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TOXINAS (ANATOXINA-A, ANATOXINA-AS, CILINDROSPERMOPSINA,
HOMOANATOXINA-A E SAXITOXINA) DAS ALGAS
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RESUMO

A presente dissertagdo tem como objetivo compreender a espectroscopia RAMAN, IR, DOS,
UV-Vis e Dicroismo Circular, de moléculas de toxinas de algas Anatoxina-a, Anatoxina-a(s),
Cilindrospermopsina, Homoanatoxina-a e saxitoxina. Utilizou-se o software Gaussian 09W
para os calculos tedricos de minimizacdo de energia correspondente ao método da mecanica
molecular MM+ com o nivel funcional B3lyp/6-311++G (d,p), empregada tanto na otimizacao
da geometria quanto nos calculos de espectrometria UV-Vis, Densidade de Estado e Dicroismo
Circular das moléculas no solventes dgua. Os resultados da pesquisa mostram relevantes
espectros de UV-Vis, Densidade de Estado, Dicroismo Circular, Raman e Infravermelho na
elaboracdo de Tabelas que identificam os modos de vibragdes moleculares de toxinas
supracitadas, que levaram a identificar os tipos de vibragbes em cada regido contido nos
intervalos de comprimento de ondas especifico. Verificou-se que cada toxina de algas apresenta
um gap especifico o que possibilita identificar aquela que apresenta maior reatividade em
relacdo a outra (menor gap) ou maior estabilidade (maior gap). Para 0 MEP (mapa de potencial
eletrostatico) possibilita observar a regido que apresenta maior concentracdo de cargas
negativas o que pode ser Gtil para identificar regides de reativacdo entre a toxina e uma proteina.
Conclui-se a pesquisa considerando a comparagdo experimental entre a toxina
cilindrospermopsina com analises graficas dos espectros de UV-Vis o que levou a um
percentual de 0,5% como margem de erro, mostrando-se que a base B3lyp/6-311++G(d, p)
escolhida foi muito significante para comparacdo entre os dados tedrico em relacdo a
experimental.

Palavras-Chave: Espectroscopia Densidade de Estado, Dicroismo Circular e UV-Vis, algas,

Anatoxina-a, Anatoxina-a(s), Cilindrospermopsina, Homoanatoxina-a e Saxitoxina, modos
vibracionais e analises.
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ABSTRACT

This thesis aims to understand Raman, IR, DOS, UV-Vis and Circular Dichroism
spectroscopy of algal toxin molecules Anatoxin-a, Anatoxin-a(s), Cylindrospermopsin,
Homoanatoxin-a and saxitoxin. The Gaussian 09W software was used for the theoretical
calculations of energy minimization corresponding to the molecular mechanics method
MM+ as well as the functional level B3lyp/6-311++G (d,p), used both in the optimization
of the geometry and in the calculations of UV-Vis spectrometry, State Density and Circular
Dichroism of non-solvent water molecules. The research results show relevant UV-Vis
spectra, State Density, Circular Dichroism, Raman and Infrared in the elaboration of Tables
that identify the modes of molecular vibrations of the aforementioned toxins, which lead to
identifying the types of vibrations in each region contained in us specific wave compression
intervals. Verify that each algal toxin presents a specific gap or that makes it possible to
identify the one that presents the greatest reativity in relation to others (smallest gap) or
greatest stability (largest gap). For the MEP (electrostatic potential map) it is possible to
observe the region that presents the highest concentration of negative charges or that can be
useful to identify regions of reaction between a toxin and a protein. The research was
concluded considering an experimental comparison between the cylindrospermopsin toxin
with graphical analyzes of two UV-Vis spectra that with a percentage of 0.5% of error,
showing that based on B3lyp/6-311++G(d, p) selected was very significant for comparison
between theoretical data in relation to experimental data.

Keywords: Raman, Infrared, State density, Circular dichroism and Visible ultraviolet

spectroscopy, algal molecules, Anatoxicin-a, Anatoxicin-a(s), Cilyndrospermopsin,
Homoanatoxicin-a end Saxitoxin vibrational modes and analysis.
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NOMENCLATURA
IR: infravermelho

DOS: Densidade de estados
UV-Vis: Ultravioleta visivel
DC: Dicriismo circular
ANA-A: Anatoxina-a
ANAT-AS: Anatoxina-a (S)
CYLIN: Cilindrospermopsina
HOATX-A: Homoanatoxina-a
SAX: Saxitoxina
HOMO: Orbital mais alto ocupado
LUMO: Orbital mais baixo desocupado
OMS: Organizacao Mundial de Salde
TD-DFT: Time-Dependence Density Functional
Theory LDA: Aproximacao da Densidade Local
B3lyp: Combinacéo linear exata do funcional de troca de Hartree-
Fock RG: Teorema de Runge-Gross
B3LYP/6-311++G (d, p): Funcional hibrido para otimizacdo da geometria e calculos de
espectrometria em que 311++G (d,p) é o Conjunto de bases
DM: Dindmica molecular
MEP: Mapa de potencial eletrostatico
MM: Mecanica molecular
AG: Variacdo de energia livre de Gibbs
AH: Variacao de entalpia
AS: Variagéo de entropia
T: Temperatura na unidade Kelvin
H Operador hamiltoniano
Eo(p): Energia do estado fundamental
T (p): Energia cinética do sistema
U (p): Termo de interacdo entre os elétrons
Vot (p):Energia promovida pelos potenciais nucleares

Z: Carga nuclear

(E "gf ): Funcional de troca de Hartree-Fock ;

Ves.: Potencial efetivo.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

A &gua é de fundamental importancia para todos os seres vivos no mundo, mas, a porcentagem
do tipo potavel existente no planeta é muito pequena, quando comparada ao volume total. Em
consequéncia do crescimento populacional e da producdo agricola e industrial nas Ultimas
décadas em todo o mundo. Nesse contexto os corpos hidricos, tém se tornado cada vez mais
poluidos e consequentemente mais eutrofizados. Assim, as aguas se tornam propicias a
proliferacdo excessiva das algas, as quais produzem e liberam toxinas para 0 meio liquido
(SHIKLOMANOV'S, GLEICK, 1993).

Assim sendo, para que seja possivel estudar e analisar os espectros Raman (SHIPP,
SINJAB, NOTINGHER, 2017), infravermelho (IR) (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE,
2014), circular dicroismo (DC) (SLAD, FERREIRA, MARAIS, 2005), ultravioleta e visivel
(UV-Vis) (STEPHEN, DEVLIN, CHABALOWSKI, 1994) e DOS (ADEKOYA et al., 1972),
otimizam-se essas toxinas de algas para que sejam obtidas as estruturas moleculares mais
estaveis, isto é, que apresentam minimizacdo energética de modo a obter os espectros
supracitados.

Esta dissertacdo busca caracterizar com técnicas de espectrometria, as moléculas de
toxinas de algas: Anatoxina-a (ANA-A) (DEVLIN et al.,, 1977). Anatoxina-as (ANA-
AS)(MAHMOOD; CARMICHAEL, 1998), Cilindrospermopsina. (CYLIN) (OHTANI et al.
2010).

Homoanatoxina (HOATX) (SKULBERG, 1992); (LILIEHEIL, 1997);
(NAMIKOSHI, 2003); (FUREY; CROWLEY, 2003) e Saxitoxina (SAX) (OYANEDER-
TERRAZAS, 2017); (SELWOOD, et al., 2017) considerando uma teoria relacionada a
modelagem molecular com a utilizacdo de B3lyp que representa funcionais hibridos oferecendo
uma maneira facil de obter resultados de uma quantidade significativa de propriedades
moleculares, a saber: comprimento de ligaghes, espectros de vibracdo dentre outras
propriedades quimica e fisica.A Figura 1 ilustra o fluxograma deste trabalho e os passos que
serdo seguidos para chegar a analise espectral e aos resultados que essas simulacdes podem

oferecer do ponto de vista tedrico.
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Figura 1: Fluxograma da pesquisa.
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Fonte: Propria do autor.

O funcional B3lyp (Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr) representa uma
combinagcao linear exata do funcional de troca de Hartree-Fock (EXF) e a base 6-311++G (d,
p) (FRISCH, et al, 2009) corresponde uma maneira de obter maior probabilidade de verificacéo
tedrica em comparagdo com dados experimentais.

O uso de base utilizada em simulacdes por modelagem molecular pode viabilizar a
determinacéo de espectros de propriedades oriundas de espectroscopia por DC, DOS, UV-Vis,
Raman e IR. Porém é aconselhavel a escolha de uma base forte para que ndo tenha muita
discrepancia em relagdo aos dados experimentais e também, leva-se em consideragdo o tempo
computacional que para moleculares de grandes tamanhos, o tempo se simulacdo é extensivo
devido as inimeras integrais a serem calculadas, como prevista pela mecanica quantica. Assim
sendo, para que seja possivel estudar e analisar os espectros Raman, IR, DC, UV-vis e DOS, as
toxinas de algas se apresentam inserida numa categoria onde o tempo computacional é pequeno
0 que se torna possivel otimizar as moléculas para minimizacdo energética e calcular as
propriedades espectrais.

No entanto, deve-se escolher o solvente em que cada molécula devera ser envolvida e,
como as algas sdo de habitat aquético e o corpo humano apresentando cerca de 80% de agua,
considera-se solvente dgua para simular as cinco principais toxinas que podem proliferar e

causar danos ao ser in vitro. Portanto, a escolha do solvente e de uma base forte, pode ser util
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para investigar e analisar as propriedades dessas toxinas pressentes nas algas onde ocorre a
interacdo da luz e esse microrganismo a partir do processo fotossintético no meio aquatico
(RAVEN, EVERT, EICHHOM 2001).

Nesse estudo, compreende-se a importancia de verificar as estruturas moleculares,
nimeros de atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio das toxinas
supramencionadas assim como sua disposi¢do espacial para minimizar a energia e simular no
software (FRISCH et al., 2009). Pois a espectroscopia tem a finalidade de analisar e estudar as
rotacOGes levogiro e dextrogiro para exibicdo das regides de comprimento de ondas onde
acontecem as absorc¢des por DC dessas moléculas toxinas.

Este estudo, porém, se torna relevante para saber se essas moléculas, quando em contato
com o ser vivo, podem causar efeitos benéficos ou colaterais e quais dentre as toxinas de algas
(ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-A e SAX) podem atacar 0 organismo e causar maior
dano ao sistema imunoldgico. Portanto, o estudo de DC é importante porque essas estruturas
moleculares apresentam carbono quirais que, com incidéncia de energia luminosa, podem
rotacionar as estruturas moleculares e exibir o efeito de DC (SLADE; FERREIRA; MARAIS,
2005), DOS (DIWAKER et al., 2015), UV-Vis (STEPHENS et al.,1994), Raman
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2014) e IR (SHEN 2018). Porém & aconselhavel a
escolha de uma base forte para que ndo tenha muita discrepancia em relacdo aos dados
experimentais e também, leva-se em consideracdo o tempo computacional que, para
moleculares de grandes, o tempo de simulacéo € extensivo devido as inimeras integrais a serem
calculadas, como prevista pela mecanica quantica. Assim sendo, as toxinas de algas se
apresentam inserida numa categoria onde 0 tempo computacional € pequeno o0 que se torna
possivel otimizar as moléculas para minimizacdo energética e calcular as propriedades
espectrais.

No entanto, deve-se escolher o solvente em que cada molécula devera ser envolvida e,
como as algas sdo de habitat aquéatico e o corpo humano apresentando cerca de 80% de &gua,
considera-se solvente agua para simular as cinco principais toxinas que podem proliferar e
causar danos ao ser in vitro. Portanto, a escolha do solvente e de uma base adequada, pode ser
atil para investigar e analisar as propriedades dessas toxinas pressentes nas algas onde ocorre a
interacdo da luz e esse microrganismo a partir do processo fotossintético no meio aquatico
(RAVEN, EVERT, EICHHOM, 2001).

Outro fato de interesse no estudo das simulagdes de modelagem molecular é a absorcao
pelo espectro UV-Vis, pois assim como as plantas, as algas sobrevivem e se multiplicam devido

a incidéncia da luz (SOLE et al., 2005) e sua transformagdo em energia que possibilita a
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sobrevivéncia das diferentes espécies de algas tanto em &guas doces ou salgadas. A absor¢ao
no UV-Vis é crucial para verificar em que regido do comprimento de onda acontecem as
maiores absorcdes e constitui numa oportunidade de verificar as regides de maior probabilidade
para entrada da luz e conceber o processo fotossintético que leva a proliferacao das algas.

Para o estudo de densidades eletronicas, especificamente o estudo do HOMO e LUMO
em que acontece as transi¢oes eletrénicas, possibilitado que a ocorréncia acontece por causa das
camadas de valéncia em que os elétrons estdo fracamente ligados ao nicleo como prever a teoria
atdmica e a aproximacéo de Born-Oppenheimer (SOUZA; LONGO, 2018). Em relacdo a teoria
do DOS, constitui numa propriedade de grande importancia fisica de um sistema,
principalmente na anélise do MEP para identificacdo de regiGes de maior densidade de cargas
negativas, moderadas e regides de maior nimero de cargas eletricamente positivas, como 0s
prétons.

A iniciativa de estudar as toxinas de algas, como as supracitadas nesse texto dissertativo,
abre um horizonte promissor para analisar docagem molecular (DOC) entre uma enzima,
proteina e as toxinas de algas que podera oferecer uma oportunidade futura para continuidade
no estudo de sensores promissores e aplicados as nanotecnologias ou em outras areas de
aplicacdes cientificas (AGENCIA BRASILEIRA DE DESENVOLVIMENTO INDUSTRIA,
2010).

Portanto, estudar o nimero dos estados acessiveis em regides de gaps de orbitais HOMO
e LUMO como sera estudado nessa pesquisa, sendo interessante para estudar os niveis de
energia que estdo disponiveis para ser ocupado. Vale ainda salientar nesse contexto que se uma
toxina de alga apresenta um valor de DOS elevados em um nivel de energia especifico, significa
que h& muitos estados disponiveis para a ocupagao que possibilita uma avaliagdo da quantidade
de energia de gap. Assim sendo, o DOS constitui um importante caminho para analisar a
distribuicdo da probabilidade da ocupacao de um estado particular de energia.

Outra questdo de interesse que faz parte de um dos objetivos especificos desse trabalho é
0 estudo da espectroscopia Raman, cujo estudo de espectroscopia para anélise de toxinas de
algas requer uma interpretacdo sucinta e mais detalhadas das vibracGes moleculares que podem
acontecer por rotacdo, tesoura, balanco e tor¢do que acontecem a baixas frequéncias e para as
altas frequéncias onde acontecem as vibracGes por estiramento simétrico e assimétrico tanto no
Raman como no IR (COLTHUP; DALY; WIBERLEY, 1990).

No entanto, vale ainda considerar neste estudo que a espectroscopia Raman que
acontece por incidéncia de luz em moléculas de algas, pode apresentar variac@es na energia do

foton. Nesse caso, € preciso analisar as regides em que ndo acontece absorcdo de energia (regido
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Stokes) e regido em que o foton altera o valor da frequéncia e, portanto, a molécula absorve
energia (regido anti-Stokes).

Assim a exibicao do espectro Raman se torna util para verificar as regides da molécula

de toxina que vibra de diferentes maneiras e, para melhor descrever o estudo, é interessante a
construcdo de tabelas que pode trazer melhor resultados dos valores de altas e baixas
frequéncias, mapeando a regido molecular em que os &tomos vibram de diferentes maneiras,
mostrando na verdade, a incidéncia de fétons que excitam as moléculas, promovendo o estado
de vibracdes por estiramento simétrico, assimétrico, rotacdo, balanco, torcdo e tesoura que
podem ser analisados por intermédio do estudo de espectroscopia (PAIVA, 2010).

Por outro lado a espectroscopia IR, como propriedade completar do Raman, pode ser
utilizada também para investigar os diferentes tipos de vibracdes moleculares e, nesse caso, 0
IR pode ser melhor compreendido em duas regides de modo simples e pratico, pois a
identificagcdo dos principais grupos funcionais e recurso de grande utilidade no ensino de
disciplinas tanto teodricas quanto experimentais nesse trabalho, buscou, assim como no
Raman, construir uma tabela para exibirem as vibrac¢des dos grupos funcionais das regides de
cada molécula de toxina de algas (KOMAREK, 2010).

A Figura 2 ilustra cinco moléculas de toxinas de algas que serdo a base para o estudo e
andlise dos espectros supramencionados. Para essas moléculas, consideram-se as denominacdes
em cores: para 0s atomos de carbono (cinza), oxigénio (vermelha), fésforo (laranjada),

hidrogénio (branca) e nitrogénio (azul).

