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RESUMO

Nesse trabalho, gliconanoparticulas magnéticas, a base de ferrita mista de
cobalto e manganés e funcionalizadas com acido glicérico e acido glucénico,
foram sintetizadas, visando aplicagdes nanobiotecnoldgicas. As nanoparticulas
de 6xido magnético foram sintetizadas por coprecipitagdo alcalina e, apds
tratamento de superficie, foram peptizadas em meio acido. Entdo, condicdes
6timas de concentracdo e pH foram estabelecidas para uma maxima
funcionalizagdo dos nanograos. Apds o recobrimento, as nanoparticulas foram
redispersas em solugédo aquosa ou glicerol. A estrutura espinélio foi confirmada
por experimentos de DRX e dosagens quimicas levaram a férmula quimica
Mno 5CoosFe204 para o material sintetizado. Por MET, nanoparticulas com
morfologia do tipo esférica e com diametro médio de ~17 nm (e 0,35 de
polidispersao) foram encontradas. Esses resultados foram cruzados com os do
refinamento de Rietveld dos dados de DRX, confirmando tamanho e estrutura.
O sucesso da funcionalizagao foi verificado por FTIR e medidas de potencial
zeta, que mostraram a modificacdo da superficie, apés a complexacdo da
superficie pelos ligantes. No modelo proposto, os grupos carboxila dos acidos
gluconico e glicérico se ligam aos sitios superficiais, enquanto as terminagdes
hidroxila ficam livres para interagir com o solvente. Isso ficou mais bem
evidenciado por testes qualitativos de estabilidade coloidal das nanoparticulas
em diferentes solventes, incluindo glicerol. Medidas de magnetizagéo
mostraram um comportamento ferromagnético para as nanoparticulas e
caracteristicas superparamagnéticas para os fluidos magnéticos preparados.
Além disso, um método eficiente, com base em medidas de densidade, foi

proposto para se determinar a concentragao dos sois.

Palavras-chave: gliconanoparticulas, nanoparticulas magnéticas,
funcionalizagdo, 4&cido glicérico, &acido  glucénico,
nanobiotecnologia
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ABSTRACT

In this work, magnetic glyconanoparticles, based on cobalt and
manganese mixed ferrites, functionalized with glyceric and gluconic acid, were
synthesized in view of nanobiotechnological applications. The magnetic oxide
nanoparticles were synthesized using alkaline coprecipitation route and, after a
surface treatment, were peptized in acidic medium. Thus, optimal conditions of
ligand concentration and pH were set up to a maximal nanograin
functionalization. After capping, nanoparticles were redispersed into aqueous
solution or glycerol. Spinel structure was confirmed for nanoparticles by XRD
experiments and chemical dosages led to chemical formula MngsCogsFe204.
By TEM, spherical-like morphology and ~17 nm sized (0.35 of polydispersity
index) nanostructures were found. These results were well fitted by Rietveld
refinement of XRD data, confirming size and structure. The success of
functionalization was verified by FTIR and zeta potential which showed the
nanoparticle surface modification after ligand complexation. In the proposed
model, carboxyl groups of glyceric and gluconic acids were attached to the
superficial sites while hydroxyl terminations were free to interact with solvent.
This was clearly evidenced by quantitative tests of colloidal stability of
nanoparticles in different solvents, including glycerol. Magnetization
measurements showed a ferromagnetic behavior of nanoparticles and
superparamagnetic features of prepared magnetic fluids. Moreover, an effective
method, based on density measurements, was proposed to determine sol

concentrations.

Keywords: glyconanoparticles, magnetic nanoparticles, functionalization,
glyceric acid, gluconic acid, nanobiotechnology
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Introducdo



1 Introducao

A nanotecnologia tem permitido aos cientistas direcionarem suas pesquisas
em uma regido dimensional entre o nivel molecular e submicroscépico. De fato,
vistos como moléculas, os nanomateriais ddo acesso a respostas quanticas até
entdo ndo acessiveis e, vistos como particulas, estes materiais apresentam
caracteristicas ndo observadas em estruturas maiores (mesmo que 100 nm). E
nesse dominio de dimensdo que muitos avancos recentes tém sido feitos em
diversos campos da ciéncia e em setores tecnoldgicos que vao desde a engenharia,
até a biotecnologia [1]. Dentre os varios tipos de nanoparticulas (NP), as
nanoparticulas magnéticas (NPM) tém recebido especial atenc¢do, nao apenas pelas
suas caracteristicas fundamentais [2], mas por suas potenciais aplicacdes
biotecnolégicas em imagens por ressonancia magnética nuclear [3], bioadsor¢ao
magnética de poluentes [4], técnicas magnetotérmicas de tratamento de cancer [5],
separacdo e/ou purificacdo de DNA e proteinas [6], carreamento e liberacdo
controlada de farmacos [7]. A versatilidade de tais materiais como ferramenta na
medicina surge, uma vez que as NPs possuem dimensdes menores ou comparaveis
a de uma célula, um virus, uma proteina ou mesmo de um gene, as mesmas podem,
facilmente, interagir com uma entidade bioloégica de interesse, além de permear
pelos compartimentos diferenciados do organismo; as NPMs podem ser
recobertas, ou seja, funcionalizadas por moléculas bioativas, por exemplo,
moléculas organicas, polimeros, anticorpos, etc, isto é, materiais facilmente
reconhecidos por células, tecidos e 6rgaos do corpo humano, otimizando sua
interacdo com o organismo, ou mesmo tornando-as pontualmente especificas a

uma determinada regido ou alvo; uma vez que sdo magnéticas, as NPs podem ser



facilmente manipuladas por um gradiente de campo magnético externo. Essa “acdo
a distancia”, combinada com a intrinseca penetrabilidade dos campos magnéticos
em tecidos humanos, oferece muitas aplicagbes envolvendo o transporte,
manipulacdo e imobilizagdo dessas entidades biolégicas magneticamente
caracterizadas.

Nessa direcdo, para otimizar as aplicacdes existentes e abrir outras novas, é
necessario aprimorar as técnicas de elaboracao e compreender/dominar melhor
as propriedades dessas NPMs. O controle preciso das condi¢des de sintese e da
funcionalizacdo de superficie é crucial, jA que essas etapas governam as
propriedades fisicas e fisico-quimicas, estabilidade coloidal e o
comportamento/destino biolégico das NPs. Para aplicagcdes farmacéuticas e fins
biomédicos, as estruturas devem apresentar tamanhos diminutos e polidispersao
estreita, juntamente com altos valores de magnetizacdo e susceptibilidade para
uma melhor resposta magnética. Particularmente, um recobrimento adequado de
superficie é necessario a fim de se assegurar tolerancia e bicompatibilidade, assim
como especificidade e protecdo, as NPMs. Usualmente, solubilidade em meios
aquosos e isotdnicos também é exigida para aplicacdes biolégicas. Nesses casos, as
nanoparticulas, quase sempre, estdo dispersas em um liquido, para formar um
fluido magnético (FM), ferrofluido, ou liquido magnético.

Os materiais que fazem esses recobrimentos de superficie devem ser
biocompativeis e biodegradaveis, proporcionar estabilidade coloidal e, idealmente,
permitir o reconhecimento e conexao com biomoléculas [8]. Nos polimeros, e nas
moléculas mais curtas, que sdo usualmente empregados para esse recobrimento,
funcdes organicas como aminas, carboxilas, tiois e hidroxilas sao particularmente

desejaveis. Na maioria desses FMs, a repulsdo necessaria para peptizacao das



nanoparticulas é originada, eletrostaticamente, a partir das cargas elétricas
presentes na superficie dos nanomateriais, por repulsdo estérica, devido a
presenca de surfactantes ou, ainda, uma mistura delas, pela adsor¢ao de moléculas
polifuncionais. Entretanto, conforme discutido adiante, esses modelos apresentam
limitacdes de uso relacionadas a pH, for¢a ionica e tipo de solvente, que podem
servir de entraves para algumas aplica¢des.

E nessa direcio que esse trabalho visa a elaboracdo de nanoparticulas
magnéticas de ferrita mista de cobalto e manganés, com didmetro médio
aproximado de 15 nm e sua funcionalizacdo com moléculas de acido glicérico e
acido glucénico. Particularmente, as cadeias contendo grupamentos hidroxila
£0H) mimetizam varios solventes como alcoois e poliois, além de meios biol6gicos,
em que a peptizacdo de nanoparticulas ndo é facilmente contemplada pelos
modelos tradicionais. Para fins de estudo, a composicdo quimica, a estrutura
cristalina, as propriedades magnéticas, a morfologia e tamanho das nanoparticulas
foram investigadas. A eficiéncia de funcionalizacdo e de dispersdo dessas NPs
funcionalizadas em diferentes solventes também foi avaliada e, um modelo, a
partir de medidas de densidade dos fluidos, foi proposto para determinacdo da
concentracdao dos coloides obtidos. Esses materiais sdo candidatos promissores

para interagirem com o meio bioldgico, devido a grande afinidade dos ligantes de

superficie escolhidos, com esse meio.



1.1 Os Fluidos Magnéticos

A concepgao de um fluido magnético estd focada em um material — ndo existente
na natureza — que apresente a fluidez dos liquidos ordinarios e que, a0 mesmo tempo,
possua propriedades magnéticas, somente caracteristicas de alguns solidos. O mercurio
e o galio, metais liquidos em temperaturas moderadas, sdao diamagnéticos. Metais
ferromagnéticos, como o ferro e o niquel, sdo liquidos apenas em altas temperaturas,
nas quais, entretanto, se tornam paramagnéticos. Nesse sentido, a obtengdo de fluidos
magnéticos se voltou a juncdo de particulas solidas magnéticas (metais, ligas,
compositos, 0xidos, etc.) e fluidos (diversos solventes, 6leos, graxas, etc.), de maneira a
formar um sistema coloidal, cuja resposta fosse homogénea face a aplicagdo de um
campo magnético externo, mesmo que de menor intensidade.

Foi nessa direcao que, nos anos 1930, nas primeiras tentativas de se obter um
fluido magnético, particulas de magnetita, reduzidas mecanicamente a dimensoes
micrométricas, foram dispersas em solventes organicos. Porém, devido a dimensdo das
particulas, ndo houve estabilidade do sistema coloidal [9,10]. Somente a partir dos anos
1960, fluidos magnéticos, relativamente mais estaveis, foram preparados, a partir da
trituracdo de blocos magnetita (em particulas de cerca de 10 nm), na presenca de
surfactantes e solventes organicos ou agua [11,12]. Nos anos 1970, fluidos magnéticos
estaveis foram obtidos a partir da dispersdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro obtidas quimicamente, em solventes variados, com auxilio de surfactantes [13], ou
em agua, eletrostaticamente [14].

