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RESUMO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Com o crescente aumento no numero de casos de pessoas portadoras de 

diabetes nos ultimos anos, e tendo em vista que a tecnologia de biossensores 

existentes ainda apresenta uma alta relacao custo beneficio, viu-se na ultima 

decada uma corrida pelo desenvolvimento de biossensores de deteccao de 

glicose baseados na imobilizagao da glicose-oxidase utilizando-se 

principalmente nanoparticulas magneticas de magnetita funcionalizadas com 

agentes silanos. Desta forma, este trabalho de dissertacao desenvolveu um 

material capaz de imobilizar a glicose oxidase. Para isto foi proposto a 

obtengao de um material hibrido a partir de nanoparticulas magneticas (NPMs) 

de magnetita (Fe 3 0 4 ) modificada a superficie com agente silano, o 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES). Para avaliar o produto obtido com relacao 

ao efeito do agente silano na modificagao das propriedades das NPMs foram 

realizadas analises de caracterizacao de difracao de raios-X (DRX), 

espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR), termogravimetria, microscopia eletronica de varredura (MEV), medidas 

magneticas e testezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro magnetico de separagao e sedimentacao. Para 

avaliar a interagao das NPMs sem e com o agente silano foi realizado teste de 

imobilizacao da glicose oxidase. Com base nos resultados obtidos verificou-se 

que a modificaeao da superficie da NPMs F e 3 0 4 com o agente silano 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES) foi conseguida com sucesso uma vez que o 

processo de silanizacao nao modificou a caracteristica estrutural, morfologica e 

magnetica do produto. As amostras de magnetita antes e apos a silanizagao 

mostraram-se nao citotoxicas e com alta viabilidade celular. A imobilizacao da 

glicose oxidase foi obtida, sendo de 0,006 mg/g para a magnetita pura e 0,008 

mg/g para o hibrido Fe 3 0 4 /S i0 2 . Verificou-se ainda que o tipo de interagao 

quimica (adsorcao fisica ou covalente) entre a glicose oxidase (GOX) e as 

NPMs antes e apos a silanizagao influenciou na imobilizagao. Isto revela que a 

magnetita e o hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 sao materials imobilizadores de GOX e 

possuem grande potencial para o desenvolvimento de biossensores. 

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

imobilizagao, diabetes. 
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With the increasing number of cases of people with diabetes in recent years, 

and in view of the existing biosensor technology still has a high cost-benefit 

ratio, found himself in a race last decade the development of biosensors for 

detection of glucose based on the immobilization of glucose oxidase mainly 

using functionalized magnetic nanoparticles of magnetite agents silanes. Thus, 

this dissertation developed a material capable of immobilizing glucose oxidase. 

For this purpose it has been proposed to obtain a hybrid material from magnetic 

nanoparticles (NPMs) magnetite (Fe 304) surface modified with silane agent, 3-

aminopropyltriethoxysilane (APTES) .To assess the product obtained regarding 

the effect of the silane agent in the modification of the properties of NPMs 

analyzes were performed characterization of X-ray diffraction (XRD), 

spectroscopy in the Fourier transform infrared (FTIR), thermogravimetric 

analysis, scanning electronic microscopy (SEM) and magnetic measurements in 

vitro test magnetic separation and sedimentation. To evaluate the interaction of 

NMPs with and without silane agent test was performed immobilization of 

glucose oxidase. The results obtained showed that the surface modification of 

F e 3 0 4 NPMs silane agent APTES was successfully achieved since the 

silanization process did not alter the characteristic of the structural and 

morphological magnetic product. The magnetite samples before and after the 

silanization were non-cytotoxic and it has high cell viability. The immobilized 

glucose oxidase was obtained, with 0,006mg/g for pure magnetite and 

0,008mg/g for the hybrid Fe 3 04/Si0 2 . The type of chemical interaction (physical 

adsorption or covalent) between the glucose oxidase (GOX) and NPMs, before 

and after the immobilization, were influenced by silanization. These reveals that 

magnetite and the hybrid F e 3 0 4 / S i 0 2 are carriers for GOX immobilization and 

the immobilized GOX has great potential application in developing glucose 

biosensors. 

Keywords: magnetic nanoparticles, magnetite, glucose oxidase, 

immobilization, diabetes. 
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1 INTRODUCAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O diabetes mellitus (DM) constitui um dos mais serios problemas de 

saude na atualidade, devido ao grande numero de pessoas afetadas, 

incapacitagoes, mortalidade prematura e alto custo financeiro dos governos, 

devido as internagoes hospitalares prolongadas, aposentadorias precoces e 

gastos com medicacoes e insumos, estimando-se que em 2025 teremos cerca 

de 300 milhoes, segundo a American Diabetes Association (2008). Por 

exemplo, ate o ano de 2009, o diabetes mellitus afetou cerca de 24 milhoes de 

pessoas so nos Estados Unidos e estima-se que em 2034 serao 44 milhoes de 

norte americanos diabeticos (HUANG et. al., 2009). 

De acordo com a IDF (International Diabetes Federation), existem 371 

milhoes de pessoas diabeticas no mundo, com prevalencia mundial de diabetes 

de 8,3%. Metade das pessoas diabeticas nao e diagnosticada e cerca de 4,8 

milhoes morrem em consequencia ao diabetes. Mais de 470 milhoes de dolares 

sao gastos em tratamentos relacionados ao diabetes. No Brasil existem cerca 

de 13,4 milhoes de pessoas diabeticas entre 20 e 79 anos (IDF, 2011). 

A automonitorizagao glicemica e realizada com os biossensores de 

glicose ou glicosimetros, como sao mais conhecidos pela populacao. 

Infelizmente, a maioria das pessoas diabeticas nao se automonitorizam devido, 

principalmente, a baixa adesao ao tratamento, as pungoes digitais dolorosas e 

ao alto custo financeiro (GOMES e LERARIO, 2009). 

A automonitorizagao domiciliar das glicemias hoje se constitui um 

procedimento altamente eficaz no controle metabolico de pacientes diabeticos. 

No DM, a automonitorizagao e importante quando se visa o bom controle 

metabolico. Essa monitorizagao previne e ajuda a minimizar o risco de 

hipoglicemias; ajuda a tomar decisoes sobre qual tipo e doses de insulinas 

usarem, possibilitando fazer os ajustes necessarios a medicagao ou insulina; 

auxilia no melhor entendimento do efeito dos diversos alimentos, do estresse e 

dos exercicios sobre a glicemia (VILAR, 2013). 

A grande maioria dos biossensores produzidos no mundo e empregada 

para a deteegao de glicose, totalizando cerca de 10 bilhoes de ensaios sendo 

realizados em todo o mundo a cada ano. O mercado de detectores de glicose 
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no sangue e altamente lucrativo, uma vez que e responsavel por 85% do 

mercado total dos biossensores (SHEU et. al., 2011; VASHIST, 2012). 

Um biossensor para determinagao da glicose e formado essencialmente 

por uma enzima (GOX) depositada (imobilizada) em um eletrodo. A 

imobilizacao de uma enzima pode ocorrer de quatro formas: encapsulamento, 

adsorgao, ligacao covalente e ligagao covalente cruzada. A imobilizagao 

covalente de uma enzima a um suporte sintetico envolve a ligagao efetiva entre 

a enzima e o suporte atraves da ativagao previa de grupos reativos da matriz. 

Desta forma, os suportes devem: possuir grupos funcionais que possam ser 

ativados e ter boa estabilidade mecanica (ZHAO et al., 2013). 

A ativagao do suporte, na maioria das vezes consiste em silanizagao -

reagoes com agentes compatibilizantes (silanos, carboiminas, carbonoimidas e 

glutaraldeido). As enzimas sao ligadas na matriz atraves de grupos funcionais 

presentes em seus aminoacidos. Uma vez que a enzima nao pode ser 

imobilizada diretamente sobre os eletrodos, pois esta poderia ser inativada, 

novos materiais sao sintetizados para que possam desempenhar a fungao de 

suportes para o biocatalisador e ao mesmo tempo mediadores para o 

transporte de eletrons na interface (CHEN et al., 2011). Dai surge a 

necessidade de se obter um material que tenha ao mesmo tempo, 

compatibilidade com a enzima e com o eletrodo, ou seja, materiais hibridos. 

Materiais hibridos organico-inorganicos sao preparados pela 

combinagao de componentes organicos e inorganicos, e constituem uma 

alternativa para a produgao de novos materiais multifuncionais, com uma larga 

faixa de aplicagoes, normalmente, apresentam propriedades complementares, 

dando origem a um unico material com propriedades diferenciadas daquelas 

que Ihe deram origem. Esses materiais sao homogeneos, devido a mistura dos 

componentes em nivel molecular, usualmente em escala de nanometro a sub-

micrometro (JOSE e PRADO, 2005). 

Em toda a literatura cientifica observa-se a constante utilizagao de 

materiais hibridos, principalmente aqueles compostos por nanoparticulas 

magneticas e agentes silanos, para a imobilizagao da enzima GOX. Alguns 

exemplos sao: magnetita (Fe304)/tetraetilortosilicato (TEOS) (Feng et al., 

2012), oxido de grafeno (OG)/concanavalina A (ConA) (Zhou et al., 2012), 

ferrita de cobalto (CoFe 2 0 4 ) / TEOS + 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Lee 
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et. al., 2012), ferrita de cobalto (CoFe 20 4)/glutaraldeido (GA) (Wang et. al., 

2011), F e 3 0 4 / A P T E S (Huang eta l , 2010). 

O agente silano APTES e amplamente utilizado para preparar substratos 

para aplicacoes que utilizam a imobilizagao de proteinas e/ou enzimas. As 

nanoparticulas (NPMs) de oxido de ferro sao muito utilizadas para fabricagao 

de sensores de glicose por simplificar a atragao da GOX com o eletrodo, uma 

vez que as particulas do F e 3 0 4 possuem alta magnetizagao e sao facilmente 

atraidas para a superficie do eletrodo usando um campo magnetico. Desta 

forma, o sinal biologico (GOX) e facilmente convertido em sinal eletrico, 

podendo ser observada a sua quantificagao no visor do biossensor (CASH and 

CLARK, 2010). 

Desta forma o desafio deste trabalho foi a preparagao e caracterizagao 

do hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 capaz de realizar a imobilizagao da glicose oxidase 

(GOX). Este novo material atuou como agente imobilizador da GOX por meio 

da geragao de ligagdes covalentes entre o APTES e a enzima. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1 Objetivo Geral 

Preparar e caracterizar hibridos a partir de NPMs de F e 3 0 4 (magnetita) 

silanizada com o agente silano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), visando a 

imobilizagao da glicose oxidase (GOX). 

1.2 Objetivos Especificos 

• Modificar a superficie das nanoparticulas de F e 3 0 4 (NPMs) com o agente 

silano 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) visando a obtengao de um 

materiail hibrido NPMs/APTES. 

• Caracterizar as NPMs e o material hibrido obtido por difragao de raios-X 

(DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia 

eletronica de transmissao (MET), espectroscopia na regiao do 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e analise 

termogravimetrica (TG). 

• Realizar testes de citotoxicidade nas NPMs e no material hibrido. 
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Caracterizar magneticamente as NPMs e o material hibrido por 

magnetometria de amostra vibrante para avaliar seu comportamento 

magnetico e testes de magneticozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro de sedimentacao e separagao. 

Realizar testes de imobilizagao da glicose oxidase (GOX). 
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2 FUN DAM E NTAC AO TEORICA 

2.1 Diabetes Mellitus zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

OzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA diabetes mellitus (DM) e uma doenga metabolica, que se caracteriza 

por hiperglicemia resultante da deficiencia de secregao de insulina pelo 

pancreas e/ou resistencia periferica a ag io da insulina (VILAR, 2013). 

A classificagao mais atual do DM e baseada na etiologia da doenca, e 

engloba o diabetes tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1 (DM1) representa 10% dos 

casos de diabetes e predomina em criangas e adolescentes. Em torno de 80% 

dos casos de DM1 surge antes dos 18 anos. O DM1 caracteriza-se por 

deficiencia absoluta na produgao de insulina, decorrente da destruigao 

autoimune das celulas beta do pancreas, na maioria das vezes 

(KRONENBERG, 2010). 

O DM2 corresponde a 80-90% dos casos de diabetes, surgindo 

geralmente acima dos 40 anos, e a maioria dos pacientes e obesa. A 

hiperglicemia do DM2 ocorre devido a resistencia periferica a ag io insulinica; 

deficiente secregao de insulina pelo pancreas; e aumento da produgao hepatica 

de glicose (VILAR, 2013). 

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do DM2 encontram-

se a idade acima de 45 anos, obesidade, sedentarismo, hipertensao arterial, 

dislipidemia e historia familiar de DM. As manifestagoes clinicas mais 

frequentes sao: poliuria, nicturia, polidipsia, boca seca, polifagia, 

emagrecimento rapido, fadiga, fraqueza, e tontura (BANDEIRA, 2009). 

