc
NaCl.

Este teste realizado ndo possibilii tho somente a obtencdo do |ideal para a
estabilizacdo do coldide por anticorpos, ele dataniambém a concentracao ideal
anticorpos para atingir tal estabilidade no pH lidéasa concentracao é infericom base na
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coloracéo observada e a determinacdo € procedisiegdinte forma: apds a adicdo do citrato,
deve-se identificar quais po¢os mantiveram os dekicom a coloracdo intacta. Ainda na
figura 5.2.1, observa-se que 0s trés primeiros POED Se tornaram cinza, entretanto, o
segundo e terceiro po¢o apresentam-se com colonmatefimediaria entre o estado agregado e
0 ndo agregado, ou seja, estdo parcialmente agregad primeiro po¢co permaneceu com a
coloracao intacta, sendo, assim, a concentracab adeanticorpo. Sendo a concentracao do
primeiro poco 25ug.mtde anticorpo Anti-Ocratoxina A em 100uL de coléidssa é, por
tanto, a concentracdo ideal a ser utilizada naegesibseqientes. Esse teste é conhecido pelo
nome deGold Numbere é muito seguro e simples. A importancia de detmar a
concentracdo ideal justifica-se n&o somente pelanagmia de anticorpos, mas,
principalmente, para evitar que 0 excesso de p@tprovoque a formacdo de grumos e
desestabilize a disperséo.

Outro aspecto capaz de evidenciar a interacdo astn@anoparticulas e o anticorpo é a
coloracdo do coldide apOs a adicdo dos anticomaga, percepcdo pode ser visual, mas a
mensuracao de ser pelo espectro de absorcao noisivelVPor tanto, conforme se observa
na figura 5.2.2,0 poco contendo o coloide origiayatesenta-se com tonalidade distinta do
coléide no qual os anticorpos foram adicionadomilanca na tonalidade ocorre de maneira
abrupta e instantanea e € representativa de umarh@gdo do efeito plasménico da
superficie, evidenciando a interacdo com os amasor Essa nova tonalidade pdde ser
mensurada através da comparacdo entre os espaatragmnoparticulas antes e apés adicao
dos anticorpos Anti-Ocratoxina A na figura 5.2.3Nala, observa-se o deslocamento do pico
méximo de absor¢cdo em 8 nm para a direita, istesglocou-se entre 520 nm e 528 nm.
Além disso, a intensidade de absorcdo da luz prddugelo efeito plasménico reduziu
significativamente evidenciando a proximidade emtreuperficie metalica e os anticorpos
introduzidos no sistema. Esse decréscimo foi de, D8&tial migrou de 0,446 A para 0,369 A
ou de 1 para 0,826 unidades arbitrarias. Adsodgi@anticorpos na superficie metalica é
comumente acompanhada de perturbacdo da ressodasgidasmons de superficie uma vez
que o recobrimento da nanoparticula com qualquer de material dielétrico conduz a
mudancas no indice de refracédo, na frequéncia @#RL&Sna amplitude da absorcao (WHU,
C., 2009; FREDERIX, F. 2003)

Os ions provenientes da molécula de citrato forrmgrimeira esfera de coordenacao

ao redor da nanoparticula conferindo-lha estaliédaMuitas moléculas organicas, tais como
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as proteinas, também sdo ricas em carbonilas exial, dessa forma, sdo pouco
competitivas frente ao citrato. Conforme foi déecros anticorpos e as proteinas, na
auséncia de ligantes especificos, comumente imeragjetrostaticamente com a camada
elétrica no entorno da particula. A técnica de @spgcopia Raman é ideal para identificar os
compostos conectados ou muito proximos a nanopkrtioetalica. Por isso, utilizou-se a
dispersao coloidal adicionada de anticorpos Antia@xina A para analise do espalhamento
Raman (Figura 5.2.3-b). Pelo espectro obtido éipelssbservar que o anticorpo nao desloca
a coordenacdo dos ions provenientes do citrato, punde fomar uma segunda esfera de
coordenacao, haja vista a pouca diferenca entréoss espectros. Observa-se apenas um
decréscimo da intensidade de espalhamento quegabsaporcdo mais a direita do espectro
gue pode estar relacionada ao aumento de mat@aaioa entre as particulas, diminuindo a
eficiéncia de re-irradiacédo entre elas.