Figura 2: Representacédo da estrutura quimica e molecular das toxinas A) ANA-A, B)
ANAT- AS, C) CYLIN, D) HOATX-A e E) SAX.
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Tendo em vista essas estruturas moleculares verifica-se, entre outros objetivos, as
origens dessas moléculas oriundas de algas onde as toxinas podem surgir como resultados de
desvios metabolicos e produto de interacBes indiretas com bactérias, como citado por
(KODAMA, DOUCETTE, GREEN, 2006). Nesse caso, percebe-se que tem origem de
metabolitos ou parte da composicdo fisioldgica e, a partir desse resultado tedrico pela
literatura, busca-se realizar calculo de modelagem molecular, dindmica molecular e dosagem
para fazer uma analise quimica e fisica completa para que seja possivel obter resultados
promissores com futuras aplicacbes em nanotecnologia ou areas computacionais,
especificamente, no estudo tedrico de espectros obtidos com as simula¢cdes com Gaussian
09W.

1.1 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Para melhor descricdo do estudo tedrico, essa dissertagdo tem como roteiro o
desenvolvimento de 6 (seis) capitulos.

No capitulo 1, abordam-se Aspectos tedricos de hidrografia e proliferacdo de algas pelo
processo de Fotossintese em aguas doces e salgadas. As SAX, ANA-A, ANAT-AS e a
HOATX- A receberdo um tratamento mais especifico. Estudos mostram que as SAXs sdo
produzidas por organismos dos géneros Aphanizomenon, Anabaena, Lyngbya,
Cylindrospermopsis e algumas espécies de dinoflagelados cujo mecanismo de acédo se da pelo
bloqueio dos canais de sodio causado por uma dose de toxina letal (DL50) referente a 50% dos
animais expostos como ratos, 0s quais apresentaram 0s sintomas: paralisia progressiva dos
musculos, diminui¢cdo dos movimentos, respiracdo abdominal exagerada, cianose, convulséo,
parada respiratdria e morte.

No capitulo 2, aborda-se a mecéanica molecular e a teoria do funcional da densidade
dependente do tempo e espectrometria.

No capitulo 3, desenvolvem-se os estudos da espectroscopia por DC, UV-Vis e DOS.
Procura-se abordar o estudo da espectroscopia de DC destas cinco toxinas de algas para
verificar os espectros obtidos da simulacédo de mecéanica molecular com a utilizacdo B3lyp com
base 6-311++G (d, p) onde as toxinas sdo imersas em solventes dgua para ser possivel comparar
0 espectro dessas toxinas com uso de programas computacionais.

Assim sendo, investiga-se 0 estudo da espectroscopia que representa a interacdo da luz
por meio de fotons incidentes com cada uma das toxinas, a saber: ANA-A, ANAT-AS, CYLIN,

HOATX- A e SAX. Portanto, aborda-se um estudo tedrico com a espectroscopia de DC, UV-
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Vis, DOS, Raman e IR a partir de figuras para compreender os intervalos de comprimentos de
onda onde acontecem os estados excitados, 0s picos de absor¢des, bem como as vibragdes

moleculares na regido do deslocamento Raman e IR.

O capitulo 4, apresenta como abordagem, analises dos espectros Ramam, IR, DOS, UV-
Vis das toxinas de algas, trazendo como subtdpicos a metodologia utilizada, resultados e
discussdes, modos vibracionais das toxinas de algas do Raman e na regido do Espectro UV-
Vis, Andlise espectroscépica experimental UV-Vis, DC e DOS das toxinas, Transi¢do
Eletrbnica e analise de MEP.

O capitulo 5, apresenta a conclusao e as referéncias.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Geral

Fazer a caracteriza¢do molecular dos espectros tedricos de espectroscopia Raman, IR, DOS,
UV-Vis e DC, das moléculas de toxinas de algas: ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-Ae
SAX, a fim de identificacdo, forense (IR e Raman), potencial farmacoldgico (UV-Vis, DOS,
DC) destas moléculas, considerando anélise do MEP de cada toxina para identificacdo dos

sitios de cargas elétricas.

1.2.2 Objetivos Especificos
v' Mostrar a classificagdo das cianotoxinas de algas e a interagcdo com o organismo humano.

v Verificar o estudo de mecanica molecular e teoria do funcional da densidade dependente
do tempo para anélise de cianobactérias que representam microrganismos unicelulares,

procariontes e fotossintetizantes.

v' Compreender o estudo de toxinas (ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-A e SAX) de
algas com uso de simulacdo de mecanica molecular para interpretacdo dos espectros
Ramam, IR, DOS, UV-Vis e DC para verificar os modos vibracionais e a regido de
absorcdo para um determinado comprimento de onda com os resultados obtidos com 0s

programas computacionais.
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CAPITULO 2

ASPECTO TEORICO DE HIDROGRAFIA, PROLIFERACAO DE ALGAS PELO
PROCESSO DE FOTOSSINTESE EM AGUAS DOCES E SALGADAS.

2.1 HIDROGRAFIA NA SUPERFICIE TERRESTRE

O recurso hidrico é abundante na Terra e imprescindivel a conservacédo existencial da
vida dos mais diversos organismos, inclusive a do ser humano (BRASIL — ANA, 2002).
Segundo o Cadigo Civil Brasileiro, através da Lei n. 10.406, de 10 de janeiro de 2002, artigo
99, proclama que o0s rios e mares, sao bens publicos de uso comum do povo. E como a agua é
considerada como "bem de uso comum, entdo é valido que seja respeitada e preservada por
todos (MANAHAN, 2021) e sem usé-la indiscriminadamente, pois a agua é fonte de vida de
todo o ecossistema e essencial para o ser humano, desempenhando um papel fundamental em
varios setores da economia como, por exemplo, na agricultura que precisa de agua para
irrigacdo e geracdo de energia hidrelétrica contribuindo de forma decisiva em diversas
atividades humanas e animais (RODRIGUES, CRUVINEL, 2019); (RIO CARILO, FREI,
2009).

A hidrografia abrange cerca de 70% de agua existente, ou seja, cerca de % do planeta é
constituido de &gua na superficie terrestre sendo representada pelos oceanos, mares, lagos e
rios. E esta distribuida em duas partes: a primeira correspondente a 97,5% de agua salgada e a
segunda em 2,5% de dgua doce (Figura 2). No entanto, 0s 2,5% que é propria para 0 consumo
humano, pode ser compreendida em duas outras partes: uma com percentual de 0,3 em rios e
lagos e outra parte restante com 2,2% (2,5%-0,3%) que estdo presentes em forma de neve,
calotas polares e glaciais (SANTILLI, 2001).

Apesar do percentual de dgua doce existente ser muito pequena em relacdo a agua
salgada, ou seja, cerca de 40 vezes menor, € preciso que o0 homem valorize 0 meio ambiente,
buscando sua preservacgéo, pois 0s 2,5% corresponde a Unica fonte saudavel para o consumo e
além disso, deve-se evitar que ndo sofra nenhuma alteracdo nos parametros fisico-quimico e
microbioldgico para que esteja livre de contaminacdo (RIBEIRO, 2004) o que é fundamental
para a sobrevivéncia humana (CETESB, 2014). Nessa subdivisdo da hidrografia do planeta,
existe uma quantidade elevada de seres vivos distribuidos nessa parte liquida. Alguns seres
produzem toxinas que podem ser prejudiciais ao homem, principalmente em aguas doces ja
que podem ser utilizados para o consumo humano e deve estar livre de contaminagao e, nesse
sentido, entende-se que apesar da divisao hidrica doces, salina, salobra e salgada, existem seres

Vivos inerentes a cada habitat aquético.
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As algas, como seres vivos que sdo, surgem pelo fendmeno de eutrofizacdo
(Eutrofizacdo vem do grego eutrophos, que significa bem nutrido) em &aguas doces que
acontece devido elas necessitarem de nutrientes para crescerem e proliferarem que sdo
encontrados em concentragdes significativas de nitrogénio e fosforo (ANTONIOU,
,DIONYSIOU, 2005); (SMITH, JOYE, HOWARTH, 2006), em lagos, represas, rios, acudes ou
mesmo piscinas, possibilitando o fendmeno eutrofizativo em regides propicias para a
proliferacdo, pois em condi¢cdes ambientais normais, hd um equilibrio de cianobactérias com
outros organismos aquaticos e 0 processo acontece em consequéncia do aumento de nutrientes
supracitados que servem de alimento causando a proliferacdo de algas e cianobactérias,
caracterizada pela formacdo de uma massa densa na superficie da agua devido o fenémeno da
eutrofizacdo (SMITH, SCHINDLER, 2009).

A camada densa formada nos mananciais, impede a entrada de luz para o interior da
agua o que traz como consequéncia a incidéncia de microrganismos que dependendo do nivel
de contaminacdo hidrica, passam a desencadear uma série de problemas no meio aquatico.
Para melhor compreender como acontece o surgimento desses microrganismos tanto em aguas
1992) doce e salgada, torna-se fundamental entender a eutrofizacdo, o surgimento de algas e
cianobactérias no meio aquatico (AZEVEDO et al. 2002).

2.2 ESPECIES DE ALGAS DE AGUA DOCE NO BRASIL

As estimativas a sobre a quantidade de espécies de algas existentes no mundo giram
em torno de 40.000 ocorréncias (WILSON, 1992) e as mais ocorrentes, em torno de 26.900
(HAMMOND, GROOMBRIDGE, 1992) no entanto no Brasil, calcula-se em 5.000 espécie ja
referenciadas (BICUDO et al., 1998) que posteriormente foram ratificados por (MENEZES,
BICUDO, 2009) em 5.614 especies, distribuidas em 3.689 epicontinentais, ou seja, de agua
(Gréfico 1).
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Gréfico 1: Namero de espécies de algas em &gua doce no Brasil.
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Cyanophyceae mmmmmmm 164

0 300 600 900 1200 1500

B Quantidades
Fonte: Adaptado (Menezes & Bicudo. 2009).

2.3 AEUROTROFIZACAO, ALGAS E CIANOBACTERIAS

Tendo em vista o contexto anterior, pode-se considerar que a subdiviséo da eutrofizacdo
acontece de dois tipos: o processo de eutrofizagdo natural e o antropico. Para o processo natural,
ocorre o surgimento de algas em grandes intervalos de tempo e sem interferéncia humana, e
sdo decorrentes de variacBes climaticas ou outros efeitos naturais. No segundo processo
antrépico, acontece a interferéncia humana ou de animais que frequentam as regides aquaticas,
0 que ao entrar e sair, deixam moléculas que podem contribuir para o fendbmeno da eutrofizacdo
que tem se tornado num problema global devido os problemas ambientais resultantes desse
fendmeno da eutrofizagdo (SMITH, SCHINDLER, 2009).

No entanto, o fendbmeno eutrofizativo altera a qualidade da agua, permitindo o
surgimento das algas e sua proliferacdo e esse fato pode ser justificavel, devido
as cianobactérias que quando presentes no meio hidrico, sdo capazes de proporcionar um local
propicio para producdo de compostos toxicos que pde em risco a vida aquatica, tendo em vista
a alteracdo da qualidade dos recursos hidricos (CHORUS; BARTRAM, 1998).
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Todavia a principal caracteristica da presenca de algas em agua doce é a mudanca na
coloracdo podendo ser esverdeada, azulada, castanha ou vermelhada, que pode causar mau
cheiro e gosto desagradavel e, quanto maior a proliferacdo, tanto mais turva se torna a regiao
liquida e densa, o que possibilita a ndo passagem dos raios solares até a regido onde existe a
flora. Nesse caso, com a proliferacdo e aumento de concentragdo de algas, a dgua se torna turva,
impossibilitando a passagem dos raios solares que poderiam ser absorvidos pela flora do
fundo.

Dessa maneira, com o impedimento dos raios, as plantas ndo podem realizar
fotossintese em consequéncia da queda do nivel de oxigénio dissolvido, o que provoca o 6bito
da flora e fauna ali presentes. Vale ainda ressaltar que, com o @bito da flora, acontece a
decomposicdo e passam a consumir o oxigénio dissolvido na agua, o que faz diminuir ainda
mais a concentracdo de oxigénio dissolvido. No limiar do declinio de concentracéo de oxigénio
dissolvido (MORAES, 2009), ndo pode mais sustentar a flora e fauna e a regido atinge o
fendmeno da anoxia, pois os raios solares sdo desviados para 0 mesmo meio de propagagédo
ou, quando refratados, sdo atenuados e ndo chegam as profundezas do meio aquatico.

Em agua de piscina, caixa d'dgua, po¢os de escola ou em rios de comunidades, torna- se
imprescindivel a implantacdo de sistemas de filtros ou analises de metais pesados, fisico-
quimico, quimico e microbioldgico a fim de evitar contaminagdo por algas e cianobactérias,
pois nesse tipo de habitat, pode estar ocorrendo a diminuicdo de oxigénio dissolvido e
proliferacdo de algas o que sem esses cuidados, pode causar agravos asalde do ser humano.

Nesse sentido a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) elaborou critérios para a

qualidade de &gua destinada ao consumo, pois muitos rios da regido amazbnica sdo
frequentados por animais que introduzem moléculas fétidas no corpo hidrico. Nesse sentido,
em determinada regido que existem moradores, € preciso fazer uma investigacao que envolva a
analise microbiol6gica para determinacdo do nivel de contaminacdo, pois além de haver
proliferacdo de cianobactérias, pode também haver discrepancias de parametro fisico (ANA,
2009).

Existem inimeros fatores que atuam no meio hidrico que provoca impacto ambiental e por
essa razao é preciso ficar atento para esses rios em que ha comunidades o que é crucial a analise
de paramentos, pois pode estar havendo o despejo de descarga de esgotos domésticos,
industriais, agrotdxicos ndo absorvidos pelas plantacGes e levados pelo escoamento da agua
de irrigacdo, dejetos de pecudria, excesso de alimentos em fazendas de piscicultura e

carcinicultura, falta de circulagdo e de oxigenagdo da agua uma vez em contato com a &gua,
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torna-se num ambiente propicio para crescimento de cianobactérias e proliferagao de algas por
meio da fotossintese em consequéncia da ocorréncia de nitrogénio e fosforo acima de limites
normais 0 geram a proliferacdo de algas fosforo (ANTONIOU, CRUZ, DIONYSIOU, 2005);
(SMITH, JOYE, HOWARTH, 2006).

2.4 PROLIFERACAO DE CIANOBACTERIA PELA FOTOSINTESE

Em relacdo as cianobactérias (DITTMANN; WIEGAND, 2006), sdo conhecidas como
algas azuis e sdo microrganismos aerobios foto autotroficos, ou seja, que obtém energia por
reacOes quimicas juntamente com o oxigénio por meio de fotossintese (representa um processo
realizado por organismos produtores em que se observa a captura da energia solar e sua
transformacdo em energia quimica), cujos mecanismos necessitam de agua, dioxido de carbono,
substancias inorganicas e luz.

Tendo sua origem estimada em 3,5 bilhdes de anos, acredita-se que foram os mais antigos
produtores de material organico a liberar o oxigénio na atmosfera da terra primitiva
(CARMICHAEL 1992). A reacdo que leva a proliferacdo pode ser entendida pela equacao
guimica balanceada a seguir. Ou seja, a reacao quimica das cianobactérias autotroficos pode ser
interpretada da forma;

6C0, + 12H,0 — H,,05 + H,0 + 60,
1)

Para melhor compreender esse resultado, considere um microrganismo que recebe luz
e que esta numa regido onde existe CO2 e H20. Nesse caso, na presenca de luz e clorofila,
acontece uma reagdo quimica, resultando no produto glicose (CsH120s), agua (H20) e oxigénio
(02). Nesse processo de reacdo, a 4gua € o principal doador de elétrons e, portanto, libera
oxigénio como subproduto. Esse processo por liberacdo de oxigénio acontece com foto
autotréficos que utilizam a luz solar como fonte de energia e usa CO. como fonte de carbono
para ser possivel que aconteca a rea¢do quimica (STERNER, 2008).

Os foto-heterotréficos usam esse mesmo principio para obtengédo de energia, usando a
luz como fonte, entretanto, na reagcdo quimica sdo utilizados compostos organicos como fonte
de carbono. O processo de fotossintese, que utiliza a luz como principio ativo, constitui a base
para ser possivel que plantas e algas existam em duas regifes distintas. No entanto, € preciso
compreender o habitat das algas e quais as possiveis toxinas que emanam na regido em que vive,
tanto em agua doce quanto em &gua salgada. ApoOs esse estudo, torna-se possivel saber
gue maneira esses microrganismos conseguem dominar o habitat ao ponto de a regido se tornar
propicia para a ocorréncia da andxia da fauna e flora.
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E preciso que se compreenda a proliferacio de algas pelo processo da fotossintese
levando em conta a energia livre de Gibbs para interpretacdo de processo espontaneo,
considerando a entalpia, temperatura e entropia num processo exotérmico com o intuito de
entender como acontece a fotossintese nas algas e posteriormente, a verificacdo das trocas
energéticas por meio da energia livre de Gibbs.

