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RESUMO

A utilizagdo de nanoparticulas inorganicas contendo propriedades luminescentes
(NPLs) tem recebido uma atencgéo especial devido a sua utilizagdo para aplicagbes
bioldgica, tais como marcadores 6pticos in vitro e in vivo, em diagnésticos clinicos e
como carreadores de farmacos. No entanto, para tais aplicagdes biotecnoldgicas as
nanoparticulas inorganicas devem ser funcionalizadas com materiais organicos que
fornegam grupos de ligagdes com o meio bioldgico tornando estas nanoparticulas
biocompativeis. Neste sentido, este trabalho teve como obijetivo sintetizar por reagao
de combustdo o ZnAls g5(Yb:Er)o0504, modificar a superficie com o agente silano 3-
amonipropiltrimetoxisilano, e avaliar o efeito da funcionalizagdo destas NPLs com
quitosana e glutaraldeido, de forma a se obter um material hibrido que possa ser
utilizado em aplicagdes biotecnologicas, como possiveis marcadores Opticos. As
NPLs e o material hibrido foram caracterizados por difracdo de raio-X, distribuicao
granulométrica, espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourrier, microscopia eletrénica de transmissao, microscopia eletrénica de varredura,
tensado superficial, teste de solubilidade, analise termogravimétrica e analise térmica
diferencial, espectroscopia de excitagdo e de emissdao e citotoxicidade. Os
resultados morfolégicos demonstram que antes e apds a funcionalizagdo com
quitosana e com glutaraldeido os tamanhos das particula foram de 12, 13,2 e 12,8
nm, respectivamente. Bandas de absorcdo abaixo de 1000 cm™, caracteristica da
estrutura em espinelio e bandas multiplas em torno de 1100 cm™ e 1040 cm™
correspondente ao alongamento assimétrico Si-O, confirmaram a funcionalizag&o
das nanoparticulas. Os resultados de luminescéncia indicam a presenca das
transicdes caracteristicas dos ions Yb** e Er**, com um aumento da luminescéncia
observada quando a amostra foi funcionalizada com a quitosana. Pelo teste de
citotoxicidade foi observado que as NPLs nao funcionalizadas apresentam uma
viabilidade celular de 50%, sendo este valor limitante para que se considere este
material como ndo toxico, contudo ao utilizar a quitosana como agente
funcionalizante esta viabilidade celular aumentou para 72%, confirmando um
consideravel aumento na biocompatibilidade do material. Para o hibrido
funcionalizado com glutaraldeido, observou-se que houve diminuicdo da viabilidade
celular para 48%, tornando este material citotéxico. Dessa forma, para obtencéo de
um marcador 6ptico as NPLs funcionalizadas com quitosana s&o mais promissoras
devido a sua caracteristica luminescente mais pronunciada, além de que, nao é
considerado um material citotoxico, o que pode confirmar uma possivel aplicagao
biotecnoldgica.

Palavras—Chave: aluminato de zinco, hibridos orgéanicos-inorganicos, lantanideos.
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ABSTRACT

The use of inorganic nanoparticles containing luminescent properties (NPLs) has
received a special attention because of their use for biological applications, such as
optical markers in vitro and in vivo, in clinical diagnostics and as drug carriers.
However, for such biotechnological applications inorganic nanoparticles must be
functionalized with organic materials that provide groups of connections with the
biological environment making these nanoparticles biocompatible. Therefore, this
study aimed to synthesize the combustion reaction ZnAlj g5(Yb:Er)o,0504, modify the
surface with silane agent 3-amonipropyltrimethoxysilane, and to evaluate the
functionalization effect of these NPLs with chitosan and glutaraldehyde, in order to
obtain a hybrid material that can be used in biotechnological applications as possible
optical markers. The NPLs and hybrid materials were characterized by X-ray
diffraction, particle size distribution, spectroscopy in infrared zone with Fourier
transform, transmission electron microscopy, scanning electron microscopy, surface
tension, solubility test, thermogravimetric analysis and differential thermal analysis,
excitation and emission spectroscopy and cytotoxicity. Morphology results show that
before and after functionalization with chitosan and glutaraldehyde particle sizes
were of 12.0, 13.2 and 12.8 nm, respectively. Absorption bands below 1000 cm™,
characteristic of the spinel structure and multiple bands around 1100 cm™ and 1040
cm” corresponding to the asymmetric stretching Si-O confirmed the functionalization
of the nanoparticles. The luminescence results demonstrate the presence of
transitions characteristic of the ions Er*" and Yb>*, with an increase of luminescence
observed when the sample was functionalized with chitosan. By the cytotoxicity test it
was observed that the non functionalized NPLs have a cell viability of 50% and this is
limiting value to considerate that material as non toxic, but when using chitosan as
the functionalizing agent that cell viability increased to 72%, confirming a
considerable increase in biocompatibility of the material. For hybrid functionalized
with glutaraldehyde, it is observed that there was a decreased cell viability to 48%,
which makes this material cytotoxic. Thus, for an optical marker obtaining the NPLs
functionalized with chitosan are more promising because of its luminescence
characteristic more pronounced, and is not considered a cytotoxic material which can
confirm a possible biotechnological application.

Keywords: zinc aluminate, organic-inorganic hybrids, lanthanide.
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1. INTRODUGCAO

A utilizagdo de técnicas para deteccdo de imagens com utilizagcdo de
marcadores fluorescentes tem sido um importante e desafiador estudo para
aplicagdes bioldgicas “in vitro” e “in vivo”. Deste modo, na ultima década estudos tém
sido dedicados para o desenvolvimento de nanoparticulas inorganicas
luminescentes com o intuito de substituir os corantes organicos normalmente usados
na marcagdao de materiais biolégicos devido a necessidade de uma detecgao
biomolecular ultra-sensivel.

Esta substituicdo dos corantes orgénicos esta baseada em algumas de suas
limitacbes, e o uso de nanoparticulas luminescentes possibilita melhorias que
ultrapassem estas limitagoes para que haja, por exemplo, uma maior amplificagao de
sinal e uma valorizacado na fotoestabilidade, fatores estes que sao essenciais para o
aumento da eficiéncia dos marcadores bioldgicos (KODAIRA et al., 2007).

Dentre as nanoparticulas inorganicas com caracteristicas luminescentes
(NPLs) que apresentam fotoestabilidade e rendimento quantico elevado, as mais
estudadas s&o as nanoparticulas de silica, os pontos quéanticos (QD), os metais
nobres e os 6xidos lantanideos (CHAFER-PERICAS et al., 2012). Destas NPLs, as
dopadas com ions lantanideos se destacam por proporcionar vantagens quando
comparados a métodos mais convencionais para aplicagao biomédica, tais como: (1)
maior profundidade de penetragcdo nos tecidos sobre excitagdo NIR (NIR = Near
Infra Red = radiagao infravermelha préxima) (CHATTERJEE, RUFAIHAH e ZHANG,
2008); (2) diminui o fotodano para amostras biologicas em virtude da baixa energia
de excitagado de NIR (JIANG e ZHANG, 2010); (3) alta resolugéo espacial durante a
bioimagem (SUDHAGAR et al., 2011); (4) baixa citotoxica para uma ampla variedade
de linhas de células (PARK et al., 2009).

Dentre os ions lantanideos mais estudados para serem utilizados como
possiveis marcadores luminescentes destacam-se o eurdpio (Eu®") e térbio (Tb*"),
materiais capazes de emitir radiacdo no visivel quando excitados por radiacéo
ultravioleta, e os ions érbio (Er**), itérbio (Yb®*) e tulio (Tm>*), através de excitacéo
na regido do infravermelho por mecanismos de conversdo ascendente de energia.
As matrizes mais utilizadas para incorporar os ions lantanideos, sdo Gd,0O3, ZnO,
TiO2, PbTiO3YVQy, silica e ZnAl,O4. Entre estas, o aluminato de zinco (ZnAl;O4) é

bastante atraente como rede hospedeira para ions capazes de gerar luminescéncia,



tais como ions de metais de transicoes e ions de terras raras, devido a sua alta
estabilidade térmica, transparéncia na regido do visivel (VRANKIC et al., 2012), ser
um semicondutor com gap de energia largo em torno de 3,8 eV, apresentando
transparéncia para a luz com comprimento de onda superior a 320 nm. Estas
caracteristicas, o torna um material promissor para utilizagdo como hospedeiro em
aplicagdes opticas (SILVA, 2006). O ZnAl,O4 codopado com ions itérbios e érbios,
por exemplo, resulta em um material com caracteristicas Opticas promissoras para
obtencao de materiais hibridos para aplicagdes biotecnolégicas.

Para se obter um material hibrido, estes materiais luminescentes precisam
minimamente apresentar grupos funcionais na superficie das nanoparticulas de
modo a ter interacdo com as biomoléculas. Para isto, se faz necessario a
modificagao da superficie ou simplesmente funcionalizagdo das nanoparticulas, com
o auxilio de um agente de acoplamento que pode ser, por exemplo, um silano,
tornando o material compativel as moléculas biologicas, e assim, poder ser utilizado
em processos de bioimobilizacdo. Nessa direcdo, a incorporagdo de ions
lantanideos em wuma matriz inorganica, combina caracteristicas O6ptico dos
lantanideos com as propriedades dos Oxidos inorganico, que ao serem
funcionalizadas resultam em materiais hibridos organico-inorganicos.

Como material organico que podem ser utilizados para funcionalizacédo de
nanoparticulas luminescentes (NPLs), algumas moléculas poliméricas se destacam,
como pode-se citar o poli(alcool vinilico) (PVAL), dextran, metilmetracrilato,
hidroxipropilmetilcelulose, carboxilmetilcelulose, glutaraldeido e quitosana. Dentre
estas, a quitosana e o glutaraldeido sdo promissores, visto estas moléculas
apresentarem sitios reativos adequados para modificagcdes quimicas da superficie, o
que permite a interacdo com biomoléculas, podendo resultar em aplicacbes
biotecnoldgicas, biomédicas ou farmacéuticas (BANULS et al., 2010; XIA et al.,
2011).

Diante deste contexto, esta tese tem como desafio, investigar as propriedades
oticas das nanoparticulas de ZnAl;g5(Yb:Er)o0504e sua funcionalizagdo com
glutaraldeido e quitosana, com o intuito de obter um hibrido organico — inorgénico

com caracteristicas promissoras para aplicagbes como marcadores biologicos.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um material hibrido inorgénico e orgénico a partir de
nanoparticulas de ZnAls g5(Yb:Er) 0504 (NPLs), funcionalizadas com glutaraldeido e
com quitosana, visando obter um material com caracteristicas luminescentes de

forma que possa ser utilizado em aplicagdes biotecnolégicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar as nanoparticulas de ZnAl; 95(Yb:Er)o0504 por reagdo de combustéo,
visando a obteng¢do de material luminescente;

e Avaliar o efeito da funcionalizagcdo das nanoparticulas de ZnAls g5(Yb:Er)o 0504
utilizando a quitosana e o glutaraldeido na obtengdo de um material hibrido;

e Caracterizar estruturalmente as nanoparticulas, e os materiais hibridos obtidos por
difracdo de raios X (DRX), espectrometria vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) e microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Avaliar a afinidade a um meio aquoso para as nanoparticulas e os materiais
hibridos obtidos mediante a analise de tensdo superficial por determinacdo do
angulo de molhamento.

e Testar a solubilidade das nanoparticulas e dos materiais hibridos em diferentes
solventes;

e Caracterizar termicamente as nanoparticulas e os materiais hibridos obtidos, por
termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA).

e Avaliar a luminescéncia das nanoparticulas e os materiais hibridos obtidos
mediante técnicas emisséo e excitacao;

e Realizar testes de citotoxicidade do marcador luminescente em células.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Nanobiotecnologia

Na ultima década, a capacidade dos cientistas de manipular materiais em
nivel atbmico e molecular utilizando nanotecnologia passou de ficgdo cientifica para
um fato cientifico. Esta nanotecnologia pode ser utilizada para a criagao e utilizagao
de materiais, dispositivos e sistemas mediante o controle da matéria na escala de
nandbmetro de comprimento, utilizando-se de nanoparticulas (MORRIS, 2009).

Estas particulas em nanoescalas ou nanoparticulas sao geralmente definidos
como estruturas entre 1 nm e 100 nm de diametro (CHAFER-PERICAS et al., 2012).
Em geral sdo de grande relevancia e apresentam propriedades determinadas pelo
tamanho e pela morfologia, obtendo uma correlagdo adequada em suas
propriedades fisico-quimicas (SOUZA FILHO e FAGAN, 2007).

A nanobiotecnologia é a aplicagdo das nanoparticulas, na area de
biotecnologia. Desta forma nanotecnologia fornece as condigdes necessarias, as
plataformas da tecnologia para a investigacdo e as transformag¢des de sistemas
bioldgicos, enquanto a biologia oferece modelos de inspiragcdo e componentes
biossintetizados a nanotecnologia (JAIN, 2011).

De acordo com Roco (2003), a nanobiotecnologia é definida como um campo
que aplica os principios e as técnicas de nanoescalas para compreender e
transformar biossistemas, e que usa principios e materiais biolégicos para criar
novos dispositivos com sistemas integrados em nanoescalas. Desse modo,
pesquisas tém demonstrado a possibilidade da utilizagdo dos conhecimentos da
quimica e informagdes bioldgicas para diagndsticos clinicos (JAIN, 2007). As Inter-
relagcbes da nanotecnologia, o diagnostico molecular e seu papel na nanomedicina,
bem como a medicina personalizada sao ilustradas esquematicamente na Figura 1.
A Dbiotecnologia tem se desenvolvido extensivamente e levou a um aumento
significativo no numero de produtos obtidos na area de bioengenharia (YALCIN e
CAVUSOGLU, 2008).



Figura 1 - llustragdo das inter-relagdes da nanobiotecnologia e outras tecnologias
que contribuem para nanodiagnésticos clinicos.
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Fonte: JAIN, 2007.

Quando utilizadas para fins biotecnolégicos, as nanoparticulas sao
classificadas no grupo dos biomateriais, e podem ser definida como qualquer
substancia ou combinacdo de substancias, sintéticas ou naturais, que possam ser
usadas por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou fungao do corpo.
O principal desafio é desenvolver nanomateriais que representem a adequada
relacdo das propriedades requeridas para a aplicagdo biolégica, que sao:
durabilidade, biofuncionalidade e biocompatibilidade (AZEVEDO et al., 2007).

As possiveis aplicagbes da nanobiotecnologia podem ser citadas em diversas
areas, tais como: bioprocessos industriais (biocatalise utilizando proteases para
fabricacdo de detergentes, processamento de produtos a base de couro, industria de
alimentos) (YAZGAN et al., 2010); medicina molecular (detecgéo e tratamento das
doencas, medicina regenerativa, liberagdo controlada de farmacos) (BUGUNIA-
KUBIK e SUSISAGA, 2002); ambiental (investigando o efeito sanitario de novas
nanoestruturas, melhorando sistemas de agricultura) (CHEN, 2002).

Um campo emergente e em rapido desenvolvimento da nanobiotecnologia
domina caracteristicas de moléculas biolégicas organicas e de moléculas

inorganicos na escala nanométrica. A estes novos materiais que combinam



caracteristicas de materiais organicos e inorganicos da-se o nome de materiais
hibridos. Embora o estudo destes hibridos seja consideravelmente novo, se pode
constatar que estes materiais apresentam inumeras aplicabilidades, tais como:
catalise (BORDOLOI et al.,, 2008), aplicacdes opticas (ZELAZOWSKA et al., 2011;
KONG et al., 2010), revestimento (GRAZIOLA et al., 2012), aplicagdes biomédicas
(HSIAO et al., 2012), e preparacdo de membranas (SINGH et al., 2012).

Para as possiveis aplicagoes na area biomédica, que é o foco deste trabalho
de pesquisa, podem ser destacados: diagnéstico, terapéutica, biologia molecular e
bioengenharia (SOUZA et al., 2011). Desta forma, estes materiais hibridos
desempenham avangos médicos inovadores para a descoberta de genes e entrega
de drogas. Além de que, dentre os grandes avangos desempenhados por estes
novos materiais estdo inclusos a descoberta de biomarcadores (SEKHON e
KAMBOJ, 2010).

2.2 Materiais Hibrido Orgéanico e Inorgéanico

Tecnologias mais recentes requerem materiais com combinagdo de
propriedades que n&do sdo encontradas nos materiais convencionais, cujas
aplicagbes atendam a uma crescente demanda e as necessidades tecnologicas. Os
materiais hibridos combinam caracteristicas vantajosas de diferentes materiais em
um unico material que apresentara propriedades mais interessantes do que as
propriedades individuais de cada um.

Com relacdo a composicao destes materiais hibridos, é sempre constituido
por componentes inorganicos e organicos, o que permite designa-los como materiais
hibridos organico-inorganico. Os materiais hibridos organicos-inorganicos sao
materiais muito versateis que combinam a estabilidade quimica e térmica dos
materiais inorganicos com as propriedades mecanicas e Opticas dos polimeros
organicos, dando origem a um unico material com propriedades diferenciadas
daquelas que Ihe deram origem.

José e Prado (2005) classificam os materiais hibridos orgénicos e inorganicos
de acordo com o tipo de ligagbes que os unem como:

e Hibridos de classe | — materiais unidos por liga¢gdes quimicas fracas como
forgas de Van der Waals, pontes de hidrogénio ou forgas eletrostaticas;



e Hibridos de classe Il - materiais unidos por ligacbes fortes, sendo estas
ligagdes covalentes ou ibnicas;

e Hibridos de classe Il — possuem interagdes descritas pelas classes | e Il.

Os hibridos classificados como de classe | corresponde aos sistemas onde as
moléculas organicas, oligbmeros, ou polimeros de baixo peso molecular sdo
simplesmente incorporados em uma matriz inorgénica, ou seja, apresentam ligagdes
fisicas entre as fases (SCHOTTNER, 2001).

De acordo com José e Prado (2005), estes materiais hibridos de classe |
podem ser obtidos de diferentes formas: 1) componentes organicos como corantes e
catalisadores podem ser imobilizados numa rede inorgénica, basicamente pela
mistura homogénea destas moléculas, em solugéo, com precursores inorganicos da
rede, em um solvente comum; 2) mondmeros organicos podem ser embebidos nos
poros de uma matriz inorganica e, entdo, polimerizados, em processos iniciados por
radiagdo UV, por aquecimento ou por iniciadores de polimerizagéo; 3) pela formagao
simultdnea de duas redes independentes, a partir de precursores organicos e
inorganicos, adequadamente funcionalizados, sem ligagao quimica entre as fases.

Para os hibridos de classe Il, os componentes organicos e inorganicos sao
ligados por meio de ligagbes covalentes ou ionicas-covalente. Esses materiais
podem ser sintetizados pela incorporagdo de polimeros organicos a redes de silica
gerada in situ, utilizando o processo sol-gel (CHENG et al., 2009). Materiais
preparados a partir do tetraetoxissilano (TEOS) e do poli(dimetilsiloxano) (ZARRAGA
et al, 2010), polissilicona (PDMS) (ZHOU et al., 2010), enquadram-se nesta
classificagao.