Figura 5.2.2.Fotografia da disperséo coloidal de nanopartiailgéasuro antes (a) e apés (b)
a adicdo dos anticorpos Anti-Ocratoxina A. Enquantccoléide original apresenta-se
vermelho, o coldide com nanoparticulas possui egBw rosa.
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Figura 5.2.3 (a)Espectrosde absorcdo da disperséo coloidal de nanopartidelasiro ante
e apos a adicado de anticorpos -~Ocratoxina A(b) Espectros de espalhamento Ramal

nanoparticulas sintetizadas com citrato na presemgaauséncia de anticorf

5.3. Deteccéo de Octtoxina A

O teste de deteccdo de Ocratoxina A foi realizadiv@s da adicdo de concentrag
crescentes de Ocratoxina A na dispersao coloidabdeparticulas de ouro, as quais hav
sido submetidas a adicdo de anticorpos -Ocratoxina A em pH 9Cada espectro foi
realizado 2 minutos ap0s cada adigdo de ocratéxméevemente agitadcAs concentracbes
toxina utilizadas por 10 1C°, 10° 10% 10% 107 10' e 2.10' ug.mL* . Os espectros de
absorcédo obtidodemonstraral que 0 aumento da comteacdo de toxina foi acompanlo
da diminuicdoda intensidade de absorc&o da luz pelo cc até a concentracdo de 17
ng.mL* e, partir dessa concentra, os gréficos se sobrepdem ndo dando continuid:
perda de intensidadé-ijura 5.3.1). Tendo em vista a dificuldade de visualizar tal tef
apenas pela comparacdo dos espectros identifigadocores, @ valores de absorbano
comprimento de onda de 528 foram reunidos em um gréfico em funcdo da concefitr
de Ocratoxina A (Figura.3.3). A partir dele é possivel visualizar com clarezanairlicdo

de intensidade de absorcéo frente a adicao deat

Subsequentemés 0 mesmo teste foi realizado, exceto pelo fatadoncentracé
mais alta de OTAestada ter sidd.10% pg.mL-1 (0,001 ppmpuja massa molar é ig
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24,8.10°. Neste segundo momento, 0s espectros produzidosnd¢raram a mesma relacéo

inversa entre concentracdo de toxina e absorbanaiima até a concentracdo de £10

ng.mL*, bem como no primeiro ensaio (Figura 5.3.2). Danme forma, as absorbancias

foram, entdo, colocadas na forma de gréafico, ent&onda concentracdo, para melhor

visualizacdo do efeito (Figura 5.3.3). Os doisegsdo serem comparados atraves da relacao

entre a absorbancia méaxima (528 nm) e a concenttgéoxina crescente, demonstraram um

comportamento semelhante entre as medidas doersgi a concentracdo de 1216 a

partir dela, o distanciamento entre os pontos tos® evidente. Infere-se, portanto, que

nesses niveis de concentracdo o sistema tem mwstididios de saturacéo.

0,40 -
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0,20 -~

0,15 1
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Figura 5.3.1 Espectros de absorcao do col6ide de nanopartidelasiro, conjugadas com

anticorpos Anti-Ocratoxina A, antes e apo0s a adid&o concentracdes crescentes de

Ocratoxina A, abrangendo o intervalo entre 1%&®x10"pug.mL™.
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Figura 5.3.2.Espectros de absorcéo do coloide de nanopartidelasro, conjugadas com
anticorpos Anti-Ocratoxina A, antes e ap0s adi@@dratoxina A, abrangendo o intervalo
entre 1x10 e 1x10° pg.mL™.
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Figura 5.3.3. Absorbancias em 528 nm de nanoparticulas de ouwlimetidas a

concentracdes crescentes de Ocratoxina A realizadaiplicata.

Na figura 5.3.4, estdo expostas as absor¢des sbima@omprimento de onda de 528
nm de todas as concentracdes de Ocratoxina A &sstaxd valores apresentados referem-se
aos pontos médios obtidos a partir dos dois teksti®itos e consecutivos. Apds a tabulacdo
dos dados e a estimagcdo de uma funcdo de regrespéanencial para o modelo, a qual
melhor se ajustou aos valores observados, foi yEssbservar que, para 0S ensaios
realizados, a mudanca na intensidade do pico degiuscorrelaciona-se diretamente com a
adicdo de aliquotas com concentracdes crescent@xrd¢oxina A. A menor concentragdo
detectada foi de 1.10ug.mL-1 , ou seja, 0,1pg.riL(100 ppt).

67



m  Média
— Regressao Exponencial

0,39 ~ :
Equation y = Al*exp(-x/t1) + y0
0,38 4 Adj. R-Squar 0,98768
. Value Standard Err
g 0,374 Média y0 0,20901 0,10203
0% Média A1 0,17223 0,10081
L((\l) 036 4 - Média 1 13,8091 10,08741
£
()
w 0,354
O
G ]
2 0,34
O
b7 ]
e
<€ 0,33
]
0,32 1

0 1 2 3 4 5 6

Concentragao crescente de OTA (unidades arbitrarias)

Figura 5.3.4. Médias das absorbancias no comprimento de ond®28em dos testes com

concentracdes crescentes de Ocratoxina A realizadatiplicata.

