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RESUMO 

 

A elaboração e o refinamento de sistemas de liberação controlada têm sido 

extensivamente estudados a fim de se aprimorar as terapias com fármacos 

convencionais e aumentar a adesão do paciente ao tratamento. Para esses fins, 

vários polímeros biodegradáveis – como a quitosana – conjugados com outros 

materiais que trazem respostas estímulo-responsíveis ao compósito – como 

magnetismo – têm sido usados na pesquisa de transporte e liberação de fármacos. 

Nesse tipo de formulação, o comportamento físico-químico do biopolímero permite a 

incorporação do princípio ativo na sua estrutura e as estruturas magnéticas agem 

como sondas para conduzir magneticamente o compósito a uma região específica 

e/ou, por meio de suas propriedades físicas, causar uma hipertermia magnética que 

pode controlar a liberação de determinado fármaco pela aplicação de um campo 

magnético externo. Assim, nesse trabalho, nanoestruturas de quitosana de ~100 nm, 

incrustradas com até 25% de nanopartículas magnéticas de óxidos de ferro 

(magnetita/maguemita) de ~5 nm foram produzidas por precipitação em meio 

homogêneo, pela decomposição da ureia. Nessa mesma, e única etapa de síntese, 

o 5-hidroxitriptofano foi incorporado ao compósito, com uma eficiência de até 80 %. 

A caracterização química, morfológica e estrutural foi feita por XRD, TEM, FTIR, 

TGA, medidas de magnetização e de potencial zeta, enquanto a eficiência de 

incorporação e o perfil de liberação foram estudados por UV-vis. A cinética de 

liberação mostrou que trata-se de um sistema de liberação controlada pH-sensitivo 

governada pelo entumescimento e/ou dissolução da fase polimérica, sendo mais 

efetiva em meio ácido. O difratograma revela que há coexistência entre a fase 

polimérica e a magnética; por outro lado a espectroscopia no infravermelho confirma 

a interação entre quitosana  e magnetita. O nanocompósito apresentou uma 

magnetização de saturação de 11 emu/g enquanto que a do material magnético foi 

de 50 emu/g; comparável à das ferritas; em função da análise termogravimétrica o 

nanocompósito apresentou um percentual de 24,6% de nanopartículas magnéticas. 

Palavras-chave: liberação controlada, quitosana, nanopartículas magnéticas, L-5-
hidroxitriptofan 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Design and tailoring of controlled release systems have been extensively 

studied in order to enhance drug therapy and increase patient compliance. For these 

purposes, various biodegradable polymers – such as chitosan – conjugated with 

another material which brings stimuli-responsive features – such as magnetism – to 

the composite have been used in drug delivery research. In this formulation, the 

physical-chemical behavior of biopolymer allows incorporation of pharmaceuticals in 

its structure and opens the possibility for applications in drug delivery. Here, the 

nanomagnets act as probes to magnetically drive the composite to a specific region 

and/or, through their magneto-thermal properties, can control a drug release with an 

external magnetic field. Thus, in this work, ~100 nm sized nanoparticles of chitosan 

embedded with 25 % (w/w) of iron oxide magnetic nanoparticles 

(magnetite/maghemite) and with a loading efficiency of about 80% for 5-

hydroxytryptophan were synthesized, using homogeneous precipitation by urea 

decomposition, in an efficient one-step procedure. Characterization of morphology, 

structure and surface were performed by XRD, TEM, FTIR, TGA, magnetization and 

zeta potential measurements, while drug loading and drug releasing were 

investigated using UV-vis spectroscopy. Kinetic drug release experiments under 

different pH conditions revealed a pH-sensitive controlled-release system, ruled by 

polymer swelling and/or particle dissolution, and that drug release is more efficient in 

an acidic medium. he XRD pattern reveals that there is coexistence between the 

polymer phase and magnetic; On the other hand the infrared spectroscopy confirms 

the interaction between chitosan and magnetite. The nanocomposite showed a 

saturation magnetization of 11 emu / g while that of the magnetic material was 50 

emu / g; comparable to ferrites; depending on the thermal analysis the 

nanocomposite showed a percentage of 24.6% of magnetic nanoparticles. 

Keywords: controlled release, chitosan, magnetic nanoparticles, L-5-
Hydroxitriptophan 
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CAPÍTULO 1 
Introdução geral e Objetivos do trabalho 
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1. APRESENTAÇÃO 

Esse trabalho de dissertação de mestrado foi elaborado na modalidade de 

artigo científico, conforme previsto nas normas de preparo de trabalhos para 

obtenção do título de mestre, do Programa de Pós-Graduação em Ciências e 

Tecnologias em Saúde.  Dessa maneira, é composto por uma introdução geral 

(Capítulo 1), na qual se faz uma apresentação da estrutura do trabalho e do tema de 

pesquisa, além de sua contextualização e contribuição à literatura científica, ao 

ensejo, ainda são apresentadas as objetivos do trabalho.  

No segundo capítulo é apresentado um artigo científico, cujo principal autor é 

atual mestranda, intitulado “One-step synthesis of magnetic chitosan for 

controlled release of tryptophan”, no qual se resumem a maioria dos resultados 

obtidos durante este trabalho de mestrado. Foi publicado no periódico Journal of 

Magnetism and Magnetic Materials (JMMM), um dos mais importantes na área de 

nanomateriais magnéticos aplicados à saúde, que tem um fator de impacto igual a 

1,83 e é classificado como A2 no QUALIS da Capes, na área interdisciplinar 

(avaliado em junho de 2014).  

No capítulo 3 é apresentada uma discussão geral sobre o trabalho e são 

listadas as conclusões e as perspectivas em relação aos resultados obtidos. Em 

seguida são listadas as referências bibliográficas, principais e suplementares, não 

envolvidas na elaboração dos artigos científicos. Finalmente, nos anexos, há um 

documento contendo as normas específicas do periódico JMMM, ao qual o artigo do 

capítulo 2 foi submetido é contido. Relevante também a inserção, no Anexo C do 

artigo “Fabrication of glycine-functionalized maghemite nanoparticles for 

magnetic removal of copper from wastewater”, publicado como trabalho 

secundário durante o mestrado, no periódico Journal of Hazardous Materials, que 

tem um fator de impacto igual a 4,68 e é classificado como A1 no QUALIS da Capes, 

na área interdisciplinar (avaliado em junho de 2014). 

2. INTRODUÇÃO 

A elaboração e o refinamento de sistemas de liberação controlada têm sido 

extensivamente estudados, a fim de se aprimorar as terapias com fármacos 

convencionais e aumentar a adesão do paciente ao tratamento. Isso se tornou 

possível, uma vez que esses sistemas de liberação controlada podem modular a 
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exposição de um fármaco em função do tempo, auxiliar o transporte de princípios 

ativos através das barreiras fisiológicas, proteger medicamentos e fármacos de uma 

eliminação precoce, conduzir fármacos a um sítio específico, minimizar a exposição 

e reduzir a frequência de administração de medicamentos (Tran et al., 2011). Para 

esses propósitos, vários polímeros biodegradáveis têm sido utilizados. Eles podem 

efetivamente transportar a droga para um sítio-alvo específico e, assim, aumentar o 

seu benefício terapêutico, minimizando os efeitos adversos (Soppimath et al., 2001).  

Um dos biopolímeros que tem atraído a atenção no campo da liberação 

controlada é a quitosana (CS), um polissacarídeo natural que apresenta baixa 

toxicidade, propriedade mucoadesiva elevada e características antimicrobianas. 

Além disso, é pouco alergênico e facilmente removido do organismo. Do ponto de 

vista químico, a CS apresenta grupamentos amina (NH2) e hidroxilas (OH) 

disponíveis para interação com fármacos e outras biomoléculas. Apesar de todas 

essas vantagens, a CS apresenta algumas restrições físicas que limitam suas 

propriedades de adsorção – baixa resistência mecânica, baixa estabilidade em meio 

ácido, baixa densidade e alta taxa de entumescimento (Agnihotri et al., 2004). 

Entretanto, essas restrições podem ser minimizadas se o biopolímero for 

conjugado com outro material que oferece características estímulo-responsíveis ao 

compósito. Nesse contexto, a CS pode ser conjugada com materiais magnéticos que 

são extremamente úteis para o desenvolvimento de sistemas de carreamento e de 

liberação controlada de fármacos inteligentes – a presença de materiais magnéticos 

permite detectabilidade por técnicas de imagem e diagnóstico, manipulabilidade 

externa por um campo magnético aplicado e aquecimento pela aplicação de um 

campo magnético alternado, que pode ser usado para controle da liberação do 

fármaco (You et al., 2010; Reddy et al 2012).   

As nanopartículas magnéticas também são amplamente utilizadas em 

aplicações biomédicas, uma vez que apresentam grande relação área/volume (i.e. 

área superficial disponível), facilidade para conjugar biomoléculas e 

manipulabilidade externa por campos magnéticos. Também apresentam baixa taxa 

de sedimentação e grande penetrabilidade nos tecidos (Pankhurst et al., 2009).  