Os hibridos de classe Il que consistem basicamente em fusdo da classe |
com os hibridos de classe Il, reunindo as propriedades de adesdo de uma com a
rede inorganica-organica fornecida pela outra (SCHOTTNER, 2001). Um exemplo
deste hibrido é o material obtido por um polimero organico contendo grupos
alcoxissilanos, (SiOR)s3, hidrolisaveis, e grupos aceptores de hidrogénio (carbonila,
amina, e imida) (JOSE e PRADO 2005).

Este trabalho de pesquisa objetivou sintetizar um hibrido de classe I, e uma
importante forma de obtencdo deste material € por modificacdo da superficie com
materiais organicos, em um processo chamado de funcionalizagdo do material. Esta

modificagdo da superficie favorece o ajuste de propriedades de interesse, como por



exemplo, a hidrofobicidade, hidrofilicidade e a interacdo entre materiais a um
determinado hospedeiro (matriz), reduzir toxicidade dos materiais, servir como ponto
de conjugacgao bioldgica entre as nanoparticulas e uma biomolécula (BORDOLOI et
al., 2008).

2.2.1 Funcionalizagao

A funcionalizacdo é um método de modificacdo da superficie de
nanoparticulas, mediante uma ligagdo quimica entre as nanoparticulas e um meio
organico, de forma a ajustar as propriedades globais destas nanoparticulas para se
adequar a uma aplicagdo especifica. De acordo com Dios e Garcia (2012) a
modificacdo da superficie das nanoparticulas por moléculas/ particulas/ polimeros,
tem diferentes objetivos:

(a) fornecer grupos funcionais na superficie das nanoparticulas para posterior
utilizagao biologica;

(b) aumentar a solubilidade das nanoparticulas em varios solventes para ampliar a
capacidade de sua aplicacéo;

(c) poder modificar as camadas de nivelamento eletrénico, Optica, espectroscopia e
as propriedades quimicas das nanoparticulas, fornecendo uma nanoferramenta
controlavel,

(d) melhorar o desempenho mecanico e quimico da superficie das nanoparticulas,
por exemplo, protecao contra oxidacgao;

(e) reduzir a toxicidade das nanoparticulas.

O wuso sistematico da bioimobilizagdo utilizando superficie organo-
funcionalizadas tem despertado o interesse em diversas areas da biomedicina, pois
permite desenvolver novos materiais que aumentem a eficiéncia e rapidez nos
sistemas de deteccéo.

Desta forma, sistemas com propriedades luminescentes para possiveis
aplicagbes como marcadores 6pticos, a funcionalizagao é importante, pois permite a
manutengdo da fotoestabilidade elevada, alta luminescéncia, biocompatibilidade e
principalmente baixa toxicidade (YAO e TONG, 2012).

A baixa toxicidade garante que estas nanoparticulas Iuminescentes
funcionalizadas nédo tenham qualquer efeito sobre o sistema imuninolégico e pode

executar a sua funcido pretendida, sem provocar quaisquer efeitos secundarios



locais ou sistémicos em células, tecidos ou organismos inteiros, tanto no curto
quanto no longo tempo de utilizagdo. A modificagdo de superficie de nanoparticulas
inorganicas é crucial para torna-las adequadas para o uso futuro em bioensaios
(GNACH e BEDNARKIEWICZ, 2012), propiciando condicbes adequadas para
marcagbes em materiais bioldgicos,que permite monitoramento por meio da
luminescéncia das nanoparticulas (CHAVES, 2006).

A funcionalizacdo melhora a interagdo entre superficies das nanoparticulas
inorganicas e biomoléculas, tendo por resultado formacgédo de ligacbes estaveis,
como ligagdes covalentes. Os grupos funcionais comuns incluem carboxila (-COOH),
tidis (- SH) ou aminas (-NHz). Os grupos carboxila e amina s&o especialmente uteis
porque € parte integrante de todos os aminoacidos que fazem parte da estrutura dos
peptideos. As aminas sao muito versateis em unir biomoléculas, pois podem reagir
com um grupo carboxila (ARROYO-HERNANDEZ, PEREZ-RIGUEIRO e
MARTINEZ-DUART, 2006).

Moléculas organicas poliméricas ou ndo poliméricas, tém sido utilizados como
agentes funcionalizantes, e como exemplos podem ser citados o acido
mercaptoacético, proteinas como imunoglobulinas (CHAVES, 2006), albumina (FU et
al., 2002), um derivado do polissacarideo quitina, a quitosana (KHAN e DHAYAL,
2008), um dialdeido como o glutaraldeido (YANG et al., 2004; HELALI, 2008). Estas
moléculas tém sido utilizadas para funcionalizar materiais inorganicos com uma
propriedade especifica desejavel a uma determinada aplicagdo tecnolégica, como
por exemplo, materiais luminescentes, que apresentam propriedades opticas.

Dentre as moléculas organicas, a quitosana que € uma molécula polimérica, e
o glutaraldeido que € uma molécula ndo polimérica pequena contendo apenas 5
atomos de carbono, tém indicado serem materiais eficientes na funcionalizacao de
nanoparticulas.

Shirosaki et al., (2009), apresentarem em seu trabalho sobre regeneragéo do
tecido 0sseo, que ao utilizar hibridos de silica funcionalizados com quitosana houve
estimulo para proliferacao e diferenciacdo de osteoblastos cultivados na superficie
de hibridos, o que auxiliou na regeneracéo do tecido. Estes resultados demonstram
a biocompatibilidade da quitosana com o meio biolégico.

Hsiao et al., (2012), desenvolveram um nano-hibrido anfipatico utilizando
carboximetil-hexanoilo com quitosana e por modificacdo quimica da superficie

hidrofilica contendo COOH, com o agente silano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES)
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como um agente de acoplamento para obten¢cdo de nanocapsulas em um ambiente
aquoso. Os resultados obtidos pelos autores sugerem que o material obtido é
estavel e com boa citocompatibilidade, indicando que este material apresenta um
potencial para funcionar como um carreador de farmaco.

Li et al.,(2008a), imobilizaram a enzima alcool desigrogenase (YADH,
EC1.1.1.1) da levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando nanoparticulas
magnéticas de Fe;O4 funcionalizadas com a quitosana, e observaram que o YADH
imobilizado tinha uma boa durabilidade e estabilidade térmica e que este pode ser
facilmente isolados das nanoparticulas por separagdo magnética.

Nanoparticulas magnéticas também tem sido funcionalizadas com o
glutaraldeido para imobilizacdo enzimatica. Sulek et al, (2010), conseguiram
imobilizar a enzima colesterol oxidase ao utilizar nanoparticulas de y-Fe,Os3
funcionalizada com o glutaraldeido. Os autores sugeriram que a imobilizagcdo de
enzimas em nanoparticulas magnéticas modificadas quimicamente através
funcionalizagdo com glutaraldeido € um método promissor para o desenvolvimento
de componentes biosensoriamento em biomedicina.

Segundo Yang et al.,(2004) a funcionalizagdo de nanoparticulas de silica
fluorescente com glutaraldeido em testes imunolégicos permitiu a imobilizacdo do
anticorpo (Ag) da hepatite B, o HBsAg, sem influenciar na luminosidade do material,
e desta forma tem mostrado que este material ndo é toxico e que apresenta uma boa
compatibilidade com o meio biolégico.

Os resultados descritos na literatura demonstram a grande potencialidade que
a quitosana e o glutaraldeido apresentam como materiais para funcionalizagdo de

nanoparticulas inorganicas visando a obtengdo de materiais hibridos.

2.3 Quitosana

A quitosana € o principal derivado da quitina, que € o segundo biopolimero
natural mais abundante na face da terra, ficando atréas somente da celulose. Este
precursor da quitosana € componente do exoesqueleto alguns invertebrados como,
insetos, crustaceos e moluscos e das paredes celulares de alguns fungos e algas
(SERVICE, 2000).

A quitina € um homopolissacarideo formado pela unidao de unidades repetidas

de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose (GIcNAc) mediante ligagdo glicosidica
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R(1— 4). A quitosana, derivada da desacetilacdo da quitina € um
heteropolissacarideo, e corresponde a um copolimero constituido de unidades 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcN) também unidas por ligagao glicosidica 3(1—4), com um teor de GIcN superior
a 50% (SAJOMSANG, 2010). A diferenga estrutural dos mondémeros que

compreendem a quitina e a quitosana podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica primaria da quitina e da quitosana.

COCH,4

Quitosana

Fonte: JAYAKUMAR et al., 2011

Por ser um polimero muito cristalino, e consequentemente insoluvel na
maioria dos solventes orgénicos e meios aquosos, a quitina possui aplicagbes
limitadas. Por outro lado, o copolimero quitosana é soluvel em solugdes aquosas
diluidas de acidos tais como acidos acético, cloridrico, formico, succinico e acido
latico e com pH abaixo de 6,5 (SAJOMSANG et al., 2010). A alta hidrofilicidade da
quitosana, devida ao grande numero de grupos hidroxila e grupos amino presentes
na cadeia polimérica, permite sua utilizagdo como biomaterial em diversas
aplicagcbes, como veiculo de liberagdo de farmacos, bandagens, géis injetaveis,
membranas periodontais (TONHI e PEPLIS, 2002).
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O termo quitosana compreende um grande grupo de polimeros, que diferem
em seu grau de desacetilagdo (40-98%) e peso molecular (50-2000 kDa)
(CASETTARI et al., 2011). O parametro mais importante para o comportamento
quimico da quitosana, suas aplicagbées e caracteristicas € o grau de desacetilagéo.
No entanto, o peso molecular e a distribuicdo média dos grupos acetil ao longo da
cadeia também s&o importantes (RINAUDO e DOMARD, 1989). Agentes
reticulantes, tais como glutaraldeido, etilenoglicol diglicidil éter, tripolifosfato, acido
sulfurico e epicloridrina, sdo usados para aumentar a sua estabilidade quimica e a
resisténcia mecanica (CUI et al., 2008).

A quitosana contém trés tipos de grupos funcionais reativos, um grupo
amino/acetamido, bem como grupos hidroxilas primario e secundario nas posi¢des
C-2, C-3 e C-6, respectivamente (XIA et al.,, 2011). O grupamento amino € a
principal razdo para as diferencas estruturais e propriedades fisico-quimicas da
quitosana, bem como sao correlacionados com suas fungdes bioldgicos (XIA, 2003).

A literatura reporta um numero significativo de trabalhos com a quitosana,
bem como seu potencial uso em inumeras aplicagdes industriais ou biomédicas
(DASH et al., 2011, JAYAKUMAR et al., 2010a;. MURAKAMI et al., 2010). Este
grande numero de aplicagbes ocorre principalmente, por a quitosana ser um
biomaterial que apresenta compatibilidade com organismos vivos, ser
economicamente viavel, e por ser obtida de materiais abundantes na natureza, por
exemplo, crustaceos como caranguejo, camarao e lagosta (XIA et al., 2011).

Estudo de materiais organico-inorganico a base de quitosana é atualmente
um objeto de pesquisa importante para integrar diversas fungde sem um
nanomaterial para aplicagdes avangadas. Seria altamente desejavel tirar vantagem
da biocompatibilidade de polimeros naturais, como por exemplo, quitosana ou seus
derivados analogos, e combinar isso com as fungdes originais do componente
inorganico (HSIAO et al., 2012).

A quitosana pode ser facilmente utilizada para varias aplicagdes, como: na
sintese de hidrogéis (WU et al., 2010), filmes (SPIRKA et al., 2012; LEI et al., 2011),
membranas (MELLO et al., 2006;. LOPES et al., 2010), nanofibras (WANG e ZHAO,
2012; JAYAKUMAR et al., 2010b), micro/nanoparticulas (AGNIHOTRI et al., 2004;
NAFEE et al., 2009; FAN et al., 2012), esponjas (LIN et al., 2009; GU et al., 2010),

para varios tipos de aplicacoes.
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Na area biomédica, a quitosana esta sendo cada vez mais estudadas para
diferentes aplicagdes por ser biodegradavel, biocompativel e bioativa, n&o
antigénico, habilidade de formar filme e alta permeabilidade em agua. Em conjunto
com suas interacdes especificas com componentes da matriz extracelular e fatores
de crescimento, tem levado ao aumento de sua utilizagdo em engenharia de tecidos,
como no reparo da pele, osso e cartilagens (DRURY e MOONEY, 2003).
Biomateriais baseados em quitosana passaram por diversos testes clinicos e nao
demonstram qualquer inflamagao ou reagao alérgica aplicadas de forma tdpica ou
por inje¢ado no corpo humano (KHOR e LIM, 2003).

A quitosana pode servir também como uma matriz para o crescimento de
tecidos, fornecendo potencialidade para as células dos tecidos em reconstrucao
sofrerem proliferagdo. Chatelet et al.,, (2001) em seus estudos demostraram que a
proliferacdo de queratindcitos sobre membranas de quitosana esta relacionado com
0 grau de acetilagdo das mesmas, sendo favorecido a multiplicagado destas células
de tecido epitelial em membranas contendo quitosana menos acetilada. Ja os
estudos realizados por Howling et al., (2001), demostraram que ha favorecimento
para o crescimento de fibroblastos, que sao células de tecido conjuntivo, em meio de
cultura contendo quitosana com grau de acetilagdo de 15%. Assim sendo, a
quitosana possui propriedades em cura de feridas por favorecer a regeneragao de
tecidos.

Hsiao et al., (2012), desenvolveu uma macromolécula hibrida a base de
quitosana e moléculas de 3-aminopropiltrietoxilano (APTS), e em suas analises os
autores sugeriram a utilizagdo potencial dos hibrido sem aplicagbes biomédicas,
especialmente como veiculos de entrega de drogas, pois este hibrido apresentou
citocompatibilidade excelente em testes com células epiteliais da retina humana
(ARPE-19).

Wu et al, (2010) prepararam nanogéis hibridos utilizando quitosana,
Poli(acido metacrilico) (PMAA) e pontos quanticos (QDs) CdSe, e observaram que
ocorreu uma reticulagaéo covalente no material, o que lhe garantiu estabilidade e uma
baixa citotoxicidade quando testados em células de melanomas (B16F10) de ratos.
Desta forma, os autores sugeriram uma aplicagédo dos nanogéis hibridos, tanto para
biossensoriamento, bioimagens, carreamento de farmacos, como para o
monitoramento nas respostas ao tratamento utilizando farmacos para patologias

especificas.
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Este biopolimero também foi reportado como uma biomolécula que apresenta
grande potencial como um sistema de carreador de drogas injetavel termosensivel
para ser administrado em células cancerigenas (HAN et al., 2008). Segundo Olson
et al., (2003), o hidrogel de quitosana pode reduzir a imunotoxicidade das drogas
aplicados no tratamento da doenca e, podendo ser o melhor sistema de carreador,

para os agentes quimioterapéuticos e quimioimunoterapia no tratamento de tumores.
2.4 Glutaraldeido

O glutaraldeido é uma molécula organica biocompativel, hidrofilica, passivel
de biodegradacéo rapida que o faz muito atrativo para aplicagbes em medicina e
farméacia. E um material de custo relativamente baixo e facilmente encontrado no
mercado (YANG et al., 2004).

Esta molécula é relativamente pequena e apresenta dois grupamentos
aldeido funcional separado por uma cadeia contendo trés pontes de metileno (-CH2-
), cuja formula molecular € CsHsO, (Figura 3) (KIERNAN, 2000). Apresenta-se na
forma de liquido incolor ou amarelo palido viscoso, usualmente encontrado em
solucdo aquosa a 50%. Os produtos denominados: 1,5-pentanodial; 1,3-
diformylpropane; glutaral; dialdeido glutarico s&o alguns sindbnimos do glutaraldeido
(GLUTARALDEIDO, 2012).

Figura 3 - Estrutura do glutaraldeido.

0
H-C-CH,-CH,-CH,-C-H
0

Fonte: Prépria, 2013

Os seus grupamentos aldeido podem se ligar a aminas primarias presentes
nas biomoléculas (proteinas, enzimas, acidos nucléicos, etc.). Reagdes entre
aldeidos podem gerar as bases de Schiff (R{R,C=N-R3, onde R3 € um grupo aril ou
alquil) que, apos reducgao, resulta em aminas secundarias estaveis (CHAVES, 2006).
Esta interacdo com proteinas e enzimas se da pelo fato de que na cadeia lateral de

aminoacidos como a lisina esta presente um grupamento amina, permitindo que se
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formem ligagdes estaveis com o glutaraldeido, e este aminoacido esta presente na
estrutura de diferentes enzimas e proteinas (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

A albumina e o colageno sao proteinas que realizam a formacao de ligagéo
covalente com o (glutaraldeido. Moléculas de mucopolissacarideos ou
glicosaminoglicanos como a heparina sulfato, que contém grupamentos carboxila em
sua estrutura, sdo relatadas como moléculas que formam ligagdes estaveis com o
glutaraldeido (THORSLUND et al, 2005). Esta ligagdo com proteinas e
polissacarideos permite controle na aplicacédo de drogas e imobilizacdo enzimatica
(YALCIN e CAVUSOGLU, 2008; SILVA et al., 2004).

A utilizagdo do glutaraldeido na interagdo com as biomoléculas possibilitam a
formacao de ligagdes covalentes cruzadas muito estaveis e irreversiveis, permitindo
ao material resistir a oscilagdes no pH e temperatura numa faixa ampla de valores
(GONDIM e SILVA, 2005). Estas ligagbes cruzadas podem acontecer mediante
interacdo dos grupos aldeido do glutaraldeido com grupos hidroxilas de polimeros
presentes na membrana celular. Os seus grupamentos aldeido podem reagir com
um grupamento hidroxila e formar um hemiacetal e com um segundo para produzir
um acetal (Figura 4), na presenga de um catalisador e aquecimento (XIAO et al.,
2010).

Figura 4 - Reagdes quimicas do glutaraldeido com polimeros da parede celular:
ligagdes cruzadas, formando inicialmente um hemiacetal e em seguida um acetal.
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Fonte: Adaptada de JAYAKRISHNAN e JAMEELA, 1996.
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Desta forma, as propriedades do glutaraldeido podem ser combinadas na
producdo de hibridos inorganico-biolégicos para estudos de sistemas bioldgicos.
Sabendo-se da capacidade de conjugacédo do glutaraldeido a proteinas e outras
estruturas que possuam grupamentos amino, o glutaraldeido pode ser entéo
utiizado como agente funcionalizante inespecifico, permitindo a ligagdo de
nanoparticulas, por exemplo, a qualquer estrutura protéica; ou como agente
intercalante entre as nanoparticulas e biomoléculas capazes de se ligar
especificamente a certas estruturas biolégicas (MENEZES, 2006). Com isso, a
molécula de glutaraldeido tem se apresentado eficiente na funcionalizagdo de
nanoparticulas de silica em testes de imunolégicos e como biosensores (BANULS et
al., 2010).

