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RESUMO

Com o crescente aumento no numero de casos de pessoas portadoras de
diabetes nos ultimos anos, e tendo em vista que a tecnologia de bi.ossensores
existentes ainda apresenta uma alta relagio custo beneficio, viu-se na Oltima -
década uma corrida pelo desem)olvimento de biossensores de detecgdo de
glicose baseados na imobilizagdo da glicose-oxidase utilizando-se
principaimente nanoparticulas magnéticas de magnetita funcionalizadas com
agentes silanos. Desta forma, este trabalho de dissertacdo desenvolveu um
material capaz de imobilizar a glicose oxidase. Para isto foi proposto a
obtencao de um material hibrido a partir de nanoparticulas magnéticas (NPMs)
de magnetita (Fe;04 modificada a superficie com agente silano, o 3-
aminopropiltrietoxisitano (APTES). Para avaliar o produto obtido com relacao
ao efeito do agente silano na modificacdo das propriedades das NPMs foram
realizadas analises de caraclerizacao  de difragdo de raios-X (DRX),
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTER); termogravimetria, microscopia eletronica de varredura (MEV), medidas
magnéticas e teste in vitro magnético de separacdo e sedimentacdo. Para
avaliar a interacdo das NPMs sem e com o agente silano foi realizado teste de
imobilizag&o da glicose oxidase. Com base nos resultados obtidos verificou-se
que a modificagdo da superficie da NPMs Fe;O, com o agente silano 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) foi conseguida com SUCesso uma vez gue o
processa de silanizagao ndc modificou a caracteristica estrutural, morfologica e
magnética do produto. As amostras de magnetita antes e apos a silanizagao
mostraram-se ndo citotoxicas e com alta viabilidade celular. A imobilizagzo da
glicose oxidase foi obtida, sendo de 0,006 mg/g para a magnetita pura e 0,008
mg/g para o hibrido Fes04/8i0,. Verificou-se ainda que o tipo de interacgéo
quirtica (adsorgdo fisica ou covalente) entre a glicose oxidase (GOX) e as
NPMs antes e ap6s a silanizagao influenciou na imobilizag&o. Isto revela que a
magnetita e o hibrido Fe;04/Si0; sdo materiais imobilizadores de GOX e

possuem grande potencial para o desenvolvimento de biossensores.

Palavras-chaves: nanoparticulas magnéticas, magnetita, glicose oxidase,

imobilizacao, diabetes.



ABSTRACT

With the increasing number of cases of people with diabetes in recent years,
and in view of the existing biosensor technology stili has a high cost-benefit
ratio, found himself in a race last decade the development of biosensors for
detection of glucose based on the immobilization of glucose oxidase mainly
using functionalized magnetic nanaparticles of magnetite agents silanes. Thus,
this dissertation developed a material capable of immobilizing glucose oxidase.
For this purpose it has been proposed to obtain a hybrid material from magnetic
nanoparticles (NPMs) magnetite (Fe;0,4) surface modified with silane agent, 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES) .To assess the product obtained regarding
the effect of the silane agent in the modification of the properties of NPMs
analyzes were performed characterization of X-ray diffraction (XRD),
spectroscopy in the Fourier transform infrared (FTIR), thermogravimetric
analysis, scanning electronic microscopy (SEM) and magnetic measurements in
vitro test magnetic separation and sedimentation. To evaluate the interaction of
NMPs with and without silane agent test was performed immobilization of
glucose oxidase. The resuits obtained showed that the surface modification of
Fes04 NPMs silane agent APTES was successfully achieved since the
silanization process did not alter the characteristic of the structural and
morphological magnetic product. The magnetite samples before and after the
sitanization were non-cytotoxic and it has high cell viability. The immobilized
glucose oxidase was obtained, with 0,006mg/g for pure magnetite and
0,008mg/g for the hybrid Fe304/SiO;. The type of chemical interaction (physical
adsorption or covalent) between the glucose oxidase (GOX) and NPMs, before
and after the immobilization, were influenced by silanization. These reveals that
magnetite and the hybrid Fe;04/Si0O, are carriers for GOX immobilization and
the immobilized GOX has great potential application in developing glucose
bicsensors.

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetite, glucose oxidase,
immobilization, diabetes. '
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1 INTRODUGAO

O diabetes mellitus (DM} constitui um dos mais sérios problemas de
satde na atualidade, devido ao grande nimero de pessoas afetadas,
incapacitagées, mortalidade prematura e alio custo financeiro dos governos,
devido as internacbes hospitalares prolongadas, apesentadorias precoces e
gastos com medicagdes e insumos, estimando-se que em 2025 teremos cerca
de 300 milhdes, segundo a American Diabetes Association (2008). Por
exemplo, até o ano de 2009, o diabetes mellitus afetou cerca de 24 milhGes de
pessoas sé nos Estados Unidos e estima-se que em 2034 serdo 44 milhdes de
norte americanos diabéticos (HUANG et. al., 2009).

De acordo com a IDF (International Diabetes Federation), existem 371
milhdes de pessoas diabéticas no mundo, com prevaléncia mundial de diabetes
de 8,3%. Metade das pessoas diabéticas nao & diagnosticada e cerca de 4.8
- milhdes morrem em consequéncia ac diabetes. Mais de 470 milhdes de dolares
sdo gastos em tratamentos relacionados ao diabetes. No Brasil existem cerca
de 13,4 milhdes de pessoas diabéticas entre 20 e 79 anos (IDF, 2011).

A automonitorizagao glicémica € realizada com os biossensores. de
glicose ou glicosimetros, cdmo sdo mais conhecidos pela populacao.
Infelizmente, a maioria das pessoas diabéticas néao se automonitorizam devido,
principalmente, a baixa ades&o ao tratamento, as puncbes digitais dolorosas e
ao alto custo financeiro (GOMES e LERARIO, 2009).

A automonitorizacdo domiciliar das glicemias hoje se constitui um
procedimento altamente eficaz no controle metabélico de pacientes diabéticos.
No DM, a automonitorizacao é importante quando se visa o bom controle
metabdlico. Essa monitorizagdo previne e ajuda a minimizar o risco de
hipoglicemias; ajuda a tomar decisdes sobre qual tipo e doses de insulinas
usarem, possibilitando fazer os ajustes necessarios a medicacio ou insulina;
auxilia no melhor entendimento do efeito dos diversos alimentos, do estresse e
dos exercicios sobre a glicemia (VILAR, 2013).

A grande maioria dos biossensores produzidos no mundo & empregada
para a deteccao de glicose, totalizando cerca de 10 bilhdes de ensaios sendo

realizados em todo o mundo a cada ano. O mercado de detectores de glicose
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no sangue € altamente lucrativo, uma vez gue € responsavel por 85% do
mercado total dos biossensoreé (S‘HEU el. al.,, 2011; VASHIST, 2012). .

Um biossensor para determinacao da glicose & formado essencialmente
por uma enzima (GOX) depositada (imobilizada) em um eletrodo. A~
imobilizacao de uma enzima pode ocorrer de quatro formas: encapsulamento,
adsorgéo, ligacdo covalente e ligagcdo covalente cruzada. A imobilizacdo
covalente de uma enzima a um suporte sintético envolve a ligacao efetiva entre
a enzima e o suporte através da ativagao prévia de grupos reativos da matriz.
Desta forma, os suportes devem: possuir grupos funcionais que possam ser
ativados e ter boa estabilidade mecanica (ZHAQO et al., 2013).

A ativagao do'suporte, na maioria das vezes consiste em silanizagéo —
reacdes com agentes compatibilizantes (silanos, carboiminas, carboncimidas e
glutaraldeido). As enzimas sao ligadas na matriz através de grupos funcionais
presentes em seus aminoacidos. Uma vez que a enzima nao pode ser
imobilizada diretamente schre os eletrodos, pois esta poderia ser inativada,
novos materiais sdo sintetizados para que possam desempenhar a fungdo de
suportes para o biocatalisador e ao mesmo tempo mediadores para o
transporte de elétrons na interface (CHEN et al., 2011). Dai surge a
necessidade de se obter um maierial que tenha ao mesmo tempo,
compatibilidade com a enzima e com o eletrodo, ou seja, materiais hibridos.

Materiais  hibridos  orgénico-inorganicos sdo preparados pela
con’ibinagéo de componentes organicos e inorganicos, e constitluem uma
alternativa para a producéo de novos materiais muitifuncionais, com uma larga
faixa de aplicagbes, normalmente, apresentam propriedades complementares,
dando origem a um anico material com propriedades diferenciadas daguelas
que lhe deram origem. Esses materiais sdo homogéneos, devido a mistura dos
componentes em nivel molecular, usualmente em escala de nandmetro a sub-
micrémetro (JOSE e PRADO, 2005).

Em toda a literatura cientifica observa-se a constante utilizagdo de
materiais hibridos, principalmente aquéles compostos por nanoparticulas
magnéticas e agentes silanos, para a imobilizagao da enzima GOX. Alguns
exemplos sdo: magnetita (FesOq)ftetraetilortosilicato (TEOS) (Feng et al.,
2012), oxido de grafeno (OG)/concanavalina A (ConA) (Zhou et al., 2012),
ferrita de cobalto (CoFe;O4)f TEOS + 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Lee
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et. al., 2012), ferrita de cobalto (CoFe;Q4)/glutaraldeido (GA) (Wang et. al.,
- 2011), Fe;O4/ APTES (Huang et al, 2010). '

O agente silano APTES é amplamente utilizado para preparar substratos
para aplicagées que utilizam a imobilizagdo de proteinas efou enzimas. As
nanoparticulas '(NPMs) de 6xido de ferro sdao muito utilizadas para fabricagéo
de sensores de glicose por simplificar a atracao da GOX com o eletredo, uma
vez que as particulas do Fes0, possuem alta magnetizacdo e séo faciimente
atraidas para a superficie do eletrodo usando um campo magnético. Desta
forma, o sinal biolégico (GOX) & facilmente convertido em sinal elétrico,
podendo ser observada a sua quantificacao no visor do biossensor (CASH and
CLARK, 2010).

Desta forma o desafio deste trabalho foi a preparagéo e caracterizacéo
do hibrido Fei04/SiO- capaz de realizar a imobilizagdo da glicose oxidase
(GOX). Este novo material atuou como agente imobilizador da GOX por meio
da geracao de ligagbes covalentes entre o APTES e a enzima.

1.1 Objetivo Geral

Preparar e caracterizar hibridos a partir de NPMs de Fe;04 (magnetita)
sitanizada com o agente silano 3-aminopropiltrietoxisiano (APTES), visando a

imobilizacdo da glicose oxidase (GOX).
1.2 Objetivos Especificos

+ Modificar a superficie das nanoparticulas de Fe;04 (NFMs) com o agente
silano 3~aminoprcpiitrietokisilano (APTES) visando a obtencdo de um
materiail hibrido NPMs/APTES.

» Caracterizar as NPMs e o material hibrido obtido por difracdo de raios-X
(DRX), microscopia eletrdnica de varredura (MEV), microscopia
eletrénica de transmissdo (MET), espectroscopia na regido do
infravermelho  com transformada de Fourier (FTIR) e analise
termogravimeétrica (TG).

e Realizar testes de cifotoxicidade nas NPMs e no material hibrido.
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Caracterizar magneticamente as NPMs e o material hibrido por
magnetometria de amostra vibrante para avaliar seu comportamento
magneético e testes de magnético in vifro de sedimentacéo e separagéo.

Realizar testes de imobilizagao da glicose oxidase (GOX).

:
Mmee o ATErAIRC
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2 FUNDAMENTAGAO TEGRICA
2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes melfitus (DM) € uma doenca metabdlica, que se caracteriza
por hiperglicemia resultante da deficiéncia de secre¢do de insulina pelo
pancreas e/ou resisténcia periférica a agao da insulina (VILAR, 2013).

A classificacado mais atual do DM & baseada na etiologia da doencga, e
engloba o diabetes tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1 (DM1) representa 10% dos
casos de diabetes e predomina em crianc¢as e adolescentes. Em torno de 80%
dos casos de DM1 surge antes dos 18 anos. O DM1 caracteriza-se por
deficiéncia absoluta na producdo de insulina, decorrente da destruigdo
autoimune das células beta do péncreas, na maioria das vezes
(KRONENBERG, 2010).

O DM2 corresponde a 80-90% dos casos de diabetes, surgindo
geralmente acima dos 40 anos, e a maioria dos pacientes € obesa. A
hiperglicemia do DM2 ocorre devido a resisténcia periférica a8 acao insulinica;
deficiente secrecdo de insulina pelo pancreas; e aumento da produgao hepatica
de glicose (VILAR, 2013). |

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do DM2 encontram-
se a idade acima de 45 anos, obesidade, sedentarismo, hipertens&o arterial,
dislipidemia e histoéria familiar de DM. As manifestagbes clinicas mais
frequentes sao: polidria, nictlria, polidipsia, boca seca, polifagia,
emagrecimento rapido, fadiga, fraqueza, e tontura (BANDEIRA, 2009).