Entretanto, devido a sua natureza química – normalmente são óxidos 

metálicos ou metais – não são biocompatíveis e necessitam ser funcionalizadas 
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antes de serem aplicadas no meio biológico. Isso pode ser conseguido pela 

encapsulação ou dispersão das nanopartículas magnéticas em uma matriz 

polimérica biocompatível (Reddy et al., 2012). Assim, a combinação das 

nanopartículas magnéticas com a quitosana poderia incrementar as características 

dos dois materiais para novas aplicações. É nessa direção que existem relatos da 

elaboração de quitosana conjugada com materiais magnéticos para diferentes 

propósitos que vão de aplicações como adsorventes de contaminantes na área 

ambiental (Reddy, Lee; 2013), para o transporte e liberação de fármacos (Anirudhan 

et al., 2014) e para magneto hipertermia, na área biomédica (Bae et al., 2012). 

Apesar da potencialidade descrita, nanocompósito magnético como veículo 

de fármacos para liberação controlada não têm sido amplamente exploradas. Além 

disso, procedimentos simples e reprodutíveis para elaborar sistemas de liberação 

controlada inteligentes, com propriedades magneto-responsíveis, que possam 

proporcionar eficiente incorporação do fármaco, liberação modulada e controlada e 

capacidade de imageamento, são amplamente desejáveis. Nesse sentido, esse 

trabalho propõe um procedimento simples para a elaboração de um nanocompósito 

que consiste em nanopartículas de quitosana incrustadas de nanopartículas 

magnéticas, como um sistema magneto-responsivo para liberação de fármacos. A 

principal novidade e ineditismo desse trabalho estão situados na rota de síntese 

proposta, que é ambientalmente correta e compreende a obtenção do compósito e a 

incorporação do fármaco em única etapa.  Neste trabalho, o triptofano foi escolhido 

como substância ativa, principalmente pela sua grande afinidade com a quitosana e 

os óxidos de ferro e por ser facilmente monitorado por espectroscopia de absorção 

molecular no ultravioleta e visível, apesar de apresentar características 

farmacêuticas bastante apreciáveis e interessantes (Majumdar; 1982). Do ponto de 

vista farmacológico; o 5-hidroxitriptofano está envolvido na síntese se serotonina 

uma vez que a concentração serotonina é liberada; observa-se uma elevação do 

humor do indivíduo; bem como o aumento da capacidade cognitiva; desta maneira 

sua importância se revela em função de possível desenvolvimento de fármacos tanto 

para tratamento de depressão; quanto de Alzheimer (Blush, Hazelwood; 2012) 

Assim, foi feita a síntese, por meio de precipitação em meio homogêneo, de 

nanocompósitos de partículas de quitosana, de aproximadamente 100 nm, com 25 

% em massa de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro embutidas 
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(magnetita/maguemita). A eficiência de incorporação de 5-hidroxitriptofano foi de até 

80 % em um procedimento simplificado, feito em uma única etapa, juntamente com a 

síntese dos nanomateriais. A caracterização da morfologia, estrutura e superfície foi 

feita por difração de raios X, microscopia eletrônica de transmissão de alta 

resolução, espectroscopia de infravermelho, análise termogravimétrica, medidas de 

magnetização e do potencial zeta. A incorporação e os estudos de liberação do 

fármaco foram feitos por espectroscopia de absorção no ultravioleta-visível. Estudos 

da cinética de liberação do 5-hidroxitriptofano em diferentes pHs mostraram que o 

sistema investigado tem a liberação sensível ao pH do meio e que esse processo de 

liberação do fármaco é guiado pelo entumescimento e decomposição do polímero. 

2.1 Contextualização e contribuição do estudo à literatura científica 

2.1.1 Sistemas de liberação controlada e nanomateriais  

Sistemas de liberação controlada têm sido desenvolvidos para aperfeiçoar a 

disponibilidade espacial e temporal de fármacos e outros compostos (genericamente 

referidos como “fármacos” nesse trabalho) no organismo, principalmente com a 

finalidade de proteger a droga de degradação ou eliminação fisiológica. Uma terapia 

não tóxica e eficaz requer que a concentração da droga no plasma esteja dentro de 

uma janela terapêutica, cujos limites inferior e superior são, respectivamente, a 

mínima concentração efetiva (MCE) e a mínima concentração tóxica (MCT). Para 

fármacos rapidamente adsorvidas/eliminadas, uma dose única, indicada pela seta 

vermelha na figura 1, leva a um aumento rápido e queda rápida na concentração 

dessa droga (curva com linha sólida no gráfico). Múltiplas doses em intervalos 

regulares (setas azuis) levam a uma oscilação na concentração da droga que pode 

ficar fora da janela terapêutica por significantes períodos de tempo, conforme 

mostrado na curva de pontos da figura 1. Entretanto, se administrado em dose 

correta, no caso de um sistema de liberação controlada, conforme representada pela 

curva de traços e pontos, após um rápido aumento, a concentração da droga pode 

se manter constante, entre os limites da mínima concentração efetiva e da mínima 

concentração tóxica (Siegel, Rathbone; 2012). 
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Figura 1. Curvas de janela terapêutica contendo a mínima concentração efetiva (MCE) e a 
mínima concentração tóxica (MCT) 

Fonte: Siegel, Rathbone; 2012 

Uma das metodologias mais eficazes para construção de sistemas de 

liberação controlada é a utilização de nanomateriais. De acordo com Azevedo 2002; 

os mesmos envolvem estruturas diferentes, como a nanoesfera e a nanocápsula. A 

nanoesfera é um sistema em que o ativo encontra-se disperso homogeneamente no 

interior da matriz polimérica, consistindo de um sistema monolítico em que não é 

possível a identificação de um núcleo, por outro lado na  nanocápsula, o fármaco é 

envolvido por uma membrana que o separa do meio externo, sendo um sistema 

reservatório onde existe a possibilidade de  identificar um núcleo diferenciado. De 

fato, a grande relação entre a área superficial e volume, além da possibilidade de se 

obter nanomateriais de composições múltiplas e com propriedades físicas e físico-

químicas as mais variadas possíveis, permite ampla interação entre fármaco e 

nanoestrutura, tornando esses materiais veículos com usos e aplicações infinitas na 

área de liberação de fármacos. Dessa forma, o emprego de nanopartículas para 

transporte ou liberação de fármacos conduz a uma maior absorção de um dado 

fármaco, e em especial no local ou sítio específico que se pretende reduzindo, de 

maneira considerável, efeitos adversos (Uria; et al., 2007). No entanto, quando se 

requer sistemas de liberação de medicamentos, seja prolongada ou retardada, deve-
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se primeiramente questionar a modulação da resposta pretendida frente ao tipo de 

liberação desejada (Pezzini, 2007; Coelho et al., 2010). 

É nessa direção que existem diversos tipos de sistemas para liberação 

controlada envolvendo nanotecnologia. As vertentes mais comuns de aplicação são 

na forma de nanopartículas maciças, nas quais o ativo encontra-se disperso 

homogeneamente no interior da matriz nanométrica e de nanocápsulas, em que o 

fármaco é envolvido por uma membrana que o separa do meio externo (Azevedo 

2002; Schaffazick et al., 2004). Além disso, ainda existem outras formas de 

veiculação como aquelas baseadas em emulsões, nanogéis e lipossomas (De Jong 

et al., 2008).  

As matrizes nanométricas são as mais variadas possíveis e vão desde 

inorgânicas, como sílica e alguns óxidos, até orgânicas e biológicas, como polímeros 

e proteínas. Para aplicações em liberação controlada, as matrizes poliméricas, e em 

especial as biodegradáveis, são as mais utilizadas, uma vez que apresentam grande 

biocompatibilidade e afinidade com fármacos, além de poderem ser estimuladas 

externamente por parâmetros como pH, temperatura, radiação térmica e 

eletromagnética, para modular a taxa de liberação das substâncias ativas 

(Soppimath et al., 2001). 

Nessa direção, especial atenção é dada a polímeros naturais, que sofrem 

biodegradação in vivo por ação de enzimas ou micro-organismos. Com grande 

vantagem, os polissacarídeos são objeto de intenso estudo no sistema de liberação 

de fármacos, destacando-se a quitosana (CS). Esse polímero apresenta um custo 

mais baixo em relação aos sintéticos, é biocompatível com os sistemas biológicos e 

possui grande afinidade com diferentes princípios ativos (Severino et al., 2011; 

Villanova et al., 2010). 

2.1.2 Quitosana 

A CS, polisacarídeo com estrutura similar à celulose, conforme mostrado na 

figura 2, é obtida a partir da desacetilação da quitina, muito comum na fibra ou no 

exoesqueleto das carapaças dos crustáceos. Sua pureza está relacionada ao nível 

de desacetilação – entre 50 e 95 % – e seu peso molecular pode atingir até 20 

Kg/mol. As aminas primárias conferem à CS propriedades muito apreciadas em 

aplicações farmacêuticas já que, comparada a outros polímeros, apresenta carga 
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positiva e é mucoadesiva. Esses grupos amina apresentam-se desprotonados, 

fazendo com que a CS seja insolúvel em pHs neutros e básicos. À medida que o 

meio se torna ácido, a CS se torna solúvel em água, uma vez que os grupos amina 

tendem a se protonar. A solubilidade da CS, entretanto, depende também do grau 

de desacetilação da amostra. Em geral, soluções de CS são preparadas em 

soluções diluídas de ácido acético (Madihalie, Mattew; 1999).   