Essas primeiras metodologias, que garantiram sucesso quanto a estabilidade
coloidal, se baseavam no fato de que, pelas leis da hidrodindmica, nanoparticulas

nanométricas poderiam permanecer indefinidamente em suspensao num liquido, mesmo



que a diferenga de densidade entre essas fases fosse grande — as colisdes continuas das
moléculas do solvente, animadas pelo movimento browniano, com as particulas
magnéticas, forneceriam a energia cinética necessaria para garantir a estabilidade da
suspensao. Entretanto, isso ¢ valido somente para sistemas diluidos — a presenca de um
grande numero de particulas aumenta a probabilidade de choques interparticulas,
induzindo a aglomeracdo das mesmas e a coagulacao do coloide. No caso especifico de
um fluido magnético, o adequado balango de energias ¢ o que podera promover a
estabilidade coloidal do sistema. As nanoparticulas magnéticas devem apresentar
dimensdes manométricas (< 20 nm), buscando equilibrio entre o termo entropico e a
forga gravitacional. Por outro lado, com o intuito de garantir distancia minima
interparticular, for¢as de carater repulsivo devem ser introduzidas, a fim de se
estabelecer equilibrio com as forcas atrativas de curto alcance, como a de Van der
Waals e, pelo fato de as particulas serem magnéticas, com a interagao dipolar
magnética [15].

A partir de entdo, as metodologias empregadas para preparacao de fluidos
magnéticos t€m se baseado nesses modelos e envolvem, nas mais variadas aplicagdes,
pelo menos trés etapas: sintese, modificacio de superficie e peptizacdo das
nanoparticulas magnéticas em um solvente.

Apesar de apresentarem altos valores de magnetizagdo e propriedades
magnéticas singulares, nanoparticulas magnéticas metadlicas quase nunca sao
empregadas na elaboracdo de fluidos magnéticos, visto que oxidam facilmente e, para
aplicagdes biomédicas, apresentam toxicidade elevada. Por outro lado, as nanoparticulas
mais utilizadas s3o, sem duavida, as ferritas magnéticas, especialmente magnetita

(Fe;04) e maguemita (y-Fe,O3), por sua facilidade de sintese e grande aplicabilidade na

area biomédica, devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Sao variados os



métodos de sintese desses nanomateriais — os processos fisicos, como deposicdo em fase
gasosa e litografia por feixe de elétrons, sdo bastante limitados pela sua inabilidade para
controlar o tamanho das particulas magnéticas em nanoescala [16] e, por isso, pouco
utilizados. J& os processos quimicos permitem maior controle da morfologia, do
tamanho e das propriedades fisicas e fisico-quimicas dos nanomateriais. Por isso, sdo
mais empregados e exemplos sdo sinteses por coprecipitagdo [17], decomposicao
térmica [18], reacdo hidrotérmica, [19] processos sol-gel [20], nanoreatores [21],
oxidagdo [22], injecdo de fluxo [23], processos eletroquimicos [24], aerossol [25],
decomposi¢cdo sonoquimica [26] e fluidos supercriticos [27]. Dentre esses métodos,
especial atengdo tem sido dada as sinteses por coprecipitacdo em meio aquoso, ja que
sao procedimentos simples, menos dispendiosos e tém alto rendimento. Além disso, nao
envolvem reagentes organicos ou solventes mais toxicos, o que aumenta o potencial das
nanoparticulas para aplicagdes na area biomédica. Entretanto, se comparada a
decomposi¢do térmica, a coprecipitagdo gera nanomateriais com polidispersao, sendo
mais dificil, inclusive, o controle do tamanho das nanoparticulas. De maneira
alternativa, grande parte das pesquisas nessa area tem sido direcionada a utilizacao de
oxidos de ferro dopados com metais de transi¢dao, mais especificamente as ferritas do
tipo MFe;04, em que M geralmente é Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, etc. A sintese desses
nanomateriais emprega as mesmas rotas descritas anteriormente e essas
nanoparticulas apresentam propriedades, principalmente magnéticas, distintas da
magnetita e da maguemita e que sdo bastante apreciadas nos diferentes ramos de
aplicacado.

Conforme anteriormente destacado, para que as nanoparticulas sejam dispersas
(peptizadas), na forma de uma suspensdo coloidal estavel (sol), for¢as de carater

repulsivo devem ser introduzidas na superficie das mesmas. O tipo de meio carreador



4

escolhido ¢ consequéncia direta do método de estabilizagdo escolhido para dispersar
essas nanoparticulas. A figura 1 ilustra as principais estratégias empregadas para tal: a
quimiosor¢do de agentes tensoativos na superficie das particulas magnéticas gera um
impedimento estérico (fisico) entre as mesmas, contrapondo-se a floculagdo devido as
forgas atrativas. Este metodologia ¢ especialmente indicada para a peptizagdo em
solventes moleculares do tipo apolar (solventes organicos apolares). Neste caso, ¢
realizada uma surfactagdo simples, em que um agente tensoativo fixa sua “extremidade
polar” a superficie da particula, deixando sua “cauda” apolar voltada para a solugao. No
caso de solventes polares e agua, este método ¢ menos indicado, ja que exige uma dupla
surfactacdo, em que um segundo tensoativo interage com o primeiro, pelas
extremidades hidrofobicas, deixando sua extremidade polar voltada para o meio
solvente.

A protonacao/desprotonagao da superficie de nanoparticulas de 6xidos, por meio
de equilibrios do tipo acido-base, cria uma densidade superficial de carga positiva ou
negativa (dependendo do pH) e, assim, uma dupla camada elétrica. Isto d4 origem a
repulsdo eletrostatica que se contrapde as forcas atrativas de Van der Waals e de dipolo
magnético. Este modelo ¢ aplicado, com vantagem, ao meio aquoso, no qual esses
equilibrios i6nicos sdo passiveis de acontecer. Os FM assim preparados sao chamados
de i6nicos ou com dupla camada elétrica e sao bastante empregados, uma vez que, nessa
forma, as NPs podem ser modificadas posteriormente para dispersao por outros modelos
ou para aplicagdes especificas. A quimiosor¢do de moléculas polifuncionais gera
impedimento, a0 mesmo tempo estérico e eletrostatico. Diferentemente do modelo de
surfactacdo, que exige moléculas de cadeias longas, moléculas de cadeias menores
podem ser utilizadas, desde que apresentem grupos capazes de se ligar a superficie das

NPs e, na cadeia organica, outros grupamentos héabeis para se ionizar e gerar cargas



elétricas. Normalmente, sdo utilizadas moléculas organicas contendo &cidos
carboxilicos, aminas e tiois que desempenham bem esse papel. Esse modelo tem grande
afinidade com os meios aquosos, inclusive isotonicos, o que aumenta sua aplicabilidade
na area biomédica. Além disso, esses polieletrélitos podem agir como cross-linkers para

0 acoplamento de espécies mais complexas, como peptideos, proteinas e anticorpos.
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Figura 1 — Esquematizacdo dos modelos de estabiliza¢do coloidal: em dgua, as NPs podem ser dispersas
pela adsorcdo de cargas elétricas, por ionizagdo de sitios superficiais (cargas positivas em amarelo) ou
pela adsor¢do e ionizacdo de moléculas polifuncionais (estruturas azuis carregadas negativamente).
Podem ser peptizadas em solventes apolares, por simples surfactagdo — e em solventes polares, por dupla
surfactagdo — com tensoativos (estruturas em vermelho e lilas).



Além de promover estabilizacdo coloidal, a modificagao da superficie fornece
protecao quimica/fisica para NPs e permite sua aplicabilidade nas mais diferentes areas,
como ¢ o caso de aplicagdes em biomedicina. Nessa direcdo, a modificacdo de
superficie também proporciona funcionalizagdo para posterior conjugacdo com
moléculas bioativas ou ligantes especificos e para obtencao de materiais multifuncionais
[28]. Além das metodologias ilustradas na figura 1, outros modelos mais complexos,
mas que envolvem aqueles apresentados anteriormente, podem ser adotados para
funcionalizagdo/estabiliza¢ao das NPs, conforme ilustrado na figura 2.

As NP podem ser encapsuladas, por polimeros organicos, compostos
inorganicos, metais ou ligas metalicas, individualmente em um modelo core-shell, ou
em um sistema de nanoesfera polinucleada, conforme ilustrado nas figuras 2 (a) e (b),
respectivamente. Além disso, as NPs podem estar dispersas em fluidos confinados em
capsulas poliméricas, sistemas micelares, vesiculares ou lipossomicos, conforme

mostrado em (c).

Polimero, .
Polimfer?, /InorgﬁniCO Fluido
Inorganico NPM Lipideo,

Polimero

NPM

a) b) c)

Figura 2 — Modelos de funcionaliza¢do de nanoparticulas magnéticas (NPM): a) ntcleo-casca (core-
shell), b) sistema macico polinucleado e c¢) encapsulamento
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1.2 Algumas propriedades magnéticas dos FM

Para compreender as propriedades magnéticas dos FMs, ¢ necessario,
inicialmente, conhecer as caracteristicas das NPMs, ja& que sdo a contrapartida
magnética desses materiais. Por sua vez, essas caracteristicas sdo resultado da
composi¢ao, morfologia, dimensao e estrutura cristalografica desses nanomateriais.

As ferritas MFe,04, em que M = Mn”", Fe*", Co®", Ni*', Cu*", Zn*", apresentam
arranjo cristalino do tipo espinélio [29], cuja cela unitaria ¢ formada por um
empacotamento cubico compacto de face centrada de 32 anions O® que geram 64
intersticios tetraédricos e 32 octaédricos parcialmente ocupados pelos cations metalicos
M*" e Fe’™ (1/8 dos sitios tetraédricos e 1/2 dos octaédricos). A figura 3 mostra,
esquematicamente, a cela unitaria da estrutura espinélio, na qual as esferas verdes
representam os atomos de oxigénio, as vermelhas simbolizam os 4&tomos nos intersticios
tetraédricos e as amarelas, os atomos que ocupam os sitios octaédricos, destacados a
direita, na figura.