O diagnostico do DM se baseia nos seguintes criterios: glicemia de 

jejum, glicemia pos-prandial e no valor de 2 horas no teste de tolerancia oral a 

glicose de 75 gramas (OGTT). As diretrizes da Associagao Americana de 

Diabetes (2013) tambem determinam como criterio de diagnostico de diabetes 

a hemoglobina glicosilada (HbA1C) acima de 6,5% em duas dosagens; 

glicemia de jejum > 126mg/dl em duas dosagens; glicemia de 2 horas no OGTT 

75 gramas > 200mg/dl; ou glicemia > 200mg/dl em pacientes com sintomas 

classicos de hiperglicemia. 
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A maior sobrevida de individuos diabeticos aumenta as chances de 

desenvolvimento das complicacoes cronicas da doenga que estao associadas 

ao tempo de exposicao a hiperglicemia. Tais complicacoes - macroangiopatia, 

retinopatia, nefropatia e neuropatias - podem ser muito debilitantes ao individuo 

e sao muito onerosas ao sistema de saude. A doenga cardiovascular e a 

primeira causa de mortalidade de individuos com DM tipo 2; a retinopatia 

representa a principal causa de cegueira adquirida e a nefropatia uma das 

maiores responsaveis pelo ingresso a programas de dialise e transplante; o pe 

diabetico se constitui em importante causa de amputagoes de membros 

inferiores. Assim, procedimentos diagnosticos, terapeuticos (cateterismo, 

bypass coronariano, fotocoagulagao retiniana, transplante renal e outros), 

hospitalizagoes, absenteismo, invalidez e morte prematura elevam 

substancialmente os custos diretos e indiretos da assistencia a saude da 

populagao diabetica (KRONENBERG, 2010). 

O tratamento do DM engloba uma orientagao dietetica adequada, 

modificagoes no estilo de vida, isto e, perda de peso, atividade fisica e 

cessagao do tabagismo e alcoolismo, alem da terapia farmaeologica. Os 

principals grupos de farmacos usados no tratamento do DM2 sao: farmacos 

que aumentam a secregao pancreatica de insulina (sulfonilureias e 

meglitinidas); os que melhoram a agao periferica da insulina (biguanidas -

metformina e tiazolidinedionas); os que alteram a absorgao intestinal de 

carboidratos (inibidores dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA a-glicosidase); insulinas; analogos do GLP-

1 (Glucagon-like peptide 1); inibidores da dipeptidil peptidase IV (DPP-IV); e 

pramlintida (VILAR, 2013). 

A insulinoterapia e usada em todos os pacientes com DM1 e parte dos 

pacientes com DM2. Os pacientes com DM que necessitam do uso de insulina 

devem ser orientados quanto as diferentes apresentagoes, formas, vias e locais 

de aplicagoes e cuidados de armazenamento da insulina, assim como quanto 

as formas e a importancia do monitoramento glicemico. Varias preparagoes de 

insulina humana e de analogos de insulina encontram-se disponiveis, como 

mostra a Tabela 1 (BANDEIRA et al., 2009). 
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Tabela 1 - Tipos de insulina e tempo de ag io das preparacoes. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TERAPIA Inicio de acao Pico de agio 
Duragao 

(maxima) 

De acao ultra-rapida 

Lispro/Aspart/Glulisina 
5-15 (min) 1 -2 horas 4-6 horas 

De acao rapida 

Regular 
30 min a 1 hora 2-4 horas 6-10 horas 

De acao intermediaria 2-4 horas 6-10 horas 14-18 horas 

NPH Lenta 3-4 horas 6-12 horas 16-20 horas 

De acao longa 

Ultra lenta 

Glargina 

Detemir 

6-10 horas 

30 min a 2 

horas 

30 min a 2 

horas 

10-16 horas 20-24 horas 

20-24 horas 

6-23 horas 

Fonte: Bandeira et al., 2009 

De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 

2013), o monitoramento do DM e realizado com o objetivo de avaliar o controle 

glieemico em tempo real (glicemias capilares) ou retrospectivamente (glicemias 

laboratoriais, hemoglobina glicada A1c, frutosamina e sistema de monitorizacao 

glicemica continua ou CGMS). Com os dados obtidos, fazem-se mudancas no 

tratamento (antidiabetics orais, insulinas e dieta). 

A automonitorizagao das glicemias capilares e efetuada com a insergao 

de uma gota de sangue capilar em uma fita biossensora deseartavel contendo 

glicose desidrogenase ou glicose oxidase acoplada a um dispositivo medico 

(glicosimetro). A maioria dos glicosimetros utilizados quantifica glicose 

plasmatica. Apos sofrer acao enzimatica, ha uma reagao eletroquimica 

diretamente proporcional a concentracao de glicose. A faixa de mensuracao vai 

de 10 a 600mg/dl, dependendo da marca do monitor (SBD, 2013). 

A Associacao Americana de Diabetes (ADA) estabelece anualmente 

metas rigorosas em termos de valores de glicemia de jejum e pos-prandial, 

hemoglobina glicada, pressao arterial e lipoproteinas, como mostra a Tabela 2 

(ADA, 2013). 
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Tabela 2 - Recomendagoes de controle glieemico, pressao arterial e lipidios em 

adultos com DM. 

A1C < 7 % 

Glicemia de jejum 70-130 mg/dl 

Glicemia pos-prandial < 180 mg/dl 

Pressao arterial < 140/80 mmHg 

Colesterol LDL < 100 mg/dl 

Fonte: ADA, 2013. 

O controle glieemico adequado deve sempre ser objetivado pelo 

paciente e pelos profissionais de saude. O automonitoramento da glicemia, por 

meio das glicemias capilares, e uma ferramenta util, permitindo ao paciente 

avaliar sua resposta individual a terapia, alem de prevenir hipoglicemias graves 

e ajudar no ajuste das medicacoes, da dieta e da atividade fisica. Nao ha senso 

a respeito da frequencia ideal para realizagao da glicemia capilar. De um modo 

geral, pacientes em uso de insulina devem proceder as glicemias capilares ao 

menos tres vezes ao dia. Para pacientes em uso de terapia oral, a frequencia 

deve ser aquela suficiente para facilitar o alcance das metas glicemieas 

estabelecidas (BANDEIRA, 2009). 

De acordo com Kuzuya et al. (2002) a analise clinica do DM e 

estabelecida pela medida da glicemia no soro ou plasma sanguineo apos um 

jejum de 8 a 12 horas. Tal analise envolve tecnicas espectrofotometricas 

utilizando-se equipamentos de grande porte como espectrofotometros 

automatizados (ou nao) ou microanalise atraves de biossensores. O ensaio 

espectrofotometrico para determinacao de glicose no sangue envolve varias 

etapas. Inicialmente faz-se a coleta do material e a separagao do plasma 

sanguineo. 

Uma solugao de glicose oxidase (GOX), peroxidase (HRP), 4-

aminofenazona e fenol e preparada e a ela adiciona-se alguns microlitros de 

plasma. Ha uma pausa de 10 minutos onde os reativos (plasma e solugao) sao 

incubados em banho-maria a 37°C, possibilitando entao a determinagao da 

concentragao de glicose fotometricamente. Na presenga da enzima peroxidase, 

o peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) resultante da oxidagao da glicose pela enzima 

glicose oxidase, oxida composto que nao possuem absorgao na regiao visivel 
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em compostos coloridos. A intensidade da cor formada possui absorbancia 

maxima em 500 - 520 nm e e diretamente proporcional a concentracao do 

substrato (glicose) inicia! (KUZUYA et al., 2002). 

Esta metodologia para a determinacao da concentracao da glicose foi 

inicialmente descrito por Trinder em 1969. Tal metodo baseia-se na oxidagao 

da 4-aminofenazona pelo H 2 02, a qual se combina com um composto fenolico 

para formar uma quinonaimina colorida.com alta absorbancia em 500 - 520 nm. 

Na Figura 1 tem-se o mecanismo da reagao de Trinder. O tempo de reagao 

para a formacao da quinonaimina e de 10 minutos a temperatura ambiente (15 

- 30°C) ou 5 minutos a temperatura de 37°C (VIEIRA, 2006). 

Figura 1 - Reacao proposta por Trinder para a oxidagao da 4-aminofenazona. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quinonaimina 

Fonte: Trinder, 1969. 

Atualmente, testes de glicose mais rapidos e praticos podem ser 

efetuados atraves de biossensores (NEWMAN e TURNER, 2005). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.2 Biossensores de Deteegao de Glicose 

Testes de glicose rapidos e praticos podem ser efetuados atraves de 

biossensores que se baseiam no sinal eletrico (corrente ou tensao) criado na 

oxidagao da glicose pela enzima glicose oxidase (GOX). A reagao bioquimica 

de oxidagao da GOX pode alterar o pH do meio devido a formagao de acido 

gluconico, criando uma diferenga de potencial (biossensor potenciometrico). A 
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polarizagao do eletrodo pode gerar uma corrente devido a oxidagao do 

peroxido de hidrogenio (biossensor amperometrico). O sinal amperometrico 

produzido e diretamente proporcional a concentracao de glicose presente na 

amostra a ser analisada (VIEIRA, 2006). 

Os biossensores sao dispositivos analiticos que convertem uma 

resposta biologica em um sinal eletrico, com o objetivo de detectar substancias 

ou condicoes especificas. Os biossensores tern sido desenvolvidos para 

detectar ou mensurar a temperatura corporal, pressao arterial, pH, glicose, 

enzimas, anticorpos, bacterias especificas, entre outros usos. Um biossensor e 

composto por um receptor, que entra em contato com um componente 

biologico ativo (por exemplo, sangue e urina); um transdutor fisico-quimico e 

um processador eletronico do sinal (HE et al., 2012). 

Biossensores baseados em transdutores eletroquimicos sao os mais 

usados para analises clinicas. Os biossensores amperometricos tern a 

vantagem de usar uma tecnica eletroquimica, onde substancias quimicas 

eletroativas sao oxidadas ou reduzidas em eletrodos metalicos inertes. A 

maioria dos biossensores amperometricos usa enzimas como elemento 

reconhecedor do material biologico (CASH e CLARK, 2010). 

O desenvolvimento dos biossensores de glicose se deu no inicio da 

decada de 1920, com o cirurgiao canadense Frederick Banting e seu assistente 

Charles Best, os quais desenvolveram metodos analiticos para a determinacao 

de glicose no sangue e urina. Clark e Lyons em 1962 publicaram pela primeira 

vez um artigo descrevendo um biossensor de glicose, iniciando assim a busca 

pela tecnologia de monitoramento de glicose no Hospital Infantil de Cincinnati, 

Ohio, EUA (CASH e CLARK, 2010; SHEU et al., 2011). 

Os dispositivos de monitoramento de glicose no sangue (BGMD) sao 

uma parte integrante do dia-a-dia dos pacientes portadores de diabetes. Estes 

dispositivos evoluiram tremendamente nas ultimas quatro decadas em termos 

de miniaturizacao, resposta rapida, maior especificidade, simplicidade, 

captacao indolor de amostra e utilizacao de softwares de gerenciamento de 

dados mais sofisticados. A grande maioria dos biossensores produzidos no 

mundo e empregada para a deteegao de glicose, totalizando cerca de 10 

bilhoes de ensaios sendo realizados em todo o mundo a cada ano. O mercado 

de detectores de glicose no sangue e altamente lucrativo, uma vez que e 
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responsavel por 85% do mercado total dos biossensores (SHEU et al., 2011; 

VASHIST, 2012). 

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

deteecao de glicose tenha atingido a marca dos 6,1 bilhoes dolares em 2012, 

sendo este dominado por um pequeno numero de grandes empresas de 

diagnostico, tais como:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Abbott, Roche Diagnostics, Bayer, Minimed e LifeScan. 

Os pre-requisitos essenciais para um BGMD de sucesso sao: facilidade de uso, 

apresentagao simples, maior precisao e confiabilidade, baixo custo, memoria 

aprimorada e sofisticada baseada em softwares de gerenciamento de dados 

(SHEU et al., 2011). 

O biossensor classico de glicose e um biossensor enzimatico com um 

transdutor optico ou amperometrico. A enzima catalisa a conversao de um 

analito em uma molecula que pode ser mensurada. As enzimas mais usadas 

nos biossensores de glicose sao hexokinase, glicose oxidase (GOX) e 

epirroloquinolinadesidrogenase de glicose-quinona (PQQ-GDH) (URBAN, 

2009). 

A enzima glicose oxidase (GOX) oxida seus substrates e precisa de 

oxigenio como um co-substrato, re-oxidando a enzima ao estado inicial, de 

acordo com a equacao 1 e na Figura 2: 

glicose + 0 2 — — — > gluconolactona + H , 0 3 (1) 

Figura 2 - Um esquema da deteegao da glicose em biossensores 

Fonte: Adaptado de Dolatabadi, 2013. 
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Para os sensores microeletronicos, o consumo de oxigenio e a mudanca 

de pH, devido a dissociacao de gluconolactona (acido gluconico) e mais 

proeminente de H 2 0 2 , sao mensuradas por metodos opticos ou 

microeletroquimicos. Um dos problemas desse metodo e a necessidade do 

oxigenio para a reagao da GOX (equacao 1), pois o sangue venoso utilizado 

para medigao da glicose apresenta baixa concentracao de oxigenio. Isso foi 

superado com o uso de mediadores eletroquimicos ativos (URBAN, 2009). . 

O substrato para sensores de glicose sanguinea descartavel e de papel 

ou polimero, como o poliester Melinex. As enzimas usadas sao: PQQ-GDH, 

NAD-GDH, FAD-GDH ou GOX, que sao misturadas a um mediador redox no 

eletrodo e depositadas na area do sensor. Os biossensores de glicose diferem 

no volume de sangue necessario, no design, material do eletrodo, no tipo de 

mediador redox e metodos de medigao (amperometrico ou colorimetrico) 

(NEWMAN etal. , 2005). 

Existem varias geragoes de biossensores eletroquimicos com base na 

GOX, que usavam uma camada de GOX para reconhecer a glicose e gerar um 

sinal eletroquimico. Este sinal e transferido da enzima atraves da redugao do 

0 2 a H 2 0 2 ( 1 a geragao de sensores de glicose); ou redugao de outro mediador 

quimico (2 a geragao) (CASH e CLARK, 2010). 