Helali et al, (2008) construiram um biosensor impedimétrico, com base
elétrodos de nidbio, para a deteccdo de atrazina. Para isto, os autores
funcionalizaram oxido de nidbio utilizando o agente silano y-aminopropiltrimetoxiilano
(APTES) e glutaraldeido como um agente de reticulagdo, imobilizando de forma
covalente o fragmento de ligagao ao antigeno (Ag) (FAB) do anticorpo K47 sobre a
superficie dos elétrodos, onde desta forma obtiveram uma interagéo entre antigeno-
anticorpo, permitindo a deteccao da atrazina.

Baruls et al., (2010) utilizaram o glutaraldeido para modificar a superficie de
nonoestruturas a base de nitrato de silicio e 6xido de silicio para aplicagdo como
biosensores, e obtiveram uma interagado adequada do material funcionalizado com o
anticorpo anti-BSA (Albumina de Soro Bovino) e uma maior seletividade ao utilizar o
glutaraldeido, obtendo bons resultados de sensibilidade e demonstrando que este
material é realmente adequado para aplicagcdes nanofotdnicas.

Zhu e Sun (2012), prepararam membranas a base de nanofibras de alcool
polivinilico co-etileno (PVA-co-PE) e funcionalizaram com glutaraldeido com o
objetivo de imobilizar enzimas lipases para que este hibrido fosse utilizado em
aplicagdes de biocatalise. Estes autores observaram que houve interagdo entre os
grupamentos aldeido do glutaraldeido através de ligagdes covelentes com as
moléculas de lipases isoladas de Candida rugosa, confirmando o sucesso da
imobilizagdo das enzimas sobre a superficie das membranas. Os autores testaram
diferentes concentra¢des de gluraraldeido, variando em solugdes de 1, 5, 10, 15, 20
e 25 %, e observaram que com o aumento da concentragédo do glutaraldeido houve

uma aumento na imobilizagcdo das enzimas nas membranas e desta forma
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concluiram que a funcionalizagdo utilizando o glutaraldeido é promissora para

imobilizagdo de enzimas.
2.5 Nanoparticulas de ZnAl4 ¢5(Yb:Er)o,0504 (NPLS)

Em anos recentes, o desenvolvimento de diferentes tipos de nanoparticulas
inorganicas (NPLs) que estdo sendo utilizadas como marcadores em imunoensaios,
substituindo os fluoréforos ou particulas organicas, tém sido alvo de inumeras
pesquisas. Basicamente, NPLs inorganicas sdo caracterizadas por apresentar boas
propriedades Opticas, tais como fotoestabilidade e rendimento quantico elevado
(CHAFER-PERICAS et al., 2012).

Para obtencdo de NPLs inorganicas com propriedades luminescentes, a
utilizagcdo de matrizes ceramicas semicondutores co-dopada com ions lantanideos,
tem se apresentado promissora, principalmente devido a qualidade da luminescéncia
observada. Entre os materiais inorganicos com estrutura distinta e caracteristicas
geométricas, as nanoestruturas receberam crescente atencdo devido as suas
propriedades e ampla aplicacdes em catalise, sensoriamento, carreamento de
farmacos, deteccao bioldgica e dispositivo optico (LOU, ARCHER e YANG, 2008).
Entre os tipos de matrizes mais comuns, pode-se citar, Gd>O3 (LIN, LIN E LI, 2006),
ZnO (MONTEIRO et al., 2006), ZnAl,04 (MARTINS e SERRA, 2010), TiO, (CHI,
VICTORIO e JIN, 2006), PbTiO3 (LEMOS, MELO, SILVA, 2005), silica (REPO et al.,
2011).

Dentre as diferentes matrizes, o aluminato de zinco (ZnAl,O4) tem sido
utilizado devido a sua alta estabilidade térmica e transparéncia na regiao do visivel,
sendo um material promissor para fabricacdo de dispositivos luminescentes dopados
com jons lantanideos (CHEN e MA, 2010; VRANKIC et al., 2012). De acordo com
Strek et al., (2000), ions com valéncia +3, como por exemplo, os ions lantanideos
podem substituir parcialmente ions como o AP, Isso pode ser explicado por causa
do tamanho do raio idnico do aluminio que é 0,75 A, ser bem proximo ao raio iénico
dos fons lantanideos, por exemplo, do itérbio (Yb>*) e érbio (Er**) que apresentam
respectivamente 0,85 e 0,88 A, além de suas cargas elementares que é 3+.

Na Figura 5 pode ser observado que o ZnAl,O,4 apresenta estrutura tipica de
espinélio (AB,O,4) e consiste em um arranjo de empacotamento fechado CFC de

atomos de oxigénio, com dois sitios cristalograficamente n&o equivalentes
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tetraédricos (A) e octaédricos (B), onde A e B s&o ions de metais bivalentes (Zn**) e
trivalentes (Al**), respectivamente (SINGH et al., 2008; PHANI, PASSACANTANDO
e SANTUCCI, 2001). Este material € muito conhecido por sua grande estabilidade
térmica e por sua inércia quimica, por isso sua importancia como material resistente
a altas temperaturas (YANG, CHEN e CHENG, 2004).

Figura 5 - Estrutura do espinélio ZnAl,O4.

Fonte: STANCIU e AVRAM, 2010

Este 6xido € um semicondutor, caracterizado por apresentar larga energia de
espacamento entre as bandas de valéncia e de conduc¢do. Na banda de valéncia
encontra-se elétrons na temperatura 0 Kelvin. Neste estado eletrbnico o
semicondutor tem caracteristicas de um isolante, e, ndo conduz eletricidade. A
medida que sua temperatura aumenta, os elétrons absorvem energia passando para
a banda de condugédo. Estas bandas sdo separadas por uma regido proibida para
elétrons caracterizada por uma descontinuidade de energia ou espagamento entre
bandas, chamada “banda gap” (Figura 6) (SINGH et al., 2008).
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Figura 6 - Bandas de energia para um semicondutor: (a) antes; (b) depois de uma
excitagcao dos elétrons da banda de valéncia para banda de conducéo.
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O espacamento de energia do ZnAl,O4 é de 3,8 eV indica que o material é
transparente para a luz possuindo comprimentos de onda 320 nm (MATHUR et al.,
2001). Esta caracteristica, torna o ZnAl;04 um material promissor como rede
hospedeira (matriz inorganica) para ions capazes de gerar luminescéncia, tais como
ions de metais de transi¢cbes e ions lantanideos (SILVA, 2006). Os semicondutores
podem ter o seu numero de cargas e a sua condutividade alterada pela adigdo de
dopantes no material puro, pois estes agem como ativadores de defeitos e com isso
alteram a estrutura de banda do sélido (CAMARA, 2004).

Devido a estas importantes caracteristicas e ao vasto campo de aplicacdo do
ZnAl,O4 apresenta quando dopado ou codopado com ions de transicdo ou
lantanideos, a seguir sera abordado um breve resumo sobre alguns trabalhos mais
relevantes sobre este tema.

Menon et al., (2008) avaliaram a luminescéncia do ZnAl,O4 dopado com o
Tb*" sintetizado por reacao de combustao e constataram a presenca de picos que
confirmam as transigbes deste lantanideo. Estes autores também afirmam que a
intensidade da luminescéncia ¢é influenciada positivamente pelo aumento da
temperatura.

Chen et al, (2010) doparam o ZnAl,Os; com o ion lantanideo Eu®*" e
prepararam por sintese hidrotermal utilizando nanoesferas de carbono como um
modelo rigido para formacdo de uma material oco em escala nanométrica. Os

resultados obtidos por estes autores indicam a obtencdo de nanoesferas ocas de
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ZnAl,O4, com area superficial elevada e uma propriedade luminescente excelente
em emissao na cor vermelha em comprimento de onda de 393 nm e 254 nm.

Kumar et al., (2012) reportaram a sintese de ZnAl,O4 dopado com Eu®
através do método sol-gel e observaram através da espectroscopia de emisséo e
excitagdo bandas caracteristicas das transigdes do Eu**. Estes autores relatam que
este material apresenta uma boa estabilidade térmica e mesmo submetido a altas
temperaturas (900°C) a luminescéncia do material foi preservada.

Tshabalala et al., (2012) sintetizaram o ZnAl,O4 e co-doparam com os ions
lantanideos Ce** e Tb* por reacdo de combustdio e obtiveram
uma estrutura tipica de espinélio cubico, observando-se que a emissdo na cor verde
foi aumentada pela energia transferida do Ce*. A emissdo verde
foi aumentada pela energia transferida de ce* para o Tb*, possibilitado pelo
mecanismo de transferéncia de energia. Os autores também observaram que houve
uma estabilidade na luminescéncia, com reducado da intensidade apenas apés 10
horas de irradiacdo de feixes de elétrons, justificada pela presenga da fase Al,O3
que formou uma camada protetora para os lantanideos.

O estudo da matriz de ZnAl,O4 foram realizados por Costa et al., (2013),
quando avaliaram as caracteristicas morfoldgicas e luminescentes de nanoparticulas
de ZnAl,04 codopado com Yb* e Er®*, preparado mediante o método de sintese por
reacdo de combustdo, com o objetivo de avaliar o mecanismo de emissao
upconversion em trés co-dopagens diferentes. Os autores reportaram que a co-
dopagem de 5:1 em mols de Ybgos:Erpo1 causou uma forte influéncia das
propriedades oticas do ZnAl,O4 com predominancia da cor vermelha em relagdo a
verde, e que a intensidade de emissao foi diretamente influenciada com a
intensidade infravermelha do diodo laser. Estes resultados indicaram que o ZnAl,O4
codopado com ions terras raras Yb®* e Er** sdo materiais promissores para
obtencdo de Iuminescéncia mediante a conversdo ascendente de energia
(upconversion).

Nesta perspectiva, observa-se que o interesse em aplicar os ions lantanideos
(terras raras) para alterar as propriedades de particulas orgénicas e inorganicas, na
investigacdo de fungdes de sistemas bioquimicos e na determinag&o de substancias
biologicamente ativas, tem aumentado cada vez mais. Estes ions tém sido utilizados
principalmente como sondas espectroscopicas no estudo de biomoléculas, como

marcadores em imunologia (fluoroimunoensaios) e, também, como agentes de
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contraste em diagnostico ndo invasivo de patologias em tecidos por imagem de RMN
(ressonéncia magnética nuclear). Estdo sendo pesquisados também lantanideos
radioativos para aplicagdo meédica nuclear, como no tratamento do cancer
(MARTINS e ISOLANI, 2005).

Complexos de lantanideos tém sido apresentados para ser uma classe de
materiais muito promissores para uso como dispositivos de emissao. Isto se deve
principalmente a constatagcdao de que a intensidade de luminescéncia dos terra rara
(TR) pode ser melhorada utilizando tansferéncia de energia, isto é, efeito da antena
(MARTINS et al., 2010).

O fenbmeno de upconversion em ions lantanideos ocorre quando a radiagao
emitida por um material apresenta uma energia superior aquela da radiagao que
gerou a excitagdo. Quando um meio é excitado com uma radiagédo incidente com
determinado comprimento de onda, a radiacdo emitida apresenta, geralmente, um
comprimento de onda maior, ou seja, uma energia menor. No entanto, em
determinadas circunstancias, pode ocorrer upconversion, fazendo com que o
comprimento de onda da radiagao emitida seja menor que o da radiagéo incidente e,
portanto, a radiagdo emitida apresente uma energia maior (RONDA, 2008).

A pesquisa de processos de upconversion com o ion lantanideo Er** utilizado
como dopante tem sido de grande interesse desde sua primeira utilizagcdo em 1965
(SNITZER e WOODCOCK, 1965). Devido a luminescéncia forte na regido visivel
com transi¢cdes que podem ser realcadas pela escolha adequada de uma matriz para
incorporagao de lantanideos. Além de que, a utilizagdo de outro ion lantanideo como
o Yb* (4f'®), acrescido a este material contendo Er®*(4f'"), constituindo os materiais
chamados codopados, trazem a possibilidade de novas interagdes ion-ion entre os
doadores e os aceptores, tendo por resultado processos eficientes de upconversion
(CANTELAR e CUSSO, 2003).

Lemos, Melo e Silva, (2005) afirmaram que os processos de upconversion
envolvem uma absorg¢ao sequencial de dois fétons com emissdo para comprimento
de onda na regiao do vermelho e do verde, e em alguns casos envolvendo uma
emissao upconversion de trés fétons, quando utilizado a energia transferida dos ions
Yb** & Er®.

Na Figura 7 as setas de linha continua de cor cinza, indicam as transi¢des da
emissao para o ion de Er** e, as linhas pontilhadas representam as energias de

transferéncia do ion Yb®*" ao ion Er**. Observam-se as trés transicdes de radiagéo
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emitidos dos fétons vermelhos e verdes: 2Hq12—"*l152 (525 nm), *Sa;2—*l152 (550 nm)
e *Fon—"1512 (660 nm) para os ions de Er**. A geracdo destas transigdes é possivel
devido a um processo eficiente de transferéncia de energia que envolve ions de
Yb**-Er** (LEMOS, MELO e SILVA, 2005).

Observa-se que o itérbio absorve radiacdo a um comprimento de onda
préximo dos 980 nm (nivel ?F75,), sendo excitado ao nivel Fs; (1030 nm) (Figura 7).
Assim, excitando uma amostra codopada com érbio e itérbio, neste comprimento de
onda, o itérbio ira absorver a radiagao e transferir energia de forma nao-radiativa
para o érbio, que por sua vez, podera emitir radiagao visivel, de acordo com os
comprimentos de onda especificados na Figura 7 para trés transigbes radiativas
(CH1112 =>* 1512, *Sarz —>*1s10; *Faro —*1512), que correspondem ao azul (525 nm), verde
(550 nm) e vermelho (650 nm) (LEMOS, MELO E SILVA, 2005).

Figura 7 - Diagrama esquematico dos niveis de energia do sistema de co-dopagem
com Yb**/Er**,
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Fonte: GOMEZ et al., 2011

Desta forma, a combinacao de diversas inovagdes na ciéncia dos materiais,
ciéncias biologicas, sintese inorgénica e bioinorganica, quimica do estado sdlido,
métodos preparativos em escala industrial e caracterizacdo analitica € a chave para
desenvolvimento de novas aplicagcbes dos ions lantanideos em diversas areas
(MARTINS e ISOLANI, 2005).
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Diante do exposto pode ser observado que a utilizacdo de uma matriz
ZnAl1 95(Yb:Er)o 0504 e funcionalizadas com quitosana e glutaraldeido, se apresenta

bastante promissora para possiveis aplicagdes como marcadores luminescentes.

2.6 Sistemas Upconversion para obtengcao de Marcadores Biolégicos

Devido a falta de luminescéncia nas moléculas naturais presentes em meio
biolégico quando expostos a radiagao infravermelha, além de um baixo rendimento
quantico, a monitorizagdo em tempo real “in vivo” de multiplas moléculas alvo,
depende de marcadores externos que podem conduzir a um sinal de luminescéncia
a ser medido. De acordo com Yao e Tong (2012), estes marcadores especificos
devem apresentar:

(1) estabilidade;

(2) auséncia de efeitos sobre a fungéo do organismo;

(3) caracteristicas espectrais que significam que o sinal visivel pode ser sintonizado
ajustando aos componentes marcados;

(4) faixa de comprimento de onda variavel laser para evitar a destruigdo do tecido
bioldgico.

A criagao de novos dispositivos depende em geral, da obtengcao de materiais
que possam ser sintetizados, sem que haja a necessidade de utilizagcdo de métodos
especificos de sintese. Desta forma, o crescente emprego de marcadores Opticos,
deve-se a possibilidade destes atenderem algumas exigéncias que os métodos
classicos de analises ndo conseguem, sendo as caracteristicas mais relevantes:
simplicidade de construgdo, resposta rapida, reducdo de custo, seletividade,
sensibilidade, miniaturizagdo, precisdo, facilidade de uso e pequeno volume de
amostra (ROSATTO et al., 2001).

Outro fator relevante para que as nanoparticulas (NPLs) dopadas com
lantanideos estejam sendo evidenciadas, € por apresentarem luminescéncia com um
tempo de meia vida na escala dos milissegundos, o que € um tempo de meia vida
longo quando comparado com a fluorescéncia de compostos organicos como a
fluoresceina, que também sao utilizados como marcadores e apresentam um tempo

de meia vida na escala dos nano aos microssegundos (YANG et al., 2008).
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Além de que, os tradicionais corantes organicos s&o excitados por radiagao
ultra-violeta (UV) que é potencialmente prejudicial a célula e cancerigeno (WANG et
al., 2009), enquanto que as NPLs dopadas com lantanideos podem ser excitadas
por radiagdes nao idnizante como a luz infravermelha (NIR), o que demostra sua
grande potencialidade para utilizagdo em muitos campos da ciéncia bioldgica,
incluindo marcacao de células e tecido (WANG et al., 2009; BOUZIGUES et al,,
2011).

Estas nanoparticulas fluorescentes a base de ions lantanideos que utilizam
mecanismos de conversdo ascendente de energia (upconversion) podem converter
uma radiagdo de comprimento de onda maiores (por exemplo, luz infravermelha) em
uma fluorescéncia com comprimento de onda mais curto (por exemplo, luz visivel) e,
portanto, ttm emergido como uma nova classe de marcadores fluorescentes para
imagens biomédicas (WANG et al., 2009). Desta forma, a irradiacao infravermelha
apresenta uma forte capacidade de penetragdo no tecido biologico e é também
menos prejudicial as células (LI et al., 2008b).

Contudo, apesar do enorme potencial dos nanomateriais luminescente que
utiizam o mecanismo de upconversion em aplicagdes na biociéncia, algumas
melhorias ainda sdo necessarias para otimizar e melhorar suas propriedades para
possiveis aplicagdes comerciais. Relatos sugerem que estas melhorias devem ser
obtidas para o rendimento quantico da luminescéncia upconversion. Infelizmente,
nanoparticulas de upconversion contém luminescéncia de baixo a médio brilho
guando comparada a biomarcadores convencionais. Assim, a emissao upconversion
deve ser ainda mais otimizado e melhorado, para atender a requisitos de
sensibilidade extremamente elevadas indispensavel para bioensaios e bioimagem
(ZHU el al., 2011).

Ainda de acordo com Zhu el al.,(2011) existem maneiras para melhorar o
rendimento quantico de luminescéncia upconversion como: otimizar a concentracao
do dopante; modificar quimicamente a matriz hospedeira; controlar a distribuigdo dos
ions no material hospedeiro; e variar a composi¢cao, estrutura e morfologia das
nanoparticulas upconversion.

Neste contexto, recentes trabalhos que reportam o uso de nanoparticulas co-
dopadas com lantanideos utilizados em mecanismos upconversion para aplicacoes
como biomarcadores tém-se destacado, com o intuito de se obter um marcador

otimizado com rendimento quantico adequado para sua aplicabilidade. Diferentes
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lantanideos tém sido utilizados dopados em diferentes matrizes para se alcancgar
este objetivo, e dentre estes fons podem ser citados o Yb**, Er**, Tm**, Nd**, e
particularmente muitos trabalhos contendo os pares de ions lantanideos (Yb-Tm),
(Yb-Er), onde os diversos mecanismos de transferéncia de energia tém sido
investigados no sentido de aumentar a eficiéncia quantica dos sistemas. Contudo, a
seguir serdao destacados alguns trabalhos de upconversion que utilizam a
codopagem utilizando apenas os ions Yb e Er, que é o foco da presente tese.