Quando existem somente atomos do metal divalente (M) nos sitios tetraédricos e
Fe’* nos sitios octaédricos, a estrutura ¢ classificada como espinélio normal. No caso do
Fe®" ocupar os sitios tetraédricos e metade dos octaédricos, e o metal divalente a outra
metade dos octaédricos, o espinélio ¢ classificado como inverso. Isso pode ser mais bem

visualizado, ao se utilizar a formula cristalografica [(M,_,Fe,),(MFe,_,);]0O,, em que

A representa os sitios tetraédricos e B os octaédricos. Nessa equagao, quando 6, que € o
parametro de ocupagdo dos ions metalicos, ¢ igual a zero, o espinélio ¢ normal e quando
esse valor € unitario, o espinélio ¢ inverso. Entretanto, principalmente na escala nano,
quase sempre 0 < 8 < 1, e o espinélio ¢ classificado como misto. Além disso, mais de

um metal pode compor a ferrita para formar um composto do tipo M11.xM?:Fe204, em
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que M! e M2 sio diferentes metais (Mn”", Fe*", Co*", Ni*", Cu*", Zn>"). Por exemplo,
sabe-se que a ferrita de cobalto (CoFe204) é um material magnético “duro”, que
tem sido estudado em detalhes devido a sua alta coercividade e moderada
saturacdo de magnetizacao, assim como estabilidade quimica e dureza mecanica
[30]. Entretanto, os altos valores de magnetorestricdo e acoplamento
magnetomecanico sdo limitagdes que limitam a aplicagdo desses materiais em
diversos campos, como o da biomedicina [31]. Porém, a substituicdo por outros
elementos, como o manganés (Mn;.,CoxFez04), tem sido proposta para manipular
essas restricoes, permitindo maior controle das propriedades magnéticas e
magneto-dpticas desses nanomateriais [32].

Existem, também, ferritas compostas por outros metais de transicao
diferentes do grupo do periodo ferro e, até com lantanideos e actinideos, mas que

ndo sdo abordadas nesse trabalho [33].

tetraédrico

&-

octaédrico

Figura 3 — Representac@o da cela unitaria da estrutura espinélio: as esferas verdes simbolizam os atomos
de oxigénio, as vermelhas simbolizam os cations nos sitios tetraédricos e as amarelas representam os
cations posicionados nos sitios octaédricos.



1.3 O nanomagnetismo das ferritas

Com base na resposta dos dipolos magnéticos individuais € na magnetizagao
cooperativa, na presenca ou auséncia de um campo magnético aplicado, as NPMs sao
tipicamente classificadas como diamagnéticas, paramagnéticas, ferromagnéticas,
ferrimagnéticas ou antiferromagnéticas, conforme ilustrado na figura 4. Para os
materiais diamagnéticos, inicialmente inexistente na auséncia de campo, um dipolo ¢
gerado com orientagcdo antiparalela a um campo aplicado. Para os paramagnéticos, os
dipolos — randomicamente distribuidos — se orientam na dire¢do do campo, quando
aplicado. Para os materiais em que o magnetismo cooperativo ¢ mais importante, a
magnetizacdo na auséncia de campo revela suas caracteristicas fundamentais. Os
materiais ferromagnéticos apresentam os dipolos magnéticos alinhados na auséncia de
campo e, portanto, magnetizagao espontanea, nessa condi¢do. De maneira contraria, a
magnetizacdo em materiais antiferromagnéticos tende a ser nula ja que os momentos se

orientam antiparalelamente.

sem campo com campo sem campo com campo s$em campo sem campo sem campo
0000 CECECES) LY Y] B = Y~ 0 B eOe® 696
0000 CACECRC) RpPP so9a|| 000 0o 0o o969
0000 [CRCECEC) Sdpe acas || o00O 009 06
0000 Pee® sedo Pa gy SO RS XOLC o9 69
Diamagnetismo Paramagnetismo Ferromagnetismo Ferrimagnetismo Antiferromagnetismo,

Figura 4 — Comportamento de dipolos magnéticos, simbolizados pela setas escuras, na presenga ¢
auséncia de campo magnético externo aplicado. Com base no alinhamento desses dipolos magnéticos, os
materiais sdo classificados como diamagnético, paramagnético, ferromagnético, ferrimagnético e
antiferromagnético.
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Nos espinélios, em que a ordem ¢ do tipo ferrimagnética, ha um alinhamento
antiparalelo dos momentos magnéticos como no antiferromagnetismo. Entretanto, ha
uma diferenca de magnitude entre os momentos alinhados em sentidos contrarios € o
material apresenta uma magnetizacdo espontanea, porém em menor propor¢ao, como os
ferromagnéticos.

Em um sélido magnético, as interacdes de troca entre os atomos portadores de
momento magnético situados em sitios adjacentes induzem um alinhamento paralelo ou
antiparalelo dos spins eletronicos que pode se estender pela estrutura, formando
dominios de magnetizacdo. Dependendo da distribui¢do e da orientacdo desses
momentos magnéticos, a estrutura pode apresentar varios dominios magnéticos com
orientagdes individuais, definidas por critérios energéticos e pela cristalografia do
sistema. Entretanto, abaixo de um volume critico, a nanoestrutura tende a formar um
monodominio magnético. Nos 6xidos espinélio, os metais se encontram separados por
atomos de oxigénio, de forma que as interacdes de troca somente sdo possiveis via
orbitais p do oxigénio e sdo chamadas de “interacdes de supertroca” [34]. Nesse caso, as
constantes de troca dependem, principalmente, dos tipos de ions e das distancias e dos
angulos de ligacao entre esses atomos. Nas ferritas, as interagdes de toca sdo sempre
negativas entre os sitios A e B, ou seja, hd um alinhamento antiparalelo global entre os
spins nos sitios octaédricos e tetraédricos. Nos sitios tetraédricos, os momentos
magnéticos sao todos paralelos. Por outro lado, os sitios B sdo subdivididos em duas
sub-redes, cujos ambientes cristalograficos sao diferenciados. Assim, nas ferritas
normais, as interagdes BB sdo negativas (os spins dos ions ferro sdo alinhados
antiparalelamente nesses sitios), ao passo que, nas ferritas inversas, essas interacoes sao
positivas (os spins dos ions ferro sdo alinhados paralelamente aos spins dos ions do

metal divalente). De uma maneira geral, a magnetizagdo de uma ferrita (normal ou
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inversa) ¢ funcdo dos momentos magnéticos dos ions divalentes, uma vez que os
momentos dos ions ferro se anulam, nos dois casos.

Abaixo de certos valores criticos de dimensdo, nanomateriais podem exibir
respostas magnéticas remanescentes do paramagnetismo, que ¢ um momento magnético
médio nulo na auséncia de campo, mas que rapidamente aumenta quando um campo
magnético ¢ aplicado. Pelo fato dos valores de magnetizagdo serem bem maiores que
aqueles observados no paramagnetismo, esse comportamento ¢ chamado de
superparamagnetismo. Esse fendmeno ¢ observado acima de temperaturas especificas,
chamadas de temperatura de bloqueio, e se origina das flutuagdes térmicas que induzem
0s momentos magnéticos a uma orientacdo randémica.

A figura 5 mostra curvas tipicas de magnetizagdo para materiais ferro e
ferrimagnéticos em que parametros caracteristicos sdo destacados: a magnetizagao
maxima possivel, chamada de magnetizacdo de saturagdo (M;), que ocorre quando os
dipolos magnéticos estdo maximamente alinhados com o campo aplicado; magnetizagao
remanente (M;), que ¢ a magnetizacdo induzida apds remocao do campo magnético
aplicado; e coercitividade (Hr), que € a intensidade do campo coercitivo necessario para
forgar a magnetizagdo para zero. Na mesma figura, em contraste com a histerese
observada para materiais ferro(ferri)magnéticos (linha vermelha), a resposta de um
material superparamagnético também segue uma sigmoide, mas sem histerese (linha
verde). As respostas de materais paramagnéticos (azul) e diamagnéticos (preto) também

sao ilustradas na figura.
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Figura 5 — Comportamento magnético sob a influéncia de um campo magnético. As curvas de
magnetizagdo (magnetizacdo X campo magnético) para os diferentes tipos de materiais sdo plotadas no
grafico. Os valores de magnetizagdo de saturacdo (M) magnetizagdo remanente (M;) e de campo
coercitivo (H.) sdo destacados na figura.

No equilibrio, o0 momento magnético de um monodominio ¢ orientado
paralelamente a direcdo de facil magnetizacdo e mantido assim devido a barreira de
anisotropia. O mecanismo de rotagdo desse momento magnético ¢ um processo
termicamente ativado com um tempo de relaxagdo caracteristico que depende da relacao
entre energia de anisotropia e energia térmica [35]. Em termos simplificados, quando, a
energia de anisotropia € superior a energia térmica, 0 momento magnético ¢ bloqueado
na dire¢do de facil magnetizagdo e o sistema ¢ qualificado como dipolo rigido. Caso a
energia térmica sobrepasse a energia de anisotropia, 0 momento magnético pode flutuar
no interior da particula e o sistema, sensivel as flutuagdes de Néel, ¢ chamado de dipolo
nao rigido. A redugdo a escala nanométrica, entretanto, faz surgir numerosos
fendmenos, diferentes daqueles observados nos materiais maci¢os, que devem ser

levados em conta, ao se analisar as propriedades magnéticas desses nanomateriais. Um
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efeito evidente ¢ o aumento da propor¢ao de atomos situados na superficie da NP, em
relacdo aos mais internos. A debilitada coordenagdo desses atomos reduz,
consideravelmente, as suas interagdes de troca. Assim, se por um lado o reduzido
volume induz uma configuragdo de monodominio ideal, por outro, induz a existéncia de
uma camada de spins com orientacdo pouco correlata aos do nucleo da NP [36]. Além
disso, a redistribui¢dao cationica, comum nessa faixa de tamanho, também modifica as

propriedades magnéticas das NP.

