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RESUMO

Este trabalho é subdivido em trés partes. Na primeira desenvolvemos um método para
preparar nanoparticulas de magnetita de diferentes didmetros nos poros do polimero
quitosana. A variacdo do tamanho das particulas esta diretamente relacionado a fatores tais
como concentracdo de glutardialdeido, acréscimo do surfactante Tween 80 e tempo de
gelificagdo. Medidas de DRX indicaram padrfes caracteristicos das fases de magnetita e
maghemita, com diametros variando entre 4 e 13nm. Para caracterizacdo magnética
realizamos medidas de Magnometria de Amostra Vibrante a temperatura ambiente,
Magnetometria no SQUID a 10K, medidas de FC e ZFC e Espectroscopia Mdssbauer. As
medidas indicaram fases superparamagnéticas e a transicdo para o regime bloqueado com o

aumento do diametro dos particulas.

Na segunda etapa preparamos nanoparticulas de prata metalica e oxido de prata e
testamos seu potencial bactericida, sendo que apenas 0 Ag,0O foi eficiente para eliminacdo dos
microrganismos testados. As nanoparticulas de oxido de prata foram inseridas em uma matriz
magnética de alginato, possibilitando a separacdo magnética da formulacdo apés a interacao
com as bactérias. O didmetro médio das nanoparticulas de magnetita, de acordo com as
analises de difracdo de raios-X, estava em torno de 10nm. As medidas de magnetizacdo
indicaram que as particulas de magnetita estavam no regime superparamagnético, entretanto
as medidas de espectroscopia Mdssbauer indicaram que havia uma fracdo das particulas no
regime blogueado, sendo que essa fracdo é menor que 50%. Através de analises de UV-VIS
das amostras, foi possivel comprovar que a formulacdo contendo as nanoparticulas de Ag,O
ndo liberam particulas para o meio aquoso, a formulacdo, portanto, se tornam fortes
candidatas para desenvolvimento de sistemas de descontaminacdo. Na terceira etapa
revestimos as esferas magnéticas de alginato dopadas com oxido de prata para potencializar

seu efeito bactericida.

Palavras Chave: Quitosana Magnética, nanoparticulas de Ag,O, Efeito bactericida.



ABSTRACT

This work is divided into three parts. At first we developed a method for preparing
magnetite nanoparticles of different diameters in the pores of the polymer chitosan. The
variation of particle size is directly related to factors such as concentration glutardialdeido,
addition of surfactant Tween 80 and gelation time. XRD measurements showed characteristic
patterns of the phases of magnetite and maghemite, with diameters ranging from 4 to 13nm.
For magnetic characterization performed measurements of Magnometria Vibrating Sample at
room temperature SQUID Magnetometry in the 10K, FC and ZFC measurements and
Mdossbauer spectroscopy. The measures indicated stages and transition to the
superparamagnetic regime blocked by increasing the diameter of the particles.

In the second step we prepared nanoparticles of metallic silver and silver oxide and
their potential bactericidal test, and only the Ag20 was effective for elimination of the
microorganisms. The silver oxide nanoparticles were placed in a magnetic alginate matrix,
making possible the magnetic separation of the formulation after the interaction with the
bacteria. The average diameter of magnetite nanoparticles, according to the analysis of X-ray
diffraction, was about 10nm. The magnetization measurements indicated that the magnetite
particles were in the superparamagnetic regime, although the Mdssbauer Spectroscopy
indicated that had a fraction of the particles in the system blocked, and this fraction is less
than 50%. Through analysis of UV-VIS of the samples, it was evident that the formulation
containing nanoparticles Ag.O not release particles into aqueous medium, formulation,
therefore becomes a strong candidate for development of decontamination systems. In the
third stage clothed magnetic beads of alginate with silver oxide doped to enhance its

bactericidal effect.

Keywords: Chitosan Magnetic, Nanoparticles Ag20, bactericidal effect.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

As nanoparticulas magnéticas tem aplicagdo em varios setores tais como biomedicina,
bioengenharia, tratamentos por magnetohipertermia, transporte de farmacos, purificacdo
biomolecular, biossensores, melhoria das imagens por ressonancia magnética entre outras.
Esses materiais possuem propriedades magnéticas incorporadas, sendo que dependendo do
didmetro essas particulas podem exibir comportamento superparamagnético, esse tipo de
comportamento é caracterizado por apresentar resposta magnética quando em presenca de um
campo magnético externo e, ao se retirar a influéncia desse campo, ndo apresentam
coercividade ou magnetizacdo remanente. Dessa forma € possivel remover essas
nanoparticulas de uma suspensdo com auxilio de campo magnético, essa remocgdo €
relativamente rédpida e de facil operacdo requerendo equipamentos simples. Como a
remanéncia nesse caso é nula, as nanoparticulas ndo sdo atraidas uma pelas outras, portanto
podem ser resuspensas na solucdo quando retiramos o campo sendo possivel reutilizar essas

particulas.

A aplicabilidade e comportamento fisico e quimico das nanoparticulas dependem de
fatores tais como tamanho, forma e uniformidade, esses fatores sdo determinados pelo
processo de sintese utilizado. Em materiais magnéticos a forma esférica é a mais aplicavel
(nanoparticulas magnéticas esféricas apresentam anisotropia de forma nula), como
ferrofluidos, alvos para separacdo de células ou removedor de poluentes, transportadores de

farmaco entre outros.

Para algumas aplicacdes é importante envolver as nanoparticulas com uma camada
ndo magnética, prevenindo dessa forma a agregacdo e a sedimentacdo, além de permitir a
funcionalizacdo para aplicacdes especificas e a reducao da toxicidade. Materiais poliméricos,

como a quitosana, sdo comumente empregados para envolver as nanoparticulas.

A magnetita na sua forma nanoestruturada € muito visada, pois ela € um material

biodegradavel e biocompativel.

Na area ambiental, a tecnologia que usa nanoparticulas magnéticas funcionalizadas

vem sendo considerada uma inovacdao tecnologica com um potencial significante na
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recuperacdo de metais, na descontaminacao de aguas residuais, no tratamento de rejeitos entre

outros.

Um grande problema ambiental tem sido o tratamento de &guas infectadas por
microrganismos patogénicos, sendo que muitos desses organismos tém demonstrado
resisténcia as drogas que tém sido desenvolvidas ao longo dos anos, assim se torna necessario

a criacdo de sistemas alternativos para promover a desinfec¢éo.

Neste trabalho, sintetizamos magnetita em matriz de quitosana e estudamos a variagao
do didmetro das nanoparticulas sob algumas condi¢bes no processo de sintese, também
desenvolvemos um sistema magnético com oxido de prata e estudamos a sua viabilidade
contra algumas cepas de bactérias tais como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, que
sdo 0s principais patdgenos causadores de uma grande variedade de infeccbes nos seres
humanos. Essas bactérias também podem causar intoxicacdes alimentares graves. Vale
ressaltar que todos os materiais empregados nesse estudo sdo biodegradaveis, 0 que torna sua

gama de aplicagcdes mais ampla.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 Comportamento Magnético dos Materiais

Todas as substdncias apresentam algum tipo de comportamento magnético em
determinadas temperaturas. Esse comportamento magnético esta relacionado aos movimentos
do elétron no interior dos atomos, que sdo o movimento orbital ao redor do nucleo e do

movimento de spin em torno de seu proprio eixo [1].

O magnetismo concernente ao movimento orbital é semelhante com aquele que ocorre
em uma bobina de corrente que gera um campo magnético. O movimento de spin gera o
magnetismo intrinseco dos materiais, que quando submetidos a um campo magneético externo
faz com os spins sofram um torque, tentando alinhar sua direcdo com a diregdo do campo

aplicado, 0 momento magnético esta relacionado a esse torque.
2.1.1 Termos Magnéticos

Ao se colocar um material magnético sob a influéncia de um campo magnético
externo H, a sua resposta a esse campo é dada pela inducdo magnética, B que pode ser

expressa pela equacéo 2.1.
B=H+4zM [cgs] 2.1

Sendo M a magnetizacdo do material que pode ser definida como a densidade de

momento de dipolo magnético, dado por M = piotal/ V.

Outras propriedades que sdo intrinsecas dos materiais sdo a permeabilidade e a
susceptibilidade magnética, sendo a primeira a razdo entre a inducdo magnética e a
intensidade do campo magnético, dada por p=B/H, e a segunda € definida como a razdo entre

a magnetizacdo do material e o campo aplicado, sendo expressa por y = M/H.



2.1.2 Tipos de Comportamento Magnético

Os materiais apresentam diferentes tipos de comportamento magnéticos e sao
classificados de acordo com a resposta a um campo magnético externo aplicado. O fato de 0s
materiais responderem diferentemente a um campo aplicado esta relacionado a sua
distribuicdo eletrdnica nos subniveis, de acordo com a regra de Hund. Os principais tipos de
comportamento magnético sdo o diamagnetismo, o paramagnetismo o ferromagnetismo, o

ferrimagnetismo e o antiferromagnetismo [1].

e Diamagnestismo [2] consiste na mais fraca resposta magnética e somente pode ser
verificada na presenca de um campo magnético externo, sem ele a magnetizacdo é
nula, isso se deve ao fato de que nesses materiais 0s subniveis eletronicos estdo
completos fazendo com que 0s momentos fiquem emparelhados e se cancelem. Esses
materiais apresentam valores reduzidos e negativos para a susceptibilidade que esta
na ordem de -10° m*kg™ <y > -10° m°kg™, o fato de o valor de y ser negativo pode
explicado pela Lei de Lenz, que diz que um circuito submetido a um campo
magneético externo variavel, cria um campo contrario oposto a variacdo do campo
externo aplicado. O diamagnetismo esta presente em todos 0s materiais, mas s6 pode
ser observado quando ndo existem outros tipos de comportamento magnético
superpostos, como por exemplo: materiais organicos, a agua e alguns metais tais
como Ag, Hg, Cu entre outros. Abaixo temos a figura representativa desse tipo de
comportamento magnético e o grafico da magnetizacdo em funcdo do campo externo

aplicado.
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e Paramagnetismo [2] sdo constituidos de &tomos que apresentam momento magnético

intrinseco porem que ndo interagem entre si. Os momentos magnéticos atdmicos
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encontram-se orientados aleatoriamente tornado a magnetizagcdo microscépica liquida
nula, ao se aplicar um campo externo 0s momentos se orientam na direcdo e sentido
do campo, causando uma susceptibilidade positiva e pequena que esta na ordem de
10° mkg™ < y > 10 mkg™. Esse comportamento pode ser observado em alguns
gases diatémicos tais como O,, NO, alguns metais como Mn, Al, Pt, Cr e em 6xidos
das terra raras. Abaixo temos a figura representativa desse tipo de comportamento
magnético e o grafico da magnetizacdo em funcdo do campo externo aplicado.
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Antiferromagnetismo [2] ocorre quando materiais tém duas subredes magnéticas com
seus momentos magneéticos de igual valor e ordenados em dire¢bes antiparalelas,
tornando a magnetizacdo nula. Na presenca de um campo magnético externo 0s
momentos tendem a se alinhar na direcdo e sentido do campo o que torna a
susceptibilidade positiva e da ordem de 0 m*kg™ <y > 102 m*kg™. Porém acima de
uma determinada temperatura chamada temperatura de Néel o ordenamento
antiferromagnético desaparece e da origem ao paramagnetismo. Abaixo temos a
figura representativa desse tipo de comportamento magnético e o grafico da

magnetizacdo em funcdo do campo externo aplicado.
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e Ferrimagnetismo esta presente em materiais que tém duas subredes magnéticas com
seus momentos magnéticos ordenados em diregBes antiparalelas porem com
diferentes magnitudes. Ao se aplicar um campo magnético externo os momentos se
alinham de acordo com o campo causando uma susceptibilidade alta e positiva da
ordem de 10? m*kg™ <y > -10° m*kg™ . Exemplos de ferrimagneticos séo as ferritas.
Abaixo temos a figura representativa desse tipo de comportamento magnético e o
grafico da magnetizacdo em funcdo do campo externo aplicado.
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e Ferromagnetismo [2] apresentam momentos atdmicos magnéticos alinhados
paralelamente, devido a sua energia magnetocristalina, a ordem magnética dos
materiais ferromagnéticos desaparecem para temperaturas acima da temperatura de
Curie. Em presenca de campo magnético os momentos se alinham na direcdo e
sentido do campo tornando a susceptibilidade alta e positiva da ordem de 10? m*kg™
<y > 10° m’kg™ . Exemplos de materiais que apresentam esse comportamento
magnético sdo 0s metais de transicdo, as terras raras, ligas de elementos
ferromagnéticos e algumas ligas de Mn. Os materiais ferromagnéticos tipo “bulk”
podem ter seus momentos magnéticos agrupados em dominios magneéticos, 0s
dominios magnéticos sdo separados por paredes de dominio. Abaixo temos a figura
representativa desse tipo de comportamento magnético e o grafico da magnetizacéo

em fungdo do campo externo aplicado.
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2.1.3 Histerese Magnética

A figura 2.1 representa uma curva de histerese tipica de um material ferromagnético
ou ferromagnético. Um material ferromagnético ao ser colocado sob a influéncia de um
campo magnetico externo modifica a configuracdo de seus dominios magnéticos, isto
acontece segundo dois mecanismos diferentes: o movimento das paredes dos dominios e a
rotacdo dos momentos magneticos. O primeiro atua aumentando as regifes com as direcdes
de magnetizacao alinhadas com o campo, sendo que esse processo é dissipativo resultando na
curva de histerese magnética. A energia interna dissipada para realizar o ciclo € dada pela area
interna da histerese.

E possivel obter alguns parametros importantes através da curva de histerese como o
campo coercivo (Hc), magnetizacdo de saturacdo (Ms), magnetizacdo remanente (Mr) e

permeabilidade ().

M - Magnetizagdo

Ms- Magnetizacdo de Saturagdo
Mr- Magnetizagdo Remanente
H- Campo

Hc- Coersividade

Figura 2.1: Ciclo de histerese magnética [3]



Quando a curva de histerese se apresenta larga (valor elevado de Hc) o material é
dificil de magnetizar, ou seja ele ¢ “duro” magneticamente, ¢ com baixa permeabilidade, alta
forca coercitiva (Hc) e alto magnetismo residual (Mr). Quando a curva se apresentar mais
estreita esse material € mais facil de ser magnetizado, ou magneticamente “mole”, possuindo

alta permeabilidade com forca coercitiva e magnetizagéo residual baixa.

2.1.4 Anisotropia Magnética

A anisotropia magnética € o fendmeno de orientacdo preferencial da magnetizacdo
esponténea, ao longo de certas direcdes caracteristicas de cada material, ou seja, a energia
interna varia quando a magnetizacao aponta em direcOes diferentes.

Existem muitos tipos de anisotropia magnética, entretanto os trés tipos mais
importantes de anisotropia para materiais granulares sdo a magnetocristalina (origina-se do
efeito das diregdes cristalograficas dos materiais sobre a energia de magnetizacao), a de forma
(esta relacionada ao campo desmagnetizante, que tem origem na interacdo dipolar e depende
da forma e dimensdo do grdo), e a de tensdo (¢ decorrente das deformacbes na estrutura
cristalina provocadas por tensbes mecanicas), entre todos os tipos de anisotropia somente a
magnetocristalina é intrinseca dos materiais sendo as outras induzidas ou extrinsecas.

Para um sistema uniaxial a energia necessaria para promover o alinhamento pode ser

definida pela expressao 2.2.
E.= Ksin’ g 2.2

Onde E, € a energia magnetocristalina, K é a constante de anisotropia, € 6 € o angulo

entre a magnetizacdo espontanea e o eixo de facil magnetizacao.

2.1.5 Dominios Magnéticos

Os dominios magnéticos sdo regides microscopicas dos materiais magnéticos e
formados por momentos magnético de mesma orientacdo. Cada dominio possui um
ordenamento especifico, o que faz com que a magnetiza¢do macroscopica resultante seja nula,
esses dominios sdo separados por paredes que existem para minimizar a energia do sistema

(energia magnetostéatica), como podemos perceber através da Figura 2.2.
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Figura 2.2: llustracdo referente a parede de dominio magnético separando dois dominios com

magnetizacédo antiparalela.