Em virtude da perda progressiva de linearidaderedda nas concentracdes muito
elevadas, realizou-se um terceiro ensaio pararceafiuma possivel condicdo de saturacgao,
cuja primeira concentracdo testada foi de Txf@.mL' de OTA. Apés a obtencdo e
comparacao dos espectros (Figura 5.3.5), confirgeoa-condicdo de saturacao, observou-se
também, que a alta concentracdo de OTA adicionaga,na primeira aliquota, acarretou em
uma perda de absorbancia foi substancialmente ntwoque a perda de absorbancia
observada na adicdo da primeira aliguota de mesmarentracdo dos ensaios anteriores. Ao
adicionar a Ocratoxina A, a absorbancia decrescd®6%, isso significa ir de 0,369 para
0,311 de absorbancia ou de 1 para 0,845 de desdarbitrarias normalizadas. Tal
decréscimo foi extremamente proximo ao observada pamédia das absorbéancia dos
ensaios anteriores (Figura 5.3.4) , que para a mesmcentracdo de OTA (0,01pg.MHL
apresentou um decréscimo de 15,4%, indo de 0,384r& 0,322 A ou de 1 para 0,846. Tais
observacdes mostram um cenario promissor, haja wst reproduzido o decréscimo de

absorbancia percebido, para a mesma concentragiti®, sob condi¢des diferentes.
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E possivel avaliar se as concentragbes altas deataorrespondem a um ponto de
saturagdo teodrico através da utilizagdo do céldaloumero de moléculas de anticorpos, de
moléculas de Ocratoxina A e de nanoparticulas de. dumassa do anticorpo por molécula
consiste em uma estimativa utilizada teoricamepte, isso, 0s resultados serdo sempre
aproximados, e ndo exatos. Um anticorpo IgG pemanédia, 150 kDaJANEWAY, C.H.
2005), o que corresponde a 2,490813u@. Ao adicionar os anticorpos em 100 pL de
dispersdo de AuNPs, utiliza-se 2,5 pg de anticorfhogo, se dividirmos 2,5 pg por
2,49081.10° pg, obteremos o nimero de anticorpos de Anti-Oxiaé& A, cuja quantidade
consiste em 1,0036896 f@nticorpos. A massa molar da Ocratoxina A é 43, @mol* ,
ou seja, 403,813 g para 6,022I@oléculas. A partir dai, pode-se calcular a masseada
molécula, a qual é igual 6,70563%¢. Dividindo-se a massa de OTA na concentracdo na
qual houve saturacdo total do sistema, 1;fugOmL?, pela massa de cada molécula,
6,70563.107 obter-se-4 o nimero de moléculas por mL de sojuzo valor é 1,4913.10
moléculas de Ocratoxina A. Como o volume de digmemra de 100 pL, o nimero de
moléculas no coléide no qual se realizou o ensaidd 1,49.18® moléculas,ou seja, havia no
sistema um numero maior de moléculas de OcratoXjrde forma que todos os anticorpos
poderiam estar ocupados por uma molécula e 50 & deim duas moléculas. Dessa forma,
pode-se concluir que a perda da eficiéncia de d@ébefoi causada pela condicdo de saturagao
do sistema. No entanto, na concentracdo de’j&pdde ser observado o inicio de um platd,
que ao atingir 1.I® saturou-se perdendo completamente a capacidadeéetgecdo de

concentracdes superiores.

Uma observacao, que pode parecer um detalhe, miada@&mais interessante, consiste
na descida abrupta de absorbancia no comprimentmdke entre 400 e 425 nm relativos a
concentracdo de 5 ug.flL, evidenciada em verde na mesma figura (Figura5p.3.
Considerando que, conforme citado previamente,géigede 400 nm é caracteristica por
extinguir a luz devido ao processo de espalhamentgual € diretamente relacionado ao
tamanho da particula, é possivel inferir que a outéede toxina, possivelmente, coordenou a
particula, juntamente com os anticorpos adsorvisEsjo responsavel pelo aumento aparente
do diametro da particula. Isto é, tal coordenasfalbou a radiacdo incidente e esse fato nao
se deve a molécula de Ocratoxina A isolada, hajt\@la ndo absorver, tampouco espalhar
radiacdo, na regido entre 350 e 800 nm do espautro visivel KHOURY, E.A,, et al,
2010) E importante verificar que para as demais conaedés e para o sistema sem a toxina,
nao foi identificado 0 mesmo comportamento em 400 n
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Dessa forma, uma vez que a toxina tem se mostespommsavel pelo decréscimo da
intensidade de absorcdo em 528 nm e, agora, pedscano de absorbancia em 400 nm, é
possivel inferir que as moléculas de ocratoxinastie proximas o suficiente da particula
para interagir com o efeito plasmoénico e aumenespalhamento da luz no entorno de 400 a
425nm. Na figura 5.3.fbi realizado o mesmteste de saturacgdo, entretanto, foram utilizadas
concentracdes ainda maiores com o intuito avalefeo de espalhamento. Observa-se que a
extingdo da luz aumenta com o aumento de OTA, deaa@ue a maior concentracdo, 75,6
ng.mL* |, produziu o maior espalhamento, um acréscimorirpa 100% na absorbancia
produzida pela concentracéo de 0,1ug'nadle OTA. Ao colocar essas absorbancias em um
grafico de absorbancia em 400 nm em funcdo da otiagd@o de Ocratoxina A, confirma-se
gue o incremento na intensidade de extingdo daruz00 nm é diretamente relacionado ao
aumento na concentracdo de ocratoxina A. Fez-4&p,ea estimacdo de uma funcdo de
regressao exponencial para os pontos experimemtajsal melhor se ajustou aos valores
observados, e, a partir dela, foi possivel obsejquara mudanca na intensidade do pico de