Na tentativa de obter uma nanoparticula fluorescente upconversion (UCNPSs)
para marcagao de células cancerigenas, Wang et al., (2009) prepararam, mediante a
sintese solvotérmica, nanocristais de NaYF, codopados com os lantanideos Yb e Er
e modificaram a superficie deste material com o agente silano APTES para torna-lo
biocompativel. Apds a silanizagdo, estas nanoparticulas forma ligadas
covalentemente ao anticorpo de coelho CEAS8, para deteccdo de antigenos
carcinoembrionarios e em seguida foram colocados em contanto com as células
HeLa. Os autores observaram uma forte luminescéncia nas células marcadas
quando excitadas em 980nm e deteccao das células Hela, levando a conclusado de
que estas nanoparticulas sao eficientes para biomarcagao “in vitro”. Este mecanismo

de marcacéo das células HelLa foi demonstrado de forma esquematica na Figura 8.

Figura 8 - Imunomarcacéao de células HelLa utilizando UCNPs.
\

~ -

- -~

Ja—

NaYF,: Yb, Er . ) » 01 d .-¢
Amino funcionalizada
y l NCEI- —— B -
Frep Yy

\H + o

Ny <

> ~

) ¢ 4 = antigeno Y = anticorpo

Fonte: WANG et al., 2009.

Jing et al., ( 2012), também realizaram ensaios de upconversion a partir de
um nanocomposito contendo NaYFs: Yb, Er e superficie silanizada ligados
covalentemente a nanotubos de carbono (SWNH). Este nanocompdésito foi

caracterizado por espectroscopia de luminescencia, sendo observado que o mesmo
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apresenta, sob excitacdo 980 nm, fluorescéncia na cor verde brilhante. Estes autores
também observaram que o sistema tem potencial para aplicagdes como marcagao
celular e carreamento de farmacos, pois o nanocompésito obtido foi conjugado com
anticorpo de coelho anti-CEA8 (Ac) e, em seguida, usado com sucesso para
imunomarcacéao de célula Hela.

Hemmer et al., (2013) desenvolveram nanoparticulas de 6xido de gadolineo
codopado com os lantanideos Er*'e Yb®" utilizando métodos de precipitacdo e de
sintese hidrotérmica. Estes autores confirmaram através da técnica de excitacao e
emissdo que estas nanoparticulas de Gd,Os: Er**apresentam emissdo up-
conversion em verde (550 nm) e vermelho (670 nm), sobre excitacdo de 980 nm, o
que faz com que essas estruturas sejam interessantes para aplicagbes como
biomarcadores. No que diz respeito a sua potencial aplicagdo em biocimagem, a
citotoxicidade foi um aspecto importante a ser analisado, onde através da analise em
células B nao fagocitarias e de macrofagos, foi observado que para os macrofagos
estas nanoparticulas se apresentaram citotdxicas sob condi¢cbes acidas, justificada
pelo autor devido a instabilidade quimica do éxido de gadolineo nestas condigdes.
Contudo, quando a superficie das nanoparticulas foram modificadas com
poli(etileno-glicol)-b-poli(acido acrilico) (PEG-b-PAAC), esta toxicidade pode ser
superada, resultando em uma boa biocompatibilidade das nanoparticulas com os

macrofagos.
2.7 Reagao de Combustao

Existem diversos métodos para sintese de pds cerdmicos que objetivam a
obtencdo de pds altamente puros, com tamanho de particula fino, e pequena
agregacao e aglomeragao, além da necessidade do material obtido possuir baixo
custo. A maioria dos métodos varia em eficiéncia, pois ndo atendem todos esses
niveis. Um método interessante para obtencdo de pds de elevada pureza e
homogéneos e que apresenta um custo relativamente baixo € a sintese por
combustdo (TONIOLO, 2004).

O método de combustédo, também conhecido como sintese auto propagante,
€ uma maneira facil, segura e rapida de produzir pds ceramicos, e suas principais
vantagens sdo que elas requerem menos energia que 0s processos de sintese de

materiais ceramicos convencionais e, que o tempo de processamento € reduzido
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para poucos minutos. Uma vez que nao necessita de multiplas etapas, este método
€ bastante simples, levando normalmente a produtos com estrutura e composigao
desejadas (KIMINAMI et al., 2008).

A sintese de materiais por reacdo de combustdo, atualmente tem se
destacado por ser um método que tem se apresentado eficaz na producédo de
particulas nanométricas (CHINARRO et al, 2007), sendo um processo de
preparacdo através de reacdes exotérmicas utilizadas para a producdo de pods
ceramicos multicomponentes, cristalino, muito fino e homogéneo sem decomposicao
e/ou etapas de calcinacao intermediarias. Esta reagao exotérmica tem seu inicio na
temperatura de ignicdo e gera determinada quantidade de calor que € manifestada
na temperatura maxima, ou temperatura de combustdo. O processo é baseado no
principio de que uma vez iniciada por uma fonte externa, uma reagao exotérmica
muito rapida ocorre, tornando-se auto-sustentavel e gerando um produto final (6xido)
dentro de um curto periodo de tempo (COSTA et al., 2007).

Baseados em conceitos da termodinamica usados na quimica dos
propelentes e explosivos, esta técnica de sintese por reagdo de combustdo envolve
a reacdo de uma mistura redox, contendo ions metalicos de interesse como
reagentes oxidantes, e um combustivel como agente redutor (JAIN, ADIGA e PAI
VERNEKER, 1981). Assim, um método alternativo para uso dessa técnica na sintese
de pods foi desenvolvido por meio da utilizagdo de reagentes de facil oxidagao (como
nitratos) e de combustiveis que atuam como reagente redutor (como a uréia
[CO(NH2)2] (COSTA et al., 2002, YANG et al., 2012), hidrazina maléica (C4HsN205)
(ANTONIO, 2006), carboidrazina [CO(N2H3)2] (FU, 2007), glicina (NH,CH,COOH)
(HWANG et al., 2005, JIANG et al., 2012). As propriedades dos pos preparados pela
combustdo de misturas redutoras, tais com o tamanho de cristalito, area superficial
especifica, morfologia, fases, grau e natureza da aglomeracgdo, irdo depender,
entretanto, do combustivel usado e da chama de combustdo (TAHMASEBI e
PAYDAR, 2008).

Contudo, os principais parametros de combustdo, difundidos pela literatura,
que tém sido investigados sao: tipo de chama, temperatura, gases gerados,
atmosfera, razdo combustivel-oxidante, composigao quimica e pureza dos reagentes
precursores (TONIOLO, 2009).

O tipo de chama gerado durante a reagdo de combustdo em solugdo, em

geral, sob condigbes controladas, gera dois tipos de chama, a incandescente
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relativamente quente, e a do tipo smoldering (chama lenta e branda ou sem chama),
dependendo do combustivel e da razdo combustivel-oxidante empregados. A chama
incandescente pode demorar segundos, ou inclusive, minutos, enquanto que no
smoldering a chama ndo surge ou se extingue em poucos segundos. O tipo de
chama na combustdo exerce um papel importante no controle do tamanho da
particula dos pds, como sinterizados (LI et al., 2010).

A temperatura da chama obtida pela combustdo € dependente da forca
redutora do combustivel e da quantidade de gases formado. Temperaturas elevadas
favorecem a cristalizagcao e sintetizagcdo das particulas do pé e quanto maior a
quantidade de gases gerados maior sera a dissipacdo de energia, ou seja, menor
sera a quantidade de energia disponivel para a sintetizagdo e cristalizacdo e
formacdo da fase desejada o que requer mais oxigénio da atmosfera para
combustdo (FUMO, 1997).

Na sintese por combustdo, a morfologia do pd, o tamanho da particula e a
area superficial sdo diretamente relacionados a quantidade de gases que escapam
durante a combustdo (GANESH et al., 2002). Os gases quebram grandes
aglomerados e criam poros entre as particulas. De fato, os aglomerados s&o
desintegrados a medida que aumenta a geragao de gases e mais calor € liberado do
sistema, dificultando o crescimento das particulas (MCCRITTRICK et al., 1999).

O tipo de combustivel influéncia diretamente na temperatura e tempo de
combustdo, que sdo pardmetros importantes na reagcdo de combustdo e que
determinam na maioria das vezes as caracteristicas finais dos pos produzidos. No
entanto, o aumento de temperatura de combustao além de esta baseado no tipo de
combustivel utilizado, também sofrem influéncia de variagcbes nas condi¢cdes da
sintese, tais como tipo de recipiente e forma de aquecimento externo utilizado para
as reagoes de combustao (TONIOLO et al., 2004).

Durante a combustdo o calor gerado pela reacdo aumenta a temperatura
causando a formagdo de uma espuma suavemente aglomerada e bem-cristalizada
(GANGULI E CHATTERJEE, 1997). Esta reacao gera calor que € manifestado pela
temperatura de combustao (Tc), capaz de volatilizar impurezas de baixo ponto de
ebulicdo e, portanto resultar em produtos mais puros do que aqueles produzidos
pelas técnicas convencionais (MOORE, 1995). Temperaturas elevadas favorecem a

cristalizagao e sinterizagdo do pé e quanto maior a quantidade de gases gerados



29

maior sera a dissipagcdo de energia, ou seja, menor sera a quantidade de energia
disponivel para a sinterizag&o e cristalizagdo (FUMO, 1997).

A escolha do combustivel ideal para a preparacdo de um pd ceramico
depende varios fatores importantes, tais como, a valéncia, quantidade de agente
oxidante e/ou redutor, facilidade de utilizagdo e comercializagao, baixo custo. Entre
0os combustiveis usados na reagcdo de combustdo, a uréia (CO(NHz)2) pode ser
considerada a mais utilizada na sintese por reagao de combustao, por apresentar
vantagens tais como: baixa capacidade redutora devido a sua valéncia total 6+,
menor tamanho da cadeia organica, produz um pequeno volume de gases,
disponibilidade comercial, baixo custo, e o fato de gerar baixas temperaturas de
combustédo, porém suficiente para a formacao das fases desejadas nos produtos
finais (SEGADAES et al., 1998).

Costa et al.,(2013), utilizaram o método de reacdo de combustdo utilizando
como reagentes quimicos o nitrato de aluminio, nitrato de zinco, 6xido de itérbio e
oxido de érbio como agentes oxidantes e a uréia como agente redutor, obtendo os
melhores resultados quando utilizou uma proporcdo de 5:1 de oxido de itérbio e
oxido de érbio de uma co-dopagem com o total de 0,06 moles, seguindo a seguinte
estequiometria: ZnAlq94Ybo 05:Erp0104. Durante esta sintese realizada, foram
adicionados a mistura de pds, 5 mL de agua, e a reacao foi realizada em placa de
aquecimento que atinge no maximo 480°C. O trabalho realizado por estes autores
utiliza os mesmos precursores utilizados na presente tese, além de que o método de
sintese por reagcdo de combustdo também foi 0 mesmo para obtencédo de pdés com
caracteristicas nanométricas, sendo desta forma uma sintese altamente reprodutivel,
que possibilita a obtencdo de nanoparticulas que podem ser utilizadas com

diferentes finalidades, inclusive para aplicagdes biotecnolégicas.



30

3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

Para a sintese das nanoparticulas (NPLs) de ZnAljg5(Yb:Er) 0504, foram
utilizados os reagentes descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais utilizados para sintese das NPLs de ZnAlg5(Yb:Er)o 0504, €
funcionalizacao.

Massa Pureza

Reagente Férmula quimica Fabricante  Molar(g/mol) (%)
Nitrato de zinco Zn(NO3)2.6H.0 Vetec 297,48 98,0
Nitrato de aluminio AI(NO3)3.9H,0 Aldrich 375,13 99,0
Oxido de itérbio Yb203 Aldrich 394 99,9
Oxido de érbio Er,O3 Aldrich 382,6 99,9
Uréia CO(NHy>), Vetec 60,06 98,5
fﬂ;ﬂggf;&% [H,N(CH,),Si(OCHy);]  Aldrich 179,29 98,0
Quitosana C12H24N209 Aldrich - 98,0
Glutaraldeido CsHsO Vetec 100,12 25,0

Fonte: PROPRIA, 2013.

3.2Sintese das NPLs

Neste trabalho de pesquisa as NPLs de ZnAl;gs(Yb:Er)oosO4 foram
sintetizadas na proporgéao de 5:1 em mol de Yb:Er, seguindo a metodologia proposta
por Silva (2006) com mudanga no tipo de recipiente e na forma de aquecimento. A
estequiometria da composigéo foi definida com base no resultado mais promissor de
Silva (2006), em termos de resposta da intensidade da luminescéncia upconversion.

Deste modo, para a sintese das NPLs utilizou-se as seguintes condigdes: i)
todas as reagdes foram realizadas sem diluicdo com agua destilada; ii) a fonte de

aquecimento utilizada foi uma base ceramica com resisténcia em espiral
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(temperatura da resisténcia 600°C); e iii) foi utilizada a concentracdo molar de 0,05
mol (Yb:Eb)3+ em substituicdo aos fons de AI**, em uma propor¢éo molar de 5:1 de
Yb**:Er*, tendo-se o sistema:
o ZnAly95Ybooa116:Er 00083304 onde a quantidade de Yb:Er codopados foi
equivalente a 0,05 mol, podendo representar o sistema também como:
ZnAl4 95(Yb:Er)o,0504, 0 qual foi designado por NPLs de AZC.

A composicao inicial da fase na estequiometria desejada foi estabelecida com
base a teoria dos propelentes e explosivos, que utiliza a valéncia total dos reagentes
oxidantes e redutores, de modo a favorecer a relacdo estequiométrica
oxidante/combustivel, ®e = 1 (JAIN et al., 1981), como apresentado a seguir.

Je = 1 = > (coef. dos elementos oxidantes x valéncia) / (-1) > (coef. dos

elementos redutores x valéncia)

> (coef. do oxidante x valéncia) + (coef. do redutor x valéncia) =0

Tomando como base as massas molares descritas na Tabela 2, para os
reagentes nitratos de aluminio e zinco, os 6xidos de itérbio e érbio e o combustivel
uréia, determinou-se a quantidade estequiométrica (em gramas) dos reagentes,
multiplicando-se a quantidade de material (em mol) de cada elemento pela massa
molar do seu respectivo reagente, de modo a se obter a estequiometria das NPLs de
AZC, tem-se:

e Nitrato de zinco - 1 mol x 297,47 g/mol = 297,48 g;

¢ Nitrato de aluminio = 1,95 mol x 429,096 g/mol = 836,737 g;
e Oxido de itérbio = 0,04166 mol x 394 g/mol = 16,414 g;

o Oxido de érbio > 0,0083 mol x 382,6 g/mol = 3,175 g.

A quantidade de combustivel empregado na obtengdo da composigao
estequiométrica foi determinada com base na quantidade de material (em mol) dos
elementos metalicos e na valéncia total dos nitratos desses elementos. Carbono
(+4), hidrogénio (+1), aluminio (+3) e zinco (+2) foram considerados como elementos
redutores. O oxigénio foi considerado como elemento oxidante com valéncia (-2), e o

nitrogénio foi considerado neutro com valéncia igual a zero, uma vez que ele nao
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reage com outros elementos. A quantidade de uréia (n,) (em mol) calculada de

acordo com sua valéncia total igual a 6:

Sendo assim, baseado na equacgao, tem-se:

1 x Zn(NO3)2.6H20 + 1,95 x [AI(NO3)3.9H20] + 0,04116 x [Yb,O3] + 0,00833 x [Er,03]
--n,6

(1 mol de zinco x valéncia total do nitrato de zinco) + (1,95 moles de aluminio x

valéncia total do nitrato de aluminio) + (0,04116 mol de oxido de itérbio x valéncia

total do Oxido de itérbio) + 0,00833 mol de 6xido de érbio x valéncia total do 6xido de

érbio) = - n,6

1[2+(-12)] +1,95 [3+(-18)] + 0,04116 [+6-6] + 0,00833 [+6-6] = - n,6
ny = 6,54 mols.

Para determinar a quantidade estequiométrica (em gramas) da uréia, também

multiplicou sua quantidade em mol pela sua respectiva massa molar. Logo, tem-se:

e Massa de uréia: 6,54 mol x 60,06 g/mol = 392,79 g.

A quantidade de reagente total (RT) estabelecida na estequiometria e a
quantidade de reagentes total utilizado para sintese das NPLs de AZC encontram-se
apresentada na Tabela 2.

Para ndo haver desperdicios de reagentes durante a reacdo de combustéo,
devido a capacidade do cadinho de silica vitrea ser de apenas 200 mL, todos os
valores encontrados para as quantidades estequiométricas (em gramas) dos
reagentes (nitratos, 6xidos e combustiveis) foram divididos por 150 (m/150), antes

de serem misturados no cadinho.
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Tabela 2 - Quantidade em gramas dos materiais utilizados na sintese das NPLs de
AZC.

Quantidade de RT na Quantidade de RT

Reagente estequiometria utilizado nas reagdes
Nitrato de zinco 297,48 2,592

Nitrato de aluminio 836,737 1,963

Uréia 392,79 5,522

Oxido de itérbio (Ill) 16,414 0,108

Oxido de érbio (111) 3,175 0,021

Peso total (g) 1546,596 10,2074

Fonte: PROPRIA, 2013.

Deste modo, utilizou-se apenas 0,66% da quantidade total de reagentes (RT)
calculado na estequiometria para as NPLs de AZC, o que equivale a 10,207 g. Logo
apo6s, o cadinho contendo todos os reagentes foi colocado sobre a base ceramica
com resisténcia espiral, onde se formou uma solugao devido a desidratacdo dos
nitratos (agentes oxidantes), 6xidos de itérbio e érbio e do combustivel (agente
redutor).

Com o aquecimento ocorreu um aumento da viscosidade, formando bolhas e
dando inicio a volatilizagdo de gases e posteriormente a combustdo. Ao término da
reagcao de combustdo, o produto resultante (flocos porosos) foi mantido no forno tipo
mufla a 500°C por 10 minutos para a eliminagdo dos residuos de volateis
remanescentes, que surgem devido a formacédo de bolhas e ao inchamento do
volume da mistura nas bordas do cadinho. Depois, apenas o produto que entrou em
combustéo foi retirado e desaglomerado em um almofariz, peneirado em peneira
malha #325 (abertura de 44 um), e por fim, as NPLs de AZC foram caracterizadas.

A Figura 9 ilustra o fluxograma do processo de sintese adotado para obtengcao
das NPLs de AZC.
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Figura 9 - Fluxograma de sintese por reagdo de combustdo para a obtencédo das
NPLs de AZC.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

3.3. Funcionalizacao das NPLs

Inicialmente as superficies das NPLs de AZC foram modificadas a com o
agente silano de acoplamento, o 3-aminopropiltrimetoxisilano [H2N(CH3)3Si(OCH3)s]
(APTS) seguindo a metodologia proposta por Feng et al., (2003).

Inicialmente, 50 mL de etanol e 1 g das NPLs de AZC foram colocados em
banho ultrassom por 30 minutos. As NPLs em suspensao foram separadas em uma
centrifuga FANEM modelo baby com velocidade 500 rpm por 30 minutos e em
seguida, secas em estufa FANEM modelo 315 a 150°C/12 horas.