Todos os sistemas obedecem ao principio fisico de minima energia [1], portanto 0s
momentos atdmicos tendem a ordenar-se de tal forma a minimizar a energia total do sistema.
As energias que estdo envolvidas no ordenamento magnético [1] sdo a energia das paredes de
dominio (energia de troca), a energia magnetocristalina (energia de anisotropia) e a energia
magnetostatica. O minimo de energia é possibilitado com o surgimento das regides de
dominios magnéticos (multidominios).

Os gréos podem ser monodominio (possuindo apenas um dominio magnetico) ou
multidominio (possuindo uma determinada quantidade de dominios magnéticos), isso esta
relacionado ao seu tamanho, quando as dimensdes do material magnético diminuem a um
valor proximo do diametro critico, Dc, o material deixa de ser multidominio a passa a ser
monodominio, nesse caso podemos observar a magnetizacdo espontanea, iSSO porque no
interior dessas particulas o material permanece espontaneamente magnetizado em uma
determinada direcdo, levando a formacdo de um momento magnético gigante. Nesses
sistemas a reversdao magnética se da através da rotacdo coerente dos spins, resultando em

coercividade e anisotropia altas.

2.1.6 Superparamagnetismo

O superparamagnetismo € uma propriedade exclusiva das nanoparticulas magnéticas.
Esse estado esta relacionado as flutuacGes sofridas pelo momento magnético quando as
nanoparticulas tém um diametro inferior ao didmetro critico D¢, 0 que faz com que haja

variacbes em sua coercividade, como podemos perceber na Figura 2.3. Nessa faixa de
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didmetro as nanoparticulas tem sua energia anisotropica diminuida, até que a energia térmica

é suficiente para superar a direcdo preferencial do momento da particula.

SD Monoldomil:rlilo SP Superparamagnético M
MD Multidominio psp PSD Pseudo Monodominio i "
4 —
o D & MD \
estavell -
sP Otk
— N H e
instavel ! 11 ¥ >
Heife—» [ | H
| N -Mr
D  D. D o,

Didmetro da Particula D

Figura 2.3: Variagdo da coercividade intrinseca pelo didmetro das particulas, a direita a
magnetizacdo correspondente [3].

A competicdo entre as energias térmica e magnética determina o estado do material
que pode estar no regime bloqueado ou superparamagnético. Abaixo de uma determinada
temperatura chamada de temperatura de blogueio Tg, 0S momentos se encontram blogueados

magneticamente, acima dessa temperatura 0 material entra no regime superparamagnético.

No regime superparamagnéetico 0s momentos magnéticos atbmicos estdo alinhados
paralelamente, dessa forma a magnetizacdo remanente e a coercividade sdo nulas. Nesses
materiais a susceptibilidade magnética tem valores entre a dos ferromagnéticos e

paramagnéticos e pode ser afetada por fatores anisotropicos [1].

2.1.7 Aplicacbes das Nanoparticulas Magnéticas em Biotecnologia

Quando consideramos materiais nanométricos podemos observar que esses se
comportam de modo diferente aos materiais macroscépicos, uma das causas dessa diferenca
esta relacionada aos efeitos de superficie se tornarem mais predominantes pelo aumento do
namero de atomos superficiais em comparacdo aos do nucleo (configuracdo caro¢o-camada),
outra razdo seria que os efeitos quanticos se tornariam mais evidentes nessa escala. As novas

caracteristicas observadas nos nanomateriais sdo peculiares tornando-os atrativos para
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nanotecnologia em seus diversos ramos tais como medicina [4, 5, 6, 7, 8], biologia molecular

[9, 10], eletrnica, meio ambiente [11, 12, 13] entre outras.

Um ramo que tem se expandindo muito ao longo dos anos tem sido a preparacao de
sistemas funcionais a partir de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com compostos
organicos. As nanoparticulas magnéticas podem exibir comportamento superparamagnético,
caracteristica pertencente apenas a materiais nessa escala. Esse comportamento faz com que
sO haja resposta magnética na presenca de um campo magnético externo apds a retirada do
campo nado se observa mais comportamento magnético nesses materiais. Alguns exemplos de

aplicacdes de sistemas magnéticos nanoparticulados podem ser vistos mais adiante.

Transportes de Farmacos

A utilizacdo de sistemas nanoparticulados como vetores para transporte de farmacos
tem se tornado uma técnica promissora para administracdo dos mesmos [14]. Essa técnica
possibilita a liberacdo da dosagem correta e direta no tecido ou célula alvo, o que melhora a
atividade do farmaco e diminui seus efeitos colaterais, dessa forma é possivel obter o efeito
esperado do medicamento sem sobrecarregar o organismo do paciente com doses elevadas,
essa técnica € muito indicada para medicamentos com efeitos colaterais severos como 0s

quimioterapicos para o cancer.

O material magnético, devido as suas propriedades, € conduzido e retido na regido
especifica do corpo com o auxilio de um campo magnético externo [15, 16, 17]. Ja houve
testes clinicos fazendo uso dessa técnica alternativa de administracdo de medicamentos no

combate ao cancer em pacientes terminais obtendo éxito em 50% dos casos [17].

Hipertermia Magnética

A hipertermia consiste em uma técnica onde se aumenta a temperatura de uma
determinada regido que esta sendo afetada por uma neoplasia, com o objetivo de causar a lise
das células cancerigenas. Esse procedimento se baseia na premissa de que células tumorais
podem ser destruidas em temperaturas de 41°-42°C, isso porque estas Sa0 menos resistentes a

aumentos bruscos de temperatura se comparadas a células normais.

Essa temperatura pode ser alcancada com uso de nanoparticulas magnéticas, pois estas

quando submetidas acdo de um campo magnético alternado do tipo AC podem ser aquecidas
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[18]. As particulas no regime de monodominio sdo preferiveis, pois respondem mais
eficientemente a campos externos do tipo AC, e absorvem destes, mais energia [8].

Separacdo Magnética

O processo de separar e selecionar matérias que estejam contidos em grandes volumes
sdo um grande problema tecnoldgico, portanto a utilizacdo de componentes magnéticos
associados ao material que se deseja separar tem ganhado cada vez mais importancia, pois
uma vez ligado ao material magnético é possivel separa-lo com o uso de um imd, como
podemos verificar na figura 2.4. O campo de aplicacGes dessa técnica é bastante amplo [19]:
anticorpos monoclonais, diversas enzimas, organelas subcelulares, células especificas entre

outras.

Solucao com
resinas magnéticas

=) |89

Solucao para
analise

Separacao
magnétca

/

Particulas
Magnéticas N
‘= ‘ Anticorpo
recobertas com
um polimero Antigeno

Figura 2.4: Mecanismo de separacdo magnética.

2.2 Magnetita

2.2.1 Propriedades Cristalinas e Magnéticas da Magnetita
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A magnetita, FesO,, 6 um mineral magnético, composto pelos 6xidos de Fe*? e Fe*®
(FeO e Fe;0s3), sendo que 72,4% corresponde ao ferro e 26,6 ao oxigénio [19].

Possui estrutura cristalina cubica do tipo espinélio inverso, Figura 2.5. Nesse tipo de
estrutura cada célula unitaria tem formula geral dada por AgB1,03, onde os atomos de
oxigénio estdo regularmente distribuidos em posi¢Bes cubicas ao longo do eixo (1,1,1), 0s
cétions de Fe*? e Fe*® ocupam os espacos entre os fons de oxigénio, sendo esses espacos de
dois tipos, os sitios tetraédricos, onde o cétion ocupa o centro do tetraedro e tem por vértices
0s atomos de oxigénio (sitio A), e os octaédricos tendo atomos de oxigénio ocupando 0s

vértices de um octaedro e o cation ocupando o seu centro ( sitio B).

Sitio Tetraédrico

Sitio Octaédrico

Figura 2.5: Estrutura cristalina da magnetita.

A magnetita possui magnetizacdo espontanea devido a sua estrutura de espinélio
inverso, existem interacdes de supertroca entre o0s cations tetraédricos e octaédricos, do tipo
A-O-B ou B-O-B, as interacbes do tipo A-O-B com angulos préximos a 180° sdo
predominantes na estrutura de espinélio inverso, sendo apenas os fons de Fe*? responsaveis
por essa magnetizacao, ja que os spins de Fe™ do sitio A se cancelam com os spins do Fe*® no
sitio B, por serem antiparalelos.

Cada elétron de spin desemparelhado dos cétions de Fe™? produz um momento
magnético de 1pg.

O diametro critico abaixo do qual a magnetita apresenta-se no regime

superparamagnético é de 25 nm [20].
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Figura 2.6: Esquema de distribuicdo dos momentos magnéticos da magnetita.

2.2.2 Principais Métodos de Sintese

Na natureza a magnetita é naturalmente encontrada em rochas e solos, também pode se
encontrada em bactérias (magnetospirillum, magnetotacticum) e em cérebros de abelhas, de
alguns passaros e até mesmo em cérebros humanos. Esse mineral também pode ser obtido em
laboratério atraves de diversos processos de sintese [21], entretanto o grande desafio é
produzir particulas controlando o tamanho, forma e uniformidade do grdo, pois esses
parametros vao afetar a suas propriedades magnéticas e consequentemente sua aplicabilidade.

As principais técnicas para sintese de magnetita sdo por microemulsdo, pelo método
sol-gel, reacOes hidrotérmicas e coprecipitacdo [21]. O método de sintese mais utilizado é a

coprecipitacdo dos sais trivalentes e divalentes do Fe em meio alcalino forte.

2.3 A¢do Antimicrobiana da Prata
2.3.1 Introducéo

As propriedades antimicrobianas da prata sdo conhecidas desde a antiguidade, onde a
agua e outros liquidos eram armazenados em recipientes revestidos de prata, isso tornava a
agua potavel por um maior periodo de tempo. Na Primeira Guerra Mundial componentes de
prata eram utilizados para evitar infeccdes entre os feridos. Em 1884, tornou-se uma préatica

comum, introduzida inicialmente pelo obstetra aleméo F. Crede, administrar gotas de nitrato
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de prata aquoso nos olhos dos recém-nascidos para evitar a transmissdo de oftalmia
gonorréica neonatal das mées infectadas para seus filhos durante o parto [22].

Centenas de milhGes de pessoas ja foram expostas a tratamentos clinicos contendo
prata, e até mesmo na utilizacdo de &gua saneada com esse metal, sem relatos de reacdes
toxicas. Portanto a historia epidemioldgica da prata mostra que sua toxicidade para mamiferos
ndo € comum, alem de ndo existir evidencias de que esse metal apresente atividade

cancerigena.

Véarios metais pesados podem ser biocidas ou antissépticos, inclusive a prata, a
capacidade de quantidades muito pequenas de esses metais pesados exercerem atividade
antimicrobiana é referido como acdo oligodindmica, essa acdo pode ser observada ao
introduzir uma moeda de prata ou cobre em uma placa de Petri inoculada, Figura 2.7, mesmo
quantidades extremamente pequenas dos metais de prata e cobre foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano até uma certa distancia ao redor da moeda [23]. Entre os metais, a
prata tem sido o que melhor apresenta propriedades antimicrobianas e menor toxidade para 0s

mamiferos.

Figura 2.7.: Acdo oligodinamica dos metais, as zonas claras representam o inibicdo do
crescimento bacteriano, o pingente e a moeda de cinco centavos norte-americana, possui

componentes de prata e a de um centavo contém cobre [23].

Entretanto com a descoberta dos antibioticos, a uso da prata como agente biocida

diminuiu. Porém com o surgimento cada vez maior de cepas de microrganismos resistentes
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aos antibidticos, o interesse no emprego da prata como agente antibacteriano tem sido

renovado.

Recentemente bandagens contendo prata que liberam lentamente os fons Ag*, tem
demonstrado serem Uteis contra microrganismos resistentes aos antibiéticos, uma combinagéo
comum ¢ a sulfadiazina de prata, que esta disponivel como creme topico para ser usado em
queimaduras, alem da utilizacdo da prata em cateteres, que sdo alvos de infeccGes
hospitalares.

2.3.2 Mecanismo de Agédo

Embora as propriedades antimicrobianas de prata sejam conhecidas ha séculos, so
recentemente comegamos a compreender oS mecanismos pelos quais a prata inibe o
crescimento bacteriano. Entre eles podemos destacar: a oxidacdo catalitica de radicais na
superficie celular inibindo a transferéncia de oxigénio, a reacdo com radicais presentes na

superficie das bactérias interferindo no transporte eletronico e a associagdo com 0 DNA.

As bactérias possuem uma enorme quantidade de enzimas [23], que sao
principalmente proteinas vitais para as atividades celulares, isso esta relacionado a sua forma
tridimensional, que € mantida por ligacdes quimicas que unem as porcdes adjacentes da
cadeia dos aminoécidos onde ela se dobra sobre si mesma, Figura 2.8, algumas dessas
ligacbes sdo pontes de hidrogénio susceptiveis ao rompimento, ha também ligacGes
covalentes, que embora sejam mais fortes podem também serem rompidas, causando a

desnaturacdo da proteina.

U .))1 e

$y Desnatur x‘:u N }\ > )
[Ry=~ S
) LS R U SR S
' l » » e B
, Proteina desnaturada

Proteina na forma original

Figura 2.8: Representacdo da forma tridimensional da molécula de proteina normal a

esquerda, e desnaturada a direita.
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As pontes dissulfeto, que desempenham um papel importante na estrutura das
proteinas ao unir 0s aminoécidos com o0s grupos tidis expostos, podem ser afetadas pelos ions
de prata que reagem com esses grupos presentes nas proteinas da superficie da parede celular
das bactérias, que sdo responsaveis pelo transporte de nutrientes. Esses grupos tidis sdo
compostos organicos que contém o grupo —SH (designado por grupo tiol, grupo mercaptano
ou grupo sulfidrila). Os ions monovalentes de Ag+ substituem o cation H+ e formam grupos —
S-Ag, Figura 2.9, inativando a proteina e, assim, diminuindo a permeabilidade da membrana,

que pode causar eventualmente a morte celular [24, 25].

Ponte de
Hidroginio —— n-—&l —NH; o\

A9+ Ag+ H

-SH=-S-Ag
Ag+

Figura 2.9: Representacdo da ligacdo dissulfeto na molécula da proteina, e a quebra dessa

ligacdo pelos ions de prata

Albert T. McManus, MD, diretor de Microbiologia do Institute of Surgical Research,
Fort Sam Houston Army Burn Center, Houston, Texas [26], acredita que a prata € capaz de
eliminar os microrganismos através de simples reacdes de reducdo/oxidacdo catalitica
reagindo com qualquer carga negativa disponivel, sendo que na parede celular ha uma serie de
proteinas com carga negativa, essas reacoes resultam na formacao das pontes de dissulfeto. A
formacdo de pontes dissulfeto poderia mudar a forma das enzimas celulares e posteriormente

afetar a sua funcéo.

Outro possivel mecanismo que explica a acdo bactericida da prata foi proposto por
Klueh et al e Fox e Modak. [27, 28], onde os ions de prata interagem com os acidos nucleicos,

preferencialmente com as bases nucleotidicas , penetrando nas células e interrompendo as
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ligacGes de hidrogénio entre essas bases do DNA adjacentes purinas(adenina e guanina) e as
pirimidinas(timina e citosina), que podem ser visualizadas na Figura 2.10, causando a

desnaturacdo da molécula, embora isso ndo tenha sido provado,

\ \ ’
\ 1 CH \ Molécula de DNA
\ _C/ ’ \ PO
| Timina | | | Citosina
//C\N/C\O O/C\N/C\N—-H
0
! H
H H H H
H N N N N 0\
\c/ %C/ \H w \C/ \C/ Ponte de
I | I ] hidrogénio
N\CéC\N N\Céc\N
v I Adenina N | caia
A" Rt
/O /o

e “Corrimao’ de acucar e fosfato

Figura 2.10: Esquema representativo da molécula de DNA e detalhamento das ligagGes entre

as bases purinas e pirimidinas.

A maioria desses mecanismos de acéo biocida esta relacionado com fato de que a prata
penetra na célula atravessando sua membrana hidrofébica e acessando ao citoplasma, isto é
atraveés de proteinas transmembrana que Sdo responsaveis por transportar ions para o interior
de célula. Foi mostrado que proteinas transmembrana como o CopB-ATPase da bactéria
Enterococus Hirae teve a capacidade de transportar ions de prata, embora a proteina seja um
transportador de ions cobre [29], isso prova que embora ndo exista mecanismos

transportadores especificos para a prata, esta tem como penetrar na parede celular.