1.4 A magnetizacao de um fluido magnético

Quando dispersos num liquido carreador, as NPM possuem graus suplementares
de liberdade, associados a rotacdo mecanica, o que conduz a um segundo mecanismo de
rotacdo do momento magnético: a rotagdo browniana. Assim, na auséncia de um campo
magnético externo, a magnetizagao global de um fluido magnético ¢ nula, pois os
momentos magnéticos associados a cada particula ou “monodominio”, giram
livremente, seja pelo mecanismo de Néel ou de rotagdo browniana (ver figura 6). Em
presenca de um campo magnético aplicado, os momentos magnéticos das particulas
tendem a se orientar na direcdo do campo e o um fluido magnético adquire uma
magnetizacao e podem atingir saturagdo da magnetizacdo. Em regime diluido, no qual
as interagdes particula-particula sdo despreziveis, a distribuicdo de orientagdo dos
momentos magnéticos, em presenga de um campo aplicado, resulta do balango entre a
energia magnética das particulas e da sua agitagdo térmica. O valor de magnetizacao de
saturacao ¢ M = ms¢, ms sendo a magnetizagao de saturacdo da particula magnética e ¢

a fragdo volumétrica em material magnético no fluido [37].
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relaxacao de Néel

Figura 6 — Modelos de relaxagdo do momento magnético em um FM: na relaxacdo browniana a NPM gira
em conjunto com o momento magnético do monodominio. Na relaxagdo de Néel, o momento magnético
gira dentro da estrutura do monodominio.
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1.5 O modelo de gliconanoparticulas

Na funcionalizagdo de NPMs para aplicacoes bioldgicas, polimeros
biocompativeis sdao particularmente interessantes, especialmente polietilenogliclol
(PEG) e dextran, para recobrimento dos nanomateriais, uma vez que tendem a ser
imunogénicos, nado antigénicos, resistentes a adsorcdo de proteinas, conjugam
facilmente com agentes bioldgicos e fazem com que as NPs sejam quase invisiveis ao
sistema imune. Essas propriedades se devem, em grande escala, a presenca de
grupamentos hidroxila na superficie desses polimeros. Nessa mesma dire¢cdo, polimeros
de carboidratos e derivados de carboidratos sdo mais hidrofilicos, soliveis em agua,
biocompativeis e potencialmente bioativos em relagdo a certas moléculas. Dessa forma,
carboidratos e derivados sdao utilizados para recobrir NPs, uma vez que podem
mimetizar glicoproteinas nos sistemas bioldgicos e, além disso, podem se envolver em
numerosas funcdes e processos bioldgicos na superficie da célula como adesao,
crescimento celular, processos de metastases e de inflamagdes [38]. A adsorcao desses
polimero, entretanto, pode aumentar o volume das NPMs e, por se tratar de materiais
“ndo-magnéticos”, os compositos t€m suas magnetizacdes de saturacdo reduzidas. Estes
efeitos sdo indesejaveis, ja que podem limitar algumas aplicagdes biomédicas.

E nessa direcio que esse trabalho visa & funcionalizagio das NPMs com
moléculas menores, mas que proporcionem um ambiente superficial similar ao daquelas
recobertas com os referidos polimeros. Nesse sentido, os acidos glicérico e gluconico
foram escolhidos (ver figura 7). Esses acidos possuem grupos carboxilatos aptos a se
coordenarem a superficie das NPs e cadeias polihidroxiladas capazes de mimetizar a

superficie dos polimeros em questao.
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Figura 7 — Quadro com as estruturas dos acidos carboxilicos polihidroxilados, acido glicérico e acido
gluconico e de polimeros polihidroxilados polietilenoglicol e dextran.

No levantamento bibliografico efetuado, artigos envolvendo NPMs
funcionalizadas com dacido glicérico ndo foram localizadas. Para o acido gluconico,
poucas referéncias envolvendo a funcionalizagdo de NPMs foram encontradas. Em um
primeiro relato, com a finalidade de produzir FMs, a adsor¢do de acido glucénico na
superficie de NPs de maghemita, em meio aquoso, foi investigada [39]. Mostrou-se que
a adsorcao depende de parametros como pH e concentracdo de ligante e que, apoOs
complexacdo dos ligantes, as caracteristicas de estabilidade coloidal mudam
drasticamente. Os autores propuseram que o acido ¢ adsorvido na sua forma lactonica
(ver figura 8) e que a maxima adsor¢dao ocorre com uma relacdo molar ligante/Fe

proxima de 10 %, a um pH médio entre os pK,s da superficie da NP e do ligante.
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Figura 8 — Modelo de adsor¢ao do acido gluconico na superficie das NPMs

Em outro trabalho, nanoparticulas de Fe;O4 com polidispersao reduzida sdo
produzidas a partir da reacio de Fe’" com sucrose [40]. Nesse processo, a sucrose &
hidrolisada a glucose, um acucar redutor, que reduz parcialmente o ferro a Fe’',
produzindo a magnetita em meio basico. O acido gluconico, produto da reagdo, assim
como a glucose produzida em excesso, agem como agentes capeadores, para estabilizar

as NPs, conforme esquematizado na figura 9.
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Figura 9 — NPMs de magnetita funcionalizadas com acido gluconico e glucose.
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Gliconanoparticulas, assim designadas pelos autores [41], foram produzidas pela
funcionalizacdo de NPs de magnetita, obtidas por coprecipita¢do alcalina, com vérios
estabilizantes (carboidratos e derivados), incluindo o dcido gluconico. Experimentos de
citotoxicidade mostraram que essas gliconanoparticulas revelaram baixa toxicidade,
mesmo em concentragdes elevadas, conforme mostra o grafico de viabilidade celular
para essas NPMs funcionalizadas, na figura 8. Nesse trabalho, porém, os autores
exploram superficialmente o modelo de adsor¢io do ligante, via carboxilato, e

consideram a cadeia polihidrixilica interagindo com o meio bioldgico.

00.1 mg/ml B 0.5 mg/ml W 1.0 mg/ml

120

2

80

viabilidade celular (%)
EX
I

40 —
20
0 o o .
acido acido Ficoll
lactobionico gluconico

Figura 10 — Viabilidade celular relativa em fungdo da concentragdo de gliconanoparticulas magnéticas
com diferentes moléculas funcionalizantes.

Mais recentemente, um estudo espectroscépico mais aprofundado, por FTIR e
Raman, foi utilizado para caracterizar a interagdo do 4dcido gluconico com
nanoparticulas de magnetita e de maguemita, para produzir NPMs com alta solubitidade
em agua [42]. Os autores propuseram diferentes modos de coordenacdo do dcido
gluconico, com os dtomos de ferro superficiais, em fun¢do do pH, e que € diferenciada

em meios alcalinos e 4cidos, conforme a desprotonacdo do R—-OH (figura 11).
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Figura 11 — Modelos de adsor¢do do acido gluconico na superficie das NPMs em diferentes pHs. As
regides hidrofilicas e metalofilicas sdo destacados.

Em outro trabalho, nanoparticulas de magnetita foram obtidas por coprecipitacao
e, em seguida, funcionalizadas com dcido gluconico para otimizagao da hidrofilicidade
e bioafinidade [43]. Nesse sentido, moléculas de lipase foram ligadas as NPMs
funcionalizadas, via carbodiimida (EDAC), conforme ilustrado na figura 12. A lipase
imobilizada apresentou maior resisténcia a inativacdo em funcdo da temperatura e pH,
em comparacdo a forma livre. A estabilidade térmica e armazenabilidade também foram
otimizadas. Além disso, a lipase imobilizada ainda apresentou atividade, apds inimeras

reciclagens, feitas por separacdo magnética.

23



Figura 12 — Modelo de lipases magnéticas elaboradas a partir da adsor¢@o de acido gluconico a superficie
das NPMs ¢ ligagdo das moléculas de lipase aos grupos hidroxilicos superficiais via cabodiimida —
EDAC.

Apesar de nado ter sido detectada literatura sobre a funcionalizagdo com &cido
glicérico, espera-se que o comportamento desse acido seja parecido com o do acido
gluconico, frente as NPMs, uma vez que t€m estruturas bastante similares, salvo que o
acido glicérico apresenta uma cadeia polihidroxilica menor. Além disso, foi possivel
observar que os trabalhos utilizam exclusivamente magnetita ¢ maguemita, que sao
oxidos de ferro. Na tentativa de expandir esse estudo, ¢ que se propde, nesse trabalho, a
utilizacdo de NPs de ferrita de cobalto e manganés (Mn,;..CoxFe204), que apresenta
propriedades magnéticas diferenciadas, como magnetiza¢ao de saturacao mais elevada e
valores de campo coercitivo e magnetizacado remanente diferenciados das NPMs
puramente de 6xidos de ferro. Outra lacuna que esse estudo focaliza ¢ a determinagao
simples da concentracdo do coloide por procedimentos mais simples. Por isso, uma
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metodologia ndo destrutiva, usando medidas de densidade, foi testada para
nanoparticulas dispersas em diversos solventes. A partir de diversas investigagdes, por
diferentes técnicas de caracterizagdo, foi possivel avaliar que essas NPs funcionalizadas
apresentam grande potencial para aplicagdo, principalmente na area biologica, devido a
manipulabilidade magnética e a superficie hidrofilica, em teoria, bastante

biocompativel.
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2- Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi o de elaborar gliconanoparticulas de ferrita
mista de manganés e cobalto, funcionalizadas com acidos carboxilicos polihidroxilados,

visando aplicagdes em nanobiotecnologia.

Como objetivos especificos, se destacam:

— sintese quimica de NPMs de ferrita Mn;_,Co,Fe,O4 por coprecipitagdo alcalina;
— dispersao das NPs em meio aquoso para formar FMs i6nicos;

— funcionalizagao das NPs com &cido gluconico e glicérico;

— peptizacao das NPs em meios aquosos e alcoolicos;

— proposicao de metodologia para determinacao da concentracao do coloide;

— caracterizacdo dos nanomateriais e solugdes coloidais em todas as etapas.
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3- Materiais e métodos

A metodologia desse trabalho, conforme esquematizado na figura 13, ¢ dividida

em elaboracdo das amostras e caracterizagao dos nanomateriais produzidos.

elaboragao das amostras

S
Uoes
&S
N
s
)
Y

C

]

v/ potencial zeta
densidade
testes de afinidade

magnetizagio \

ST F 3 | f
v - HkOe)

& o e

MET

ICP-OES

Intensidade (unidades arbitririas)

caracterizagao das amostras

Figura 13 — Esquema, destacando as principais etapas de preparagdo e da caracterizagdo das amostras de
fluidos magnéticos e nanoparticulas utilizados nesse trabalho.

O preparo das amostras envolve a sintese das NPMs, a funcionalizagdo com os
ligantes escolhidos e a peptizagdo em diferentes meios para obtencdo dos fluidos
magnéticos. A estrutura e o tamanho cristalino das NPMs foram produzidas e
caracterizados por difratometria de raios X (DRX), a morfologia e a distribuicdo em

tamanho dessas NPs foram determinadas por microscopia eletronica de transmissao
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(MET) e a composicdo quimica dos materiais foi estudada por espectroscopia de
emissao atomica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES). A eficiéncia da
funcionalizagdo foi investigada por espectroscopia de absor¢cao no infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR). Um modelo para determinagdo da concentracao dos
coloides preparados foi proposto, a partir de medidas de densidade dos fluidos
magnéticos que, também, tiveram as propriedades magnéticas e de potencial

eletrocinético (potencial zeta) investigadas.