A fotossintese nas algas clorofiladas ocorre de forma analoga do que nas plantas, ou
seja, através da conversdo de energia solar em energia quimica, usada para produzir moléculas
organicas para sua alimentacédo, sendo que o ATP constitui o principal mecanismo de transporte
e troca de energia nesses organismos. No entanto, como uma parte dessa energia € dissipada de
modo desordenado, o que explica a presenca da entropia na energia livre de Gibbs, recebe o
nome de entropia.

2.5 PROLIFERACAO DE ALGAS EM AGUAS DOCES E SALGADAS

A principal caracteristica da presenca da proliferacdo de algas em dgua doce é a mudanca
na coloracdo da dgua, podendo ser esverdeada, azulada, castanha ou vermelha, que pode causar
mau cheiro e gosto desagradavel. Porém, as algas verdes — azuladas — encontram-se nos locais
de agua parada, como, por exemplo, reservatorios sem circulacdo, que constitui um ambiente
propicio para o seu crescimento devido a existéncia de altas temperaturas, abundancia de
nutrientes, principalmente nitrogénio e foésforo. No entanto no verdo, formam enormes
floragdes, tornando-se cada vez mais competitivas com outros organismos, o que justifica sua
relevante importancia nos ecossistemas. Pois a concentracédo de algas pode afetar o equilibrio
natural e a qualidade da agua e causar a mortandade em massa de peixes e outras formas de
vida (KIM, BOO, ZAKRYS, 1998).

Portanto, é possivel reestabelecer o equilibrio de um ecossistema através do
monitoramento do crescimento das algas. Percebe-se entdo que, assim como as algas
proporcionam maleficios, podem contribuir beneficamente para a saude. O aumento da floracéo
das algas ocorre naturalmente por correntes maritimas ou tempestades e de modo mais
acentuado devido a agdo do homem. Considerando o tamanho, estéo divididas em dois grupos:
microalgas e macroalgas sendo que as microalgas s6 podem ser observadas por microscopio
como as bactérias; as macroalgas, por sua vez, podem formar grupos estruturai muito grande
com um certo grau de diferenca no que se refere as suas células o que as deixam parecidas com

as plantas.
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Existem algas, cuja proliferacdo ocorre em &gua salgada oceénica, como consequéncia
das mudancas sazonais proporcionadas pela presenca de luz solar, nutrientes e a hidrodindmica
que modifica a estabilidade das colunas de agua, como, por exemplo, a profundidade da
camada de mistura. No entanto, o processo de sintetizacdo do préprio alimento culmina na
producdo de energia suficiente para garantir ndo s6 a sobrevivéncia da espécie como
também a vida na Terra. Sdo caracterizadas por auséncia de tecidos que implicam em nao

possuir o corpo constituido de raiz, caule ou folha, embora ocorra a presenca de clorofila.

E possivel ainda fazer uma comparagéo de proliferacio de algas em agua doce e salgada
em que as espécies de algas, as planctonalgas ic (de agua doce) sdo responsaveis pela absorcao
do carbono (C) enquanto as que vivem em ambiente marinho (dgua salgada), atuam como
fonte de proteinas e polissacarideos. Entretanto, o Filo Euglsnofhyta, que deriva do género
Euglena, € o mais comum do grupo com cerca de 450, sdo organismos unicelulares que se
desenvolvem em agua doce, caracterizadas pela presenca de um ou dois flagelos. Mesmo nao
sendo venenosa, algumas espécies produzem toxinas nocivas a saude humana (AHMAD et al.,
2011).

2.6 ALGAS AUTOSSUFICIENTES, CLASSIFICACAO E PRODUCAO

As algas, como organismos fotossintetizantes, fazem parte de um grupo heterogéneo de
individuos constituidos de células individuais ou pluricelulares simples, comparando-as com
as plantas terrestres, sdo adaptadas ao meio aquético, estdo agrupadas em seis filos que
constituem mais de 20.000 espécies dos quais trés representam as formas unicelulares
(Euglenofhyta, Chrysofhyta e Pirrofhyta) do reino Protista.

Existem, ainda, espécies de algas nos mais diversos mananciais associadas a fungos na
forma de liquens constituidas por uma ou mais células. A tabela ilustra as classificacfes dos

tipos de algas conhecidas do ponto de vista cientifico (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificacdo dos tipos de algas conhecidas.

ALGAS ESPECIES

As diversas espécies

de algas e suas Caracterizam por serem unicelulares e flageladas, vivem em col6nia ou

caracteristicas ndo. Peculiares em ambientes de agua doce e autotréficas. Na falta de luz

Euglenas tornam-se seres heterotroficos (CAVALIER-SMITH, ALLSOPP, CHAO,
1994).

Verdes Conhecidas desta maneira pela coloracdo esverdeada, ela costuma ser

encontrada em ambientes terrestres Umidos ou aquaticos. Além disso, podem
ser unicelulares ou pluricelulares. Outro aspecto importante é que existem cerca
de 17 mil espécies de algas verdes (LEE, 2008).

Dinoflageladas S&o unicelulares com a presenga de dois flagelos. S&o responsaveis na
formac&o das marés vermelhas devido a proliferacdo (COLE; SHEATH, 1990)

Vermelhas Denominadas de rhodophytas, com carateristica avermelhada, vivem em
habitat marinhos e formadas de mais de uma célula e sem flagelos. S&o ricos
em vitamina C (SOUTH, WHITTICK, 1987).

Pardas Encontradas com frequéncia em &guas brasileiras, chama muita atencdo pelo
tamanho, que pode atingir de 60 a 70 centimetros. Prefere como habitat de
desenvolvimento as regides temperadas. S8o denominados como kelps. Existe
outro grupo conhecido como cianofitas ou cianobactérias, sem que haja um
consenso sobre essa classificacdo (VAN-DEN-HOEK, MANN, JAHNS,

1995).

Diatoméaceas As diatomaceas — ou bacillariophytas — caracterizam-se pela falta de celulose
nas paredes das células. Habitam em &gua doce e salgada (ZIMBA et al.,
2010).

Fonte: Propria do autor.

Das espécies de algas, as planctonalgas ic séo responsaveis pela absorcao do carbono (C)
enguanto as que vivem em ambiente marinho atuam como fonte de proteinas e polissacarideos.
Entretanto, o Filo Euglsnofhyta, que deriva do género Euglena, sendo 0 mais comum do grupo,
cerca de 450, sdo organismos unicelulares que se desenvolvem em &gua doce, caracterizadas
pela presenca de um ou dois flagelos (SCHIRRMEISTER et al., 2013). Mesmo ndo sendo
venenosa, algumas espécies produzem toxinas nocivas a saude humana, atacando
principalmente o sistema neuroldgico, figado, provoca gastroenterites, doengas respiratérias,
alergias, irritacdo na pele e olhos, além de prejudicarem o meio ambiente, podendo contribuir
para a mortalidade de peixes e outros organismos, 0 que as tornam nocivas para 0S Seres vivos
(ANDERSON et al, 2008); (CHAPMAN, 1996).
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No entanto, a cor real desse recurso hidrico relaciona-se com a presenga de varios
minerais e substancias organicas existentes naturalmente no meio aquatico (CETESB, 2018).
Por outro lado, quando a luz sofre reducdo em intensidade ao atravessar o meio aquatico, torna-
se evidente a presenca de solidos organicos e inorganicos ali existentes, como, por exemplo,
algas em emersas, bactérias e metais dissolvidos. Porém, o problema mais relevante a respeito

da alteracdo na coloracdo da agua é de cunho estético (YUNES, 1998).

Entretanto, nocaso dealgas verdes — azuladas, sdo encontradas em locais de agua
parada, como reservatorios sem circulacdo que constitui um ambiente propicio para o seu
crescimento, ha a ocorréncia de altas temperaturas, abundancia de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo que as ajudam, no verdo, formarem enormes floragdes tornando-se cada
vez mais competitivas com outros organismos o que justifica sua relevante importancia nos
ecossistemas, pois, num corpo d’agua. Pois a concentragdo de algas pode afetar o equilibrio
natural e a qualidade da agua, podendo causar a mortalidade em massa de peixes e outras formas
de vida.

Portanto, & possivel reestabelecer o equilibrio de um ecossistema através do
monitoramento de crescimento das algas. Percebe-se entdo que, assim como as algas
proporcionam maleficios, podem contribuir beneficamente para a sadde. Porém, o aumento da
floragdo das algas pode ocorrer de forma natural por correntes maritimas e fluviais ou

tempestades e, de modo mais acentuado, devido a acdo do homem (CHAPMAN, 1996).

Considerando o tamanho, estdo divididas em dois grupos: microalgas e macroalgas
sendo que as microalgas s6 podem ser observadas por microscopio como as bactérias; as
macroalgas, por sua vez, podem formar grupos estruturais muito grande com um certo grau de

diferenca no que se refere as suas células o que as deixam parecidas com as plantas.

2.7TOXINAS DE ALGAS NOCIVAS AO SER HUMANO

O problema da contaminacao que afeta a qualidade da agua, tornando-se num problema
de saude publica, advém da descarga de matéria organica oriunda de atividades humanas que
acontecem nos ambientes aquaticos o que pode resultar no surgimento de infeccBes
provenientes do acimulo de nutrientes nos corpos hidricos provocado pela eutrofizacéo.

Tendo em vista que algas se proliferam do modo analogo as plantas a partir do processo de
energia espontanea prevista pela energia livre de Gibbs, portanto, em ambientes propicios a
manifestacdo de microrganismos, constitui num ambiente favoravel para criacao de algas e por

essa razdo as cianobactérias pode causar um problema de salde publica. No entanto, esse
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problema pode ser comum até mesmo em locais residéncias, principalmente em caixas d’aguas
representam actmulos de algas que podem contribuir para a liberacdo de substancias nocivas

para seres humanos, animais e comunidades sujeitas a esse tipo de problemas.

2.8 CONTAMINACAO DA AGUA PELAS CIANOBACTERIAS

E nesse contexto de contaminagio da agua que as cianobactérias podem liberar toxinas
em quantidades expressivas, através do processo de rupturas sofrida na membrana plasmaticas
(DEBERDT, CANTUSIO NETO, AGUJARO, 2006) da célula ocasionando a liberagdo do
material intracelular para meio exterior (lise celular) que pode ocorrer ap6s a morte natural,

uso de algicida, como sulfato de cobre ou cloragéo e estresse celular.

No entanto é importante que se investigue a presenca dessas espécies produtoras de
toxinas, como por exemplo, SAX, ANA-A e CYLIN, sendo que os dois primeiros exemplos sao
neurotoxinas e o terceiro, hapatoxina, para que sejam monitoradas com o intuito de evitar sérios
problemas a salde dos animais, das pessoas e danos ao proprio ecossistema. Pois nesse cenario
de risco, as cianobactérias juntamente com as cianotixinas ganham espacgos consideraveis em
normas que dizem respeito a saude e a qualidade do ambiente em todo o mundo (SIVONEN
et al., 1990).

Conhecidas como algas azuis, as cianobactérias sdo microrganismos aerdbios
fotoautotroficos, ou seja, que obtém energia por rea¢Ges quimicas juntamente com o oxigénio
por meio de fotossintese, cujos processos vitais necessitam de agua, dioxido de carbono,
substéncias inorganicas e luz. Tendo sua origem estimada em 3,5 bilhdes de anos, acredita-se
que foram os mais antigos produtores de material organico a liberar o oxigénio na atmosfera da
Terra primitiva que pode ter ocasionado o desenvolvimento subsequente de formas de vidas
plurecelulares (ANDERSON et al, 2008).

Fazem parte de géneros e espécies que produzem as Cianotoxinas usadas como fonte de
produtos naturais toxicos produzidos, como por exemplo a SAX e a ANAT-AS, porém, embora
0s esclarecimentos a respeito da origem da producéo de tais toxinas ndo sejam consistentes,
acredita-se que esses compostos tenham fungédo protetora contra organismos herbivoros como
é 0 caso de alguns metabdlitos de plantas vasculares (RESSON et al., 1994). Caracterizadas
pela acdo rapida, induzindo ao dbito de mamiferos provocado por parada cardiorrespiratério em
decorréncia de alguns minutos de exposicdo com tais toxinas em que, por esse motivo séo
identificadas como alcaldides ou organofosforados neurotoxicos. Entretanto, as

cianobactérias, no meio aquatico, liberam as cianotoxinas em quantidades expressivas, através
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do processo de rupturas sofrida pela membrana plasmatica da célula ocasionando a liberagéo
do material intracelular para meio exterior, fenébmeno conhecido como lise celular que pode
ocorrer apds a morte natural, uso de algicida, como sulfato de cobre ou cloracdo e estresse
celular (FALCONER; HUMPAGE, 2001).

No entanto é importante que se investigue a presenca dessas espécies produtoras de
toxinas, como por exemplo, SAX, ANAT-AS e CYLIN, sendo que os dois primeiros exemplos
sdo neurotoxinas e o terceiro, hapatoxina, para que sejam monitoradas com o intuito de evitar
sérios problemas a saude dos animais, das pessoas e danos ao proprio ecossistema. Pois nesse
cenario de risco, as cianobactérias juntamente com as cianotoxinas ganham espacos
consideraveis junto as normas que dizem respeito a salde e a qualidade do ambiente em todo
o mundo (KOSKINEN, RAPOPORT, 1985). Entretanto na Australia, Inglaterra, China e
Africa do Sul, foram registradas intoxicagdes causadas por cianobactérias em populagdes cujas
cepas toxicas contaminaram a agua a ser consumido (RAPALA et al., 1994).

Mas foi por sé volta do ano de 1996 houve a confirmagéo de 6bito de origem humano
constituindo-se no primeiro caso ocorrido onde 130 pessoas portadoras de deficiéncias renais
cronicas apds varias sessoes de hemodialise numa clinica de Caruaru, cidade de Pernambuco
(PE), Brasil, apresentaram um quadro clinico equivalente ao da hepatoxicose grave onde 60
desses pacientes evoluira a 6bito num periodo de até 10 meses. Porém as analises dos exames
detectaram presenca tanto de microcistinas quanto de CYLIN no carvdo ativado usado no
processo de purificacdo de agua da clinica. Identificou-se também microcistinas nas amostras

de sangue e do figado dos pacientes.

2.9 CLASSIFICACAO DAS TOXINAS

A ANA-A é um alcaloide gue possui uma amina secundaria biciclica, com massa molecular
e Ph de 165 uma e 9,4, respectivamente. Sabe-se produzido por mais de um género de
cianobactérias e dentre elas podem ser incluidas Anabaena flos-aquae, Oscillatoria spp.,
Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum spp. (SKULBERG et al.,
1992). Possui como homélogo a HOATX-A, age como potentes agonistas nicotinicos ativando
canais de célcio, criando um bloqueio da transmissédo elétrica decorrente da despolarizacao,
que em dose suficientemente alta, pode levar a paralisia, asfixia e morte
(CARMICHAEL,1975). Os sintomas apresentados em alguns animais que tiveram sido
expostos @ ANA-A por via oral (administracdo de dgua doce contaminada) tiveram problemas

musculares, convulsdes e morte por parada respiratoria (CARMICHAEL, 1998).
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A literatura mostra que varios estudos tém examinado os niveis de ANA-A em reservatorios
de agua doce seguidos da apari¢do de floragbes (JAMES, SHERLOCK, STACK, 1997).
Porém, até 0 momento, todos 0s casos de incidentes toxicologicos relacionados com a ANA-A
e que levaram & morte em poucos minutos envolveram apenas animais. Por exemplo, alguns
desses relatos incluem morte de gado na Finlandia, cachorros na Escdcia, Irlanda e Franca e
flamingos no Quénia (SIVONEN et al., 1990).

A ANAT-AS constitui outra cianotoxina no grupo de alcaloides neurotoxicos. Sua
estrutura quimica constitui um éster metil cujo mecanismo de acéo é a inibicdo irreversivel da
acetilcolinesterase, que pode promover o blogueio dos estimulos dos nervos e musculos e
causar faléncia respiratdria e morte (VAN APELDOORN et al., 2007). Constitui um composto
que age como um inseticida organofosforado sintético, considerado como o Unico
organofosforado que inibe de forma irreversivel a acetilcolinesterase de ocorréncia natural
conhecida (JAMES et al., 1998). Caracteriza-se por ser quimica e fisiologicamente diferente
das Anatoxinas supramencionadas. E produzida por cepas (agrupamento viral) de Anabaena
flos-aquae e Anabaena lemmermannii (MATSUNAGA et al.,1998), sendo muito solGvel em
agua.

A HOATX-A é um analogo da ANA-A, sendo isolada de causas a efeitos de cultura de
Planktothrix (Oscillatoria) formosa NIVA-CYA 92 cuja atividade do seu extrato na
transmissdo neuromuscular foi testada posteriormente, tendo-se como resultado que o alvo
dessa toxina € a emocional neuromuscular. No entanto, identificada como um componente
toxico de uma cepa de Rhadidiopsis mediterranea LBRI 48, constitui-se no primeiro ente de
uma producdo simultanea de ANA-A e HOATX-A pela mesma cepa (SKULBERG et al.,
1992).