absorcéao correlaciona-se diretamente com o aunden@xratoxina A (Figura 5.3.7).
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Figura 5.3.5. Espectros de absorcdo de nanoparticulas de ouatizadas com citrato apos
conjugacdo com anticorpos Anti-Ocratoxina A, anéesap0s a exposicdo crescente de

Ocratoxina A (OTA), nas concentracdes de 1%B10° e 5,0 ug.mL.
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Figura 5.3.6 Espectros de absorcdo de nanoparticulas de oustizglas com citrato apos
conjugacdo com anticorpos Anti-Ocratoxina A, subdost & exposicdo crescente de

Ocratoxina A (OTA). As concentracdes variaram ehk®0* e 75,6 pg.mt.
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Figura 5.3.7. Absorbancias em 400 nm em resposta ao aumento meerdcacao de

ocratoxina a no meio, na auséncia de anticorpos.

ApOs constatar que concentracdes crescentes deéofioea A podem, em baixas
concentracdes, diminuir linearmente a intensidaa@ido plasmoénico e, em concentracdes
elevadas, elevar linearmente o espalhamento enm#Q@ptou-se por testar a influéncia que
a molécula poderia exercer sobre o coléide de ratioplas na auséncia de anticorpos Anti-
Ocratoxina A. Para isso, utilizou-se o coldide deNRs em pH 9, sem adicao de anticorpos,
para testar concentracdes crescentes de OTA. @stespobtidos demonstraram uma relacéo
extremamente importante, inversa e intensa enteaatidade de toxina e a absorbancia
(Figura 5.3.8). Neles, observa-se um aumento éasidade de absor¢do em 530 nm, um leve
deslocamento para a direita e um aumento da alvsxabéa regido de 400 a 425 nm. Tal
evento também pode ser explicado pelo fato de wagh@® da energia incidida ser
acompanhada pelo aumento da capacidade de absiwc&stema nanoparticula- toxina
devido as excitacdes internas na estrutura quidadaxina. Nesse enfoque, a hanoparticula
agiria como uma antena captando a energia incaltdansferindo-a para a estrutura quimica
(ZHU, H., 2010).
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Essas mudancgas indicam que na auséncia de anscaspamanoparticulas de ouro e a
molécula de Ocratoxina A interagem de maneira ensificar a percepgdo do fenémeno de
ressonancia plasmonica de superficie localizade&s paomolécula induz o aumento nao
somente da absorbancia no pico que correspondéasmdnico, mas também na regido de
maior energia. Esse fenbmeno proporciona um auntEngxtingdo da luz no espectro como
um todo e permite-nos inferir que apesar de adpéer entre a toxina e a particula existir, ela
se mostra menos estavel do que a interacdo eritcerpns e particulas, haja vista a toxina
nao deslocar o anticorpo quando este esta presemeio, fazendo com que a intensidade de
absorbancia diminua. Além disso, é possivel presqoe mudancas no pH do meio podem
induzir a substituicdo da interacdo nanoparticaticarpo pela interagdo entre a toxina e a
nanoparticula ou entre a toxina e o anticorpo doho& seja, a alteracdo do pH para valores
capazes de desestabilizarem a adsorcao idnicantiosrpos é capaz de influenciar o sensor
de maneira inversa. Tal fato nos permite conclegusamente trés afirmacgdes: que 0s
anticorpos estdo adsorvidos na nanopatrticula, @nawe ndo se observa a interacao entre a
toxina e a particula cujo efeito é inverso; quetaracao entre nanoparticulas e anticorpos nao
€ desestabilizada na presenca da toxina; que ©ogrti apresenta atividade em pH 9, haja
vista 0 decréscimo na absorbancia que demonstraago®lécula da toxina nado esta
interagindo significativamente com a nanopartialponto de os efeitos se anularem, além
disso, sabe-se que anticorpos IgG apresentam ~44x8k (MONTENEGRO, J.M.et al,
2013) nandmetros de tamanho, em média, e queforseato em Y ndo permite recobrir toda
a superficie de contato, indicando que a toxina peeferéncia pelo anticorpo e este esta
ativo, caso contrério, a molécula de OTA encordréaciimente espacos para interagir com a
camada elétrica da particula.