Quase todos os dispositivos comerciais de monitoramento de glicose no 

sangue (BGMD) utilizam um biossensor eletroquimico produzido em larga 

escala, de custo-beneficio alto, porem aceitavel, que e capaz de detectar 

rapidamente a glicose. Esses BGMD usam dispositivos automaticos (lanceta) 

para furar o dedo do diabetico para retirar a amostra de sangue, o que e 

doloroso ja que o individuo tern de medir glicose no sangue muito 

frequentemente, ou seja, mais de quatro vezes por dia. Assim, houve uma 

busca tremenda nas ultimas decadas para se desenvolver um BGMD 

melhorado e com a necessidade de amostra de sangue reduzida, menos de 

1}iL, e com os aspectos dolorosos minimizados pelo emprego de locais 

alternatives de amostragem (brago, mao, orelha), alem de usar lancetas de 

menor calibre (VASHIST, 2012). 

No entanto, mesmo com o desenvolvimento dos BGMD minimamente 

invasivos, os cientistas tern buscado a obtengao sensores subcutaneos para 

determinar a concentragao de glicose no fluido intersticial da pele. Mas este 
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tipo de biossensor possui de limitacoes com relacao ao desconforto causado 

aos pacientes, a exigencia de calibracao contfnua e alta susceptibilidade a 

incrustagao. Portanto, o desenvolvimento de tecnicas nao-invasivas de 

deteegao de glicose (NGM) parece ser a unica maneira de obter-se uma 

tecnologia de monitoramento de glicose para diabeticos sem dor. Este e o 

principal estimulante para as pesquisas continuas no campo da NGM. Na 

ultima decada, varios esforgos tern se eoncentrado nessa area, o pode ser 

refletido pelo grande numero de publicagoes de artigos de NGM, como mostra 

a Figura 3 (VASHIST, 2012). 

Varios dispositivos NGM estao sendo comereializados, podendo-se citar 

alguns como o GlucoWatch® G2 e o Pendra®, dois dispositivos NGM na forma 

de um relogio de pulso, aprovados pela FDAzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Food and Drug Administration) 

em 2001 e 2003, respectivamente, porem utilizados como auxiliares para 

medidores de glicose no sangue convencionais (invasivos) (VASHIST, 2012). 

Figura 3 - Evolugao no numero de artigos publicados com tecnicas nao 
invasivas de deteegao de glicose (NGM). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Fonte: Adaptado de Vashist, 2012. 

O GlucoTrack™ , dispositivo NGM portatil, de medigao em tempo real e 

continuo (Figura 4), que determina a concentragao de glicose no sangue, 

utilizando tres tecnicas NGM, o eletromagnetico, ultra-som e capacidade de 
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calor. E por fim, o C8 MediSensors (Figura 5), um NGM nao portatil e de 

detecgao continua, baseado em espectroscopia de Raman, resistente a agua, 

mas nao a prova de agua, que realiza uma medigao de glicose simples em 

cerca de 3 minutos, com precisao comparaveis aos medidores de glicose no 

sangue convencionais (VASHIST, 2012). 

Figura 4 - GlucoTrack™ , dispositivo NGM portatil. (a) Unidade de 

monitoramento e (b) Pinca auricular. 

Fonte: Vashist, 2012. 

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

Fonte: Vashist, 2012. 



30 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3 Glicose Oxidase (GOX) 

Enzimas sao proteinas especializadas na catalise de reagoes quimicas. 

As enzimas sao fundamentais para qualquer processo bioquimico a nivel 

fisiologico ou biotecnologico, apresentando uma extraordinaria eficiencia 

catalitica e um alto grau de especificidade por seus substratos quando 

comparadas aos catalisadores de origem sintetica. Tais biocatalisadores 

aceleram as reacoes quimicas de maneira formidavel e atuam em meio aquoso 

e em condicoes relativamente suaves de pH e temperatura. Embora a enzima 

participe da sequencia da reagao, ela nao sofre nenhuma transformacao. 

Sendo assim, apenas poucas moleculas de enzimas sao capazes de catalisar a 

conversao de milhares de moleculas de substrato (S) a produto (P) 

(KRAJEWSKA, 2004). 

Emil Fischer, em 1894, estabeleceu que as interagoes entre uma 

enzima e seu substrato seriam complementares, propondo o modelo "chave-

fechadura" para explicar a agao enzimatica. De acordo com este modelo, o sitio 

ativo da enzima e o substrato possuem formas geometricas semelhantes. 

Dessa forma, o substrato (chave) se encaixa perfeitamente ao sitio ativo da 

enzima como se este fosse rigido analogamente a uma fechadura, conforme 

ilustrado na Figura 6. Estados intermediaries (ES e EP) sao formados antes do 

produto (VIEIRA, 2006). 

Figura 6 - Modelo chave-fechadura para agao enzimatica. 

Produtos 

Complexo enzima,' Complexo enzima8 

susUdto [ES] produto [EP] 

Fonte: Vieira, 2006. 
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Os testes de glicemia sangufnea necessitam de catalisadores 

envolvidos na reagao de oxidacao da molecula de glicose, visto que, o 

monitoramento do diabetes, se da pela medida da taxa desse agucar no 

sangue. Neste caso, as enzimas glicose oxidase e peroxidase sao os 

biocatalisadores mais utilizados (VIEIRA, 2006). 

Segundo Bankar et al. (2009) a glicose oxidase (GOX), cuja estrutura 

esta representada na Figura 7, e uma enzima da classe das oxi-redutases que 

catalisa a oxidacao da 3-D-glicose pelo oxigenio molecular em glucono-5-

lactone, o qual subsequente e espontaneamente se hidrolisa em acido 

gluconico, gerando nessa hidrolise peroxido de hidrogenio. A atividade da 

glicose oxidase, extraida dozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Aspergillus niger foi primeiramente relatada por 

Muller em 1922. A partir de entao, esta enzima tern sido extraida e purificada 

desse fungo. 

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

Fonte: SANTOS, 2012. 

Como parte ativa da GOX, existe uma molecula organica complexa 

(coenzima), a flavina adenina dinucleotidio (FAD). O FAD e urn componente 

comum nas reagoes biologicas de oxi-redugao. As reagoes redoxes envolvem 

urn ganho ou uma perda de eletrons por uma molecula. Na GOX, o FAD 

trabalha como aceptor inicial de eletrons e e reduzido a FADH2. O FADH2 e 

entao oxidado pelo oxigenio molecular (0 2 ) que possui urn potencial mais 
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elevado de redugao. O 0 2 gasoso e entao reduzido a peroxido de hidrogenio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(H2O2). A reagao de oxidagao de uma molecula de glicose pela GOX e ilustrada 

na Figura 8 (BANKAR et al., 2009). 

Figura 8 - Oxidacao da molecula de glicose pela agio da enzima glicose 

oxidase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CH;OH CH;OH 

Fonte: Adaptado de BANKAR et al., 2009. 

A GOX e de consideravel importancia comercial. Tern sido utilizada no 

cozimento, na producao de ovo em po, na produgao de vinho e na produgao de 

acido gluconico. Porem suas aplicagoes nao se resumem apenas a aplicagoes 

industrials. A GOX e a enzima mais estudada para a atuagao em biossensores 

de glicose devido a sua alta especificidade, estabilidade e baixo custo de 

obtencao quando comparada a outras enzimas (SANTOS, 2012). 

Devido a sua alta especificidade, a GOX e usada como elemento 

biocatalitico para se medir os niveis de agucar no sangue e por isso tern sido 

usada na fabricagao de biossensores. Neste caso, a enzima pura deve ser 

imobilizada na superficie do eletrodo, mantendo sua atividade catalitica. Alem 

de permitir a difusao de substratos e produtos para dentro e para fora da 

interface biocatalitica, a enzima imobilizada pode ser reutilizada, o que diminui 

o custo consideravelmente (TANGUTOORU et al., 2012). 
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2.4 Nanoparticulas Magneticas para imobilizacao da GOX 

Em pouco mais de meio seculo de pesquisas e desenvolvimento de 

processos tecnologicos, inumeras tecnicas foram desenvolvidas para a 

imobilizacao de enzimas. O suporte ideal para a imobilizacao de enzimas deve 

ser insoluvel em agua, se ligar facilmente a enzima e ser inerte quimicamente. 

Os metodos mais comuns para imobilizacao de enzimas se dao atraves de 

encapsulamento (em matrizes ou microcapsulas polimericas) ou atraves de 

ligacoes fisicas ou quimicas da enzima ao suporte (BANKAR et al., 2009). 

A Figura 9 ilustra a classificacao dos principals metodos de 

imobilizacao de enzimas. A selecao do metodo de imobilizacao dependera 

essencialmente do suporte a ser utilizado na confeccao do biossensor (VIEIRA, 

2006). 

Figura 9 - Principals metodos desenvolvidos para a imobilizagao de enzimas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Imobilizjifao 

Fonte: Vieira, 2006. 

O metodo mais simples e rapido de imobilizagao enzimatica e a 

adsorgao fisica, o qual se baseia em interagoes fisicas entre a enzima e a 

superficie onde a enzima sera imobilizada. Nesse metodo a atividade 

enzimatica observada e proxima a atividade natural da enzima. As principals 

vantagens desse metodo sao a sua simplicidade e baixo custo experimental. 

(SANTOS, 2012). 
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Nanoparticulas de S i 0 2 sao altamente compativeis com enzimas e 

podem ser usadas na fabricagao de sensores amperometricos de glicose. 

Huang et al. (2011) imobilizaram glicose oxidase (GOX) nas nanoparticulas de 

Si02 silanizadas com o APTES e demonstraram as condigoes de imobilizagao 

e as propriedades da enzima imobilizada. Neste estudo, a GOX foi imobilizada 

via ligagao covalente, o pH otimo para a imobilizagao foi o de 6,5 e a 

quantidade de GOX imobilizada nas NPs foi 92,6% da GOX inicial o que 

equivale, segundo os autores, a 68mg/g da enzima imobilizada, sugerindo que 

estas NPs podem ser usadas em sensores enzimaticos de glicose baseados 

em fibras opticas. As NPMs de S i 0 2 silanizadas com o APTES foram 

escolhidas como transportadores por serem de facil preparagao, com boa 

compatibilidade e grande area de superficie. 

As nanoparticulas magneticas revestidas de agentes silanos podem ser 

usadas como carreadores ideais para imobilizagao enzimatica devido a sua 

boa estabilidade em solventes organicos, propriedades anti-bacterianas, facil 

separagao e recuperagao. Wang et al. (2011) demonstraram que NPMs de 

CoFe20 4 silanizadas consecutivamente com APTES + TEOS 

(tetraetilortosilicato) + GA (glutaraldeido) sao excelentes carreadores para 

imobilizagao da GOX. Segundo os autores a imobilizagao da GOX nas NPMs 

de CoFe20 4 /Si0 2 se deu via ligagao cruzada com o GA. A reagao de 

imobilizagao ocorreu em 3h com o pH 7,0. Como resultado de imobilizagao 

estes autores obtiveram 1,33mg/g da enzima imobilizada. 

Feng et al. (2012) prepararam nanoparticulas magneticas 

monodispersas de Fe 3 0 4 , que posteriormente foram funcionalizadas com os 

agentes silanos TEOS e APTES e recobertas com ouro para formar a particula zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

core-shell (casca/nucleo), obtendo o material hibrido Fe 30 4 /Si02/Au, ilustrada 

na Figura 10. 
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Figura 10 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparacao das 

nanoparticulaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA core-shell Fe 304/Si0 2 /Au. 

Fonte: Feng etal., 2012. 

Estes materials hlbridos desenvolvidos por Feng et al. (2012) foram 

posteriormente utilizadas como matriz para a construgao de urn sensor de 

glicose, ilustrado na Figura 11. Assim, os testes de imobilizagao de GOX 

estudados por Feng et al. (2012) foram realizados utilizando-se urn biossensor 

experimental e nao urn teste in vitro, por exemplo como a imobilizagao de GOX 

estudada por Wang et al. (2011). 

Figura 11 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparagao do sensor de 

detecgao de glicose. 

Fonte: Feng et al., 2012. 

Feng et al. (2012) utilizaram urn metodo eletroquimico para o teste de 

imobilizagao da GOX, o qual foi realizado por voltametria ciclica (100 mV . s"1), 

em uma solugao anaerobica, com pH de 7,4. De acordo com os autores, a 

imobilizagao da GOX se deu por adsorgao sobre a superficie do hibrido zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

lTiFTRiRinizyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.inTEr.AiW: I 
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Fe 3 0 4 /S i0 2 /Au, e que o biossensor experimental mostrou-se de otimo 

desempenho, apresentando alta sensibilidade a GOXzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (3,92x10" 9 moTcrrf 2), 

boa reprodutibilidade de dados, resposta rapida (menos de 5s). 

Yu et al. (2010) sintetizaram NPMs de F e 3 0 4 por co-precipitagao e as 

recobriram com cloreto de polidialildimetilamonio (PDDA) para realizagao de 

imobilizagao de GOX. Para isto, foi preparada uma solucao com as NPMs (11,8 

mg/mL) e a GOX em excesso (1 ml_, 10mg/ml_). Em seguida a solucao foi 

mantida sob agitacao magnetica, a temperatura ambiente, por tres horas, com 

pH controlado em 7,0, gerando assim uma solucao GOX-Fe 3 0 4 com 

concentracao aproximadamente 17,6 mg/mL. O metodo utilizado para a 

determinagao da quantidade de GOX imobilizada foi a colorimetria. Neste 

trabalho os autores nao relataram a forma como ocorreu a imobilizagao da 

GOX sobre as NPMs de F e 3 0 4 , no entanto afirmaram que conseguiram 

imobilizar 0,1mmol/L de GOX por cada miligrama de NPMs. Ainda segundo os 

autores o principal problema dos biossensores enzimaticos amperometricos e a 

efetiva imobilizagao da enzima na superficie do eletrodo. 