Segundo Aradz et al, das 23 cepas de oscilatoria estudadas, somente 3 sintetizaram somente
ANA-A. Por outro lado, apenas uma foi capaz de sintetizar as duas, simultaneamente, o que
sugere que algumas espécies de Cianobactérias teriam diferencas regulatérias, o que levaria a
biossintese preferencial de uma ou das duas neurotoxinas.

Esse analogo metilénico da ANA-A, HOATX- A, foi isolado pela primeira vez de uma
cultura de Planktothrix (Oscillatoria) formosa NIVA-CYA 92 em que posteriormente
testado a atividade do extrato desta cepa na transmissdo neuromuscular, obteve-se como
resultado que esta cianotoxina tem como alvo a emocional neuromuscular, atuando
especificamente no receptor nicotinico poés-sinaptico, observou a sensibilidade deste para
a acetilcolina. Entretanto a HOATX-A foi identificada como um componente téxico de uma

cepa de Rhadidiopsis mediterranea LBRI 48, sendo essa a primeira identificacdo da
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producdo simultanea de ANA-A e HOATX- A pela mesma cepa (ARAOZ et al., 2005)
estudaram 23 cepas de Oscillatoria e somente 3 delas sintetizavam apenas a ANA-A. Por
outro lado, apenas uma cepa foi capaz de sintetizar ANA-A e HOATX-A simultaneamente,
sugerindo que algumas espécies de cianobactérias teriam diferencas regulatérias, o que
levaria a biossintese preferencialmente de uma ou das duas neurotoxinas. Pois 0 mecanismo
poderoso de toxicidade da HOATX-A é analoga ao da ANA-A, isto é, atua como agente
bloqueador neuromuscular.

As CYLIN constituem alcaloides produzidas por varias espécies de cianobactérias,
ourém verificou-se em oito espécies de cianobactérias: Cilindrospermopsina raciborskii
(OHTANI, MOORE, RUNNEGAR, 1992); (HARADA et al.,, 1992). Aphanizomenon
ovalisporum (BAKKER, 2007); (SHAW et al., 1999); (LI et al., 2001); (SCHEMBRI,
NEILAN, SAINT, 2001).

Foram observados danos muito consistentes em células renais, pulmonares e cardiacas
dos animais testados. Além disso, demonstrou-se que a cilindrospermopsina pode causar danos
genéticos in vitro e in vivo (HUMPAGE et al., 2000). Entretanto, & uma toxina de acéo lenta,
que pode ocorre num intervalo de 5 a 7 dias para a efetivacéo de seu efeito toxico maximo.

A SAX faz parte do grupo dos alcaldides, tendo sua toxidade muito variavel por ser a
mais potente. Foi descoberta em agua doce e sintetizada por cianobactérias, como, por exemplo,
a Anabaena e Aphanizomenons cujas toxicidades sio muito altas. E mais solGvel em metanol
do que em etanol, porém insolivel em acetona, éter ou cloroférmio. Possui resisténcia a
cristalizacdo, é bastante higroscépica, ou seja, possui grande capacidade de absorcdo de
umidade e decompdem-se em fusdo (RESSOM et al.,1994). Os organismos reprodutores das
SAX séo Cylindrospermopsis, dinoflagelados Anabaena e Oscillatoria.

O mecanismo de agdo das SAX é rapido, inibindo a condugéo nervosa, podendo causar
paralisia progressiva dos masculos, diminuicdo dos movimentos, cianose, convulsdo, parada
respiratdria e morte. Foi a partir da década de 1970 que ocorreu um aumento significativo de
casos de contaminacdo por toxinas PSP sdo considerados, atualmente, um problema
globalizado, requerendo grande conscientizagdo publica e profissional. Dentre as toxinas a
SAX é a mais pesquisada quanto aos efeitos farmacolégicos, devido a dificuldade de se fazer
o0 isolamento das demais para maiores estudos. A Tabela 2, mostra de modo sucinto cada umas
das toxinas estudadas e seus organismos reprodutores e, também, a presenca de produtores

presentes nas toxinas de algas.
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Tabela 2: Os organismos produtores de toxinas de algas.

TOXINAS Organismos PRODUTORAS/ DL50/
Produtores/ SINTOMATOLOGIA A EXPOSICAO
Mecanismo de AGUDA
acéo
ANA-A Anabaena,Oscillatoria, | Anabaena flos-aquae, Oscillatoria spp., Anabaena
Cylindrospermum, circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum
Aphanizomenon, spp (CARMICHAEL, 1989). 200 — 250 pg/Kg i.p. ratos/
Microcystis/ Agonista | Paralisia progressiva, forte respiragdo abdominal, cianose,
nicotinicoirreversivel | convulsdo, morte por asfixia.
ANAT-AS Anabaena/ Inibi¢do da A ANAT-ASconstitui uma cianotoxina no grupo de
acetilcolinesterase alcaloides neurotoxicos. Sua estrutura quimica constitui um
éster metil cujo mecanismo de agéo € a inibig¢do irreversivel
da acetilcolinesterase, que pode promover o bloqueio dos
estimulos dos nervos e musculos e causar faléncia
respiratoria e morte. 20 pg/Kg ip. ratos/
Paralisiaprogressiva, fraqueza muscular, diminuicdo da
frequénciarespiratoria e convulsdes. Salivacdo intensa.
Morte ocorre por faléncia respiratéria (VAN
APELDOORN et al., 2007).
Cylindrospermopsis Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon
CYLIN raciborskii, Umezakia, | oyalisporum, Raphidiopsis curvata, Anabaena bergii,
Aphanizomenon, Anabaena lapponica, Aphanizomenon flos-aquae, Lyngbya
Raphidiopsis, Anabaena/| \yo|lej) e possivelmente de Aphanizomenon gracile
Inibigdo dasintese | (n) | N TILDESLEY, 1987); (KOHN, 1999).
protéica
HOATX-A Anabaena/ Inibicdo da | Anabaena flos-aquae, Oscillatoria spp., Anabaena
acetilcolinesterase circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum
spp 20ug/Kg i.p. ratos/ Paralisia corpora, convulsfes e morte
por parada respiratérias num intervalo de 7 e 12 min
(SKULBERG et al., 1992).
SAX Cylindrospermopsis e também algumas espécies de

Aphanizomenon,
Anabaena,
Lyngbya,Cylindrosperm
opsis e também algumas
espécies de
dinoflagelados/
Bloqueio dos canais de
sodio

dinoflagelados

Anabaena, Oscillatoria. 10 pg/Kg ip. ratos/ Paralisia
progressiva dos musculos, diminui¢do dos movimentos,
exagerada respiracdo abdominal, cianose, convulso, parada
respiratéria e morte (RESSOM et al.,1994).

Fonte: Prdpria do autor.
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CAPITULO 3

MECANICA MOLECULAR E TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE
DEPENDENTE DO TEMPO E ESPECTROMETRIA

3.1 ASIMULACAO COMPUTACIONAL

A simulacdo computacional é uma importante ferramenta para o desenvolvimento da
nanotecnologia e avango progressivo. Desde o0 século passado ela tem sido implementada em
diferentes &reas do conhecimento cientifico utilizando imensas variedades de métodos e
paradigmas nos varios campos cientificos. O método computacional desenvolvido traz como
resultado uma maior compreensdo dos sistemas atomo a atomo, regides de dificil acesso
experimental que podem conduzir o estudo em condic¢des extremas (LI et al., 2001).

A realizacdo de modificacbes nas condicdes de um sistema fisico ou pequenas
variagfes em sua estrutura tornou-se uma tarefa possivel tendo em vista o grande avango
computacional, e essa mudanca ou variag¢ao, conduz a simulacdo para um estagio mais amplo,
sendo possivel identificar novos fendbmenos a partir de uma modelagem computacional.
Portanto, estudos tedricos de sistemas fisicos ou quimicos podem ser desenvolvidos e
compreendidos com bases em simulagdes por computadores e para certificar a veracidade da
simulagdo computacional 0 mesmo sistema é desenvolvido no campo experimental de modo
a comparar os resultados tedricos com o experimental que corresponde um importante papel
da ciéncia (SCHEMBRI, NEILAN, SAINT, 2001).

3.2 MECANICA MOLECULAR
3.2.1 O método da Teoria do Funcional da Densidade dependente do tempo

A Teoria da Densidade dependente do tempo (TD-DFT) corresponde um
método onde um sistema pode depender de uma perturbacdo sem levar em consideracdo o
tempo de modificagdo do potencial externo. Essa teoria foi desenvolvida a partir do
formalismo de Kohn-Sham, as equacdes interpretam a existéncia de um potencial ativo para
um modelo de particulas ndo-dependentes (HUMPAGE et al., 2000).

O método de Kohn-Sham pode ser usado para determinar o0s espectros de absorcéo
numa regido UV, dicroismo circular e transicdes eletrénicas, ndo previstos pela mecanica
molecular. Assim sendo, desenvolve-se nessa se¢cdo o método, mostrando a descricdo do
método DFT que foi usado para a DOS e que mais adiante pode ser explicado no método TD-

DFT considerando-se a densidade eletronica dependente do tempo o que mostra do ponto de
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vista tedrico o célculo dos espectros, como DC (SLAD, 2005), DOS (DIWAKER et al. 2015),
UV-vis (STEPHEN, DEVLIN, CHABALOWSKI, 1994), Raman (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2014) e IR (SHEN, 2018).

3.2.2 Aproximacao de Born-Oppenheimer
Em 1925, o fisico austriaco Erwin Schrddinger (1887-1961) marcou o inicio da

Mecanica Quantica moderna ao propor a descoberta de uma equagao que descreve o0 mundo
quantico. A caracteristica principal da equacdo determina a funcdo de onda quéntica de um
sistema desde um &tomo até sistemas de muitas moléculas, contendo toda a informagéo
necessaria para determinar o estado do sistema. A equacao proposta por Erwin Schrodinger é

dada pela seguinte equacao quantica

in—=HY . (6)

Onde W(r,t) éafuncdo de onda do sistema e féo operador hamiltoniano. Usando a slucédo
de uma equacéo diferencial, pode-se obter a partir de potenciais independentes do tempo a
separacdo das variaveis espaciais e temporais, obtendo-se o seguinte resultado:

Y(r,t)=w(r) exp(—i %) . (7)

Substituindo na Eq. (6), obtém-se:

Hy () = Ey(r) , (8)

que é a equacdo de Schrodinger independente do tempo, na qual E é a energia do sistema

quantico. Para um hamiltoniano de muitas particulas, tem-se:

Nl oM 1o, &1 M M Z, L Z,
T R0 e R
=1 2 2M ‘ B> ‘ A‘ RA‘

A=1 A i=L j>i =T

onde as parcelas das grandezas representam:

N
1=, o .
o —Z—Viz E o operador de energia cinética dos elétrons;
=1 2
M

1
. —Z V E o operador de energia cinética dos nucleos;
A

L1 o x . .
> —— ‘ E o termo de repulsdo colombiana entre os elétrons;
-

-

i=1l j>i
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MM 77 .. . ;
° ZZA—E E a interacdo entre os ndcleos;

o —ZN:iZ—’t Representa a interagdo colombiana entre os elétrons e os nlcleos.
A ‘ i RB‘

No célculo da energia do sistema, despreza-se a energia provenientes dos elétrons, pois
suas massas em relacdo as massas nucleares podem ser despreziveis. Diante disso, considera-
se essa teoria prevista pela aproximacao de Born-Oppenheimer- Para melhor compreender essa
hipdtese, supbe-se que 0s nlcleos sdo praticamente iméveis, semelhantes a um sistema
planetario em que o sol se encontra fixo e os demais planetas, tais como os elétrons, orbitam
numa trajetdria fechada. No caso do sistema quantico, consideram-se despreziveis as forgas

interativas devido a infinitude das massas eletrénicas em comparacao aos nucleos atdbmicos.

Com base nas parcelas dadas anteriormente, o potencial elétron-ndcleo é constante e
passa a depender, parametricamente, das coordenadas nucleares. Assim, na aproximacao de

Born-Oppenheimer, o hamiltoniano, torna-se:

H--Y29-3 > -3 L (10)
g2 4 j>ir_rj‘ = A‘ —ﬁB"

=l

A equacdo de Schrodinger se torna:
|:|ell//el (r) = Eel'//el (r) . (11)
Onde

V(M) =wo (T.00Ty) | (12)

é a funcdo de onda eletrdnica. A solucGes previstas para desenvolvimento da expressdo (11)
requer aplicacdes em termos computacionais, tendo em vista que os nimeros de integrais a
serem calculadas € muitissimo grande. Nesse caso, serd utilizado resolugdo da equacdo de

Schrédinger com o uso de Gaussian 09W.
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3.3 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

A mecanica quéntica apresenta um formalismo fisico muito trabalho quando o sistema
apresenta um enorme nimeros de particulas e nesse caso, S80 poucos 0s sistemas nos quais a
solucdo da Equacdo de Schrodinger € exata. Equacdo diferencial exata pode ser resolvida com
0 intuito de obter uma funcao potencial que seja suficiente para descrever o sistema quantico.
No entanto, recai-se no problema e para que seja resolvido, quimicos e fisicos procuram obter

métodos alternativos para resolver a equacao de Schrddinger de forma aproximada.

O sucesso em descrever sistemas de muitas particulas teve como forte contribuicdo
cientifica as teorias de Walter Kohn (1923- 2016) que em 1964, publicou, juntamente com
Pierre Hohenberg, um artigo onde apresentavam uma reformula¢do da mecanica quantica

baseada, ndo em funcbes de onda, mas na densidade eletronica.

Esta densidade p(r)mede a probabilidade de encontrar um elétron no ponto
identificado pelo vetor posicdo r. No entanto, surge a seguinte hipdtese: Como determinar na
prética p(r) para um sistema real. Esse foi um problema que foi resolvido por num artigo de
Kohn, mas agora com Lu Sham. Os dois artigos desenvolvidos por eles constituem a base da
denominada Teoria dos Funcionais da Densidade (DFT). A partir do desenvolvimento dos
computadores e em consequentemente, o surgimento dos métodos computacionais ou pacotes

computacionais que possibilitou o calculo das equacdes-chave da teoria DFT.

As equac0es de Kohn-Sham, que puderam ser facilmente resolvidas para sistemas cada
vez muito mais complexos com pacotes computacionais especializados, onde é possivel
descrever sistemas complexos utilizando a teoria DFT. Todavia, 0 que permite a densidade
eletrénica desempenhar esse papel central na DFT sdo dois importantes teoremas basicos,

publicados nos artigos de Kohn e Hohenberg (1929-2019), teoremas de Hohemberg-Kohn:

Teorema (3.1.a). O potencial externo presenciado pelos elétrons, V,.(F), é um
funcional tnico da densidade eletronica no estado fundamental, o, (F) .

Teorema (3.1.b). A energia do estado fundamental E,(0) é minima para a densidade

exata. Portanto, o primeiro teorema assegura que se pode determinar a energia como um
funcional Unico da densidade eletronica no estado fundamental:
E=E[p,]. (13)

O segundo teorema demonstra que a energia do estado fundamental tem propriedade

variacional:
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Elp,]1<Elp]. (14)

A energia pode, entdo, ser escrita como um funcional da densidade:

Elp]=T[p]+U[p]+V,[r]. (15)

onde T[p] € aenergia cinética do sistema, U[] é o termo de interagdo entre os elétrons e
V..[p] é a energia promovida pelos potenciais nucleares.

3.3.1 Formalismo da Particula Independente e as Equacdes de Kohn-Sham
Kohn e Sham propdem, em sua teoria, escrever o funcional da energia dentro do

modelo da particula independente.

E=T[pl+U,lpl+V, [p]+V, [p] (16)

Na qual: Z}[p]: energia cinética para um sistema ndo interagente de elétrons com densidade

eletroncia P ; Uulel, termo de interacdo colombiana média entre os elétrons e V. [p ]:

contém a correcdo da energia cinética (T-To) e da energia de Hartree (U-Uw), conhecido como

energia de troca-correlacéo.