As propriedades antibacterianas da prata so estdo presentes em sua forma ionizada [30,
31], em sua forma ndo ionizada ela é inerte [32], entretanto o contato com a umidade leva a
liberacdo de ions [33], portanto todas as formas de prata ou compostos contendo prata, como
0 oxido de prata [34], que sejam fonte de Ag+, apresentam propriedades antibacterianas.
Esses ions podem ser incorporados a substancias de forma que sejam liberados lentamente
com o tempo, como acontece com a sulfadiazina de prata, ou até mesmo de uma porcdo solida

ou em forma de nanoparticulas.

2.3.3 Ac¢do da Prata Contra Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
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As bactérias sdo microrganismos procarioticos e estdo na faixa dos micrémetros (pm)
[23]. Elas podem ser dividas em dois grandes grupos, gram-positivas e gram-negativas,
através da técnica de coloracdo de Gram, desenvolvida pelo médico dinamarqués Hans
Christian Gram em 1884 [23], um esquema do procedimento é demonstrado através da Figura
2.11 abaixo:

Coloracdo de Gram

B Vvioletade genciana

12passo 22passo 32passO 42passO m e

3 Aicool
y 4 L/

-@®-@-@

Aplicagdo do Aplicagdo do Lavagem com Aplicagdo de
corante lodo{mordente) slcool safranina
pdrpura (descoloraggo) (contracorante)

Figura 2.11: Esquema da técnica de coloracdo de Gram

O corante purpura e o iodo se combinam na parede celular da cada bactéria e a coram
de violeta escuro ou purpura, as bactérias que retém essa cor apds lavagem com alcool séo
classificadas como gram-positivas e as que perdem a cor violeta escuro ou purpura apos a
descoloracdo sdo classificadas como gram-negativas, como essas classe de bactérias perdem a
cor apos a lavagem com alcool deixam de ser visiveis, dai a necessidade de aplicar o corante

béasico safranina, que as cora de rosa.

Essa reacdo diferente a coloracdo Gram esta relacionada a diferencas estruturais
presentes nas paredes celulares desses dois grupos de bactérias [23]. A parede celular das
bactérias é extremamente complexa, essa estrutura reveste a membrana plasmatica protegendo
o interior da célula, e é composta de uma rede macromolecular denominada peptideoglicana,
gue consiste em um dissacarideo repetitivo unido por polipeptideos consistindo uma rede que
circunda e protege toda a célula. A porcdo dissacaridica € composta por monossacarideos
denominados N-acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico, as formulam estruturais podem

ser observadas atraves da Figura 2.12.

A B
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N-acetylglucosamine N-acetylmuramic N-acetylglucosamine (NAG) Tetrapeptide side chain

(NAG) (NAM) :
N-acetylmuramic acid (NAM) Peptide cross-bridge
HOH H,OH
SH0 SheO © side chain amino acid
H 0) H O,
N o \O o . Cross-bridge amino acid
N\ OH H H N
(] H H
I | / | il
H NH H NH
| (o]
C=0] | C=0
| HC—CH; I
CH; | T CHs
C=0

(a) of peptidogly ing positive b

Figura 2.12: Formulas estruturais do N-acetilglicosamina e N-acetilmuramico (A), e
representacédo da peptideoglicana (B) [23].

Nas bactérias gram-positivas a parede celular consiste de muitas camadas de
peptideoglicana, formando uma estrutura espessa e rigida, entre 20 a 80nm [23], diferente das
gram-negativas que possuem apenas uma camada de peptideoglicana, alem disso as bactérias
gram positivas contém &cidos teicoicos que consiste principalmente em um alcool e fosfato,
esses acidos possuem carga negativa relacionada aos grupos fosfato, e eles podem regularizar
0 movimento dos cations para dentro e fora da célula. Podemos ver uma ilustracdo da parede

celular das bactérias gram-positivas na Figura 2.13 e das gram-negativas na Figura 2.14.

Wall teichoic 5
t acid Peptidoglycan
%> @ ‘” ) ¥ ___ Lipoteichoic
Cell wall { y,, teld

Plasma "'-. 3 S <
membrane | I} !

(14
i )
nnnnnn

Protein
(b) Gram-positive cell wall

Figura 2.13: Representacao da parede celular das bactérias gram-positivas [23].

A parede celular das bactérias gram-negativas consiste de uma ou poucas camadas de
peptideoglicana e uma membrana externa [23], a peptideoglicana esta ligada a lipoproteinas
na membrana externa e esta no periplasma, que contém uma alta concentracdo de enzimas de

degradacdo e proteinas de transporte, essa parede celular ndo contém acido teicdico.

20



Lipopolysaccharide O polysaccharide “

Lipid A Porin protein

Lipoprotein
Phospholipid
I Enzymes
[ Outer membrane ¢ e Pl 4
Cell wall { L&t weeriiglf 'l N active
|_Peptidoglycan —— i by o =-f) substances
Plasma [ T 50 52 it
membrane |y, A i

O
Sl
S
¥

0
o
A
A
L,

Periplasm

(c) Gram-negative cell wall

Figura 2.14: Representacao da parede celular das bactérias gram-negativas [23]

Feng et al [25], conduziu um estudo para observar os efeitos dos ions de prata sobre
as bactérias gram-positivas e gram-negativas, o autor utilizou AgNO3; em solucdo aquosa com
as bacterias do tipo Staphylococcus aureus (bactéria positiva) e Escherichia coli ( bactéria
negativa) num periodo que variou entre 4- 12 horas antes de realizar microscopia eletrénica
de transmissdo. Eles observaram que as ceélulas que foram expostas aos ions apresentaram
uma condensacdo do DNA, de acordo com a Figura 2.15, o autor propds que essa
condensacgdo esta relacionada com uma medida de protecdo das informacdes genéticas da
célula, porém, esse efeito pode impedir a replicacdo das células, evitando a transcricdo com o
DNA polimerase. O descolamento da membrana celular da parede celular também foi
evidenciado assim como o surgimento de granulos densos, Figura 2.15, dentro e fora da
célula, esses granulos foram extraidos e submetidos a microanalise de raio-X para determinar
sua composicao, e descobriu-se que 0s mesmos eram compostos de prata e enxofre, esse fato
reforca a ideia de que a prata inativa proteinas ligando-se a compostos contendo enxofre.

As bactérias E. coli, gram-negativas, apresentaram maior dano estrutural do que S.
aureus. O fato das bactérias positivas serem menos susceptiveis a prata do que as bactérias
negativas esta relacionado ao fato de que essas bactérias tem um maior namero de
peptidioclicanos, ja que sua parede celular é mais espessa, 0s peptidioclicanos sao carregados
negativamente e 0s ions de prata positivamente, portanto esses ions podem ficar presos a essas
proteinas, em maior numero nas bactérias positivas do que nas negativas, essa resisténcia

também pode ser explicada pelo simples fato de que sua parede celular € mais espessa.
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Figura 2.15: Estudo da interacdo dos ions Ag+ em bactérias Gram positivas e negativas
segundo Feng et al [23]. Imagem obtida através de microscopia eletronica de transmissao,
mostra o tratamento com Ag+ de células de E. Coli (A) e S. Aureus(B). O tratamento resultou

em condensacdo do DNA, danos a parede celular e formacdo de granulos [25].

Guggenbichler et al [32], demonstrou que o tratamento com prata leva a lise de
membrana da célula, de acordo com a Figura 2.16 , como ja havia sido evidenciado por Feng
et al [27], apOs a interacdo com a prata a parede celular sofre danos que chegam até a
membrana celular, esses danos podem levar a fuga do citoplasma da célula o que resultaria

em desidratacdo e encolhimento da célula.
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Figura 2.16: O tratamento com prata leva a desidratacdo das células microbianas. A) S. aureus
sem tratamento com prata, encontrado em um cateter. B) S. aureus numa superficie contendo
microparticulas de prata em toda a sua matriz. Ambas as imagens foram obtidas por meio de

microscopia eletronica de varredura [32].

2.3.4 Acao da Prata na sua Forma Nanoestruturada

A prata na sua forma nanoestruturada tem se mostrado altamente eficaz na sua acao
antibacteriana. Castanon Martinez et al. [35], em seu trabalho estuda o efeito do tamanho das
nanoparticulas sob sua acao antibacteriana, o autor sintetizou particulas de prata de diferentes
didmetros e utilizou microscopia eletrénica de transmissao para definir o tamanho médio de
suas estruturas. Foram realizados testes bactericidas com E. coli e S. aureus, 0s resultados
mostraram que as nanoparticulas menores tem maior efeito biocida, esse fato pode estar
relacionado a ideia de que particulas menores tem maior area superficial por grama de
material e maior facilidade de atravessar a membrana celular e area superficial maior,
portanto as particulas menores tem maior quantidade de atomos em contato com a solugéo,

produzindo mais ions de prata que sdo os responsaveis pela acdo antibacteriana.
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2.3.5 Toxicologia da Prata

N&o se sabe muito respeito dos efeitos da prata no organismo dos seres humanos e no
meio ambiente. Como as células animais ndo possuem grupos tidis exteriores, a maioria dos
pesquisadores acredita que esses ions sejam inertes nos animais ndo causando nenhuma
toxicidade para suas células. Braydich-Stolle et al. [36] elaborou um estudo da prata em
gametocitos, e concluiu que as células adultas C18-4 germline se mostraram bastante
sensiveis as nanoparticulas de prata em relacdo a outras linhas celulares geralmente utilizadas
em estudos de toxicidade. Prata nanoestruturada de determinados didmetros, tem a capacidade
de afetar a fun¢do das mitocdndrias, interferindo na sintese de ATP (nucleotideo responsavel
pelo armazenamento de energia em suas ligagdes quimicas). O estudo sugeriu que essas
particulas poderiam ser toxicas para 0S 0ss0s e outros tecidos que poderiam estar em contato
direto com o metal, nesse estudo a citotoxidade da prata nas células germinativas adultas foi
comparada com a causada com outros metais nanoparticulados, tais como o cadmio, o
aluminio, e o molibdénio, concluindo que a prata era a mais toxica aos gametocitos do que 0s
outros metais avaliados.

A exposicdo a niveis elevados de prata por longos periodos de tempo leva a uma
condicdo conhecida como Argiria [37], uma coloracdo azul-acinzentada da pele e outros

tecidos corporais.

2.4 Quitosana como Agente Biocida

2.4.1 Propriedades Fisico-quimicas da Quitosana

A quitina, componente estrutural dos exoesqueletos dos crustaceos, insetos e alguns
fungos, é um homopolissacarideo linear composto por unidades 2-acetamino-2-deoxi-p-D-
glucose (95%) e 2-amino-2-deoxi-pB-D-glucose (5%) ligados através de ligacdes B(1—4), esse
polimero possui diversas semelhancas com a celulose, a diferenca esta na substituicdo dos
grupos hidroxilas na celulose pelos grupos amino acetilados na quitina. Depois da celulosa a
quitina é considerada o polimero mais abundante da natureza com milhdes de toneladas
produzidas anualmente. A férmula estrutural da quitina e quitosana poder ser vistas na Figura
2.17.
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Figura 2.17: Representacao estrutural da quitosana e da quitina [38]

A quitosana é um polimero linear composto de unidades 2-amino-2deoxi-B-D-glucose
(60~100%) e 2-acetamino-2-deoxi-pB-D-glucose (0-50%). O processo que da origem a
quitosana pode ser de natureza quimica ou bioldgica, porém o método mais empregado é a
desacetilacdo da quitina com NaOH, um esquema desse método pode ser visto na Figura 2.18.
Como podemos perceber antes da etapa de desacetilacdo propriamente dita, a quitina passa
por outros processos tais como desproteinizacao, descalcificacdo e descoloragéo [37].
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Descoloracéo

Descalcificacao

/

NHCOCH.  CH,OH NHCOCH-
- - n
Quitina
' Lol
, . n n
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Figura 2.18: Esquema de obtencdo da quitosana a partir do exoesqueleto dos crustaceos.
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A desacetilacdo da quitina é a etapa de maior importancia na obtencdo da quitosana,
pois é ela que ird determinar a quantidade de grupos aminicos livres, 0s quais serdo
responsaveis por definir ndo somente e identidade quimica da quitosana mas também sua
aplicagéo [40, 41].

A massa molar da quitina natural esta em torno de 1 x 10° Da, (1Da =1 g/mol =
1,66x10 %" kg) enquanto que o da quitosana comercial é em média 1 x 10° Da e depende
diretamente das condi¢Ges de producdo do polimero [42].

A quitosana é facilmente solivel em solucGes acidas diluidas (acido acético, citrico,
formico, latico) com pH entre 2,0 e 6,0 [43, 44]. A solubilidade desse polimero esta
relacionada com a quantidade de grupos amino protonados (-NHs") em sua cadeia, quando
maior a quantidade desses grupos, maior sera a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e

consequentemente maior a dissolugdo em agua [45].

A quitosana é biodegradavel, biocompativel e possui a capacidade de formar
complexos com os ions metalicos, devido a existéncia dos grupos aminas em sua estrutura,

como vimos na Figura 2.17.

2.4.2 Propriedade Antimicrobiana

Varias pesquisas tem demonstrado o potencial biocida da quitosana ao longo dos anos,
tendo eficiéncia contra microrganismos tais como Streptococcus faecalis [46], Salmonella
entérica, S.paratyphi, Pseudomonas aeruginosa [47], Listeria monocytogenes [48], Bacillus.
cereus, Shigella  dysenteriae, Aeromonas hydrophila, Fusarium, Alternaria,
Helminthosporium [49], Sacharomyces cerevisiae, S. ludwigii, Zygosaccharomyces baillii,
Cryptococcus albidus, Candida sp., Rhodotorula sp. [50, 51].

Essa capacidade é afetada diretamente por uma série de fatores tais como: grau de
desacetilacdo, massa molecular, pH e temperatura [52], essas variaveis atuam modificando a

estrutura do polimero e portanto seu potencial biocida.

N&o se sabe bem ao certo os mecanismos pelos quais a quitosana apresenta acao
antibacteriana. Dentre 0s mecanismos propostos o0 mais aceito consiste na interacdo
eletrostatica existente entre as cargas positivas dos grupos amina do polimero com as
moléculas anibnicas presentes na membrana celular, o que provoca alteragdes na

permeabilidade da membrana resultando em perda de componentes intracelulares
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comprometendo dessa forma o metabolismo microbiano, podendo levar a morte celular [52,
53].

Pesquisas mostram que a acdo da quitosana em bactérias gram-positivas e gram-
negativas é distinta, na primeira classe de bactérias o biopolimero é mais eficiente quando
apresenta maior massa molecular, e o polimero de menor massa molecular é o que tem
apresentado maior inibicdo das bactérias gram-negativas. Supde-se que nas positivas 0
polimero de alta massa molecular atua como um filme ao redor da célula inibindo a absor¢do
de nutrientes, nas negativas a quitosana de menor massa molecular penetra mais facilmente
através da membrana celular e se liga ao DNA impedindo sua transcri¢do e traducdo, o que
provoca disturbios no metabolismo celular [54, 55].
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CAPITULO 3:

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental foi realizado em trés etapas, a primeira etapa consiste na

producdo de quitosana magnética utilizando magnetita com um tamanho controlado, a

segunda etapa consistiu na producdo de esferas magnéticas de alginato dopadas com Ag ou

Ag,O para realizacdo de testes bactericidas, a terceira e ultima etapa do trabalho foi revestir

as esferas com uma camada de quitosana, para potencializar sua atividade biocida.

Para caracterizacdo estrutural e magnética desses materiais foram realizadas medidas

de Difracdo de raios-X, Microscopia Eletronica de Transmissdo, Absorcdo Atdmica,

Magnetometria, Espectroscopia Mdossbauer, Espectrofotometria e também foram realizados

testes bactericidas.

Os reagentes utilizados tinham grau analitico (P.A.) estéo listados na Tabela 3.1, assim

como sua férmula quimica, peso molecular e procedéncia.