3.1 Elaboraciao das amostras

Conforme mencionado e melhor representado na figura 14, a elaboracao das
amostras comeg¢a com a sintese quimica das nanoparticulas magnéticas da ferrita mista
de cobalto e manganés, Mn; ,CoxFe20s. Visando a composicdo MngsCoosFez04,
50 mmol de Co?*, 50 mmol de Mn2* 200 mmol de Fe3*, todos na forma de cloretos
hexahidratados, foram dissolvidos em 300 mL de HCI 0,5 mol/L e a solug¢do foi
aquecida até atingir cerca de 90 °C. Em outro recipiente, 2 L de NaOH 1 mol/L foram
aquecidos até a ebulicao, sob constante e vigorosa agitagao. Em seguida, o a solucao de
metais foi vertida no recipiente contendo o NaOH e o sistema ficou sob agitacdo e
ebulicdao por 120 min. Depois desse tempo, o precipitado magnético obtido foi lavado 3
vezes com agua, separado por decantagao magnética. Apds descartar o sobrenadante, o
precipitado foi lavado com uma solu¢dao 1 mol/L de acido nitrico, por 30 min e, em
seguida, o sobrenadante foi descartado. Apds essa etapa, o s6lido magnético foi disperso
em uma solucao de nitrato férrico 1 mol/L e essa suspensao foi aquecida até 95 °C, sob

agitacdo, por 30 min. Finalmente, o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi
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lavado com acetona e,

ap6s evaporagao desse solvente,

foi redisperso

aproximadamente 100 mL de uma solucao diluida de HNOs.

tratamento de

Feo3+ superficie
NaOH Co?* —
D 2 Mn2* o" e\:’,o oéb o>,V
$ «°\,§ ,,;:"’7 $ g*'
@ @ .—4.\
H—J

coprecipitagao
(100 °C)

peptizacao em
meio aquoso

funcionalizagao

cm

Figura 14 — Detalhamento esquematico das etapas envolvidas na sintese e funcionalizacdo das NPMs,

bem como da dispersdo das mesmas para formar FMs.

Apos sintetizadas e dispersas na forma de um fluido magnético i6nico com pH

aproximadamente 2, as NPs foram, entdo, funcionalizadas. Para tal, 5 mL do FM

anteriormente preparado, a uma concentracdo de 380 mg de NP/mL de fluido foram

diluidos a 10 mL com 4gua e, a essa dispersao, 10 mmol do ligante (acido glicérico ou

acido gluconico) foram adicionados. A pds ajustar o pH para um valor 4 e 5, conforme

discutido na proxima se¢do, a mistura ficou, sob agitagao e a 50 °C, por 60 min. Apos

esse tempo, o excesso de ligante ndo adsorvido foi removido por sucessivas lavagens
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com agua e acetona e, apds remocao do sobrenadante e evaporagdo do solvente, as

NPMs funcionalizadas foram dispersas em cerca de 10 mL de 4gua ou glicerol.

3.2 Caracterizacido das amostras

3.2.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As particulas magnéticas que compdem os fluidos magnéticos aqui preparados
possuem dimensdes coloidais, inferiores a 100 nm. Um sistema convencional de
microscopia oOtica nao tem poder de resolugdo nesta faixa de dimensdes, ja que ¢
limitado pelo comprimento de onda da luz visivel utilizada no aparelho. Para contornar
essa situacdao, dentre as microscopias de maior resolucao, a MET ¢ a mais adequada
[44]. Um dos aspectos dessa técnica ¢ a possibilidade de se obter imagens diretas das
particulas que compdem os sistemas em estudo — uma contagem em fun¢do dos
diametros permite gerar um histograma para as particulas, e a partir dai, por meio de um
ajuste com uma fun¢do matematica, calcular o didmetro das particulas, bem como a sua

dispersdo em tamanho. A fun¢do matematica que melhor representa essa distribuicao ¢

1 %D/ D)

uma fungdo log-normal dada por P(D)=———=¢exp
Do\ 2w 2aem2

, em que

InD;" = <ln D> e 0 ¢ o desvio padrio. Isso leva ao didmetro mais provavel,

D, = Dy" exp [—(ae’” )2] e a um didmetro médio < D"'”> = D" exp [0, 5 ( o )2 ]
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Para andlise por TEM, os FMs preparados foram diluidos em agua e, em
seguida, 5 uL da amostra foram depositados em uma tela de cobre recoberta com
carbono e com um filme de Formvar®. Apos secarem por 24 h em dessecador, as
amostras foram analisadas em um microscopio JEOL, modelo 1011, no Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia. Os histogramas foram construidos a partir da

contagem de cerca de 500 particulas e tratados com o programa Imagel.

3.2.2 Difracio de raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X fornece resultados estruturais indispensaveis em
se tratando do estudo de materiais cristalinos [45]. A partir de difratogramas obtidos ¢
possivel identificar a estrutura cristalina de um material, utilizando-se a relacdo de
Bragg, 2dusen & =nA, em que dug, ¢ a distancia interplanar, A ¢ o comprimento de
onda da radiacdo, 8 ¢ o angulo de difracdo e n ¢ a ordem de difragdo. Além disso, no

caso de amostras policristalinas, ¢ possivel estimar a dimensao caracteristica das

0,94
Bcosd

particulas, utilizando-se o formalismo de Scherrer, Drx = , em que B ¢ a largura

a meia altura do pico de maior intensidade, registrado no difratograma.

Os dados de difracdo de p6 podem ser tratados por um método ponto a ponto: a
intensidade ¢ medida durante um dado intervalo de tempo para determinado valor do
angulo de difracao 26. A partir disso, os indices de Miller sdo associados com as
reflexdes observadas e simultaneamente ¢ calculada a dimensao da célula unitéaria. Por
causa da impossibilidade de se obter erros experimentais na estimativa do angulo de

difragdo e por causa da frequente sobreposicdo das intensidades dos picos, indexar ¢
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uma tarefa um tanto dificil. Entretanto, varios métodos, que utilizam programas de
computadores proporcionam uma solugdo. Se um modelo estrutural, até mesmo
imperfeito ¢ possivel, entdo a intensidade observada no i-ésimo passo pode ser
comparada com a correspondente intensidade calculada pelo modelo. De acordo com
modelo de Rietveld [46], os dados podem ser refinados pela minimizacao da soma dos
quadrados dos desvios. A intensidade calculada ¢ a soma das contribui¢des associadas
as reflexdes de Bragg e da linha de base e os parametros a serem ajustados pelo método
incluem: dimensdao da célula, posicdo dos atomos e pardmetros térmicos. A
determinagdo da precisdo do modelo para o perfil da funcao reflexdo ¢ um dos
fundamentais problemas no Refinamento de Rietveld. A forma do pico de difragao
depende de varios parametros: a fonte de radiacdo, a distribui¢do do comprimento de
onda do feixe primdrio, o feixe caracteristico (como influéncia da fenda e do colimador
entre a fonte de radiacdo primaria € o monocromador, entre 0 monocromador ¢ a
amostra e entre a amostra ¢ o detector), e o sistema de deteccdo. Para isso, existem
muitas escolhas para a funcdo de linha da forma do pico. Por exemplo, Gaussiana,
Lorentziana, pseudo-Voigt, Pearson VII. Nao existem aproximagdes bem definidas para
a funcao de background. Isso € principalmente devido a varredura e ruidos eletronicos
do sistema de deteccdo. A andlise do perfil da figura de difracdo alargada ¢
frequentemente usada para se refinar a posi¢ao dos picos ¢ a altura para cada reflexdo: a
partir disso, o parametro de rede ¢ calculado e refinado. Picos gerados pela sobreposi¢ao
de mais reflexdes sao somados ¢ a intensidade individual correspondente a uma reflexao
hkl ¢ calculada, junto com o seu desvio padrdo e suas correlagdes.

Para analise por DRX, as amostras de FM foram lavadas com acetona e secas em
estufa a 45 °C. O p¢6 obtido foi triturado e finamente pulverizado com auxilio de um

graal de dgata e prensados em um porta-amostras de vidro. Em seguida foram analisadas
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em um difratdmetro Miniflex 600, Rigaku, com detec¢ao rapida DTex, operando a 40
kV, 30 mA e radiagdo Cu—Ka, selecionada com um monocromador de grafite. As
condi¢gdes de varredura foram de 20 a 70°, com um passo de 0,02° e velocidade de
5 °/min. Os dados obtidos foram tratados conforme descrito na referéncia [47], com

auxilio do programa GSAS.

3.2.3 Espectroscopia de emissio atomica por plasma indutivamente

acoplado (ICP-OES)

Para analise da composicdo quimica das nanoparticulas, as amostras de FMs
foram devidamente diluidas com &gua e analisadas pela introducao direta do coloide no
espectrometro ICP Optima 8000DV, Perkin Elmer, com modo de emissao Optica. As
condigdes experimentais, bem como a faixa de concentracao utilizada, estao descritas na

referéncia [48].

3.2.4 Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho com transformada de

Fourrier (FTIR)

As amostras das NPs ndo funcionalizadas e das funcionalizadas, bem como dos
acidos glicérico e gluconico foram devidamente pulverizadas e maceradas com KBr
puro e seco e, em seguida, prensados para formar pastilhas a serem analisadas

espectrofotometro Bruker, modelo Vertex-70, com resolucao de 2 cm’', via analise

35



média de 32 scans, em modo de transmissao. Os espectros de infravermelho, para todas
as amostras, foram obtidos na regido de 4000 — 400 cm™.

3.2.5 Medidas de densidade

Para determinagao da densidade das amostras de FMs, um densimetro digital
DMA 4500 M (Anton Paar), cuja medicao se baseia no principio de tubo em U oscilante
assegurando valores de densidade altamente exatos, foi utilizado. As amostras foram
diluidas em série, utilizando o solvente adequado, e a densidade foi registrada a
temperatura constante de 25 °C, com auxilio do controlador de temperatura do

equipamento.

3.2.6 Medidas de potencial zeta (potencial eletrocinético)

O potencial zeta das nanoparticulas foi determinado, indiretamente, por
espectroscopia de espalhamento de luz dindmico com um analisador de particulas
Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments), usando células especiais de polietileno. As
solucdes foram submetidas ao espalhamento de luz monocromatica (10 mW He-Ne
laser, A = 632,4 nm) com angulo de espalhamento de 173°. Os resultados das medidas
foram obtidos a partir de 20 scans com 10 segundos de intervalo. Pelo menos 3 medidas
foram feitas para cada amostra, e os resultados foram expressos como uma média
aritmética dos dados obtidos. Os FMs foram diluidos de 100 a 1000 vezes em agua e o

pH ajustado ao valor desejado com auxilio de solu¢des de HCl ou NaOH.
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3.2.7 Medidas de magnetizaciao

A Magnetometria de Amostra Vibrante, ou VSM (Vibrating Sample
Magnetometer) foi desenvolvida por Foner em 1955 e ¢ atualmente uma das técnicas
mais utilizadas, ndo s6 por ser relativamente sensivel (sensibilidade da ordemde 107
emu), mas também por seu funcionamento simples e baixo custo de manutencdo. A
técnica fornece informagdes sobre as propriedades magnéticas da amostra por meio da
curva de histerese, e se baseia na obtencdo de magnetizagcdo por indugdo [49]. O VSM
consiste em uma haste rigida fixa a um vibrador (um alto-falante). A amostra deve ser
colocada na outra extremidade da haste e posicionada entre dois eletroimas e um
conjunto de bobinas detectoras. Para se obter o sinal da magnetizacdo, faz-se vibrar a
amostra perpendicularmente ao campo aplicado que, ao oscilar, produz uma variacdo do
fluxo de campo magnético local, gerando uma corrente induzida alternada nas bobinas
detectoras posicionadas em torno da amostra. Desta forma ¢ registrada a intensidade do
momento magnético da amostra.