O diagnédstico do DM se baseia nos seguintes critérios: glicemia de
jejum, glicemia pés-prandial e no valor de 2 horas no teste de tolerfincia oral a
glicose de 75 gramas (OGTT). As diretrizes da Associacdo Americana de
Diabetes (2013) também determinam como critério de diagnostico de diabetes
a hemoglobina glicosilada (HbA1C) acima de 6,5% em duas dosagens;
glicemia de jejum > 126mg/dl em duas dosagens; glicemia de 2 horas no OGTT
75 gramas > 200mg/dl; ou glicemia > 200mg/dl em pacientes com sintomas
classicos de hiperglicemia.
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A maior sobrevida de individuos diabéticos aumenta as chances de
desenvolvirﬁento das complica¢bes cronicas da doenca que estdo associadas
ao tempo de exposi¢ao a hiperglicemia. Tais complicagbes - macroangiopatia,
retinopatia, nefropatia e neuropatias - podem ser muito debilitantes ao individuo
e sdo muito onerosas ao sistema de salde. A doenca cardiovascular é a
primeira causa de mortalidade de individuos com DM tipo 2; a retinopatia
representa a principal causa de cegueira adquirida e a nefropatia uma das.
maiores responsaveis pelo ingresso a programas de didlise e transplante; o pé
diabético se constitui em importanie causa de amputagdes de membros
inferiores. Assim, procedimentos diagnosticos, terapéuticos (cateterismo,
bypass coronariano, fotocoagulacdo retiniana, transplante renal e outros),
hespita_ﬁiz_agée‘s, absenteismo, invalidez e morte prematura elevam
substancialmente os custos direfos e indiretos da assisténcia a sallde da
populacéo diabética (KRONENBERG, 2010).

O tratamento do DM engloba uma orientagdo dietética adequada,
modificacbes no estilo de vida, isto &, perda de peso, atividade fisica e
cessacao do tabagismo e alcoolismo, além da terapia farmacolégica. Os
principais grupos de farmacos usados no tratamento do DM2 sao: farmacos
que aumentam a secregdo pancreatica de insulina (sulfonilureias e
meglitinidas); os que melhoram a ac8o periférica da insulina (biguanidas -
metformina e tiazolidinedionas); os que alteram a absorgio intestinal de
carboidratos (inibidores da a-gficosidase}, insulinas; analogos do GLP-
1(Glucagon-like peptide 1); inibidores da dipeptidii peptidase IV (DPP-IV); e
pramlinfida (VILAR, 2013).

A insulinoterapia é usada em todos os pacientes com DM1 e parte dos
pacientes com DM2. Os pacientes com DM gue necessitam do uso de insulina
devem ser orientados quanto as diferentes apresentagées, formas, vias e locais
de aplicagtes e cuidados de armazenamento da insulina, assim como quanto
as formas e & importancia do monitoramento glicémico. Varias preparaces de
insulina humana e de analogos de insulina encontram-se disponiveis, como
mostra a Tabela 1 (BANDEIRA et al., 2009).
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Tabela 1 - Tipos de insulina e tempo de acdo das preparagdes.

Duragao
TERAPIA inicio de agdo  Pico de agdo o
_ - {(maxima)
De acéo ultra-rapida .
) o - 5-16 (min} 1-2 horas 4-6 horas
Lispro/Aspart/Glulisina . :
De acao rapida
) 30 min a 1 hora 2-4horas - 6-10 horas
Regular
De agao intermediaria 2-4 horas 6-10 horas 14-18 horas
NPH Lenta 3-4 horas - 6-12 horas 16-20 horas
6-10 horas
De acdo longa )
30minaz2 13-16 horas 20-24 horas
Ultralenta
) horas - 20-24 horas
Glargina
] 30mina?2 - 6-23 horas
Detemir
horas

Fonte: Bandeira et al., 2008

De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD,
2013), o monitoramento do DM é realizado com ¢ objetivo de avaliar o controle
glicémico em tempo real (glicemias capilares) ou retrospectivamente (glicemias
laboratoriais, hemog‘idbina glicada A1c, frutosamina e sistema de monitorizagdo
glicémica continua ou CGMS). Com os dados obtidos, fazem-se mudangas no
tratamento (antidiabéticos orais, insulinas e dieta).

A automonitorizacdo das glicemias capilares é efetuada com a insercao
de uma gota de sangue capilar em uma fita biossensora descartavel contendo
glicose desidrogenase ou glicose oxidase acoplada a um dispositivo médico
(glicosimetro). A maioria dos glicosimetros utilizados quantifica glicose
plasmatica. Apls sofrer acdo enzimatica, hd uma reacédo eletroquimica
diretamente proporcional a concentragao de glicose. A faixa de t;nensuragéo vai
de 10 a 600mg/d|, dependendo da marca do monitor (SBD, 2013).

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) estabelece anualmente
metas rigorosas em termos de valores de glicemia de jejum e poés-prandial,
hemoglobina glicada, pressao arterial e lipoproteinas, como mostra a Tabela 2
(ADA, 2013).
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Tabela 2 - Recomendagdes de controle glicémico, presséo arterial e lipidios em
adultos com DM. '

A1C : < 7%

Glicemia de jejum 70-130 mg/di
Glicemia pés—prandiéi < 180 mg/di
Pressao arterial < 140/80 mmHg
Colesterol LDL < 100 mg/dl

Fante: ADA, 2013.

O controle glicémico adequado deve sempre ser objetivado pelo
paciente e pelos profissionais de salide. O automonitoramento da glicemia, por
meio das glicemias capilares, € uma ferramenta util, permitindo ao paciente
avaliar sua resposta individual a terapia, alem de prevenir hipoglicemias graves
e ajudar no ajuste das medicactes, da dieta e da atividade fisica. Nao ha senso
a respeito da frequéncia ideal para realiza¢Zo da glicemia capilar. De um modo
geral, pacientes em uso de insulina devem proceder as glicemias capilares ao
menos trés vezes ao dia. Para pacientes em uso de terapia oral, a frequéncia
deve ser aquela suficiente para facilitar o alcance das metas glicémicas
estabelecidas {(BANDEIRA, 2009).

De acordo com Kuzuya et al. (2002) a analise clinica do DM é
estabelecida pela medida da glicemia no soro ou plasma sanguineo apds um
Jejum de 8 a 12 horas. Tal analise envolve técnicas espectrofotométricas
utilizando-se equipamentos de grande porte como espectrofotbmetros
automatizados (ou ndo) ou microanalise através de biossensores. O ensaio
espectrofotométrico para determinacéo de glicose no sangue envolve varias
etapas. Inicialmente faz-se a coleta do material e a separagdo do plasma
sanguineo.

Uma solugdo de glicose oxidase (GOX), peroxidase (HRP), 4-
aminofenazona e fenol é preparada e a ela adiciona-se alguns microlitros de
plasma. Ha uma pausa de 10 minutos onde os reativos (plasma e solugdo) sao
incubados em banho-maria a 37°C, possibilitando entdo a determinacgao da
conceniragéo de glicose fotometricamente. Na presenga da enzima peroxidase,
o peroxido de hidrogénio (H,0;) resultante da oxidac&o da glicose pela enzima

glicose oxidase, oxida composto que nio possuem absorgéo na regiao visivel
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em compostos coloridos. A intensidade da-cor formada possui absorbancia
maxima em 500 - 520 nm e & diretamente proporcional a concentragdo do
substrato (glicosej inicial (KUZUYA et al., 2002).

Esta metodologia para a determinagao da concentracac da glicose foi
inicialmente descrito por Trinder em 1969. Tal método baseia-se na oxidagao
da 4-aminofenazona pelo HxO», a qual se combina com um composto fendlico
para formar uma quinonaimina colorida com alta absorbancia em 500 - 520 nm.
Na Figura 1 tem-se o mecanismo da reagao de Trinder. O tempo de reagio
para a formacdo da quinonaimina € de 10 minutos a temperatura ambiente (15
- 30°C) ou 5 minutos a temperatura de 37°C (VIEIRA, 2006).

Figura 1 — Reag&o proposta por Trinder para a oxidagao da 4-aminofenazona.

® ®
Hal~
Hw‘h(N Peroxidase
+ + 2 H,‘,Cl2 — y + 4HD
2 :

Fenol
4-Aminofenazona

Quinonaimina

Fonte: Trinder, 1969,

Atualmente, testes de glicose mais rapidos e praticos podem ser
efetuados atraves de biossensores (NEWMAN e TURNER, 2005).

2.2 Biossensores de Deteccdo de Glicose

Testes de glicose rapidos e praticos podem ser efetuados através de
biossensores que se basetam no sinal elétrico (corrente ou tens&o) criado na
oxidagdo da glicose pela enzima glicose oxidase (GOX). A reacao bioquimica
de oxidagdo da GOX pode alterar o pH do meio devido a formacgdo de acido

gluconico, criando uma diferenca de potencial (biossensor potenciométrico). A

o nIng mmm:%\



polarizacdo do eletrodo pode gerar uma corrente devido a oxidagdo do
peréxido de hidrogénio (biossensor amperométrico). O sinal amperométrico
produzido € diretamente proporcional a concentracdo de glicose presente na
amostra a ser analisada (VIEIRA, 2006).

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que convertem uma
resposta bioldgica em um sinal elétrico, com o objetivo de detectar substancias
ou condigcbes especificas. Os biossensores tém sido desenvolvidos para
detectar ou mensurar a temperatura corporal, presséo arterial, pH, glicose,
enzimas, anticorpos, bactérias especificas, entre outros usos. Um biossensor é
composto por um receptor, que entra em contato_ com um componente
biologico ativo (por exemplo, sangue e urina); um transdutor fisico-quimico e
um processador eletrénico do sinal (HE et al., 2012).

Biossensores baseados em transdutores eletroquimicos sao os mais
usados para analises clinicas. Os biossensores amperométricos tém a
vantagem de usar uma técnica eletroquimica, onde substdncias quimicas
elefroativas sdo oxidadas ou reduzidas em eletrodos metdlicos inertes. A
maioria dos biossensores amperometricos usa enzimas como elemento
reconhecedor do material bioldgico (CASH e CLARK, 2010).

O desenvolvimento dos biossensores de glicose se deu no inicic da
decada de 1920, com o cirurgido canadense Frederick Banting e seu assistente
Charles Best, os quais desenvolveram métodos analiticos para a determinagéo
de glicose no sangue e urina. Clark e Lyons em 1562 publicaram pela primeira
vez um artigo descrevendo um biossensor de glicose, iniciando assim a busca
pela tecnologia de monitoramento de glicose no Hospital Infantil de Cincinnati,
Ohio, EUA {CASH e CLARK, 2010; SHEU et al., 2011).

Os dispositivos de monitoramento de glicose no sangue (BGMD) sao
uma parte integrante do dia-a-dia dos pacientes portadores de diabetes. Estes
dispositivos evoluiram tremendamente nas Ultimas quatro décadas em termos
de miniaturizagdo, resposta rapida, maior especificidade, simplicidade,
captacdo indolor de amostra e utilizagdo de sofiwares de gerenciamento de
dados mais sofisticados. A grande maioria'dos biossensores produzidos no
mundo € empregada para a deteccdo de glicose, totalizando cerca de 10
bilhGes de ensaios sendo realizados em todo o mundo a cada ano. O mercado

de detectores de glicose no sangue € altamente lucrativo, uma vez que é
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responsé_ve'l por 85% do mercado total dos biossensores (SHEU et al., 2011;
VASHIST, 2012).

Nos EUA, a projecdo foi de que o mercado dos biossensores para

deteccao de glicose tenha atingido a marca dos 6,1 bithdes dblares em 2012,
sendo este dominado por um pequenc numero de grandes empresas de
diagnéstico, tais como: Abbott, Roche Diagnostics, Bayer, Minimed e LifeScan.
Os ;jré«requisitos essenciais para um BGMD de sucesso sdo: facilidade de uso,
apresentacao simples, maior precisao e confiabilidade, baixo custo, memoria
aprimorada e sofisticada baseada em softwares de gerenciamento de dados
(SHEU et al., 2011).
_ O biossensor classico de glicose € um hiossensor enzimatico com um
transdutor optico ou amperomeétrico. A enzima catalisa a conversdo de um
analito em uma molécula gue pode ser mensurada. As enzimas mais usadas
nos biossensores de glicose sao hexokinase, glicose oxidase (GOX) e
epirrologuinolinadesidrogenase de glicose-quinona (PQQ-GDH) (URBAN,
2009).

A enzima glicose oxidase (GOX) oxida seus substratos e precisa de
oxigénio como um co-substrato, re-oxidando a enzima ao estado inicial, de

acordo com a equacéo 1 e na Figura 2:
glicose +0, —¥ 5 duconolactona + H,0, (1)

Figura 2 - Um esquema da detec¢ao da glicose em biossensores

— an
Glicose é’ié %‘Ww o

= &
G B
luconolactona i i

Fonte: Adaptado de Dolatabadi, 2013.
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Para 0s sensores microeletronicos, o consumo de oxigénio e a mudanga
de pH, devido a dissociacdo de gluconolactona (acido glucdnico) e mais
proeminente de H0,;, sdo0 mensuradas por metodos Opticos ou
microeletroquimicos. Um dos problemas desse meétodo é a necessidade do
oxigénio para a reacdo da GOX (equacio 1), pois 0 sangue venoso utilizado
para medigdo da glicose apresenta baixa concentracao de oxigénio. Isso foi
superado com o uso de mediadores eletroguimicos ativos (URBAN, 2009). .