Portanto, tem-se um formalismo de particula Unica que contém os efeitos de uma
interacdo de muitos corpos, sendo assim, formalmente exato. As equag¢des de Kohn-Sham sao
obtidas explicitando a funcional energia e, em seguida, minimizando esse funcional, com o

vinculo do nimero de particulas constante:

Elp] =T, o1+ 2 [[ 22T gorgar+ [u(r) p(r)a’r + E, L] an
2 r-r

Minimizando esse funcional, tem-se;
1,
_EV +Vy (Wi =&y (18)

onde:

v, = P G y(ry+ 2ExlA] (19)
r-r| Sp

de modo que &; sdo os autovalores de Kohn-Sham e ; sdo as autofuncdes de Kohn-Sham.
Esse procedimento de minimizar a funcional energia em termos da densidade eletronica é

equivalente a resolver uma equagdo de Schrddinger com um potencial efetivo Ver. Nesse
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ficticio sistema de particulas independentes, a densidade eletrdnica € escrita em funcdo dos

orbitais eletrénicos de Kohn-Sham:
N
p(F)= Zw*i (P, (F) . (20)
i=1

Deve-se notar que o potencial efetivo de Kohn-Sham é um funcional da densidade. O
potencial efetivo ser

v, =] ‘f(r') d°r +v(r)+—5E§[p] (21)
F—r 0

0 que permite concluir que as equagOes de Kohn-Sham devem ser resolvidas de modo auto-
consistente, pelo fato de a densidade eletrénica ser dependente das autofuncdes de Kohn-
Sham. Como a dependéncia do termo de troca-correlacdo com a densidade ndo é conhecidas
exatamente, varias aproximagdes foram criadas para suprir essa dificuldade. Entre essas
aproximacoes, tem-se a LDA. Essa aproximacgdo consiste em escrever a energia de troca-
correlacéo por elétron num pontor tal como aquela em que um gas homogéneo tenha a mesma

densidade nesse ponto
E> ol = [ p(P)el (p(P)d°r . (22)

Tal aproximacdo € atil em sistemas nos quais a densidade eletrénica ndo varia
rapidamente em uma regido pequena. No caso de a densidade variar significativamente dentro
de certa regido, deve-se incluir o termo que contém a dependéncia com a primeira derivada

espacial da densidade:
Ec[pl= [ f(p(1), Vo(O)dr . 23)

Essa é a conhecida Aproximacdo do Gradiente Generalizado, GGA (Generalized
Gradiente Approximation), onde a energia de troca-correlacdo por elétron é substituida por
uma funcéo local da densidade eletrdnica e do gradiente da densidade. Com a introdu¢do do
termo do gradiente da densidade eletrénica presente no funcional de troca-correlacéo, espera-
se um melhor resultado e, portanto, uma melhor descri¢do de sistemas ndo homogénea pode
ser obtida.No caso de o potencial depender explicitamente do tempo, é possivel calcular
espectros UV e Raman. Nesses casos, tem-se 0 método da teoria do funcional da densidade
dependente do tempo (TD-DFT).
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3.3.2 Funcional da Densidade Dependente do Tempo

Trata-se de uma extensdo da DFT, agora para potenciais efetivos dependentes do
tempo. Como consequéncia disso, podem-se determinar, atraves desse método, resultados tais
como: energia de excitacdo, espectros de absorcdo etc. A base da TD-DFT é o teorema de RG
(1984) (RESSOM et al.,1994); (ALLEN, TILDESLEY, 1987). O teorema equivalente ao de
Hohenberg-Kohn, todavia dependente do tempo. Utilizando-se desse formalismo, podem-se
descrever as otimizagOes das estruturas analisadas, bem como estabelecer as propriedades
espectroscépicas das moléculas. O método de Runge e Cross considera um sistema Unico na
presenca de um potencial externo dependente do tempo. Assim, a hamiltoniano do sistema

fica:

H(t)=T +V,, (t) +U, (24)

onde 7 € o operador de energia cinética dos elétrons, 0 é a interacdo elétron-elétron e
el

V(1) é 0 potencial externo que, junto com o numero total de elétrons, define o sistema. Toda
ext

a informacdo fornecida pelo sistema (resposta) esta associada a esse potencial. Aplicando esse

operador na equacao de Schrodinger, tem-se:
A . 0

HE®W(t) =i 5‘P(t) , Y(0) =Y, (25)

Utilizando a equacdo de Schrddinger como ponto de entrada, o teorema de Runge-Gross

(R-G) estabelece que, num instante qualquer, a densidade determina, de maneira Unica, o
potencial externo. Isso é feito em duas etapas:

v/ Admitindo que o potencial externo possa ser expandido em série de Taylor, num dado

instante, eles demonstram, em seu artigo este que, se dois potenciais externos diferem

a menos de uma constante aditiva, entdo eles geram diferentes densidades de corrente.

v/ Aplicando a equacdo da continuidade, eles demonstram que, para sistemas finitos,

diferentes densidades de corrente correspondem a deferentes densidades eletronicas.

A solucdo da equacdo de Schroedinger via teorema RG, permitiu obter os resultados
dos espectros analisados. Na subsec¢do seguinte, apresenta-se o funcional hibrido B3LYP/6-
311++G (d, p), o qual foi utilizado no estudo.
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3.3.3 Funcionais Hibridos B3LYP

Com o intuito de otimizar o tempo computacional dos céalculos baseados em DFT, foi
feito uma aproximacéo para os termos de troca-correlacdo introduzindo uma parte exata do
termo de troca, na teoria de Hartree-Fock, com a troca e correlagdo de outros métodos (ab-
initio, como, por exemplo, a aproximacdo da densidade local, LDA, métodos semi-empiricos,
entre outros). Esses funcionais hibridos oferecem uma maneira simples de obter resultados de
muitas propriedades moleculares tais como, comprimento de ligagdes, espectros de vibragédo
etc. O funcional B3lyp (Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr), (MOREIRA, 2005);
(KOHN, 1999) que € uma combinagdo linear exata do funcional de troca de Hartree-Fock
(EHFey), é dado por:

EPT < B+ a, (L EEP') + 0, (S - B2 v a (ES™ - EL°%) 26)

ap = 0,2,a., = 0,72 e a, = 0,81 sdo parametros empiricos, ES¢4 e ES%4 sdo aproximagdes
do gradiente generalizada e ELP4 é a densidade local de Vosko-Wilk-Nusair (VWN). Os
resultados, em relacédo a caracterizacdo das estruturas analisadas, foram estimados, conforme
se verificardo nos capitulos seguintes, através dos funcionais B3lyp, com o conjunto de bases
311++G(d,p).
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CAPITULO 4

ANALISES DOS ESPECTROS DC, UV-Vis, DOS, RAMANE IR

4.1 ESPECTROMETRIA

A espectroscopia € um estudo que representa uma interacdo da luz com um composto
molecular. Essa incidéncia luminosa pode ser considerada como uma luz monocromatica ou de
frequéncia unica com um determinado comprimento de onda e energia. Essa interacdo € de
fundamental importancia para estudar as propriedades fisico-quimico com obtencdo de
diferentes espectros que podem ser extraidos da simulacdo com mecénica molecular. Apds a
incidéncia do foton podera haver uma diminuicdo da energia no raio emergente, pois 0 composto

podera ou ndo absorver energia.

Dessa maneira, a espectroscopia vem fazer uma abordagem puramente tedrica, incluindo
estudos de DC, DOS, UV-Vis, Raman e IR que correspondem o0s processos de interacdo da luz
com a matéria. A teoria pode ser aplicada numa gama de compostos organicos permitindo obter
as propriedades do composto a ser analisado. Neste caso, com o desenvolvimento da mecénica
quantica e com a aplicacdo da analise computacionais, como DM e MM assim como DOC,
tornou-se possivel o estudo tedrico para obtencéo dos espectros de DC, UV-Vis, DOS, Raman e

IR do composto irradiado por luz polarizada.

Dessa maneira, 0s componentes de uma substancia organica podem ser determinados
através de analises para saber se 0s elementos sdo quantitativos ou qualitativos. Para isso
existem inameros testes simples, através dos quais pode-se relacionar tais elementos do
composto em analise. Portanto, a espectrometria constitui um método para a analisar a interacao
da luz com a matéria com objetivo de identificar e quantificar as substancias quimicas, por meio
da medida da absorcdo e transmissao de luz em transito numa determinada amostra e do ponto de

vista tedrico, verificar os espectros extraidos com a utilizacdo de uma base B3Lyp especifica.

A secdo seguinte ira abordar do ponto de vista tedrico, a espectroscopia por DC, DOS,
UV-Vis, IR e Raman, enfatizando a diferenga existente entre eles. Posteriormente, o estudo
sera aplicado com metodologia que trata da espectroscopia de toxicinas de algas, derivados e
metabdlitos a saber, ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-A e SAX onde com 0s espectros
obtidos, sera possivel investigar com maior detalhe o estado excitado, as transi¢oes eletrénicas,
as deformagbes moleculares no IR préximo e médio e o Raman para verificar as vibracGes

em partes das moléculas nos valores especificos de frequéncia.
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4.2 DICROISMO CIRCULAR

A luz polarizada foi descoberta em 1808 por A luz polarizada foi descoberta em 1808
por Etiene Louis Malus (1775-1812). Logo depois, Jean-Baptiste Biot (1774-1862) descobriu
que certos cristais de quartzo desviam, ou melhor, fazem girar o plano de polarizacdo da luz.
Essas substdncias sdo chamadas opticamente ativas, ou seja, tém atividade Optica.
Posteriormente, outros estudos comprovaram a existéncia de dois tipos de cristal de quartzo,
com formas geométricas assimétricas, de tal maneira que a forma de um deles € igual a imagem
do outro num espelho plano. Ateoria de DC pode ser utilizada no estudo de moléculas quirais.
O DC mede diferenca de absorcédo de radiagdo com polarizagdo circular a esquerda e a direita.
Isto é:

DC = A — 4. (27)

De acordo com essa equacdo, numa mistura racémica o fendbmeno descrito nao é
observado, uma vez que a diferenca de absorcdo para duas moléculas que sdo moléculas
assimétrica. Entende-se por mistura racémica a mistura de dois enantibmeros de modo que
quando uma luz polarizada a atravessa nenhum desvio da luz monocramatica é observado.
Havendo um desdobramento dessa mistura, 0s enantibmeros se separam. Se ocorrer a
incidencia de uma luz monocramaética, o primeiro pode desviar a luz circularmente para a

direita e o0 segundo, para a esquerda.

No entanto, ao ocorrer um desdobramento da mistura, observa-se uma exibicdo de DC
correspondente a cada um dos enantiémero que compde a mistura. E devido a esse motivo que
se deve ter o cuidado na administracdo de medicamentos sintéticos tendo em vista os efeitos
colaterais que podem causar quando ndo completa o processo chave fechadura, causando

possiveis danos ao organismo.

O DC ¢ uma técnica espectroscopica relevante porque mostra que um determinado
composto, quando incidido por luz monocromatica, rotaciona o plano de polarizacio da luz. E
utilizado para determinar a diferenca dos coeficientes de absorcdo molar para a luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita em frente a um determinado comprimento de
onda. A técnica de DC contribui para determinar a estrutura secundaria de uma molécula
(RUNGE, GROSS, 1984), (AKERMAN, 2015), a configuragéo absoluta e conformacédo de
produtos naturais, por exemplo, flavonoides (STEPHEN et al., 1994).

A espectrometria DC ocorre devido a presenca de carbonos quirais nas estruturas

moleculares sendo os responsaveis em girar o plano de polarizacdo da luz. A luz pode
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rotacionar, circularmente, para a direita ou esquerda. Como ha somente os dois sentidos para
a luz, os isbmeros Opticos podem ser separados em dois grupos, os levogiros e os dextrogiros.
Levogiros sdo os isdbmeros que desviam a luz polarizada a esquerda. Dextrogiros sdo 0s
isdmeros que desviam a luz polarizada & direita. A mistura dos isdbmeros dextrdgiro e levégiro,

da-se o nome de mistura racémica.

Um medicamento por exemplo, € considerado como uma mistura racémica. Isto &, ndo
desvia o plano de polarizacdo da luz. Assim como nos medicamentos, 0 DC se encontra nos
alimentos, bem como a celulose dos tecidos e do papel que se utiliza, sdo formados por varias
substancias que contém atomos de carbonos em posi¢Bes assimétricas. Todos esses compostos
apresentam carbono quirais em suas estruturas cujo pesos moleculares diferentes nas quatro

ramificacdes, geram rotacdes no sentido dextrogiro ou levdgiro, exibindo o DC.

Com a introducdo do medicamento no organismo humano, acontece uma reacdo
quimica complexa resultando na separacdo dos isdmeros, razdo que explica o medicamento
possui um efeito benéfico e outro efeito colateral, pois se tratam de dois isdmeros, onde o
primeiro exerce o papel da chave-fechadura e o0 segundo, n&o possui esse encaixamento o que
provoca reagdes desagradaveis ao organismo. Dessa maneira, no organismo ocorrem sucesses
e enormes reacdes bioguimicas, nas quais cada substancia deve se “encaixar”, com precisdo, na

molécula reagente seguinte, dando origem a etapas bem definidas da reacéo global.

Outro fato importante é que muitos dos medicamentos quirais devem conter apenas o
antipoda adequado para ter efeitos benéficos no organismo. Nos medicamentos naturais existe,
em geral, somente um dos enantiomorfos. Nos medicamentos sintéticos, porém, a tendéncia é
existir a mistura racémica, pois sdo dificeis as reacdes estéreas seletivas, isto é, as que levam a
apenas um dos isdbmeros. Além disso, a separacdo dos isdmeros € uma operagdo cara e
complicada, pois os dois isdmeros apresentam propriedades fisica e quimica semelhante tendo

como Unica diferenca a rotacdo circular para a direita ou para a esquerda.

Stefka Kaloyanova e coautores fizeram uso de espectroscopia DC a fim de obter uma
visdo das alteracOes das propriedades polinucleotidicas que exibem quiralidade, mudancas
conformacionais na sua estrutura secundaria e informac6es Uteis sobre os modos de interacédo
(HAN et al., 2015). A figura 4, mostra aexibicdo de DC de uma substancia que apresenta na
estrutura carbono quiral, exibindo o desvio do plano de polarizagédo da luz (Cores verde e azul),
A cor em vermelho é a diferenca de absorcdo dessas duas rotacdes (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo de DC uma rotacdo do plano de polarizagdo da luz em moléculas que
possuem carbonos quiral.
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Fonte: (Matthews & van Holde. (Bioquimica 22 ed. 1998 McGraw-Hill-Interamericana de
Espaiia, S.A.U.)

Os espectros de DC serdo interpretados no estudo de toxinas de algas em que as
moléculas em meios dielétricos agua, irdo exibir variacdo se houver interacdo entre a molécula
e 0 meio dielétrico. As toxinas de algas sdo estruturas moleculares com predominancia de
carbonos e hidrogénio, com excecdo de alguns outros atomos de oxigénio, nitrogénio e fosforo.
A presenca ascendéncia de carbono em cada estrutura molecular leva a presenca de carbonos
quirais com peso moleculares de diferentes valores e que, portanto, ao receberem a luz
polarizada, cada uma ir4 exibir o DC, como sera observado nos resultados e discussdes desse

texto dissertativo.

O fendmeno de DC apenas acontece no intervalo de comprimento de onda do espectro
do UV onde a energia incidente é mais intensa para causar a rotagdo do carbono quiral presente
na estrutura das moléculas estudadas, desviando o plano de polarizacgdo da luz. Para o intervalo
do espectro visivel o fendbmeno néo é observavel devido a energia incidente ndo ser suficiente

para causar a rotacdo no carbono quiral e exibir o fenébmeno.
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4.3 ULTRAVIOLETA VISIVEL

Quando a radiacdo eletromagnética da regido ultravioleta (UV) passa através de um
atomo ou uma molécula que possuam liga¢cdes quimicas multiplas, uma parcela da radiacédo é
usualmente absorvida. A quantidade de radiacdo eletromagnética absorvida depende do

comprimento de onda da radiacdo e da estrutura.

As absorcdes de energia na regido do UV provocam transigdes eletronicas. Logo, para
gue uma molécula possa ser detectada com radiacGes na regido do UV, € necessario que possua
elétrons capazes de serem excitados, ou seja, elétrons 7 ou elétrons livres (ndo-ligantes). Os
elétrons sigma ndo podem ser excitados, porque a transicao de elétrons de uma ligagdo sigma
acarretaria a quebra da ligacdo e, consequentemente, a perda da estrutura caracteristica da
mesma.

Nas faixas de energias correspondentes a espectroscopia UV, as moléculas sofrem
transicdes eletrénicas, como mencionado acima. Como uma molécula absorve energia, neste
caso, a absor¢do da radiacdo na faixa do ultravioleta, um elétron é promovido a partir de um
orbital ocupado (HOMO) para um orbital desocupado (LUMO) de maior energia potencial.
Este processo € conhecido como transicdes eletronicas da molécula. Os elétrons que se
encontram mais proximos do ndcleo séo fortemente ligados a ele e seriam necessarios valores
de altas energias para que pudessem sofrer transi¢Oes eletrénicas. Logo, as transi¢cdes ocorrem
para os elétrons de valéncia, os quais sdo promovidos de seu estado normal (estado
fundamental) para estados de mais alta energia (estado excitado).