Tais achados corroboram com as teorias de adsungi&a, as quais indicam que, por
se tratar de um processo multifocal, o mecanismo adaorcdo ibnica depende,
principalmente, do nimero de grupos portadoresadgagresente na superficie do anticorpo.
Por tanto, espera-se que 0s anticorpos sejam izeutils através de locais na sua superficie
nos quais ha as maiores possibilidades de se eaca# multiplos portadores de carga.
Assim, uma vez que a molécula de anticorpo € asst@éa regido com o maior numero de
cargas no plano envolve as quatro subunidades ttmigoo. Essa proposicao sugere que o
anticorpo tenha maior possibilidade de adotar unentacédo plana, na qual, sua extensdo
longitudinal esta adsorvida na camada idnica queste a particula. Dessa forma, o sitio de
reconhecimento do antigeno se acomodara proximaoparficie da particula, mas néo
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participard do mecanismo de adsorcéo, isto €,i0 d& ligacdo ao epitopo permanecera
desimpedido (MONTENEGRO, J.Met al, 2013). Como salientado por Montenegro, J.N.
(2013) a mudanca no valor de pH do meio pode wvan@over o anticorpo, inclusive quando

se faz uso de tampdes especificos para execu@d®s de atividade de anticorpos.

——155,6 ug.mL-1 OTA
——105,6 ug.mL-1 OTA
— 85,6 ug.mL-1 OTA
— 75,6 ug.mL-1 OTA
—65,6 ug.mL-1 OTA
——55,6 ug.mL-1 OTA
— 45,6 ug.mL-1 OTA
—35,6 ug.mL-1 OTA
——25,6 ug.mL-1 OTA
— 15,6 ug.mL-1 OTA
—35,6 ug.mL-1 OTA
——0,6 ug.mL-1 OTA
—0,1 ug.mL-1 OTA
e AUNP

0,6

Absorbancia

0,0 — 1t 1 rr 1 T+ T " T - T ° 1
400 450 500 550 600 630 700 750 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.3.8. Espectros do coldide de AuNP antes e apOs adica@adatoxina A nas

concentracdes entre 1x1@ 155,6pg.mL; na auséncia de anticorpos Anti-Ocratoxina A.

A figura 5.3.9 tem o objetivo de permitir a compgd@ entre os espectros da figura
5.3.8 em termos de absorbancia em 400 nm e 528anmt@das as concentracfes avaliadas.
Nele, € possivel perceber claramente o acréscimvalores de absorbancia em resposta ao
aumento de concentracdo de ocratoxina A, fatopesteeptivel tanto para o espalhamento em

400 nm quanto para a absorbancia em 528 nm.
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Figura 5.3.9.Absorbancias nos comprimentos de onda de 400 n28 @ dos espectros de
de absorc¢do do coldide de nanoparticulas de ourcoaecentracdes crescentes de ocratoxina

A, na auséncia de anticorpo.

CAO et al (2013) ao submeter nanoesferas e nari@sasie ouro a solugbes com
diferentes indices de refracdo observou aumentimtaasidade de absorbancia do pico da
LSPR, bem como o referente ao espalhamento. Dess@,f 0 aumento da absorbancia
causado pelo aumento na concentracdo de OTA paaeligado a mudanca no indice de
refracdo na regido circundante a particula emderida interacdo com a molécula de toxina.
Deduz-se que a toxina esteja muito proxima a péatiQois as concentragfes testadas sdo
demasiadamente pequenas para causar alteracadicede refracdo da dispersdao como um
todo. Uma forma de avaliar tal suposicdo foi adiaroa um coldide nanoparticulas
concentracdes crescentes de etanol (solventeadtilipara solubilizar a ocratoxina) e, em
outra dispersao, concentracdes crescentes deimgicéys absorbancias em 528 nm foram
adquiridas e colocadas em dois graficos, um emafurle concentragdo de alcool (Figura