O substrato para sensores de glicose sanguinea descartavel e de papel
ou polimerg, como o poliéster Melinex. As enzimas usadas sao: PQQ-GDH,
NAD-GDH, FAD-GDH ou GOX, gue s3o misturadas a um mediador redox no
eletrodo e depositada's na area do sensor. Os biossensores de glicose diferem
no volume de sangue necessario, no design, material do eletrodo, no tipo de
mediador redox e métodos de medicdo (amperométrico ou colorimétrico)
(NEWMAN et al., 2005).

Existem varias geragdes de biossensores eletroguimicos com base na
GOX, que usavam uma camada de GOX para reconhecer a glicose e gerar um
sinal eletroquimico. Este sinal é transferido da enzima através da reducéao do
O, a H202 (12 geracao de sensores de glicose}; ou redugao de outro mediador
quimico (2% geragao) (CASH e CLARK, 2010).

Quase todos os dispositivos comerciais de monitoramento de glicose no
sangue (BGMD) utilizam um biossensor eletroquimico produzido em larga
escala, de custo-beneficio alto, porém aceitavel, que é capaz de detectar
rapidamente a glicose. Esses BGMD usam dispositivos automaticos (lanceta)
para furar o dedo do diabético para retirar a amostra de sangue, o que é
doloroso ja que o individuo tem de medir glicose no sangue muito
frequentemente, ou seja, mais de quatro vezes por dia. Assim, houve uma
busca tremenda nas dltimas décadas para se desenvolver um BGMD
melhorado e com a necessidade de amostra de sangue reduzida, menos de
1ul, e com os aspectos dolorosos minimizados pelo emprego de locais
alternativos de amostragem (brago, méo, orelha), além de usar lancetas de
menor calibre (VASHIST, 2012).

No entanto, mesmo com o desenvolvimento dos BGMD minimamente
invasivos, os cientistas tém buscado a obtencao sensores subcutaneos para

determinar a concentracdo de glicose no fluido intersticial da pele. Mas este
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tipo de biossensor possui de E.imitagées com relagdo ao desconforto causado
aos pacientes, a exigéncia de calibracdo continua e alta susceptibilidade a
incrustacdo. Portanto, o desenvolvimento de técnicas nao-invasivas de
detecgdo de glicose (NGM) parece ser a Unica maneira de obter-se uma
tecnologia de monitoramento de glicose para diabéticos sem dor. Este € o
principal estimulante para as pesquisas continuas no campo da NGM. Na
Ultima década, varios esforcos tém se concentrado nessa area, o pode ser
refletido pelo grande nimero de publicagbes de artigos de NGM, como mostra
a Figura 3 (VASHIST, 2012).

Varios dispositivos NGM estao sendo comercializados, podendo-se citar
alguns como o GlucoWatch® G2 e o Pendra®, dois dispositivos NGM na forma
de um reldgio de pulso, aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)
em 2001 e 2003, respectivamente, porém utilizados como auxiliares para
medidores de glicose no sangue convencionais (invasivos) (VASHIST, 2012).

Figura 3 — Evolucdo no numero de artigos publicados com técnicas néo
invasivas de detecgio de glicose (NGM).
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Fonte: Adaptado de Vashist, 2012,

O GlucoTrack™ | dispositivo NGM portatil, de medicao em tempo real e
continuo (Figura 4), que determina a concentragdo de glicose no sangue,

utifizando trés técnicas NGM, o eletromagnético, uifra-som e capacidade de
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calor. E por fim, o C8 MediSensors (Figura 5), um NGM nao portatil e de
detecgdo continua, baseado em espectroscopia de Raman, resistente a agua,
mas nao a prova de agua, que realiza uma medi¢cao de glicose simples em
cerca de 3 minutos, com precisdo comparaveis aos medidores de glicose no
sangue convencionais (VASHIST, 2012).

Figura 4 — GlucoTrack™ , dispositvo NGM portati. (a) Unidade de
monitoramento e (b) Ping¢a auricular.

(B)

Fonte: Vashist, 2012.

Figura 5 — C8 MediSensors, dispositivo NGM nao portatil.(a) Unidade de
monitoramento e (b) Haste de detecgao.

Fonte: Vashist, 2012.
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2.3 Glicose Oxidase (GOX)

Enzimas sao proteinas especializadas na catalise de rea¢des quimicas.
As enzimas sao fundamentais para qualquer processo bioquimico a nivel
fisiologico ou biotecnolégico, apresentando uma extraordinaria eficiéncia
catalitica e um alto grau de especificidade por seus substratos quando
comparadas aos catalisadores de origem sintética. Tais biocatalisadores
aceleram as reacdes quimicas de maneira formidavel e atuam em meio aquoso
e em condigcdes relativamente suaves de pH e temperatura. Embora a enzima
participe da sequéncia da reacao, ela nao sofre nenhuma transformacao.
Sendo assim, apenas poucas moléculas de enzimas sao capazes de catalisar a
conversao de milhares de moléculas de substrato (S) a produto (P)
(KRAJEWSKA, 2004).

Emil Fischer, em 1894, estabeleceu que as interagdes entre uma
enzima e seu substrato seriam complementares, propondo o modelo “chave-
fechadura” para explicar a agdo enzimatica. De acordo com este modelo, o sitio
ativo da enzima e o substrato possuem formas geométricas semelhantes.
Dessa forma, o substrato (chave) se encaixa perfeitamente ao sitio ativo da
enzima como se este fosse rigido analogamente a uma fechadura, conforme
ilustrado na Figura 6. Estados intermediarios (ES e EP) sao formados antes do
produto (VIEIRA, 2006).

Figura 6 — Modelo chave-fechadura para agao enzimatica.

Produtos

Substrato

[ Sitio ativo

Enzima

Complexo enzima/ Complexo enzima/
sustrato [ES] produto [EP]

Fonte: Vieira, 2006.
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Os testes de glicemia sanguinea necessitam de catalisadores
envolvidos na reagdo de oxidagao da molécula de glicose, visto que, o
monitoramento do diabetes, se da pela medida da taxa desse acucar no
sangue. Neste caso, as enzimas glicose oxidase e peroxidase sao o0s
biocatalisadores mais utilizados (VIEIRA, 2006).

Segundo Bankar et al. (2009) a glicose oxidase (GOX), cuja estrutura
esta representada na Figura 7, € uma enzima da classe das oxi-redutases que
catalisa a oxidagao da B-D-glicose pelo oxigénio molecular em glucono-d-
lactone, o qual subsequente e espontaneamente se hidrolisa em acido
gluconico, gerando nessa hidrolise peroxido de hidrogénio. A atividade da
glicose oxidase, extraida do Aspergillus niger foi primeiramente relatada por
Maller em 1922. A partir de entdo, esta enzima tem sido extraida e purificada

desse fungo.

Figura 7 — Estrutura de fitas representando a enzima glicose oxidase.

Fonte: SANTOS, 2012.

Como parte ativa da GOX, existe uma molécula organica complexa
(coenzima), a flavina adenina dinucleotidio (FAD). O FAD é um componente
comum nas reacgoes biologicas de oxi-redugdo. As reagdes redoxes envolvem
um ganho ou uma perda de elétrons por uma molécula. Na GOX, o FAD
trabalha como aceptor inicial de elétrons e € reduzido a FADH2. O FADH2 é

entdo oxidado pelo oxigénio molecular (O;) que possui um potencial mais
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elevado de reducao. O O, gasoso & entdo reduzido a peroxido de hidrogénio
(H202). A reacédo de oxidacédo de uma molécula de glicose pela GOX é ilustrada
na Figura 8 (BANKAR et al., 2009).

Figura 8 — Oxidagcdo da molécula de glicose pela agdo da enzima glicose
oxidase.

CH-OH CH:OH
o Glicose oxidase 0
Hou
u D
Glicose
FAD* FADH,, OH

v Acido glucénico

Fonte: Adaptado de BANKAR et al., 2009.

A GOX é de consideravel importancia comercial. Tem sido utilizada no
cozimento, na produgéo de ovo em pd, na producao de vinho e na produgéo de
acido glucénico. Poréem suas aplicagbes nao se resumem apenas a aplicagdes
industriais. A GOX é a enzima mais estudada para a atuagdo em biossensores
de glicose devido a sua alta especificidade, estabilidade e baixo custo de
obteng¢do quando comparada a outras enzimas (SANTOS, 2012).

Devido a sua alta especificidade, a GOX é usada como elemento
biocatalitico para se medir os niveis de aglicar no sangue e por isso tem sido
usada na fabricacdo de biossensores. Neste caso, a enzima pura deve ser
imobilizada na superficie do eletrodo, mantendo sua atividade catalitica. Além
de permitir a difusdo de substratos e produtos para dentro e para fora da
interface biocatalitica, a enzima imobilizada pode ser reutilizada, o que diminui
o custo consideravelmente (TANGUTOORU et al., 2012).
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2.4 Nanoparticulas Magnéticas para imobilizacao da GOX

Em pouco mais de meio século de pesquisas e desenvolvimento de
processos tecnolégicos, inimeras técnicas foram desenvolvidas para a
imobilizagdo de enzimas. O suporte ideal para a imobilizacdo de enzimas deve
ser insoluvel em agua, se ligar facilmente a enzima e ser inerte quimicamente.
Os métodos mais comuns para imobilizacado de enzimas se dao através de
encapsulamento (em matrizes ou microcapsulas poliméricas) ou através de
ligagdes fisicas ou quimicas da enzima ao suporte (BANKAR et al., 2009).

A Figura 9 ilustra a classificacdo dos principais meétodos de
imobilizagdo de enzimas. A selecdo do método de imobilizagdo dependera
essencialmente do suporte a ser utilizado na confecgao do biossensor (VIEIRA,
2006).

Figura 9 - Principais métodos desenvolvidos para a imobilizacéo de enzimas.
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Fonte: Vieira, 2006.

O método mais simples e rapido de imobilizagcdo enzimatica é a
adsorcao fisica, o qual se baseia em interagdes fisicas entre a enzima e a
superficie onde a enzima sera imobilizada. Nesse método a atividade
enzimatica observada é proxima a atividade natural da enzima. As principais
vantagens desse meétodo sdo a sua simplicidade e baixo custo experimental.
(SANTQOS, 2012).
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Nanoparticulas de SiO, sdo altamente compativeis com enzimas e
podem ser usadas na fabricagdo de sensores amperometricos de glicose.
Huang et al. (2011) imobilizaram glicose oxidase (GOX) nas nanoparticulas de
SiO; silanizadas com o APTES e demonstraram as condi¢gbes de imobilizagao
e as propriedades da enzima imobilizada. Neste estudo, a GOX foi imobilizada
via ligagdo covalente, o pH otimo para a imobilizagdo foi o de 6,5 e a
quantidade de GOX imobilizada nas NPs foi 92,6% da GOX inicial o que
equivale, segundo os autores, a 68mg/g da enzima imobilizada, sugerindo que
estas NPs podem ser usadas em sensores enzimaticos de glicose baseados
em fibras Opticas. As NPMs de SiO; silanizadas com o APTES foram
escolhidas como transportadores por serem de facil preparacdo, com boa
compatibilidade e grande area de superficie.

As nanoparticulas magnéticas revestidas de agentes silanos podem ser
usadas como carreadores ideais para imobilizagdo enzimatica devido a sua
boa estabilidade em solventes organicos, propriedades anti-bacterianas, facil
separagado e recuperacdo. Wang et al. (2011) demonstraram que NPMs de
CoFe,0, silanizadas  consecutivamente com APTES + TEOS
(tetraetilortosilicato) + GA (glutaraldeido) sao excelentes carreadores para
imobilizagdo da GOX. Segundo ¢s autores a imobilizagdo da GOX nas NPMs
de CoFe;04/SI0; se deu via ligacdo cruzada com o GA. A reacéo de
imobilizagdo ocorreu em 3h com o pH 7,0. Como resultado de imobilizacdo
estes autores obtiveram 1,33mg/g da enzima imobilizada.

Feng et al (2012) prepararam nanoparticulas magnéticas
moncdispersas de Fe;0,4, que posteriormente foram funcionalizadas com os
agentes silanos TEOS e APTES e recobertas com ouro para formar a particula
core-shell (casca/nucleo), obtendo o material hibrido Fe;04/SiO2/Au, ilustrada

na Figura 10.
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Figura 10 — Esquema ilustrativo do procedimento de preparagdo das
nanoparticulas core-shell Fe;04/SiOz/Au.

SiO, Au NPs Au shell

Fonte: Feng et al., 2012.