 

Figura 2. Estrutura molecular da Quitosana 
Fonte: Madihalie, Mattew; 1999 

Em função de sua propriedade mucoadesiva; pode-se relaciona-la à 

capacidade que a mesma possui em promover um direcionamento mais específico 

do fármaco e uma retenção e proteção melhorada do mesmo (Carvalho, Chorilli, 

Gremião; 2014) 

A CS, que apresenta grande biocompatibilidade, é pouco alergênica e 

raramente é rejeitada pelo organismo, é degradada a produtos ainda menos tóxicos, 

que são completamente adsorvidos pelo corpo humano. Na área biotecnológica é 

bastante utilizada como adsorvente para contaminantes do meio ambiente e, na 

área médica, como suporte sólido para carreamento e liberação controlada de 

fármacos. De fato, a CS apresenta grande vantagem nessas áreas já que os seus 

grupos funcionais mimetizam grupos presentes em biomoléculas e fármacos, 

aumentando a interação entre essas espécies e, além disso, pode ser sintetizada 

por vias verdes, sem a utilização de solventes ou reagentes agressivos ou nocivos 

aos organismos em que são aplicadas. Dessa maneira, tendo em vista as diversas 

características e vantagens relacionadas, existem diversos relatos da elaboração e 

aplicação de CS, em escala micrométrica e nanométrica, na liberação controlada de 

fármacos (Brugnerotto et al., 2001 ; Agnihotri; et al. ; 2004).      

 Uma nova vertente, ligada à produção de biomateriais que respondam ao seu 

ambiente, tem sido amplamente pesquisada nessa área de liberação controlada de 
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fármacos. Esses novos materiais, normalmente designados como “materiais 

inteligentes” ou “estímulo-responsíveis” são capazes de carrear determinado agente 

terapêutico e, com base em estímulos externos ou variações no ambiente, modular a 

taxa de liberação dessas substâncias com maior precisão. Polímeros que 

respondem a diferentes estímulos, tais como pH, temperatura, radiação, ultrassom e 

magnetismo têm sido amplamente investigados nessa direção, e a CS é um desses 

materiais. Entretanto, apesar de ser sensível a mudanças ambientais como 

temperatura e pH, a CS não pode ser facilmente estimulada remotamente. É nesse 

sentido que materiais multicomponentes e compósitos têm sido fabricados: a 

combinação de múltiplas possibilidades de estímulos diferenciados permite a 

utilização de materiais inicialmente inviáveis e potencializa, ainda mais, as 

possibilidades de aplicação de materiais comumente utilizados. O uso de materiais 

magnéticos combinados com polímeros biodegradáveis é um desses exemplos. De 

fato, esses materiais apresentam três principais vantagens: (i) podem ser facilmente 

localizados por técnicas de diagnóstico no organismo em que são veiculados; (ii) 

podem ser externamente manipulados e direcionados dentro do organismo por meio 

da aplicação de campos magnéticos; (iii) podem ser aquecidos pela aplicação de 

campos magnéticos alternados, facilitando a liberação de princípios ativos ou morte 

celular por termólise (You et al., 2010). 

2.1.3 Nanomateriais magnéticos  

O emprego de nanoestruturas em técnicas de diagnósticos e tratamentos tem 

aumentado potencialmente nos últimos anos (Shi et al., 2010). Mais 

especificamente, nas últimas décadas, essas investigações têm sido direcionadas 

para utilização de materiais nanoestruturados que também apresentam propriedades 

magnéticas (Pankhurst et al., 2013). A versatilidade de tais materiais como 

ferramenta nessa área surge, principalmente, devido a alguns fatores: uma vez que 

as nanopartículas possuem dimensões menores ou comparáveis à de uma célula, 

um vírus, uma proteína ou mesmo de um gene, as mesmas podem, facilmente, 

interagir com uma entidade biológica de interesse, além de permear pelos 

compartimentos diferenciados do organismo; essas nanopartículas magnéticas 

podem ser recobertas, ou seja, funcionalizadas por moléculas bioativas, por 

exemplo, moléculas orgânicas, polímeros, anticorpos, etc, isto é, materiais 

facilmente reconhecidos por células, tecidos e órgãos do corpo humano, otimizando 
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sua interação com o organismo, ou mesmo tornando-as pontualmente específicas a 

uma determinada região ou alvo; uma vez que são magnéticas, as nanopartículas 

podem ser facilmente manipuladas por gradiente de campo magnético externo e, 

essa “ação à distância”, combinada com a intrínseca penetrabilidade dos campos 

magnéticos em tecidos humanos, oferece muitas aplicações envolvendo o transporte 

e/ou imobilização dessas entidades biológicas magneticamente caracterizadas. 

Desse modo, as nanoestruturas podem ser guiadas ou localizadas em um alvo 

específico por campos magnéticos externos, tornando-as potenciais carreadoras de 

fármacos com especificidade de sítio (Berry, 2003; Gupta, 2005; Dobson, 2006; 

Laurent, 2008; Zhang, 2008), suprindo a não especificidade dos sistemas de 

veiculação não-magnéticos convencionais. A possibilidade de que as fármacos 

sejam guiadas e retidas em uma região específica do corpo permite que doses 

menores sejam administradas, reduzindo os efeitos adversos associados à 

sobrecarga do organismo por altas doses de medicamento. O potencial de aplicação 

biomédica desses sistemas, todavia, ultrapassa esse uso e podem ser utilizados 

também em outras aplicações tanto in vivo como in vitro. As aplicações in vivo 

compreendem as aplicações terapêuticas (carreamento de fármacos e 

magnetohipertermia) e diagnósticas (agentes de contraste em imagens de 

ressonância magnética nuclear Neuberger T et al., 2005), ao passo que as in vitro 

compreendem aquelas diagnósticas (separação magnética de células ou moléculas 

biológicas variadas e seleção celular). Particularmente promissor, o processo de 

magnetohipertermia envolve a introdução de nanopartículas magnéticas em um 

tecido doente e a aplicação de um campo magnético alternado, de intensidade e 

frequência adequados, suficiente para causar um aquecimento das nanoestruturas. 

Este aquecimento é imediatamente transmitido ao tecido em questão, de tal forma 

que, se a temperatura puder ser mantida acima dos 42ºC por tempo adequado, o 

tecido é normalmente destruído. Além disso, a MHT pode otimizar os processos de 

liberação controlada de fármacos conjugados a sistemas MNP-polímero, já que o 

aquecimento desse compósito induz uma “degradação” ou abrandamento do 

polímero e permite o controle da liberação do fármaco. As investigações da 

aplicação de materiais magnéticos para hipertermia datam desde os anos 50 e 

mostram uma grande variedade de aparatos para a aplicação de campos 

magnéticos de intensidades e frequências diferentes.  
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Historicamente, para aplicações biomédicas, os óxidos de ferro (Fe3O4 e γ-

Fe2O3) são de longe os nanomateriais mais comumente utilizados como, por 

exemplo, como contrastantes em ressonância magnética nuclear (Kopp AF; 1997) e 

como nanocarreadores em hipertermia (Johannsen M.; 2010) clínica. De fato, 

materiais com valores de magnetização maiores, como cobalto, níquel e ferro 

metálicos são tóxicos, susceptíveis à oxidação e, portanto, pouco interessantes. Não 

obstante, em escala nanométrica, esses óxidos magnéticos apresentam fenômenos 

remarcáveis, destacando-se o superparamagnetismo, as irreversibilidades em 

campo elevado, altos campos de saturação de magnetização, contribuições extra de 

anisotropia, fenômenos de superfície, etc., muito apreciados para seu uso em 

magnetohipertermia. Também o comportamento magnético dessas partículas, acima 

de certa temperatura (temperatura de bloqueio), é idêntico ao dos átomos 

paramagnéticos (superparamagnetismo), exceto pelo alto valor de momento 

magnético dos nanogrãos (~104 magnétons de Bohr). Particularmente, as aplicações 

biomédicas exigem nanopartículas estáveis e dispersas em meio aquoso neutro e de 

salinidade fisiológica. A estabilidade coloidal desses sóis depende, nesse caso, 

primeiramente das dimensões das partículas, que devem ser suficientemente 

pequenas, evitando sedimentação por ação gravitacional e, também, de sua carga e 

de sua superfície química, que dão origem a ambas, repulsões estéricas e 

coulômbicas. As restrições adicionais para aplicação destas nanopartículas estão 

vinculadas à afinidade das mesmas ao meio biológico. Neste sentido, as partículas 

devem ser funcionalizadas, i.e. recobertas por materiais biocompatíveis, durante ou 

após o processo de síntese, para evitar a formação de agregados, mudanças da 

estrutura e composição originais e biodegradação, quando expostas ao meio 

biológico. Essa superfície funcionalizada também pode permitir o acoplamento de 

outras biomoléculas, que aumentam sua especificidade, por meio de interações 

iônicas ou moleculares (Babes L.; 1999). 

A síntese de nanopartículas de óxidos de ferro para várias aplicações 

biomédicas, incluindo a estabilização coloidal com modificações superficiais 

adequadas e caracterizações físico-químicas estão sumarizadas em alguns artigos 

de revisão (Roca AG; 2009). Nesses trabalhos, as principais estratégias para 

obtenção dos núcleos de óxido magnético podem ser classificadas em síntese em 

meio aquoso, síntese em fase orgânica e síntese por processos de microemulsão. 