2.5 Agentes Silanos 

Os agentes silanos, tambem conhecidos como silanos organofuncionais 

sao a classe de agentes de adesao mais utilizadas no tratamento de 

superficies de cargas inorganicas, visando melhorar a interagao destas com 

compostos organicos (LUNG e MATINLINNA, 2012). 

Os agentes silanos tern formula geral Y-Si(OR) 3 e podem atuar como 

agentes de adesao ou como co-agentes de reticulagao. Estes compostos sao 

largamente utilizados quando se quer modificar o carater hidrofilico a 

hidrofobico, fazendo com que a matriz organica ou inorganica, tenha certa 

afinidade com biomoleculas, ou simplesmente quando e necessario promover 

uma adesao entre compostos organicos e inorganicos (BENVENUTTI et al, 

2001). Os silanos tern sido largamente utilizados como: modificadores de 

superficie (AIROLDI e FARIAS, 2004), adesivo em resinas dentarias 

(GRULLON, 2005) e agentes adsortivos (WANDERLEY, 2009). 

Os grupos Y (organo-funcional) e Si(OR) 3 (tri-alcoxi) sao altamente 

reativos. O tri-alcoxi permite a ligagao da molecula do silano a substratos 
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inorganicos, como ceramicas, metais e vidros. Ja o grupo organo-funcional, 

que pode conter grupos alquil, aril, vinil, amina, epoxi, metacrilato e outros, 

possibilita a reagao da molecula com materials organicos sinteticos como 

polimeros e naturais como as enzimas (SANTOS, 2011). 

Uma vez que este trabalho visa a preparacao de um material hibrido 

para imobilizagao de GOX, o agente silano a ser utilizado sera o 3-

aminopropiltrietoxissilano (C 9H23N0 3Si) - APTES, cuja formula estrutural esta 

apresentada na Figura 12. 

Um agente silano quimicamente adsorvido sobre uma superficie 

inorganica proporciona uma plataforma de reagoes quimicas adicionais, 

atraves de uma amina ou outro grupo funcional oposto ao silano. Assim, 

macromoleculas, como proteinas, enzimas e DNA podem se fixar a esta 

plataforma, ligando-se o grupo funcional (WANG e VAUGHN, 2008). 

Figura 12 - Formula quimica estrutural do 3-anninopropiltrietoxissilano. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

cm zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

\ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAXH3 
CH2 

/ cm 
o 

- S i 

/ I 
CH2 cm 

CH2 

H2N 

Fonte: Wang e Vaughn, 2008. 

Liu et al (2004) sintetizaram NPMs de magnetita por co-precipitagao e as 

recobriram com uma camada de silica, proveniente do agente silano N-(2-

aminoetil)-3-aminopropiltrimetoxisilano (AEAPS), obtendo esferas de 50 a 80 

nm. O material hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 foi testado na imobilizagao da proteina 

albumina bovina (BSA), a qual, segundo os autores ocorreu por ligagao 

covalente entre a BSA e as NPMs. Para isso, BSA foi dissolvido em uma 
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solucao tampao (5 mg/mL), com pH 7,0, e mantida sob agitagao constante a 

30°C por 4 h. A quantidade de BSA imobilizada foi determinada por colorimetria 

observando-se a absorbancia medida na faixa de 280 nm, de acordo com uma 

curva de calibragao previamente realizada para o espectrofotometro utilizado. 

Segundo os autores a quantidade maxima de BSA imobilizada foi de 86mg de 

BSA/g de Fe 3 0 4 . 

Kanimozhi e Perinbam (2013) prepararam nanoparticulas 

superparamagneticas de F e 3 0 4 (magnetita) utilizando o metodo de co-

precipitagao quimica e funcionalizaram a superficie da mesma com 3-

aminopropiltrietoxissilano (APTES) visando a obtengao de nanoparticulas 

magneticas funcionalizadas. A lipase purificada a partir dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Pseudomonas 

fluorescens (Lp1) foi imobilizada na magnetita funcionalizada usando 

glutaraldeido como agente acoplamento. Os resultados do estudo de 

caracterizagao revelou a imobilizagao da lipase com sucesso na magnetita 

funcionalizada por meio de ligagao cruzada (cross linking). A magnetizagao de 

saturagao das nanoparticulas magneticas foi de 28,34 emu/g, enquanto que 

para a nanoparticula magnetica funcionalizadas foi 17,07 emu/g. A lipase 

imobilizada teve maior atividade em 50°C e estabilidade termica ate 70°C. A 

magnetita funcionalizada exibiu reutilizagao excelente para 4 ciclos de 

imobilizagao e estabilidade de armazenamento de ate 15 dias atraves da 

retengao de 75% de sua atividade inicial. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.6 Magnetita (Fe 3 0 4 ) 

O oxido de ferro apresenta quatro formas polimorificas: magnetita (FeO. 

F e 2 0 3 - Fe 3 0 4 ) , maghemita (y-Fe 20 3), goethita (FeO[OH]) e hematita (Fe 2 0 3 , ) . 

A magnetita e o oxido magnetico mais abundante em rochas igneas, 

metamorficas e sedimentares, sendo rara a sua ocorrencia na forma pura, a 

qual possui magnetizagao de saturagao teorica (M s ) de 100 J T"1 kg"1 a 20 °C 

(MAGALHAES, 2008). Suas propriedades magneticas e eletricas sao fungoes 

nao apenas de seus raios ionicos e da Valencia, mas tambem, das 

propriedades quimicas, morfologicas e estequiometricas. A magnetita difere 

dos outros oxidos por possuir em sua estrutura ferro bivalente (raio ionico 0,083 

nm) e trivalente (raio ionico 0,067 nm) (CALLISTER, 2006). 
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A celula unitaria da magnetita e formada por oito ions Fe 3 + localizados 

no sitio tetraedrico (ou sitio A) e no sitio octaedrico (ou sitio B) oito ions Fe 3 + e 

8 ions Fe 2 + , como visualizado na Figura 13. Sua formula pode entao ser 

escrita da seguinte maneira [Fe 3 +

8 ] {Fe 3 +

8 Fe 2 + 8}0 3 2 , onde [ ] representa o sitio 

tetraedrico e { } o sitio octaedrico (MAGALHAES, 2008). 

Figura 13 - Representacao da estrutura cristalina da magnetita. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Oxiacuio 

Fonte: Magalhaes (2008). 

A magnetita e um material ceramico que possui propriedade magnetica 

ou simplesmente magnetismo e por isso e classificado como ferrimagnetica. A 

caracteristica mais marcante da F e 3 0 4 e a sua magnetizagao espontanea, ou 

seja, ela apresenta uma magnetizagao nao nula, mesmo na ausencia de 

campo externo aplicado. Em geral materials ferrimagneticos podem ser 

classificados em dois grupos: materials duros (imas) e materials moles ou 

doces. Geralmente esta classificagao esta associada a resposta magnetica do 

material a um campo aplicado. Uma das propriedades que e utilizada para 

indicar os dois tipos de magnetismo e a coercividade, ou seja, o campo 

necessario para levar a magnetizagao do material a zero (CALLISTER, 2006). 

Os materials magneticos que possuem uma coercividade alta maior que 

10.000 A/m sao chamados de duro, e aqueles que possuem coercividade baixa 
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menor que 500 A/m sao chamados de moles ou doces. O requisito principal 

para os materials magneticos moles e que uma alta magnetizagao de 

saturagao (Ms) seja produzida por um pequeno campo aplicado. O campo 

necessario para provocar a desmagnetizagao tambem e pequeno. Em outras 

palavras, a area do ciclo de histerese e a perda de energia por ciclo sao 

pequenas. Um material magnetico mole opera na presenga de um campo 

magnetico. Este comportamento e de fundamental importancia em aplicagoes 

que envolvem mudangas continuas na diregao de magnetizagao (CALLISTER, 

2006). 

Materials magneticos moles sao aqueles capazes de se magnetizar e 

desmagnetizar facilmente apresentando curvas de histerese de aparencia 

estreita com baixos campos coercivos e alta saturagao, tendo, portanto altas 

permeabilidades magneticas u.. Este fato e devido a presenga de poucas 

imperfeigoes e defeitos que constituem obstaculos ao movimento das paredes 

dos dominios magneticos ou ao giro da magnetizagao dentro de um dominio. 

Igualmente, e para favorecer estes movimentos, se faz necessario baixa 

constante de anisotropia e de magnetizagao. As aplicagoes para este tipo de 

materials podem ser vistas em transformadores, motores, geradores, 

equipamentos de comunicagao de alta sensibilidade (ZIDARIC e MILJAVEC, 

2011) . 

Na ultima decada as nanoparticulas de magnetita tern sido largamente 

estudadas para as aplicagoes nos campos da biologia, agronomia e medicina, 

inclusive para imobilizagao de enzimas (WU et. al., 2012) e proteinas (XU et. 

al., 2009), radiofarmacologia (MEDEIROS et. al., 2011), imunoensaios (HONG 

et. al., 2010), separagao celular (CUI et. al., 2011), engenharia de tecidos 

(KUMARI e SINGH, 2012), purificagao de RNA e DNA (MING et. al., 2009), 

agente de contraste para imagem de ressonancia magnetica (CHEN e GU, 

2012) , transportador de farmacos (KUMARI e SINGH, 2013) e para hipertermia 

magnetica (QU et. al. 2010). 
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3 MATERIAIS E METODOS 

3.1 Materials 

Os materiais e reagentes utilizados nesta pesquisa foram: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Processo de silanizagao: 

• 3-aminopropiltrietoxisilano [H2N(CH2)3Si(OCH3)3] 97% (APTES) -

SIGMA-ALDRICH; 

• Magnetita (Fe30 4) sintetica fornecida pelo do Laboratorio de Sintese de 

Materiais Ceramicos (LabSMaC) na forma de po com tamanho de 

cristalito de 45 nm e area superficial de 6,01 m 2/g; 

• Tolueno - C 7 H 8 - SIGMA-ALDRICH; 

• Alcool etilico - C 2 H 6 0 - SIGMA-ALDRICH; 

Preparagao do PBS: 

• Fosfato de sodio monobasico - N a H 2 P 0 4 H 2 0 - VETEC; 

• Fosfato de potassio dibasico anidro - K 2 H P 0 4 - VETEC; 

Imobilizagao da GOX: 

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

• Glicose oxidase (GOX) - SIGMA-ALDRICH; 

3.2. Preparagao das NPMs 

As NPMs de Fe30 4 sintetizada por reagao de combustao (COSTA et al., 

2009; COSTA e KIMINAMI, 2012) como recebidas do LabSMac foram secas 

em estufa FANEM modelo 315 a 100°C durante 24h. Apos secagem as 

mesmas foram peneiradas em malha ABNT 325 (abertura 45 um) e em seguida 

submetidas a modificagao de superficie (silanizagao) pelo metodo de refluxo 

com o APTES seguindo o procedimento proposto por Santos et al. (2012.) e 

posteriormente, encaminhadas a caracterizagao antes e apos a silanizagao. 
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3.3 Silanizagao das NPMs 

A Figura 14 apresenta um fluxograma esquematico da realizagao da 

etapa de silanizagao. 

Figura 14 - Fluxograma da silanizagao das NPMs com o APTES. 

Fonte: Propria, 2013. 

A reagao de silanizagao com aminopropiltrimetoxisilano adotada foi 

baseada na metodologia proposta por Santos et al. (2012). Em um balao de 

tres bocas e fundo redondo com capacidade de 250 ml_ foram colocadas 5g de 

F e 3 0 4 , 80mL de tolueno e 5ml_ do APTES. Depois de uma agitagao manual, 

submeteu-se a mistura a um sistema de refluxo sob temperatura de 

aproximadamente 110°C sob agitagao magnetica por 72 horas. Em seguida a 

solugao foi transferida para tubos de ensaios em uma centrifuga FAN EM 
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modelo baby com velocidade 500 rpm/ 30 minutos afim de promover a 

sedimentacao das nanoparticulas magneticas. 

Em seguida, lavou-se as NPMs de F e 3 0 4 com alcool etilico, repetiu-se o 

procedimento de lavagem 10 vezes, ate que fosse possivel notar que apos a 

lavagem o alcool descartado estava praticamente transparente. Para finalizar, 

levou-se as NPMs a uma estufa marca FANEM modelo 315 a 150°C durante 

24h, para serem secas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.4 Caracterizacao 

3.4.1 Difragao de Raios X - DRX 

A determinacao das fases presentes, cristalinidade e o tamanho de 

cristalito da magnetita (Fe30 4), bem como da F e 3 0 4 / S i 0 2 obtidos apos a 

silanizagao com o APTES foram determinados a partir dos dados de difracao 

utilizando um difratometro de raios X SHIMADZU (modelo XRD 6000, radiagao 

Cu K). A cristalinidade foi determinada a partir da razao entre a area integrada 

do pico referente a fase cristalina e a area referente a fragao amorfa. 

O tamanho medio de cristalito foi calculado a partir da linha de 

alargamento de raios X (d 3 n) mediante a deconvolugao da linha de difragao 

secundaria do cerio policristalino (utilizado como padrao) utilizando-se a 

equagao de Scherrer (AZAROFF, 1964). Esse ensaio foi realizado no 

Laboratorio de Engenharia de Materiais da UFCG. 