5.3.10) e o outro de glicerina (Figura 5.3.11). @Wsu-se que tanto no etanol quanto na
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glicerina, os Unicos efeitos percebidos foram e#tes de diluicdo. Na glicerina, o volume
adicionado atingiu, aproximadamente, 20% do voltot& e os volumes de 5% em relacéo
ao volume total ndo produziram qualquer efeito bsoebancia. Em relacdo ao etanol, o
volume adicionado alcancou aproximadamente 17 %alieme de dispersao total, o que
gerou um decréscimo de apenas 3% de intensidadbsdebancia. Dessa forma, é possivel
concluir que néo foi verificada influéncia subsiahdas substancias com indices de refracdo
distintos para os volumes testados, volumes esti® superiores ao teste de deteccdo de
ocratoxina com anticorpos e inferiores ao test©detoxina A sem anticorpos. Nos testes
de detecgdo com anticorpos as aliquotas utilizdda®cratoxina A foram de 1uL em uma
dispersdo de 110puL, totalizando 8 pL, para as 8admcoes testadas, ou seja, menos de
10% do volume total, produzindo uma reducéo deraBsaia de 16%. Ja o teste, no qual se
utilizou Ocratoxina A sem adicéo de anticorposyasmes utilizados ultrapassaram 17% e a
influéncia na absorbancia foi inversa, ou sejafeiteede diluicdo foi desprezivel frente ao
efeito de interacdo com a camada elétrica das AuBEsa comparacédo foi importante para
reforcar o efeito direto da toxina nas camadasoms Que estabilizam a nanoparticula,

alterando assim o indice de refracao local.
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Figura 5.3.10. Absorbancias em 528 nm de nanoparticulas de abmetidas a volumes
crescentes de etanol. O volume total de solu¢cé® Brd. e o volume total adicionado foi de
170uL.

| —m— AuNP + Glicerina

1,40

1’38 J.\

[ ]
1,36 T
1,34 -
1,32-

1,30 1

Absorbancia em 528 nm

1,28 4

1,26 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Volumes de Glicerina (ul)

Figura 5.3.11. Absorbancias em 528 nm de nanoparticulas de albmetidas a volumes
crescentes de glicerina. O volume total de soldgéle 2 mL e o volume total adicionado foi
de 375 pL.

A ligacdo entre o antigeno e o anticorpo sao sepipreejadas para um meio cujo pH
seja semelhante ao fisiologico, acredita-se quesasesondi¢cdes antigenos e anticorpos
apresentem a melhor eficiéncia de interacdo. Emi@to pH 7 utilizado para a interacédo das
AuNPs com os anticorpos mostrou pouca eficiénciastabilizar a dispersao coloidal e , por
isso, foi necessario testar a viabilidade de ajerado pH. Com base nisso, planejou-se
utilizar um diluente especifico para anticorposeepH 7,4 para realizar os ensaios de
deteccdo de OTA. O coléide de AuNPs com anticofpogiluido com o diluente de

anticorpo nas proporgdes de 1:2 e 1:10. E, subs&guente, procedeu-se com a execugao do
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teste adicionando concentragcfes crescentes de OFAlois gréficos, representados pelas
figuras 5.3.12 e 5.3.13 demonstraram que o coliddea a absorver em quase toda a extensao
do espectro eletromagnético mensurado, destacandois picos, um proximo a 530 nm e
outro em 640 nm, os quais sao relativos as nariopi@s e ao diluente, respectivamente. O
diluente de anticorpo utilizado apresenta-se naveade e acabou por interferir na andlise do
pico. Na diluicdo de 1:10, o pico em 650 nanOmetnostrou-se muito intenso.

Esse ensaio permitiu observar dois efeitos, ocetigtinterferéncia do anticorpo, haja
vista sua coloracdo e um segundo efeito, mais itapiE que o primeiro, a absorbancia
aumentou com o aumento da concentracdo de Ocratédxiou seja, observou-se um efeito
semelhante ao detectado quando os anticorpos téwaes presentes na solugéo. Tal fato
sugere que o pH 7.4 interferiu na adsorcdo iOniaeeo anticorpo e a nanoparticula

resultando em efeito semelhante ao observado @acasle Anti-Ocratoxina A.
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—— 65,6 ug.mL-1 OTA
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Figura 5.3.12.Espectros do coldide de AuNP-Ac diluido na proportd 0 em solucdo para
anticorpos, antes e apds adicdo de Ocratoxina rangbndo o intervalo entre 5xi@ 75,6

ng.mL-.
—— 100 ug.mL-1 OTA
—— 80 ug.mL-1 OTA
0,54 —— 70 ug.mL-1 OTA
—— 60 ug.mL-1 OTA
—— 50 ug.mL-1 OTA
0,4 - ——40 ug.mL-1 OTA
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a— ——10 ug.mL-1 OTA
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Figura 5.20. Espectros do coloide de AuNP-Ac diluido na proporg® em solugcédo para
anticorpos, antes e apos adicdo de Ocratoxina rangbndo o intervalo entre 10 a 100

ng.mL-.