Estes materiais hibridos desenvolvidos por Feng et al. (2012) foram
posteriormente utilizadas como matriz para a construgdo de um sensor de
glicose, ilustrado na Figura 11. Assim, os testes de imobilizacao de GOX
estudados por Feng et al. (2012) foram realizados utilizando-se um biossensor
experimental e ndo um teste in vitro, por exemplo como a imobilizacao de GOX
estudada por Wang et al. (2011).

Figura 11 — Esquema ilustrativo do procedimento de preparacdo do sensor de
deteccao de glicose.

PEI PSS Fe304/Si02/Au
— - P
GCE

IG('E-Eleu'ododecatbonoanmfog
lPEI-poﬁeﬂ]enoimﬁa i

i PSS - poliestireno sulfonado _
. |

Fonte: Feng et al., 2012.

Feng et al. (2012) utilizaram um método eletroquimico para o teste de
imobilizagdo da GOX, o qual foi realizado por voltametria ciclica (100 mV . s™),
em uma solugcao anaerébica, com pH de 7,4. De acordo com os autores, a
imobilizacdo da GOX se deu por adsor¢do sobre a superficie do hibrido

TTTRrC IR IOTRCAIRE
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Fez04/SiO2/Au, e que o biossensor experimental mostrou-se de o6timo
desempenho, apresentando alta sensibilidade a GOX (3,92x107° mol-cm™),
boa reprodutibilidade de dados, resposta rapida (menos de 5s).

Yu et al. (2010) sintetizaram NPMs de Fe;O4 por co-precipitacdo e as
recobriram com cloreto de polidialildimetilaménio (PDDA) para realizagao de
imobilizagdo de GOX. Para isto, foi preparada uma solugdo com as NPMs (11,8
mg/mL) e a GOX em excesso (1 mL, 10mg/mL). Em seguida a solugao foi
mantida sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por trés horas, com
pH controlado em 7,0, gerando assim uma solugcdo GOX-Fez;O; com
concentragdo aproximadamente 17,6 mg/mL. O meétodo utilizado para a
determinacdo da quantidade de GOX imobilizada foi a colorimetria. Neste
trabalho os autores ndo relataram a forma como ocorreu a imobilizacdo da
GOX sobre as NPMs de Fe;O4 no entanto afirmaram que conseguiram
imobilizar 0,1Tmmol/L de GOX por cada miligrama de NPMs. Ainda segundo os
autores o principal problema dos biossensores enzimaticos amperométricos é a

efetiva imobilizagao da enzima na superficie do eletrodo.
2.5 Agentes Silanos

Os agentes silanos, também conhecidos como silanos organofuncionais
sao a classe de agentes de adesdo mais utilizadas no tratamento de
superficies de cargas inorganicas, visando melhorar a interagdo destas com
compostos organicos (LUNG e MATINLINNA, 2012).

Os agentes silanos tém formula geral Y-Si(OR); e podem atuar como
agentes de adesdo ou como co-agentes de reticulagdo. Estes compostos séo
largamente utilizados quando se quer modificar o carater hidrofilico a
hidrofébico, fazendo com que a matriz organica ou inorgénica, tenha certa
afinidade com biomoléculas, ou simplesmente quando & necessario promover
uma adesao entre compostos organicos e inorganicos (BENVENUTTI et al,
2001). Os silanos tém sido largamente utilizados como: modificadores de
superficie (AIROLDI e FARIAS, 2004), adesivo em resinas dentarias
(GRULLON, 2005) e agentes adsortivos (WANDERLEY, 2009).

Os grupos Y (organo-funcional) e Si(OR); (tri-alcoxi) sdao altamente

reativos. O tri-alcéxi permite a ligagdo da molécula do silano a substratos
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inorganicos, como ceramicas, metais e vidros. Ja o grupo organo-funcional,
que pode conter grupos alquil, aril, vinil, amina, epdxi, metacrilato e outros,
possibilita a reagdo da molécula com materiais orgénicos sintéticos como
polimeros e naturais como as enzimas (SANTOS, 2011).

Uma vez que este trabalho visa a preparagdo de um material hibrido
para imobilizagdo de GOX, o agente silano a ser utilizado sera o 3-
aminopropiltrietoxissilano (CgH23NO3Si) — APTES, cuja formula estrutural esta
apresentada na Figura 12.

Um agente silano quimicamente adsorvido sobre uma superficie
inorgénica proporciona uma plataforma de reagbes quimicas adicionais,
através de uma amina ou outro grupo funcional oposto ao silano. Assim,
macromoléculas, como proteinas, enzimas e DNA podem se fixar a esta
plataforma, ligando-se o grupo funcional (WANG e VAUGHN, 2008).

Figura 12 — Férmula quimica estrutural do 3-aminopropiltrietoxissilano.
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Fonte: Wang e Vaughn, 2008.

Liu et al (2004) sintetizaram NPMs de magnetita por co-precipitagéo e as
recobriram com uma camada de silica, proveniente do agente silano N-(2-
aminoetil)-3-aminopropiltrimetoxisilano (AEAPS), obtendo esferas de 50 a 80
nm. O material hibrido Fe304/SiO, foi testado na imobilizagdo da proteina
albumina bovina (BSA), a qual, segundo os autores ocorreu por ligagéo

covalente entre a BSA e as NPMs. Para isso, BSA foi dissolvido em uma
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solucao tampao (5 mg/mL), com pH 7,0, e mantida sob agitagdo constante a
30°C por 4 h. A quantidade de BSA imobilizada foi determinada por colorimetria
observando-se a absorbancia medida na faixa de 280 nm, de acordo com uma
curva de calibragao previamente realizada para o espectrofotdmetro utilizado.
Segundo os autores a quantidade maxima de BSA imobilizada foi de 86mg de
BSA/g de Fe30;.

Kanimozhi e Perinbam (2013) prepararam  nanoparticulas
superparamagnéticas de Fe3;O4 (magnetita) utilizando o método de co-
precipitacdo quimica e funcionalizaram a superfice da mesma com 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) visando a obtencdo de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas. A lipase purificada a partir de Pseudomonas
fluorescens (Lp1) foi imobilizada na magnetita funcionalizada usando
glutaraldeido como agente acoplamento. Os resultados do estudo de
caracterizagao revelou a imobilizagdo da lipase com sucesso na magnetita
funcionalizada por meio de ligagdo cruzada (cross linking). A magnetizagao de
saturagao das nanoparticulas magnéticas foi de 28,34 emu/g, enquanto que
para a nanoparticula magnética funcionalizadas foi 17,07 emu/g. A lipase
imobilizada teve maior atividade em 50°C e estabilidade térmica até 70°C. A
magnetita funcionalizada exibiu reutilizagdo excelente para 4 ciclos de
imobilizagdo e estabilidade de armazenamento de até 15 dias através da

retencao de 75% de sua atividade inicial.
2.6 Magnetita (Fe;04)

O o6xido de ferro apresenta quatro formas polimérificas: magnetita (FeO.
Fe»03 — Fes04), maghemita (y-Fe,03), goethita (FeO[OH]) e hematita (Fe,03,).

A magnetita € o oxido magnético mais abundante em rochas igneas,
metamorficas e sedimentares, sendo rara a sua ocorréncia na forma pura, a
qual possui magnetizagdo de saturagéo tedrica (Ms) de 100 J T kg™ a 20 °C
(MAGALHAES, 2008). Suas propriedades magnéticas e elétricas sdo fungdes
nao apenas de seus raios idnicos e da valéncia, mas também, das
propriedades quimicas, morfolégicas e estequiométricas. A magnetita difere
dos outros 6xidos por possuir em sua estrutura ferro bivalente (raio iénico 0,083
nm) e trivalente (raio iénico 0,067 nm) (CALLISTER, 2006).
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A célula unitaria da magnetita € formada por oito ions Fe®" localizados
no sitio tetraédrico (ou sitio A) e no sitio octaédrico (ou sitio B) oito ions Fe*' e
8 ions Fe®* , como visualizado na Figura 13. Sua férmula pode entdo ser
escrita da seguinte maneira [Fe®*'s}{Fe*'s Fe**s}O3,, onde [ ] representa o sitio
tetraédrico e { } o sitio octaédrico (MAGALHAES, 2008).

Figura 13 — Representacao da estrutura cristalina da magnetita.
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Fonte: Magalhaes (2008).

A magnetita € um material ceramico que possui propriedade magnética
ou simplesmente magnetismo e por isso € classificado como ferrimagnética. A
caracteristica mais marcante da Fe;O4 € a sua magnetizacao espontanea, ou
seja, ela apresenta uma magnetizagdo nao nula, mesmo na auséncia de
campo externo aplicado. Em geral materiais ferrimagnéticos podem ser
classificados em dois grupos: materiais duros (imas) e materiais moles ou
doces. Geralmente esta classificagao esta associada a resposta magnética do
material a um campo aplicado. Uma das propriedades que é utilizada para
indicar os dois tipos de magnetismo € a coercividade, ou seja, o campo
necessario para levar a magnetizagao do material a zero (CALLISTER, 2006).

Os materiais magnéticos que possuem uma coercividade alta maior que

10.000 A/m sédo chamados de duro, e aqueles que possuem coercividade baixa
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menor que 500 A/m sao chamados de moles ou doces. O requisito principal
para os materiais magnéticos moles € que uma alta magnetizacdo de
saturacao (Ms) seja produzida por um pequeno campo aplicado. O campo
necessario para provocar a desmagnetizacao também & pequeno. Em outras
palavras, a area do ciclo de histerese e a perda de energia por ciclo sao
pequenas. Um material magnético mole opera na presenca de um campo
magnético. Este comportamento € de fundamental importancia em aplicacdes
que envolvem mudangas continuas na diregdo de magnetizagao (CALLISTER,
2006).

Materiais magnéticos moles sao aqueles capazes de se magnetizar e
desmagnetizar facilmente apresentando curvas de histerese de aparéncia

estreita com baixos campos coercivos e alta saturacao, tendo, portanto altas
permeabilidades magnéticas |I. Este fato € devido a presenca de poucas

imperfeicdes e defeitos que constituem obstaculos ao movimento das paredes
dos dominios magnéticos ou ao giro da magnetizagdo dentro de um dominio.
Igualmente, e para favorecer estes movimentos, se faz necessario baixa
constante de anisotropia e de magnetizagdo. As aplicagdes para este tipo de
materiais podem ser vistas em transformadores, motores, geradores,
equipamentos de comunicacédo de alta sensibilidade (ZIDARIC e MILJAVEC,
2011).

Na dltima década as nanoparticulas de magnetita tém sido largamente
estudadas para as aplicagbes nos campos da biologia, agronomia e medicina,
inclusive para imobilizagédo de enzimas (WU et. al., 2012) e proteinas (XU et.
al., 2009), radiofarmacologia (MEDEIROS et. al., 2011), imunoensaios (HONG
et. al,, 2010), separagao celular (CUI et. al.,, 2011), engenharia de tecidos
(KUMARI e SINGH, 2012), purificagdo de RNA e DNA (MING et. al., 2009),
agente de contraste para imagem de ressonancia magnética (CHEN e GU,
2012), transportador de farmacos (KUMARI e SINGH, 2013) e para hipertermia
magnética (QU et. al. 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Os materiais e reagentes utilizados nesta pesquisa foram:
Processo de silanizagéo:

e 3-aminopropiltrietoxisilano  [H N(CH3):Si{OCH3):] 97% (APTES) -
SIGMA-ALDRICH,

e Magnetita (Fe;0,) sintética fornecida pelo do Laboratério de Sintese de
Materiais Ceradmicos (LabSMaC) na forma de pé com tamanho de
cristalitc de 45 nm e area superficial de 6,01 mzlg;

e Tolueno - C;Hz — SIGMA-ALDRICH,;

o Alcool etilico — C,HsO — SIGMA-ALDRICH;

Preparagéo do PBS:

o Fosfato de sédio monobasico - NaH:PO4H,0 - VETEC;

e Fosfato de potassio dibasico anidro — K;HPO, — VETEC;

imobilizagdo da GOX:

¢ Reagente de Bradford- SIGMA-ALDRICH (B6916/ lote SLBB8733V)

¢ Glicose oxidase (GOX) — SIGMA-ALDRICH;

3.2. Preparacao das NPNs

As NPMs de Fes0, sintetizada por reacao de combustao (COSTA et al,,
2009; COSTA e KIMINAMI, 2012) como recebidas do LabSMac foram secas
em estufa FANEM modelo 315 a 100°C durante 24h. Apds secagem as
mesmas foram peneiradas em malha ABNT 325 (abertura 45 pm) e em seguida
submetidas a modificacao de superficie (silaniza¢ado) pelo método de refluxo
com o APTES seguindo o procedimento proposto por Santos et al. (2012) e

posteriormente, encaminhadas a caracterizacao antes e apds a silanizagao.
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3.3 Silanizagao das NPMs

A Figura 14 apresenta um fluxograma esquematico da realizagao da

etapa de silanizagao.

Figura 14 — Fluxograma da silanizagdo das NPMs com o APTES.