O calculo de tamanho de cristalitozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Dm foi determinado para as reflexoes 

basais principals do material em estudo usando a equagao 2 de Scherrer 

(AZAROFF, 1964). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Dhki = ~nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 2 (2) 

p cos 0 

Onde / c e o coeficiente de forma do ponto da rede reciproca (0,9-1,0), l e o 

comprimento de onda do CuKa (1,54 A) e 9 e o angulo de difragao. O 

parametro /? foi corrigido utilizando a seguinte equagao (3): 
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PzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA=4PI»-PLzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (3) 

Onde pmst e a largura instrumental extraida de uma amostra padrao que tenha 

um tamanho de particula muito grande (~6 um), e pexP e a largura experimental 

da amostras a ser analisada. O padrao utilizado foi o boreto de lantanio (LaB 6 -

NIST). 

3.4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de 

Fourier - FTIR 

Os espectros de FTIR da F e 3 0 4 e da Fe304/Si02 foram obtidos usando 

um espectrometro modelo 400 FT-IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer, entre 

4000 e 450 cm" 1, com resolucao de 4cm"1 e 20 varreduras do Laboratorio de 

Certificacao de Biomateriais (CERTBIO) do Departamento de Engenharia de 

Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (UAEMa/UFCG). Esta 

tecnica foi utilizada para observar as bandas caracteristicas dos materiais 

avaliados. A presenga de bandas vibracionais, localizadas na regiao de um 

numero de onda, indica o tipo de grupos funcionais presente na estrutura de 

uma molecula. 

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV 

Os aspectos morfologicos da F e 3 0 4 e da Fe 3 0 4 /S i0 2 , foram obtidos por 

MEV. Para serem analisados os pos das NPMs sao inicialmente dispersos em 

acetona. Em seguida, com um conta gota coloca-se uma gota da parte superior 

e uma gota da parte do meio da solugao (NPMs + acetona) sobre uma gota de 

tinta de prata depositada sobre o porta amostra de aluminio. Apos a secagem 

do material no porta amostra, este e recoberto com a pelicula de ouro, atuando 

como meio condutor. As amostras foram analisadas em um microscopio 

eletronico de varredura (MEV), marca Shimadzu, modelo SuperScan SS500, 

do Laboratorio de Caracterizagao de Materiais (LCM) da UAEMa/ UFCG. 
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3.4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao - MET 

O tamanho e a morfologia das particulas e/ou aglomerados das 

amostras de F e 3 0 4 e da Fe 3 0 4 /Si02, foram analisados por microscopia 

eletronica de transmissao (MET). Para a analise foi utilizado um microscopio 

eletronico de transmissao modelo EM420, marca Philips (voltagem de 120 KV). 

Este ensaio foi realizado no Laboratorio de Caracterizagao Estrutural (LCE) do 

DEMa/UFSCar. 

3.4.5 Analise Termogravimetrica 

As analises termogravimetricas (TGA/DTA) foram obtidas em um 

equipamento da marca Shimadzu, modelo DTG-60 em atmosfera de nitrogenio, 

com fluxo 50 mL/min, com uma taxa de aquecimento de 15°C/min., no intervalo 

de temperatura de 25 a 1000°C, buscando identificar a temperatura de 

eliminacao da parte organica dos veiculos, dos formadores de poros e as 

possiveis transformagoes de fase a elevadas temperaturas. 

3.4.6 Medidas Magneticas 

As caracterizagoes magneticas das amostras de F e 3 0 4 e de F e 3 0 4 / S i 0 2 

tais como: coercividade, magnetizagao de saturagao e magnetizagao remanente, 

foram obtidos a partir do grafico das histereses, observando-se o 

comportamento das curvas nas proximidades da origem do piano cartesiano. As 

perdas por histerese foram determinadas pela area da curvazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ms x H. Os ciclos 

de histerese magnetica das amostras foram obtidos utilizando um magnetometro 

de gradiente alternado (AGM) do Departamento de Fisica da Universidade de 

Sao Paulo (DF/USP). 

3.4.7 Citotoxicidade 

A citotoxicidade de uma amostra e determinada pela porcentagem de 

celulas que permanecem viaveis, apos a exposigao da populagao celular a 

diversas concentragoes do extrato da substancia teste. Para calcular essa 
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porcentagem utiliza-se um corante vital e um agente acoplador de eletrons que 

ao ser incorporado pela celula produz um composto de coloragao especifica que 

pode ser detectado por um espectrofotometro. A intensidade da cor resultante 

da incorporagao celular e diretamente proporcional ao numero de celulas viaveis 

em cultura. Uma amostra e considera citotoxica se a viabilidade celular (V.C.) 

resultante da exposicao das celulas ao extrato de maior concentragao for menor 

do que 70% (V.C. < 70%). 

O teste de citotoxicidade das amostras de F e 3 0 4 e de Fe 3 04/Si0 2 foi 

conduzido de acordo com as normas ISO 10993-5zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Biological Evaluation of 

Medical Devices - part 5 - Tests for in vitro cytotoxicity) e ISO 10993-12 -

(Biological Evaluation of Medical Devices - part 12: Sample preparation and 

reference materials), em que para a conducao desse teste utilizou-se celulas de 

ovario de hamster chines da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61). Os materiais de 

referenda utilizados foram o PEAD (controle negativo - nao citotoxico) e o latex 

(controle positivo - citotoxico). 

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratorio Biosintesis P&D do 

Brasil LTDA em Sao Paulo - SP de acordo com a parceria estabelecida com a 

Empresa JHS Laboratorio Quimico LTDA (JHS Biomateriais). 

Para a realizacao do ensaio pesou-se aproximadamente 800 mg do 

controle negativo e do controle positivo. As amostras dos materiais de referenda 

foram utilizados para preparar dois extratos na concentragao de 200 mg/mL, em 

que os mesmos foram preparados de acordo com o POP_TEC_002 -

Preparagao dos Extratos. 

Ja a aplicagao e preparagao da substancia em teste, no nosso caso as 

amostras de F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 , pesou-se 1,86 g dos pos, em dois tubos de 15 

mL, onde as amostras em teste foram utilizadas para preparar dois extratos na 

concentragao de 200 mg/mL, tambem de acordo com o P O P T E C 0 0 2 -

Preparagao dos Extratos. 

Para a condugao dos testes de citotoxicidade utilizam-se como ja tidas 

anteriormente celulas de ovario de hamster chines da linhagem CHO-K1 (ATCC 

CCL-61), as quais foram mantidas em cultura conforme o procedimento 

POP_TEC_003 - Manutengao da Cultura Celular, ate serem utilizadas no teste. 
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3.5 TestezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA In Vitro Magnetico 

3.5.1 Preparagao da Solugao Tampao do PBS 

Para a preparagao da solugao de PBS (phosphate buffered saline) 0,1M 

com pH 7, seguiu-se as seguintes etapas: preparou-se uma solugao 27,6g de 

NaH 2 P0 4 H20 e adicionou-se 1 litro de agua deionizada. Depois preparou-se 

uma solugao com 28,4g de K 2 H P 0 4 e 1 litro de agua deionizada. Para obter um 

pH 7, misturou-se em um balao volumetrico de 200ml_, 39ml_ da solugao de 

N a H 2 P 0 4 H 2 0 e 61 mL da solugao de K 2 HP0 4 , completando com 100ml_ de 

agua deionizada. Apos a checagem do pH em 7, acondicionou-se a solugao de 

PBS em geladeira. 

3.5.2 Teste de Sedimentagao 

Primeiramente adicionou-se em uma cubeta de plastico de 3ml_, a 

solugao tampao PBS e 50mg das NPMs. Em seguida a cubeta foi tampada e 

agitada manualmente em 180° por 30 segundos. O tempo de sedimentagao foi 

determinando a partir do momento em que se cessou a agitagao e ate o 

momento em que nao mais se visualizou a decantagao das NPMs. 

Posteriormente repetiu-se todo o procedimento, mas apos a agitagao colocou-

se a cubeta sobre um ima de neodimio com diametro de 1,2 cm. Novamente 

mediu-se o tempo de sedimentagao. Usou-se como NPMs as amostras de 

F e 3 0 4 antes e apos silanizagao. 

3.5.3 Teste de Separagao 

Em um becker de 5ml_, colocou-se 3ml_ da solugao tampao PBS e 50mg 

das NPM's. Posteriormente, realizou-se agitagao manual rotativa com o auxilio 

de um bastao de vidro e logo em seguida colocou-se o sistema becker + 

solugao de PBS + NPMs sobre o ima. Apos todas as NPMs sedimentarem, 

descartou-se o liquido e levou-se as NPMs para secagem em estufa FANEM 

modelo 315 a 100 °C por 3h. Apos decorrido este tempo, pesou-se as NPMs. 

Usou-se como NPMs as amostras de F e 3 0 4 antes e apos silanizagao. 
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3.6.1. Metodo de Determinagao de Proteina 

O metodo de Bradford e utilizado para quantificar proteinas totais 

solubilizadas em meios sem detergentes. Esta tecnica utiliza o reagente de 

Bradford, cujo principal componente e o corante Coomassie brilliant blue G-

250. A interagao do corante com as proteinas ocasiona a mudanga de 

coloragao da solugao, sendo o aumento da tonalidade relacionado ao aumento 

da concentragao proteica (BRADFORD, 1976). 

Neste trabalho, a mudanga na coloragao foi analisada por meio de um 

espectrofotometro (marca BEL photonics, modelo SP 2000UV) no comprimento 

de onda de 595nm. 

A concentragao de uma substancia em uma determinada amostra pode 

ser determinada atraves da comparagao da intensidade da cor obtida nesta 

amostra com a intensidade da cor produzida em uma solugao padrao. Para 

isso foi realizada uma serie de determinagoes com concentragoes crescentes 

da solugao padrao de BSA (albumina de soro bovino) com a solugao tampao 

PBS, medindo as suas respectivas absorbancias, gerando assim uma curva de 

calibragao a partir dos valores de absorbancia observados, os quais 

encontram-se no Anexo II. 

3.6.2. Imobilizagao da GOX 

Primeiramente pesou-se 5 mg de GOX, a qual foi diluida em 100mL da 

solugao tampao de PBS. A seguir pesou-se 3 mg das nanoparticulas (Fe304 0u 

Fe 3 0 4 /Si02). Separou-se 1mL da solugao preparada com GOX e adicionou-se 

as nanoparticulas pesadas em um tubo de ensaio. A reagao prosseguiu 

durante 4h em um shaker (marca Marconi, modelo MA-420) sob 4°C, pressao 

atmosferica de 1atm e agitagao de 200rpm. Para atingirmos 4°C, a solugao foi 

colocada em um recipiente de isopor com gelo, e a temperatura ficou sendo 

monitorada atraves de um termometro. 
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Completadas as 4h, tirou-se uma aliquota de 0,2 mL da solugao de GOX 

e adicionou-se 6 mL do reagente Bradford (de acordo com as informagoes do 

proprio reagente), cuja especificagoes tecnicas encontram-se no Anexo III. 

A solugao GOX + reagente de Bradford foi acondicionada em tubos de 

vidro, enrolados com papel aluminio, a qual permaneceu em repouso por 

exatos 10 minutos, tempo necessario para que ocorresse uma interagao entre 

o corante e a proteina. Passados os 10 minutos, 3mL da solugao foram 

colocados nas cubetas e levados para o espectrofotometro (marca BEL 

photonics, modelo SP 2000UV), onde leu-se a absorbancia medida. 

A Figura 15 ilustra o fluxograma de realizagao do teste de imobilizagao 

da GOX. 

Figura 15 - Fluxograma do teste de imobilizagao da GOX 

Fonte: Propria, 2013. 

A absorbancia foi medida para cada amostra em triplicata. Juntamente 

com os dados de absorbancia e a curva de calibragao feita anteriormente e 

apresentada no Anexo II determinou-se a concentragao de GOX imobilizada 

pelas NPMs, as quais encontram-se detalhadas no Anexo IV. 

Por meio de um balango de massa realizado nesse sistema a 

quantidade de GOX imobilizada pelas NPMs foi calculada por meio da equagao 

4 e estes resultados encontram-se detalhados no anexo IV: 
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v(C,-c» 
(4) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

ads 

Onde: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

q e a quantidade de GOX imobilizada pelas nanoparticulas; 

veo volume da amostra 

C, concentragao de GOx inicial; 

Cf concentragao de GOX apos as 4 horas 

mads e a massa de nanoparticulas utilizadas 

A imobilizagao da GOX ocorreu de acordo com o esquema ilustrativo 

mostrando a imobilizagao da GOX utilizando as Fe 3 0 4 /Si02 apresentado na 

Figura 16. 

Figura 16 - Esquema ilustrativo da imobilizagao da GOX utilizando NPMs 

silanizadas 

Fonte: Lee et. al., 2012. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

UFCGIBIBLIQIECAIBCJ 
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO 

Neste capitulo serao apresentados os resultados de caracterizagao 

(DRX, FTIR, MEV, TG e medidas magneticas), testezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro de magnetizagao e 

imobilizagao da GOX da amostra de magnetita (Fe 3 0 4 ) bem como as 

caracterizagoes da amostra da magnetita silanizada com o agente silano 

APTES (Fe 304/Si0 2). 

4.1 Difragao de Raios X 

Na Figura 17 observa-se os resultados da difragao de raios X obtidos 

para as amostras F e 3 0 4 e FesO^SiOa. 

Figura 17 - Difratogramas de raios X das amostras F e 3 0 4 e FesO^SiOa. 

29 (graus) 
Fonte: Propria, 2013. 
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Analisando o difratograma da amostra F e 3 0 4 observa-se que esta e 

composta pela fase majoritaria de magnetita (Fe 3 0 4 ) , identificada pela ficha 

cristalografica JCPDS 88-0315, com tracos de hematita, F e 2 0 3 (Ficha JCPDS 

33-0664). As fichas catalograficas encontram-se no Anexo I. 