Em geral, a transicdo mais provavel é do mais alto orbital molecular ocupado (HOMO),
para 0 mais baixo LUMO. O HOMO é de maior energia e esta diretamente relacionado com a
capacidade de doar elétrons, podendo ser utilizado para caracterizar o composto como
nucleofilico.

A maior ou menor nucleofilicidade estéo relacionadas com o menor ou maior valor em
maodulo, respectivamente. Enquanto que o LUMO ¢é o orbital molecular desocupado de mais
baixa energia, sendo diretamente relacionado com a capacidade de receber elétrons, indicando
a possibilidade de reagir como um eletrofilo. A maior ou menor eletrofilicidade estdo
relacionadas com o maior ou menor valor em modulo, respectivamente. Estes parametros estao
relacionados com as regides ricas ou deficientes em elétrons presentes na estrutura quimica de
um derivado, que podem reagir com radicais livres contendo elétrons desemparelhados.

Numa transicdo eletrénica a molécula entra em vibracdo devido as diferentes forcas que

prevalecem antes e apds a transicdo. Como consequéncia dessas diferentes intensidades de
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forcas, a densidade de elétrons aumenta rapidamente em certas regiGes e diminui em outras
regibes. Como antes da transicdo 0s nucleos estavam estacionarios, sofrem subitamente acao
de um novo campo de forcas entrando em vibragéo e oscilam em torno da posicédo original.

O espectro de absorcao na faixa do ultravioleta € exclusivo de determinadas substancias
e depende dos atomos e moléculas que as comp&em, bem como das energias e arranjo espacial.
Verifica- se que a absorbancia é tanto maior quanto maior for a intensidade da luz absorvida e
ocorre sempre que uma dada radiacao eletromagnética interage com uma espécie quimica, pois
parte da radiacdo incidente sera absorvida e outra parte transmitida. A técnica de
espectroscopia de absorgédo, refletancia e transmitancia tem sido muito estudada e seus
espectros determinados devido a vantagem de energia absorvida pela molécula possuir um
valor caracteristico.

As mudangas no espectro de absorcdo da molécula em solventes sdo devidas as
diferentes polaridades, a posicao, a intensidade e a largura da banda que resultam em interac6es
fisicas intermoleculares, soluto-solvente (ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo induzido, ligagdo
de hidrogénio, dentre outras), que tendem a alterar a diferenca de energia entre o estado
fundamental e excitado. Assim sendo, as mudancas observadas nos espectros de absorcao
podem ser explicadas com base nas forcas intermoleculares decorrentes entre as moléculas do
solvente com as do soluto, particularmente dos compostos canabindides com as moléculas do

solvente citados.

4.4 DOS

Uma propriedade de grande importancia fisica é a densidade de estados (DOS) de um
sistema. Ele descreve o nimero dos estados em cada nivel de energia que estao disponiveis para
ser ocupado. Um valor de DOS elevados em um nivel de energia especifico significa que ha
muitos estados disponiveis para a ocupacdo. O DOS é combinado, frequentemente, com a
distribuicédo da probabilidade da ocupacdo de um estado particular de energia. O produto do
DOS e da funcdo de distribuicdo da probabilidade é o numero de estados ocupados pelo volume
de unidade em uma energia dada para um sistema no equilibrio térmico. Analisar o fenémeno
de DOS corresponde num interessante estudo para saber os valores de gaps e assim, verificar

os saltos quénticos de um nivel para o outro.

A probabilidade nesse caso, é suficiente para explicar as densidades de elétrons que
acontecem de uma regido para a outra. A nuvem eletronica pode ser estudada mapeando a

regido de cada molécula, permitindo estudar as duas regides em verde e vermelho, como mostra
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a Figura 3.

4.5 RAMAN

A espectroscopia Raman é usada para identificar a estrutura quimica de um material a ser
analisado para interpretar por meio da identificacdo da amostra e verificar se estar ocorrendo
perda e ganho de energia na interacdo da luz com o substrato (DUSTIN, 2017).

Para isso h& trés modos de avaliacdo para o substrato considerando que o Raman podera tirar
informacdes da amostra em questdo, uma vez que os fotons da radiacdo, incidindo na amostra,
causam interacdo por espalhamento elastico chamado de Rayleigh ndo muito importante, pois
ndo fornece informacOes sobre a amostra devido os fotons incidentes e emergentes terem a
mesma frequéncia o que faz com que o espectrdmetro ndo consiga mapear e gerar 0 espectro.

A técnica Raman permite obter a informacdo quimica e estrutural de materiais,
identificar composto organico ou inorganico. A técnica de Raman € complementar ao IR e este
tem regras de selecdo diferentes do IR dependendo dos modos vibracionais moleculares.
Verifica-se que quando a molécula se encontra no seu estado fundamental, a luz emergida é
menor que a luz incidente, pois a molécula recebe a luz incidente e é excitada. Isto é, a molécula
absorve energia e fica excitada (FARIA, 1997).

Para o caso da luz emergida ser maior que a incidente significa que a molécula se
encontrava num nivel vibracional excitado, que ao receber a luz incidente vai para um nivel
mais alto virtual ou eletrénico e quando a molécula volta, ela volta ao estado fundamental,
eletrénico e vibracional (RESNIK, EISBERG, 1979); (ELSEVIER,1979); (LONG, 1977).

Pode ocorrer quando a luz que emerge € igual a incidente a molécula foi excitada e
voltou ao estado fundamental, ou ao estado onde ela se encontrava no inicio sem haver perda
de energia. Esse tipo de radiacdo sem ganho ou perda de frequéncia € denominada de
espalhamento Rayleigh ou Anti-Stokes. No entanto, adiferenca de energia do efeito Raman pode
gerar impressdo digital dos materiais irradiados, devido a estrutura molecular das amostras
absorverem de modo diferente levando a diferentes identificagGes das amostras.

A espectroscopia pode identificar moléculas em sistemas orgéanicos e inorganicos
contribuindo para o estudo de diferentes amostras o que viabiliza o conhecimento das
propriedades moleculares. O espectro Raman por espalhamento ineléstico é util porque o
espectrometro identifica o substrato a partir da diferenca de energia que ocorre entre o feixe de
fétons incidentes e emergentes. Com base na interagdo ou frequéncia de vibracdo € possivel
identificar e obter informagdes da geometria molecular do material em estudo.

Para estudar os modos vibracionais moleculares, verificam-se os valores de frequéncias
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que sdo os pontos chaves para conhecer os diferentes tipos de vibracdo que a molécula adquire
quando interagem com a luz ou com os fotons incidentes. Para valores de altas energias, as
simulacdes realizadas com moléculas de algas, a saber SAX ou derivados, apresentam
vibracGes moleculares em vibragGes de estiramentos e para baixa frequéncia, rotacéo, tesoura,
torgcdo ou balango (CHANDRASEKHARA, 1928).

O programa computacional é capaz de identificar as diferentes frequéncias Raman,
mapeando as regides das moléculas que vibra com determinada frequéncia. No entanto para
visualizar esses grupos de moléculas e identificar os tipos de vibrac@es, primeiramente, deve-se
submeter a molécula a uma simulacdo de modelagem molecular ap6s levar ela a uma
minimizacdo de energia, deixando-a numa estrutura molecular estavel. Com base nesse critério,
pode-se utilizar o programa Gaussian 09W e obter os espectros para verificar os tipos de
vibracGes moleculares.

Dessa maneira, pode-se verificar que valores de altas frequéncias, por exemplo
3.000cm™, os grupos CHz, CH, etc. podem possuir vibragdes por estiramento simétrico ou
assimétrico. No entanto, para valores de deslocamento Raman de baixa frequéncia, saber em
torno de 1250cm™ podem haver vibragdes de tesoura, balanco, torgdo e rotagdo. Assim sendo
a espectroscopia Raman pode ser Gtil para estudar as estruturas moleculares e sua identificacéo,
bem como conhecer os modos vibracionais. A proxima se¢do ird abordar com maiores detalhes
0s modos vibracionais de toxinas de algas, bem como estudar os outros espectros, como DOS,
UV-Vis e DC.

4.6 INFRAVERMELHO

O IR é a regido espectral relacionada com a faixa de comprimento de onda do espectro
eletromagnético superior a regido do visivel que pode ser subdividida em trés IR préximo
(NIR), médio (MID) e distante (FAR) nessas regides acontecem alteracbes nos modos
vibracionais das moléculas denominadas deformacdo axial, estiramento simétrico ou
assimétrico e angular que sdo equivalentes no plano e fora dele, porém apenas as vibracdes que
causam alteracOes apresentam absorcdo no IR, sendo as de estiramento mais intensas do que as
angulares (SALA, 2008). Os espectros de IR apresentam informacdes sobre a organizagdo dos
compostos quimicos, permitindo uma analise qualitativa de compostos organicos que
provocam o aparecimento de bandas no espectro IR em frequéncias especificas devido a

presenca de grupos funcionais proximos (BARBOSA, 2008).
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Verifica-se que a regido do espectro eletromagnético em que acontece as vibragdes
moleculares angulares e de estiramento esta no intervalo de energia que vai de 0.01eV a 2eV.
Nesse caso, 0 comprimento de onda previsto pela equacdo que representa energia do foton.
Nesse caso, verifica-se apos o calculo que o comprimento de onda para esse intervalo de energia
é dado pelo intervalo de 1.10°A e 7000A. Sdo nesses intervalos de energia que acontecem as
vibracdes de compostos moleculares por deformacdo, pois o IR (proximo) esté inserido no
intervalo de comprimento de onda 0,8 — 2,0 onde ocorre a deformacdo; no de comprimento
de onda de 2,0 - 15um médio, também acontece a deformacéao de vibracdo e no IR (distante)
que esta no intervalo de 16,0 — 300 um existe ainda a deformacédo. No entanto, cada deformacéo
acontece de maneira diferentes, pois a energia do fdéton incidente no composto, emite
intensidade de energia diferente, influenciando na deformacdo molecular. Para o caso das
toxicinas de algas estudadas neste trabalho que podem dar uma visdo mais geral do tipo de

deformacéo que cada composto molecular pode ter (Figura 5).

O IR proximo ocorre no intervalo de 400 a 12.800 cm™, no entanto, das duas moléculas
de algas (ANA-A e SAX), nédo exibe esses valores, pois apenas considerou o intervalo de 500
a 4000 cm™™. No entanto, ressalta-se que para o IR préximo corresponde as regides que geram
sobreposicdes de bandas, além das bandas combinatérias de vibragdes fundamentais e sdo
bandas que possuem valores de frequéncia que é multiplos inteiros das vibragdes normais com
combinacao que correspondem as linearidades das frequéncias normais ou de maltiplos inteiros
(ROHMAN, MAN, 2010).

As bandas de combinagdo acontecem quando duas frequéncias vibracionais, acopladas
na molécula, origina vibracdo de nova frequéncia no interior da mesma (PASQUINI, 2003).
No entanto é na regido do IR proximo e médio que pode ocorrer as multiplas transicGes
vibracionais provocando varia¢cdo do momento de dipolo nas moléculas, sem que aja transi¢des
eletrénicas (KELLNER et al., 2004). Pois a radiacdo eletromagnética (absorcao, reflexdo e
espalhamento), ao interagir com a molécula, constituem-se nas caracteristicas dos atomos
presentes nas moléculas, assim como a regido do espectro envolvido constitui-se na
identificacdo dos compostos (ARAUJO, 2007). O espectro de IR apresenta, em geral, mais
informacdo do que valores de posicdo ou de absorcdo que atuam como uma impresséo digital
de uma dada amostra quando utilizada na integra (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE,
2014).
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CAPITULO 5

ESPECROS UV-Vis, DOS, DC, RAMAN E IR DAS TOXINAS DE ALGAS

A geometria estavel de cada molécula de toxina de algas, possibilitou com o uso do
funcional B3lyp com base 6-311++G (d, p) possibilitou a simulagdo computacional de
mecanica molecular das moléculas de algas e obtencao dos espectros UV-Vis, DOS, DC, IR e

Raman, como sera abordado nesse capitulo.
5.1METODOLOGIA

Neste trabalho, utiliza-se o software Gaussian 09W para obter os modos vibracionais
de toxinas de algas para compreender os grupos funcionais excitados com a interacéo da luz
com as moléculas de algas. O uso de modelagem molecular sdo importantes ferramentas
computacionais para obtencdo dos espectros de absorcdo UV-Vis, DOS, DC, IR e Raman
cujos espectros foram avaliados no solvente a agua como referéncia. O método
computacional utilizado para o calculo tedrico de minimizacdo de energia corresponde a
mecanica molecular MM+, seguido pelo método semi-empirico PM3 (Terceira

Parametrizacdo) utilizando o software HyperChem 7.5.

A analise conformacional foi realizada a partir do funcionalmente B3lyp/6-311++G
(d,p), empregado tanto na otimizacdo da geometria quanto nos calculos de espectrometria UV,
DOS e DC.

Realizados para essa simulacdo, os pacotes computacionais Gaussian 09W, referente
ao nivel de célculo B3lyp/6-311++G (d, p) para estudar as moléculas ANA-A, ANAT-AS,
CYLIN, HOATX-A e SAX em solventes: 4gua. Para realizar a simulagao considerando nivel
funcional B3lyp com base 6- 311++G (d, p), buscou, primeiramente, fazer a minimizagao
energética para conseguir obter a estrutura molecular mais estavel de cada uma das toxinas e
a partir da geometria molecular otimizada, aplicou o método semi empirico PM3. A geometria
obtida pelo método de MP3 foi refinada com um nivel funcional B3lyp com base 6-311++G
(d, p) supracitado e a matriz Z serviu de entrada para simular o espectro de absorcéo,
analisados por ZINDO/S-C e método TD-DFT em um nivel funcional B3lyp com a base
definida 6-311++G (d, p). Assim sendo, caracterizam-se, com técnicas de espectrometria, as
moléculas de toxinas de algas (ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-A e SAX).
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Considerando uma teoria relacionada a modelagem molecular com a utilizacdo de
B3lyp que representa a Combinacdo linear exata do funcional de troca de Hartree-Fock. A
base 6- 311++G (d, p) representa o Funcional hibrido para otimizacdo da geometria e
calculos de espectrometria, em que 311++G(d,p) € o Conjunto de bases (Gaussian 09W,
2009) para ter maior probabilidade de verificacdo tedrica em comparacdo com dados
experimentai.

5.2RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2.1 Modos vibracionais das toxinas de algas do Raman

Torna-se interessante investigar em que regido do espectro eletromagnético as moléculas
apresentam os graus de liberdade previstos pela mecanica quantica e em que frequéncia de
radiacdo elas podem vibrar de diferentes maneiras, apresentando-se nas vibracOes de torcdo,
balango, rotacdo, tesoura, estiramento simétrico e assimétrico. Torna-se importante avaliar
esses modos vibracionais huma determinada faixa de comprimento de onda ou deslocamento
Raman a fim de identificar os valores de energia quantizada que a molécula recebe e exibe
determinado modo vibracional (Figura 4).

Figura 4: Regifes de deformacao e estiramento.
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Na espectroscopia Raman e, as moléculas apresentam vibracdo por estiramento
simétrico e assimétrico e, para frequéncia acima mais baixa, acontece predominancia de
vibrac@es por rotacdo, tesoura, balanco e tor¢do, como mostra a Tabela 3. Um fato curioso no
IR é que nas altas frequéncias, assim como foi observado no Raman, as vibragGes sdo sempre
de estiramento assimétrico ou simétrico e que para as mais baixas frequéncias, as vibragdes
moleculares sdo de deformacGes. No entanto, vale salientar que ha sempre uma discrepancia
nos valores de energia absorvida no Raman e no IR.

No entanto, a espectroscopia Raman pode ser utilizada para compreender 0 espectro
vibracional, o espectro rotacional e outros modos de baixas frequéncias em um sistema, tem
seu fundamento na espectroscopia por dispersdo inelastica, ou dispersdo Raman da luz de sé
frequéncia (monocromatica), proveniente de um laser no visivel, IR proximo, ou ainda
localizado na faixa espectral do ultravioleta proximo. Nesse caso, como é mostrado na Figura
3 supracitada, as toxinas de algas apresentam diferentes modos vibracionais, com deformagdes
moleculares ou de estiramento em funcdo do comprimento de onda ou da frequéncia

especifica.

5.2.2 Modos vibracionais das toxinas de algas na regido no IR

De acordo com o Figura 5 verifica-se que entre os valores de 2000 cm™ a 3000 cm™ e
3000 cm™* a 3500 cm™* as moléculas ANA-A e SAX ndo tiveram deformagdes, pois apesar da
incidéncia de fotons, as moléculas receberam energia ndo quantizadas e, portanto, nao exibiram

nenhum espectro IR nesses intervalos.