Cada tipo de processo apresenta vantagens e desvantagens para aplicações 
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biomédicas. Enquanto a síntese em meio aquoso é mais limitada quanto ao controle 

da morfologia e distribuição em tamanho, esse método produz nanopartículas mais 

facilmente funcionalizáveis e com menor toxicidade e maior afinidade com o meio 

biológico. Os métodos orgânicos permitem maior controle de morfologia e, 

principalmente, de polidispersão. Entretanto, os produtos, ao final da síntese, 

carregam compostos e solventes orgânicos, dificultando posterior funcionalização e 

limitando a aplicação em meio biológico, devido ao alto grau de toxicidade. Já as 

técnicas de microemulsão produzem nanomateriais mais brandos que os processos 

orgânicos, com um bom controle de tamanho, porém em pequenas quantidades. 

Além disso, esses trabalhos, conforme já mencionado, se limitam à produção de 

magnetita e maguemita. Outros óxidos similares, as ferritas espinélio MFe2O4 (M = 

Co2+, Mn2+, Ni2+, Cu2+ e Zn2+) também apresentam propriedades magnéticas muito 

interessantes e, se devidamente funcionalizadas, podem ser usadas, com vantagem, 

em MHT (Verde, EL. et al., 2012; Verde, EL et al.  2012).   

A carga e o caráter hidrofóbico/hidrofílico da superfície têm influência 

significativa na distribuição in vivo das nanopartículas em cada tecido e 

compartimento microscópico do organismo e na associação das mesmas com 

biomoléculas do fluido biológico. Em geral, na biocompatibilização das 

nanopartículas, o material usado para realizar a cobertura deve recobrir 

suficientemente a superfície do óxido para prevenir interações dos metais 

superficiais com o meio biológico e permitir a introdução de grupos funcionais e 

espaçadores para a conjugação com moléculas bioativas, incluindo proteínas, 

anticorpos, lecitinas, peptídeos, hormônios, vitaminas, nucleotídeos ou fámacos. 

Além disso, na MHT, essa cobertura deve ser boa transmissora de calor ou, na 

liberação de fármacos assistida por MHT, ter características termoplásticas 

adequadas. Em geral, os óxidos magnéticos são encapsulados por compostos 

poliméricos orgânicos (Ziolo RF; 1992) como quitosana ou por matrizes inorgânicas 

como a sílica (del Monte F; 1997). Este processo permite modificar a superfície das 

partículas, com materiais de química já bastante conhecida e estudada, de tal 

maneira que as partículas podem ter grupamentos químicos específicos que 

facilitem a ligação da biomolécula de interesse. Os processos de encapsulação 

tradicionais, porém, aumentam muito o volume das nanopartículas e, por portarem 

materiais “não-magnéticos”, os nanogrãos encapsulados apresentam magnetização 

menos intensa. Estes efeitos são indesejáveis, já que podem limitar suas aplicações 
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biomédicas, especialmente em MHT. Uma alternativa para contornar esses 

problemas é a utilização de polímeros biocompatíveis que podem ser depositados, 

de maneira mais controlada, na superfície dos nanogrãos magnéticos, como a 

quitosana. 

 De fato, processos de encapsulação vêm sendo explorados tradicionalmente 

na preparação de micro e nanocápsulas contendo os agentes biologicamente ativos 

como fármacos, alimentos e nutrientes. Dependendo do processo de preparação, as 

nanoestruturas são classificadas como nanoesferas ou nanocápsulas – enquanto 

uma nanoestrutura com um fármaco impregnado na sua superfície é chamado de 

nanoesfera, as partículas contendo a droga no seu interior são chamadas de 

nanocápsulas (Alonso M J., 2004) e, para aplicações biomédicas, a fase polimérica 

é biodegradável (De Geest BG., et al., 2009). Durante a última década, vários bio 

polieletrólitos como polissacarídeos, polipeptídeos ou polinucleotídeos, que são 

bastante biodegradáveis em meios biológicos, têm sido utilizados para a fabricação 

dessas cápsulas (Picart C. et al.,2005). Entretanto, após alcançar a região alvo, as 

estruturas necessitam liberar as fármacos encapsuladas de maneira assistida e/ou 

controlada. Entre a variedade de processos de liberação de fármacos, aqueles com 

funcionalidades remotas por um estímulo externo tal como luz (Skirtach, AG.; et al., 

2004), ultrassom (Shchukin DG. et al., 2006) e campo magnético (Lu ZH.;  et al., 

2005) são muito mais interessantes para um controle mais minucioso após 

administração.  

2.1.4 Triptofano 

O triptofano, cuja estrutura molecular é apresentatada na figura 3, é um 

aminoácido essencial, não sintetizado pelo organismo, mas um importante precursor 

na síntese do neurotransmissor serotonina (Kapczinski et al.; 1998); Estudos 

recentes mostram que uma combinação entre variáveis genéticas associadas ao L- 

5 hidroxitriptofano auxiliam uma melhor compreensão sobre a neurobiologia da 

doença depressão, o que condiciona novos rumos a pesquisa (Neumeister A., 

2003). 

 Uma de suas principais características é que possui uma absorbância na 

região do visível (Petrovic et al., 2013; Tunna et al., 2013 ). O quantitativo ingerido 

na alimentação não consegue permear a membrana hematoencefálica; pois grande 
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parte é metabolizado e eliminado antes de ser absorvido (Comai et al., 2007), 

fazendo com que seja um sério candidato envolvido em sistemas de transporte e 

liberação controlada. Entretanto, um dos fatores principais que nos levaram a essa 

escolha foi a grande afinidade do triptofano com a quitosana, sua hidrossolubilidade 

e, de maneira muito importante, sua detectabilidade por uma técnica analítica 

simples – nesse caso, a espectroscopia de absorção molecular no ultravioleta-

visível. É preciso salientar que a concentração do triptofano deveria ser 

acompanhada, tanto na etapa de incorporação ao nanocompósito, como na fase dos 

testes de liberação. 

 

Figura 3. Estrutura química do L-5 hidroxitriptofano 
Fonte: Lin Y., Sun X., Yuan Q., Yan Y.; 2014 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral do trabalho foi o de elaborar nanocompósito magnético 

dopadas com 5-hidroxitriptofano e testar a habilidade desses nanocompósitos como 

sistema de liberação controlada do referido princípio ativo em condições 

diferenciadas de pH. 

 

Os objetivos específicos foram:  

 

1- Propor e otimizar processo para sintetizar, por meio de precipitação em meio 

homogêneo, nanocompósitos de quitosana com nanopartículas magnéticas 

de óxido de ferro ; 

 

2- Caracterizar, por meio de diversas técnicas, as propriedades morfológicas, 

estruturais, químicas e físico-químicas dos nanomateriais sintetizados; 

 

3- Otimizar a adsorção do 5-hidroxitriptofano pelos nanocompósitos sintetizados; 

 

4- Estudar o perfil de liberação do 5-hidroxitriptofano em condições 

diferenciadas de pH; 
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1. APRESENTAÇÃO 

O artigo a seguir, intitulado “One-step synthesis of magnetic chitosan for 

controlled release of tryptophan”, foi submetido para publicação no Journal of 

Magnetism and Magnetic Materials (JMMM), por ocasião da conferência 

internacional mais importante da área de carreadores magnéticos, 10th International 

Conference on the Scientific and Clinical Applications of Magnetic Carriers, ocorrida 

em Dresden, na Alemanha, no mês de junho de 2014, onde o referido trabalho foi 

apresentado. Cabe ressaltar que o periódico JMMM é um dos mais importantes na 

área de nanomateriais magnéticos aplicados à saúde, tem um fator de impacto igual 

a 1,83 e é classificado como A2 no QUALIS da Capes, na área interdisciplinar 

(avaliado em junho de 2014). 

O artigo resume os resultados obtidos no trabalho de dissertação de mestrado 

e mostra a síntese, por meio de precipitação em meio homogêneo, de 

nanocompósitos de partículas de quitosana de aproximadamente 100 nm, com 25 % 

em massa de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro embutidas 

(magnetita/maguemita). A eficiência de incorporação de 5-hidroxitriptofano foi de até 

80 % em um procedimento simplificado feito em uma única etapa, juntamente com a 

síntese dos nanomateriais. A caracterização da morfologia, estrutura e superfície foi 

feita por difração de raios X, microscopia eletrônica de transmissão de alta 

resolução, espectroscopia de infravermelho, análise termogravimétrica, medidas de 

magnetização e do potencial zeta. A incorporação e os estudos de liberação do 

fármaco foram feitos por espectroscopia de absorção no ultravioleta-visível. Estudos 

da cinética de liberação do 5-hidroxitriptofano em diferentes pHs mostraram que o 

sistema investigado tem a liberação sensível ao pH do meio e que esse processo de 

liberação do fármaco é guiado pelo entumescimento e decomposição do polímero.  
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One-step synthesis of magnetic chitosan for 

controlled release of tryptophan 

 

Jucély dos Santos Menegucci, Mac-Kedson Medeiros Salviano Santos, Diego 

Juscelino Santos Dias, Juliano Alexandre Chaker and Marcelo Henrique Sousa* 

 

Universidade de Brasília, Faculdade de Ceilândia, Centro Metropolitano Cj. A Lt. 1, Ceilândia – DF, 

CEP 72220-900, Brazil 

 

Abstract: 

In this work, ~100 nm sized nanoparticles of chitosan embedded with 25 % 

(w/w) of iron oxide magnetic nanoparticles (magnetite/maghemite) and with a loading 

efficiency of about 80% for 5-hydroxytryptophan were synthesized, using 

homogeneous precipitation by urea decomposition, in an efficient one-step 

procedure. Characterization of morphology, structure and surface were performed by 

XRD, TEM, FTIR, TGA, magnetization and zeta potential measurements, while drug 

loading and drug releasing were investigated using UV-vis spectroscopy. Kinetic drug 

release experiments under different pH conditions revealed a pH-sensitive controlled-

release system, ruled by polymer swelling and/or particle dissolution, and that drug 

release is more efficient in an acidic medium.  