Fonte: Propria, 2013.

A reacdo de silanizagdo com aminopropiltrimetoxisilano adotada foi
baseada na metodologia proposta por Santos et al. (2012). Em um balao de
trés bocas e fundo redondo com capacidade de 250 mL foram colocadas 5g de
Fe304, 80mL de tolueno e 5mL do APTES. Depois de uma agitagdo manual,
submeteu-se a mistura a um sistema de refluxo sob temperatura de
aproximadamente 110°C sob agitacdo magnética por 72 horas. Em seguida a
solugao foi transferida para tubos de ensaios em uma centrifuga FANEM
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modelo baby com velocidade 500 rpm/ 30 minutos afim de promover a
sedimentagao das nanoparticulas magnéticas.

Em seguida, lavou-se as NPMs de Fe;0, com alcool etilico, repetiu-se o
procedimento de favagem 10 vezes, até que fosse possivel notar que apos a
lavagem o alcool descartado estava praticamente transparente. Para finalizar,
levou-se as NPMs a uma estufa marca FANEM modelo 315 a 150°C durante

24h, para serem secas

3.4 Caracterizagao
3.4.1 Difragao de Raios X — DRX

A determinacdo das fases presentes, cristalinidade e o tamanho de
cristalito da magnetita (FeiO4), bem como da Fe;04/Si0O; obtidos apds a
silanizagac com o APTES foram determinados a partir dos dados de difragao
utilizando um difratdmetro de raios X SHIMADZU (modelo XRD 6000, radiagao
Cu K). A cristalinidade foi determinada a partir da razao entre a area integrada
do pico referente a fase cristalina e a area referente a fracdo amorfa.

O tamanho médio de cristalitc foi calculado a partir da linha de
alargamento de raios X (d311) mediante a deconvolugdo da linha de difracao
secundaria do cério policristalino (utilizado como padrao) utilizando-se a
equacdo de Scherrer (AZAROFF, 1964). Esse ensaio foi realizado no
Laboratorio de Engenharia de Materiais da UFCG.

O calculo de tamanho de cristalito Dy foi determinado para as reflexdes
basais principais do material em estudo usando a equacao 2 de Scherrer
(AZAROFF, 1964).

kA
D, = :
il Boos (2)

Onde k é o coeficiente de forma do ponto da rede reciproca (0,9-1,0), 1 é o
comprimento de onda do CuKa (1,54 A) e ¢ & o angulo de difracao. O

parametro /3 foi corrigido utilizando a seguinte equagao (3):
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Onde Sinst € a largura instrumental extraida de uma amostra padrao que tenha
um tamanho de particula muito grande (~6 um), e fexp € a largura experimental
da amostras a ser analisada. O padrao utilizado foi o boreto de lantanio (LaBs-
NIST).

3.4.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR

Os espectros de FTIR da Fe3O4 e da Fe3;04/SiO, foram obtidos usando
um espectrémetro modelo 400 FT-IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer, entre
4000 e 450 cm™’, com resolugao de 4cm™ e 20 varreduras do Laboratério de
Certificacao de Biomateriais (CERTBIO) do Departamento de Engenharia de
Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (UAEMa/UFCGQG). Esta
técnica foi utilizada para observar as bandas caracteristicas dos materiais
avaliados. A presenc¢a de bandas vibracionais, localizadas na regido de um
numero de onda, indica o tipo de grupos funcionais presente na estrutura de

uma molécula.
3.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Os aspectos morfologicos da Fe;O4 e da Fe;04/SiO,, foram obtidos por
MEV. Para serem analisados os pés das NPMs sao inicialmente dispersos em
acetona. Em seguida, com um conta gota coloca-se uma gota da parte superior
e uma gota da parte do meio da solugao (NPMs + acetona) sobre uma gota de
tinta de prata depositada sobre o porta amostra de aluminio. Apos a secagem
do material no porta amostra, este & recoberto com a pelicula de ouro, atuando
como meio condutor. As amostras foram analisadas em um microscépio
eletrénico de varredura (MEV), marca Shimadzu, modelo SuperScan SS500,
do Laboratério de Caracterizagao de Materiais (LCM) da UAEMa/ UFCG.
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3.4.4 Microscopia Eletrénica de Transmissdao — MET

O tamanho e a morfologia das particulas e/ou aglomerados das
amostras de Fe;0; e da Fe304/SiO,, foram analisados por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET). Para a analise foi utilizado um microscopio
eletrénico de transmissao modelo EM420, marca Philips (voltagem de 120 KV).
Este ensaio foi realizado no Laboratério de Caracterizacao Estrutural (LCE) do
DEMa/UFSCar.

3.4.5 Analise Termogravimétrica

As anadlises termogravimétricas (TGA/DTA) foram obtidas em um
equipamento da marca Shimadzu, modelo DTG-60 em atmosfera de nitrogénio,
com fluxo 50 mL/min, com uma taxa de aquecimento de 15°C/min., no intervalo
de temperatura de 25 a 1000°C, buscando identificar a temperatura de
eliminagdo da parte organica dos veiculos, dos formadores de poros e as

possiveis transformagées de fase a elevadas temperaturas.

3.4.6 Medidas Magnéticas

As caracterizagées magnéticas das amostras de Fe;O, e de Fe3z04/SiO;
tais como: coercividade, magnetizagao de saturagao e magnetizagcao remanente,
foram obtidos a partir do grafico das histereses, observando-se o
comportamento das curvas nas proximidades da origem do plano cartesiano. As
perdas por histerese foram determinadas pela area da curva Ms x H. Os ciclos
de histerese magnética das amostras foram obtidos utilizando um magnetémetro
de gradiente alternado (AGM) do Departamento de Fisica da Universidade de
Sao Paulo (DF/USP).

3.4.7 Citotoxicidade
A citotoxicidade de uma amostra é determinada pela porcentagem de

células que permanecem viaveis, ap0s a exposi¢do da populagao celular a

diversas concentracbes do extrato da substancia teste. Para calcular essa
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porcentagem utiliza-se um corante vital e um agente acoplador de elétrons que
ao ser incorporado pela célula produz um composto de coloragao especifica que
pode ser detectado por um espectrofotdmetro. A intensidade da cor resultante
da incorporacgao celular é diretamente proporcional ao ndmero de celulas viaveis
em cultura. Uma amostra & considera citotoxica se a viabilidade celular (V.C.)
resultante da exposigac das células ao extrato de maior concentracdo for menor
do que 70% (V.C. < 70%).

O teste de citotoxicidade das amostras de Fe;04 e de Fe;04/SiO, foi
conduzido de acordo com as normas I1SO 10993-5 (Biological Evaluation of
Medical Devices — part 5 - Tests for in vitro cytotoxicity) e 1SO 10993-12 —
{Biological Evaluation of Medical Devices — part 12: Sample preparation and
reference malerials), em que para a condugado desse teste utilizou-se células de
ovario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61}. Os materiais de
referéncia utilizados foram o PEAD (controle negativo — nao citotoxico) e o latex
(controle positive — citotoxico).

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratério Biosintesis P&D do
Brasil LTDA em Sao Paulo — SP de acordo com a parceria estabelecida com a
Empresa JHS Laboratédrio Quimico LTDA (JHS Biomateriais).

Para a realizagdo do ensaio pesou-se aproximadamente 800 mg do
controle negativo e do controle positivo. As amostras dos materiais de referéncia
foram utilizados para preparar dois extratos na concentragdo de 200 mg/mL, em
que os mesmos foram preparados de acordo com o POP_TEC 002 -
Preparagao dos Extratos.

Ja a aplicacdo e preparacdo da substancia em teste, no nosso caso as
amostras de Fe;04 e Fe304/Si0,, pesou-se 1,86 g dos pés, em dois tubos de 15
mL, onde as amostras em teste foram utilizadas para preparar dois extratos na
concentragac de 200 mg/mL, também de acordo com o POP_TEC 002 -
Preparacgao dos Extratos.

Para a conducgéo dos testes de citotoxicidade utilizam-se como ja tidas
anteriormente celulas de cvario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC
CCL-61), as quais foram mantidas em cultura conforme o procedimento

POP_TEC_003 — Manutencgao da Cultura Celular, até serem utilizadas no teste.
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3.5 Teste In Vitro Magnético

3.5.1 Preparacéo da Solugdo Tampéao do PBS

Para a preparagéo da solugédo de PBS (phosphate buffered saline) 0,1M
com pH 7, seguiu-se as seguintes etapas: preparou-se uma solugdo 27,6g de
NaH,PO4H,0 e adicionou-se 1 litro de agua deionizada. Depois preparou-se
uma solugdo com 28,4g de K;HPO, e 1 litro de agua deionizada. Para obter um
pH 7, misturou-se em um baldao volumétrico de 200mL, 39mL da solugdo de
NaH,PO4H,O e 61mL da solugdo de K;HPO,4, completando com 100mL de
agua deionizada. Apos a checagem do pH em 7, acondicionou-se a solugao de

PBS em geladeira.

3.5.2 Teste de Sedimentacao

Primeiramente adicionou-se em uma cubeta de plastico de 3mL, a
solugdo tampao PBS e 50mg das NPMs. Em seguida a cubeta foi tampada e
agitada manualmente em 180° por 30 segundos. O tempo de sedimentacao foi
determinando a partir do momento em que se cessou a agitagcdo e até o
momento em que nao mais se visualizou a decantacao das NPMs.
Posteriormente repetiu-se todo o procedimento, mas apo6s a agitagao colocou-
se a cubeta sobre um ima de neodimio com diametro de 1,2 cm. Novamente
mediu-se o tempo de sedimentagdo. Usou-se como NPMs as amostras de

Fe;04 antes e apos silanizacao.

3.5.3 Teste de Separacgao

Em um becker de 5mL, colocou-se 3mL da solugao tampao PBS e 50mg
das NPM's. Posteriormente, realizou-se agitagao manual rotativa com o auxilio
de um bastdo de vidro e logo em seguida colocou-se o sistema becker +
solugao de PBS + NPMs sobre o ima. Apés todas as NPMs sedimentarem,
descartou-se o liquido e levou-se as NPMs para secagem em estufa FANEM
modelo 315 a 100 °C por 3h. Ap6s decorrido este tempo, pesou-se as NPMs.

Usou-se como NPMs as amostras de Fe;04 antes e apés silanizagao.
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3.6 Imobilizagao

3.6.1. Método de Determinacéao de Proteina

O método de Bradford é utilizado para quantificar proteinas totais
solubilizadas em meios sem detergentes. Esta técnica utiliza o reagente de
Bradford, cujo principal componente € o corante Coomassie brilliant blue G-
250. A interagdo do corante com as proteinas ocasiona a mudanca de
coloracao da solugao, sendo o aumento da tonalidade relacionado ao aumento
da concentragao protéica (BRADFORD, 1976).

Neste trabalho, a mudanga na coloragao foi analisada por meio de um
espectrofotdbmetro (marca BEL photonics, modelo SP 2000UV) no comprimento
de onda de 595nm.

A concentragdo de uma substancia em uma determinada amostra pode
ser determinada através da comparagdo da intensidade da cor obtida nesta
amostra com a intensidade da cor produzida em uma solugao padrao. Para
isso foi realizada uma série de determinagdes com concentragbes crescentes
da solugao padrao de BSA (albumina de soro bovino) com a solugao tampao
PBS, medindo as suas respectivas absorbancias, gerando assim uma curva de
calibragdo a partir dos valores de absorbancia observados, os quais

encontram-se no Anexo Il

3.6.2. Imobilizagao da GOX

Primeiramente pesou-se 5 mg de GOX, a qual foi diluida em 100mL da
solugcao tampao de PBS. A seguir pesou-se 3 mg das nanoparticulas (FezO4 ou
Fe304/Si0,). Separou-se 1mL da solugao preparada com GOX e adicionou-se
as nanoparticulas pesadas em um tubo de ensaio. A reagdo prosseguiu
durante 4h em um shaker (marca Marconi, modelo MA-420) sob 4°C, pressao
atmosférica de 1atm e agitacdo de 200rpm. Para atingirmos 4°C, a solucao foi
colocada em um recipiente de isopor com gelo, e a temperatura ficou sendo

monitorada através de um termoémetro.
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Completadas as 4h, tirou-se uma aliquota de 0,2 mL da solugdo de GOX
e adicionou-se 6 mL do reagente Bradford (de acordo com as informagbes do
proprio reagente), cuja especificagdes técnicas encontram-se no Anexo |ll.

A solugcdo GOX + reagente de Bradford foi acondicionada em tubos de
vidro, enrolados com papel aluminio, a qual permaneceu em repouso por
exatos 10 minutos, tempo necessario para que ocorresse uma interagao entre
o corante e a proteina. Passados os 10 minutos, 3mL da solugdo foram
colocados nas cubetas e levados para o espectrofotdmetro (marca BEL
photonics, modelo SP 2000UV), onde leu-se a absorbancia medida.

A Figura 15 ilustra o fluxograma de realizacdo do teste de imobilizacao
da GOX.

