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RESUMO

O estudo apresenta o uso da espectroscopia de fluorescéncia intensificada por superficie (SEF) como método para detectar Ocratoxina A
(OTA) em amostras de café. A OTA ¢ uma micotoxina toxica com potencial cancerigeno, frequentemente encontrada em alimentos. Foram
utilizadas nanoparticulas de prata (AgNP) para amplificar o sinal de fluorescéncia da OTA, permitindo sua detec¢ao em baixas
concentragoes. Os resultados mostraram que a adicdo de AgNP aumentou significativamente a intensidade do sinal de fluorescéncia, com
fator de intensificacdo de 2,83, indicando o potencial da técnica SEF como alternativa eficaz, rapida e sensivel frente aos métodos

convencionais.
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Introduciao

As micotoxinas se tratam de metabolitos toxicos que vém sendo
detectados em um vasto nimero de alimentos, como, feijdo, café
verde ¢ torrado, milho, entre outros. A ocratoxina A (OTA, estrutura
apresentada na Figura 1) pertence a uma familia de ocratoxinas - A, B
e C - sendo a variagdo A a mais tdxica, responsavel por doencas
renais, hepaticas e cerebrais [1].

A presenca de OTA em variedades de alimentos e sua toxicidade
destaca a importancia do estudo de técnicas para sua deteccdo rapida
e sensivel, a fim de garantir uma maior seguranga alimentar. Algumas
das técnicas mais utilizadas para detec¢@o incluem cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), cromatografia gasosa (CG) e
ensaios de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA). No entanto, essas
técnicas possuem limitagdes, como a necessidade de equipamentos de
alto custo, profissionais especializados e o longo tempo para preparo
das amostras.Visto que a OTA possui caracteristica fluorescente [2], a
espectroscopia de fluorescéncia se mostra uma técnica promissora por
demandar tempo reduzido no preparo das amostras, além de ser uma
técnica simples e rapida. A intensificagdo de fluorescéncia proxima a
nanoestruturas metalicas foi observada na década de 1960 por
Drexhage (3). Esse fendmeno se tornou conhecido como
fluorescéncia intensificada por superficie (SEF) ou superficie
intensificada por metal (MEF). A intensificagdo SEF pode variar
entre 10 a 100 vezes, que pode ser explicado pela intensificagdo do
campo eletromagnético proximo a superficie metalica causado pela
ressonancia de plasmon de superficie localizada [4].

Experimental
Preparo de AgNP [4]

Para a sintese foram adicionados 50,0 mL de uma solucdo aquosa

9,0x107 % m/V de AgNO3 em um baldo de fundo redondo. Em
seguida, essa solucdo sera levada ao aquecimento sob refluxo até
ebuli¢do; nesse momento, foi adicionado 1,0 mL de uma solugao
aquosa de citrato de sddio 1,0 % m/V. O aquecimento foi mantido
por 60 min. A caracterizacdo das AgNP foi feita utilizado o
Espectrometro Ocean Optics USB2000 +XR1-ES, com faixa
espectral de 200 a 1100 nm. As AgNP apresentaram a banda LSPR
em 406 nm.

Preparo e dissolu¢do da OTA

Para preparo das concentracdes utilizadas nos testes, foi utilizada
uma solugdo estoque na concentragdo de 5000 ng mL, a partir dela
foram obtidas as concentragdes de interesse para o estudo,
conforme o esquema de preparo apresentado na Figura 1. A OTA
apresenta pK,;= 4,4 e pK,,=7,3; em pH abaixo de 4, a forma
protonada da OTA predomina, enquanto a forma anidnica
predomina em meio aquoso basico [2]. Por esse motivo as
solucdes foram preparadas em meio tamponado com pH= 9.

Solugdo 400pL 2000uL |
estoque — OTA 20ng/mL AghP
50ng/mL Diluida

A~ ]/

Tampéo
H3BO3
pH=9
=

- OTA 10ng/mL + AgNP

Figura 1. Esquema de dissolucdo das amostras de OTA.
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Caracterizacio da OTA por meio SEf

Para realizar as medidas de fluorescéncia e SEF foi utilizado o
espectrofluorimetro Horiba FluoroMax Plus. As amostras foram
excitadas em 330 nm, com regido de emissdo de 360 nm a 600 nm e

Slit Bandpass de 3.00 nm.

Resultados e Discussao
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Figura 2 . Espectro de fluorescéncia para diferentes concentragdes
de OTA.
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Figura 3. Espectro SEF comparando a intensificacdo da

fluorescéncia com adigdo de AgNP.

Ao analisar a Figura 2 € possivel notar que conforme a concentragdo
da OTA ¢ reduzida seu sinal de fluorescéncia também diminui; é
interessante notar que a detecgdo do sinal de OTA até 10 ng mL!
com bastante clareza. A fim de avaliar se a técnica SEF pode ser util
para a deteccio em menores concentragdes, o espectro de
fluorescéncia de 10 ng mL"' de OTA na presenga de AgNP foi
obtido; a comparagdo entre os espectros da OTA nas duas condigdes
¢ apresentada na Figura 3.
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Pode ser verificado na Figura 3 que a intensidade de fluorescéncia
de 10 ng mL"' de OTA 10 apés a adigdo das AgNP aumentou
consideravelmente O célculo do fator de intensificagdo [4], que
resultou no valor de 2,83, evidenciando o aumento da intensidade
promovido pelas AgNP. Essa intensificacdo podera permitir a
deteccdo de menores concentra¢des de OTA.

Conclusoes

A técnica de SEF se mostrou promissora na deteccao da (OTA). A
intensificagdo do sinal de fluorescéncia foi observada com a adi¢ao
de AgNP, confirmando a capacidade de potencializar a emissdo da
fluorescéncia por meio da interagdo entre o0s campos
eletromagnéticos localizados na superficie das nanoparticulas e a
OTA. Essa intensificagdo permite a visualizagdo do sinal mesmo
em concentragdes reduzidas. Assim, ¢ possivel visualizar o
potencial da técnica SEF como uma técnica analitica eficaz frente
aos métodos convencionais utilizados para detectar a OTA.
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