 

Keywords: magnetic nanoparticles, chitosan, nanocomposite, controlled release, tryptophan 
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1. Introduction 

 

Design and tailoring of controlled release (CR) systems have been extensively 

studied, in order to enhance drug therapy and increase patient compliance. This has 

become possible because CR systems can control drug exposure over time, help 

drugs to pass through physiological barriers, protect drugs from premature 

elimination, drive drugs to the target site, minimize drug exposure and reduce 

frequency of administration [1]. For these purposes, various biodegradable polymers 

have been used in drug delivery research; they can effectively deliver the drug to a 

target site and thus increase the therapeutic benefit, while minimizing side effects [2]. 

One of these biopolymers which has attracted attention in the controlled release field 

is chitosan (CS), a natural polysaccharide that presents low toxicity, improved 

mucoadhesive features and antimicrobial properties. Moreover, it is low-allergenic 

and easily removable from the organism. From the chemical point of view, CS 

presents amine (NH2) and hydroxyl (OH) groups that are readily available for 

crosslinking with drugs or biological entities. Despite having these advantages, CS 

presents physical constraints that limit its adsorption features – weak mechanical 

properties, low stability in acidic media, low density and high swelling ratios [3] . 

Nevertheless, these restrictions can be minimized if the biopolymer is 

conjugated with another material which brings stimuli-responsive features to the 

composite. In this context, CS can be combined with magnetic materials which are 

highly useful in the development of novel stimuli-responsive materials for drug 

delivery  – the presence of magnetic materials gives advantages such as detectability 

by imaging techniques, controllability by an external magnetic field and thermal 

heating which has been used to produce tissue ablation or to control drug release [4]. 

Magnetic nanoparticles (MNPs) are also widely appreciated in biomedical 
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applications [5] because they present highly effective surface areas, facility to be 

conjugated with biomolecules and manipulability by an external magnetic field – they 

also present lower sedimentation rates and improved tissue diffusion. However, due 

to their chemical nature, MNPs – normally iron oxides – are non-biocompatible and 

need to be functionalized before biomedical applications. This can be achieved by 

encapsulating or dispersing them into a biocompatible polymeric matrix [6]. Thus, the 

combination of MNPs with CS would enhance both materials’ characteristics for new 

applications. In fact, there are several reports of chitosan conjugated with magnetic 

nanoparticles for different purposes which range from magnetic adsorbents in 

environmental applications [7] to controlled drug delivery/release [8] and magnetic 

hyperthermia in the biomedical field [9].  

Despite this potentiality, magnetic chitosan as a vehicle for drug release has 

not been widely explored yet. Moreover, simple and reproducible approaches to 

fabricate CR systems with magnetic-responsive properties that can provide efficient 

drug loading, controllable drug release, and imaging capability are highly desirable. 

To this end, in this work we propose a simple fabrication of a nanocomposite which 

consists of chitosan structures embedded with magnetic iron oxide nanoparticles as 

a magnetic-responsive system for the controllable release of drugs. The novelty of 

this work is that the synthesis route is environmentally friendly and comprises 

elaboration of the composite and drug loading in only one step. Here, tryptophan 

(Trp) – which also presents biological importance and pharmaceutical capacities [10] 

– was chosen for drug loading since it has a great affinity for chitosan; additionally, 

because it is easily monitored spectrophotometrically, Trp was used as a surrogate 

small, water-soluble drug. 

Thus, using a method of homogeneous precipitation by urea decomposition, 

efficient one-pot synthesis of a nanocomposite comprising sub-100-nm-sized 
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nanoparticles of CS embedded with up to about 25 % (w/w) of magnetic 

nanoparticles and with a loading efficiency of about 80% for 5-hydroxytryptophan 

could be achieved. Moreover, kinetic drug release experiments under different pH 

conditions revealed that this is a pH-sensitive controlled-release system and that 

drug release is more efficient in an acidic medium. 

 

2. Experimental section 

 

All the chemical reagents used in the work were of analytical grade and were 

used without further purification. 

A- Magnetic chitosan (mag@CS) 

In a typical procedure, for the synthesis of magnetic chitosan, 1.0 mL of 1 % 

(w/w) chitosan solution (high purity, Mv 60.000-120.000, from Sigma-Aldrich) – 

prepared in 1 % (w/w) acetic acid – and 40 mmol of urea were dissolved in 50 mL of 

water at room temperature. Then, 20 �mol of FeCl3·6H2O and 10 �mol of 

FeCl2·4H2O were mixed uniformly into the solution containing urea and chitosan, in a 

three-neck flask, and the temperature was brought to 100 ºC under moderate reflux 

while stirring, for 4 hours. The product was collected and washed several times with 

water, by magnetic decantation. 

B- Tryptophan loading 

Two methods were utilized for the incorporation of Trp into magnetic chitosan. 

In the first approach, 20 mg of lyophilized magnetic chitosan, obtained as described 

in the section before, was incubated into 50 mL of 5-hydroxitryptophan solution (0.5 

mg/mL) for 4 h. In the second method, 25 mg of 5-hydroxitryptophan was mixed with 

chitosan, urea and iron salts and submitted to a reflux as described in the section 

before. Solid was separated from supernatant, washed once with water and 
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lyophilized. 

C- Tryptophan release 

The release of tryptophan was investigated at constant temperature (25 ºC) 

using different pH conditions. In a typical procedure, 20 mg of magnetic chitosan 

loaded with tryptophan was introduced in 5 mL of water. Then, pH of the slurry was 

adjusted and aliquots of supernatant (magnetically separated) were investigated by 

UV-vis.    

D- Characterization 

The size and morphology of the as-prepared materials were examined by 

high-resolution transmission electron microscopy (HRTEM) using a JEOL 1100 

apparatus. X-ray diffraction study was performed on powder samples with a Rigaku – 

Miniflex 600 diffractometer using radiation of 1.541 Å (40 kV and 30 mA). The room-

temperature magnetization curves were obtained using an ADE vibrating sample 

magnetometer model EV7. Hysteresis loops were performed under applied magnetic 

fields varying from -18 to 18 kOe at 300 K. A dynamic light scattering analyzer 

(Malvern Instruments, Zetasizer nano ZS) was used to measure the electrophoretic 

mobility. FTIR spectra were recorded with crystalline KBr in the range of 3700 - 400 

cm-1 and resolution of 2 cm-1. Thermogravimetric analyses (TGA) were performed in 

air flow and with a heating rate of 10 °C/min up to 600 ºC, in a Shimadzu 

Thermogravimetric Analyzer model DTG-60. The concentration of loaded tryptophan 

was measured by determining its concentration in solution, by ultraviolet-visible 

spectrometry (UV-vis) after and before interaction with magnetic chitosan. 

 

 

3. Results and Discussion 
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In the synthesis of magnetic chitosan (mag@CS), as temperature reached 

about 100 ºC, decomposition of urea takes place and hydroxide concentration 

increases. In fact, this process generates OH- homogenously in the solution and, as 

the urea source is not totally consumed, pH maintains constant at alkaline region [11] 

as shown in Fig. 1 – the circles represent the pH variation during synthesis. This can 

be described by reactions (1) and (2). 

 

( )2 2 2 32
CO NH  H O  CO   2NH+ → +   (1) 

                  (2) 

 

After about 30 minutes, a brown gummous colloid started forming and, as time 

elapsed, this brown precipitate was converted to a black solid. Here, both chitosan 

and magnetic iron oxide were condensed to form a composite as illustrated in Fig. 1 

(the mag@CS structure). Before urea decomposition, the medium was acid and 

chitosan was solubilized, but precipitated/coacervated when it came in contact with 

the alkaline solution originated from reactions (1) and (2) [12]. On the other hand, the 

presence of Fe3+ and Fe2+ (aqua ions in acid medium) at a molar ratio of 2:1 and the 

increasing concentration of hydroxide led to the formation of magnetite (Fe3O4), 

according to the chemical reaction . 

 

3 2

3 4 2
2Fe   Fe  8OH   Fe O   4H O

+ + −+ + → ↓ +



33 

 

 

Fig. 1. Schema of synthesis of mag@CS nanocomposites. Circles are the variation of pH as a 

function of the time of reaction. Before 95 °C, iron complexes and chitosan coexists in solution. As 

temperature reaches 95 °C and time increases, chitosan polymerizes (blue thread ball) embedded 

with magnetic iron oxide nanoparticles (red spheres).  

 

XRD pattern of mag@CS sample in Fig. 2 revealed two phases: after indexing 

the main peaks using Bragg’s law and comparing them to the ASTM standards, 

spinel structure was found, indicating that magnetite and/or maghemite (marked by 

their indices) should be present in samples synthesized in this work – XRD patterns 

of magnetite and maghemite are very analogous. When compared with the ASTM 

lattice parameters for cubic magnetite and maghemite, respectively 0.8396 nm and 

0.8347 nm, the intermediary value of lattice parameter determined for our sample 

(0.836 nm) indicated that magnetite was partially oxidized to maghemite (γ-Fe2O3). 