Figura 15 — Fluxograma do teste de imobilizagdo da GOX
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Fonte: Prépria, 2013.

A absorbancia foi medida para cada amostra em triplicata. Juntamente
com os dados de absorbancia e a curva de calibracao feita anteriormente e
apresentada no Anexo |l determinou-se a concentragcao de GOX imobilizada
pelas NPMs, as quais encontram-se detalhadas no Anexo IV.

Por meio de um balanco de massa realizado nesse sistema a
quantidade de GOX imobilizada pelas NPMs foi calculada por meio da equagéo

4 e estes resultados encontram-se detalhados no anexo 1V:



50

B wC,—-C,)

m

(4)

ads

Onde:

g € a quantidade de GOX imobilizada pelas nanoparticulas;
v € o volume da amostra

Ci concentragao de GOx inicial;

Crconcentracao de GOX apos as 4 horas

Mags € @ massa de nanoparticulas utilizadas

A imobilizagao da GOX ocorreu de acordo com o esquema ilustrativo
mostrando a imobilizacdo da GOX utilizando as Fe3;04/SiO, apresentado na
Figura 16.

Figura 16 — Esquema ilustrativo da imobilizagdo da GOX utilizando NPMs
silanizadas
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados de caracterizagao
(DRX, FTIR, MEV, TG e medidas magnéticas), teste in vitro de magnetizacéo e
imobilizagdo da GOX da amostra de magnetita (Fe3Os) bem como as
caracterizacbes da amostra da magnetita silanizada com o agente silano
APTES (Fe304/Si0Oy).

4.1 Difragao de Raios X

Na Figura 17 observa-se os resultados da difracdo de raios X obtidos
para as amostras Fe;04 e Fe304/SiO;.

Figura 17 — Difratogramas de raios X das amostras Fe;04 e Fe3;04/SiOx.
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Analisando o difratograma da amostra FesO4 observa-se que esta é
composta pela fase majoritaria de magnetita (Fe30,), identificada pela ficha
cristalografica JCPDS 88-0315, com tragos de hematita, Fe.O3 (Ficha JCPDS
33-0664). As fichas catalograficas encontram-se no Anexo 1.

Para o espectro de difragdo da amostra Fe;04/SiO;,, constata-se a
presenga das mesmas fases, indicando que o processo de silanizagao
(modificagdo de superficie da Fe30, pelo acoplamento com o agente silano
APTES) nao alterou a estrutura da amostra. Estas mesmas caracteristicas,
presenca de hematita como segunda fase e preservagéo da estrutura apés a
silanizacdo também foram observadas por Kanimozhi e Perinbam (2013)
quando estudaram a sintese de nanoparticulas de Fe;O,4 superparamagnéticas
silanizadas com APTES e TEOS (ietraetilortosilicato) para uso em
biossensores de imobilizacao da lipase em Pseudomonas fluorescens Lp1.

Os dados estruturais cobtidos pelo DRX para as amostras Fe;O, e

Fe;04/Si0,, estao contidos na Tabela 3.

Tabeia 3 - Cristalinidade tamanho de cristalito e percentual das fases para as
amostras Fe;0,4 e Fe 04/Si0s.

Tamanho de

Cristalinidade et Fase (%) Fase (%)
Amostra (%) cristalito d(311) Fe;O. Fe,0s
(nm)
Fes0, 90 45 90 10
Fe3;04/8i0, 88 40 84 16

Fonte: Propria, 2013.

A cristalinidade da Fes04 foi maior 2,2% em relagao a Fe;04/Si0; O
tamanho do cristalito foi maior 11,1% e a quantidade da fase Fe;O, foi 6,7%
maior, quando comparado com a Fe;04/3i02. A quantidade de fase secundaria
foi menor 37,5% quandc comparado a Fe;04/Si0;

Verifica-se que os valores de cristalinidade para as duas amostras
apresentaram valores extremamente proximos. Com relagdo ao tamanho de
cristalito observa-se uma pequena redugao, assim como um pequeno aumento
no percentual da fase secundaria e redugdo da fase majoritaria quando

comparamos a amostra silanizada (Fe;04/Si0;) com a amostra a Fe;0,.
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Esta pequena diferenca esta relacionada a interferencia da fase amorfa
do APTES no espectro de difragdo, o que interfere no calculo do tamanho de
cristalito e na quantificagdo das fases. Deve ficar evidenciado que o APTES
ndo modifica a estrutura cristalina da Fe3;04, apenas o APTES maodifica a
superficie da Fe304, e deste modo & de se esperar alteragdes no espectro de
difragdo o que contribui para alteragbes nos calculos dos parametros

estruturais, como cristalinidade, tamanho de cristalito e quantificacéo de fases.

4.2 Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier

A Figura 18 ilustra os resultados do FTIR obtidos para as amostras
Fe304 e F8304/Si02.

Figura 18 — Espectro de infravermelho. (a) Fe;04 e (b) Fe;04/SiO,.
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Fonte: Propria, 2013.
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Analisando o espectro da Figura 18a observa-se que na amostra
Fe;04 encontram-se as bandas de absorgao de infravermelho descritas a
seguir. Em aproximadamente 3500 e 1600 cm' observa-se bandas
correspondentes a ligagdo O-H que sao referentes aos grupos de hidroxilas
livres ou ligados a hidrogénio, resultante da agua fisicamente adsorvida e a
vibragdo de deformagdo das moléculas de agua interlamelares,
respectivamente, a qual ocorre como resultado do uso de KBr higroscépico
durante a preparagdo das amostra para a analise de infravermelho. Entre 2900
e 2700 cm™ observa-se bandas atribuidas ao estiramento alifatico tipo sp® da
ligacao C-H, possivelmente resultado do residuo de carbono livre proveniente
do método de sintese. Em torno de 1400 cm™ verifica-se uma banda intensa e
estreita referente a deformagdes axiais assimétricas do grupo NO; referente ao
gas gerado durante a combustdo; entre 600 e 500 cm™ verifica-se bandas
atribuidas as vibragdes da ligagéo Fe-O nos sitios tetraédricos e octaédricos na
estrutura do espinélio inverso da magnetita.

Na Figura 18b verifica-se que a amostra Fe;04/SiO; apresentou as
mesmas bandas de absorgédo no infravermelho observadas para a amostra
Fe;04 (O-H, C-H e Fe-O) acrescidas das bandas descritas a seguir: de 3450 a
3200 cm™' bandas correspondentes as absorcdes fracas de aminas primarias
N-H; uma banda intensa e estreita referente ao estiramento da ligagcdo C=0 em
torno de 1736 cm™; uma banda correspondente a deformagao angular
simétrica da ligagdo CH, em 1460 cm™' e da ligagdo CHs em 1380 cm™; em
1244 cm™ uma banda referente ao estiramento simétrico da ligagao Si-CHs e
ao estiramento assimétrico da ligagcéo Si-O-Si em 1167 cm™'. Deve-se ainda
enfatizar que estas Ultimas bandas observadas comprovam a presenga do
agente silano acoplado a estrutura da magnetita.

A Tabela 4 mostra resumidamente as bandas de absor¢cao na regiao do
infravermelho verificadas paras as amostras Fe;04 e Fe;04/Si0..

Deve-se ressaltar que todas as bandas de absor¢cao que foram
observadas neste trabalho, foram também visualizadas por Pingarron et al.
(2012) quando estudaram a obtengdo de nanoparticulas magnéticas de
magnetita funcionalizadas com agentes o silano APTES para aplicagdo em
biossensores, e por Kumar et al. (2013) quando estudaram a obtencdo de

nanoparticulas magnéticas de magnetita funcionalizadas com agentes os
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silanos APTES e TEOS para aplicagdo em nanobiocatalisadores. Assim

verifica-se que os autores citados comprovaram a silanizacdo de suas

amostras pela presenca das bandas C=0, CH;, CH3, Si-CH3 e Si-O-Si.

Outro fato relevante que deve ser abordado € que todas as bandas

observadas nas amostras Fe;0,4 e Fe;04/SiO, estdo de acordo com a literatura

especializada de caracterizagdo de materiais por FTIR (SILVERSTEIN et al,,

2007).

Tabela 4 — Bandas de absorgdo na regido do infravermelho verificadas paras
as amostras Fe;04 e Fe;04/SiO..

Numero de onda

Amostra Bandas . Atribuicao
(cm™)
Grupos hidroxilas livres ou ligados a
O-H 3500 e 1600 ) .
hidrogénio
C-H 2900 a 2700 Estiramento alifatico tipo sp®
Fe;04 NO, 1400 Deformacdes axiais assimétricas
Vibragdes nos sitios tetraédricos e
Fe-O 600 a 500 octaédricos na estrutura do espinélio
inverso da magnetita
Grupos hidroxilas livres ou ligados a
O-H 3400 e 1500
hidrogénio
Absorcdes fracas de aminas
N-H 3450 a 3200 o
primarias
C-H 3000 a 2700 Estiramento alifatico tipo sp®
Banda intensa e estreita referente ao
Cc=0 1736
estiramento
Fe1,0,/Si0, CH, 1460 Deformagao angular simétrica
CH; 1380 Deformagao angular simétrica
Si-CH; 1244 Estiramento simétrico
-Si-O-Si 1167 Estiramento assimétrico
N-O 800 Deformacdes axiais simétricas
Vibragbes nos sitios tetraédricos e
Fe-O 600 a 500 octaédricos na estrutura do espinélio

inverso da magnetita

Fonte: Prépria, 2013,
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 19 ilustra as micrografias eletronicas de varredura obtidas
para as amostras Fe;04 e Fe;04/SiO,. Observando a micrografia referente a
amostra Fe;04 contida na Figura 19a, pode-se identificar que esta amostra &
constituida de aglomerados na forma de novelos e de tamanho irregulares
maiores que 10 pum e de aspecto poroso. Observa-se ainda, na Figura 19b, que
estes aglomerados séo formados por particulas interligadas por forgas fortes de
ligagdo, com baixa porosidade interparticula e com formagdo de
empescogamento (particulas sem e com pré-sinterizacao).

Figura 19 — Microscopia eletrénica de varredura. (a) e (b) Fe3Os4, (c) e (d)
Fe3;04/Si0s.

Na micrografia referente a amostra Fe;04/SiO; contida na Figura 19c,
observa-se que esta amostra & constituida de aglomerados na forma de blocos
irregulares, com tamanho variados, em torno de 10 um. Observa-se na Figura
19d que os aglomerado n&o apresenta aspecto poroso, indicativo que o agente

silano APTES ao modificar a superficie da Fe;O4, aumenta a rigidez do
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aglomerado pela obstrugao dos poros. Pela Figura 19d, ainda verifica-se gue o
aglomerado apresenta um aspecto de blocos impregnados com material
amorfo, onde nao é mais possivel se observar a formagao de empescogamento
entre as particulas fortemente ligadas. Ressalta-se ainda que a silanizagao
modificou o aspecto dos aglomerados favorecendo a uma distribuigcdo de
tamanho mais uniforme em comparag@o a amostra sem silanizagao (Figura
19¢).

O aspecto dos aglomerados em forma de novelos antes da silanizagdo
e em blocos apods a silanizagdo e o tamanho das particulas de Fe;04 em torno
de 10 um apresentam as mesmas caracteristicas das amostras reportadas por
Lei et al. (2011) quando sintetizaram nanoparticulas de magnetita silanizadas
com TEOS e APTES para o desenvolvimento de um biossensor poli(GMA)-

grafitizado/Fes;04/Si0O para imobilizag&o da lipase.
4.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A Figura 20 ilustra as micrografias eletrdnicas de transmissao obtidas
para as amostras Fe;04 e Fe304/Si0,.0Observa-se mediante a micrografia da
amostra Fe;04 (Figura 20a), que esta apresenta uma morfologia constituida de
particulas de formatoc bem definido, com faces aproximadamente hexagonais e
com tamanho variando de 70 a 349 nm, e tamanho médio de 172 nm. Também
se verifica que algumas particulas estado sobrepostas e interligadas formando
um pequeno aglomerado. No padrao de difragao de elétrons (Figura 20b)
observam-se aneis com orientacdo desordenada, sugerindo a presenca de
particulas nanométrica.

Kulkarni et al. (2013) também sintetizaram magnetita por reagdo de
combustao, porém, utilizando como combustiveis a mistura de glicina + nitrato
de amoénio e observaram o mesmo formato aproximadamente esférico das
particulas de Fe3z0O4 que foram observadas neste trabalho. No entanto,
comparando o tamanho de particula obtido por MET para a amostra de Fe;0,,
Kulkarni et al. (2013} observaram particulas em torno de 20nm, ou seja, bem
menores do que as observadas nesta dissertacdo, 172nm, que foram
sintetizadas por reacao de combustao utilizando ureia como combustivel. Esta

discrepancia no tamanho das particulas se deve provavelmente ao fato de que

E—————— .
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as condicbes da sintese de combustdo foram diferentes em ambas as

pesquisas.

Figura 20 — Microscopia eletrénica de transmissao. (a) FesO4, (b) padrao de
difracdo da Fe;0;, (c) Fez04/SiO,, e (d) padrao de difracao da Fez04/SiOs.