As regides de 0 a 2000 cm™ houve vibracdes por deformacdes com quantizagdo de
energia suficiente para exibicdo de espectro por IR. Nesse ponto, vale considerar que o IR médio
acontece no intervalo de 200 a 4000 cm, originando espectros de vibragdes fundamentais. A

Figura 5 mostra os espectros IR das toxinas de algas (Figura 5).
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Figura 5: Espectros IR.
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Cada molécula de toxina exibe modo vibracional que acontece numa determinada

frequéncia, bem como os grupos funcionais em que vibram com frequéncia especifica, saber,

vibracdo do tipo de deformacdo, de estiramento simétrico ou assimétrico, deformacéo, de

estiramento simétrico ou assimétrico. Na subsecdo seguinte, mostram-se os valores de

frequéncias, atividades IR e Raman com que cada molécula vibra, considerando os grupos

funcionais em que acontecem as vibragoes.

54



5.2.3 Atividades IR e Raman de moléculas de toxinas de algas

Nessas tabelas sdo verificados os modos vibracionais nas diferentes frequéncias, bem

como as atividades no IR e Raman de cada uma das toxinas de algas (Tabela 3).

Tabela 3: Vibragdes de moléculas de algas na espectroscopia Raman de ANA-A.

Frequéncia Atividade Atividade Modos Vibracionais
IR RAMAN Grupo Molecular

3048,7822 3,2361 93,8589 Estiramento simétrico, CHy

3071,1499 39,0751 64,3637 Estiramento simétrico, CH,;
CH,

3107,3256 7,5596 49,0928 Estiramento assimétrico,
CH,; CH,; CH,

3129,1722 76,5411 Estiramento assimétrico,

46,9471 CH,; CH,

3165,7571 13,6809 99,4407 Estiramento simétrico-
assimétrico CH,

1.541,2700 5,7506 6,9450 Tesoura CH,-CH, — CH,

867,0800 55,2597 1,0184 Rotacdo, CH,-CH, — CH,

1.265,0900 6,0737 9,9595 Tor¢do, CH,-CH, — CH, —
CH,

Fonte: Prépria do autor.

Tabela 4: Vibragdes de moléculas de algas na espectroscopia Raman de ANA-AS.

Frequéncia | Atividade IR | Atividade RAMAN Modos Vibracionais
Grupo Molecular
3.660,58 79,9408 89,7518 Estiramento simétrico e
assimétrico, H,0, H,O
3.493,42 182,2397 116,0020 Estiramento simeétrico, H,0O
3.180,24 16,1570 99,8242 Estiramento simétrico e
assimétrico, CHs; CH,
3.090,42 22,7147 162,7703 Estiramento simétrico e
assimétrico, CH,; CHs
1.470,32 1,7417 13,0038 Tesoura e balanco, CH5; CH,
1.528,12 17,0320 12,9262 Tesoura, CH;
247,34 0,9404 0,3403 Torcdo, CH;3; CH,;
741,33 33,4499 20,9854 Tesoura e balango, H,0; CH,

Fonte: Prépria do autor.
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Tabela 5: Vibracoes de moléculas de algas na espectroscopia Raman de HOATX-A.

Frequéncia | Atividade IR Atividade Modos Vibracionais
RAMAN Grupo Molecular

3.072,18 43,3026 103,3848 Estiramento assimétrico, CH,
3.083,88 33,7777 120,7566 Estiramento Simétrico, CH,
3.103,70 3,2025 51,2335 Estiramento assimétrico, CH,
3.120,94 8,4845 53,7566 Estiramento assimétrico; CH,
1.405,65 1,2297 6,2237 Balanco, CH,
1.287,09 7,8934 4,4201 Torcdo, CH,
1.506,62 1,2297 6,2237 Tesoura, CH,

483,99 6,3090 1,2767 Rotacédo, CH,

Fonte: Prépria do autor.

Tabela 6: Vibragdes de moléculas de algas na espectroscopia Raman de CYLIN.

Frequéncia | Atividade IR Atividade Modos Vibracionais
RAMAN Grupo Molecular
3.076,99 29,5853 47,1775 Estiramento assimétrico, CH,
3.055,98 34,4776 125,2117 Estiramento Simétrico, CH,
3.030,00 36,3912 57,8011 Estiramento Simétrico. CH,
3.139,98 18,5689 39,8677 Estiramento assimétrico e simétrico,
CH;; CH,

1.509,65 241,7026 4,6050 Tesoura, CH,
1.021,52 36,9960 2,7426 Torgdo, CH,
1.427,47 13,5087 8,3655 Balanco, CH,
1.526,00 9,7653 17,3907 Tesoura e Torgdo, CH5; CHs

Fonte: Prépria do autor.
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Tabela 7: Vibragdes de moléculas de algas na espectroscopia Raman de SAX.

Frequéncia | Atividade IR Atividade Modos Vibracionais
RAMAN Grupo Molecular

3.168,34 7,6269 49,4329 Estiramento asimétrico, CH,
3.161,00 12,5253 79,6766 Estiramento asimétrico, CH,
3.106,80 16,3503 131,2871 Estiramento simétrico, CH,
3.096,87 30,1560 85,3030 Estiramento simétrico, CH,
1.864,25 404,2388 8,1001 Tesoura, CH,
1.456,31 163,5384 3,1314 Balango, CH,
1.353,74 144,5002 7,1857 Torcédo, CH,
1.090,99 77,9357 3,3534 Balango e Tor¢do, CH,; CH,

Fonte: Prépria do autor.

5.2.2 Espectros UV-Vis

A Figura 6 mostra as absor¢Bes das moléculas de ANA-A, ANAT-AS, CYLIN,
HOATX- A e SAX, verifica-se que esses raios ndo contribuem para os picos de absorcdes das
toxinas, pois apresentam baixa energia por apresentarem maiores comprimentos de onda e
contribuem bem pouco para excitar as toxinas de algas. Os raios UVB que estdo na faixa de
comprimento de onda de 280nm a 315nm apresentam energia mais intensa em relacéo as da
faixa do UVA, mas contribuem bem pouco para excitacdo das moléculas das toxinas, pois nao
absorvem em picos maiores, com excec¢do apenas da molécula de CYLIN que possui um pico

proximo dos 280nm (Figura 6).
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Figura 6: Espectros UV-Vis.
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Fonte: Prépria do autor.

Analisando os espectros de UV das toxinas das algas, verifica-se que apenas 0s raios
UVC sdo os responsaveis majoritarios para excitacdo das moléculas toxinas de algas, uma vez
que estdo na faixa de 175nm a 280nm. No entanto, vale considerar que essas toxinas, apesar
de receberem energia na fixa do UVC, ndo condiz com a realidade, tendo em vista que esses
raios sdo detidos pela camada de O:s e, nesse caso, como podem excitar as moléculas de toxinas

nesse intervalo de comprimento de onda.

Para explicar essa indagacao, € preciso entender que as analises espectrais para essas
moléculas representam resultados tedricos e, nesse caso, o procedimento apenas seria possivel
se, de alguma forma, a fonte possivel acionasse uma fonte de luz que exibisse comprimento de
onda nessa faixa. No entanto, a SAX exibe espectro de UV na faixa de 300nm a 350nm e, nesse
caso, essa interacdo seria possivel, pois a luz solar propaga os raios nessas faixas de
comprimento de onda e os picos de absorcOes séo relativamente pequenos em comparagao

com aquela que acontece na faixa de 175nm a 280nm.

Tendo em vista o espectro do UV-Vis, pode-se construir a tabela dos estados excitados
para cada uma das toxinas de algas (Tabela 8). Conforme a andlise verificada nos modos
vibracionais das moléculas de toxinas, verificou-se que para altas frequéncias os modos

vibracionais podem ser de estiramento simétrico e assimétrico. Para explicar, a razao desses tipos
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de vibrages nessas regides é devido a absor¢do energética pela molécula ser considerada alta.

Tabela 8: Estados excitados obtidos do espectro do UV-Vis.

TOXINAS ENERGIADOS ESTADOS COMPRIMENTOS DE ONDAS

EXCITADOS (cm™) (nm)

ANA-A 28.760,31 347,70
31.954,29 312,95

42.125,82 237,39

ANAT-AS 43.751,04 228,57
45.519,02 219,69

51.206,88 195,29

CYLIN 31150,15 321,03
38751,17 258,06

39005,24 256,38

HOATX-A 27.605,32 362,25
33.220,51 301,02

43.064,65 232,21

SAX 48.971,90 204,12
50.313,21 198,75

52.129,59 191,83

Fonte: Prépria do autor.

5.2.3 Andlise UV-Vis

A pesquisa de Adilson Alves Moreira (MOREIRA, 2005) e teve como tema métodos
analiticos para quantificacdo de cianotoxinas em reservatorios que utilizam agua para
abastecimento publico. A razdo que levou ao desenvolvimento da pesquisa, foi devido a
presenca de cianobactérias e cianotoxinas em diversos mananciais, e aos seus efeitos deletérios
sobre a saude humana, a vida e ao meio ambiente, buscando-se confirmar a presenca das
variantes de cianotoxinas mais comumente encontradas, relatadas e elucidadas pela pesquisa

cientifica, como microcistinas, cilindrospermopsina e as saxitoxinas.

A analise do espectro de UV-Vis da molécula cilindrospermopsina na pesquisa do autor

exibiu atividade na regido de 240 nm a 280 nm, mostrando a presenca de rotacdo da luz
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polarizada com predominancia levogira, de modo analogo como aconteceu com a mesma
molécula realizada com a pesquisa tedrica para fazer uma comparacdo tedrica com o

experimental, deve-se utilizar a seguinte expressao:
p = VrEZVrEl (28)

VRE

Onde: D mede o erro ou desvio entre o valor real de comprimento de onda (Vrr) e valor
tedrico de comprimento de (Vr&). Ou seja, mede o desvio em relacdo ao valor experimental. O
objetivo em utilizar a expressdo dada é para avaliar o quanto o resultado teérico deve estar

proximo do experimental.

VTE = 261,25 .
Para o valor tedrico observado para a CILYN. O valor experimental da pesquisa de
Adilson, verifica-se que Vzg= 262,5 nm. Levando esses valores na expressdo (28), obtém-se

o percentual de desvio (D) em relacdo ao comprimento de onda.

1262,5-261,25|
262,5

D= =0,0048.

O que mostra que existe um desvio de cerca de 0,5 % para mais ou para menos para que

o tedrico seja equivalente ao resultado experimental.

5.2.4 Espectros DC

E possivel verificar o desvio do plano de polarizacdo da luz em moléculas de toxinas
de algas imersas em solventes de agua, calculado no software Gaussian 09W para analisar o
fendmeno de DC. O desvio do plano de polarizacdo da luz, como sera observado, depende do
meio em que esta imerso a molécula. Observa-se a ocorréncia de desvio para cada molécula

de toxina (Figura 7).
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Figura 7: Espectros de DC.
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Fonte: Prépria do Autor.

Para a ANA-A, sabe-se que a Figura 7 mostra o DC para as toxinas de algas. Verifica-
se que o intervalo de comprimento de onda da ANA-A (na cor azul) possui um intervalo de
comprimento de onda que vai de 225nm a 250nm. Nesse intervalo, a molécula gira no sentido

dextrogiros com intervalo de energia da ordem de 5,53 eV a 4,97 eV/.

Valores de energia para a ANA-A que, nesse caso é suficiente para rotacionar a estrutura
molecular e exibir o DC na regido de comprimento de onda considerado. Esse mesmo raciocinio
pode ser expandido para as outras moléculas e obter a tabela de energia e comprimento de
onda conforme as absorc¢des destas toxinas. Porém, para melhor compreender esses resultados,
entende-se que o DC esta ligado a carbono quiral que apresenta em suas liga¢bes: quatro
grupos de peso molecular diferente e que ao receber a luz, a molécula pode rotacionar
no sentido levogiro ou dextrogiro. A diferenca de absorcdo resulta na rotacdo da
molécula num ou num outro sentido. Assim sendo, pode-se verificar com base na Tabela 8 na
subsecdo anterior, como cada molécula de alga pode rotacionar ao absorver o intervalo de

intensidade de energia.
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A ANA-A que para o intervalo de comprimento de onda 225nm a 250nm, possui uma
variacdo de energia de 5,53eV a 4,97eV e quando recebe essa energia, a molécula possui uma
rotacao no sentido dextrogiro. Para o intervalo de comprimento de onda de 300nm a 325nm, a
variacdo de energia acontece nos valores de 3,83eV a 3,55eV e, nesse caso, verifica-se que a

molécula possui uma rotagdo no sentido levogiro, como pode ser verificado na Figura 7.

De modo anélogo, pode-se fazer para outras moléculas como foi feito para a ANA-A.
A razéo que leva a rotagéo do plano de polarizagdo da luz para a esquerda ou direita, exibindo o
dicroismo circular no intervalo de comprimento de onda e intervalo de energia como foi
descrito na Tabela 8, verifica-se que essas moléculas podem se comportarem de maneira
simétrica e assimétrica. Isto é, quando a SAX desvia circularmente o plano de polarizacdo da
luz para a direita no intervalo de comprimento de onda de 175nm a 200nm, a ANA-A desvia
circularmente, o plano de polarizacéo da luz para a esquerda. Nesse caso, diz-se que a molécula
SAX é simétrica em relacdo a ANA-A ou vice-versa e sdo consideradas enantibmeros. De

modo analogo, pode verificar para as outras moléculas.

O maior angulo de desvio observado acontece entre os comprimentos de onda de 225
nm a 250 nm para a molécula de HOATX-A que desvia, acentuadamente, o plano de
polarizacdo da luz para a esquerda, possuindo uma variagéo de energia que vai de 5,53 eV a
4,97 eV. O que se pode concluir com esses resultados é que essas moléculas de toxinas de
algas sdo consideradas opticamente ativas, razdo que explica o fenémeno de DC para elas.
Para os intervalos de comprimento de onda em que nédo se observa o fenémeno de DC, como
para 0s comprimentos de onda de 150nm a 175nm, 250nm a 275nm e acima dos 375nm. Para
esses intervalos, as moléculas ndo sdo opticamente ativas, ndo desviando o plano de
polarizacdo da luz para nenhum sentido e, portanto, na solvente agua, podem ser consideradas

como uma mistura racémica.

Os espectros DC mostram que as moléculas de toxinas de algas em meio dielétrico,
agua, exibem variacdo no plano de polarizacdo da luz quando acontece interacdo entre a
molécula e o meio dielétrico. Todas as estruturas moleculares observadas apresentam carbonos
com presenca de oxigénio, nitrogénio e hidrogénio e neste caso, dependo do valor da constante
dielétrica, podem ser consideradas apolares ou polares e assim sendo, irdo exibir DC de
maneira diferente, como foi observado e a exibi¢cdo de DC € proveniente dessas moléculas
apresentarem em suas estruturas carbonos quirais, caso contrario, a ndo haveria rotacdo do

plano de polarizagdo da luz.
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Considera-se ainda nessa discussdo que quando maior for o desvio do plano de
polarizacdo da luz, dependendo da estrutura molecular, quanto maior sera a energia absorvida
para rotacionar a molécula, pois 0 fenémeno de DC acontece no intervalo de comprimento de
onda do espectro do UV onde a energia incidente é mais intensa para causar a rotacdo do carbono
quiral presente na estrutura das moléculas de toxinas de algas, desviando o plano de polarizacao
da luz. Assim sendo, observando a Tabela 3, verifica-se que os comprimentos de onda proximos
do visivel apresentam baixa energia incidente, o que implica na possibilidade de ndo rotacionar

os carbonos quirais na molécula.
5.3 DOS

Uma propriedade de grande importancia fisica € a DOS de um sistema. Ele descreve o
numero dos estados em cada nivel de energia que estao disponiveis para ser ocupado. Um valor
elevado de DOS em um nivel de energia especifico significa que h&d muitos estados disponiveis
para a ocupacdo. O DOS é combinado, frequentemente, com a distribui¢ao da probabilidade da
ocupacdo de um estado particular de energia. O produto do DOS e da fun¢édo de distribuicao
da probabilidade é o numero de estados ocupados pelo volume de unidade em uma energia dada

para um sistema no equilibrio térmico.

A Tabela 9 representa os valores dos comprimentos de ondas, da forga do oscilador e
das maiores contribuigdes relativas aos solventes em meio as moléculas. Os valores dos
comprimentos de ondas sdo correspondentes aos picos de absor¢do. A tabela (tabela 9) a
seguir representa os valores percentuais de maior e menor contribuicdo relativas a cada
molécula de algas. As probabilidades de ocorréncia de transi¢des eletronicas do HOMO para
0 LUMO sdo, também, dadas entre parénteses. Nessa Tabela 9, verifica-se queas

moléculas ANAT-AS tém a maior contribuicdo (94%) em relacdo a outras moléculas.
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Moléculas de Algas

Tabela 9: Contribui¢cdes do HOMO E LUMO.