This can be explained by the fact that preparations were carried out in air, an 
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oxidizing environment, so that magnetite was partially converted to maghemite [13]. 

The other phase identified from XRD pattern on Fig. 2 was the chitosan. In fact, the 

broad peak at 2� ~ 20º is typical of polymerized chitosan [14].  

 

Fig. 2. X-ray diffraction pattern of mag@CS composite. Main diffraction peaks of the iron oxide 

(magnetite and/or maghemite) are identified by their indexes and reflection of chitosan is identified by 

CS. At the top right corner, the FTIR spectra of bare magnetic nanoparticles (dashed blue) and 

mag@CS sample (red). Inset table lists the main FTIR transitions for pure chitosan. 

 

In spite of XRD identifying both the polymeric and inorganic magnetic phases, 

this technique is not able to prove that they are interacting to form a composite. FTIR 

was therefore utilized to study the synthesized materials. The insets of Fig. 2 shows 

the FTIR spectra corresponding to the mag@CS composite and to the bare magnetic 

nanoparticles – the polymer was eliminated after washing the composite with acetic 
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acid and water – and a table with the main infrared transitions observed in the FTIR 

spectra of pure chitosan. The IR bands around 580 cm-1, attributed to ferrite Fe-O 

absorptions, as well as the absorption at 3345 cm-1, which is related to OH streching 

from oxide surface, are present in both samples [15]. Moreover, since most of the 

vibrational modes that correspond to pure chitosan – the C-O-C stretching vibrations 

at 1070 cm-1; N-H bending at 1652 cm-1; C-H stretching at 2875 cm-1 and O-H and N-

H stretching at 3364 cm-1 – are shifted to lower wavenumbers and as composites 

were exhaustively washed after synthesis, FTIR results strongly indicate that 

chitosan is coordinated to the iron ions on the magnetic nanoparticles via nitrogen 

groups [16] as illustrated at the bottom right corner of Fig. 1. 

 

 

Fig. 3. HRTEM images of mag@CS composite. In (a) white dashed circles delimit some 

nanostructures in the agglomerate. Magnification showing magnetic nanoparticles embedded in the 

chitosan polymer (b) and lattice fringes of iron oxide (c). 
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Despite being highly aggregated on sample-holder grids, from HRTEM 

analysis it was possible to identify sub-100-nm nearly spherical polymeric structures 

of chitosan with inlaid magnetic iron oxide (magnetite/maghemite) nanoparticles in 

our samples (see Fig. 3). The higher magnification of the sample (insets (b) and (c)) 

revealed that magnetic structures were sub-10-nm sized and that the lattice fringes 

(~0.48 nm) observed agree well with the distance between the (111) lattice planes, 

common to both iron oxides. 

Dynamic light scattering measurements were employed to study the interface 

of nanocomposites with solution. In this way, samples were dispersed at different pH 

and the zeta potential was measured. Dependence of zeta potential on the pH, for 

sample mag@CS, is shown in Fig. 4 (hexagon dots). In acidic medium, 

nanocomposites are positively charged and, as pH increases, this charge decreases 

and becomes negative, after passing through zero, at pH ~ 8. This can be 

understood by taking into account the pH surface dependence characteristics of the 

chitosan polymer and those of magnetic nanoparticles. For bare MNPs, the 

dependence of surface charge on the pH is already well known and shows that for 

extreme pH values, surface charge reaches the maximum, while when close to 

neutral pH the surface charge is very small. As schematized in Fig. 4, the MNP 

surface (MNP�) behaves as a diprotic acid, leading to three kinds of surface sites 

where most of them are MNP�−OH2
+ in strong acidic medium, MNP�−O- in strong 

basic medium and MNP�−OH, the intermediate amphoteric sites, in the neutral 

region [17]. On the other hand, chitosan is a polysaccharide that presents a low 

electrical charge in neutral and basic pH conditions, but it is positively charged in 

more acidic medium [18]. This is due to the fact that free amine groups on the 

chitosan surface (CS�) follow the chemical equilibrium CS�−NH3
+ + H2O � CS�−NH2 

+ H3O
+. Thus, considering that the chitosan particle surface behaves like a 
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monoprotic acid, the molar fraction of CS�−NH3
+ will be equal  and 

the fraction of CS�−NH2 will be , where is the acid dissociation 

constant of chitosan (~ 5 × 10-7 [19]). Using this mean value of , both molar 

fractions were also plotted on the graph of Fig. 4 and are shown by red curves.  The 

speciation diagrams for MNPs – i.e. the molar fractions of MNP�−OH2
+, MNP�−OH 

and MNP�−O- – are also represented by the blue curves in the graph.  

Thus, it seems that surface features of nanocomposite mag@CS are ruled 

mainly by the amino-groups of chitosan but are also (less) governed by the surface of 

iron oxide nanoparticles exposed to the solution. In summary, the positive saturation 

of charge at lower pH is due to both polymer and MNP protonation. As neutrality is 

achieved, inorganic and organic phases tend to be discharged. In particular, the low 

negative charge observed in alkaline medium could be attributed to the MNP�−O- 

species, since chitosan presents no charges (CS�NH2) at these pHs, or could be due 

to the formation of the negatively charged species (CS�NH2OH-). 
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Fig. 4. Zeta potential variation as a function of the pH solution (hexagons) for mag@CS –  the black 

full line is a guide to the eyes. The variation of the molar fraction, as a function of pH, of CS�−NH2 and 

CS�−NH3
+ species for pure chitosan is represented by the red dashed and dotted lines, respectively.  

For magnetic nanoparticles, molar fractions of species MNP�−OH2
+, MNP�−OH and MNP�−O- are 

represented, respectively, by the blue dashed, dot-dashed and dotted lines.  

 

Moreover, taking into account the speciation diagrams shown in Fig. 4, and 

since synthesis occurs in weak alkaline medium, one infers that interaction of 

chitosan with MNP is mainly done by the species CS�NH2 and MNP�−OH, through 

complexation of iron ions on the MNP surface by amino-groups on chitosan, 

corroborating FTIR observations and, as expected, reflecting the high stability of the 

iron-amine complexes [20]. 

For estimation of the mass percentage of MNPs on the nanocomposite, 

thermogravimetric analysis was used. Thus, most of the loss of mass presented by 

the mag@CS sample in Fig. 5 is attributed to the thermal decomposition of chitosan, 

with a first region of loss of mass that occurs at lower temperatures, due to the 

release of water. For pure chitosan, the maximum weight loss was about 87.5%. The 

MNPs also presented a loss of mass which mostly originated from free and 

chemically bonded water. Here, this loss was evaluated at about 4.6 % and its TGA 

curve is presented in the inset of Fig. 5. Bare MNP were obtained after washing the 

mag@CS sample with acetic acid solution several times, by magnetic decantation. 

Thus, for estimating the mass percentage of magnetic material on the composite, the 

losses of mass from pure chitosan and from bare MNPs were subtracted from the 

loss of mass of mag@CS (41.7%), yielding a magnetic content of 24.6%.    
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Fig. 5. Thermograms of mag@CS (blue) and pure chitosan (red) samples. The inset shows the weight 

loss observed in pure iron oxide nanoparticles. 

 

Magnetization measurements were performed for evaluating the counterparts 

of polymeric coating and magnetic iron oxide nanoparticles on the magnetic 

properties of the synthesized nanocomposite, which presents macroscopic features 

of magnetism as shown in inset (a) of Fig. 6. The room temperature magnetization 

curve for the mag@CS sample shown in this figure reveals that the synthesized 

composite presents a saturation magnetization of about 11.5 emu/g and that the 

magnetic properties of the composite originated mainly from MNPs, since chitosan is 

a diamagnetic material, as presented in the magnetization curve of pure chitosan in 

inset (b). Moreover, MNPs displayed features of superparamagnetism such as 

negligible remanence and coercivity, observed in hysteresis loops – see inset (c), 

which shows the magnetization data at low field range.  

Furthermore, if one normalizes magnetization only by the mass of the 
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magnetic part, estimated from TGA analysis, saturation magnetization of the 

mag@CS sample is about 48 emu/g, typical of sub-10-nm sized 

magnetite/maghemite nanoparticles, as found by HRTEM measurements, with little 

difference from the bulk values – probably due to cationic redistribution [21] and 

surface and size-finite effects that affect the magnetization characteristics of 

nanosized grains [22,23].  

 

 

Fig. 6. Magnetization hysteresis loop at room temperature for sample mag@CS (blue circles). Picture 

of magnetic chitosan under action of a permanent magnet (a). Magnetization curve at room 

temperature of pure chitosan (b). Magnetization data of mag@CS at low field range (c) and 

normalized only by the iron oxide mass (d). 

 

For samples loaded with tryptophan, the quantity of amino acid incorporated in 
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the composite structure was estimated by UV-vis analysis, comparing the spectra of 

supernatant with a calibration curve, after (dashed lines) and before (full lines) 

loading, as shown in Fig. 07. From this analysis, the mass percentage of Trp 

incorporated on the composite when Trp was added during synthesis (81.5 %, w/w) 

was higher than Trp loaded after magnetic composite synthesis (18.5 %, w/w). This 

can be explained by the fact that, if it is added during synthesis, Trp is embedded into 

the matrix by crosslinking within the polymeric structure or adsorbed onto the surface 

by chemical/physical interactions. In the case of Trp incorporated after synthesis of 

mag@CS, surface adsorption is preponderant over embedding.  