Duas porcdes de 0,1 g de NPLs secas da amostra AZC foram pesadas, e
adicionadas em 2 mL do agente silano. Para homogeneizacdo dos materiais,
utilizou-se um banho ultrassom modelo 712 da marca Fisatom XE100 rpm por 15

minutos. Em seguida, as NPLs foram submetidas ao aquecimento em forno micro-
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ondas (Eletrolux, 28 L) na poténcia de 900 W, por 2 minutos, sendo, posteriormente
colocadas novamente no banho ultrassom por 5 minutos. Esta etapa de
aquecimento no forno micro-ondas e homogeneizagédo no banho ultrassom foram
repetidas por cinco vezes, deixando em temperatura ambiente por 12 horas.

As NPLs foram secas em estufa modelo FANEM Modelo 315, SE a 150°C por
30 minutos, e em seguida foi adicionado agua destilada para serem centrifugadas
em uma centrifuga FANEM modelo baby, com rotagdo de 600 rpm por 20 minutos.
As NPLs foram lavadas por cinco vezes com agua destilada, e em seguida,
permanecendo na estufa por 24 horas (110°C), obtendo-se assim, as NPLs de AZC

modificada a superficie com o agente silano (AZC/SiO,).

3.3.1 Funcionalizagdo das AZC/SiO, com quitosana (QT)

Para funcionalizagdo com quitosana, inicialmente, 0,1 g de quitosana (QT)
(Sigma Aldrich, 84,7% de desacetilacdo) foram adicionadas a 5,0 mL de uma
solugdo de acido acético a 1 %, sob agitagdo em uma placa BIOSTAR sem
aquecimento, por 24 horas. Para tanto, 0,5 grama das NPLs de AZC/SiO, foram
introduzidas na solucéo de quitosana, perfazendo uma proporcao de 5:1 de NPLs de
AZC/SiO,:QT, respectivamente. Em seguida esta mistura foi colocada em placa de
petri e seca em estufa a 60°C por 24 horas. Os filmes de quitosana formados foram
entdo adicionados em uma solugéo de hidréxido de sédio a 1 molar por duas horas
para neutralizar o pH, e logo apds ficaram imersos em agua deionizada por 24

horas. As NPLs funcionalizadas com quitosana foram designadas por AZCq.

3.3.2 Funcionalizagédo das ACZ/SiO, com Glutaraldeido (GT)

Nesta etapa, 0,5 gramas das NPLs de AZC/SiO, foram adicionadas em 10 ml
de uma solugdo tampéao salina (PBS) contendo 8,1 mmol/l NaoHPOy4, 1,9 mmol/l
NaH;POy4, 1,4 mol/l NaCl, e 0,05% Tween-20. A esta solugdo tampao também foi
adicionado 20 ml de glutaraldeido, seguindo o procedimento proposto por Yang et
al., 2004.

A mistura foi colocada em centrifuga por 25 minutos com velocidade 600 rpm.
Posteriormente, desprezou-se o liquido e a agua destilada foi colocada nos tubos

(sempre agitando com uma espatula) para a lavagem da mistura final. Esse
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processo de lavagem foi repetido por cinco vezes, onde foi recolhida em um vidro de
reldgio e submetida a secagem em estufa por 24 horas a temperatura de 60 °C. As
NPLs funcionalizadas com glutaraldeido foram designadas por AZCg.

3.4 Caracterizagao

3.4.1 Difracdo de Raios X (DRX)

Para avaliar a estrutura e fases presentes, foi usado um difratdmetro de raios
X Siemens (modelo D6000, radiagdo Cu K) que opera com tubo de alvo de cobre a
uma voltagem de 40 kV e 40 mA de corrente. Os difratogramas de raios X foram
obtidos na faixa 26 de 5 a 75° em passo de 0.02° com tempo de passo de 1
segundo, na temperatura ambiente de 25°C. Este ensaio foi realizado no Laboratério
de Engenharia de Materiais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da
UFCG
O tamanho de cristalito foi calculado a partir da linha de alargamento de raios X
(d311) por meio da deconvolugdo da linha de difragdo secundaria do cério
policristalino (utilizado como padrao) utilizando-se a equagao de Scherrer:
d= k.A
B . cosé6.

(1)

Onde, d é o didmetro médio das particulas; k € a constante de proporcionalidade
que depende da forma das particulas, assumida como sendo esférica (0,89); A o
comprimento de onda da radiagédo do CuKa (1,5418 A); e, B a largura & meia altura
do pico.

Para identificacdo das fases foi utilizado o programa (Pmgr) da Shimadzu e
para obtencdo das fichas cristalograficas padrées foi acessado o banco de dados
JCPDS. A cristalinidade foi obtida no programa (Pmgr) da Shimadzu cristalinity que
utiliza o coeficiente de corre¢do de Lorentz, para calcular a percentagem de fase

cristalina.
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3.4.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR forao obtidos usando um espectrometro modelo 400
FT-IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer, entre 4000 e 650 cm™, com resolucédo de 4
cm” e 20 varreduras. Esta técnica foi utilizada para observar as bandas
caracteristicas dos materiais avaliados. A presenca de bandas vibracionais,
localizadas na regiao de um numero de onda, indica o tipo de grupos funcionais

presente na estrutura de uma molécula.

3.4.3 Distribuigdo Granulométrica

As medidas de tamanho mediano e distribuicdo dos aglomerados foram
realizadas utilizando um analisador de particula Malven modelo Mastersize 2000 do
Laboratério de Engenharia de Materiais da Unidade Académica de Engenharia de
Materiais da UFCG. Antes da analise as NPLs antes e apds a funcionalizacdo foram

submetidas a 5 minutos de ultrasson.

3.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise morfologica das NPLs antes e apds funcionalizagdo foi realizada
através de microscopia eletrobnica de varredura. Para analise foi utilizado o
microscopio eletrénico de varredura, marca Philips, modelo XL30 FEG do laboratorio
de Caracterizagao Estrutural (LEC) do DEMA/UFSCar.

3.4.5 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

O tamanho e a morfologia das particulas e/ou aglomerados das NPLs antes
e apos funcionalizagdo também foram analisados por microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Para a analise foi utilizado um microscopio eletronico de
transmissdo modelo EM420, marca Philips (voltagem de 120KV) do laboratério de
Caracterizagao Estrutural (LEC) do DEMA/UFSCar.
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3.4.6 Tensao Superficial

Para avaliacdo da interacao entre as fases sodlido/liquido das NPLs antes e
apo6s a funcionalizagao, foi empregado o método da gota séssil. Neste método, uma
gota de agua de aproximadamente 4 L foi colocada suavemente sobre a superficie
dos materiais como esta ilustrado na Figura 10, e foi registrada a imagem de 5 gotas
diferentes dispostas sob as superficies das amostras para obtencdo da média dos
angulos obtidos.

A analise foi realizada no Laboratorio de CERTBIO/CCT/UFCG utilizando um
gonidbmetro. Para isto foram efetuados gotejamentos de &agua deionizada na
superficie das pastilhas prensadas das NPLs de AZC, AZCq e AZCg. Utilizou-se
uma camara digital para capturar a imagem que foi, posteriormente, remetida a um
computador para ser feita a medigdo do a&ngulo de contato entre a gota e a
superficie por analise de imagem através do software Angle Calculator. A medida do
angulo de contato, assim obtida, foi utilizada para caracterizar o grau de

hidrofilicidade das superficies.

Figura 10 - Representagdo da medida do angulo de contato (0), formado entre a

gota e a superficie.

angulo de
contacto

tangente a superficie
liguida no contacto

liquido

N

Fonte: ALHANATI, 2012.

A hidrofilicidade esta relacionada com o molhar, que envolve a interagao de
um liquido com a superficie. A molhabilidade é afetada pela presenga de grupos
polares na superficie do material. O comportamento da gota sobre a superficie indica

diferentes situagdes de molhabilidade de uma superficie: para (8 = 0) podemos dizer



39

que a superficie apresenta alta molhabilidade ou que € hidrofilica, para (0° <6 < 90°)
afirma-se que a superficie & predominantemente hidrofilica, para (90° < 6 < 180°) a
superficie é predominantemente hidrofébica e para (6 = 180°) a superficie é

totalmente hidrofébica ou ndo molhavel (Figura 11).

Figura 11 - Representacdo de uma superficie hidrofilica (0° < 6 < 90°),
predominantemente hidrofilica (90° < 8 < 180°) e hidrofébica (6 = 180°).

Fonte: Prépria, 2013.

3.4.7 Teste de Solubilidade

Aproximadamente 0,01 g de cada uma das amostras a serem testadas foram
colocadas em um tubo de ensaio e a este foi adicionado 1 mL dos solventes
utilizados (agua, etanol 95 % e acido acético 1 %), estes tubos foram vigorosamente
agitados por 20 minutos. Todos os testes realizados foram acompanhados de um
teste em branco contendo apenas o solvente. As medidas de solubilidade foram
feitas em temperatura ambiente. Se uma pequena quantidade da amostra ndo se
dissolver no solvente é considerado insoluvel naquele solvente. Esta analise foi
realizada no Laboratério de Engenharia de Materiais do Departamento de
Engenharia de Materiais (DEMa) da UFCG.

3.4.8 Analise Termogravimeétrica

Técnicas de analise térmica diferencial (DTA) e termogravimétrica (TG/DTG)
foram utilizadas para avaliar os eventos endotérmicos e exotérmicos e perda de
massa, respectivamente para as amostras antes e apds funcionalizagdo. Foi
utilizado o equipamento SHIMADZU D50 do Laboratério de Engenharia de Materiais
do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da UFCG.
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3.4.9 Espectroscopia de Luminescéncia

O comprimento de onda de excitagao foi determinado pela espectroscopia de
excitagdo com as transicbes eletrbnicas e suas respectivas intensidades foram
determinadas por espectroscopia de emissao e excitagdo. Os espectros de emissao
e excitagdo foram obtidos utilizando um laser de diodo em 978 nm com potencia
maxima de 165 mW, com lente convergente de 100 mm para focalizar a amostra,
monocromador de 25 cm para dispersar o sinal, fotomultiplicadora Hamamatsu
H5783-20 para detectar o sinal, um modulador mecénico (chopper), um amplificador
lock-in SR530.

Este sinal amplificado foi entdo enviado para um computador e captado em
um programa em Labview para aquisicdo dos dados. Todas as medi¢cées foram
realizadas a temperatura ambiente. Esta analise foi realizada no laboratério de
Optica Nao Linear do Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, Recife - PE.

3.5 Avaliagao da Viabilidade Celular pelo MTT

Para avaliagao da viabilidade celular dos macrofagos foi utilizado o método de
MTT que se baseia na capacidade apresentada por células de reduzir o sal
tetrazéliolbrometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio], baseado na
capacidade que as células viaveis tém de clivar o anel tetrazolico presente no MTT
pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocondria ativa das células,
formando cristais de formazana, a partir da reducao do tetrazolio MTT.

Avalia-se a viabilidade celular partindo do principio que as células viaveis,
uma vez em contato com o MTT, metabolizam o tetrazdlio de metiltiazol na
mitocdndria, utilizando enzimas ativas. Isto produz um acumulo de cristais de
tetrazodlio ou formazana, e estes se acumulam no interior da célula e apds a lise
celular confere ao meio uma coloragao azul, que pode ser detectado pela leitura da
absorbancia em 540 nm, com filtro de referéncia em 620 nm, conforme
recomendado por Mosmann (1983), utilizando-se a técnica de espectroscopia de
absorcdo na regido do visivel. Sendo assim, quanto maior a leitura no

espectrofotdmetro maior o percentual de células viaveis, em relagao as nao viaveis.
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3.6.1 Preparo de Amostras para Teste de Citotoxicidade

As nanoparticulas de AZC antes e apods funcionalizagdo com quitosana
(AZCq) e com glutaraldeido (AZCg) foram prensadas em prensa hidraulica marca
Carver com 5 toneladas para obtengdo de pastilhas com diametro de 4 mm,
tamanho adequado para placa de cultura de tecidos de 96 pogos (Figura 12).

As amostras foram entdo esterilizadas em autoclave vertical modelo Phoenix,
a uma temperatura de 120° C por vinte minutos, para eliminagdo de toda vida
microbiana ou viral, e em seguida foram secas em estufa FANEN 315 SE, a uma

temperatura de 120° C por uma hora.

Figura 12 - Placa de cultura de tecidos de 96 pocos utilizada para ensaio de
citotoxicidade.

Fonte: PROPRIA, 2013

3.6.2 Obtencao das Células do Exsudato Peritonial

Para a realizacdo desta etapa, fez-se necessario a obtencido das células do
exsudato peritoneal utilizando-se 5 camundongos Swiss, previamente estimulados
pela inoculagao intraperitoneal de 3,0 mL de Tioglicolato de Sédio (Difco Lab. LTDA)
a 3,0 %, trés dias antes da coleta de células. Apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados por inalagdo em camara de CO,. Na camara de fluxo laminar, os
animais foram colocados em suporte e imobilizados pelas patas com o abdémen
voltado para cima para retirada da pele na parte peritoneal com o auxilio de pingas
dente de rato, expondo o peritbneo.

Em seguida foi injetado na cavidade abdominal do animal 5,0 mL de uma
solugdo salina tamponada de fosfato (PBS), estéril, com pH 7,2, a 4° C. Apés uma
massagem vigorosa na regido abdominal, os macrofagos aderidos ao tecido séo
liberados para o liquido peritoneal, que foi coletado para preparacao da suspensao

celular. Estas células coletadas foram lavadas trés vezes com 5 mL de PBS, e
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centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos a 4° C em centrifuga refrigeradora modelo
Universal 32R, marca Hettich Zentifugen.

Apods a centrifugagdo as células sedimentadas foram ressuspensas em 1,0
mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol (2x10™° M)
(Sigma), penicilina (100 U/ml) (Sigma), estreptomicina (100 U/ml) (Sigma), L-
glutamina (2mM) (Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cultilab), sendo 0 meio assim
composto designado por RPMI-1640-C. O numero de células foi determinado pela
contagem em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) em uma
diluicdo 1:100 do liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a concentragéo de
5x10® células em meio RPMI-1640-C.

Em uma placa estéril de 96 pocos de fundo plano (Corning, Inc.) foram
distribuidas 1,0 mL da suspencao celular do exsudato peritoneal de camundongos, e
incubadas a 37° C por 60 minutos em estufa contendo tensédo constante de 5% CO»
(Forma Scientific, EUA). Apés a incubacéo, as células ndo aderentes foram retiradas
e os macrofagos que ficaram aderidos a placa foi adicionado um volume igual ao
inicial de RPMI-1640-C em presenca das amostras a serem analisadas.

Em outras cavidades da referida placa, com as mesmas condi¢cdes anteriores,
foram adicionadas 100 pL de LPS (lipopolissacarideo bacteriano derivado de E. coli),
adquirido da Sigma Aldrich a uma concentragdo de 10 mL como controle positivo, ou
apenas meio de cultura RPMI-1640-C (controle negativo). As placas foram
incubadas por 24 h, a 37 °C, em estufa contendo tensao constante de 5 % de CO,
(Forma Scientific, EUA). Apds esse periodo, sobre a cultura celular foram
adicionados 100 pL de uma solugdo de MTT (Across Organics) a 1,0 mg/mL em
RPMI-1640.

A placa foi entdo incubada por mais 3 horas, nas mesmas condi¢des
anteriores. Apos esta incubagao, os sobrenadantes foram descartados e as células
aderentes tratadas com 100 uL de isopropanol (Mallinckrodt Chemical) para
solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da densidade otica foi
determinada em espectrofotometro (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech.
Div., Helsinki, Finland) em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm
(MOSMANN, 1983). A viabilidade celular foi calculada em porcentagem,
considerando-se o controle negativo como 100 % de viabilidade. Este ensaio foi
realizado no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Materiais (CERTBIO),

da Universidade Federal de Campina Grande, PB.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difragao de Raios X

Na Figura 13 pode ser visualizado os difratogramas de raios X para as NPLs
(amostra AZC), as NPLs silanizadas (AZC/SiO,), e as NPLs antes e apés
funcionalizagdo com quitosana (AZCq) e glutaraldeido (AZCg) respectivamente.
Mediante as curvas de difracdo, observa-se para as NPLs de AZC, a amostra
silanizadas e as funcionalizadas, a presenca de 14 picos referentes a fase
majoritaria cristalina cubica do espinélio normal ZnAl,O, identificado pela ficha
cristalografica JCPDS 05-0669, e presencga de 3 picos referente a fase secundaria

do Al,Yb4O identificada mediante a ficha cristalografica JCPDS 32-0029.

Figura 13 - Difratogramas de raios X: (a) NPLs de AZC, (b) NPLs de AZC/SiO,, (c)
NPLs funcionalizadas com quitosana (AZCq) e (d) NPLs funcionalizadas com
glutaraldeido (AZCg).

Intensidade (u.a.)

m d(111)

10 20

20 (graus)

Fonte: PROPRIA, 2013.
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A presengca da segunda fase possivelmente surge por consequéncia da
diferenca dos raios idnicos dos ions Yb*" (0,75 A) e Er** (0,85 A) em relagdo ao raio
idnico dos fons de AP (0,88 A) que é 15 e 3%, respectivamente. Como a diferenca
entre o tamanho dos raios idnicos dos ions Yb** e AP** é 15%, o que é o limite de
diferenga para que possa ocorre substituicdo entre estes ions para formar uma
solucdo sélida parcial e também, como a quantidade dos ions Yb>*utilizado para co-
dopagem é consideravelmente mais elevado do que a quantidade dos ions Er”, a
substituicdo é limitada e tende a ter um baixo limite de solubilidade na rede do
espinélio ZnAl,O4, conduzindo a formacao da fase secundaria Al,YbsO. No caso dos
ions de Er** facilmente substituem os ions de AI** na rede do ZnAl,O4, pois os raios
ionicos possuem tamanho muito préximos.

Esta mesma caracteristica estrutural foi reportada por Costa et al., (2013),
quando avaliaram a co-dopagem de 0,06 mol de (Yb:Er) na proporcao de 2:1, 5:1 e
10:1 em uma matriz de ZnAl,O4 por reacdo de combustao, cuja as fases secundarias
relatadas foram Yb3Als01, e ZnO. Comparando os resultados obtidos por estes
autores, com os resultados reportados neste trabalho para as NPLs de AZC
sintetizada por reagdo de combustdo na proporgao de co-dopagem (Yb:Er) de 0,05
mol, verifica-se uma melhor eficiéncia no processo de sintese por reacao de
combustédo, comprovada pela existéncia da presenga da fase majoritaria ZnAl,O4 e
de apenas uma fase secundaria Al,Yb4O.

A maior eficiéncia no processo de sintese por combustao é considerada, pelo
fato de que neste trabalho de pesquisa a sintese foi realizada com uma fonte de
aquecimento com resisténcia espiral (temperatura de 600 °C), e no trabalho
reportado por Costa et al.,(2013) os autores utilizaram uma placa cerdmica com
temperatura de 480 °C. A maior temperatura da fonte de aquecimento usada na
sintese favorece a uma maior homogeneidade na reagao e, possivelmente, a uma
maior temperatura de combustdo, que deve ter favorecido o aumento do limite de
solubilidade dos ions Yb:Er na co-dopagem.