Fonte: Propria, 2013.

Nas micrografias da Fe3z04/SiO; (Figura 20c) também observa-se uma
morfologia de particulas agregadas e com regides que apresentam faces
hexagonais e em outras regiées néo apresenta formato definido, o que € um
forte indicativo que estas particulas estejam cobertas por uma camada de
SiO;, evidenciando a presenca do agente silano (APTES) interagindo com as
particulas de FesO4 como um agente de acoplamento.

O tamanho das particulas observadas variou de 163 a 325 nm, com
tamanho médio de 276 nm. Indicando que a presen¢a do silano causou um
aumento em torno de 38% no tamanho médio das particulas, o que era
esperado, pelo fato que o agente silano se liga covalentemente as NPMs

reduzindo a tensao de superficie das NPMs e consequentemente aumentando
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o tamanho da particula. No padrao de difracao (Figura 20d) observa-se anéis
concéntricos, bem definidos que correspondem a familia de planos {hki}
pertencentes a fase da Fe;04, comprovando a presenga do material cristalino.
Comparando os resultados reportados nesta disserta¢cao para o MET da
amostra Fe:04/Si0; com os resultados de Feng et al. (2012), vé-se claramente
que tais autores também observaram o mesmo efeito de aglomeragéo das

particulas de Fe304, © que elevou o tamanho das mesma apos a silanizagio.
4.5 Analise Termogravimétrica

Na Figura 21 encontram-se as curvas termogravimétricas obtidas para
as amostras Fe;04 e Fe3s0,/Si0;. Analisando a Figura 21a, tomando-se como
base a curva da DTG, observa-se que a amostra Fe;04 apresentou dois
eventos térmicos. O primeiro evento ocorre entre 35 e 67°C e é correspondente
a perda de agua livre adsorvida na superficie das nanoparticulas. Entre as
temperaturas de 150 e 364°C, ocorre o segundo evento atribuido a
transformacao de fase parcial da magnetita (Fe;O4) para maghemita (y-Fe;0s3)
e, por conseguinte em hematita (x-Fez03) causada pela oxidagao dos ions de
Fe?* para ions Fe®* que ocorre durante o processo da sintese por combustao
das NPMs. Ressalta-se que tais eventos térmicos observados para amostra
Fe;04 desta dissertagcdo também foram reportados por Fajaroh et al. (2013)
quando estudaram a estabilidade térmica de nanoparticulas de magnetita
recobertas por SiO; preparadas pelo método eletroquimico.

Ainda analisando a Figura 21a, tomando-se como base agora a curva
da TG, verifica-se que a amostra Fe;0O4 perdeu apenas 1% de sua massa total
entre as temperaturas de 35 e 871°C, mostrando-se como um material

altamente estavel termicamente na faixa de temperatura estudada.

Bl
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Figura 21 — Curvas Termogravimétricas: (a) amostra Fe;O4 e (b) amostra
Fe;04/SiO,.

11,42

4 FesOy
11,40 (a)

11,38 +

11,36

11,34 4

TG (Mg)

o1d

11,32

M'W iR

11,30

2

—T T
0 100 200 300 400

11,28

11,26

-

T T . L
500 600 700 800 900

Temperatura ("C)

11,0 4
10,5 4
10,0

95—

TG (mg)
o910

9.0 -

85 -

8,0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura ("C)
Fonte: Prépria, 2013.

Analisando a Figura 21b, tomando-se como base a curva da DTG,
observa-se que a amostra Fe;04/SiO, apresentou trés eventos térmicos. O
primeiro evento ocorreu entre 30 e 119°C, correspondente a perda de agua
livre adsorvida na superficie das nanoparticulas. Entre as temperaturas de 198
e 301°C, ocorreu o segundo evento atribuido a perda dos grupos funcionais C-
H, C=0, CH; e CH; da cadeia carbdnica do agente silano (APTES). E por fim, o
terceiro evento térmico entre 367 e 613°C atribuido a decomposigao residual

dos demais componentes do recobrimento organico (Si-O e N-O).
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Novamente vale salientar que todos os eventos térmicos verificados
desta dissertacdo para a amostra Fe;04/SiO,, também foram reportados por
Yao et al. (2012) quando estudaram a obtencdo de nanoparticulas de
Fea04/Si0O; nlcleo/casca (core/sheli} suportados em grafeno para uso como
material adsorvente.

Ainda analisando a Figura 21b, tomando-se como base agora a curva
da TG, verifica-se que a.amostra Fe;04/SiO, perdeu cerca de 24% de sua
massa total entre as temperaturas de 30 e 865°C, evidenciando o efeito de que
0 processo de silanizagdo aumentou a perda de massa, o que ja era esperado
uma vez que as NPMs de magnetita foram recobertas por um material organico
(APTES). Verifica-se ainda que como a perda de massa nao foi total, as
amostra Fe;04/Si0, comporta-se como um material estavel termicamente na
faixa de temperatura estudada,indicativo que as intera¢gdes do silano com as
NPMs sao ligactes fortes o que mantem a estabilidade do material mesmo em
temperaturas elevadas.

Este efeito da maior perda de massa atribuido a silanizagdo das NPMs
também foi reportado por Pattarawarapan et. al. (2012), quando estudaram a
sintese de nanoparticulas magnéticas de Fez;04-diisopropilaminoacetamida
silanizadas com APTES, indicando uma perda de massa total de

aproximadamente 8 e 18% antes e apos a silanizagao.
4.6 Medidas Magneticas

As Figuras 22 e 23 representam as curvas de histerese obtidas para as
amostras Fez04 e Fe304/Si0,. Por meio das Figuras 22a e 23a verifica-se que
as amostras Fe;O4 e Fez04/Si0; tratam-se de materiais magnéticos moles
devido ao lago estreito de suas curvas de histerese.

Fazendo-se uma comparacao entre as curvas de histerese das Figﬁras
22a e 23a verifica-se que apds a silanizagao houve uma redugao significativa
de 21% na magnetizagao de saturacao (Ms) que, para a Fez0, foi de 63 emu/g
e para a Fe;04/SiO; reduziu para 50 emu/g, no entanto, verifica-se que

silaniza¢ao ndo alterou o perfil mantendo o mesmo comportamento magnético
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antes e apés a modificacdo da superficie das NPM’'s com o agente silano

APTES.

Figura 22 — Curvas de histerese da amostra Fe;O4. (a) lago de histerese

completo e (b) ampliagao.
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Fonte: Prépria, 2013.

Figura 23 — Curvas de histerese da amostra Fe3;04/SiO,. (a) lago de histerese
completo e (b) ampliagao.
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Fonte: Prépria, 2013.

A Tabela 5 exibe os pardmetros de histerese obtidos para as amostras
FesO4 e Fe304/SiO,. Verifica-se que apesar de ter ocorrido uma redugdo na
magnetizacdo de saturagdao apds a silanizagdo da amostra Fe;O4, como ja
observado na Figura 22, esta redugdo ndo modificou o comportamento
magnético mole da amostra, pois se verifica que com relagdo ao campo
coercitivo (Hc) este continuou baixo e a baixa perda por histerese e valores de
magnetizacdo elevados foram mantidos, comprovando que a silanizagdo nao

afetou na magnetizagao das amostras estudadas.
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Tabela 5 - Parametros de histerese para as amostras de FexO4 e Fe;04/Si02

Amostra  H, (kOe) M, (emulg) (en’:‘glg) M/, e %’2)"’9 X
Fes0, 0.18 11 63 0,17 1156
Fe;045i0; 0,19 8 50 0.17 884

Fonte: Propria, 2013.

Ressalta-se que o fendmeno da silanizacao reduzir a magnetizagao de
saturacac (Ms) sem maodificar o comportamento magnético das amostras
submetidas a este processo era de ser esperado, pois a presenga do silano
aumenta as barreiras entre as particulas o que dificulta a passagem do campo
magnético, dificultando assim a crientagdo dos dominios magnéticos.

Esse comportamento também foi relatado por Kanimozhi e Perinbam
(2013) quando estudaram a sintese de nanoparticulas de Fe;0,
superparamagnéticas silanizadas com APTES e TEOS (tetraetilortosilicato)
para uso em biossensores de imobilizacao da lipase em Pseudomonas
fluorescens Lp1, em seu trabalho. Estes autores relatam que obtiveram uma
magnetiza¢ao de saturacao de 28,34 e 17,07 emu/g para as suas amostras de
FesOs e Fe304/Si0;, evidenciando que realmente a silanizagdo provoca um
decréscimo na magnetizagao de saturagao sem modificar o lago de histerese, o
que sugere que as NPMs de magnetita sao promissoras para fabricagio de
biossensores de glicose, uma vez que, mesmo apds a silanizagao, que recobre
a superficie destas particulas com um material organico, a sua caracteristica

magnética nao é perdida.

4.7. Teste de Citotoxicidade

A Figura 24 ilustra os resuitados de citotoxicidade obtidos para as
amostras Fez04 e Fez04/Si0;. Analisando os graficos contidos na Figura 24
verifica-se que o material utilizado como controle negativo {(CN) para
citotoxicidade (PEAD - polietieno de alta densidade) apresentou uma
viabilidade celular de 100,4%, enquanto que o material utilizado como controle
positivo (CP) para citotoxicidade (latex) apresentou uma viabilidade celular de

apenas 2,4%. As amostras de Fe;04 e Fe;04/Si0; estudadas apresentaram

"
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viabilidade celular de 101,2 e 101,1%, respectivamente,levemente superior ao

controle negativo que foi 100,4%.

Figura 24 — Citotoxicidade das amostras Fe3;0, e Fe304/SiO..
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Fonte: Propria, 2013.

Sabendo-se que uma amostra s6 €& considera citotéxica se a viabilidade
celular resultante da exposicao das ceélulas ao substrato for menor do que 70%
(V.C. < 70%), verifica-se que as NPMs de magnetita antes e apds a silanizagao
mostraram-se nao citotéxicas e ainda mais, com alta viabilidade celular, sendo
esta levemente superior a do controle negativo.

Ressalta-se que a nao citotoxicidade e os valores de viabilidade celular de
nanoparticulas de FezO4 observadas neste trabalho de dissertagdo corroboram
com os resultados reportados por Shundo et al. (2012) quando estudaram a
evolugdo da citotoxicidade de nanoparticulas de magnetita em presenga de

células tronco embrionarias de ratos.

4.8 Teste In Vitro Magnético

4.8.1 Teste de Sedimentacgao

A Figura 25 ilustra os resultados obtidos para o teste in vitro de

sedimentacao e separagcao magnética realizado na amostra Fe;04. Como
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observado na Figura 25, com a presenga do ima o tempo de sedimentagao

diminuiu de 43s para apenas 23s.

Figura 25 — Teste in vitro magnético realizado na amostra Fe3O4. (a) sem ima e
(b) com ima.

43 segundos

Fonte: Propria, 2013.

Desta forma, verifica-se que pelo alto comportamento magnético da
magnetita suas particulas sao fortemente atraidas pelo campo magnético
induzido pelo ima, como observado na Figura 25b que se vé claramente um
fluxo de sedimentagao em dire¢cao ao ima, como indicado pela seta vermelha
nas Figuras 25b2 a 25b5.

A Figura 26 mostra os resultados obtidos para o teste in vitro de
sedimentacao e separagao magnética realizado na amostra Fe3;04/SiO,. Como
observado na Figura 26, com a presenca do ima o tempo de sedimentacao
diminuiu de 22s para apenas 1,18s.

Desta forma, infere-se que a silanizagdo introduziu um carater
hidrofébico as nanoparticulas de magnetita. Isto pode ser verificado pelo fato
da amostra Fe3;04/SiO, sedimentar mais rapidamente do que a amostra Fe;0,,
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com ou sem a presenga do ima, evidenciando que as nanoparticulas de
magnetita quando silanizadas nado apresentam forte interacdo com a agua.
Esta hidrofobicidade induzida pela silanizagéo ficou fortemente evidenciada
com a presenga do campo magnético induzido pelo ima, pois claramente

verifica-se que na Figura 26b8 o liquido esta limpido do que na 26a8.

Figura 26 — Teste in vitro magnético realizado na amostra Fe304/SiO-. (a) sem
ima e (b) com ima.

(a)

1,18 segundos

Fonte: Prépria, 2013.

4.8.2 Teste de Separagao

A Figura 27 ilustra a solugao de PBS sem as NPMs e o comportamento
das amostras Fe3;04 e Fe3;04/SiO; imersas na solugdo de PBS com a
aproximacgao de um ima. Na Figura 26a observa-se que a solugao de PBS sem
a presenca da NPMs tem aparéncia transparente. Nas Figuras 27b e 27c
verifica-se claramente que a presenga de um campo magnético externo

possibilita a separacao das nanoparticulas das amostras Fe;0, e Fe;04/SiO,,

[TIRCOIRIRLIOTECA/BC
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do fluido no qual as mesmas estéo dispersas. Verifica-se ainda que na Figura
27c a solucao apresenta-se com a coloragao mais proxima a da solugao na
Figura 27a, evidenciando que existem menos NPMs dissolvidas na solugcao do
que na Figura 27b.