Sem prévia dilui¢do, as amostras de FMs magnéticos € os pos dessas amostras,
obtidos por lavagem com acetona e secagem em estufa, foram analisados em
magnetdmetro VSM, em uma faixa de campo magnético, de -18 kOe a +18 kOe, a

25 °C.
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4. Resulstados e discussao

4.1 Sintese de NPMs e elaboraciao de FM ionico em meio aquoso

ApoOs execucao da primeira parte do procedimento de sintese descrito na parte
experimental, um precipitado escuro foi obtido e pode ser facilmente separado com
auxilio de um ima, conforme mostrado na foto da figura 15, que ilustra as véarias etapas
de sintese do fluido magnético que serviu como base para o preparo das subsequentes
amostras e para algumas caracterizacoes desse trabalho.

A reacdo que representa a formacao do material em questdo pode ser condensada na

equacdo 1, abaixo, em que 0 <x <1 (em mol):

xCo”" +(1-x)Mn** +2Fe**+80H™ — Mn,_ Co Fe,O, + 4H,0 (1
Nesse caso, espera-se que x = 0,5 mol, que foi o valor de partida para os

reagentes, no inicio da sintese.

Em seguida, o precipitado foi lavado trés vezes com agua, a fim de se retirar o
excesso de ions da base utilizada na sintese — particularmente, o Na' proveniente do
NaOH ¢ um ion polarizante que pode induzir a coagulacao dos coloides. O ideal ¢ que
0s contra-ions, em um sol, sejam mais volumosos, como ¢ o caso dos anions nitrato
(NO3y), perclorato (ClO4) e do cation tetrametilamonio (H;C)N', muito utilizados na

preparagao de fluidos magnéticos [50].
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Figura 15 — As varias etapas na sintese de um FM i6nico: frasco de reag@o antes (a) e ap6s (b) a mistura
de metais contida na solucdo da seringa com o NaOH contido no béquer; c) separacdo magnética do
precipitado obtido, apos 30 min de sintese e; d) fluido magnético obtido apds tratamento de superficie e
peptizacdo das NPs.

No caso dos 6xidos magnéticos, mesmo sem funcionalizar a superficie das
nanoparticulas e com devido controle da forga i6nica do meio, ¢ possivel se preparar
sois estaveis em meios acidos ou basicos — mas nunca em meios neutros — pelo simples
controle de pH. Nesse modelo, em que os fluidos magnéticos sdo chamados de i6nicos,

ou com dupla camada elétrica, a estabilizacdo do coloide ¢ via repulsdo eletrostatica
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entre as particulas e, microscopicamente, os metais, na superficie das NPs
(principalmente o ferro), podem estar coordenados a diferentes espécies, conforme
representado no esquema da figura 16. Em pHs mais acidos (basicos), as nanoparticulas
sdo positivamente (negativamente) carregadas [51]. Nesse caso, se considera que os
sitios superficiais das nanoparticulas (D) possam sofrer hidrolises, de acordo com as

reagOes acido-base mostradas nas equagdes 2 e 3.

D-OH," + H,O S D-OH + H;0" ()

D-OH + H,O 5 D-O + H;0" (3)

Nesse modelo, a superficie da nanoparticulas comporta-se como um acido
diprético, o que gera os trés tipos de sitios superficiais, P-OH," predominante em meio
acido, P—O" em meio basico e D—OH, a espécie anfotérica, no ponto isoelétrico (IEP),
situada entre os dois pK,s da superficie. Quantitativamente, quando pH = pK;, D—OH,"
¢ D—OH sdo equimolares e se pH = pK,, [D—OH] = [D—O7]. No IEP, a concentrag¢do de

D-OH atinge seu maximo.
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Figura 16 — Diagrama esquematico representando a estabilidade coloidal, as cargas de superficie e os
grupos associados a essas cargas, em funcdo do pH. pK,; e pK,; representam os valores das constantes de
dissociacdo acida dos grupos de superficie e IEP representa o ponto isoelétrico, em pH ~ 7 para as NPMs
aqui estudadas.

Para elaboragao do fluido magnético em meio aquoso, escolheu-se o meio acido,
uma vez que em meio basico a estabilidade pode ser comprometida durante 0 manuseio
da amostra, que reage com o CO; do ar e diminui seu pH para a regido do IEP, de
coagulacgado coloide. Nesse caso, a amostra foi lavada com uma solugado diluida de acido
nitrico para baixar o pH e estabelecer o NO3;  como contra-ion. Entretanto, antes de
peptizar as nanoparticulas, um tratamento hidrotérmico com nitrato férrico foi feito para
aumentar a estabilidade fisico-quimica do material contra a dissolugdo em meio

acido [52]. Nesse tratamento, uma camada de um 6xido/hidroxido de ferro ¢ depositada
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na superficie, mas pela similaridade de estrutura com o nucleo de ferrita, nao altera as
caracteristicas de sitios superficiais. Dessa forma, apds extragdo do excesso de Fe(NO3)3
nao reagido, pela lavagem sucessiva do precipitado com acetona, evaporagdo do residuo
desse solvente por evaporagao e reposicao de dgua, um sol estdvel em pH ~ 2 pode ser
obtido. A amostra foi entdo armazenada e parte foi utilizada para caracterizacdo e

preparagao das amostras funcionalizadas e dispersas em outros solventes.

4.2 Caracterizacao quimica, morfolégica e estrutural das nanoparticulas

Com a finalidade de investigar a morfologia e a distribuicdo em tamanho das
estruturas presentes no precipitado, uma aliquota da amostra elaborada foi devidamente
diluida e analisada por microscopia eletronica de transmissao. Uma das fotos tipicas
para essa amostra ¢ ilustrada na figura 17. Como pode ser observado, nanoparticulas
com formas aproximadamente esféricas foram obtidas, em consonancia com o tipo de

material que o método de coprecipitagdo, nessas condi¢des, ¢ capaz de render.

A andlise estatistica, utilizando o modelo log-normal de distribuicdo (ver
detalhes na parte de metodologia) permitiu, a partir da determinag¢dao do didmetro de
aproximadamente 500 particulas, tracar o histograma que ¢ mostrado na figura 18. A
partir do ajuste dos dados, o diametro médio para as nanoparticulas foi de 15,2 nm e a

polidispersao igual a 0,35.
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Figura 17 — Imagem obtida por TEM para a amostra de FM i6nico.
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Figura 18 — Histograma de distribuicdo em tamanho obtido a partir da contagem da frequéncia das NPs
em fun¢@o do didmetro (via programa ImageJ).
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Com a finalidade de investigar a estrutura cristalografica e o diametro cristalino
das nanoparticulas, uma amostra do fluido magnético foi seca em estufa a 50 °C e uma
analise por difratometria de raios X foi realizada no p6 obtido. Os dados dessa anélise
estao plotados na forma de um difratograma, da intensidade difratada versus o angulo
de difragdo, na figura 19. Ap6s comparacao com padroes ASTM, foi possivel identificar
uma unica fase cristalina que corresponde a estrutura do tipo espinélio — os principais

picos de difracdo estdo devidamente indexados no grafico.

(311)

Intensidade (unidades arbitrarias)

20 30 40 50 60 70
20 (graus)

Figura 19 — Difratograma de raios X obtido para as nanoparticulas sintetizadas.

Para anélise quantitativa, foi realizado um ajuste dos dados utilizando o método
de Rietveld (ver detalhes na parte experimental). O difratograma ajustado ¢ mostrado na
figura 20 e os resultados de refinamento (dependéncia angular da intensidade espalhada

calculada) sdo listados na tabela 1. Nessa tabela, u ¢ a posicdo do oxigénio, a ¢ o
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tamanho da malha ctbica. Ainda, a tabela apresenta o valor calculado para a densidade
das nanoparticulas, para o didmetro médio, bem como o fator de qualidade do ajuste >
e os fatores residuais R, e Ry, relacionados com a confiabilidade ou precisdo do

refinamento.
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Figura 20. Difratograma mostrando os dados experimentais (pontos) € o ajuste teérico ¢ a analise de erro
utilizando o método de Rietveld (linha).

O valor do fator de qualidade, inferior a 2,5, mostra a boa qualidade do ajuste
obtido, ja que o ¥ tende a 1, no caso ideal. Os fatores residuais, todos inferiores a 5%,
indicam também uma boa precisao do ajuste obtido. Com relagdo ao valor do parametro
de malha, o valor de 8,425 A, intermedirio aos valores para as ferritas de cobalto (8,33

A) e manganés (8,49 A) ideais, indica o carater misto da estrutura.
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(CoMn )Fe,O, 0,8425
(nm)
Co
0.5 U 0.2548
(x)
Mn pr
0.5 2.30
») (%)
densidade R,
3 5.167 1.73
(g/em’) (%)
diametro 5
17,2 X 2.229
(nm)

Tabela 1 — Parametros refinados, fatores de qualidade e residuais.

E possivel observar que o didmetro médio encontrado ¢é igual a 17,2 nm, um
pouco maior que o didmetro obtido por TEM. Isso se deve ao fato de que o didmetro
obtido por XRD ndo leva em conta eventuais partes pouco cristalinas das nanoparticulas
e que, na contagem de particulas para plotagem do histograma, particulas maiores em
agregados ndo sdo consideradas. Além disso, o valor da densidade, ~ 5,17 g/cm’ para a
ferrita sintetizada, ¢ intermediario aos valores esperados para os materiais macicos [53]
— ferritas de cobalto (5,29 g/cm’) e de manganés (4,87 g/cm’) — indicando o carater
misto da composi¢do das NPs. Entretanto, ¢ necessario considerar que, devido a
dimensdo reduzida (i.e. maior relagdo superficie/volume) e a presenca de
oxidos/hidroxidos de ferro de menor densidade na superficie das nanoparticulas, uma
variacdo do valor dessa densidade pode ser esperado.