A influéncia da temperatura na caracteristica estrutural do ZnAl,O4 foi
reportada por Garcia-Hipdlito et al., (2003), quando sintetizaram filmes de ZnAl,O4
dopado com eurdpio na concentracdo de 30 % em mol pelo processo deposigao
spray pirdlise ultrasénica. Os autores reportaram que quando o material foi calcinado

na temperatura de 500 °C, formou-se a fase hexagonal referente ao ZnO e com o
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aumento da temperatura de calcinacdo para 550°C houve a formacado apenas da
fase cubica do espinélio ZnAl;O4.

Para as NPLs funcionalizadas com quitosana (AZCq), Figura 14c, pode ser
observado uma banda larga entre 15° e 25°, com pico centralizado em 26 = 22°
referente a quitosana (ficha JCPDS 40-1518), e que todos os demais picos
identificados do espinélio e da fase secundaria sofreram um leve deslocamento para
angulos 26 maiores e menores quando comparado com os picos identificados para a
NPLs sem funcionalizagdo. Analisando o pico referente a familia de plano {311}
observa-se um deslocamento de 0,27° para um angulo 20 menor. Isto é
consequéncia da difusdo do polimero quitosana na estrutura do espinélio, o que
tende a causar um pequeno deslocamento estrutural, comprovando assim que as
NPLs foram funcionalizadas.

Segundo Santos et al., (2012), a quitosana apresenta trés picos de difragao
proximos a 10°, 20° e 26°, bastante largos, o que indica que a quitosana possui uma
estrutura sem ordenamento cristalino a longas distancias interatbmicas, gerando
uma estrutura aleatéria desordenada. Este polimero a ser incorporado pela
funcionalizagdo em nanoparticulas de ZnAl,04 dopadas com o ion Eu®** apresentou
nos difratogramas de raios X também o surgimento de uma banda em torno de 22°
com deslocamento dos picos para angulos menores comparado a amostra do
ZnAl,O4 sem funcionalizacao.

Ali et al., (2011), utilizando a técnica de gelificagdo idnica construiram hibridos
utilizando tripolifosfato de sddio e ions de prata e quitosana, os autores reportaram
também a presenca de um pico localizado em 26 = 21,8° correspondente a estrutura
da quitosana. Isto comprova que o pico localizado em 22° observado neste trabalho
corresponde a quitosana, o que indica a efetividade da funcionalizagao.

Para as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg), ndo foi identificado
nenhum pico ou banda caracteristico deste dialdeido, possivelmente pela sua
caracteristica mais amorfa que a quitosana. No entanto, foi observado também leve
deslocamento para angulos 26 maiores e menores quando comparado com 0s picos
identificados para a NPLs sem funcionalizagdo. Analisando o pico referente a familia
de planos {311}, observa-se um deslocamento em torno de 0,19° para um angulo 26
maior, indicando também, que o glutaraldeido se difundiu na estrutura do espinélio,

comprovando também que as NPLs foram funcionalizadas.
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Na Tabela 3 encontram-se as intensidades, os planos (hkl), os respectivos
angulos de difragdo, e tamanho de cristalito calculados a partir dos dados de
difracdo de raios X correspondente as NPLs de AZC. Observa-se que a fase
majoritaria ZnAl,O4 apresentou dois conjuntos de planos que apresentam tamanho
de cristalito na mesma ordem de tamanho. O primeiro conjunto de planos
corresponde a 220, 311, 400, 511, 440, com tamanhos de cristalito de 9 e 10 nm. O
segundo conjunto de planos corresponde a 331, 422, 620 e 533, com tamanhos de
cristalito variando de 12 a 16 nm. Ainda foi observado que ha cinco planos que nao
foram determinados o tamanho de cristalito devido ao “background’ na anélise da

amostra.

Tabela 3 — Dados estruturais obtidos a partir dos resultados de DRX para as NPLs
de AZC.

Fase Majoritaria - ZnAl,O4

Intensidade hkl 20 Tamanho cristalito
3 111 19,19 n.d.
84 220 31,28 9

100 311 36,76 9
1 222 38,74 n.d.
8 400 44,74 10
10 331 49,28 14
24 422 54,92 16
40 511 59,26 9
43 440 65,24 10
1 531 66,42 n.d.
6 620 74,06 12
9 533 77,29 12
1 622 79,78 n.d.
<1 444 82,69 n.d.

Fase Secundaria - Al,Yb,O

Intensidade hkli 20 Tamanho cristalito
80 203 29,64 15
16 213 32,79 n.d.
25 040 34,47 15

n,d. —nao Qeterminado
Fonte: PROPRIA, 2013.
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Para a segunda fase verificou-se que os tamanhos de cristalito determinados
sdo na mesma ordem de grandeza 15 nm e que est&do dentro da faixa de valores do
tamanho de cristalito calculado para a fase majoritaria do ZnAl,O4. De modo geral,
pode-se afirmar que todas as curvas de difragdo para as NPLs com elevada largura
basal e baixa intensidade, o que indica um material com caracteristica de particulas
em escala nanométrica. Isto € comprovado pelos valores de tamanho de cristalito
determinados na faixa de 9 a 16 nm.

Na Tabela 4 pode ser observado as intensidades, os palnos (hkl), os
respectivos angulos de difragdo, e tamanho de cristalito calculados a partir dos

dados de difracado de raios X correspondente as NPLs silanizadas AZC/SiO..

Tabela 4 — Dados estruturais obtidos a partir dos resultados de DRX para as NPLs
de AZC/SiO:.

Fase Majoritaria - ZnAl,O4

Intensidade hkl 20 Tamanho cristalito
3 111 19,19 n.d.
84 220 31,26 11

100 311 36,77 11
1 222 38,74 n.d.
8 400 44,80 11
10 331 49,28 n.d.

24 422 55,61 11

40 511 59,30 11

43 440 65,21 11
1 531 66,46 22
6 620 74,01 12
9 533 77,28 12
1 622 79,78 n.d.

<1 444 82,69 n.d.

Fase Secundaria - Al,Yb,O

Intensidade hkli 20 Tamanho cristalito
80 203 29,64 n.d.
16 213 32,79 n.d.
25 040 34,47 n.d.

n,d. —nao Qeterminado
Fonte: PROPRIA, 2013.
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A partir dos dados visualizados na Tabela 4, pode ser observado que a fase
majoritaria ZnAl,O4 apresentou dois conjuntos de planos que apresentam tamanho
de cristalito na mesma ordem de tamanho. O primeiro conjunto de planos
corresponde a 220, 311, 400, 422, 511, 440, 620 e 533 com tamanhos de cristalito
de 11 e 12 nm. O segundo conjunto de planos corresponde apenas ao plano 531,
com tamanhos de cristalito de 22 nm. Da mesma forma que para as NPLs AZC, as
amostras silanizadas também apresentaram cinco planos que ndo foram
determinados o tamanho de cristalito devido ao “background” na analise da amostra.

Para a segunda fase desta amostra AZC/SiO, nao foram detectados os
tamanhos de cristalito para nenhum dos planos identificados também possivelmente
devido ao background na analise da amostra.

Nas Tabelas 5 e 6 encontram-se as intensidades, os planos (hkl), os
respectivos angulos de difragdo, e tamanho de cristalito calculados a partir dos
dados de difracdo de raios X correspondente as NPLs funcionalizadas com
quitosana AZCq e glutaraldeido AZCg, respectivamente.

Os conjuntos de planos observados para as NPLs funcionalizadas com a
quitosana AZCq (Tabela 5) para a fase majoritaria ZnAl,O4, que apresentam tamanho
de cristalito na mesma ordem de tamanho, foram divididos em trés conjuntos. O
primeiro conjunto de planos corresponde a 311, 511 e 440, com tamanhos de
cristalito de 12 e 13 nm. O segundo conjunto de planos corresponde a 400 e 422,
com tamanhos de cristalito variando de 16 a 17 nm. O terceiro corresponde apenas
ao plano 220 com tamanho de cristalito igual a 28 nm. Para esta amostra foi
observado que ha oito planos que nao foram determinados o tamanho de cristalito
devido ao background na analise da amostra.

Para a segunda fase verificou-se o tamanhos de cristalito apenas para o
plano 203, com tamanho de 15 nm. Para os planos 213 e 040 o tamanho de cristalito
nao foi calculado devido ao background das amostras. Ainda nesta Tabela 5, pode
ser observada a presenca de um 28 em torno de 22,07°, que foi relacionada a
presenca da quitosana na amostra, com tamanho de cristalito de 10nm.

Para as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido AZCs pode ser observado
na Tabela 6 para fase majoritaria ZnAl,0O4 a presenga de dois conjuntos de planos
que apresentam tamanho de cristalito na mesma ordem de tamanho. O primeiro
conjunto de planos corresponde a 220, 311, 400, 331, 422, 511, 440, 620 e 533 com

tamanhos de cristalito de 9 e 12 nm. O segundo conjunto é formado por unico plano
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531, que corresponde a um tamanho de cristalito de 18nm. Quatro dos planos

observados nao foram determinados o tamanho de cristalito devido ao “background”

na analise da amostra.

Tabela 5 — Dados estruturais obtidos a partir dos resultados de DRX para a amostra

AZCq.
Fase Majoritaria - ZnAl,O4
Tamanho de
Intensidade hkl 20 cristalito
(nm)
3 111 19,68 n.d.
84 220 31,78 28
100 311 36,49 12
1 222 38,74 n.d.
8 400 44,49 16
10 331 49,28 n.d.
24 422 55,38 17
40 511 59,06 12
43 440 64,97 13
1 531 66,42 n.d.
6 620 74,06 n.d.
9 533 77,34 n.d.
1 622 79,78 n.d.
<1 444 82,41 n.d.
Fase Secundaria - AlbYb,O
Intensidade hki 20 Tamanho de
cristalito
80 203 29,32 21
16 213 32,79 n.d.
25 040 34,47 n.d.
Quitosana - QS
Intensidade hki 20 Tamanho de
cristalito
20 - 22,07 10

n,d. —nao Qeterminado
Fonte: PROPRIA, 2013.

Para a segunda fase desta amostra AZCs nao foram detectados os tamanhos

de cristalito para nenhum dos planos identificados também devido ao background na

analise da amostra.
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Estes resultados sugerem que mesmo apds a funcionalizagdo as amostras
contém elevada largura basal e baixa intensidade, indicando que o material
apresenta caracteristica de particulas em escala nanométrica, comprovado pelos

valores de tamanho de cristalito determinados na faixa de 9 a 28 nm.

Tabela 6 — Dados estruturais obtidos a partir dos resultados de DRX para a amostra
AZCe.

Fase Majoritaria - ZnAl,O4

Intensidade hkl 20 Tamanho cristalito
3 111 19,06 n.d.
84 220 31,44 11,07
100 311 36,95 10,74
1 222 38,74 n.d.
8 400 44 96 9,39
10 331 49,31 12,31
24 422 55,78 12,15
40 511 59,48 11,12
43 440 65,37 11,35
1 531 66,54 18,96
6 620 74,19 10,37
9 533 77,51 12,20
1 622 79,78 n.d.
<1 444 82,69 n.d.

Fase Secundaria - Al,Yb4sO

Intensidade hkli 20 Tamanho cristalito
80 203 29,78 n.d.
16 213 33,74 n.d.
25 040 34,46 n.d.

n,d. —nao Qeterminado
Fonte: PROPRIA, 2013.

O tamanho de cristalito referente a fase majoritaria para a familia de planos
{311} e a cristalinidade para as NPLs antes e apds funcionalizagdo encontram-se na
Tabela 7. A partir destes dados pode ser observado que o tamanho de cristalito das
NPLs sem funcionalizar (AZC) foi 12 nm. Comparando este valor com das NPLs
silanizadas e NPLs apés funcionalizagdo com a quitosana (AZCq) e com

glutaraldeido (AZCg), que foi de 11, 9 e 11 nm, observou-se uma pequena diferenca
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de 8,33, 25 e 8,33 %, respectivamente, contudo observa-se que estes valores estao
dentro da mesma ordem de grandeza.

Quanto a cristalinidade, observou-se que as NPLs sem funcionalizar foi 51 %
e apds a silanizagcdo e a funcionalizagdo com quitosana e com glutaraldeido
sofreram um decréscimo nesse percentual para 20 %, 9% e 11 %, respectivamente.
Esta pequena diferenga no tamanho do cristalito e na cristalinidade pode ser
atribuida ao alargamento do pico e redugao na intensidade devido a presencga da

quitosana e do glutaraldeido que sao de caracteristica amorfa.

Tabela 7 - Tamanho de cristalito referente a fase majoritaria para a familia de planos
{311} e a cristalinidade das NPLs de AZC, NPLs de AZC/SiO, e apos
funcionalizagdo com quitosana (AZCgq) e glutaraldeido (AZCg).

Amostra Cristalinidade Tamanho de cristalito
(%) (nm)
AZC 51 12
AZC/SiO, 31 11
AZCq 42 9
AZCg 40 11

Fonte: PROPRIA, 2013.

Costa Junior e Mansur (2008), quando estudaram o efeito da reticulagdo de
filmes de quitosana com o glutaraldeido, observaram que ocorre uma redugdo na
cristalinidade a medida que se aumentou a concentracdo do glutaraldeido. Este
resultado é semelhante aos resultados observado na amostra funcionalizada com
glutaraldeido neste trabalho de pesquisa.

O tamanho de cristalito referente a fase majoritaria (ds11) para a amostra AZC
foi de 12 nm. Kumar et al, (2012), ao sintetizarem pelo método sol-gel
nanoparticulas de ZnAl,O, dopada com eurdpio obtiveram tamanho médio de
cristalito de 20 nm. Comparando este resultado com o resultado obtido neste
trabalho pesquisa, verificou-se que a sintese por reacdo de combustao possibilitou a
obtencdo de material com tamanho aproximadamente 60 % menor que o material
obtido pelo método sol-gel, que indica a eficiéncia do método de sintese por reagéo

de combustao na producao de nanoparticulas.
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4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 14, encontram-se o0s espectros vibracionais na regidao do
infravermelho na faixa de 4000 — 450 cm” para as NPLs de AZC, as NPLs
silanizadas (AZC/SiO,), e as NPLs antes e apds funcionalizagdo com quitosana

(AZCq) e glutaraldeido (AZCg) respectivamente, obtidos por reagdo de combustéo.

Figura 14. Espectro vibracional na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier: (a) NPLs de AZC, (b) NPLs silanizadas (AZC/SiO,); (c) NPLs
funcionalizadas com quitosana (AZCq) e (d) NPLs funcionalizadas com glutaraldeido
(AZCo).

Transmitancia (%)

T T T T T T
4000 3000 2000 1000
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Para as NPLs sem funcionalizacdo (AZC), observa-se uma banda de
estiramento de ligagées O-H em torno 3400 cm™, referente a 4gua adsorvida. Em
torno de 2326 cm™ e de 2340 cm™ observa-se uma banda de estiramento CO,. Esta
banda pode ser atribuida aos gases remanescentes oriundo da combustdo que nao
foi totalmente removido durante a sintese. Observa-se que ha tendéncia para a
formacdo das bandas v1, v2 e va referentes ao espinélio ZnAl,O4 abaixo de 1000 cm™.

Waldron (1955) e Hafner (1961) atribuiram a banda v1 as vibragdes intrinsecas dos
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sitios tetraédricos e a banda v2 as dos sitios octaédricos. Para uma terceira banda v3
que foi observada na faixa abaixo de 400 cm™, eles associaram com as vibracdes do
ion metal entre os campos de forga dos seus vizinhos octaédricos ou tetraédricos.

Singh et al., (2008), ao analisar o espectro de FTIR de amostras de ZnAl,O4
dopado com manganés obtido por reagdo de combustdo, utilizando mufla como
fonte de aquecimento, também observaram bandas em torno de 3435 cm™, que
foram atribuidas a presenca de estiramentos OH, e uma banda em 1627 cm™
identificada como deformacgdes dos OH da molécula de agua e bandas em 662, 555
e 495 cm™ atribuidas como vibragdes intrinsecas dos sitios tetraédricos e
octaédricos. Comparando os resultados obtidos neste trabalho de pesquisa com os
resultados dos autores citados verificam-se as mesmas caracteristicas das
vibragdes, com excecado das trés bandas referentes ao espinélio, que para NPLs
AZC apenas observa-se uma tendéncia para formagao das bandas.

Para as amostras silanizadas e para as funcionalizadas com quitosana além
das bandas visualizadas para NPLs sem funcionalizagdo (AZC) observa-se as
bandas v1, v2 e v3 abaixo de 1000 cm™ referente ao espinélio ZnAl,O, e bandas em
torno de 1100 cm ' e 1032 cm ' que correspondem ao estiramento assimétrico Si-
O-, proveniente da modificagdo da superficie com agente silano 3-
aminopropiltrimetoxisilano.

Ozmen et al., (2009) ao caracterizar moléculas de pérolas vitreas silanizada
com o agente 3-aminopropiltrietoxisilano e superficie modificada com o glutaraldeido
observaram bandas entre 900 e 1170 cm ™' e atribuiram a este mesmo estiramento
Si—O—, sugerindo que houve silanizagdo do material de forma semelhante ao que é
sugerido neste trabalho.

Ainda pode ser observado para a NPLs AZCq em torno de 1646 cm™ uma
banda de grupamentos C=0, sendo uma contribuicdo da quitosana, e uma de 1500
cm™ correspondente & deformagdo angular assimétrica de N-H (- NH; *). Essas
bandas caracteristicas da quitosana foram observadas por Sionkowska et al.,(2006),
quando estudaram a influéncia da irradiagcdo UV na superficie de filmes de
quitosana.

Para as amostras funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg) observa-se que
abaixo de 1000 cm™ ha apenas uma tendéncia de formacdo de uma banda referente
ao espinélio ZnAl,O4 e que, assim como para as NPLs AZCq, existem a presenca de
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bandas em torno de 1100 cm ™' e 1032 cm ™' que correspondem ao estiramento
assimétrico Si-O-, proveniente da modificagdo da superficie.

Na regido em torno de 1700 cm™, relacionada aos grupos aldeidos livres
(C=0), nédo se observa variagdo desta banda entre os espectros das NPLs nao
funcionalizadas (AZC) com as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido AZCs. Como
o glutaraldeido é um dialdeido (com presenca de dois grupos funcionais -CH=0), era
esperado um aumento na percentagem de transmitancia para as NPLs AZCg, 0 que
sugere que todo o glutaraldeido foi ligado as NPLs silanizadas. Maminski e Pawlicki
(2006), estudando o efeito da mistura entre o glutaraldeido e resina comercial,
fizeram uma analise de FTIR do glutaraldeido isolado e acrescido da resina e
observaram que quando o glutaraldeido esta isolado se é observado uma banda em
1720 cm™ referente ao grupamento C=0, no entanto, quando analisaram o
glutaraldeido misturado com a resina ocorreu um desaparecimento desta banda,
sendo este fato uma evidéncia de que provavelmente o glutaraldeido foi incorporado

a estrutura da resina.