 

 

Fig. 7. UV-vis spectra of supernatant before (full lines) and after (dashed lines) interaction of 

mag@CS with tryptophan during drug loading process. In (a) Trp was loaded after magnetic 

composite synthesis and in (b) Trp was added during synthesis. 
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In order to investigate the effect of pH on the kinetics of drug release, the 

sample with Trp incorporated during synthesis (i.e. with higher loading efficiency) was 

incubated in aqueous buffers at pH 3.5 and pH 8.5 at 25 ºC. The curves of 

cumulative release as a function of time (Fig. 8) show that less than 7 % and almost 

90 % of Trp was released after 4 h of incubation, respectively, at pH 8.5 and pH 3.5. 

In both cases, the release rate is more important during the initial minutes and tends 

to stabilize as time advances. Here, drug release is higher in acidic media since 

solubility of CS increases as pH decreases, improving the diffusion of Trp by erosion 

of polymer. At pH 8.5, chitosan is practically insoluble, so swelling seems to be the 

main mechanism of drug release.  

 

Fig. 8. Cumulative release of Trp as a function of time for mag@CS samples at different pHs. The 

inset is a log-log plot and full lines are the linear fit of data. 

 

Moreover, the Ritger and Peppas model [24] was applied to investigate the 

characteristics of drug release and confirms the previous qualitative observations. In 

this empirical model, the fraction of drug released (�) at a time t is proportional to ktn, 

where k is the release rate constant and n is the release exponent. The linear form of 

this equation (see the inset of Fig. 8) allowed, through its intercept and slope, the k 
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and n parameters that are listed in Table 1 to be determined for the different 

experimental conditions. On the one hand, the difference in release rate constants as 

a function of incubation condition indicates that our nanocomposite is a pH-sensitive 

release system, and this rate is higher in an acidic medium.  

 

  Table 1. Drug release kinetic data obtained from fitting experimental data to Ritger-Peppas 

equation  

pH 

maximal 

release 

(%) 

release rate 

constant 

(k) 

release 

exponent 

(n) 

R2 

3.5 89.0 1.2 0.77 0.991 

8.5 6.3 0.4 0.45 0.993 

 

 

On the other hand, according to the release exponents, at pH = 8.5 drug 

transport slightly deviate from the Fickian model (n = 0.5) of swelling-controlled 

release. At pH = 3.5, the medium surrounding the nanocomposite may dissolve the 

polymer such as the rate that controls the drug release can be increased (i.e. 

dissolution competes with swelling) and anomalous drug transport is observed. 

Indeed, different n values and deviation from Fickian diffusion model, that compare 

our results, were already observed for drug loaded chitosan and were related to the 

cross-linking degree [25] and drug loading concentration [26]. Moreover, the irregular 

shape and high polydispersity of samples can contribute to the variation of release 

characteristics [24].  
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4. Conclusions 

 

Using homogeneous precipitation with urea, nanoparticles of chitosan of about 

100 nm, embedded with magnetic nanoparticles of magnetite/maghemite of ~5 nm 

could be synthesized. One of the advantages of this procedure was that a selected 

drug (tryptophan) could be efficiently incorporated during the synthesis of the 

nanomaterial in a simple and one-step procedure. The release of tryptophan has 

been shown time and pH-dependent and seems to be modulated by diffusion arising 

from swelling and/or dissolution of polymer. Due to the chemical nature of the 

components of composite (chitosan and iron oxides) drug loading could be extended 

to a series of drugs different of tryptophan and, owing to its magnetization features, 

composite could be easily manipulated by an external magnetic field to be delivered 

and/or concentrated in a determined region, improving the efficiency of the release 

purposes. Moreover, decomposition/swelling of chitosan is temperature dependent 

so that thermal heating (magneto hyperthermia) could be utilized to better control 

drug release. In this way, the synthesis route presented here has great potential as 

high efficiency, cost effective and environment-friendly materials for the elaboration 

of stimuli-responsive materials for applications in the field of controlled drug-release 

systems. 
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1. Discussão Geral 

A proposta inicial do trabalho de mestrado era a de preparar um sistema de 

liberação controlada que envolvesse a quitosana, já conhecidamente eficiente nessa 

área de transporte de fármacos e nanomateriais magnéticos, também amplamente 

utilizados na veiculação de princípios ativos e com suas características de 

manipulabilidade por um campo magnético externo. Dentre todos os distintivos que 

um compósito desse tipo poderia oferecer, conforme já discutido nas outras 

sessões, o principal objetivo desse trabalho era o de se obter um nanomaterial cujas 

propriedades de liberação de fármacos pudessem ser moduladas por estímulos 

externos. Dessa maneira, a solubilidade e o potencial de entumescimento da 

quitosana poderiam responder prontamente às variações de pH do meio e, como 

parâmetro que induziria maior tecnologia ao compósito, a degradabilidade térmica 

da quitosana, associada ao fato de que as nanopartículas poderiam ser aquecidas 

remotamente pela aplicação de um campo magnético alternado externo, permitiriam 

um controle mais refinado dessa liberação. Além disso, as inegáveis contribuições 

da manipulabilidade e detectabilidade das nanopartículas magnéticas e da 

biocompatibilidade da quitosana, certamente, nos trariam um material de tecnologia 

de ponta. 

Na verdade, essa ideia da quitosana magnética já existia e suas aplicações 

iam desde seu uso para remoção magnética de contaminantes – a quitosana é um 

ótimo suporte adsorvente e as nanopartículas magnéticas ali inseridas permitem 

uma “filtração” magnética – e até na área médica. Entretanto, o papel da quitosana 

era, principalmente, o de funcionalizar as nanopartículas magnéticas, como um 

polímero biocompatível. A literatura sobre o uso de nanocompósito magnético em 

magneto-hipertermia e carreamento de fármacos é, portanto, bastante escasso e 

necessita ainda ser explorado. Dessa maneira, tendo em vista a relevância do tema 

e as expertises e a estrutura laboratorial do Grupo de Pesquisa em Materiais e 

Nanobiotecnologia (GPMNb), resolvemos explorar uma das vertentes dessa área. 

Foi verificado na literatura que existiam diversas maneiras de preparar essas 

nanocompósito magnético. Na maioria dos casos, nanopartículas magnéticas eram 

sintetizadas e, em um procedimento posterior, dispersas de maneira individual ou 

múltipla no polímero. Poucos trabalhos mostravam a síntese conjunta das duas 

fases e, nas escassas referências em que fármacos eram incorporados às 
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nanocompósito magnético, isso era feito em uma terceira etapa e com baixo 

rendimento. 

Foi nessa direção que buscamos uma nova metodologia mais simples, 

eficiente, e que pudesse ser feita em uma única etapa, por uma via mais econômica 

e menos agressiva ao meio ambiente. Além disso, buscamos um fármaco que 

pudesse servir de modelo para esse sistema de liberação. Nesse caso, o triptofano 

foi escolhido. Cabe ressaltar que o triptofano é um aminoácido essencial ao 

organismo e apresenta atividade farmacológica importante. Além disso, apresenta 

certas dificuldades para transpor algumas barreiras fisiológicas, fazendo com que 

seja um sério candidato envolvido em sistemas de transporte e liberação controlada. 

Entretanto, um dos fatores principais que nos levaram a essa escolha foi a grande 

afinidade do triptofano com a quitosana, sua hidrossolubilidade e, de maneira muito 

importante, sua detectabilidade por uma técnica analítica simples – nesse caso, a 

espectroscopia de absorção molecular no ultravioleta-visível. É preciso salientar que 

a concentração do triptofano deveria ser acompanhada, tanto na etapa de 

incorporação ao nanocompósito, como na fase dos testes de liberação.  

Assim, o artigo do capítulo anterior mostra os principais resultados obtidos 

nesse mestrado e passíveis de publicação. Entretanto, é preciso lembrar que para 

cada etapa desse trabalho uma investigação exaustiva foi feita e, para otimização 

das sínteses e caracterizações, várias repetições de testes e experimentos foram 

feitas. A seguir, é feita uma análise qualitativa, cronologicamente contextualizada, 

dos principais resultados encontrados. O artigo, entretanto, traz subsídios 

quantitativos e bibliográficos para esses resultados. 

Cronologicamente, começamos com a síntese dos nanocompósitos. Nesse 

sentido, os primeiros experimentos foram feitos com base nas propriedades de 

condensação, tanto das nanopartículas magnéticas quanto da quitosana, em se 

condensarem em meios alcalinos. De maneira simples, soluções de quitosana e de 

Fe2+ e Fe3+ foram misturadas em meio ácido e, em seguida, o pH foi elevado. Como 

previsto, formou-se um precipitado contendo quitosana e óxido de ferro (magnetita). 

Porém, análises microscópicas mostraram que as partículas do compósito formado 

eram micrométricas e que a dispersão em tamanho era muito alta. Além disso, esse 

método já tinha sido reportado em literatura e rendia resultados similares. A maior 

inovação desse trabalho está no método de síntese inédito para quitosana 
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magnética: foi utilizada a técnica de precipitação em meio homogêneo para 

obtenção dos nanocompósitos. Nesse caso, o agente precipitante (OH-) é gerado de 

maneira homogênea e controlada, por um fator externo (temperatura), a partir de 

uma fonte de matéria prima (ureia). Após estudo do comportamento do pH em 

função da temperatura e tempo, foram estabelecidas condições ótimas da relação 

da concentração de ureia e de quitosana/metais. Esse tipo de síntese permite 

comandar a supersaturação relativa do meio e, assim, maior controle das etapas de 

formação de um precipitado, que são nucleação e crescimento cristalino. Como 

resultado, nanopartículas de quitosana de aproximadamente 100 nm foram obtidas. 