Tabela 3.1: Reagentes usados nos procedimentos experimentais

Reagente Férmula Quimica | Peso Molecular (g/mol) | Fabricante Observacdes
Hidroxido de sodio NaOH 40,00 VETEC
Nitrato de prata AgNO; 169,97 VETEC
Nitrato de zinco Zn(NQs),.6H,0 269,48 VETEC
Sulfato de ferro FeS0O,.7H,O 278,01 Synth
Nitrato férrico Fe(NO3)3.9H,0 404,00 VETEC
Acido citrico CsHg0O7.H,O 210,14 ECIBRA
Glutardialdeido CsHgO, 100,12 VETEC 25% em agua
Acido cloridrico HCI 36,46 Synth 37% em 4gua
Quitosana Polymar | Grau dessacetilacdo: 85%
Acido alginico de . o .
s6di Sigma Viscosidade média
Cloreto de célcio ClCa Sigma
Tween 80 Sigma
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3.1 Materiais

3.1.1 Solucéo de Quitosana

A quitosana utilizada nesse trabalho possui as seguintes caracteristicas: grau de

desacetilacdo de 85%, peso molecular de 0,31g/mol e pH 8,5, lembrando que a quitosana foi

mantida a temperatura ambiente em recipiente fechado e protegido da luz.

A solucdo de quitosana foi preparada a temperatura ambiente dissolvendo-se 2% de

quitosana em solucdo aquosa de acido citrico a 5%, que permaneceu 24hs em agitacdo, apos

esse periodo a solucdo foi filtrada para retirada de residuos indesejados. O pH final da solucédo

ficou em torno de 2.

Para reticulacdo do polimero usamos o glutardialdeido, nesse processo 0S grupos

aminas livres sdo ligados ao grupamento aldeido do reticulante, fazendo com que o polimero

assuma a forma de gel, uma ilustracéo desse processo pode ser vista na Figura 3.1.

CH-0H CHoOH CHoOH

0]
OHC(CH,),CHO q
OH ,
m
NHE —EH|CH2 EEH— NHE
Quitosana Quitosana Reticulada

Figura 3.1: Reticulacéo da quitosana com o glutaraldeido [52]

3.1.2 TWEEN 80

O Tween 80 é um surfactante ndo idnico e emulsivo, proveniente do sorbitano

polietoxilado e acido oléico, sua estrutura molecular pode ser observada na Figura 3.2 [53].

Esse surfactante € um tensoativo hidrofilico, solivel em agua e é geralmente empregado para

obter emulsdes do tipo éleo em agua.
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Figura 3.2: Estrutura molecular do Tween 80

O Tween 80 possui em sua estrutura molecular uma parte hidrofilica (cabeca) e uma
parte hidrofébica (calda). Com a adicdo desse surfactante, de acordo com uma concentracdo
especifica, as moléculas passam a se agregar em forma de micelas, as regides hidrofobicas do
surfactante formam nucleos apolares mantendo afastada as moléculas de agua, e a regido

hidrofilica forma nucleos polares, mantendo as moléculas de 0leo afastadas.

3.1.3 Solugéo de Alginato

O acido alginico € um biopolimero linear que esta presente na parede celular das algas
marinhas castanhas pertencentes a classe Phaeophycea, o &cido alginico pode representar

cerca de 40% de sua massa seca.

O acido alginico é compostos por dois acidos urénicos B-D-manurénico (M) e o acido
a-L-gulurénico (G) unidos por ligacdes glicosidicas, que devido a orientacdo dessas ligacdes
as regides nas que predominam os blocos —M adquirem forma linear, enquanto as regides de

blocos-G adquirem forma ondulada, essa estrutura pode se observada na Figura 3.3.

Hi H

Figura 3.3: Estrutura do acido alginico.
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Os alginatos sdo sais do acido alginico, polissacarideos frequentemente usados em
vérios setores industriais, esses sais podem obtidos quando fons H* do 4cido alginico sio

substituidos por cations mono ou divalentes.

Em presenca de fons divalentes, como os de Ca*?, as regides de blocos-G da cadeia
polimérica se aproximam e formam estruturas dimérica, os ions divalentes interagem com o
anion carboxilato e com os grupos hidroxila, essa propriedade € a responsavel pela capacidade
dos alginatos formarem géis, Figura 3.4.

] —

O

Figura 3.4: Esquema representativo da interacdo dos blocos-G com os ions de célcio.
3.2 Primeira etapa: Sintese de Quitosana Magnética

Na sintese de quitosana magnética preparamos duas series de amostras, uma com
acréscimo do Tween 80 e a outra sem o surfactante. A concentracdo de glutardialdeido e o
tempo de gelificacdo foram variaveis nesse processo. Nas Tabelas 3.2-A e B podemos
observar essa variacdo, salientando que as concentracdes de glutardialdeido sdo obtidas com
relagdo ao volume da solucdo de quitosana e a massa de Fe corresponde & massa total de Fe?*
e Fe**, onde o nimeros de moles desses fons estdo de acordo com a composicdo

estequiométrica para a formacéo de magnetita, M(Fe**)/ M(Fe*")=2.
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Tabela 3.2-A: Amostras sem o Tween, variando a concentragéo de glutaraldeido.

e | oo o) | W | i
UF6 0,4 0 ]
M1 0.4 1 24
M2 0,4 3 24
M3 04 4 24
M4 0,4 5 >4
UF12 0,4 10 1
UF13 0.4 50 35

Tabela 3.2-B: Amostras com Tween 80, variando a concentragédo de glutaraldeido

Concentracao Tempo de gelificacdo
Amostra Massa do Fe(g) glutaraldeido %v. (hs)
UF11 0,4 20 1
UF16 0,4 10 3,5
UF17 0,4 5 7

O método para preparacéo consiste na dissolucdo de sais de nitrato férrico (Fe™) e
sulfato ferroso (Fe*?) na seguinte relacio molar Fe*®: Fe*?=2:1 em solucéo de quitosana, que
apos ser homogeneizada, acrescenta-se ou ndo, sendo esse fator uma das variaveis na sintese
dessas amostras, 0,148g de Tween 80 (essa massa corresponde a concentracdo micelar critica
do surfactante disperso em agua [54]), e agita-se por mais 30min, em seguida adicionamos
diferentes concentracdes de glutaraldeido para reticulagdo da quitosana, a amostra foi deixada
em repouso até ficar completamente gelificada. Apo6s a gelificacdo as amostras foram
esmagadas com auxilio de uma espatula, posteriormente acrescentamos 50 ml de solucdo de
NaOH a 20% a temperatura ambiente em cada amostra e esperamos em média 1h para
iniciarmos a lavagem para remocdo da solucdo de NaOH, as amostras foram secas na estufa a

uma temperatura de aproximadamente 80°C.
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3.3: Segunda Etapa: Esferas Magnéticas de Alginato Contendo Prata ou Oxido de Prata
e seu Efeito Antibacterial.

O alginato foi utilizado para encapsular as nanoparticulas de oxido de prata e
magnetita. Tanto a prata metdlica como oxido de prata e a magnetita foram preparadas
separadamente, e depois mistura na solucdo de alginato, ent&o a dispersdo foi gotejada numa
solucdo contendo ClICa para a gelificagdo do polimero.

3.3.1 Sintese de Nanoparticulas de Prata.

Para sintetizar as nanoparticulas de prata metalica, 0,3g de nitrato de prata foram
diluidos em 10ml de solugcdo de quitosana com o auxilio de um agitador magnético por
15min, apds esse periodo a solugédo foi gotejada em uma solugdo de NaOH a 20% em banho
Maria a uma temperatura de aproximadamente 80°C, surgindo precipitados negros, apds
15min a dispersdo foi retirada do banho Maria e permaneceu em repouso por 3hs,
posteriormente os precipitados foram lavados acrescentado agua destilada e centrifugados
para remoc¢ao do sobrenadante, essa etapa foi repetida 10 vezes até que a amostra apresentasse
pH proximo de neutro. Na Ultima etapa os precipitados foram colocados num formo a uma
temperatura de 400°C por 2hs para calcinar a quitosana. Na Figura 3.3 temos um esquema

desse processo de sintese.

Solucéo de
quitosana + —

nitrato de Ag
Lavagem até pH
)
m neutro e secagem

l

Queima a 400°C
por 2hs

Figura 3.5: Esquema de preparacdo de nanoparticulas de prata metalica.
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3.3.2 Sintese de Nanoparticulas de Oxido de Prata

Nanoparticulas de Oxido de prata foram sintetizadas a partir da técnica de
coprecipitagdo em meio alcalino. Inicialmente 150ml de solucdo a 5% de NaOH
apresentando um pH de 14, foi colocada em banho Maria com glicerina, até atingir uma
temperatura de 80°C, sequencialmente foi adicionada uma solucéo de nitrato de prata (0,549
de nitrato de prata em 30ml de H,O destilada) e esperou-se 15min para retirar a amostra do
banho Maria, surgindo precipitados inicialmente esverdeados, a cor das particulas mudou
para preto depois de 15mim adicionais,as particulas foram lavadas com agua destilada, com o
auxilio de uma centrifuga para retirada da solugdo de NaOH, posteriormente a amostra foi
seca na estufa a 80°C.

3.3.3 Preparacéao de Nanoparticulas de Magnetita

A sintese da magnetita nanoestruturada foi realizada a partir do método de
coprecipitacdo em meio alcalino. Inicialmente acrescentamos sais de nitrato ferrico e sulfato
ferroso em uma solugdo diluida de HCI, na proporcdo molecular de Fe®:Fe?=2:1.
Posteriormente despejamos a solucdo em outra solucdo de NaOH, sob agitacdo mecénica por
15min. A lavagem foi realizada com agua destilada através do mesmo processo descrito
acima para a lavagem do oxido de prata. A amostra foi seca na estufa a uma temperatura de
100°C.

3.3.4 Sintese das Esferas de Alginato Contendo Magnetita e Prata ou Magnetita e Oxido

de Prata

Para sintetizar as esferas de alginato dopadas com magnetita e prata inicialmente
preparamos 10ml de solucdo aquosa de alginato a 1% e acrescentamos 0,089 de
nanoparticulas de magnetita e 0.05g de nanoparticulas de prata, agitamos com auxilio de um
vortexer por 5min, a solucdo foi entdo gotejada em uma solucdo de cloreto de calcio a

temperatura ambiente para reticulacdo, as esferas ficaram sélidas apds um periodo de 4hs,
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posteriormente foram lavada acrescentando-se 200ml de &gua destilada e descartando o

sobrenadante com auxilio de um imé, esse processo foi repetido 5 vezes.

Para producdo das esferas com oxido de prata no lugar da prata metalica repetimos o
mesmo processo substituindo as 0,05g de Ag por 0,1g de nanoparticulas de Ag,O, como
ilustrado através da figura 2.7 abaixo.

ou Solugao de Cloreto de

R

Agitacao no Vortex

Lavagem com
Secagem <: Agua Destilada

Figura 3.6: Esquema da sintese das esferas de alginato dopadas com Ag,O ou Ag.

3.4 Terceira Etapa: Preparacdo de Nanocompositos de Magnetita e Oxido de Prata em

Matriz de Alginato Revestida por uma Camada de Quitosana

Os nancompositos foram preparados como indicado no item 3.3.4. a seguir as
particulas foram revestidas com quitosana, 0 nanocompdsito foi adicionado a uma solucéo de
20ml de quitosana diluida em 40 ml de solucdo de acido citrico a 2% e esperamos um
intervalo de tempo de 12hs, ap6s esse tempo as esferas foram retiradas da solucéo e utilizadas
nos testes bactericidas. A camada de quitosana formou-se devido a interacdo eletrostatica dos

grupos amina e carboxilicos contidos na quitosana e no alginato, respectivamente.

3.5 Teste Bactericida

Os testes bactericidas foram realizados no Laboratorio de Inspecdo de Produtos de

Origem Animal, pertencente ao departamento de Ciéncias Animais da Universidade Federal
35



Rural do Semiarido, UFERSA. Foram utilizadas duas cepas bacterianas Escherichia coli e

Staphylococcus aureus para realizagdo dos testes.

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa, bacilar. Essa bactéria pertence a
familia das Enterobacterias, sdo aerdbicas e anaerdbicas facultativas, seu habitat natural é o
trato intestinal dos animais, incluindo o homem. O tipo de E. coli, presente no intestino do
individuos é bem conhecida e controlada pelo sistema imunolégico, geralmente essas
bactérias sdo evacuadas do organismo através das fezes, portanto a existéncia de E. coli na
agua ou em alimentos € indicativa de contaminacdo por fezes. Uma imagem de microscopia

eletronica de E. coli pode ser observada na Figura 3.8.

Figura 3.7: Imagem de microscopia eletronica de E. coli [57]

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-positiva e esta entre as espécies
patogénicas mais comuns e virulentas, juntamente com E. coli. Essa bactéria possui forma
esférica (cocos), que ocorrem em grupos com aspecto de cachos de uvas com uma cor
amarelada, cresce bem em ambientes salinos. S. aureus produz uma série de toxinas que
contribuem para sua patogenicidade, essa bactéria possui habilidade de desenvolver
resisténcia aos antibioticos rapidamente, portanto € muito perigosa em ambientes hospitalares,
alem de produzir uma enterotoxina que é uma das causas mais comuns de intoxicacdo

alimentar.
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Figura 3.8: Microscopia eletronica de uma cultura de S. aureus

As bactérias foram cultivadas no laboratério, 0 meio de cultura consiste em um
material nutriente que promove o crescimento dos microrganismos. Elas podem ser cultivadas
em meio liquido ou solido, para solidificacdo do meio € necessario o acréscimo de um agente
solidificante como Agar, que é um polissacarideo obtido a partir de algas marinhas. O
crescimento bacteriano tem comportamento variado como pode ser observada na Figura 3.9
possuindo basicamente quatro fazes: a fase lag, que consiste num periodo em que ocorre
pouca ou nenhuma divisdo celular, a fase log, periodo de crescimento exponencial, onde a
reproducdo celular € extremamente intensa essa € a fase preferencial para realizacdo de testes
com as bactérias, fase estacionaria, nessa fase a velocidade de crescimento diminui e 0
namero de morte celular é equivalente ao de células vivas, a populacdo bacteriana torna-se
estavel, e a fase de morte celular, onde ocorre o declinio da populagéo bacteriana até que essa

se torne uma pequena fragéo.

Fase
Fase log ou  estaciondaria Fase de
de cresci- morte celular
menfo ex- ou de declineo
ponencial

Nomero de células

Log do nmero de bactérias

5
Tempo (h)

o

Figura 3.9: Curva de crescimento bacteriano.
37



Existe uma série de métodos para se quantificar uma populagdo bacteriana, entre as
mais comuns estd o método de contagem em placas, neste método as amostras a serem
analisadas sdo diluidas de forma apropriada, e semeadas em placas de Petri, contendo o
nutriente Agar, ap6s o periodo de incubacdo é feita a contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC), sendo que uma colbnia € originada do crescimento e da multiplicacdo de um
grupo de bactérias ou até mesmo de uma Unica bactéria [23]. Esse método de contagem se
baseia na premissa de que cada célula presente em uma amostra ira formar uma colbnia

separada e visivel, quando fixada com meio que lhe permita crescer [58].

Para a cultura liquida utilizamos o meio BHI (Brain and Heart Infusion, HIMEDIA),
para preparar esse meio acrescentamos 1.1g BHI em 30ml de agua e deixamos em agitacdo
até homogeneizar, colocamos 5ml dessa solugdo em tubos de ensaio, a seguir 0s tubos foram

autoclavados para esterilizagdo do meio a 121°C por 15min.

Para produzir a cultura solida preparamos uma solucdo aquosa de PCA (Plante Count
Agar ) a 2,35% e autoclavamos a uma temperatura de 121°C por 15mn, a seguir, despejamos

15ml do meio em placas de petri, esperamos 5min até que o meio fique solido.

As bacterias E. coli e S. aureus, foram cultivadas em meio liquido a 38°C em uma
rotacdo de 250rpm no shaker até atingir 0,5 correspondente a turbidez dr cultivo observada
através de espectrofotometria de UV-VIS em 250 nm, cinco tubos foram preparados. Ao
atingir essa turbidez, as particulas foram adicionadas nos tubos contendo a suspensdo das
bactérias e foram entdo cultivados nos intervalos de tempo determinados, aliquotas foram
retiradas dos tubos e semeadas em placas de Petri contendo o meio nutriente Agar, essas
placas foram cultivadas numa estufa por 18hs, apds esse tempo foi realizada a contagem das

unidades formadoras de colénias em cada placas.