Para o espectro de difragao da amostra Fe 3 0 4 /S i0 2 , constata-se a 

presenga das mesmas fases, indicando que o processo de silanizagao 

(modificagao de superficie da F e 3 0 4 pelo acoplamento com o agente silano 

APTES) nao alterou a estrutura da amostra. Estas mesmas caracteristicas, 

presenga de hematita como segunda fase e preservagao da estrutura apos a 

silanizagao tambem foram observadas por Kanimozhi e Perinbam (2013) 

quando estudaram a sintese de nanoparticulas de F e 3 0 4 superparamagneticas 

silanizadas com APTES e TEOS (tetraetilortosilicato) para uso em 

biossensores de imobilizagao da lipase emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Pseudomonas fluorescens Lp1. 

Os dados estruturais obtidos pelo DRX para as amostras F e 3 0 4 e 

Fe 3 0 4 /S i0 2 , estao contidos na Tabela 3. 

Tabela 3 - Cristalinidade tamanho de cristalito e percentual das fases para as 

amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Amostra 
Cristalinidade 

(%) 

Tamanho de 

cristalito d(311) 

(nm) 

Fase (%) 

F e 3 0 4 

Fase (%) 

F e 2 0 3 

F e 3 0 4 90 45 90 10 

Fe 3 04 /S i0 2 88 40 84 16 
Fonte: Propria, 2013. 

A cristalinidade da F e 3 0 4 foi maior 2,2% em relagao a F e 3 0 4 / S i 0 2 . O 

tamanho do cristalito foi maior 11,1% e a quantidade da fase F e 3 0 4 foi 6,7% 

maior, quando comparado com a Fe 3 0 4 /S i0 2 . A quantidade de fase secundaria 

foi menor 37,5% quando comparado a F e 3 0 4 / S i 0 2 

Verifica-se que os valores de cristalinidade para as duas amostras 

apresentaram valores extremamente proximos. Com relagao ao tamanho de 

cristalito observa-se uma pequena redugao, assim como um pequeno aumento 

no percentual da fase secundaria e redugao da fase majoritaria quando 

comparamos a amostra silanizada (Fe 3 0 4 /S i0 2 ) com a amostra a F e 3 0 4 . 
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Esta pequena diferenga esta relacionada a interferencia da fase amorfa 

do APTES no espectro de difragao, o que interfere no calculo do tamanho de 

cristalito e na quantificagao das fases. Deve ficar evidenciado que o APTES 

nao modifica a estrutura cristalina da Fe30 4, apenas o APTES modifica a 

superficie da F e 3 0 4 , e deste modo e de se esperar alteragoes no espectro de 

difragao o que contribui para alteragoes nos calculos dos parametros 

estruturais, como cristalinidade, tamanho de cristalito e quantificagao de fases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de 

Fourier 

A Figura 18 ilustra os resultados do FTIR obtidos para as amostras 

F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Figura 18 - Espectro de infravermelho. (a) F e 3 0 4 e (b) Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Fonte: Propria, 2013. 
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Analisando o espectro da Figura 18a observa-se que na amostra 

Fe30 4 encontram-se as bandas de absorgao de infravermelho descritas a 

seguir. Em aproximadamente 3500 e 1600 cm" 1 observa-se bandas 

correspondentes a ligagao O-H que sao referentes aos grupos de hidroxilas 

livres ou ligados a hidrogenio, resultante da agua fisicamente adsorvida e a 

vibracao de deformacao das moleculas de agua interlamelares, 

respectivamente, a qual ocorre como resultado do uso de KBr higroscopico 

durante a preparagao das amostra para a analise de infravermelho. Entre 2900 

e 2700 cm"1 observa-se bandas atribuidas ao estiramento alifatico tipo sp 3 da 

ligagao C-H, possivelmente resultado do residuo de carbono livre proveniente 

do metodo de sintese. Em torno de 1400 cm"1 verifica-se uma banda intensa e 

estreita referente a deformagoes axiais assimetricas do grupo N 0 2 referente ao 

gas gerado durante a combustao; entre 600 e 500 cm' 1 verifica-se bandas 

atribuidas as vibragoes da ligagao Fe-0 nos sitios tetraedricos e octaedricos na 

estrutura do espinelio inverso da magnetita. 

Na Figura 18b verifica-se que a amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 apresentou as 

mesmas bandas de absorgao no infravermelho observadas para a amostra 

F e 3 0 4 (O-H, C-H e Fe-O) acrescidas das bandas descritas a seguir: de 3450 a 

3200 cm"1 bandas correspondentes as absorgoes fracas de aminas primarias 

N-H; uma banda intensa e estreita referente ao estiramento da ligagao C=0 em 

torno de 1736 cm" 1; uma banda correspondente a deformagao angular 

simetrica da ligagao CH 2 em 1460 cm"1 e da ligagao CH 3 em 1380 cm" 1; em 

1244 cm"1 uma banda referente ao estiramento simetrico da ligagao Si-CH 3 e 

ao estiramento assimetrico da ligagao Si-O-Si em 1167 cm' 1 . Deve-se ainda 

enfatizar que estas ultimas bandas observadas comprovam a presenga do 

agente silano acoplado a estrutura da magnetita. 

A Tabela 4 mostra resumidamente as bandas de absorgao na regiao do 

infravermelho verificadas paras as amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Deve-se ressaltar que todas as bandas de absorgao que foram 

observadas neste trabalho, foram tambem visualizadas por Pingarron et al. 

(2012) quando estudaram a obtengao de nanoparticulas magneticas de 

magnetita funcionalizadas com agentes o silano APTES para aplicagao em 

biossensores, e por Kumar et al. (2013) quando estudaram a obtengao de 

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

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

amostras pela presenga das bandas C=0, CH 2 , CH 3 , Si-CH 3 e Si-O-Si. 

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

observadas nas amostras F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 estao de acordo com a literatura 

especializada de caracterizagao de materiais por FTIR (SILVERSTEIN et al., 

2007). 

Tabela 4 - Bandas de absorgao na regiao do infravermelho verificadas paras 

as amostras Fe 3 Q 4 e Fe 3Q 4 /SiQ 2 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Amostra Bandas 
Numero de onda 

(cm 1) 
Atribuicao 

Fe 3 0 4 

O-H 3500e1600 
Grupos hidroxilas livres ou ligados a 

hidrogenio 

Fe 3 0 4 

C-H 2900 a 2700 Estiramento alifatico tipo sp3 

Fe 3 0 4 N0 2 
1400 Deformagoes axiais assimetricas Fe 3 0 4 

Fe-0 600 a 500 

Vibracoes nos sitios tetraedricos e 

octaedricos na estrutura do espinelio 

inverso da magnetita zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fe3OJS\02 

O-H 3400e1500 
Grupos hidroxilas livres ou ligados a 

hidrogenio 

Fe3OJS\02 

N-H 3450 a 3200 
Absorgoes fracas de aminas 

primarias 

Fe3OJS\02 

C-H 3000 a 2700 Estiramento alifatico tipo sp3 

Fe3OJS\02 

C=0 1736 
Banda intensa e estreita referente ao 

estiramento 

Fe3OJS\02 
CH 2 1460 Deformagao angular simetrica Fe3OJS\02 

CH 3 
1380 Deformagao angular simetrica 

Fe3OJS\02 

Si-CH3 
1244 Estiramento simetrico 

Fe3OJS\02 

Si-O-Si 1167 Estiramento assimetrico 

Fe3OJS\02 

N-0 800 Deformagoes axiais simetricas 

Fe3OJS\02 

Fe-0 600 a 500 

Vibragoes nos sitios tetraedricos e 

octaedricos na estrutura do espinelio 

inverso da magnetita 

Fonte: Propria, 2013. 
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A Figura 19 ilustra as micrografias eletronicas de varredura obtidas 

para as amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . Observando a micrografia referente a 

amostra F e 3 0 4 contida na Figura 19a, pode-se identificar que esta amostra e 

constituida de aglomerados na forma de novelos e de tamanho irregulares 

maiores que 10 (im e de aspecto poroso. Observa-se ainda, na Figura 19b, que 

estes aglomerados sao formados por particulas interligadas por forcas fortes de 

ligagao, com baixa porosidade interparticula e com formacao de 

empescogamento (particulas sem e com pre-sinterizagao). 

Figura 19 - Microscopia eletronica de varredura. (a) e (b) F e 3 0 4 , (c) e (d) 

Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Fonte: Propria, 2013. 

Na micrografia referente a amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 contida na Figura 19c, 

observa-se que esta amostra e constituida de aglomerados na forma de blocos 

irregulares, com tamanho variados, em torno de 10 u.m. Observa-se na Figura 

19d que os aglomerado nao apresenta aspecto poroso, indicativo que o agente 

silano APTES ao modificar a superficie da F e 3 0 4 , aumenta a rigidez do 
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aglomerado pela obstrugao dos poros. Pela Figura 19d, ainda verifica-se que o 

aglomerado apresenta um aspecto de blocos impregnados com material 

amorfo, onde nao e mais possivel se observar a formacao de empescogamento 

entre as particulas fortemente ligadas. Ressalta-se ainda que a silanizagao 

modificou o aspecto dos aglomerados favorecendo a uma distribuigao de 

tamanho mais uniforme em comparagao a amostra sem silanizagao (Figura 

19c). 

O aspecto dos aglomerados em forma de novelos antes da silanizagao 

e em blocos apos a silanizagao e o tamanho das particulas de F e 3 0 4 em torno 

de 10 um apresentam as mesmas caracteristicas das amostras reportadas por 

Lei et al. (2011) quando sintetizaram nanoparticulas de magnetita silanizadas 

com TEOS e APTES para o desenvolvimento de um biossensor poli(GMA)-

grafitizado/Fe 30 4/SiO x para imobilizagao da lipase. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) 

A Figura 20 ilustra as micrografias eletronicas de transmissao obtidas 

para as amostras F e 3 0 4 e FesO^SiOa.Observa-se mediante a micrografia da 

amostra F e 3 0 4 (Figura 20a), que esta apresenta uma morfologia constituida de 

particulas de formato bem definido, com faces aproximadamente hexagonais e 

com tamanho variando de 70 a 349 nm, e tamanho medio de 172 nm. Tambem 

se verifica que algumas particulas estao sobrepostas e interligadas formando 

um pequeno aglomerado. No padrao de difragao de eletrons (Figura 20b) 

observam-se aneis com orientagao desordenada, sugerindo a presenga de 

particulas nanometrica. 

Kulkarni et al. (2013) tambem sintetizaram magnetita por reagao de 

combustao, porem, utilizando como combustiveis a mistura de glicina + nitrato 

de amonio e observaram o mesmo formato aproximadamente esferico das 

particulas de F e 3 0 4 que foram observadas neste trabalho. No entanto, 

comparando o tamanho de particula obtido por MET para a amostra de F e 3 0 4 , 

Kulkarni et al. (2013) observaram particulas em torno de 20nm, ou seja, bem 

menores do que as observadas nesta dissertagao, 172nm, que foram 

sintetizadas por reagao de combustao utilizando ureia como combustivel. Esta 

discrepancia no tamanho das particulas se deve provavelmente ao fato de que 
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as condicoes da sfntese de combustao foram diferentes em ambas as 

pesquisas. 

Figura 20 - Microscopia eletronica de transmissao. (a) Fe 304, (b) padrao de 

difragao da F e 3 0 4 , (c) Fe 3 0 4 /S i0 2 , e (d) padrao de difragao da Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Fonte: Propria, 2013. 

Nas micrografias da F e 3 0 4 / S i 0 2 (Figura 20c) tambem observa-se uma 

morfologia de particulas agregadas e com regioes que apresentam faces 

hexagonais e em outras regioes nao apresenta formato definido, o que e um 

forte indicativo que estas particulas estejam cobertas por uma camada de 

S i0 2 , evidenciando a presenga do agente silano (APTES) interagindo com as 

particulas de F e 3 0 4 como um agente de acoplamento. 

O tamanho das particulas observadas variou de 163 a 325 nm, com 

tamanho medio de 276 nm. Indicando que a presenga do silano causou um 

aumento em torno de 38% no tamanho medio das particulas, o que era 

esperado, pelo fato que o agente silano se liga covalentemente as NPMs 

reduzindo a tensao de superficie das NPMs e consequentemente aumentando 
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o tamanho da particula. No padrao de difragao (Figura 20d) observa-se aneis 

concentricos, bem definidos que correspondem a familia de pianos {hkl} 

pertencentes a fase da F e 3 0 4 , comprovando a presenga do material cristalino. 

Comparando os resultados reportados nesta dissertagao para o MET da 

amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 com os resultados de Feng et al. (2012), ve-se claramente 

que tais autores tambem observaram o mesmo efeito de aglomeragao das 

particulas de F e 3 0 4 , o que elevou o tamanho das mesma apos a silanizagao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5 Analise Termogravimetrica 

Na Figura 21 encontram-se as curvas termogravimetricas obtidas para 

as amostras F e 3 0 4 e FesGVSiC^. Analisando a Figura 21a, tomando-se como 

base a curva da DTG, observa-se que a amostra F e 3 0 4 apresentou dois 

eventos termicos. O primeiro evento ocorre entre 35 e 67°C e e correspondente 

a perda de agua livre adsorvida na superficie das nanoparticulas. Entre as 

temperaturas de 150 e 364°C, ocorre o segundo evento atribuido a 

transformagao de fase parcial da magnetita (Fe 3 0 4 ) para maghemita (y-Fe 3 0 3 ) 

e, por conseguinte em hematita (a-Fe 3 0 3 ) causada pela oxidagao dos ions de 

Fe 2 + para ions Fe 3 + que ocorre durante o processo da sintese por combustao 

das NPMs. Ressalta-se que tais eventos termicos observados para amostra 

F e 3 0 4 desta dissertagao tambem foram reportados por Fajaroh et al. (2013) 

quando estudaram a estabilidade termica de nanoparticulas de magnetita 

recobertas por S i 0 2 preparadas pelo metodo eletroquimico. 