Finalmente, com o intuito de verificar a composi¢ao quimica das nanoparticulas,
foi feita a dosagem das mesmas por espectroscopia de emissdo atdmica com plasma

indutivamente acoplado (ICP-OES). As propor¢des molares Fe:(Co+Mn) e Co:Mn
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encontradas apos a sintese do precipitado foram muito proximas a 2:1 e 1:1, conforme

esperado, pela estequiometria dos reagentes utilizados na sintese.

4. 3 Funcionaliza¢ao das nanoparticulas e peptizacio em meio nio aquoso

Conforme descrito na secdo 4.1, no fluido magnético preparado, a repulsdo
necessaria para peptizacao das nanoparticulas € originada, eletrostaticamente, das cargas
elétricas originadas na superficie dos nanomateriais. Pela limitagdo dos equilibrios
quimicos, esse modelo contempla, somente, estabilidade aos fluidos em meios aquosos
com pHs mais acidos ou mais basicos. Em meio neutro, a baixa densidade de cargas
elétricas impede a peptizagdo das nanoparticulas e estabilizagdo do coldide. Para
algumas aplicacdes, entretanto, ha necessidade de fluidos magnéticos em pHs neutros,
como ¢ o caso da maioria das biologicas. Para elaborar esse tipo de material, uma das
estratégias mais utilizadas ¢ a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas com
moléculas polifuncionais, polieletrolitos, polimeros, etc. De uma maneira geral, essas
espécies induzem certo carater estérico de repulsdo interparticular, mas, principalmente,
os grupos funcionais de superficie instalados alteram as condi¢des de ionizagao (i.e, € o
surgimento de cargas), mesmo em pHs neutros. Um exemplo classico ¢ a
funcionalizagcdo com acido citrico [54], um acido triprético com valores de pK, iguais a
3,1, 4,8 e 6,4. Nessa funcionalizacdo, dois grupamentos carboxilato coordenam-se a
superficie da particula, enquanto o terceiro se ioniza, no seio da solugdo, gerando uma
densidade de cargas superficiais, o que permite a obtencdo de coloides estaveis em
meios neutro a levemente alcalinos. Outra alternativa para peptizagdo ¢ adsor¢do de

\

surfactantes a superficie das nanoparticulas, que induz repulsdo estérica entre as
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mesmas — a parte polar dessas moléculas interagem com as nanoestruturas enquanto a
secao hidrofobica interage com o solvente. Pelo carater apolar, salvo no caso de uma
dupla surfactagdao, esse modelo fica limitado a solventes organicos que apresentem
afinidade por essas moléculas. E nesse sentido que se propde, nesse trabalho, a
funcionalizacdo das nanoparticulas com moléculas ndo ionizaveis, mas com cadeias
polares, capazes de interagir com solventes ndo aquosos ¢ ndo contemplados pelo
modelo de surfactantes. Particularmente, as cadeias contendo grupamentos hidroxila
(OH) foram escolhidas, uma vez que mimetizam varios solventes como alcoois e
poliois, em que a peptizagao de nanoparticulas ndo ¢ facilmente contemplada pelos
modelos descritos anteriormente. De maneira especifica, as moléculas de acido glicérico
e de acido gluconico foram selecionadas. Conforme mostrado na tabela 2, tratam-se de

acidos monoproticos com a cadeia carbonica polihidroxilada.

acido glicérico acido gluconico
0 OH OH O
Estrutura :
HO
HO OH -~ " “OH
OH OH OH
Nome 2,3-dihidroxopropandico 2,3.,4,5,6-pentahidroxohexanoico
pKL 4,51 3,86

Tabela 2 — Dados quimicos dos ligantes utilizados no trabalho
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Dessa maneira, o grupamento carboxilato coordena-se a superficie da
nanoparticulas e a cadeia hidroxilada interage com o solvente. Mais precisamente, a
afinidade do sistema funcionalizado sera maior por solventes mais polares e,
especialmente, por aqueles que possam interagir via ligacdo de hidrogénio com as NP
funcionalizadas. Para otimizar a ligacdo das moléculas escolhidas a superficie das NP,
¢ necessario levar em conta as propriedades quimicas desses dois sistemas: por um lado,
a superficie das NP ¢ rica em metais de transi¢do (especialmente o ferro), mas que estao
coordenados com espécies provenientes de um equilibrio com o meio aquoso, conforme
discutido na secdo 3.1. Por outro lado, as moléculas desses acidos hidroxilados
apresentam um grupo funcional 4cido carboxilico que, na sua forma desprotonada,
complexa facilmente aos metais da superficie das NP. No entanto, o status desses dois
sistemas ¢ fortemente alterado conforme o pH do meio. De fato, esses acidos
carboxilicos sofrem dissociagdo adcida em meio aquoso, segundo o equilibrio descrito na
equagao 4, cujos valores de pK, estao listados na tabela 2 (R ¢ a cadeia carbdnica

hidroxilada).

R-COOH+H,0E R-COO™ +H,0" )

A figura 21 ilustra a situacdo ideal para a complexacao dos metais superficiais
pela molécula do 4cido em questdo. A forma desprotonada do 4acido (R-COQ),
negativamente carregada, tem grande afinidade pelas NP positivamente carregadas
(D—OH,"). Conforme representado na figura 21, o grupo carboxilato, que ¢ um doador
de elétrons, substitui o grupo —OH," ligado ao sitio superficial, estabelecendo um

complexo estavel com a particula.
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R-COO
+

Figura 21 — Representagao da complexacdo da superficie das NPMs pelos ligantes acido glicérico e acido
gluconico (R-COOH) via carboxilato.

Assim, levando-se em conta a superficie da NP e o ligante, para um maior
rendimento na funcionalizagdo, deve ser ponderada a dependéncia que as espécies t€m
em relagdo ao pH do meio. Isso ¢ melhor entendido a partir dos diagramas de
especiagdo mostrados na figura 22.

Nesse diagrama, os percentuais de cada espécie estdo tracados em fungao do pH.
As curvas pontilhada, tracejada e tracejada-pontilhada em vermelho representam,
respectivamente, as fragdes das espécies D—OH,", D—O" e D—OH das NP. A curva em
azul representa a variagao da espécie R-COO™ do acido carboxilico. Em pHs que vao de
neutros a alcalinos, apesar de os ligantes acidos estarem desprotonados e aptos a se
complexar, as nanoparticulas estdo descarregadas ou apresentam cargas negativas em
sua superficie, o que diminui a eficiéncia de ligacdo dessas moléculas com o so6lido. A
interacao sera mais efetiva, conforme mostrado na figura 21, em pH acido. De acordo
com as curvas de especiagdo mostradas na figura w2, existe um pH 6timo, em que as
NP estio maximamente na forma D—OH," e o ligante na forma R-COO'". Esse pH ¢ igual

a (pKL +pK, ) / 2, em que pKy € o pK, do ligante e pK; ¢ relativo a primeira dissociacdao

descrita pela equacao (2).
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PKL pK,1 PKy2

pH

Figura 22 — Diagramas de especiagdo da superficie das NPMs (em vermelho) e dos ligantes (em azul). As
constantes de dissociagdo acidas das NPs (pK,; e pK,;) ¢ do ligante (pKyr), assim como o pH ideal de
complexagdo, estdo indicados na figura.

A partir desse raciocinio, considerando-se que para esse tipo de ferrita o pK;
médio gira em tordo de 5 e levando-se em conta os valores de pKy listados na tabela 2,
determinou-se um pH 6timo para acoplamento: 4,4 para acido glicérico e 4,8 para o
acido gluconico. Além disso, a razdo de 2 mmol de ligante por mg de NP foi utilizada,
uma vez que ¢ capaz saturar a superficie das nanoestruturas. Apds serem
funcionalizadas, as NP foram lavadas com acetona a fim de se retirar o excesso de
ligantes nao acoplados ao solido. Para se verificar a efetividade da funcionalizagao,
analises por espectroscopia de absorcao no infravermelho e por espalhamento dindmico

de luz (DLS) foram realizadas.
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A figura 23 mostra os espectros FTIR obtidos para as nanoparticulas nao
funcionalizadas (NFNP) nao funcionalizadas e funcionalizadas com &cido glicérico
(GYANP) e com acido gluconico (GUANP). As bandas verificadas em torno de 630,
580 ¢ 450 cm™, que s3o comumente atribuidas as vibracdes Fe—O da estrutura do 6xido
podem ser vistas, na ampliagao do espectro para nanoparticulas recobertas com acido
gluconico [55,56]. Além disso, na amostra sem a cobertura de &cidos, as bandas
localizadas em torno de 3430 cm™, 1620 cm™ e 1340 cm™ sdo respectivamente devidas
ao estiramento Y(OH) e dobramentos HOH (6(HOH)) e H-O--H (&(H—O---H)) da agua
adsorvida na superficie do oOxido. [57,58,59]. A banda que aparece em torno de
1085 cm™ ¢ atribuida ao estiramento M(CO) dos grupos C—OH dos 4cidos glicérico e
gluconico. A presenca dessa banda nas amostras funcionalizadas e ausente na amostra
NFNP ¢ um forte indicio do acoplamento dos ligantes as NP. Nas amostras GYANP ¢
GUANP, as bandas localizadas em torno de 3430 cm’! sdo atribuidas ao estiramento
V(OH) provenientes ndo s6 da dgua adsorvida, mas também dos grupamentos —OH dos
acidos. A banda situada na regido de 1620 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico
dos grupamentos carboxilicos (V(CO,")) acoplado aos dobramentos HOH (§(HOH)) da
agua adsorvida. Bandas, na regido de 1400-1450 cm™, relativas ao estiramento simétrico
dos grupamentos carboxilicos (V(CO;)) nao foram observados no espectro. Todas essas
observagoes indicam que houve complexagdo da superficie das NP pelos ligantes e que

as cadeias hidroxiladas estao disponiveis para interagir com o solvente.
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Figura 23 — Espectros de FTIR para as amostras de NPs funcionalizadas com acido glicérico (GYANP) e
acido gluconico (GUANP), evidenciando a interagdo dos ligantes com a NP (acima) e (abaixo)
contribui¢do da ferrita (NPM), para o espectro.