4.3 Distribuicdo Granulométrica

Nas Figuras 15, 16 e 17 encontra-se representada as curvas dos valores de
didmetro esférico equivalente de aglomerados em fungdo da massa cumulativa para
as NPLs de AZC, obtido por reacdo de combustdo, e apods funcionalizagdo com a
quitosana (AZCy) e glutaraldeido (AZCg).

Na Figura 15a observa-se que o histograma para as NPLs de AZC, é do tipo
monomodal, com distribuicdo assimétrica e relativamente estreita. Na Figura 15b
pode ser visualizada a curva de distribuicdo das particulas onde se observa didmetro
de aglomerado mediano D50% de 25 ym e D90% de 56 ym, com tamanho médio de
aglomerados de particulas de massa cumulativa de 28 ym.

Silva (2006) quando estudou a influéncia das terras raras itérbio e érbio na
luminescéncia do ZnAl,O4 observou uma distribuicdo granulométrica relativamente
estreita, com aglomerados de tamanhos medianos e com diametro em torno de 15
pm. Os resultados obtidos por Silva diferem dos obtidos nesse trabalho de pesquisa
apenas por resultar em um didmetro médio de aglomerado superior (28 pm) ao

didmetro médio observado no trabalho deste autor.
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Figura 15 - Distribuicdo granulométrica para as NPLs de AZC: (a) histograma e (b)
curva de distribuicéo.

a «Q 100 e
b .
] 0

Massa Cumulativa (%)
Massa Cumulativa (%)

:
T

1000 10000 0,01 0,1 1 10 100 1000

um) Diametro de aglomerado(um)

o
—~ O
e B\

Diametro de aglomerad

Fonte: PROPRIA, 2013.

A Figura 16a ilustra o histograma para as NPLs de AZCq onde se observa
aglomerados de particulas com distribuicdo larga, bimodal e simétrica. Na Figura
16b pode ser visualizada a curva de distribuicdo das particulas onde se observa
particulas com tamanho de diametro mediano D50% de 18 um, e D90% de 106 pm,
com tamanho médio de aglomerados de particulas de massa cumulativa de 44 pym.

Para NPLs funcionalizada com glutaraldeido (AZCg) o histograma pode ser
visualizado na Figura 17a, onde também se constata que ha presenca de
aglomerados de particulas com distribuicdo relativamente estreita, bimodal e
simétrica. Na Figura 17b visualiza-se a curva de distribuigdo das particulas onde se
observa que o tamanho do didmetro D50 % foi de 21 um, e D90 % foi de 56 um. O

tamanho médio de aglomerados de particulas de massa cumulativa de 28 ym.
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Figura 16 - Distribuicdo granulométrica para as NPLs funcionalizadas com quitozana

(AZCq): (a) histograma e (b) curva de distribuicao.
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Figura 17 - Distribuicdo granulométrica para as NPLs funcionalizadas com
glutaraldeido (AZCg): (a) histograma e (b) curva de distribuigcao.
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Comparando os histogramas das Figuras 15a, 16a e 17a observa-se que a

amostra antes da funcionalizagdo (AZC) era do tipo monomodal e, apds a

funcionalizagdo com quitosana (AZCq) e com glutaraldeido (AZCg), esta distribuigédo

tornou-se bimodal. Observa-se ainda que apds a funcionalizagdo com a quitosana

ocorreu um consideravel alargamento na distribuicdo quando comparado a amostra

antes da funcionalizagédo e funcionalizada com o glutaraldeido (AZCg), além de ter

ocorrido um aumento consideravel no tamanho mediano de particula.
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4.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das NPLs de AZC obtidas por reacdo de combustdo e apods a
funcionalizagdo pode ser observada nas Figuras 18, 19, e 20, visualizadas em

escalade 20 e 5 ym.

Figura 18 - Micrografia obtida por microscopia eletronica de varredura para as NPLS
de AZC: (a) escala de 20um e (b) escala de 5 ym.

Fonte: PROPRIA, 2013.

As imagens obtidas por MEV para as NPLs AZC (Figura 18) demonstram a
formacao de aglomerados de particulas de formato irregular, ndo uniformes. Nesta
fotomicrografia observa-se a presenga de pequenos aglomerados provavelmente
das fases secundarias sobre a superficie dos aglomerados maiores. Estes
aglomerados sao constituidos de particulas maiores e menores que 20 pm.

Na Figura 19 observa-se a morfologia das nanoparticulas funcionalizada com
a quitosana (AZCgq), onde se visualiza uma morfologia ndo homogénea, composta
por um filme e particulas impregnadas de formato irregulares, contendo fases
amorfas e cristalinas. As particulas apresentaram tamanhos maiores e menores do

que 20 pym.
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Figura 19 - Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura para as NPLS
funcionalizada com quitosana (AZCyp): (a) escala de 20 ym e (b) escala de 5 pm.

Fonte: PROPRIA, 2013.

A morfologia das nanoparticulas funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg)
pode ser visualizada na Figura 20. A fotomicrografia indica a formagdo de
aglomerados de particulas nanométricas compostas por fases amorfas e cristalinas.

A maioria das particulas apresenta tamanhos maiores que 20 ym.

Figura 20 - Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura para as NPLS
funcionalizada com glutaraldeido (AZCg):(a) escala de 20um e (b) escala de 5 pm.

Fonte: PROPRIA, 2013.

4.5 Microscopia Eletronica de Transmissao

Na Figura 21 pode ser visualizada a morfologia das particulas determinadas
por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) em campo claro (DF), juntamente
com o padrdao de difragdo (SADPs) para as NPLs de AZC. Observa-se uma
morfologia bastante heterogénea, constituida de aglomerados de particulas com

formato aproximadamente esférico.
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Para a amostra AZC, os tamanhos das particulas variam de 6 a 20 nm, e
tamanho médio de 12 nm. Este mesmo padrao de particulas esféricas aglomeradas
foi observado por Tshabalala et al., (2012), quando analisaram nanoparticulas de
ZnAl,O, codopado com os lantanideos Ce®* e Tb**, com tamanho médio de
particulas de 20 nm de didametro. Visinescu et al., (2011) ao sintetizar ZnAl,O4 por
reacdo de combustdo também observou uma tendéncia a formacédo de agregados
nao uniformes, com tamanho médio de particulas de 15,4 nm.

Desta forma, verifica-se que os resultados obtidos por estes autores estao
em concordancia com este trabalho de pesquisa pela formagdo de agregados
heterogéneos, contudo observa-se um menor tamanho médio de particulas neste

trabalho.

Figura 21 - Micrografia obtida por microscopia eletrbnica de transmissdo para NPLs
de AZC: (a) fotomicrografia e (b) padréo de difracédo (SADPs).
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Fonte: PROPRIA, 2013.

No padrao de difracdo de elétrons se observa anéis concéntricos, com linhas
bem definidas, que distam uma das outras por largas distancias. Estes anéis que
correspondem aos principais planos (hkl) pertencentes a fase do espinélio
ZnAl1 95(Yb:Er)o 0504, comprovando a cristalinidade do material. A abertura
selecionada permitiu revelar os principais anéis correspondentes a estrutura do
espinélio. Zawadzki (2006), ao sintetizem amostras de ZnAl,O,4 por sintese micro-
ondas/hidrotermal, afirmaram que as particulas por estarem aglomeradas n&o

interferem na natureza cristalina do material confirmado pelo padrao de difragao.
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Na Figura 22a e 22b podem ser visualizadas a morfologia das particulas
determinadas por MET, também em campo claro (DF) para as NPLs de AZCq e
AZCs. Em ambas as amostras também se observa uma morfologia bastante
heterogénea, constituida de aglomerados de particulas com formato

aproximadamente esférico.

Figura 22 - Micrografia obtida por microscopia eletrbnica de transmissdo para NPLs
funcionalizadas: (a) AZCq e (b) AZCg,

Fonte: PROPRIA, 2013.

Os tamanhos de particulas para as amostras AZCq variam de 8,9 a 17,8 nm,
e tamanho médio de 13,2 nm e para as amostras AZCs variaram entre 10,7 nm e
17,8 nm e apresentaram tamanho médio de particula de 12,8 nm. Comparando o
tamanho médio de particulas das NPLs funcionalizadas com as NPLs AZC, se pode

observar um aumento de 10 5% para AZCq e de 6,66 % para AZCg.
4.6 Tensao Superficial
O angulo de contato para as NPLS de AZC antes e apds a funcionalizagao

com a quitosana (AZCq) e com o glutaraldeido (AZCs) pode ser visualizados na
Figura 23.
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Figura 23 - Medida do angulo de contato: (a) NPLs de AZC, (b) NPLs
funcionalizadas com quitosana (AZCgq) e (c) NPLs funcionalizadas com glutaraldeido
(AZCq).

Os resultados obtidos a partir de uma média obtida de cinco medidas para
tensdo superficial estdo apresentados na Tabela 8. Verifica-se que tanto para as
NPLs de AZC antes e ap6s funcionalizagdo com quitosana e com o glutaraldeido a
medida obtida para o angulo de contato foi menor que 90°, o que indicou o material
possuir caracteristica hidrofilica. No entanto, comparando os valores de angulo de
contato para as NPLs de AZC antes e apds funcionalizagdo, verifica-se que a
funcionalizagédo, seja com quitosana ou com glutaraldeido aumentou o valor do
angulo de contato em 10 e 21 %, respectivamente, indicando que as NPLs apos

funcionalizagédo tendem a diminuir sua hidrofilicidade.
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Tabela 8 - Resultados dos ensaios de tensao superficial realizado para as amostra
AZC antes e apos a funcionalizagao.

Amostra Angulo de contato
AZC 48°
AZCq 53°
AZCg 58°

Fonte: PROPRIA, 2013.

Segundo Macédo et al., (2011) a quitosana pura apresenta valores de angulo
de contato que vao de 60° a 83°. Entdo, o aumento do angulo de contato nas NPLs
quando funcionalizadas com quitosana é explicado pela presenga da quitosana
ligada as NPLs, o que comprova a efetividade da funcionalizagéo.

Bafnuls et al., (2010) quando utilizaram o glutaraldeido para modificar
quimicamente nitrato de silicio, verificaram um aumento no valor do angulo de
contato apds funcionalizacdo e afirmaram que as nanoparticulas tornaram-nas
menos hidrofilicas. Deste modo, pode-se justificar o fato que a funcionalizagdo das
NPLs de AZC com o glutaraldeido resultou em um maior valor do angulo de contato,
tornando as NPLs ainda menos hidrofilicas que as NPLs funcionalizadas com

quitosana, e aumentando sua tendéncia a ser hidrofobica.

4.7 Teste de Solubilidade

Os resultados obtidos no teste de solubilidade para as NPLs AZC, AZCq e
AZCg utilizando o solvente agua, etanol e acido acético, levando em consideragéo a
presenca de um precipitado durante o teste, para o tempo de 20 minutos em
agitacdo e em temperatura ambiente, demonstraram que as NPLs AZC e as NPLs
funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg) apresentaram-se parcialmente soluveis
nos diferentes solventes. Para as NPLs funcionalizadas com quitosana (AZCq) se
apresentaram completamente insolluveis em agua e etanol e parcialmente soluveis

em acido acético.



63

Nas Figuras 24, 25 e 26 estdo ilustradas as NPLs AZC, AZCq e AZCg
quando colocadas nos diferentes solventes para o teste de solubilidade. A partir da
visualizagdo da Figura 24 pode ser confirmado que quando a agua foi utilizada como
solvente, para as amostras AZC e AZCs, houve formagdo de um precipitado,
contudo estas nanoparticulas apresentaram certa dispersdo em agua. Apenas as

NPLs AZCq nao apresentaram qualquer dispersao de suas particulas em agua.

Figura 24 - Teste de solubilidade das NPLs AZC, AZCq e AZCg utilizando agua
como solvente.

Fonte: PROPRIA, 2013.

Quando o etanol foi utilizado como solvente, visualizado na Figura 25,
também foi observado a formagao de precipitados e 0 mesmo comportamento em

relacédo a dispersao para as NPLs AZC, AZCze AZCq,.

Figura 25 - Teste de solubilidade das NPLs AZC, AZCq e AZC; utilizando etanol
como solvente.

Fonte: PROPRIA, 2013.
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Figura 26 - Teste de solubilidade das NPLs AZC, AZCq e AZCg utilizando acido
acético como solvente.

Fonte: PROPRIA, 2013.

Contudo, quando as amostras foram colocadas no solvente acido acético
(Figura 26), as NPLs AZCq, apresentaram dispersdo das suas particulas neste
solvente. Isto se deve ao fato de que a quitosana € um polimero natural soluvel em
acido acético. No entanto, como a quitosana estd associada as NPLs AZC, a
amostra AZCq nao foi totalmente soluvel, ficando ainda um pequeno precipitado
observado no tubo. As demais amostras AZC e AZCs nao apresentaram alteragdes
na solubilidade quando colocadas em acido acético, ou seja, também apresentaram
dispersao e formagao de um precipitado.

De acordo com Cho et al, (2008), se as NPLs fossem completamente
insoluveis em agua ou outros solventes, poderiam gerar algumas preocupagdes ao
nivel da toxicidade e do risco para a saude quando se deseja trabalhar com
marcadores que serao introduzido por administragcao intravenosa. Pois se as NPLs
fossem insoluveis em agua, consequentemente, seriam insoluveis no sangue, assim
dificultaria uma possivel administragédo intravenosa. Contudo segundo o autor estes
problemas podem ser minimizados com a modificacdo da superficie quimicamente
utilizando moléculas soluveis em agua, o que ajudara a solubilizagdo no sangue,
utilizando moléculas como peptideos, proteinas, acidos nucléicos, entre outros. Além
de que, é conhecido que para solutos que apresentam dispersdao em diferentes
solventes, pode-se inferir que um aumento do tempo em agitagcdo mecénica e
aumento de temperatura podem alterar o coeficiente de solubilidade do material.

Deste modo, se aumentarmos estes parametros, as NPLs e os hibridos obtidos
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poderiam se tornar completamente soluveis nestes solventes, e desta forma mais

aptos para serem utilizados em meio biolégico.
4.8 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 27a e 27b ilustra os eventos observados a partir das curvas de TGA
e DTA para as NPLs antes da funcionalizagdo (AZC), a partir do quais pode

determinar as temperaturas de decomposigéo e a perda de massa (%).

Figura 27 — Analises termogravimétricas para as nanoparticulas obtidas por reagao
de combustéo para as NPLs de AZC: (a) TGA/DrTGA; (b) Curva DTA.
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Fonte: PROPRIA, 2013.
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Ao visualizar as curvas relativas a TGA na Figura 28 a, pode-se observar que
as NPLs de AZC apresentaram perda de massa total de 3,4 mg, equivalente a uma
perda de massa percentual de 9,4 %, em trés etapas de decomposi¢céo. A primeira
etapa ocorre na faixa entre a temperatura ambiente (TA) e 170 °C com perda de
massa de 4,4%, a segunda entre 170 e 608 °C também com perda de 4,4%, e a
terceira de 608 até 1000 °C referente a uma perda de massa de 0,6%. A primeira
perda de massa esta associada evaporagao de agua molecular adsorvida fisicamente,
ja que os reagentes sao hidratados, e também a remogéo de agua residual do aluminato
de zinco, conforme indica a literatura (GRABOSKA, ZAWADZKI e SYPER, 2006), sendo
esta confirmada pelo pico endotérmico em 58 °C visualizado na curva DTA (Figura 28
b). Para a segunda perda de massa, se verifica a presenga de um pico exotérmico
em 291 °C, que esta associado a recristalizagcao do espinélio que pode ocorrer até
900 °C (PENG et al., 2012)

Zawadzki (2006) analisando curvas referentes a TGA de amostras de ZnAl,O4
sintetizado pelo método micro-ondas/hidrotermal, observaram duas etapas de
decomposicdo com perda de massa total de ~26 %, sendo a primeira decomposi¢ao
iniciada na temperatura ambiente até 200°C e a segunda entre 220 e 350 °C. A
primeira etapa de decomposi¢cao também foi associada a saida de agua adsorvida e
a segunda pela remog¢do de agua impregnada na estrutura do aluminato de zinco.
Este resutado difere dos obtidos neste trabalho de pesquisa por apresentar duas
etapas de decomposicao e também por ndo verificar a presengca de um pico
exotérmico na curva DTA sugerindo que ndo houve recistalizagdo do espinélio
formado.

A Figura 28 ilustra as curvas de DTA e TGA para as NPLs funcionalizadas
com quitosana AZCq. Para esta mesma NPLs funcionalizada com quitosana (AZCq)
a perda de massa total ocorreu entre a temperatura ambiente (TA) e 1000 °C, sendo
esta perda de aproximadamente 25 % em 3 etapas de decomposi¢do. A primeira
perda de massa ocorreu entre a temperatura ambiente e 126 °C, o que acarretou
uma perda de massa de 0,284 mg, o que equivale a um percentual de massa de
cerca de 4 % em relagado a massa original. Na temperatura de 50 °C, observa-se um
pico endotérmico na curva DTA, o que confirmando que a primeira fase de
decomposicédo € relativa a saida de agua adsorvida e gases remanescentes da

combustao.
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Figura 28 - Analises termogravimétricas para as nanoparticulas obtidas por reagao
de combustéo para as NPLs funcionalizadas com quitosana AZCq: (a) TGA/DrTGA;
(b) Curva DTA.

TGA DrTGA
m mg/min

7.00-

1 2.00

6.00- 1 0.00

1 -2.00

5.00-

. \ \ \ \ ,
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
Temp [C]

(a)

DTA
uV

0.00-

-10.00-

. , , , , ,
-0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00
mp [C]

(b)
Fonte: PROPRIA, 2013.

A segunda etapa de decomposi¢cdo, ocorreu entre 126 a 515 °C,
correspondente a uma perda de massa de 1,2 mg, equivalente a um percentual de
18 %, perda esta atribuida a degradagao do material organico restante, bem como a
condensacao dos grupos silanois. Neste intervalo observa-se na curva de DTA um
pico exotérmico, que pode ser atribuido decomposicdo de grupos orgéanicos e a
desidratacdo de anéis de sacarideos, de despolimerizagdo e decomposicao de

unidades acetiladas e desacetiladas que formam a quitosana.
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A terceira etapa de decomposig¢ao ocorreu na faixa de 515 -1000°C, onde se
observa uma perda de massa de 0,237 mg, equivalente a aproximadamente 3%,
associada as consecutivas reacdes de decomposicao térmica da cadeia carbdnica
da quitosana.

Zawadzki e Kaczmarek, (2010) quando avaliaram o comportamento térmico
da quitosana pura observaram trés eventos de decomposi¢cdo. O primeiro entre a
temperatura ambiente e 100°C com perda de massa de 10 %, no qual foi atribuida a
perda de agua absorvida. A segunda perda de massa observada por este autor
ocorreu entre 100 e 168°C com perda de aproximadamente 10%, que de acordo
com os autores também € um evento tipico da liberagdo de atomos de hidrogénio da
molécula de agua. A ultima etapa de perda de massa ocorreu entre 230 e 400° com
perda de 43 %, que esta relacionado a degradagao da quitosana e perda de massa
volatil, com quebra aleatéria da cadeia polimérica, resultando em quebras dos anéis
de piranose através de desidratacdo, desaminacao e, finalmente, reagao de abertura
de anel.