Realizamos cinco testes para estudar o potencial bactericida das amostras. No primeiro
teste, estudamos a eficiéncia do oxido de prata e da prata metalica, esses testes foram
realizados da seguinte maneira: 0,050g de particulas de prata e Oxido de prata foram
adicionadas aos tubos contendo as bactérias E. coli e S. aureus, quando estas estavam na fase
log de crescimento, os tubos foram cultivados no shaker durante 24hs, ap6s esse periodo

aliquotas de 100ul de cada amostra foi retirada dos tubos e semeadas em placas contendo
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Agar, sob fluxo laminar. Ap6s o periodo de incubacdo em meio sélido foi feita a contagem
das UFC. Para obter o resultado em UFC/ml, multiplicamos por 10.

No segundo teste, estudamos a agdo biocida das esferas magnéticas de alginato
contendo oxido de prata, para certificar que a atividade biocida das esferas era proveniente da
liberacdo de ions de Ag+, testamos também as esferas magnéticas de alginato sem o
acréscimo do Ag.0, e fizemos um controle semeando apenas 0 meio sem a adicdo de
nenhuma das amostras citadas acima. As esferas magnéticas de alginato recobertas com
quitosana e contendo oxido de prata, também foram testadas.

Também realizamos estudos da cinetica de eliminacdo dos microrganismos. Para esse
estudo aliquotas de 10ul do sobrenadante (liquido) das culturas contendo as particulas ou
esferas foram retiradas dos tubos nos intervalos de tempo de 0, 60, 120, 180, 240, 300 e
360min, semeadas nas placas e encubadas na estufa por 18hs, ao termino desse periodo foi
feita a contagem das UFC e o resultado foi multiplicado por 100 para obtermos valores em
termos de UFC/ml. Esse teste foi repetido trés vezes para fazermos uma estatistica da

atividade bactericida das amostras.

3.6 Métodos de caracterizacdo dos materiais

3.6.1 Difracéo de raios-X

Para analise estrutural das amostras utilizamos a difracdo de raios-X, essa técnica se
baseia na premissa de que quando um feixe de raio-X atinge uma material cristalino, os raios
sdo difratados pelos planos cristalinos. Esse fendmeno € regido pela lei de Bragg, dado pela

expressao 3.1 [59].

14 = 2d sin & 3.1

Onde 4 é o comprimento de onda da radiacdo incidente, n € um nGmero inteiro (ordem

de difracdo), d é a distancia interplanar para o conjunto de planos hkl (indices de Miller) na

estrutura cristalina e & é o angulo medido entre radiacdo incidente e os planos cristalinos.
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O difratdmetro usado para analise estrutural foi da marca Rigaku Miniflex Il, com

fonte de radiacdo de Cuica que tem comprimento de onda de 1,5418A.. Uma imagem do

difratometro é apresentada na Figura 3.10.

As medidas foram realizadas entre os angulos 15° e 85°, com passo 0,02°. Essas
medidas foram realizadas no Laboratdrio de Analises Magnéticas e Opticas (LAMOp) na
UERN.

Tubo de

raiosX Fenda o
Soller 5° g'enda Div

1328°

Obftradon amostra ™o cadon

|

Figura 3.10: Difratometro de Raios-X
3.6.2 Refinamento Rietveld

O refinamento Rietveld tem como caracteristica principal ajustar um difratograma para
assim extrair informacdes da estrutura cristalina como parametro de rede, composicao

massica, stress, composicdo estequiométrica, tamanho médio dos cristalitos, etc.

O refinamento foi feito através do software MAUD (Material Analysis Using
Difraction) de distribuicdo gratuita, criado por Luca Lutterotti, nesse programa acrescentamos
0S arquivos experimentais a serem ajustados como também a carta cristalografica apropriada,

na Figura 3.11 podemos ver uma imagem da janela do software.
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Figura 3.11: Imagem mostrando o Refinamento feito no MAUD.

3.6.3 Espectroscopia Mdassbauer

A espectroscopia Mossbauer do Fe>’ é uma técnica nuclear, elemento especifico, que
utiliza radiacdo y de 14.4 kev para estudar os materiais. A técnica envolve a absorcédo
ressonante e a emissdo de radiacio gama pelos nicleos de Fe® presente na amostra, esta
técnica de caracterizacdo € uma poderosa ferramenta para estudar de maneira local

caracteristicas estruturais, quimicas e magnéticas dos materiais.

O processo ressonante consiste na emissao de radiagdo y por um nucleo excitado (na
fonte radioativa) e na absorcdo dessa radiacdo por outro ndcleo idéntico (na mostra), sem
perda de energia pelo recuo dos nucleos. Ambos os nucleos estdo incorporados em uma
matriz s6lida. A fonte radioativa (0 emissor) é colocada em movimento harménico
longitudinal para que a radiacdo gama emitida tenha intervalo de energia capaz de interagir
com estados nucleares apresentando interacGes elétricas e/ou magnéticas na amostra. A

modulacdo da energia é possivel atravées do efeito Doppler relativistico [58].
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Num arranjo experimental Mossbauer a fonte radioativa, amostra e detector estéo
alinhados nessa ordem. Quando esse foton atinge a amostra, pode ser absorvido e reemitido
ndo necessariamente na direcdo do detector, quando ndo é absorvido o foton atravessa a
mostra e atinge o detector. Assim quando ha absorcdo ressonante, para uma determinada
velocidade da fonte, a taxa de contagem dos fotons lida pelo detector é sensivelmente menor
que a do observado quando a amostra ndo absorve os fétons. Assim um espectro Mossbauer
consiste em uma colecdo de dados de contagem versus velocidade. Uma fotografia do
espectrometro pode ser visualizado na Figura 3.12.

Porta
amostra

5]
Fonte de
radiacdoy

Figura 3.12: Espectrémetro Mossbauer, montado no Laboratério de Analises Magnéticas e
Opticas, na UERN.

Trés parametros podem extraidos dessa técnica: deslocamento isomérico,
desdobramento quadrupolar e campo magnético hiperfino. O primeiro origina-se da interacédo
eletrostatica entre a carga distribuida no ndcleo com os elétrons do subnivel s, cuja a
probabilidade é finita na regido nuclear, a magnitude desse deslocamento depende da
densidade total de elétrons s no nucleo absorvedor [60]. O segundo é uma medida do desvio
da simetria cubica, das cargas elétricas externas ao nacleo (ions da rede cristalina e elétrons) e
resulta da interacdo do momento quadrupolar nuclear com o gradiente do campo elétrico na
regido do ndcleo. O terceiro esta relacionado com a interacdo entre 0 momento magnético
nuclear e 0 campo magnético hiperfino e campo magnético aplicado, conhecido como
interacdo Zeeman nuclear.
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A espectroscopia Mdsshauer mais comum esta relacionada ao isétopo >’Fe, Tendo
como fonte radiativa o isétopo de >’Co. O espectro de uma amostra contendo °’Fe pode
apresentar uma Unica linha de ressonancia (singleto), duas linhas (dubleto) e seis linhas
(sexteto). Espectros tipo singleto ocorre em materiais ndo magnéticos ou paramagnéticos que
possuem campo hiperfino e gradiente de campo elétrico nulos, ndo ha quebra de
degenerescéncia dos niveis nucleares mas somente um deslocamento devido aos efeitos do
deslocamento isomérico e Doppler de segunda ordem. Para o dubleto o campo magnético
hiperfino é nulo e o gradiente de campo elétrico € diferente zero. No espectro tipo sexteto, o
gradiente de campo elétrico e o campo hiperfino diferente de zero. As linhas espectrais
correspondentes aos trés estados apresentados acima podem ser visualizados na Figura 3.13.
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Figura 3.13: Linhas espectrais do singleto, dubleto e sexteto, respectivamente.
3.6.4 Medidas de Magnetizacao

As medidas de magnetizacdo foram feitas utilizando as técnicas de VSM (Vibrating
Sample Magnetometer) nos Laboratorios de Magnetismo do Departamento de Fisica da
UFRN e no Instituo de Fisica da Unicamp, adicionalmente foram feitas medidas de

magnetizacdo a baixa temperatura no magnetometro SQUID.

Magnetometria no SQUID (Superconducting Quantum Interference Device)
Esse tipo de magnetometro que usa 0 SQUID como elemento detector, podem fazer
medidas com alta precisdo, sendo capaz de detectar pequenas variacdes do fluxo magnético da

ordem da 10°emu [12].
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Os SQUIDs tem seu principio de funcionamento baseado no efeito Josephson e na
quantizacdo do fluxo magnético em um circuito supercondutor fechado [61]. O efeito

Josephson € 0 que se manifesta pela aparicdo de uma corrente elétrica critica I., que flui

através de dois supercondutores fracamente interligados separados por uma barreira isolante
muito fina, que tem por nome Jungao de Josephson.

No estado supercondutor a resisténcia do circuito é nula, dessa forma mesmo apos a
polarizacdo através de uma corrente elétrica, a tensdo nos terminais é nula. Para um valor de

corrente maior que I, a juncdo passa para um estado normal e um nivel de tensdo nao nulo
passa a ser detectado. Num SQUID a corrente critica . é funcdo do fluxo magnético aplicado,
apresentando periodicidade equivalente ao quantum de fluxo k/2e, sendo h a constante de
Planck e e a carga do elétron. A medida de I. permite determinar a variagcdo do fluxo que

atravessa o dispositivo com alta precisdo. Portanto devido a tais efeitos 0 SQUID pode ser
conhecido como transdutor magnético realizando a transformacdo do campo magnético
(medido) em tenséo.

Os SQUIDs podem ser dois tipos, RC (um anel supercondutor interronpido por uma
Juncdo de Josephson) e DC (anel supercondutor interrompido por duas Jungbes de
Josephson), e estes se diferenciam no modo de deteccdo. O primeiro tipo usa correntes do
tipo CA com radio frequéncias, o segundo utiliza apenas correntes CC [59]. Na Figura 3.14

podemos ver uma ilustracdo de um anel supercondutor com duas juncoes de Josephson.

e
I total

Figura 3.14: Anel supercondutor com duas juncdes de Josephson.
As medidas de magnetizacdo no SQUID foram realizadas no Instituto de Fisica da

Unicamp coordenado pelo Prof. Dr. C. Leite.
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Magnetometria de Amostra Vibrante

O Magnetdmetro de Amostra Vibrante (MAV) € um dos magnetémetros mais usados
nos laboratérios de pesquisam, por apresentar bom desempenho, ser de baixo custo e ter
funcionamento relativamente simples, sua sensibilidade de detccdo é de 10°emu.

Podemos ver o diagrama na Figura 3.15 do MAV. Quando a amostra vibrar a uma

frequéncia f, uma voltagem alternada, dada pela expressao 3.2 [61], é induzida nas bobinas
de deteccdo, onde o, G, A sd0 0 momento magnético da amostra, a funcdo das geometrias das

bobinas de deteccdo e a amplitude de vibragao, respectivamente.

E = oGA2rnf cos(2nft) 3.2

A amostra é fixada na extremidade de uma haste rigida e 0 campo pode ser aplicado
transversal ou longitudinalmente a direcdo de vibragéo, a outra extremidade da haste é fixada

a algum dispositivo que possa ocasionar vibracdo, como um alto falante por exemplo.

Existem muitos arranjos diferentes para as bobinas de deteccao, esse arranjo deve ser
tal que maximize o sinal induzido e que seja pouco sensivel a posicdo da amostra, essas

bobinas também podem ser resfriadas melhorando a relacéo sinal/ruido.

vibrador
% '."__,
|
@
bobinas |
captadoras campo

: ! . magnético
4 é/| agn

/ amostra
Figura 3.15: Diagrama do Magnetometro de Amosta vibrante [61]

As medidas de magnetizacdo no MAV foram realizadas no Laboratério de

Magnetismo do Departamento de Fisica Teorica e Experimental da UFRN.
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3.6.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A MET € uma poderosa técnica para obtencdo de imagens a niveis atbmicos, podendo
proporcionar uma observacao direta das estruturas. Ela também gera padrdes de difracdo que
contém informacfes da estrutura cristalina, como a repetibilidade das distancias na rede e sua
forma [62].

Esse tipo de microscopia embora seja uma técnica poderosa apresenta algumas
limitagdes tais como: alto custo por uma imagem de alta resolucdo e é possivel ver apenas
uma parte muito pequena da amostra, as imagens séo em duas dimensdes 0 que pode gerar
erros de interpretacdo dos dados, danos a amostra causada pelo feixe de elétrons e
dificuldades no preparo da amostra a ser analisada [62].

Para obter as imagens um feixe de elétrons é produzido e acelerado no canhdo
eletrbnico, em seguida o feixe passa por duas lentes magnéticas, ajustadas para iluminar a
amostra com um feixe de elétrons, nesse trecho existe uma abertura que controla a coeréncia,

intensidade e paralelismo do feixe. Esse conjunto € o sistema de iluminacgéo.

Apos passar pelo sistema de iluminagdo, um conjunto de lentes magnéticas capturam o
feixe espalhado que atravessou a amostra de tecido ultrafina (na espessura de nanometros), e
trabalha-o para produzir uma imagem nitida e ampliada sob uma tela fosforescente. As
imagens produzidas tem aumento Util de até um milhdo de vezes. A Figura 3.16 mostra um

esquema que representa o funcionamento de um MET.

As medidas de MET foram realizadas no Instituto de Quimica da Unicamp,

coordenado pelo Pr. Dr. Fernando Galembeck com um microscopio Carl Zeiss CEM-902.

A amostra examinada foi calcinada na temperatura de 300°C por um intervalo de

tempo de 2 horas e em presenca de ar.

46



Canhao de

A , elétrons
Feixe de elétrons

Lente eletromagnética mm B
do condensador

Amostra———— ||

Abertura parg
Lente eletromagnética— 1D @ visualizagpéo
objetiva
Lente eletromagnética-—' &
do projetor Elétrons —
Tela fluorescente ou__ | secundarios
chapa fotografica \éﬁ':\ Amostra

Figura 3.16: llustracdo do funcionamento de um MET.
3.6.6 Absorcao atbmica

A espectroscopia de absorcdo atdbmica &€ uma tecnica usada para determinar a
concentracdo de um determinado metal em uma solugdo qualquer, usando como principio a
absorcdo da radiacdo por parte dos elétrons [61]. Nesse processo 0s atomos que estdo no
estado fundamental sdo capazes de absorver energia luminosa de um comprimento de onda
especifico, alcancando um estado excitado, logo apds a energia € devolvida para 0 meio e o
elemento volta ao seu estado fundamental. Ao se aumentar 0 nimero de atomos presentes no
caminho otico é possivel aumentar a quantidade de radiacéo absorvida. Medindo-se a variacao
da quantidade de luz transmitida é possivel fazer a determinacdo quantitativa do analito

presente.

Como os atomos absorvem luz de comprimento de onda muito especifico, para esse
tipo de analise é necessario a utilizacdo de fontes que produzam um espectro de emissao
composto por linhas estreitas, dessa forma a absorcdo atbmica se torna muito especifica e
praticamente livre de interferéncias. A técnica tem sensibilidade para deletar concentracdes da

ordem de 1:10° (ppm).

3.6.7 Espectrofotbmetria
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Espectrofotdmetria na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) é uma técnicas mais
usadas para determinacdo analitica em diversas areas. E aplicada para determinagdes de
compostos organicos e inorganicos [62].

O método empregado para determinar de modo quantitativo a concentracdo de
substancias que absorvem radiagdo é usando a Lei de Berr-Lambert [62], dada pela expressdo

3.3, onde A é a absorbancia média, I, é a intensidade da luz incidente a uma dado
comprimento de onda, ! é a intensidade transmitida pela amostra, L é o caminho éptico pela
amostra (distdncia que a luz percorre por ela), £ é a uma constante conhecida como
absortividade molar (a qual varia de substancia para substancia) e ¢ é a concentragdo da

substancia em g/mol.
A= lcrgl,:_ri =ec.L 3.3

I

Espectrofotdmetros sdo instrumentos utilizados nessas técnicas, sdo capazes de
registrar dados de absorbancia ou transmitancia em funcdo do comprimento de onda. Este
registro é chamado de espectro de absorcdo ou de espectro de transmissdo, segundo o dado
registrado for de absorbancia ou transmiténcia, respectivamente. O espectro de absorcdo €

caracteristico para cada espécie quimica, sendo possivel a identificacdo de uma espécie

quimica por seu “espectro de absor¢ao”.