Objetivando comparar os resultados encontrados algoms trabalhos relevantes e
elucidativos, estdo descritos abaixo, alguns estugemelhantes, suas principais
contribuicdes, salientando a similaridades ou assateelhancas sobre os eventos aqui

descritos.

Em termos do efeito sobre a absorbancia de namogag em resposta ao aumento
nas concentragbes de proteina, outros trabalhaontaegm resultados que corroboram com
os encontrados pelo presente estudo. Chakrakordy. (2011), identificou que a proteina
sérica bovina (BSA), quando adicionada a um coldige nanoesferas e a outro de
nanobastfes, € adsorvida espontaneamente na sigpedi particula e a sua quantidade

influencia diretamente na diminuicdo de intensidddgpico de absorbancia no comprimento
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de onda de 522 nm, sem alteracg&o significativaodafo do pico no espectro. Além disso, da
mesma forma que percebemos aqui, foi observadordama absorbancia da regido de 400
nm quando o BSA atingiu concentracbes maiores. @eeima interessante, este estudo
detectou que nanobastdes se mostraram mais senatve&iumento de BSA, entretanto, a
adsorcdo ndo preservou a estrutura secundariiérigerda proteina. Em contrapartida, o
BSA adsorvido as nanoparticulas de ouro manteve egtauturas intactas. Para isso, as
técnicas de calorimetria isotérmica, dicroismo uta; infravermelho e espectroscopia de
fluorescéncia foram utilizadas visando determingpeada de ligacbes de hidrogénio no
processo de desnaturacdo do BSA frente a adsdrghobservacdo é muito importante para
0S imunoensaios, uma vez que a estrutura dos graE@ crucial para a sua atividade. Em
outro estudo, Lin, S.H. (2014) também observou el intensidade de luz transmitida ao
testar nanoparticulas de ouro conjugadas a antisogm resposta ao aumento na
concentragdo de dois virus. Seu mecanismo baseama-sitilizacdo de uma fibra Optica
recoberta por AuNPs conjugadas com anticorpos datattor de luz transmitida. O principio
€ semelhante ao explorado no presente estudo, &g cpnforme Lin, o coeficiente de
absorcéo da luz pelas nanoparticulas aumenta quamaddice de refracdo aumenta. Dessa
forma, o aumento no indice de refracdo local nardigie da particula, em virtude da ligacdo
antigeno-anticorpo, pode ser revelado pelo deenésda intensidade da luz transmitida
através da fibra 6ptica. As concentracées detestaela estudo foram 48 e 42 pgmi4,8 e
4,2.10° pg.mLY), com coeficientes de correlacdo de 0,9985 e 6,988a os dois tipos de

virus testados para uma matriz complexa.

Em termos de concentragdo, a menor concentrac&otadh pelo presente estudo é
semelhante aos estudos de melhor limite de detemgéontrados, dentre eles, um estudo
realizado por Jiang,kt al(2014), no qual, imobilizou-se uma molécula de DBNA1) com
um grupamento tiol na superficie de um eletrodoodeo através da interacdo Au-S.
Posteriormente, imobilizou-se aptameros “anti-aoctiaa a” por meio de hidrizagdo com as
moléculas de DNAL, incubou-se com a toxina e, serjabnente, adicionou AuNPs
conjugadas com oxido de grafeno e moléculas DNAE pateragir com 0 aptamero
imobilizado, ou seja, foi construido um mecanismoe d“sanduiche”
DNA1/Aptamero/OTA/DNA2, semelhante aos realizados EELISA, exceto pela utilizacdo
de aptameros e nao de anticorpos, no qual as nditofses de ouro ao serem conectadas ao
eletrodo alteram a passagem de corrente, amplifccarsinal quando o sistema é submetido a
uma tens&o. A menor concentracdo detecada foil@€ @g.ml1. Park, J.H. (2014) detectou
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concentracdes de 1nM de OTA {LQug.mL%) utilizando aptameros (4cidos nucleicos
delineados para interagirem especificamente comsuasstancias-alvo) conectados a
nanobastdes. Em seu trabalho, a resposta a inteagt@mero-OTA foi percebida na forma
de mudanca do comprimento de onda de absorcdo m&anregiao de 700 nm. Segundo
Park, o desvio para a direita do pico parece eskacionado a mudanca no indice de refracao
no entorno da particula, provocado pela mudanceodéormacdo do aptamero que forma
uma estrutura quadrupla ao se ligar com a OTA. nmdncentracdo de OTA, Tug.mL1,
resultou em um deslocamento de pico de 3,6 nm,angw menor concentracao resultou na
mudanca de apenas 1 nm, cujo coeficiente de co@i@leelativa foi de 0,9732, ou seja,
resultados interessantes, porém menos expressivaguel os nossos tanto em confianca
quanto em sensibilidade. Entretanto, a maior damgéo do trabalho para a ciéncia consistiu
na capacidade regenerativa dos aptameros, cordeaadsensor citado reversibilidade da
conformacdo quadrupla adquirida pelo aptadmero apdsonjugacdo com o analito,
permitindo, assim, o0 reuso. Fato este que devea @er uma das perspectivas do presente