Comparando os resultados obtidos por estes autores com os dados de TGA
obtidos no presente trabalho, observa-se que quando a quitosana esta associada a
matriz ZnAl 95(Yb:Er)o,0504 a perda de massa total obtida neste trabalho foi de 25 %,
sendo esta perda inferior a da quitosana pura que foi 63 %.

As curvas de TGA e DTA para as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido
AZCs podem ser visualizadas na Figura 29 a e b. A curva termogravimétrica para
amostra funcionalizada com glutaraldeido (AZCgs) apresenta trés etapas de
decomposicédo, com perda de massa total 10,24 mg, correspondente a cerca de 12
% da massa inicial. A primeira etapa decomposi¢do ocorreu a partir da temperatura
ambiente (TA) até 213°C, com uma perda de massa de 0,722 mg, o que
corresponde a 3 %, relativa a saida de agua adsorvida. A segunda etapa de
decomposicéao foi entre 213 a 597°C relativo a uma redugdo de massa de 1,825 mg,
correspondente perda de 8 %, e a terceira etapa de decomposi¢ao entre 597 e 1000
°C, com reducgao de massa de 0,295 mg referente a uma perda de 1%, que podem
ser atribuidas a decomposi¢cdo da molécula carbdnica do glutaraldeido. Ao comparar
este resultado com o obtido para NPLs funcionalizadas com a quitosana (AZCy),
observa-se que houve uma leve reducdo na perda de massa, tornando as NPLs

mais estaveis termicamente.
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Figura 29 - Anadlises termogravimétricas para as nanoparticulas obtidas por reagao
de combustdo para as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido AZCg: (a)
TGA/DrTGA; (b) Curva DTA.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Este mesmo comportamento foi observado por Anirudhan e Rijith (2009),
quando reticularam a quitosana com o glutaraldeido para funcionar como um
adsorvente para a remogao e recuperagao de Cu (ll) a partir de meios aquosos. Os
autores verificaram um padrao diferente nas curvas termogravimétricas para
quitosana pura e reticulada com o glutaraldeido. Para quitosana pura trés etapas de
decomposicdo entre 80-100, 230-310 e 430-590 ‘C com perda de massa total de
92 %, e para amostra reticulada estas etapas de decomposig¢ao ocorreram entre 80—
100, 230-390 e 510-670 ‘C com perda de massa total de 82 %. Desta forma
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constataram uma redugdo na perda de massa quando utilizado o glutaraldeido na
reticulagdo, tornando a quitosana mais estavel termicamente.

A partir das curvas termogravimétricas observadas nas Figuras 24, 25 e 26,
as temperaturas de decomposigcédo dos diferentes eventos e a perda de massa (%)

que ocorreram foram resumidas na Tabela 9.

Tabela 9 - Temperatura de decomposicdo e perda de massa durante a analise
termogravimétrica para as amostras antes e ap6s a funcionalizagdo com quitosana e
glutaraldeido.

Temperatura de Perda de Perda de Massa
Amostra Decomposicao (°C) Massa (%) Total (mg)
TA-170 4,35
AZC 170 — 608 4,40 3,4
608 — 1000 0,644
TA - 126 4,11
AZCq 126 -515 17,82 1.8
515-1000 3,43
TA - 213,89 3,24
AZCg 213-597 8,2 2,8
597-1000 1,32

Fonte: PROPRIA, 2013.

Ao comparar os resultados obtidos para as NPLs antes e apdés a
funcionalizagdo observa-se que as NPLs funcionalizadas com a quitosana (AZCyp)
apresentaram uma perda de massa superior a das NLPs antes da funcionalizagao
(AZC) e das NPLs funcionalizadas com o glutaraldeido (AZCg). Este fato pode ser
justificado pelo fato da quitosana ser uma macromolécula polimérica que quando
submetida a altas temperaturas tendem sofrer decomposicdo de sua cadeia

liberando monémeros livres.
4.9 Espectroscopia de luminescéncia

Na Figura 30 encontra-se ilustrado os espectros de emissdo das amostras de
espinélio ZnAl; g5(Yb:Er)o 0504 com proporcdes de co-dopante 5:1 de Yb** e Er**
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antes e apos a funcionalizagdo com quitosana e glutaraldeido sob excitagdo em 980
nm. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e usou-se uma
lente de 100 mm para focalizar o feixe do laser, o qual produz uma densidade de
excitagdo de mW/cm?.

Emissbes convertidas ascendentemente (UC) no verde e vermelho séao
observadas em = 525 nm, =549 nm, = 574 nm, e = 653 nm, que correspondem as
transicdes eletronicas *Hi1/z, *Sap, € *Fo para o estado fundamental do Er** (*lisp),
respectivamente. Como as transices *l1sp — *li12 (Er*) e ?Frp — 2Fsp (YB®) sdo
ressonantes com a frequéncia do laser, e a forca do oscilador do Yb** é muito maior
que do Er®**, entdo o caminho dominante para a conversdo ascendente de frequéncia
inclui processos de transferéncia de energia (ET) envolvendo fons de Yb>".

Lemos, Melo e Silva, (2005) quando analisaram espectros de emissao de
uma matriz PbTiO; codopada com os ions Yb®** e Er** também observaram a
presencga destas 3 transi¢cdes, confirmando a eficiéncia de transferéncia de energia
no processo envolvendo os fons Yb"™—Er*>. Lai et al., (2010) estudando a co-dogem
com os ions Yb* e Er** em uma matriz de YFs—BaF,—Ba(POs), afirmaram que é
possivel perceber a ocorréncia da relaxacdo cruzada provocada pela adicdo de um
jon Yb*® previamente excitado, o qual conduziu a uma excitagdo do ion érbio para
niveis superiores pelo novo processo de transferéncia dado por ?Fs;, < 2F7p (Yb+3)

4 4 3
— 4172 > *Fr2 (Er™).

Ainda nesta Figura 30 pode ser observado que ha variagado das intensidades
da luminescéncia UC das transicdes (H1/2, “Sz2 — *l1512) € (*Foi2 — *l1512) quando se
funcionaliza com quitosana e glutaraldeido. No entanto, a intensidade da
luminescéncia alcanga um nivel maximo quando as NPLs sao funcionalizadas com
quitosana, onde a razdo da intensidade maxima da luminescéncia da banda
vermelha em 653 nm para a banda verde em 525/555 nm é = 4. A funcionalizacao
das NPLs com quitosana e glutaraldeido, muda o campo cristalino circundante do
Er** na matriz hospedeira do espinélio, o qual é observado claramente nos picos do
espectro na Figura 30. Adicionalmente, o tamanho das particulas diminui com a
funcionalizagdo com quitosana (9 nm) e glutaraldeido (11 nm), como se pode

observar na Tabela 8.

Para as NPLs funcionalizadas com quitosana (AZCq) pode-se observar que a

transigdo “Fgo — “l1s2 (~655nm) para a cor vermelha foi mais intensa quando
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comparado com a amostra antes da funcionalizagao (AZC). Com isso, sugere-se que
houve a funcionalizagdo das NPLs de AZC melhorando as propriedades
luminescentes das NPLs. Por outro lado, a funcionalizagao utilizando glutaraldeido
(AZCg) apresentou uma menor luminescéncia quando comparado com as NPLs

antes de funcionalizar.

Figura 30 - Espectro de conversdo ascendente: (a) NPLs de AZC, (b) NPLs
funcionalizadas com quitosana (AZCgq) e (c) NPLs funcionalizadas com glutaraldeido
(AZCq).

2 4
->
I:9/2 I15/2
a

. C
— |
©
=]
N
o
O -
c
3
) 4 4

>

o | S3/2 I15/2
£ 2 >
S 127" M52
=]
a

1 /\\ o

/ ’ %
P eV PRI A g s aghiphoretped:
T T T T T T T T T
500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)
Fonte: PROPRIA, 2013.

Santos et al., (2012) também confirmou este aumento de luminescéncia
quando funcionalizou com quitosana nanoparticulas de ZnAl,O, dopada com Eu®*.
Os autores observaram que houve um aumento significativo na relacdo da
intensidade de luminescéncia entre as NPLs antes e apds a funcionalizacdo,
sugerindo que pode ter havido uma alteragdo na simetria ao redor do ion, com a
possivel migragdo dos ions para cavidades mais externas, de menor simetria.

Por outro lado, a funcionalizagao utilizando glutaraldeido (AZCgs) apresentou
uma menor luminescéncia quando comparado com a amostra antes de funcionalizar.
Menezes (2006) sintetizou e caracterizou nanocristais de CdS/Cd(OH) sem e com

funcionalizagdo com glutaraldeido e observou nos espectros de emissdo que o



73

processo de funcionalizagdo como glutaraldeido ndo altera o perfil de banda de
emissdo dos nanocristais funcionalizados, embora resulte em uma diminuigao
consideravel na intensidade da emissao destes. O autor atribui a esta diminuicdo na
intensidade da emissdo dos nanocristais a redu¢ao do pH da suspensido apés a
adicdo do glutaraldeido que pode ocasionar a corrosdo parcial da camada de
passivacao dos nanocristais, interferindo diretamente na eficiéncia do processo de
fotoluminescéncia.

O processo de conversao ascendente de energia pode ser melhor entendido
quando se refere a sua intensidade, para isso, utiliza-se os parametros de emissao
(l,p) com o aumento da poténcia infravermelha do diodo-laser (/), e a intensidade de
emissdo Up-Conversion sendo proporcional ao valor “n”. Tal mecanismo de

excitacdes pode melhor representado por meio da equacgao 2:
n
]up oC ]IR . (2)

Onde (n = 2,3,4...) representa o numero de fétons absorvidos pelo infravermelho e o
numero de fétons visiveis emitidos. A partir desta equagao construiu-se o grafico log
(lup) X log (l;r) resultando em uma linha reta com inclinag&o igual a n.

Na Figura 31 observa-se a dependéncia de intensidades verdes (~524 nm) e
vermelhas (~651 nm) em fungao da poténcia para as NPLs de AZC antes e apés a
funcionalizagdo com quitosana e com glutaraldeido. Para as NPLs de AZC (Figura
31a), pode-se observar que sao dependéncias lineares com coeficientes de
inclinagao de 1,7 para o verde e de 1,2 para emissdo vermelha. Estes resultados
sugerem a absorgdo de dois fotons envolvidos nos processos de converséo
ascendente de energia. Resultados semelhantes foram obtidos por Weng et al,,
(2009) que sintetizaram uma matriz ceramica de vidro contendo YF3; e co-dopadas
com os ions lantanideos Yb e Er e observaram o comportamento das bandas de
emissao correspondentes 525, 546 e 657 nm sob a excitagdo de 975 nm,
correspondentes as transigdes “Hi12 — *l1s2,°Sa2 — 152 & *Forz — *l1s2, € obtiveram

valores de niguais a 1,74, 1,87 e 1,86.
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Figura 31 - Dependéncia da intensidade de emissao verde e vermelha em fungéo da
poténcia: (a) NPLs de AZC, (b) NPLs funcionalizadas com quitosana (AZCgq) e (c)
NPLs funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg).
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Fonte: PROPRIA, 2013.

A dependéncia de intensidades verdes (~524 nm) e vermelhas (~651 nm) em
funcdo da poténcia, para a amostra funcionalizada com quitosana, pode ser
visualizado na Figura 31b, onde novamente observa-se que sao dependéncias
lineares, contudo apresentam coeficientes de inclinacdo de 1,23 para o verde e de
1,34 para emissdes vermelhas.

Para as NPLs funcionalizadas com glutaraldeido (AZCg) pode ser visualizada
na Figura 31c a dependéncia de intensidades verdes (~524 nm) e vermelhas (~651
nm) em fungdo da poténcia, onde se observa que s&o dependéncias lineares com
coeficientes de inclinacédo de 1,85 para o verde e de 1,14 para emissdes vermelhas.

De modo geral, tanto para as NPLs sem e com funcionalizagdo observou-se
que a intensidade de luminescéncia verde ndao excedeu a emissao vermelha, isto

significa que, o mecanismo de transferéncia de energia dos ions Yb para os ions Er
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foi efetivo, visto que em todas as condi¢des, a emissdo vermelha excedeu a emissao
verde.

Este mecanismo também foi reportado por outros pesquisadores e indicam
que os resultados apresentados neste trabalho de pesquisa tese estdo em
concordancia com a literatura. Entre alguns trabalhos que comprovam este
mecanismo pode-se citar o trabalho de Liu, Wang e Chen (2007) que estudaram o
efeito da concentracdo do Yb** no mecanismo de up-conversion do Er** dopados em
uma matriz de 6xido de lantanio e sintetizados por reacdo de combustdo. Os autores
observaram que quanto mais havia o aumento da concentracdo do ion Yb®* mais
intensa era a emissao em cor vermelha com concomitante reducdo da emissdo em
cor verde. Comprovando assim, a transferéncia de emissido entre dois fétons com
predominancia da emissao vermelha sobre a verde.

Outros processos podem também ocorrer e que ndo sao explicados neste
trabalho. Estes processos que dependem do ambiente atdmico, das concentragdes
dos ions de Er¥* e Yb*, e das distancias entre os ions podem levar a que outros

processos de transferéncia de energia se tornem importantes.

4.10 Avaliagcao da Viabilidade Celular pelo MTT

O objetivo deste ensaio foi avaliar a viabilidade das células em face do
material produzido (NPLs AZC, AZCq e AZCg) para uso em organismos Vvivos. Se o
material testado no ensaio n&o for citotoxico as células irdo permanecer aderidas as
cavidades de avaliagao e irdo proliferar ao longo do tempo, contudo se o material for
citotoxico as células param de crescer, apresentando caracteristicas citopaticas ou
se descartam da cavidade (CRAIG e POWER, 2004).

A Figura 32 ilustra os resultados percentuais da viabilidade celular das NPLs
antes e apds a funcionalizacio testada e calculada pelo ensaio de MTT. As células
em meio de cultura (RPMI-16400) foram utilizadas como controle, equivalendo a
100% de viabilidade e estao representadas na ultima coluna (CONTROLE = controle

negativo).
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Figura 32 - Viabilidade de macréfagos de camundongos Swis na presenga das
NPLS antes da funcionalizagdo (AZC), apds funcionalizagdo com a quitosana
(AZCq) e com o glutaraldeido (AZCs) e CONTROLE = controle negativo.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

A viabilidade celular obtida quando as células foram exposta as NPLs antes
da funcionalizagdo (AZC) foi de 50% como pode ser observado na Figura 32. De
acordo com Bispo (2009), os valores minimos requeridos para que o material em
contato com a célula ndo seja citotdéxico é de até 50% de células viaveis, desta
forma, as NPLs estdo dentro deste limite e podem ser considerados biocompativeis.

Para as amostras funcionalizadas com quitosana esta porcentagem aumentou
para 72 % de viabilidade celular, confirmando que a funcionalizagdo das NPLs com
a quitosana aumentou a biocompatibilidade. Desta forma, os valores obtidos neste
teste, revelam as NPLs funcionalizadas com quitosana pode ser considerado
compativel para uso como biomaterial, podendo-se, a partir dos resultados, pode ser
inferido que as amostras sao promissoras para serem testadas em ensaios in vivo.

Costa-Junior et al.,(2009) sintetizaram particulas hibridas de PVA e quitosana
nas proporgdes de 0:1, 1:3, 1:1, 3:1 e 1:0 respectivamente, reticuladas ou ndo com
glutaraldeido a 1 e a 5 % e realizaram o teste de MTT para avaliar se este hibrido
apresenta citotoxicidade. De acordo com os resultados obtidos por estes autores a
viabilidade celular obtida apds este ensaio variou entre 78 a 97 %, indicando que

ambas as amostras analisadas nao foram citotdxicas. Estes resultados confirmam
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que o uso da quitosana associada a uma particula inorgadnica como o PVA ou
isolada apresentam biocompatibilidade, ndo apresentando toxicidade a célula. Isto
justifica que o uso da quitosana para funcionalizar as NPLs AZC utilizadas neste
trabalho de pesquisa tenha aumentado a viabilidade celular e consequentemente
melhorada a biocompatibilidade.

Para as amostras funcionalizadas com o glutaraldeido (AZCg) apresentou
viabilidade celular de 48 %, sendo este resultado inferior aos 50% necessarios para
ser considerada como biocompativel. Contudo, de forma diferente ao resultado
obtido neste trabalho de pesquisa, os resultados obtidos por Costa-Junior et
al.,(2009) quando utilizaram o glutaraldeido, ndo reportaram nenhum aumento na
toxicidade do material, possivelmente porque o glutaraldeido nao tenha sido utilizado
como um agente funcionalizante e sim como um agente reticulador para interligar as
duas cadeias poliméricas do PVA e da quitosana formando ligagbes cruzadas e

constituindo uma molécula de alto peso molecular.
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5 CONCLUSOES

» As NPLs de AZC foram sintetizadas em escala nanométrica por reacao de
combustdo de forma eficiente e reprodutivel. As amostras apresentaram
luminescéncia com transigdes caracteristicas de energia do ion Yb** para o

Er*, para as cores verde e para a cor vermelha;

» A obtenc&do do material hibrido foi confirmada através dos espectros de FTIR,
onde se verifica a presencga de bandas referentes a Si-O-Si observado apenas
nas amostras silanizadas com o agente 3-aminopropiltrimetoxilano e
funcionalizadas. Esta silanizagcdo sugere que houve a funcionalizacdo da
matriz inorgénica com quitosana e glutaraldeido a partir da ponte feita com o
agente silano;

» Os hibridos obtidos neste trabalho de pesquisa utilizando glutaraldeido ou
quitosana como agentes funcionalizantes ndo alteraram significativamente as
caracteristicas morfoldgicas, estruturais, térmicas e de hidrofilicidade das
NPLs antes da funcionalizagao;

» As NPLs e os hibridos obtidos ndo sdo materiais completamente soluveis em
agua, etanol ou acido acético, contudo as NPLs e o hibrido funcionalizado
com glutaraldeido apresentaram certa dispersdo de particulas em todos os
solventes, enquanto que o hibrido funcionalizado com a quitosana s6 obteve

esta maior dispersao quando utilizado como solvente o acido acético;

» As NPLs funcionalizadas com quitosana foram mais eficazes tanto nos
ensaios de excitacdo e emissdo, apresentando uma maior intensidade
luminescéncia, como também nos testes de citotoxicidade, demonstrando ser
um material ndo téxico em ensaios “in vitro’, e desta forma confirmando ser
um material promissor para utilizacdo como marcador éptico em aplicacdes

biotecnoldgicas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Analisar diferentes concentragbes do agente silano ou do agente
funcionalizador, visando melhorar a solubilidade para possivel utilizacdo como

carreador de farmaco;

» Avaliar o material por cromatografia liquida, objetivando verificar possiveis

impurezas para posterior uso como um marcador biologico;

» Realizar estudos “in vivo” destes NPLs como marcadores opticos;
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