As analises de UV-VIS foram realizadas com espectrofotdmetro PowerWave XS2 da
Biotek.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1:Primeira Etapa: Quitosana Magnética
4.1.1: Analise Estrutural

Preparamos quitosana magnética através do método descrito no capitulo anterior.
Obtivemos quitosana com nanoparticulas de magnetita incorporada em sua estrutura,
tornando-a magnética, formamos a magnetita sem a calcinagdo da quitosana e de diferentes
tamanhos variando a concentragédo de glutardialdeido, tempo de gelificacdo e o acréscimo do
surfactante. Podemos ver na Figura 4.1-A e B os difratogramas de raios-X das amostras, e na

Tabela 4.1-A e B temos 0s dados que foram obtidos através do refinamento Rietveld.

Tabela 4.1: Resultados obtidos através do refinamento Rietveld para amostras sem Tween (A)

e com Tween (B)

Amostra Glutz:;’c(j)ir;dei do Tamanho (nm) Parémet(r/(i)de Rede Sig
UF6 0% 38 8.34 0,88
M1 1% 6,6 8,34 1,15
M2 3% 9,1 8,36 0,92
M3 4% 10.3 8,37 1,07
M4 5% 10,7 8,37 0,99

UF12 10% 6,0 8.36 0,87

UF13 20% 5,7 8.36 0,88
A

Amostra Glutacr:((j)ii'];lcldei do Tamanho (nm) Parémet(rg)de Rede Sig

UF11 20% 13,1 8.39 0,02

UF16 10% 9,47 8.37 0,86

UF17 5% 8,35 8,35 0,96

B
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Figura 4.1: Difracdo de raios-X das amostras sem acréscimo de Tween 80,variando a
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concentracdo de glutardialdeido.
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Como podemos perceber nas amostras sem o surfactante, Figura 4.1, a medida que a
concentracdo de glutardialdeido aumenta os picos relacionados a magnetita se tornam mais
intensos e mais estreitos mostrando particulas com maior tamanho e cristalinidade. De acordo
com a Tabela 4.1-A e a Figura 4.3-A o tamanho médio das particulas aumenta, sendo que a
amostra M4 que possui apenas 5% de glutardialdeido é a que apresenta picos mais intensos
para a magnetita e maior tamanho médio de 10,7nm. A quitosana possui a capacidade de
capturar moléculas devido aos grupos amina, grupos de carga positivas, esses grupos ligam as
moléculas a cadeia polimérica da quitosana fazendo com que a mesma se torne um molde
organizador. A quitosana contendo as sais de ferro é gelificada com o glutardialdeido, a seguir
acrescentamos a solucdo alcalina para precipitar as nanoparticulas de magnetita. Podemos
perceber na Figura 4.3-A a tendéncia na diminuicdo do diametro da particula quando a
concentracdo glutardialdeido é inferior a 5%, e a amostra Uf6, que ndo possui 0 agente
reticulante, é a que apresenta 0 menor tamanho médio de 3,86 nm, isso ocorre porque em
concentragdes tao baixas de glutardialdeido a quitosana ndo é completamente reticulada, desta
maneira 0s ions metalicos ficam dispersos na estrutura polimérica, formando assim particulas
menores, 0 que indica a necessidade do agente reticulante, de preferéncia em pequena
concentracdo, para formar particulas com diametro maior. Vale resaltar que um pouco acima
de 40° observamos um pico que ndo pertence a estrutura cristalina da magnetita, de acordo
com o refinamento Rietveld esse pico pertence ao FeO(OH), entretanto a intensidade desse
pico é muito pequena 0 que indica tanto a que a porcentagem dessas particulas € muito
pequena na amostra e também seu diametro reduzido esses dois fatores tornam a contribuicédo

do FeO(OH) praticamente nula nas caracteristicas estruturais e magnéticas.

Ja para as amostras onde acrescentamos o surfactante percebemos um comportamento
contrario ao descrito no paragrafo anterior, como podemos ver na figura 4.2 e 4.3-B, os picos
mais intensos no difratograma da magnetita e o maior diametro médio correspondem &s
amostras que tém maior concentragdo do reticulante, sendo que na UF11, com 20% de

glutardialdeido e 0,148 g de Tween 80, obtivemos particulas com tamanho médio de 13,1 nm.
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Figura 4.3: Graficos do diametro em funcdo da concentracdo de glutardialdeido das amostras
(A) sem o acréscimo de Tween (B) com acréscimo de Tween.

Kerwin, B [65], em seu estudo mostrou que o Tween 80 sob algumas condicdes, entre
elas em meio &cido ou basico e em presenca de metais transicdo como o Fe, passa por um
processo de hidrolise, que resulta em moléculas de acido oléico livres, essas moléculas séo
anidnicas e podem se ligar facilmente aos grupos amina da cadeia polimérica da quitosana.
Vale resaltar que o HLB (Hidrophilic Lipophilic Balance) é um parametro usado na ciéncia de
polimeros e surfactantes e fornece informacéo do grau de hidrofilicidade e hidrofobicidade de
um material, seus valores variam de 1 a 40, quanto mais préximo o HLB estiver do 1 o
material serd mais hidrofobico, os valores de HLB para o acido oléico e o0 Tween 80 séo de 1
e 15 respectivamente, portanto o &cido oléico é altamente hidrofobico. As trés amostras
estudas foram sintetizadas em periodos de tempo de gelificacdo diferentes, esse periodo
estava diretamente relacionada a concentracdo de glutardialdeido. Na Figura 4.3, observamos
que o diametro das particulas aumenta com aumento da concentracdo de glutardialdeido e
com a diminuicdo do tempo necessario para gelificacdo. O fato de didametro das particulas
aumentar com o acréscimo do Tween80 pode estar relacionado com o processo de hidrolise
do Tween, esse processo ndo é instantaneo [65], portanto, nem todas as moléculas do Tween
poderiam estar dissociadas nos periodos de tempo considerados nesse trabalho, como € o caso
da amostra Uf11 que levou apenas 1h para gelificar. Dessa forma haveria moléculas de &cido

oleico ligados a cadeia do polimero, e também as moléculas de Tween remanescentes, que
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possivelmente formariam micelas reversas, pois as caldas hidrofébicas do Tween ficariam
interagindo com a parte hidrofobica da solucéo, ou seja as moléculas de quitosana e acido
oléico, e os sais metalicos em solucdo estariam no interior dessas micelas, como podemos
entender melhor se observarmos o diagrama da Figura 4.4. O diametro das micelas diminuiria
com o aumento do tempo necessario para gelificacdo, pois a hidrolise teria mais tempo para
acontecer e haveria um maior nimero de moléculas de 4cido oléico e uma quantidade menor
de Tween para formarem as micelas, portanto estas seriam menores, e apos a adicdo da
solucdo alcalina formariamos grdos com didmetro menor, o que esta de acordo com 0s

resultados que obtivemos.
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Cadeia polimérica
da quitosana

Figura 4.4 : Diagrama representativo da formacao de micelas para as amostras com Tween 80.

E possivel fazer um calculo aproximado do nimero de grupos amina, existentes na
cadeia polimérica da quitosana. Supondo que o grau de desacetilagdo da quitosana é de 100%,
a férmula estrutural da quitosana é (C.0.H,;N},, onde n € o nimero de unidades que se
repetem ao longo da cadeia polimérica, temos que massa molar é de aproximadamente

161g/mol, portanto é possivel saber o nimero de moléculas existente numa massa X de
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quitosana através de uma regra de trés simples, temos que o nimero de moléculas, V,,,, pode

ser dado pela expressao 4.1.

xN,

N _ = =
N, = 4.1

Onde x é massa da quitosana e NV, é o numero de Avogrado. Temos que para 0,2g de

quitosana (massa usada para producdo das amostras nesse estudo) o valor de
N, = 7.4 x 10" Para determinar a quantidade de grupos amina presente na estrutura do

polimero basta fazer o produto de IV, pelo grau de desacetilagdo, que em nosso caso era de

85%, assim concluimos que em 0,2g de quitosana havera 6,29 x 10" de grupos amina.

Thongngam, M. et al [66], em seu trabalho experimental caracterizou as interagdes
entre a quitosana e o surfactante dodecil sulfato sodico (SDS), NaC;,H2sSO, com massa
molar de 288,38g/mol, de acordo com seus resultados a concentragdo de SDS suficiente para
promover a saturacdo de uma solugdo de quitosana a 0,1% (1g/Kg) foi de 4mM
(0,004mol/litro). Com essa informacdo podemos verificar o valor obtido usando a equacéo
4.1. Assim temos que para 1g de quitosana € necessario em media
0,004maol x 6,02 x 107 moleculas/1mol = 24 + 10°° moléculas de SDS para promover o
preenchimento total dos grupos aminas, de acordo com autor, portanto para 0,29 sao

necessarias 4,8 x 10°° moléculas do surfactante. Como cada molécula do surfactante se liga a

um grupo amina, entéo havera 4,8 x10%° grupos amina, essa quantidade é da mesma ordem de

grandeza do valor obtido através da formula 4.1.

Para sabermos a concentracdo de glutardialdeido necessaria para preencher todos os
grupos amina, devemos considerar que cada molécula deve ligar-se a dois desses grupos para
promover a reticulacdo, temos que a saturacdo da quitosana € promovida pela metade de Np,

ou seja, 3,14 x 10-°moléculas de glutardialdeido, se multiplicamos esse nimero pela massa

molar do glutardialdeido que é 100,12g/mol e dividirmos pelo nimero de Avogrado
encontraremos a massa em gramas que corresponde a essa quantidade de moléculas, que foi

de 0,054, ou 0,21ml de glutardialdeido diluido a 25% em agua.

Portanto, em um sistema idealizado onde todos os grupos polares negativos do

glutardialdeido se ligariam as cargas positivas dos grupos amina da quitosana seria necessario
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adicionar 2,1% de glutardialdeido a solucdo de quitosana para promover a reticulacdo
completa do polimero. Entretanto, em um sistema real, € possivel que nem todos 0s grupos
polares do glutardialdeido se ligariam a cadeias diferentes, poderiam estar ligados a mesma
cadeia, poderiam estar ligados a cadeia e a um ion de ferro ou molécula contendo ferro,

portanto alguma variag@o poderia ser observada.

O que podemos concluir com essas anélises, é que de acordo com o grafico da Figura
4.3, o pico da curva corresponde as particulas preparadas com concentracdes de
glutardialdeido de 4 e 5%, que poderia ser a concentracdo ideal para promover a total
reticulagdo do polimero. O que explicaria o declinio do didmetro das amostras com
concentragcdes superiores a 5% uma vez que o glutardialdeido em excesso possivelmente
ocuparia 0s poros da quitosana reticulada juntamente com os sais, diminuindo a quantidade de
sais por poro, ou dividindo o volume dos poros em dominios menores. No caso das amostras
contendo o Tween 80, o0 agente reticulante em excesso poderia funcionar como um co-
surfactante aumentando o tamanho das micelas e consequentemente o didmetro das particulas
que se formam em seu interior, maiores estudos S80 necessarios para comprovar essas

hipoteses.

O paréametro de rede da magnetita “bulk” esta em torno de 8,39 A [67], entretanto
como podemos perceber na Figura 4.5 para a maioria das amostras esse parametro esta abaixo
desse valor, a razdo para isso pode estar relacionada a uma série de fatores, que facilitam a
oxidagdo do Fe? transformando-o em Fe®, dessa forma ao adicionarmos a solucéo alcalina
formamos magnetita ndo estequiométrica e/ou formamos uma mistura de magnetita e
maguemita (y-Fe,O3). Os fatores que ocasionam esse efeito ndo estdo muito bem definidos,
mas podemos sugerir que o meio &cido da solucdo, a quitosana e 0 tempo necessario para
gelificacdo apds o acréscimo do glutardialdeido, esteja entre esses agentes oxidantes. O que
podemos destacar é que a amostra Ufl1l, com menor tempo de repouso, apenas uma hora, é

que melhor se aproxima da magnetita “bulk”.
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Figura 4.5: Variacdo do parametro de rede das amostras.

4.1.2 Medidas de Microscopia Eletrénica de Transmissao

Foram realizadas medidas de MET na amostra M4, as imagens mostram que as
particulas formadas tem um forma aproximadamente esférica e de acordo com a distribuicédo
de tamanho representada no histograma da Figura 4.6B o nUmero maior de particulas esta em
torno de 11nm, o que esta de acordo com as analises da difracdo de raio X, que forneceu um
didmetro médio de 10,7 nm. De acordo com o histograma um nimero muito reduzido de
particulas apresenta um diametro superior a 15nm, o que indica que 0 método empregado para
sintese é eficaz para produzir particulas com uma distribuicdo de tamanho estreita. O circulo,

em vermelho, resalta algumas particulas com forma nédo esférica, assemelhando-se a agulhas.

57



Counts

35+

30+

25+

20+

151

10+

Hl

5 10

Hﬂ,ﬂﬂ ol 11
15 20 25

Diameter (nm)

Figura 4.6: Medidas de MET da amostra M4, a escala corresponde a 100nm. As particulas no

circulo sdo formas ndo esferas semelhantes a agulhas (A), histograma da distribuicdo de

tamanho(B).

4.1.3 Medidas de Magnetizacéo

As medidas de magnetizacao a temperatura ambiente, feitas no VSM, podem ser vistas

na Figura 4.7 para as amostras sem o Tween e na Figura 4.8 para as amostras com o Tween.

Na tabela 4.2 e 4.3 encontramos 0s valores da magnetizacdo, M, obtida para um campo de 2T

e arazdo EJ/Er (Energia de anisotropia/Energia térmica) de cada material.

Tabela 4.2: Magnetizacdo das amostras sem o0 Tween 80.

Amostra uf6 M1 M2 M4 Ufl3
M (emu/g) | 11,95 | 30,50 | 17,25 | 12,54 8,46
E./JEr 0,088 0,46 1,23 1,99 0,29
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Tabela 4.3: Magnetizacdo das amostras com o Tween 80.

Amostra Ufl7 | Ufl6e | Uf11

M (emu/g) | 38,01 | 16,34 | 19,28

Eo/Er 3,62 | 1,33 | 0,92

Como podemos observar de acordo com as Figuras 4.7 e a Tabela 4.2, o aumento da
magnetizacdo medida para um campo magnético de 2T (20000 Oe) das amostras sem 0
Tween esta diretamente relacionado a diminui¢do da concentracdo de glutaraldeido, sendo
que para M1, o valor de M é 30,5 emu/g. Isso sera explicado mais adiante com as medidas de
absorcdo atdbmica do Fe. As amostras com Tween obedecem a mesma tendéncia de acordo
com Figura 4.8.

Para uma melhor compreensdo das propriedades magnéticas dessas materiais que
foram analisados podemos comparar a razdo entre as energias de anisotropia (Ea=K.V) e

térmica (Et=KgT), na Tabela 4.2. Essa razdo é dada pela expresséo 4.2[66]

BV
EgT

0

4.2

I
h;1|

Onde Ka= 1,3 x10° J/m® [69] é a constante de anisotropia magnética da magnetita, \V é

o volume da particula dado por V =mD%/6, Kg=1,381 x 102 J/K é a constante de

Boltzmann e T é a temperatura.

Sabendo que a para as medidas de magnetometria, com um intervalo de tempo

caracteristico da medida de 100s, K.V" = 25K.T, temos que a razdo expressa em 4.2, teria

que ser maior ou igual a 25 para que as particulas estejam no regime bloqueado, entretanto
como vimos essa razao é menor que 25 para todas as amostras o que indica que estas estdo no
regime superparamagnético, o que esta de acordo com os resultados obtidos da difracdo de
raios-X, pois todas as amostras tem nanoparticulas com diametro inferior a 25nm, que é o
didmetro critico para 0 comportamento superparamagnético a temperatura ambiente da

magnetita [70].
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Figura 4.8: Magnetizacdo das amostras com Tween 80
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Na Figura 4.9-A e B podemos ver as curvas de magnetizacdo versus campo das
amostras Uf13 e M4, que possuem concentracdo de 20 e 5% de glutardialdeido, no SQUID,
feita a uma temperatura de 10K, os dados obtidos a partir dessas histereses para magnetizacéo

em 5T, campo coercitivo e a magnetizagdo remanente podem ser visualizadas na Tabela 4.4.