Ainda analisando a Figura 21a, tomando-se como base agora a curva 

da TG, verifica-se que a amostra F e 3 0 4 perdeu apenas 1 % de sua massa total 

entre as temperaturas de 35 e 871 °C, mostrando-se como um material 

altamente estavel termicamente na faixa de temperatura estudada. 
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Figura 21 - Curvas Termogravimetricas: (a) amostra F e 3 0 4 e (b) amostra 

Fe 3 0 4 /S i0 2 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Fonte: Propria, 2013. 

Analisando a Figura 21b, tomando-se como base a curva da DTG, 

observa-se que a amostra Fe 3 0 4 /Si02 apresentou tres eventos termicos. O 

primeiro evento ocorreu entre 30 e 119°C, correspondente a perda de agua 

livre adsorvida na superficie das nanoparticulas. Entre as temperaturas de 198 

e 301 °C, ocorreu o segundo evento atribuido a perda dos grupos funcionais C-

H, C=0, CH 2 e CH 3 da cadeia carbonica do agente silano (APTES). E porf im, o 

terceiro evento termico entre 367 e 613°C atribuido a decomposicao residual 

dos demais componentes do recobrimento organico (Si-0 e N-O). 
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Novamente vale salientar que todos os eventos termicos verificados 

desta dissertagao para a amostra Fe 3 04/Si0 2 , tambem foram reportados por 

Yao et al. (2012) quando estudaram a obtengao de nanoparticulas de 

Fe 3 0 4 /Si02 nucleo/cascazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (core/shell) suportados em grafeno para uso como 

material adsorvente. 

Ainda analisando a Figura 21b, tomando-se como base agora a curva 

da TG, verifica-se que a. amostra Fe 3 04/S i0 2 perdeu cerca de 24% de sua 

massa total entre as temperaturas de 30 e 865°C, evidenciando o efeito de que 

o processo de silanizagao aumentou a perda de massa, o que ja era esperado 

uma vez que as NPMs de magnetita foram recobertas por um material organico 

(APTES). Verifica-se ainda que como a perda de massa nao foi total, as 

amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 comporta-se como um material estavel termicamente na 

faixa de temperatura estudada.indicativo que as interagoes do silano com as 

NPMs sao ligagoes fortes o que mantem a estabilidade do material mesmo em 

temperaturas elevadas. 

Este efeito da maior perda de massa atribuido a silanizagao das NPMs 

tambem foi reportado por Pattarawarapan et. al. (2012), quando estudaram a 

sintese de nanoparticulas magneticas de Fe 30 4-diisopropilaminoacetamida 

silanizadas com APTES, indicando uma perda de massa total de 

aproximadamente 8 e 18% antes e apos a silanizagao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.6 Medidas Magneticas 

As Figuras 22 e 23 representam as curvas de histerese obtidas para as 

amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . Por meio das Figuras 22a e 23a verifica-se que 

as amostras F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 tratam-se de materiais magneticos moles 

devido ao lago estreito de suas curvas de histerese. 

Fazendo-se uma comparagao entre as curvas de histerese das Figuras 

22a e 23a verifica-se que apos a silanizagao houve uma redugao significativa 

de 2 1 % na magnetizagao de saturagao (Ms) que, para a F e 3 0 4 foi de 63 emu/g 

e para a Fe 3 04/Si0 2 reduziu para 50 emu/g, no entanto, verifica-se que 

silanizagao nao alterou o perfil mantendo o mesmo comportamento magnetico 
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antes e apos a modificagao da superficie das NPM's com o agente silano 

APTES. 

Figura 22 - Curvas de histerese da amostra F e 3 0 4 . (a) laco de histerese 

completo e (b) ampliagao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(a) (a) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Fonte: Propria, 2013. 

Figura 23 - Curvas de histerese da amostra Fe 3 0 4 /S i0 2 . (a) lago de histerese 
completo e (b) ampliacao. 
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H (kOe) H (kOe) 

Fonte: Propria, 2013. 

A Tabela 5 exibe os parametros de histerese obtidos para as amostras 

F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . Verifica-se que apesar de ter ocorrido uma redugao na 

magnetizagao de saturagao apos a silanizagao da amostra F e 3 0 4 , como ja 

observado na Figura 22, esta redugao nao modificou o comportamento 

magnetico mole da amostra, pois se verifica que com relagao ao campo 

coercitivo (He) este continuou baixo e a baixa perda por histerese e valores de 

magnetizagao elevados foram mantidos, comprovando que a silanizagao nao 

afetou na magnetizagao das amostras estudadas. 
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Tabela 5 - Parametros de histerese para as amostras de F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Amostra zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH c (kOe) M r (emu/g) 
M s 

(emu/g) 
Mr/Ms 

W B (emu/g x 

Oe) 

F e 3 0 4 
0,18 11 63 0,17 1156 

Fe 3 04 /S i0 2 
0,19 8 50 0,17 884 

Fonte: Propria, 2013. 

Ressalta-se que o fenomeno da silanizagao reduzir a magnetizagao de 

saturagao (Ms) sem modificar o comportamento magnetico das amostras 

submetidas a este processo era de ser esperado, pois a presenga do silano 

aumenta as barreiras entre as particulas o que dificulta a passagem do campo 

magnetico, dificultando assim a orientagao dos dominios magneticos. 

Esse comportamento tambem foi relatado por Kanimozhi e Perinbam 

(2013) quando estudaram a sintese de nanoparticulas de F e 3 0 4 

superparamagneticas silanizadas com APTES e TEOS (tetraetilortosilicato) 

para uso em biossensores de imobilizagao da lipase emzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Pseudomonas 

fluorescens Lp1, em seu trabalho. Estes autores relatam que obtiveram uma 

magnetizagao de saturagao de 28,34 e 17,07 emu/g para as suas amostras de 

F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /Si02, evidenciando que realmente a silanizagao provoca um 

decrescimo na magnetizagao de saturagao sem modificar o lago de histerese, o 

que sugere que as NPMs de magnetita sao promissoras para fabricagao de 

biossensores de glicose, uma vez que, mesmo apos a silanizagao, que recobre 

a superficie destas particulas com um material organico, a sua caracteristica 

magnetica nao e perdida. 

4.7. Teste de Citotoxicidade 

A Figura 24 ilustra os resultados de citotoxicidade obtidos para as 

amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . Analisando os graficos contidos na Figura 24 

verifica-se que o material utilizado como controle negativo (CN) para 

citotoxicidade (PEAD - polietileno de alta densidade) apresentou uma 

viabilidade celular de 100,4%, enquanto que o material utilizado como controle 

positivo (CP) para citotoxicidade (latex) apresentou uma viabilidade celular de 

apenas 2,4%. As amostras de F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 estudadas apresentaram 
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viabilidade celular de 101,2 e 101,1%, respectivamente.levemente superior ao 

controle negativo que foi 100,4%. 

Figura 24 - Citotoxicidade das amostras Fe30 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

• VIABI LI DADE CELULAR (%) 

CN(PEAD) CP (latex) Fe304 Fe304/Si02 

Fonte: Propria, 2013. 

Sabendo-se que uma amostra so e considera citotoxica se a viabilidade 

celular resultante da exposicao das celulas ao substrato for menor do que 70% 

(V.C. < 70%), verifica-se que as NPMs de magnetita antes e apos a silanizacao 

mostraram-se nao citotoxicas e ainda mais, com alta viabilidade celular, sendo 

esta levemente superior a do controle negativo. 

Ressalta-se que a nao citotoxicidade e os valores de viabilidade celular de 

nanoparticulas de F e 3 0 4 observadas neste trabalho de dissertagao corroboram 

com os resultados reportados por Shundo et al. (2012) quando estudaram a 

evolucao da citotoxicidade de nanoparticulas de magnetita em presenca de 

celulas tronco embrionarias de ratos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.8 TestezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA In Vitro Magnetico 

4.8.1 Teste de Sedimentacao 

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

sedimentacao e separacao magnetica realizado na amostra Fe 3 0 4 . Como 
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observado na Figura 25, com a presenca do ima o tempo de sedimentacao 

diminuiu de 43s para apenas 23s. 

Figura 25 - TestezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro magnetico realizado na amostra Fe 3 0 4 . (a) sem ima e 

(b) com ima. 

ft H | | H A zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

H I 
43 segundos 

1 W # - * ! M t m M zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAi , 

ima 

23 segundos 

Fonte: Propria, 2013. 

Desta forma, verifica-se que pelo alto comportamento magnetico da 

magnetita suas particulas sao fortemente atraidas pelo campo magnetico 

induzido pelo ima, como observado na Figura 25b que se ve claramente um 

fluxo de sedimentagao em diregao ao ima, como indicado pela seta vermelha 

nas Figuras 25b2 a 25b5. 

A Figura 26 mostra os resultados obtidos para o teste in vitro de 

sedimentagao e separagao magnetica realizado na amostra FesOVSiC^. Como 

observado na Figura 26, com a presenga do ima o tempo de sedimentagao 

diminuiu de 22s para apenas 1,18s. 

Desta forma, infere-se que a silanizagao introduziu um carater 

hidrofobico as nanoparticulas de magnetita. Isto pode ser verificado pelo fato 

da amostra Fe 3 04/Si0 2 sedimentar mais rapidamente do que a amostra F e 3 0 4 , 
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com ou sem a presenca do ima, evidenciando que as nanoparticulas de 

magnetita quando silanizadas nao apresentam forte interagao com a agua. 

Esta hidrofobicidade induzida pela silanizacao ficou fortemente evidenciada 

com a presenca do campo magnetico induzido pelo ima, pois claramente 

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

Figura 26 - TestezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro magnetico realizado na amostra Fe 3 0 4 /Si02. (a) sem 

ima e (b) com ima. 

1,18 segundos 

Fonte: Propria, 2013. 

4.8.2 Teste de Separagao 

A Figura 27 ilustra a solucao de PBS sem as NPMs e o comportamento 

das amostras Fe30 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 imersas na solucao de PBS com a 

aproximacao de um ima. Na Figura 26a observa-se que a solucao de PBS sem 

a presenca da NPMs tern aparencia transparente. Nas Figuras 27b e 27c 

verifica-se claramente que a presenca de um campo magnetico externo 

possibilita a separagao das nanoparticulas das amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 , zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U F C G / B I B L I O T E C A / B C 
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do fluido no qual as mesmas estao dispersas. Verifica-se ainda que na Figura 

27c a solucao apresenta-se com a coloracao mais proxima a da solucao na 

Figura 27a, evidenciando que existem menos NPMs dissolvidas na solugao do 

que na Figura 27b. 

Figura 27 - Comportamento das amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /Si02 com a 

aproximacao de um ima. (a) solucao de PBS, (b) solucao de PBS, F e 3 0 4 e ima 

e (c) solugao de PBS, FesOVSiOa e ima. 

Fonte: Propria, 2013. 

Assim comprova-se a possibilidade de reutilizagao destas amostras, 

como ja relatado por Pattarawarapan et al. (2012) quando estudou a sintese e 

a caracterizacao de Fe 30 4-diisopropilaminoacetamida silanizadas com APTES 

para uso como marcadores magneticos reutilizaveis. 

Com o objetivo ainda de investigar o comportamento magnetico das 

amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /Si02 determinou-se a eficiencia de separagao destas 

nanoparticulas quando dispersas numa solugao tampao de fosfato de sodio 

(PBS) simulando um meio biologico, em que as Figuras 28 e 29 e a Tabela 6 

ilustram os resultados obtidos. 
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Figura 28 - Eficiencia de separagao da amostra F e 3 0 4 . (a) solugao de PBS e 
F e 3 0 4 , (b) solugao de PBS e F e 3 0 4 em presenga do ima, (c) momento da 
separagao da solugao de PBS das F e 3 0 4 e (d) bequeres contendo a solugao de 
PBS separada das Fe 3 0 4 . 

Fonte: Propria, 2013. 

Analisando a Figura 28 observa-se que imediatamente apos a mistura 

das NPM's da amostra F e 3 0 4 com a solugao de PBS ja iniciam a decantagao 

(Figura 28a). Com a presenga do ima essa decantagao e acelerada, porem 

parte dessas NPMs permanece dispersa, o que pode ser verificado pela 

coloragao da solugao (Figura 28b). 

Figura 29 - Eficiencia de separagao da amostra Fe 3 0 4 /S i0 2 . (a) solugao de 
PBS e Fe 3 0 4 /S i0 2 , (b) solugao de PBS e F e 3 0 4 / S i 0 2 em presenga do ima, (c) 
momento da separagao da solugao de PBS das F e 3 0 4 / S i 0 2 e (d) bequeres 
contendo a solugao de PBS separada das Fe 3 0 4 /S i0 2 . 

Fonte: Propria, 2013. 

Por meio da analise da Figura 29 observa-se que mais uma vez a 

decantagao instantanea das NPMs da amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 em solugao com o 

PBS (Figura 29a). Com a presenga do ima novamente essa decantagao e 

intensificada, e verifica-se que agora a quantidade de NPMs que permanece 

dispersa e bem menor do que no caso da amostra F e 3 0 4 , o que pode ser 

verificado pela coloragao quase transparente da solugao na Figura 29b. 
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Essa eficiencia de separagao diferenciada das amostras F e 3 0 4 e 

Fe30 4/Si02 esta apresentada na Tabela 6. 