Maior Contribuicédo

Menor Contribuicéo

HOMO->LUMO (77%)

H-1->LUMO (24%), H-2->LUMO

ANA-A (18%) e HOMO->LUMO (74%)
H-2->LUMO (18%); HOMO- | H-1->LUMO (57%), H-1->LUMO
>LUMO (23%) (24%)
H-2->LUMO (77%) H-1->LUMO (17%), HOMO-
>LUMO (2%
ANAT-AS HOMO->LUMO (94%) H-1->LUMO (4%)
H-1->LUMO (83%) H-1->L+2 (3%), HOMO->LUMO
(5%)
H-2->LUMO (80%) H-1->L+2 (9%)
CYLIN HOMO->LUMO (100%) | -
H-1->LUMO (91%) H-2->LUMO (7%)
H-4->LUMO (93%) -7->LUMO (2%), H-4->L+1 (3%)
HOATX-A H-1->LUMO (14%) HOMO->LUMO (85%)
H-2->LUMO (21%) H-1->LUMO (63%), HOMO-
>LUMO
(13%)
H-2->LUMO (72%) H-1->LUMO (21%)
SAX HOMO->LUMO (26%), H-1->LUMO (4%), H-1->L+1 (7%),

HOMO-
>L+1 (40%), HOMO->L+2
(11%)

H-1->L+2 (3%)

HOMO->LUMO (56%),
HOMO-
>L+1 (33%)

H-1->L+1 (3%), HOMO->L+2 (2%)

HOMO->L+1 (21%), HOMO-
> +2 (65%)

Fonte: Propria do autor.

H-1->LUMO (9%), HOMO->LUMO
(3%)

Verifica-se que, segundo a Tabela 6, cada toxina de alga apresenta uma maior ou

menor contribuicdo para ser possivel haver a transicdo eletronica e, nesse caso, o percentual

possivel para acontecer essa transi¢do depende da energia de transi¢do ou energia de gap.
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No caso da transi¢do da maior contribuicdo do HOMO->LUMO a possibilidade é de
74% e para a menor contribuicdo de 24% H-1->LUMO. Isto significa que a energia de gap para
acontecer uma transicdo de H-1->LUMO ¢é maior em ralacdo aquela do HOMO->LUMO.
Assim sendo, a banda de transicdo, como mostra a Tabela 9, possui probabilidade,
probabilidade de ocorréncia. No entanto, os estados mais acessiveis para acontecer as
transicOes sdo sempre aqueles de maior probabilidade. No caso da ANAT-AS, tem-se do
HOMO->LUMO (94%) e para a Cilindrospermopysina, tem-se HOMO->LUMO (100%) e de
modo analogo, pode-se analisar para as outras toxinas. A Figura 8 mostra que a energia do

gap é tanto maior quanto maior for a distancia entre os orbitais.

Figura 8: Espectros DOS.
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Fonte: Prépria do autor.

5.4 DOS DAS TOXINAS E TRANSICAO ELETRONICA

O DOS de um sistema busca visualizar o nimero de estados quanticos disponiveis
inseridos numa faixa de energia e com base na espectroscopia entre a interacdo da luz coma
molécula de toxina, procurando do ponto de vista geométrico e com o auxilio da modelagem
molecular analisar os elétrons de radiacdo ultravioleta cuja energia provoca em cada molécula
um arranjo de elétrons das camadas mais externas e com isso, descrever como acontece a
nuvem de elétrons na regido do HOMO e LUMO como se pode verificar nas Figuras 8, 9, 10,
1le 12.
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5.4.1 Transicdo do HOMO para o LUMO da ANA-A

Figura 9: Transi¢do do A) HOMO para o B) LUMO da ANA-A de gap= 5eV.

Fonte: Propria do autor.

5.4.2 Transicéo eletronica do HOMO para o LUMO da ANAT-AS

Figura 10: Transi¢do do A) HOMO para 0 B) LUMO de ANAT-AS de gap= 5eV.

Fonte: Propria do autor.
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5.4.3 Transicao eletrénica do HOMO parao LUMO da CYLIN

Figura 11: Transicdo do A) HOMO para o B) LUMO do CYLIN de gap= 5eV.

P ARb

Fonte: Propria do autor.
5.4.4 Transicdo eletrénica do HOMO para o LUMO da HOATX-A

Figura 12: Transicdo do A) HOMO para o B) LUMO da HOATX-A de gap= 5eV.

Fonte: Proprio do autor.

5.4.5 Transicao eletronica do HOMO para o LUMO da SAX
Figura 13: Transi¢do do (A) HOMO para o (B) LUMO para SAX de gap = 5eV.

A B

Fonte: Proprio do autor.

67



A transicao eletronica do HOMO para o LUMO tem um gap de valor préoximo de 5,0eV
como mostra a Figura 7. Observa-se que existe uma concentragdo da nuvem eletronica com
predominancia para a parte central da molécula e que, ap0s a transigdo, existe um deslocamento
da nuvem eletronica para a extremidade direita da molécula. No orbital HOMO, verifica-se
que a molécula estd polarizada, tendo uma predominancia de carga negativa. Isso mostra que,
no meio da dgua, essa molécula pode se ligar a outros radicais por ser reagente. Verifica-se que
a molécula, ao receber energia de valor 5,0eV, sofre rotacdo, mudando sua geometria molecular

e consequentemente, tornando-se polarizavel.

Nesse sentido, os gaps assumem valores bem proximos quando as moléculas estdo na
solvente dgua. Pode-se compreender os gaps conforme a estabilidade e reatividade, o que
depende do valor do gap. Quanto maior for a estabilidade molecular, tanto maior sera o valor
do gap. Moléculas reativas, pelo contrario, podem sofrer transi¢do eletronica muito mais facil,

pois precisam de gaps baixos para doar seus elétrons.

5.5 ANALISE DE MEP

O MEP aplicado com uso dos métodos computacionais utilizados para os calculos
tedricos de minimizacgdo de energia corresponde o método da mecanica molecular MM+, tendo
em vista a analise conformacional que foram otimizados funcionalmente B3lyp/6-
311++G(d,p), levou a importantes resultados que mapeou o comportamento das densidades
eletrénicas, pois 0 MEP desempenha um papel fundamental na etapa inicial da conformagéo
bioativa ou bioatividade, que corresponde a propriedade que certos materiais possuirem na
participacdo de processos de reac¢des bildgicas o que explicam as interacBes entre receptor-

ligante.

Diferentes valores do MEP na superficie sdo representados por cores diferentes, onde
a cor em vermelho apresenta as regides de MEP mais negativo, enquanto o azul representa as
regides de potencial eletrostatico mais positivo, o verde corresponde as regides de potencial

moderado.

Em termos dessas cores, essas toxinas proximas de enzimas que apresentam regides
predominante positiva e, portanto, na cor azul, podem interagir com as toxinas de algas por
meio de forcas de natureza eletrostaticas, pois as forgas sao atrativas e variam com o inverso do
quadrado da distancia e por essa razao, quanto mais proxima uma da outra, tanto maior sera a
intensidade das forcas eletrostaticas entre elas. Pois se houver regibes de mesmas cores, as

forcas eletrostaticas serdo repulsivas, impedindo de haver uma aproximacao entre a enzima e
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a toxina de algas.

Nesse caso, 0 aumento de potenciais eletrostaticos na ordem de vermelho, laranja,
amarelo, verde e azul com decrescimento de carga negativa, pois devido a incidéncia da luz as
moléculas de toxinas sofrem rotacdes devido a presenca de carbonos secundarios, terciérios, ou
quartenarios, onde esses ultimos denominados quirais, podem rotacionar havendo rearranjo de
densidade eletrbnica, razdo que explica predominancia de cargas elétricas positivas e negativas
em cada estrutura molecular de algas, como na ANA-A, ANAT-AS, CYLIN, HOATX-A e
SAX.

Entende-se ainda que em regides de cargas eletrizadas, embora outra molécula esteja
neutra, nas proximidades da ordem do angstrom, pode haver na molécula neutra um
reagrupamento de carga elétrica, o que possibilita um rearranjo nas densidades eletrdnicas em
duas outras regides positivas (cor azul) e negativas (cor vermelha), possibilitando uma interacéo
de forcas elétricas entre as duas cargas. Assim sendo, é possivel realizar uma DOC entre
enzimas e toxina, pois como mostra a Figura 12, as toxinas de algas apresentam condicdes de
haver interac6es por DOC, tendo em vista que cada uma possui regides de cargas positivas,
negativas e moderadas.

Em relagdo ao MEP plotado para as toxinas citadas, apresentou a regido de potencial
mais eletronegativo (cor vermelha) no atomo de oxigénio nas possiveis interacdes quimicas
presentes. No entanto, para 0s outros &tomos com outra natureza de cargas, 0s potenciais nao
séo tdo relevantes porque séo regides pobres em elétrons, como, por exemplo, as regiées que

se apresentam nas cores verde e azul.

Em todo caso, entende-se que a andlise realizada para esse grupo de toxinas de algas,
a realizacdo da andlise conformacional com a minimizagdo de energia molecular, garante o
avango no decorrer do tempo da simulagcdo no sentido de compreender como acontece o
rearranjo das densidades eletrénicas em regides onde existem atomos de oxigénio, nitrogénio,
cadeias carbonicas ligadas aos &tomos de hidrogénio e as disposicdes espaciais desses atomos
para cada toxina, apresentam-se diferentes, tendo em vista que cada toxina de alga simulada,
tem grupos moleculares diferentes, razdo que explica as regides eletrizadas negativa,
positivamente e moderadas onde cada cor que identifica a distribuicdo eletrénicas de cada

composto molecular.
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Com base nesse contexto, o MEP possui um enorme papel, desempenhando as
classificacbes das nuvens eletronicas para prever a possibilidade dessas toxinas se ligarem a
grupos de enzimas para realizacdo de DOC além de realizar uma classificacdo das regides,
caracterizando-as nas cores vermelho, verde e azul, indicando o acimulo de carga negativa,

regido neutra e regido carregada positivamente, como mostra a Figura 16.

Portanto, o MEP colabora para uma melhor compreenséo de regido de carga negativa
e a possibilidade de haver interagdo entre grupos circundantes com macroestruturas e,
consequentemente, influenciam o efeito de inibicdo e é um descritor muito atil no
entendimento de sitios para ataque eletrofilico, reacdes nucleofilicas e no estudo do processo

de reconhecimento biolégico.

Tratando-se do estudodo potencial, tem sido bastante Gtil como um indicador dos sitios
ou regides do receptor inicialmente atraidos pela abordagem eletréfilo/nucledfilo, e aplicado
com sucesso para determinar a orientacdo relativa. Portanto, o potencial eletrostatico negativo
mostra que a atracdo acontece com proton, cuja densidade é agregada de Elétrons no receptor
(cor vermelha), enquanto o potencial eletrostatico positivo mostra que existe a presenca de

forca colombiana repulsiva do préton pelos nicleos atbmicos (cor de azul).

As regides negativas (vermelho e amarelo) do MEP foram relacionadas a reatividade
eletrolitica e as regides positivas (azul) a reatividade nucleofilica. O valor do potencial
eletrostatico é o grande responsavel pela atracdo de um substrato ao receptor, uma vez que o

receptor e o ligante correspondente sdo reconhecidos em sua superficie molecular.
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Figura 14. MEP das toxinas de algas com representacGes das maiores regides de presenca

de elétrons.
5,289¢2
ANATOXINA-A ANATOXINA-AS
CYLINDROSPERMOPSIN HOMOANATOXINA

Fonte: Prépria do autor

-5,289¢7

Fonte: Propria do autor.
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CAPITULO 6
CONCLUSAO

Os recursos hidricos da Terra foram abordados, destacando a importancia da conservagao
da vida dos seres in vitro, desempenhando um papel fundamental em varios setores da
economia, distribuidos em duas partes: salgada e doce, correspondendo a 97,5% e 2,5%,
respectivamente. Assim sendo, nesses habitats aquaticos, as algas se proliferam, reproduzindo-
se quando na presenca de fdésforo e nitrogénio que serviram de alimento pelo processo

fotossintético.

O contexto desenvolvido sobre 0 meio aquético, tornou-se necessario para fossar
possivel um melhor aprofundamento das propriedades fisicas e quimicas de toxinas de algas
que atrelado ao estudo de simulagdes de mecéanica molecular, abriu um horizonte de
possibilidade de estudar os programas computacionais citados para obten¢des dos espectros
DOS, UV-Vis, DC, Raman e IR que levaram a uma analise minuciosa dos grupos funcionais e
seus modos vibracionais nas regiées do Raman e IR, considerando o intervalo de frequéncia de
0 a 4000 cmt

Para o0 espectro de absorcdo UV-Vis, foi verificado que as toxinas absorvem energia
quantizada nos comprimentos de ondas especificados: A HOATX exibe um pico de absorg¢ao
proximo de 235nm, a CYLIN assume um pico na proximidade do 275nm, a ANNAS proximo
do valor 225nm, a ANA-A possui um pico proximo de 225nm e a SAX no valor 200nm. Nesse
caso, tornou-se importante examinar que para esses comprimentos de ondas com predominancia
na regido do UVC, o processo fotossintético ndo ocorre na forma natural, pois os raios UVC
por serem opacos pelo Oz (0zonio) ndo penetram na superficie terrestre. Nesse sentido, como
explicar o processo fotossintético que no habitat aquatico, tendo em vista que apenas 0s raios

UVA e UVB penetram na superficie terrestre.
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Na regido do visivel, ndo houve nenhuma exibicdo de espectros, pois para a faixa do
espectro eletromagnético no intervalo do visivel, a energia por ser muito baixa, as toxinas de
algas ndo sofreram nenhuma absorcao ou qualquer vibracdo molecular com a interacdo da luz
monocromatica. No entanto, para explicar a possibilidade de absorcdo de luz pelas toxinas de
algas na regido UVC com menores comprimentos de ondas, seria preciso entender que as
analises com o procedimento num laboratério em que acionasse fonte de luz com energia
compreendida naquela regido. DC que investigou os espectros de toxinas de algas em que pode
ser esclarecido tendo a relevancia, em rotacdo, dos carbonos quirais no sentido dextrogiro ou
levogiro, mostrou que a toxina CYLIN apresentou ser menos agravante ao organismo humano,
pois os valores apresentados dos espectros da Figura 6 teve variagdo de -2 a 2, enquanto para
outras toxinas esse intervalo foi de =100 a 50 o que mostrou que as outras toxinas sdo mais

nocivas ao organismo humano.

Os espectros de DOS para as toxinas de algas estudos tem também significantes
interpretagcOes, pois para cada toxina analisada a partir dos espectros obtidos, como mostrou a
figura 7 esclarece sobre a toxina possui uma maior estabilidade ou ser reativa e para ser possivel
verificar a estabilidade e reatividade de cada toxina, analisaram-se 0s espectros da figura 7
considerando os valores dos gaps. Dessa maneira, a toxina que apresentou uma maior
estabilidade foi a SAX e a ANA-AS, pois seus valores de gaps forma maior e, portanto, com
probabilidade de transi¢des eletronicas. As outras toxinas foram consideradas reativas pelo fato
de ter havido intervalos de valores subsequentes gaps compreendidos entre os valores de 0 a

—5eV, possibilitando transicdes eletrénicas.

Portanto, o estudo com espectroscopia por simulagdo computacional, tornou-se tanto
melhor quanto for a base escolhida e 0 meio em que cada toxina pode ser posta para exibi¢cdo
dos espectros, 0 que pude trazer melhor resultados com uma maior aproximacao de resultados
experimentais por comparacdo corresponde o funcional hibrido B3LYP/6-311++G (d, p) e
como foi verificado o uso da base utilizada levou a um importante resultados para a toxina
CYLIN quando comparado com o valor experimental levando uma margem de erro de 0,5%
quando comparado com o resultado tedrico. Assim sendo, a escolha de base para estudos de
espectros para toxinas de algas é de essencial importancia.

Para continuidade dessa pesquisa, espera-se um aprofundamento coma realizagdo de
DOC para investigar qual das toxinas estudadas nessa dissertacdo pode interagir com proteinas
do organismo humano e, além disso, verificar a possibilidade de nanosensores para futuras
aplicacdes tecnoldgicas.
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Esses sitios puderam ser melhor compreendidos quando se faz uma comparacéo dos
valores dos gaps, pois a toxina que apresentou menor valor de gap possui uma maior reatividade,
possibilitando transicGes eletronicas do HOMO para o LUMO com as maiores contribuigdes.
Pelo contrario, como foi observado, toxina com valor de gap grande apresenta maior
estabilidade molecular.

Portanto, os valores dos gaps levam a compreender o MEP identificando as toxinas com
maior ou menor reatividade e assim, localizar os sitios de maior e menor regides de concentracdo
de cargas presentes nas toxinas de algas com promissores resultados futuros, como por exemplo,
a realizacdo de DOC para investigar a interacdo das toxinas estudadas nessa dissertacdo com as
proteinas do organismo humano e possivel aquisicdo de nanosensores para aplicacfes

tecnologicas.
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