] T=10K
-6 1 UF13 -
—91 D=6.2 nm j

Magnetizagao (emu/g .q o)
o

Campo (Oe)

e

-8 ' 10K
M4

-12 ] D=10.7nm |
-16 ] 00000000 ]
=20 .

250000 0 50000
Campo (Oe)

Magnetizacao (emu/g, .cea o)
o

Figura 4.9: Magnetizacdo a 10K da amostra Uf13 (A), e da M4 (B).
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Tabela 4.4: Dados obtidos da curva de histerese a 10K, das amostras Uf13 e M4

. Magnetizagéo
Amostra Coercividade (Oe) Ma(ger::lzllzsgagao em)ST Remanente
massa total ( emu/ rmassa total)
Uf13 180 13,7 1,64
M4 231 16,7 9,5

Como podemos perceber a magnetizagcdo por gramas totais de amostra a 5T para a
amostra M4, com 5% de glutardialdeido, foi superior a da Uf13, que possui 20%, fato que
pode ser justificado pelo aumento da proporcdo do agente reticulante na amostra Uf13 e
também devido aos efitos de superficie mais intensos em amostras com particulas de diametro

menor.

A partir das medidas de FC e ZFC da amostra Ufl3 e ZFC da amostra M4, Figura
4.10, Obtivemos a temperatura de blogqueio para a ambas, que estava em torno de 50K para
Uf13 e 139K para M4, nesse tipo de medida a amostra foi resfriada a campo zero até uma
temperatura de 10K depois foi aquecida sob a influencia de um campo magnético externo de
pequena intensidade, de 500e, até a temperatura ambiente, para medirmos a curva de FC a
amostra Uf13 foi resfriada sob a influéncia do campo até a temperatura 10K e a medida foi
realizada durante esse resfriamento. Podemos calcular o valor tedrico da temperatura de

blogueio para as duas amostras atraves da expressao 4.3.

T, =&’ 4.3

mos  Kpln—
o

Onde K, é constante de anisotropia dada por K_ = 1,3x10%J/m?® [69], V é 0 volume
da particula dado por V = 47d*/6, sendo d o didmetro, Kg é a constante de Boltzmann, 1o é

constante e dado por 10, e t é o tempo de medida da técnica utilizada. Sendo o tempo de
medida da magnetometria da ordem de 100s, e sabendo o didametro da amostras Ufl3 e M4
de 5,7nm e 11nm, respectivamente, temos que os valores tedricos para as temperaturas de

blogueio da amostra Uf13 e M4 sdo de 26,8 K e101 K, respectivamente.
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O fato de o valor experimental de T, ser um pouco maior do que o valor tedrico
indica que as particulas podem estar interagindo magneticamente. Pelo fato de as
nanoparticulas estarem embebidas em uma matriz polimérica, um meio ndo magnético, as

particulas devem estar sofrendo interagcbes magnético dipolares.

Podemos perceber que as curvas de ZFC e FC da amostra Uf13 comegam a se separar
na temperatura de aproximadamente 120K, proxima a temperatura de blogqueio, o que indica
que a distribuicdo de tamanho das particulas é relativamente pequena e que as particulas estao
interagindo magneticamente entre elas. Isso pode ser evidenciado na largura do pico da curva
de ZFC. Na amostra M4, a largura do pico é maior devido a interacdo magnética entre as
particulas, esse efeito € mais intenso em virtude do momento magnético por particula ser

maior.
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Figura 4.10: Medidas de FC e ZFC da amostra Uf13 (A) e de ZFC da amostra M4 (B).

63



4.1.4 Medidas de Absorcao Atdmica

Medidas de absor¢do atbmica do Fe foram realizadas para as amostras M1, M2 e M3,
dessa maneira podemos realizar um estudo quantitativo da proporcdo de magnetita em cada
amostra, e assim estudarmos a influéncia da variacdo na concentracdo de glutardialdeido sob a

magnetizacdo das amostras.

E possivel fazermos uma estimativa da quantidade de magnetita em cada amostra a
partir dos dados experimentais, de acordo com o célculo estequiométrico temos que a massa

da magnetita, utilizando 0,49 de sais de Fe, é em torno de 0,084qg,

Sabendo que a quantidade de quitosana empregada para a producdo das particulas € de
aproximadamente 0,2g e tendo a concentragdo de glutardialdeido com a variavel, podemos

obter o valor da massa da magnetita esperada, que chamaremos de Mpme, cOm a expresséo 4.4.

Illl_f = '1'-3 imt 44

me -

Onde M, é a massa total de amostra usada na absorcéo atdmica, que foi de 0,2 x 10™g,
fator constante para todas as amostra, Mm; € a massa da magnetita obtida pelo calculo
estequiometrico dada por 0,084g, e M; é massa total da amostra, sendo que M; é variavel e
depende da massa do glutardialdeido em cada amostra, podemos ver seus valores na tabela
4.5 como também os valores de M, para cada amostra. Na tabela 4.4 também temos os
valores reais da quantidade de magnetita fornecidos pela técnica de absorcdo atdmica, para

cada amostra, que chamaremos de Me.

Tabela 4.5: Valores da massa tedrica e experimental do Fe para as amostras M1, M2, M3 e

M4,
Massa de Valores de Valores de Valores de
Amostra ) ]
Glutardialdeido (g) My(9) Mme(Q) Me(9)
M1 0,025 0,309 0,054 x 10™ 0,15 x 10™
M2 0,075 0,359 0,046 x 10* | 0,074 x 10™
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M3 0.1 0,384 0,043 x 10* | 0,055 x 10™

M4 0,125 0,409 0,041 x 10* | 0,060 x 10™

E possivel fazer uma comparagio entre os valores nominais da massa da magnetita,
Mme, € 0s obtidos pela absor¢do atomica M., a diferenca observada pode ser explicada pela
imprecisdo da balanca que foi empregada para medir quantidades de massas tdo pequenas,
mas como podemos perceber a maioria dos valores experimentais sdo da mesma ordem de

grandeza dos valores teoricos.

A partir dos resultados obtidos da absor¢do atdbmica € possivel determinar a
concentracdo de magnetita detectada por grama de amostra, e fazermos uma normalizacéo das
medidas de magnetizacdo com relacdo a massa total de magnetita, os resultados podem ser
vistos na Tabela 4.6. os valores de magnetizacdo reportados na Tabela 4.3 corresponde a

magnetizacdo de saturacdo para um campo de 2T.

Tabela 4.6: Dados da magnetizagdo por gramas totais de amostra e do valor normalizado por

gramas de magnetita.

Amostra Magnetizacao Fes04/ g de amostra Magnetizagdo
emU/g massa total (g) emU/gFe304
M1 30,40 0,78 38.9
M2 17,01 0,37 472
M4 12,15 0,30 405

Na Figura 4.11-A temos as curvas de histerese ja normalizadas pela massas total de
magnetita. Na Figura 4.11-B em vermelho temos o grafico da magnetizacdo pela massa total
da amostra em funcdo da concentracdo de glutardialdeido, e em azul a magnetizacdo por
grama de magnetita em funcdo da concentracdo de glutardialdeido. De acordo com dados a

magnetizacdo por massa total cai a medida que a concentracdo de glutardialdeido aumenta,
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iSSO ocorre porque a proporcdo de magnetita € menor para as amostras com maior teor do

agente reticulante.
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Figura 4.11: Magnetizacdo das amostras M1, M2 e M3 por gramas de magnetita (A). Grafico
da Magnetizacdo por grama totais em funcdo da concentracdo de glutardialdeido (em

vermelho) e da magnetizacao por grama de magnetita (em azul) (B).
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4.1.5 Medidas de Espectroscopia Mdssbauer

As medidas de espectroscopia Mdssbauer a temperatura ambiente foram realizadas
para as amostras M1 e M4, de acordo com o espectro obtido para amostra M1 que possui
didmetro de 6,3 nm, as particulas estdo no regime superparamagnético, isso fica claro porque
0 espectro apresenta apenas uma componente paramagnética, do tipo dubleto, esse dubleto é
resultado da interacdo entre o gradiente de campo elétrico gerado pelos elétrons do préprio
atomo e as cargas dos ions da rede cristalina, e 0 momento quadrupolar nuclear. As
componentes magnéticas estdo ausentes devido as particulas serem muito pequenas, com
tempo de relaxacdo de seus momentos magnéticos muito pequeno, chegando a ser menor que
o tempo de medida da técnica Mdssbauer, assim nesse intervalo de tempo o campo magnético
resultante no nucleo é aproximadamente nulo. Os pontos na base do espectro (linha de base)
tém comportamento linear, para amostra M1, isso € mais uma evidéncia de que as particulas
estdo no regime superparamagnetico, pois indica que ndo hd outras componentes aléem do
dubleto, ja para amostra M4, temos a linha de base ndo linear, devido ao surgimento de um
sexteto, indicando que existem particulas no regime blogueado, ou seja, a interacdo magnética
Zemann ¢ diferente de zero para uma fracdo do nimero total de particulas. E importante
salientar que se a medida fosse realizada em baixa temperatura, o tempo de relaxacdo dos
momentos seria melhor, dessa forma o comportamento magnético seria melhor evidenciado

pela técnica.

T=300K

0,99 1 E
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area dubleto= 48%
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-10 -5 0 5 10
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Figura 4.12: Espectroscopia Mossbauer das amostras M1 e M4.
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4.2 Segunda Etapa: Acdo Antibacteriana de Nanoparticulas de Prata e Oxido de Prata
Embebidas em Alginato Magnético

4.2.1 Difragéo de Raios X:

Nanoparticulas de oxido e prata, prata metalica e magnetita foram preparadas e
caracterizadas com difracdo de raios X, apresentando nos difratogramas fases Unicas e sem
impurezas, Figura 4.13.

1 1 1 1 1 1 500 1 1 1 1 1 1 1
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Figura 4.13: Difracdo de raio-x das amostras de oxido de prata(A), magnetita(B), prata

metélica (C).

A partir dos difratogramas fizemos o refinamento Rietveld, com auxilio do programa
MAUD (Material Analysis Using Difraction), os padrbes das fases foram anexados a partir

das cartas cristalograficas obtidas do ICD (International Crystallographic Data Center).
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Podemos ver um exemplo do refinamento no programa MAUD na Figura 4.14 Os indices de
Miller referente as familias dos planos cristalograficos para a magnetita o oxido de prata e a

prata metalica podem ser observados através da Figura 4.13.
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Irli:erlsit_‘;”2 [Culmt”z]
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Figura 4.14: Refinamento da amostra prata (métodol)

A Tabela 4.7 mostra as caracteristicas estruturais que foram obtidas a partir dos ajustes

dos DRX para as quatro amostras.

Tabela 4.7: Caracteristicas estruturais das amostras de magnetita, oxido de prata e da prata.

_ _ _ Parametro de Grupo
Amostras Diametro Simetria ]
rede espacial
Magnetita 10nm Cubica 8,36 Fd-3m:1
Oxido de prata 65nm Cubica 4,71 Pn-3m:1
Prata 55nm Cubica 4,07 Fm-3m

4.2.2 Espectroscopia Moéssbauer

Temos que 0 espectro Mdssbauer para a magnetita, Figura 4.15, o refinamento do
espectro indicou que a area referente ao sexteto € maior do que a area do dubleto o que nos

leva a conclusdo de que a maior parte das particulas estdo blogueadas a temperatura ambiente,
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a outra parcela encontra-se no regime superparamagneético. A técnica Mdssbauer possui um
tempo de medicdo muito curto, da ordem de 107s, dessa forma é possivel estudar os
fenbmenos de relaxacdo magnética das particulas possibilitando saber o estado magnético do

material.
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Figura 4.15: Medida de Espectroscopia Méssbauer da magnetita.

4.2.3 Medidas de magnetizacéo

A Figura 4.16, mostra a curva de histerese magnéetica em 300K da amostra. O campo
coercitivo € nulo e a magnetizacdo para o campo de 1,2T é de 49,7 emu/g. Essa curva tem
comportamento crescente o que indica que a magnetizacdo para um campo de 1,2T ainda ndo
esta no regime de saturacdo. O valor da magnetizacdo de saturacdo da magnetita “bulk” é de
92 emu/g. Na literatura, a magnetizacdo de saturacdo de nanoparticulas magnéticas sdo
menores que os de amostras tipo “bulk”, para explicar essa diminuicdo na magnetizacdo
alguns modelos foram propostos, de acordo com esses estudos a superficie das nanoparticulas
apresentam caracteristicas diferentes do interior das particulas é desordenada devido a

presenca de vacancias, ha perda de periodicidade, ha ligagcbes com moléculas pertencentes a
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vizinhanca ou meio (-OH, surfactantes, etc) e tem anisotropia magnética que pode apresentar
valores diferentes para cada sitio. Para materiais macroscopicos esse efeito ndo é tdo
pronunciado, entretanto em materiais nanométricos, devido ao aumento da relacdo
area/volume, os momentos magnéticos das camadas superficiais se tornam tdo importantes
quanto os momentos ordenados do interior da particula [71,72].
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Figura 4.16: Curvas de Histerese das nanoparticulas de magnetita.

4.2.3 Poder bactericida da prata metalica e do oxido de prata

Testes da atividade toxica sobre as bactérias foram realizados com as nanoparticulas
de Ag e Ag,0. Apos a interacdo da prata metélica e o oxido de prata com a suspensao
contendo as bactérias, pequenos volumes do sobrenadante dessa solucdo foram semeadas em
placas de petri com meio de cultura solido, ap6s 24hs foi feita a contagem do namero de
unidades formadoras de colbnia. Os resultados apontaram a ineficiéncia da prata metalica
sintetizada nesse trabalho, ja o oxido de prata se mostrou muito eficiente eliminando

completamente as bactérias gram-negativas e positivas.

A ineficiéncia da prata metalica pode estar relacionada com o processo de sintese das

nanoparticulas. A prata é produzida a partir da quitosana, para eliminar o polimero ¢ feita a
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calcinagdo numa temperatura de 400°C, entretanto as particulas ficam ainda com os residuos
provenientes da queima, esses residuos ficam depositados na superficie do metal e assim
impedem a liberacdo de ions Ag+, tornando a amostra inerte para as bactérias.

4.2.4 Esferas Magnéticas de Alginato

Com a eficiéncia biocida do oxido de prata ja confirmada, esferas de alginato foram
produzidas, para promover a reticulacdo do alginato que é formado por uma cadeia de
polidnions, utilizamos ions divalentes de calcio, formando as esferas gelificadas, com

magnetita e oxido de prata incorporados em sua estrutura.

As esferas, quando ainda molhadas, possuiam diametro de aproximadamente 2,0 mm,
como podemos observar na Figura 4.17. Foram realizados testes bactericidas com essas
amostras.

Figura 4.17: Esferas magnéticas de alginato.

4.2.5 Teste Biologico com as Esferas Magnéticas de Alginato Contendo Oxido de Prata

Esse teste foi realizado para analisar a capacidade bactericida das esferas de alginato
contendo oxido de prata. Para assegurar que a eliminagcdo das bactérias era exclusivamente
proveniente da liberagdo dos ions de prata, realizamos o teste simultaneamente com as esferas
magnéticas sem o oxido de prata (EMA), a formulacdo (EMA+ Ag,0) e também com um

controle positivo (+C, apenas a suspensao contendo as bactérias) e outro negativo contendo
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somente as nanoparticulas de oxido de prata (Ag.0). Apos 24hs de incubacdo, pequenos
volumes da suspensdo foram semeados em placas de Petri contendo o nutriente Agar, as
placas ficaram em repouso por 18hs, posteriormente foi feita a contagem do UFC/ml
(unidades formadoras de col6nias por mililitro) e os resultados podem vistos na Tabela 4.8.
De acordo com os resultados as esferas que ndo continham o oxido de prata, EMA, foram
completamente ineficientes para eliminar as bactérias, comprovando dessa forma que a fonte

de inibicdo dos microrganismos era proveniente do oxido de prata.

Tabela 4.8: Resultado do teste bactericida (Onde I representa quantidades de UFC

incontaveis)

Amostra E. coli (ufc/ml) S(u?;::f)s
EMA ' !
EMA+ Ag,0 0 0
Ag,0 0 0

+C | I

4.2.6 Teste Bactericida Cinético

Na figura 4.18 temos as fotografias do teste cinético realizado com as nanoparticulas
de oxido de prata, que apds 30min de interacdo com o caldo contendo as bactérias, foi capaz

de eliminar completamente os mecrorganismos testados, tanto E. coli como S. aureus.
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Figura 4.18: Resultado da interacdo das nanoparticulas de oxido de prata com as bactérias E.

coli durante (a) 0 min, (c) 30 min, e S. aureus durante (b) Oh, (d) 30 min.