Tabela 6 - Eficiencia de separagao das amostras F e 3 0 4 e Fe 3 0 4 /S i0 2 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Massa (mg) 

NPMs adicionada a solugao de PBS NPMs separad a da solugao de PBS 

F e 3 0 4 50 F e 3 0 4 
38 

F e 3 0 4 / S i 0 2 
50 F e 3 0 4 / S i 0 2 

45 

NPM's separada (%) 

F e 3 0 4 76 

FeaCVSiOa 90 
Fonte: Propria, 2013. 

Por meio dos resultados apresentados na Tabela 6 verifica-se que das 

50mg da amostra F e 3 0 4 adicionadas a solugao de PBS apenas 38mg puderam 

ser separadas da solugao, restando 12mg dispersas na solugao. Ja das 50mg 

da amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 adicionadas a solugao de PBS, 45mg foram separadas 

da solugao, restando apenas 5mg dispersas na solugao. Assim, conclui-se que 

a amostra F e 3 0 4 / S i 0 2 apresentou uma eficiencia de separagao de 90%, 

enquanto que a F e 3 0 4 apresentou 76% de eficiencia de separagao, 

comprovando mais uma vez o carater hidrofobico fornecido as nanoparticulas 

de magnetita por meio da silanizagao. 

4.9 Testes de imobilizagao da GOX 

A quantidade de GOX imobilizada e a eficiencia de imobilizagao das 

amostras F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 estao apresentadas na Tabela 7. 

Tabela 7 - Quantidade e eficiencia de GOX imobilizada 

q Eficiencia de imobilizagao 
Amostra 

Eficiencia de imobilizagao 

(mg de GOX/ mg de NPMs) (%) 

F e 3 0 4 0,006 33,33 

F e 3 0 4 / S i 0 2 0,008 39,82 

Fonte: Propria, 2013. 
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Analisando os resultados contidos na Tabela 7 observa-se que a 

magnetita pura (Fe 3 0 4 ) imobilizou 0,006 mg de GOX por cada 1 mg de 

nanoparticula, enquanto que o hibrido Fe304/Si0 2 imobilizou 0,008 mg de GOX 

por cada 1 mg de NPMs. Com isto, a eficiencia de imobilizagao da GOX 

realizada pelo hibrido foi de 39,82%, ja para a magnetita foi de 33,33%. 

Desta forma, verifica-se que com relagao a imobilizagao da GOX o 

hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 foi mais eficiente do que a magnetita pura (Fe 3 0 4 ) . Estes 

resultados estao relacionados ao tipo de mecanismo que ocorre na 

imobilizagao, ou seja, para a magnetita pura o mecanismo de imobilizagao e 

por adsorgao fisica da GOX na superficie das NPMs, de forma a minimizar a 

tensao superficial existente nas NPMs. Porem este mecanismo e uma ligagao 

fraca o que facilmente faz com que a GOX se desprenda da superficie das 

NPMs. 

Por outro lado, no caso do hibrido o mecanismo ocorre por ligagao 

covalente entre os grupos NH 2 do APTES e a GOX (LEE et. al., 2012), o que 

por ser uma ligagao forte a GOX se mantem imobilizada com mais eficiencia. 

Tal resultado corrobora com os resultados encontrados por Huang et al., 

(2010) quando estudou a imobilizagao da GOX utilizando F e 3 0 4 silanizada com 

TEOS e ativada com APTES + glutaraldeido (GA) em que obtiveram 0,13 mg 

de GOX imobilizada por cada 1 mg NPMs ativadas, o que segundo estes 

autores reflete uma eficiencia de 90% de imobilizagao das NPMs ativadas, 

sendo a imobilizagao realizada por ligagao cruzadazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (cross-linking) entre a GOX 

e o GA. 

Os resultados de imobilizagao desta dissertagao tambem estao em 

concordancia com os estudos de Zhou et. al., (2012) que realizam imobilizagao 

de GOX usando oxido de grafeno, onde a eficiencia de imobilizagao de GOX 

ativada foi de 75%, por meio da ligagao covalente. 

Comparando os resultados de imobilizagao da GOX desta dissertagao 

com os resultados encontrados na literatura observa-se a concordancia do 

fenomeno de maior imobilizagao da GOX em NPMs silanizadas, uma que vez a 

presenga do recobrimento da silica proveniente do agente silano realiza ligagao 

covalente com a enzima deixando-a fixada na superficie da NPMs. Por outro 

lado, a imobilizagao da GOX na superficie da F e 3 0 4 se da por adsorgao fisica, 

que e uma ligagao fraca promovendo facil remogao da GOX. 
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5 CONCLUSOES 

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que: 

• Foi possivel obter um material hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 utilizando-se as NPMs 

inorganicas de F e 3 0 4 . 

• A silanizacao das NPMs de F e 3 0 4 com o agente silano 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES) foi conseguida com sucesso, uma vez 

que mesmo tendo modificado a morfologia e a superficie das NMPs nao 

ocasionou danos na microestrutura, nao alterou o comportamento 

magnetico da magnetita, apesar da redugao magnetizagao de saturacao 

das amostras silanizadas. 

• As amostras de magnetita antes e apos a silanizacao mostraram-se nao 

citotoxicas e com alta viabilidade celular. 

• No testezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro magnetico as NPMs do material hibrido Fe 3 0 4 /S i02 

adquiriram carater hidrofobico e apresentaram tempo de decantagao e 

eficiencia de separagao superiores do que as NPMs nao silanizadas. 

• Ambas as amostras F e 3 0 4 e F e 3 0 4 / S i 0 2 possibilitaram a imobilizagao da 

glicose e verificou-se que o tipo de mecanismo de ligagao entre a GOX e 

as NPMs, seja por adsorgao fisica ou por ligagao covalente alteram a 

eficiencia da imobilizagao. 

• A magnetita e o hibrido F e 3 0 4 / S i 0 2 sao materiais imobilizadores de GOX 

e possuem grande potencial para o desenvolvimento de biossensores. 
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6 S U G E S T O E S PARA TRABALHOS FUTUROS 

• Estudar concentracoes variadas do agente silano nas NPMs de 

magnetita. 

• Avaliar a eficacia da imobilizagao da GOX atraves dos testes de 

atividade. 

• Avaliar a presenga de materials polimericos tipo glutaraldeido e 

quitosana e as suas interagoes com as NPMs por ligagoeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA cross link e 

como isso contribui para o aumento da imobilizagao. 

• Estudar a silanizagao com o TEOS e associagao do TEOS com o 

APTES. 

• Desenvolver um biossensor de glicose utilizando a magnetita e o 

APTES. 
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Anexo I - Fichas catalograficas 

a) Magnetita zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

88 0316 Wavelength^ 1.54060 

Fe304 

I ron Oxide 

Mama:titc, syu 

Kad CuKal 1.54060 Fi lter : d -sp : Calculated 

Cut off: 17.7 Int . : Calculated I / Icor . : 5.10 
Rcf. Calculated f r o m 1CSD using POWD 12 + 1 
Kef: Sasaki. S.. Acta Cryslalloyr.. Sec. U: Structura l Science. 
53. 762 (1997) 

Sys Cubic SC.: Fd3m (227) 

a: 8.375(2) b: c: A: C: 

a: r y: Z: B mp. 

Kef: Ibid. 

D i : 5.236 Dm 

2 e Int h k 1 

IS 333 103 1 1 i 
30.15B 296 2 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 0 
35.522 999* ;'. 1 1 
37 1G8 79 2 a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA•:• 

43.173 20 1 1 0 0 
47.271 3 ; i zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA!  

53.563 (14 4 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2 2 
57.100 279 5 l 1 
62.704 369 1 1 0 

B6.932 9 r> zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA:'. 1 
66.989 1 •l 4 2 
71 142 27 8 2 0 
74.188 h i ! zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA:; 3 
75.193 30 6 2 2 
79.171 22 •1 4 4 

82.119 4 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAl> :» 1 
116.989 87 H 1 2 
119.899 97 7 :s 1 

Teak height intensity. R- factor . 0 016. PSC. cF56. Sec PDF 
82 1533. Mwt 231.54. VolumcfCDl 587 43. 

b) Hematita 

33-0964 > • „ • : • 

kciaatitc . ayz. 

Bad.: CuKal i : 1 M M Filter Mono d i p Diff 

Cot off: Int . : Diffract 1/lcor.: 2 4 

IW ball Kur Klnnd (U.S.) MoooaT- 25. IH. 37 (1981 ! 
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a: 5.0366(1) b 

S.G : H3c (167) 

9S 137480(7) A. 

2 : 6 

C: 2.7303 

nor. 1360-1360 

Kef 11.1.1. 

Dx: 5.270 Dm. 6.260 SS/F0M F M = 68( 0111 . 39) 

ca: 2.94 iW> 3 2 2 rr Sinn - 2V: 

Rcf Dana's System of Mineralogy. 7 l h iM 1. 529 (1944) 

Color: Doric reddish brown 

Pat r.v takrt i a l 2.ri Sample f - u i l i PfzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 7 .er. "lit: w YcrV "JSA. 
heated a l 800 C for 3 days CAS $- 1308 37 1 Opaqut ;:_::>:r;.J 
optical data on specimen from Elba. R1R0 30.2. RR2Rc 26.1. 
Disp. 16. VHN 10.36 (mean at 100. 200. 300). Color v a l u e s - 1 .299. 
309. 29.8 2 .289. 309. 25 7. Pattern reviewed by STvinskt W . 
McCarthy, G.. North Dakota State Univ.. TarRO. Kor.h Dakota. USA. 

) 1 ( I r a n L - i i i - A i c I IIHViil. A ^ r * - ™ <KV. I w-.li t-x | M : ~ i i n t : - - l . i j l i m r 

•.c.culatcd p o l t c r n j Adc. jon' - . weak rcfkcLion [indicated by 
bracket*| waM observed. A12 03 type. Corundum SuperGruup. 
• r i H i n r t i i n i :;ront: i s t i i : iill :-ri h .*-nL or.hre. nolnnthar. rouge. 
I'c2 03.Silver t^cd 0 3 ar. internal stand. PSC: hHlO. To replace 
1 3 - >34 anil vahdnti-il by o ih nti-il |:-. .. ru M-Ti. Am- I'S J h i m 
( P W 7 9 - 7 ) Mwt: 15868 Volume|CI)i: 30193 

hit h k I 

:i ::n 30 i : i 
3 3 ! 53 l BO l •J •1 
:< . t; i •_• 'd zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA! i ii 
39 277 3 C •J fj 
i j nr-r. ?•:> 1 i n 

43 MM -. : i 
•1:' -1- II •1'V' c ' ! •t 
54.09! 45 i l 6 
I*  : • : ' 1 2 i 1 
57.429 0  1 •j 2 
57.560 M.i i : i H 
62 451 JO i ( 
63.99! 30 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA•'. 0 0 
KblKH < i r 1 .! 5 ] 

u 69 60! •j 2 0 
5 ] 
u 

'1.937 10 1 0 10 
6 1 1 '1 

75 430 2 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA! u 

77 not 1 3 0 K 
78 760 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.-: 2 -•; : i 
B0.711 s 1 .3 n 

m H : « ) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-• > i : zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.!  in 
04 916 7 1 3 •l 
66.542 7 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA: 15 
H I 34,'i zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-: i : •i 2 
93.715 7 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA;; i 10 
a-, 2:-ft •• 1 i i 12 
•>- tir.J •j o 4 

1022O5 1 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA:! I 11 
11:1 H I 4 •-: 1 9 
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Anexo II - Curva de calibracao do espectrofotometro 

Dados da curva de calibracao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tubos Cone BSA Vol BSA Vol Tampao ABS 

1 0,01 0,667 9,333 0,026 

2 0,015 1,000 9,000 0,03 

3 0,02 1,333 8,667 0,034 

4 0,025 1,667 8,333 0,039 

5 0,03 2,000 8,000 0,045 

6 0,04 2,667 7,333 0,051 

7 0,06 4,000 6,000 0,084 

8 0,08 5,333 4,667 0,102 

9 0,1 6,667 3,333 0,129 

10 0,13 8,667 1,333 0,162 

11 0,15 10,000 0,000 0,181 

Curva de calibracao 

0.2 

0,18 

0 1 6 y = l,1392x +0,0126 

R' = 0.9987 

0,14 

0,12 

0,1 

0,08 

0,06 

0,04 .-•)" 

0,02 

0 
0,02 0,04 o in, 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 

Concerrtracao (mg/mL) 



Anexo III - Especificagoes tecnicas do reagente de Bradford 

Nome do produto: Reagente Bradford, 

Concentragao: 1 - 1 , 4 0 0 mg / mL de proteina 

Numero do Produto: B6916 

Marca: SIGMA 

Armazenamento: 2 - 8°C 

Aparencia: amarelo ao marrom claro 

Teste de aptidao adequado para a determinagao de proteina 



87 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Anexo IV - Absorbancia medida no espectrofotometro e quantidade de GOX 

imobilizada 

Tabela 8 - Absorbancia medida no espectrofotometro 

ABSORBANCIA MEDIDA 

Amostra 
Med 1 Med 2 Med 3 Media 

Desvio 

Padrao 

F e 3 0 4 
0,0602 0,0562 0,0560 0,0575 0,0024 

Fe 3 04 /S i0 2 
0,0460 0,0530 0,0580 0,0523 0,0060 

Tabela 9 - Quantidade de GOX imobilizada 

Amostra 
c , 

(mg/mL) 

(Ci-C f) 

(mg/mL) 

q 

(mg de GOX/ mg 

de NPMs) 

Eficiencia de 

imobilizagao (%)* 

F e 3 0 4 
0,039391 0,019 0,006 33,33 

F e 3 0 4 / S i 0 2 
0,035575 0,023 0,008 39,82 

* [(Ci-Cf)/Ci]x100 