Na razão de reagentes utilizada, incrustradas no polímero, de maneira homogênea, 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (de cerca de 5 nm) foram formadas, em 

uma concentração de aproximadamente 25 % em massa. Essa composição era 

facilmente separada da solução com ajuda de um ímã e, visivelmente, se podia 

notar a fase volumosa da quitosana no compósito.  

Com o sucesso da síntese, o material foi então caracterizado por diversas 

técnicas. A difração de raios X mostrou a coexistência das duas fases, quitosana e 

óxido de ferro. A espectroscopia de absorção molecular no infravermelho provou a 

interação entre a fase polimérica e a inorgânica, principalmente via complexação dos 

grupos amina da quitosana aos íons metálicos da superfície das nanopartículas 

magnéticas. A microscopia eletrônica de transmissão elucidou a morfologia 

(aproximadamente esférica) das nanopartículas do compósito, assim como sua 

dimensão (~100 nm) e provou o modelo de nanopartículas magnéticas distribuídas 

homeogeneamente no interior da fase polimérica. Também comprovou a estrutura 

cristalina, morfologia e dimensão das mesmas.  

A análise de espalhamento de luz e potencial zeta permitiram caracterizar o 

comportamento da superfície do compósito em solução. Foi possível concluir que as 

cargas e o comportamento coloidal do material sintetizado eram regidos não só 

pelas propriedades de superfície das nanopartículas magnéticas, mas, 

principalmente, pelas da quitosana. Em meio neutro e levemente ácido, a 

protonação de ambas as fases faz com que as nanopartículas sejam positivamente 

carregadas, ao passo que, em meios levemente alcalinos, a carga de superfície é 

originada dos grupamentos (-NH3
+) da quitosana. Em meios mais básicos as 

espécies desprotonadas são majoritárias e a estabilidade coloidal diminui. 
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Por análise termogravimétrica, pôde-se estimar a razão entre a massa de 

óxido magnético e nanocompósito, de cerca de 25 % em massa e, de acordo com as 

medidas de magnetização, um comportamento superparamagnético foi observado 

para o nanocompósito. Ao se descontar a massa da quitosana, diamagnética, a 

magnetização das nanopartículas foram similares a de materiais de mesma 

dimensão e composição, em que efeitos de tamanho e superfície governam as 

características magnéticas. Como análise prática, foi observado a rápida resposta do 

compósito frente a um magneto, o que propiciou sua manipulação externa com 

ajuda de um ímã. Essas características também evidenciam a factibilidade do seu 

uso em magneto-hipertermia. 

Para análise da eficiência de incorporação do triptofano ao nanocompósito, 

duas metodologias foram testadas: uma convencional, onde a quitosana magnéticas 

era mergulhada em uma solução contendo o aminoácido e outra, em que o 

triptofano era adicionado juntamente com os metais e quitosana, na síntese do 

nanocompósito. As concentrações do triptofano foram medidas por espectroscopia 

de absorção molecular no ultravioleta-visível antes e depois da interação do mesmo 

com o sólido. Os resultados mostraram que quando o triptofano era incorporado 

durante a síntese dos nanomateriais, sua incorporação era quase cinco vezes maior 

que quando era adsorvido ao nanocompósito já sintetizado. Isso nos levou a utilizar 

o segundo procedimento proposto, de maior rendimento, para estudos da liberação 

controlada do triptofano.  

Como não haveria tempo hábil para estudar a liberação do fármaco utilizando 

a magneto-hipertermia como parâmetro de estimulação externa, experimentos do 

perfil de liberação foram feitos em função do pH do meio. Nesse caso, quantidades 

conhecidas de nanocomósito com o aminoácido incorporado foram incubadas a 

temperatura constante (25 ºC) em dois diferentes pHs, 3,5 e 8,5. A concentração 

cumulativa de triptofano, medida durante o tempo, mostrou que há uma rápida 

liberação do mesmo nos minutos iniciais e que tende a estabilizar em algumas 

horas. Isso é mais notório em pH básico, mas mais proeminente em pH ácido. Para 

compreensão da cinética de liberação, um modelo matemático comumente 

empregado para essas situações foi empregado. Nesse modelo, a fração de 

fármaco liberado é proporcional a ktn, em que k é a taxa de liberação e n e um fator 

empírico, expoente do tempo t. O ajuste das curvas para os diferentes pHs 
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mostraram que a taxa de liberação é maior em meio ácido e que, de acordo com os 

valores de n, a liberação do triptofano não deve ser controlada unicamente pelo 

entumescimento da quitosana, mas pela adsorção/dessorção de superfície e, em 

meio ácido, principalmente pela dissolução da estrutura do compósito. De toda 

forma, foi comprovado que o sistema elaborado é pH-sensível e, com um ajuste 

mais refinado de pH seria possível controlar melhor a taxa de liberação do triptofano 

em função do tempo. 

Mesmo que não tenha feito parte do foco principal, um trabalho secundário foi 

desenvolvido nessa etapa de mestrado. Dessa maneira, pôde-se participar da 

equipe que desenvolveu nanomaterial para remoção magnética de contaminantes 

em amostras de água contaminada. Essa oportunidade foi muito importante, uma 

vez que permitiu a familiarização com as técnicas de síntese e caracterização que 

seriam usadas no trabalho principal do mestrado. 

Trata-se da preparação de nanopartículas de maguemita, funcionalizadas 

com glicina, utilizando um procedimento de baixo custo e ambientalmente correto, 

como uma via alternativa para as rotas típicas para a elaboração de nanomateriais 

magnéticos funcionalizados com polímeros aminados, para remoção magnética de 

cobre em água contaminada. De maneira resumida – o anexo D traz o referido artigo 

com os detalhes experimentais e discussão científica –nanopartículas magnéticas 

(maguemita) de ~12 nm foram sintetizadas por coprecipitação em meio alcalino. Foi 

observado que a glicina era melhor adsorvida em pH ~ 6 e que a saturação da 

adsorção de moléculas na superfície do óxido ocorreu na forma de monocamada, 

em uma razão de 10 % em massa de glicina/nanopartículas magnética. 

Especificamente, os grupos carboxilato da glicina coordenam fortemente os íons 

férricos da superfície da nanopartículas, enquanto os grupos amina ficam voltados 

para a solução formando um recobrimento reforçado. Foi observado que as 

nanopartículas modificadas apresentavam forte afinidade pelos íons Cu2+, devido à 

interação eletrostática e complexação dos grupos amina com esse metal. A cinética 

de adsorção se mostrou dependente do pH do meio, seguindo um mecanismo de 

pseudo-segunda ordem. O equilíbrio de adsorção para o cobre seguiu uma isoterma 

de Langmuir com alta capacidade de adsorção.  

Mais especificamente, os resultados sugerem que essas nanopartículas 

modificadas são altamente efetivas e de baixo custo, como nanosorbentes, para 
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remoção de cobre – podendo esse procedimento ser estendido a outros metais com 

afinidade aos grupos amina – em amostras de água, em comparação aos métodos 

industriais de purificação existentes. Além disso, esses nanosorbentes magnéticos 

podem ser facilmente separados da solução com a ajuda de um campo magnético 

externo e depois reutilizado, após reciclagem – remoção dos íons adsorvidos. 
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2. Conclusões e perspectivas 

Por meio da precipitação homogênea com ureia, nanopartículas de quitosana 

com cerca de 100 nm, incrustradas de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

(magnetita/maguemita) de ~5 nm foram sintetizadas. Uma das vantagens do 

procedimento para a síntese da quitosana magnética aqui apresentado reside no 

fato de que um fármaco selecionado (triptofano) pôde ser incorporado de maneira 

eficiente durante o procedimento de síntese do nanocompósito, gerando um 

procedimento de uma única etapa. A liberação do triptofano se mostrou dependente 

do tempo e influenciada pelo pH do meio sendo, nesse caso, modulada pela difusão 

do fármaco originada pelo entumescimento e/ou dissolução do polímero, além da 

dessorção superficial.  

Devido à natureza química da quitosana e dos óxidos magnéticos, a 

incorporação poderia ser estendida a outros fármacos diferentes do triptofano e, de 

acordo com as características magnéticas, esse compósito poderia ser facilmente 

manipulado por um campo magnético externo para ser conduzido e/ou concentrado 

em determinada região alvo, aumentando a eficiência do sistema de liberação 

controlada. Além disso, sendo a decomposição e o entumescimento do polímero 

dependentes da temperatura, o aquecimento via aplicação de um campo alternado 

(magneto-hipertermia) poderia ser utilizado para modular a liberação do fármaco.   

Nesse sentido, a rota de síntese apresentada nesse trabalho tem grande 

potencial como alta eficiência, baixo custo e a utilização de reagentes menos 

agressivos ao meio ambiente para a síntese materiais estímulo-responsíveis para 

aplicações no campo de sistemas de liberação controlada e sustentável de 

fármacos.   
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