Para as esferas magnéticas de alginato contendo oxido de prata realizamos um teste
cinético de 6hs para observar sua efetividade sobre os organismos testados. Nas Figuras 4.19
e 4.20, sdo apresentadas as fotografias das placas, observamos que houve uma reducédo

gradual no niamero de unidades formadoras de col6nia para os dois tipos de bactérias.

Figura 4.19: Teste cinético da interacdo da formulagdo com a bactéria S. aureus, (a) Oh, (b)
1h, (c) 2hs, (d) 3hs, (e) 4hs, (f) 5hs, (g) 6hs.
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Figura 2.20: Teste cinético da interacdo da formulacdo com as bactérias E. coli, (a) Oh, (b)
1h, (c) 2hs, (d) 3hs, (e) 4hs, (f) 5hs, (g) 6hs.

O teste cinético foi repetido trés vezes, e uma média dos eventos e desvio padrdo foi
calculada. O gréafico da Figura 4.21-A e B apresenta esses dados para E. coli e S. aureus,
respectivamente, em cada tempo. Nos gréaficos também é apresentado o desvio padrdo para
cada tempo do teste cinético, mostrando que esse desvio diminui a medida que o tempo da
interacdo aumenta, sendo que entre os momentos finais (5 e 6hs) esse desvio é praticamente

nulo para as duas cepas.
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Figura 4.21: Gréafico da média das repeti¢des do teste biocida cinético usando a formulacéo
(EMA+Ag20) para E. coli (A) e S. aureus (B).

Medidas de pH foram realizadas durante o teste cinético tanto para a formulacdo como
para nanoparticulas de oxido de prata, sendo que para a formulagdo o pH permaneceu estavel
e aproximadamente neutro durante todo o processo, entretanto para o oxido de prata
percebemos que apds 30 min de interacdo houve um aumento do pH, tornando o meio
levemente basico com pH em torno de 8, ap6s 1lh de interacdo o pH ja estava em 9 e

permaneceu nesse valor durante o tempo restante do processo.

Como podemos perceber através dos graficos apresentados na Figura 4.21-A e B, o
declinio do nimero de UFC diminui drasticamente para E. coli na primeira hora de interacéo
e apds 5h de interacdo temos a eliminacdo completa das bactérias, ja para S. aureus o declinio
maior ocorre entre 3 e 5hs de interagdo com formulacdo. O fato dos ions de Ag+ possuirem
acdo mais rapida para as bactérias gram negativas, possivelmente estd relacionado as
diferencas estruturais existentes na parede celular desses microrganismos. Os Ag+ tem maior
dificuldade para penetrar na parede celular das bactérias gram-positivas porque essas possuem
uma camada bem mais espessa de peptidioclicanos do que as bactérias gram-negativas,
portanto uma maior quantidade de ions Ag+ poderiam ficar presos nessas estruturas, como foi
ja mencionado no capitulo 2, isto dificultaria a entrada dos ions no citoplasma da bactéria e

assim seus mecanismos de acdo podem ser retardados, essa maior resisténcia das bactérias
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positivas pode ser também explicado simplesmente pelo fato de a parede celular dessas

bactérias serem mais espessas.

4.2.7 Medidas de UV-VIS

Para confirmar que apenas os ions de Ag+ sdo responsaveis pela eliminacdo das
bactérias, realizamos medidas de UV-VIS, usamos o sobrenadante da suspensdo aquosa
contendo a formulacdo. Os resultados podem ser observados na Figura 4.23.

0,15

0,10+

Absorcao

0,05 -
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0,00 T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900
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Figura 4.22: Medidas de UV-VIS da suspensdo contendo a formulacéo.

Na literatura o pico de absorcdo UV-VIS de nanoparticulas de prata e do oxido de
prata esta em torno de 420nm [73,74], e o pico referente aos ions Ag+ esta em torno de
270nm [75], o espectro UV-VIS do sobrenadante da suspensdo aquosa da formulacdo néo
apresenta o pico relacionado as nanoparticulas de oxido de prata, somente o pico referente aos
fons de prata, dessa forma podemos concluir que as esferas de alginato ndo liberam essas

nanoparticulas para solugéo.
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4.2.8 Separacgdo Magnética

Apoés a realizacdo dos testes bactericidas foi possivel remover magneticamente as
esferas para uma possivel reutilizacdo, de acordo com a figura 4.23.

Figura 4.23: Esferas dispersas na agua (A), Esferas atraidas pelo ima.
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4.3 Terceira Etapa: Revestimento das Esferas de Alginato com uma Camada de
Quitosana para Potencializar seu Efeito Biocida.

Preparamos amostras onde as esferas de alginato foram revestidas com a quitosana. A
quitosana se deposita sobre as esferas de alginato, devido a atracdo eletrostatica existente
entre as cargas cationicas da quitosana com as cargas anionicas do alginato. Observamos que
apos o periodo em que as esferas de alginato ficam imersas na solugdo de quitosana diluida,
estas ficam menores, isto pode estd associado ao revestimento com o polimero, entretanto
mais estudos sdo necessarios para verificar a presenca da quitosana na superficie das esferas

de alginato.

Na Figura 4.24 e 4.25 vemos as fotografias das placas do teste cinético para E. coli e

S. aureus, usando as esferas quitosana+formulacao.

Figura 4.24: Teste cinético da interacdo da formacao + quitosana com as bactérias E. coli (a)
Oh, (b) 1h, (c) 2hs, (d) 3hs, (e) 4hs, (f) 5hs, (g) 6hs.

79



Figura 4.25:Teste cinético da interacdo da formacdo + quitosana com as bactérias S. aureus
(@) Oh, (b) 1h, (c) 2hs, (d) 3hs, (e) 4hs, (f) 5hs, (g) 6hs.

Como podemos observar na Figura 4.26, o nimero de UFC de E. coli ap6s uma hora
de interacdo era nulo, ou seja esse tempo foi suficiente para eliminar completamente esses

microrganismos.
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Figura 4.26: Gréafico do nimero de UFC de E. coli pelo tempo de interagdo com a formulagao

Para S. aureus apos 4hs de interagdo com a formulagdo sé havia 600 UFC/ml, namero

muito reduzido se comparado com outras técnicas de esterilizagdo, como a pasteurizacao, essa
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técnica requer de altas temperaturas e geralmente no o final do processo ainda se tem 1000
UFC/ml [74]. De acordo com a Figura 4.27 ap06s 5hs todas as bactérias haviam sido

eliminadas.

300+ —m—EMA+Ag,0+Quitosana }

250_- para S. aureus

200 + .

150 ~ .

UFC/ml x 10?

100 .

Tempo(h)

Figura 4.27: Grafico do numero de UFC de S. aureus pelo tempo de interagdo com a

formulacéo.

Ao compararmos os resultados mostrados na secdo 4.2, para as esferas magnéticas de
alginato, com os resultados apresentados nesta secao, percebemos que a camada de quitosana
potencializou o efeito biocida das esferas, isso ocorre porque esse polimero também possui
atividade antimicrobiana devido as cargas protonadas em sua estrutura polimérica, essas
cargas interagem eletrostaticamente com as moléculas anidnicas presentes na parede celular,
provocando alteracdes na permeabilidade da membrana podendo resultar na morte celular.
Podemos entdo somar os dois efeitos o da quitosana e do oxido de prata, e teremos um potente
bactericida, que possui acdo mais rapida do que as esferas que ndo foram recobertas com o

polimero.

E importante ressaltar que foram realizadas medidas de pH ao longo do teste cinético,
e 0 pH das esferas com essa camada de quitosana estava em torno de 5, é necessario manter
esse pH levemente &cido, pois a acdo da quitosana esta relacionada a interacdo das cargas

catibnicas presentes em sua estrutura com as moléculas anidnicas da parede celular das
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bactérias, como proposto no capitulo 2. Na literatura temos varios trabalhos que usam a
quitosana com ph nessa faixa [77, 78].
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

5.1 Conclusdes

5.1.1 Primeira Etapa: Quitosana Magnética

Através do método empregado nesse trabalho para producdo das amostras,
conseguimos sintetizar magnetita incorporada na matriz polimérica da quitosana, controlamos
0 tamanho das nanoparticulas alterando o didmetro dos poros do biopolimero, para alterar
esse diametro variamos alguns fatores, tais como acréscimo de Tween, e as concentracdes de

glutardialdeido.

Neste trabalho foi possivel fazer um calculo do nimero aproximado de grupos anima
existentes na cadeia da quitosana, e vimos que esse valor estava em torno de 3,14 x 10%
moléculas por grama de quitosana, assim foi possivel calcular a concentragcdo ideal de
glutardialdeido necessaria para gelificar o polimero, essa concentragédo ficou em torno de 2%.
E importante salientar que como comentamos no capitulo 4, essa valor, de 2% corresponde &

um sistema idealizado, mas sistemas reais podem apresentar variacdes desse valor.

De acordo com os resultados para as amostras que ndo possuem Tween 80, a
quantidade em excesso do agente reticulante age negativamente no aumento do diametro das
particulas, sendo que as amostras com concentragdes entre 4 e 5% sdo as que apresentam o
maior tamanho médio entre 10 e 11nm respectivamente. Temos também que abaixo da
concentracdo limite para se gelificar a quitosana, o diametro das particulas diminui até o valor
minimo que corresponde a auséncia do glutardialdeido. Em excesso, o glutardialdeido
também acaba agindo de maneira a diminuir o tamanho das particulas, como pode ser
evidenciado para as amostras com concentracdes de 10 e 20% do agente reticulante onde ha

um declinio do didmetro médio.

As amostras que possuem Tween se comportam de maneira diferente, temos que o

aumento do glutardialdeido interfere positivamente no aumento do didmetro das particulas.
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Esse aumento pode estar relacionado ao processo de hidrolise do Tween, como proposto no
capitulo 4, sendo que o maior didmetro, 13nm, foi para a concentragéo de 20%.

De acordo com as andlises da difracdo de raios-X, o parametro de rede para maioria
das amostras ficou abaixo do valor da magnetita “bulk”, o que evidéncia que temos uma
mistura de magnetita e maghemita ou a formacdo da magnetita ndo estequiométrica. Esse
efeito foi relacionado a uma série de fatores ndo muito bem definidos, entre eles 0 meio &cido
da solugdo, a quitosana e o tempo necessario para gelificacdo ap6s o acréscimo do
glutardialdeido. A amostra contendo Tween e o maior valor da concentragdo de
glutardialdeido, que gelificou em apenas 1h, é a que apresenta o parametro de rede mais
préximo do da magnetita “bulk” em torno de 8,39A.

As imagens de microscopia mostram que as particulas sintetizadas através desse
método possuem forma aproximadamente esférica, e que os resultados estavam de acordo

com os obtidos pela difracdo de raios-X.

As medidas de magnetizacdo a temperatura ambiente indicaram que as particulas
estavam no regime superparamagnético, 0 que era de se esperar pois todas as amostras
apresentaram diametros abaixo do diametro critico da magnetita que é de 25nm. A
magnetizacdo por grama de amostra total medida para o valor maximo do campo aumenta
com a diminuicdo da concentracdo de glutardialdeido. Isso foi evidenciado através das
medidas de absorcdo atdmica, e pode esta relacionado a contribuicdo da massa do
glutardialdeido a massa total da amostra, 0 que implica dizer que ha uma diminuicao

proporcional na concentracdo de magnetita por grama de amostra.

Segundo as curvas de FC e ZFC das amostras com 5 e 20%, a temperatura de bloqueio
magnético também diminui com o aumento do agente reticulante nas amostras que nao

possuem o Tween. Isso como consequéncia da diminuicdo do diametro.

Podemos entdo concluir que o agente reticulante também pode interferir diretamente
nas caracteristicas magnéticas da amostra, sendo portanto mais viavel utilizar concentracdes
de glutardialdeido que esteja em torno da concentracdo calculada necessaria para promover o

reticulacdo da quitosana.
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Temos que tanto a quitosana como o glutardialdeido e a magnetita sdo materiais
biocompativeis, e portanto as amostras produzidas através desse método séo fortes candidatas
para uma serie de aplicacbes em nanotecnologia, inclusive em aplicagcbes biomédicas, como o

transporte de farmacos por exemplo.

5.1.2 Segunda Etapa: Esferas Magnéticas de Alginato Dopadas com Oxido de Prata e
sua Ac¢ao Bactericida

Produzimos particulas de prata metalica com didametro médio de 55nm. O
difratograma de raios-X apresentou picos intensos e estreitos, indicando boa cristalinidade do
gréo. Realizamos testes para estudar a capacidade biocida desse material, entretanto, como
mencionado anteriormente, ndo houve resultados positivos, pois a superficie do metal ficou

afetada pelos residuos provenientes da queima, dificultando a liberagdo de ions Ag.

Através desse estudo foi possivel constatar também o efeito bactericida do oxido de
prata, entretanto esse material pode ser toxico para os mamiferos. Para evitar a toxicidade
desse material e poder promover a desinfeccdo de determinados ambientes, como &aguas
contaminadas por bactérias que sao inapropriadas para o consumo humano, inserimos o oxido
de prata em esferas magnéticas de alginato. Os testes indicaram que as esferas ao liberarem
fons de Ag+ para a solucdo acabaram eliminando as bactérias testadas, E. coli e S. aureus.
Apos a desinfeccdo com as esferas € possivel remove-las da solucdo com auxilio de um ima
isso porque também inserimos nanoparticulas de magnetita nas esferas, fazendo com que estas

tenham a capacidade de responderem a acdo de um campo magnético externo.

Como vimos, os resultados mostram que as esferas agiram mais lentamente na
eliminacdo das bactérias gram-positivas, iSS0 porque esses microrganismos apresentam uma
parede celular mais extensa, pois possuem uma espessa camada de peptidioclicanos em
relacdo as negativas, esses peptidoclicanos possuem cargas negativas em sua estrutura,
portanto parte dos ions Ag+ podem ficar presos a essas estruturas e menos ions penetrariam

na célula.

As particulas de magnetita inseridas nas esferas de alginato, foram sintetizadas através

do método de coprecipitacdo, e apresentaram uma larga distribuicdo de tamanho, de acordo
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com as analises de microscopia eletronica de transmissédo. As medidas de magnetizacdo
indicaram que as particulas estdo no regime superparamagnético, entretanto as medidas de
espectroscopia Mdssbauer indicaram que uma fracdo das particulas estdo bloqueadas. As
caracteristicas magnéticas desse material tornou possivel a separacdo magnética das esferas
apos a desinfeccéo.

Através de medidas de UV-VIS foi possivel comprovar que as esferas de alginato ndo
liberam nanoparticulas de oxido de prata para a solucdo, assim apds a desinfeccdo nédo
ficariam residuos toxicos na solucdo. Esses resultados evidenciam que a acdo bactericida

estava inteiramente relacionada a liberagdo de ions Ag+ para a solucéo.

Essas caracteristicas, a capacidade de eliminar bactérias e a remogdo magnética,

tornam as esferas um forte candidato para substituir outros processos de desinfec¢éo.

5.1.3 Terceira Etapa: Revestimento das Esferas de Alginato Dopadas com Oxido De

Prata com uma Camada de Quitosana

Foi possivel potencializar o efeito biocida das esferas através do revestimento com

uma camada de quitosana em sua superficie.

Os resultados mostram que essas amostras foram capazes de realizar a esterilizagdo
completa de E. coli com apenas uma hora de interacdo e no caso de S. aureus depois de 5h de
interacdo 0 meio se tornou esteéril. Portanto essa camada de quitosana torna a acdo das esferas

contra as bactérias bem mais rapida.

5.2 Perspectivas

e Realizar mais estudos para comprovar que o glutardialdeido age como co-surfactante
do Tween 80.
e Produzir amostras com Tween e utilizar concentracBes abaixo da concentracédo

calculada de glutardialdeido para gelificacdo da quitosana.
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e Realizar medidas de infravermelho com transformada de Fourier nas esferas de
alginato com a camada de quitosana e assim confirmar que as mesmas foram
revestidas pela quitosana.

e Desenvolver um sistema “core-shell” de magnetita e prata e testar seu potencial

bactericida.
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