estudo.
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6 CONCLUSOES

A partir de todo o trabalho realizado foi possivleter conclusées importantes acerca
do comportamento do coldide através das etapasadeterizacdo, durante os testes de
estabilidade em resposta a adicdo de eletrélitnsneidanca de pH, sobre a possibilidade de
deteccdo de concentra¢des diminutas, da interagfiona@hoparticulas com os anticorpos a
toxina, sobre as restricoes e interferéncias as queeste se submete e na investigacdo dos
efeitos descritos.

Dessa forma, em virtude do montante de informagpg&su-se por elencar aqui apenas
aqueles imprescindiveis para predizer a potenaiddidio uso do sistema no desenvolvimento
de dispositivos de deteccdo. Assim, observou-sele ajconjugacao de anticorpos Anti-
Ocratoxina A ocorre de maneira espontanea, proveardgke, por adsorcdo ibnica e sem
deslocar a primeira esfera de coordenacéo dogitnaja vista véarios fatores, tais quais: i) A
pequena alteracdo nas bandas de espalhamentoridasilea observada no espectro Raman
apos a adicdo do anticorpo; i) o deslocamento @ mle absorcdo do espectro
eletromagnético Uv-Visivel na presenca de anticoipoa diminuicdo da intensidade da
absorbancia quando este é adicionado; iv) a awséedinterferéncia causada pela molécula
de ocratoxina quando os anticorpos estédo presentadiminuicéo da eficiéncia do sistema
de deteccdo quando o numero de moléculas de Orratéxatinge o nivel de saturacdo do
sistema, fato este que coincide com o montantntieorpos da dispersao; e, por ultimo, vi)
o retorno de interferéncia causado pela OcratoXkigaando o pH do meio é alterado.

Outra observacdo recai sobre a interacdo das mdicofes com a molécula de
ocratoxina, a qual tem influéncia sobre a interdeddo pico plasmonico, causando um
acréscimo substancial de absorbancia quando aogiis estdo ausentes, tal interacéo foi
importante para elucidar que apesar de haver éjmEsle de interacdo entre a molécula e o
elemento sensor, os anticorpos apresentaram msiiabilelade na adsorcdo a superficie
metélica e esta preservou o sitio de ligacdo. cAi¢d se mostrou sensivel & mudanca de pH
do meio, exigindo a manutencédo do pH proximo aalideterminado pelo teste daold
Number

Por fim, o mecanismo proposto foi capaz de detqmaturbacdes no sistema, com
concentraces de Ocratoxina A com concentracdésl@éug.mL Por tanto, cabe ressaltar
aqui que os resultados dos ensaios apresentaracolreéacdo com os principios teoricos e

comparaveis aos melhores resultados encontradokibtiagrafia, mesmo que em fase
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preliminar, sugerindo grande potencialidade decapfio. N&o menos importante do que o
potencial de aplicacdo, a compreensdo de muitogavéi extremamente satisfatoria para o
delineamento de novos experimentos, para evitaurdst erros e contribuir para o
desenvolvimento do tema. Como em toda investigagdogiram novas perguntas
imprescindiveis para avancarmos, tal qual o corapwhto da carga eletrocinética em

resposta & mudanca de pH das particulas.

Conclui-se, ainda, que nos ultimos anos, uma sérigensores vem sendo elaborados
e algumas revisdes ja foram publicadas, contudatomaspectos ndo sdo completamente
elucidados. A percepcdo que o montante de artigosgassa remete majoritariamente a
ciéncia aplicada e apenas excecdes se atém aaciEsica, tal qual o estudo aprofundado dos
efeitos e das interferéncias. Obviamente, ndo ger@&sle uma area recente e complexa a
compreensao completa, mas a interpretacdo dosdatée tdo somente a aplicacdo imediata
parece precaria em relacdo a outras areas. Poralgsms dos efeitos aqui encontrados nao
puderam ser completamente compreendidos. Contuddasnquestdes importantes foram

comprovadas.

Ainda que o presente estudo tenha também um abjefplicado, as conclusdes
extraidas desses ensaios foram elucidativas e fampes para que a aplicagdo do principio
seja transferido para um dispositivo portatil. Tengin vista o grande impacto que a
Ocratoxina A pode causar na saude e na econorpiaraloxalmente, a baixa divulgacdo e
conscientizacédo do problema para a sociedade itmprascindivel a continuidade do estudo,

paralela ao desenvolvimento do dispositivo.
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