Figura 27 — Comportamento das amostras Fe3;0; e Fe304/SiO; com a
aproximacao de um ima. (a) solugao de PBS, (b) solu¢ao de PBS, Fe3;04 e ima
e (c) solucao de PBS, Fe3;04/SiO; e ima.

Fonte: Propria, 2013.

Assim comprova-se a possibilidade de reutilizacdo destas amostras,
como ja relatado por Pattarawarapan et al. (2012) quando estudou a sintese e
a caracterizacao de Fe3;Os-diisopropilaminoacetamida silanizadas com APTES
para uso como marcadores magnéticos reutilizaveis.

Com o objetivo ainda de investigar o comportamento magnético das
amostras Fe;O4 e Fe304/SiO; determinou-se a eficiéncia de separagao destas
nanoparticulas quando dispersas numa solugdo tampao de fosfato de soédio
(PBS) simulando um meio biolégico, em que as Figuras 28 e 29 e a Tabela 6
ilustram os resultados obtidos.
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Figura 28 — Eficiéncia de separagao da amostra Fe;0,. (a) solugédo de PBS e
Fe;0,4, (b) solucdo de PBS e Fe;O; em presenca do ima, (c) momento da
separacao da solugao de PBS das Fe;04 e (d) béqueres contendo a solugédo de
PBS separada das Fe;0,.

Fonte: Prépria, 2013.

Analisando a Figura 28 observa-se que imediatamente apés a mistura
das NPM’s da amostra Fe;04 com a solugao de PBS ja iniciam a decantagao
(Figura 28a). Com a presenga do ima essa decantagcao € acelerada, porém
parte dessas NPMs permanece dispersa, o que pode ser verificado pela

coloragao da solugao (Figura 28b).

Figura 29 — Eficiéncia de separagcao da amostra Fe;04/SiO;. (a) solugao de
PBS e Fe3;04/SiO,, (b) solugao de PBS e Fe;04/SiO; em presenca do ima, (c)
momento da separacao da solugcao de PBS das Fe;04/SiO; e (d) béqueres
contendo a solucao de PBS separada das Fe304/SiOs.

!#- n
i _—

Fonte: Propria, 2013.

Por meio da analise da Figura 29 observa-se que mais uma vez a
decantagao instantanea das NPMs da amostra Fe3;04/SiO,; em solugdo com o
PBS (Figura 29a). Com a presenga do ima novamente essa decantagdo é
intensificada, e verifica-se que agora a quantidade de NPMs que permanece
dispersa € bem menor do que no caso da amostra Fe;04, 0 que pode ser
verificado pela coloragao quase transparente da solugédo na Figura 29b.
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Essa eficiéncia de separacdo diferenciada das amostras Fe;O, e
Fe3;0./S10; esta apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Eficiéncia de separagdo das amostras Fe; 0,4 e Fe;0./Si0..

Massa (mg)
NPMs adicionada a solucdo de PBS | NPMs separada da solugéo de PBS
Fe;O, 50 Fe 0, 38
Fes04/Si0; 50 Fe;04/Si0; 45
NPM's separada (%)
F9304 76
F6304ISi02 a0

Fonte: Prépria, 2013.

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 6 verifica-se que das
50mg da amostra Fe304 adicionadas a solug@o de PBS apenas 38mg puderam
ser separadas da solugao, restando 12mg dispersas na solugdo. Ja das 50mg
da amostra Fe;0,/SiO, adicionadas a solugédo de PBS, 45mg foram separadas
da solugéo, restando apenas 5mg dispersas na solugao. Assim, conclui-se que
a amostra Fe;04/Si0; apresentou uma eficiéncia de separacao de 90%,
enquanto que a Fe;O, apresentou 76% de eficiencia de separacéo,
comprovando mais uma vez o carater hidrofobico fornecido as nanoparticulas
de magnetita por meio da silanizagao.

4.9 Testes de imobilizagdo da GOX

A guantidade de GOX imobilizada e a eficiéncia de imobilizagdo das

amoestras Fe;0,4 e Fe;04/S10; estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantidade e eficiéncia de GOX imobilizada

q Eficiéncia de imobilizagdo
Amostra
(mg de GOX/ mg de NPMs) (%)
Fe3;04 0,006 33,33
Fe;04/8i0; 0,008 39,82

Fonte: Propria, 2013,
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Analisando os resultados contidos na Tabela 7 observa-se que a
magnetita pura (Fe;0,)} imobilizou 0,006 mg de GOX por cada 1 mg de
nanoparticula, enquanto que o hibrido Fe;04/SiO; imobilizou 0,008 mg de GOX
por cada 1 mg de NPMs. Com isto, a eficiéncia de imobilizagdo da GOX
realizada pelo hibrido foi de 39,82%, j& para a magnetita foi de 33,33%.

Desta forma, verifica-se que com relagdo & imobilizagdo da GOX o
hibrido Fe30./Si0O; foi mais eficiente do que a magnetita pura (Fe;O4). Estes
resultados estdo relacionados ao tipo de mecanismo que ocorre na
imobilizag¢do, ou seja, para a magnetita pura © mecanismo de imobilizacao é
por adsorcao fisica da GOX na superficie das NPMs, de forma a minimizar a
tensao superficial existente nas NPMs. Porém este mecanismo € uma ligacao
fraca o que facilmente faz com que a GOX se desprenda da superficie das
NPMs.

Por outro lado, no caso do hibrido © mecanismo ocorre por ligacao
covalente entre os grupos NH, do APTES e a GOX (LEE et. al., 2012), o que
por ser uma ligagéo forte a GOX se mantém imobilizada com mais eficiéncia.

Tal resultado corrobora com os resultados encontrados por Huang et al.,
(2010) quando estudou a imobilizagac da GOX utilizando Fes;04 silanizada com
TEOS e ativada com APTES + glutaraldeido (GA) em que obtiveram 0,13 mg
de GOX imobilizada por cada 1 mg NPMs ativadas, o que segundo estes
autores reflete uma eficiéncia de 90% de imobilizagcdo das NPMs ativadas,
sendo a imobilizagao realizada por ligacio cruzada (cross-linking) entre a GOX
e o GA.

Os resultados de imobilizagdo desta dissertacdo tambem estdo em
concordancia com os estudos de Zhou et. al,, (2012) que realizam imobilizagéo
de GOX usando éxido de grafeno, onde a eficiéncia de imobilizagao de GOX
ativada foi de 75%, por meio da ligagdo covalente.

Comparando os resultados de imobilizacdo da GOX desta dissertagao
com os resultados encontrados na literatura observa-se a concordancia do
fendmeno de maior imobilizagao da GOX em NPMSs silanizadas, uma que vez a
presenca do recobrimento da silica proveniente do agente silano realiza ligagdo
covalente com a enzima deixando-a fixada na superficie da NPMs. Por outro
tado, a imobilizagdo da GOX na superficie da Fe;0,4 se da por adsorgao fisica,

que é uma ligacao fraca promovendo facil remogao da GOX.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

Foi possivel obter um material hibrido Fe304/SiO; utilizando-se as NPMs
inorganicas de Fe;0q4.

A silanizagdo das NPMs de Fe3;04 com o agente silano 3-
amincpropiltrietoxisilano (APTES) foi conseguida com sucesso, uma vez
gue mesmo tendo modificado a morfologia e a superficie das NMPs nao
ocasionou danos na microestrutura, nao alterou o comportamento
magneético da magnetita, apesar da redugdo magnetiza¢do de saturacao
das amostras silanizadas.

As amostras de magnetita antes e apds a silanizagao mostraram-se nao
citotdxicas e com alta viabilidade celular.

No teste in vifro magnético as NPMs do material hibrido Fe 04/SiO;
adquiriram carater hidrofébico e apresentaram tempo de decantacao e
eficiéncia de separagdo superiores do que as NPMs n&o silanizadas.
Ambas as amostras Fe;04 e Fe304/Si0; possibilitaram a imobilizagao da
glicose e verificou-se que o tipo de mecanismo de ligagao entre a GOX e
as NPMs, seja por adsorgao fisica ou por ligagao covalente alteram a
eficiéncia da imobilizagao.

A magnetita e o hibrido Fe;04/Si0; sdo materiais imobilizadores de GOX

e possuem grande potencial para o desenvolvimento de biossensores.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar concentragbes variadas do agente silano nas NPMs de

magnetita.

e Avaliar a eficacia da imobilizacdo da GOX através dos testes de

atividade.

e Avaliar a presengca de materiais poliméricos tipo glutaraldeido e
quitosana e as suas interagbes com as NPMs por ligagdes cross link e

como isso contribui para 0 aumento da imobilizacao.

e Estudar a silanizacdo com o TEOS e associagcdo do TEOS com o
APTES.

e Desenvolver um biossensor de glicose utilizando a magnetita e o
APTES.
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Anexo | — Fichas catalograficas

a) Magnetita
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Iron Oxide 18.333 103 1 11
J0.158 206 2 2 O
35522 999+ 3 1 1
Magnetite, syn 3?.159 ) 7 2 2 2
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Cut off: 17.7 Int.: Calculated 1/lcor.: 5.10 53.563 84 4 2 2
Ref. Calculated from ICSD using POWD- 12+ + 57.100 279 5 1 1
Refl: Sasaki, S.. Acla Crystallogr.. Sec. B: Struclural Science, 62704 359 4 4 0
53, 762 (1997) 65.932 g 531
66.989 1 4 4 2
Sys.: Cubic S.G.: Fd3m (227) 71142 27 6 2 0
p . = 3 74.188 68 5 3 3
a: 8.375(2) b: e A: c: 75193 30 6 2 2
@ B ¥ Z8 mp: 79171 22 4 4 4
" 82.119 4 5 5 1
Ref: 1bid. 6,989 27 6 4 2
09.899 a7 7T 31
Dx: 5.238 Dm:
Peak height intensity. R—factor. 0.016. PSC. ¢F56. See PDF
82-1533. Mwt: 231.54. Volume[CD]: 587.43.
b) Hematita
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Fe203 Ze Int h k 1 28 Int h
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e R g p0y mEnoe
. s 4 1 3
Red.: CuKal 3 1.540508 Filter: Mono d-sp: Diff. 43518 3 2 0 2 144 456 13
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54.091 45 1 1 B8
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Pattern taken al 25 C. Sample from Plizer, Inc.. New York, USA, 85.238 <1 1 112
heated at 800 C for 3 days. CAS §- 1309-37-1. Opaque mineral 95 663 3 4 0 4
optical data on specimen from Elba, RIR0-30.2, RR2Re-26.1, 102.285 4 218
Misp. =16, VAN=1038 {mean at 100, 200, 300), Color values=1 298, 104814 <1 2 2 8
309, 298 2 299 309. 257 Patlern reviewed by Syvinski, W 106623 5 3 2 4
McCarthy, G., North Dakota State Umiv., Farge, North Dakota, USA, 107.025 4 0 114
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Anexo Il — Curva de calibragao do espectrofotdometro

Dados da curva de calibragao

Tubos |Conc BSA| Vol BSA | Vol Tampao | ABS
1 0,01 0,667 9,333 0,026
2 0,015 1,000 9,000 0,03
3 0,02 1,333 8,667 0,034
4 0,025 1,667 8,333 0,039
5 0,03 2,000 8,000 0,045
6 0,04 2,667 7,333 0,051
7 0,06 4,000 6,000 0,084
8 0,08 5,333 4,667 0,102
9 0,1 6,667 3,333 0,129
10 0,13 8,667 1,333 0,162
11 0,15 10,000 0,000 0,181

Curva de calibragao

(1] 0,02 0,04

0.06 0,08

01

Concentragdo (mg/imL)

0,12

0,14
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0,16



Anexo lll — Especificagdes técnicas do reagente de Bradford

Nome do produto: Reagente Bradford,

Concentragao: 1 — 1,400 mg / mL de proteina

Numero do Produto: B6916

Marca: SIGMA

Armazenamento: 2 - 8°C

Aparéncia: amarelo ao marrom claro

Teste de aptidao adequado para a determinacao de proteina

86



87

Anexo IV — Absorbancia medida no espectrofotdmetro e quantidade de GOX

imobilizada

Tabela 8 — Absorbancia medida no espectrofotémetro

ABSORBANCIA MEDIDA
Amostra Desvio
Med 1 Med 2 Med 3 Média
Padrao
Fe;04 0,0602 0,0562 0,0560 0,0575 0,0024
Fe;04/Si0, 0,0460 0,0530 0,0580 0,0523 0,0060

Tabela 9 — Quantidade de GOX imobilizada

Cs (Ci-Cy) a Eficiéncia de
S (mg/mL) | (mg/mL) i e BN D imobilizagao (%)*
de NPMs)
Fe;04 0,039391 0,019 0,006 33,33
Fe3;04/Si0, | 0,035575 0,023 0,008 39,82

* [(Ci-Cf)/Ci] x100