Conforme discutido na introdugdo, diferentes modos de complexacao do acido
gluconico a superficie das NPMs sdo possiveis, via carboxilato e grupos a-hidroxilicos.
Além disso, a complexacdo na forma lactonica também ¢ possivel. Muito

provavelmente, e como indicam os resultados de FTIR, os acidos gluconico e glicérico
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estdo coordenados via carboxilato, mantendo a cadeia polihidroxilica voltada para
solucdo. Apesar de ndo serem totalmente conclusivas, essas informacdes sobre o
modelo de interagdo, por FTIR, outros resultados que corroboraram para o sucesso da
funcionalizagdo foram obtidos por espalhamento de luz dindmico. Ao se comparar as
caracteristicas das amostras funcionalizadas com aquela sem funcionaliza¢cdo, conforme
esperado e ilustrado na figura 22, em pH = 4, a amostra nao funcionalizada apresentou
carga positiva enquanto as amostras GYANP e GUANP (funcionalizadas) apresentaram
carga praticamente nula. Isso ¢ melhor visualizado no gréafico da figura 24, que mostra o

potencial zeta medido em fun¢ao do pH.
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Figura 24 — Variagdo do potencial zeta, em fung@o do pH, para NPs funcionalizadas com acido glicérico
(GYANP) e acido gluconico (GUANP) e sem funcionalizagdo (NFNP).
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Além disso, a densidade de carga superficial das NPs nao funcionalizadas passa
por zero e se torna negativa a medida que o pH varia, enquanto que, para as NPs
recobertas com os acidos, essa carga nao varia. Isso ¢ um forte indicio que os ligantes,
desprovidos de cargas, quando adsorvidos, reconfiguram a superficie das NPs.

Apo6s lavagem do excesso de ligantes nao acoplados, as NPs funcionalizadas
foram dispersas em glicerol (propano-1,2,3-triol). Em seguida, o excesso de acetona
usado nas lavagens foi extraido em um evaporador rotativo e pdde-se se obter um sol
estavel. Nesse modelo, conforme ilustrado na figura 25, a superficie das nanoparticulas
funcionalizadas mimetiza o solvente, que ¢ um polidlcool, CH,(OH)-CH(OH)-

CH,(OH). A interagdo entre as NPs e o solvente ¢ de carater forte, ja que ligagdes de

hidrogénio podem se estabelecer entre eles.

I T
(®] [®]

Figura 25 — Modelo de interago entre a superficie modificada das NPMs e o glicerol.
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Testes qualitativos também foram feitos para verificar a compatibilidade das
NPs funcionalizadas em diversos alcoois e em agua. Para tal, 50 ulL das amostras
funcionalizadas (concentracdo aproximada de 5% em massa) foram diluidos em 10 mL
de agua, glicerol, isoprapanol, butanol e etanol. Em seguida, as suspensdes foram
homogeneizadas em um agitador vortex, por 10 minutos, ¢ submetidas a um campo
magnético estatico (colocadas sobre um ima permanente por 30 minutos). Para um
controle, NPs nao funcionalizadas foram dispersas em dalcool etilico, nas mesmas
condi¢des das NPs funcionalizadas. A foto da figura 26 mostra o aspecto das amostras
ap6s o experimento. E possivel notar que, enquanto as NPs funcionalizadas apresentam
estabilidade coloidal nos alcoois com diferentes tamanhos de cadeia e numeros de
hidroxila (caso do glicerol), além da 4gua, a amostra contendo NPs ndo funcionalizadas
em alcool etilico coagula. Isso ¢ um indicio do sucesso da funcionalizagdao nos termos

discutidos anteriormente, pelas técnicas de FTIR e potencial zeta.

NP nao
NP funcionalizadas com acido glicérico funcionalizadas

(g )

glicerol isopropanol butanol & etanol 3,

Figura 26 — Aspecto das dispersdes de NPs funcionalizadas com acido gluconico em diversos solvente,
apods serem submetidas a um campo magnético estatico.
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4.4 Medida de concentracao do coloide pela densidade do fluido

O valor da concentracdo de um coloide ¢ um fator importante e indispensavel
para compreensdo de suas propriedades fisicas e fisico-quimicas. No caso dos sois,
como os fluidos magnéticos aqui estudados, essa concentracdo pode ser expressa pelo
numero de particulas dispersas ou pela sua fragdo volumétrica em relagao a determinado
volume do sol ou, mais comumente, pela fracio em massa dessas nanoparticulas em
relagdo a massa do coloide (¢). Nesse caso, diferentemente das solugdes de solutos
discretos, tem-se que a densidade do fluido magnético (dpr) ¢ linearmente e
aproximadamente proporcional a sua concentracdo, conforme ilustrado no gréafico da

Figura 27, abaixo.
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Figura 27 — Variacdo da densidade em funcdo da concentragdo em massa de um sol.
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Pelo grafico, ¢ possivel estabelecer a relagcdo , em que um

fluido magnético de concentragao ¢rr € densidade drr, € composto por nanoparticulas de
densidade d,, dispersas em um solvente de densidade dy. Na auséncia de soluto,
¢rr= ¢o= 0 e, para o soluto solido, o valor de concentragdo ¢ ¢, = 1. Dessa forma, a
equagdo pode ser reescrita na forma: dy, = @ed, +d (1= ¢y;).

O grafico da Figura 28 mostra como varia a densidade, medida
experimentalmente, para um fluido magnético diluido, sucessivamente, por crescentes

fatores de diluicdo (FD). Note que a concentracdo de uma amostra diluida (¢qi;) € igual a

Gir = Voo X P

1,02

1,01 +

densidade (g/cm3)

1004 O

I
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
1/FD

Figura 28 — Variacdo da densidade para o fluido magético constituido de NPs ndo funcionalizadas, obtido
no procedimento descrito na segdo 3.1.
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Na Figura 27, para duas dilui¢des quaisquer, de concentracoes ¢; € ¢» (em que ¢,

. . np - d2 d2 - dl
< ¢») e densidades, respectivamente, d; € d> (d < d>), =
¢np - ¢2 ¢2 - ¢1

e, levando-se

em conta que @, = )i x ¢, pode-se estabelecer a relagdo mostrada na equagdo 5:

1

¢, = i x100% (5)
. (1-FD)+1
dz - dl
Densidade| Concentracao Temperatura
AmSostra| 1/FD FD

(g/cm3) (% em massa) °O)

0,100 10,0 1,0193 0,503 20,05

0,050 20,0 1,0089 0,252 20,06

0,033 30,0 1,0059 0,168 20,08

NFNP

0,027 37,5 1,0040 0,134 20,04

0,020 50,0 1,0030 0,101 20,02

0,010 100,0 1,0004 0,050 20,02

0,394 2,5 1,3071 1,431 20,01

GYANP | 0,165 6,1 1,2740 0,598 20,09
0,024 41,6 1,2544 0,087 20,01

0,308 3,2 1,2833 0,727 20,02

GUANP | 0,108 9,3 1,2644 0,254 20,02
0,060 16,7 1,2604 0,141 20,02

Tabela 3 — Dados de dilui¢do de e densidade para as amostras analisadas.
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A equacgdo 5 permite determinar a concentragdo (fragdo percentual em massa)
para um sol, apenas a partir da medida da densidade de duas aliquotas de concentragdes
distintas e cujo fator de dilui¢do ¢ conhecido, entre as mesmas. Nesse caso, ¢ necessario,
também, se conhecer a densidade do sélido que compde esse sol. Dessa forma, a partir
dos dados mostrados na Tabela 3 e plotados no grafico da Figura 28, foi possivel tragar
uma curva de densidade versus concentracao, conforme mostra a Figura 29. O valor da

densidade para o solido foi extraido do refinamento dos dados de raios X, dn, = 5,17

g/em’.
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Figura 29 — Grafico da densidade em funcdo da fragdo em massa para a amostra ndo funcionalizada,
calculada de acordo com o modelo proposto no texto.

A partir da equacdo de reta obtida no ajuste dos dados da curva desse grafico, o
valor de interceptacdo equivale a densidade do solvente, nesse caso agua. O valor

encontrado foi de dy = 0,9986 g/cm’, idéntico ao medido experimentalmente para 4gua
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pura, nas mesmas condi¢des. Além disso, utilizando-se a equacao de ajuste, para ¢pr =
100%, a densidade do solido estimada foi de 5,16 g/cm3 , proximo ao valor determinado
experimentalmente dor DRX.

Da mesma forma, um grafico de densidade versus fragao percentual em massa
foi plotado com os dados para as amostras funcionalizadas com acido glicérico e com

acido gluconico e dispersas em glicerol, um solvente com caracteristicas distintas da

agua (Figura 30).
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Figura 30 — Grafico da densidade em funcdo da fragdo em massa para as amostras funcionalizadas com
acido glicérico e gluconico.

Conforme observado para a amostra em que as nanoparticulas estavam dispersas
em meio aquoso, para as amostras funcionalizadas e dispersas em glicerol, um

comportamento similar foi verificado. O ajuste linear também mostrou grande
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correlagdao dos dados e a partir dos dados extraidos das curvas, foi possivel comprovar a
validade do método de determinagdo de concentracdo, por meio de medidas de
densidade. Nesses dois casos, as densidades do solvente extrapoladas da interceptagao
da reta foram bastante coerentes com o valor determinado experimentalmente e as
densidades para o solido também foram proximas do valor determinado por XRD. A
nao sobreposi¢do das curvas obtidas para nanoparticulas funcionalizadas com os dois
diferentes ligantes pode ter sido originada pelo fato que os ligantes sdo distintos em
tamanho e massa e, por de estarem acoplados a superficie das nanoparticulas, uma
alteracdo do sistema pode ter ocorrido, modificando a densidade das mesmas. De fato,
as densidades estimadas — 5,19 g/cm’ e 5,20 g/cm’, respectivamente para nanoparticulas
funcionalizadas com acido glicérico e com acido gluconico — estdo um pouco acima
daquela encontrada para o sistema aquoso (5,16 g/cm’).

A proposi¢ao desse método ¢ bastante importante ja que a determinacdao da
concentragdo de coloides ¢ bastante laboriosa, e imprecisa em alguns casos, envolvendo
técnicas indiretas de dosagens caras e pouco acessiveis. Nesse caso, a utilizacdo de um
densimetro (equipamento de baixo custo) ja ¢ suficiente para determinar, com boa
precisao, as densidades das diversas aliquotas e, assim estimar a concentragdo do sol.
As limitagdes desse método estdo, principalmente, na dependéncia do valor da
densidade do solido que compde o coloide, o que nem sempre pode ser deduzido, pela
grande variagdo composicional dos materiais, oriundos de diversos tipos de sinteses.
Entretanto, isso pode ser contornado pela determinagdo experimental da densidade das
particulas por técnicas indiretas (como DRX) ou diretas, como ¢ o caso da picnometria

com hélio.
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4.5 Caracterizacdo magnética

A figura 31 mostra a curva de magnetizagdo (M), a temperatura ambiente, em

fun¢do do campo magnético aplicado (H), para as nanoparticulas sintetizadas, na forma

de po, conforme descrito anteriormente.
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Figura 31 — Curva de magnetizagdo versus campo magnético aplicado para as NPs ndo funcionalizadas. O

grafico em detalhe mostra a histerese.

A curva indica que a magnetizagao aumenta a medida que o campo magnético se
intensifica, até atingir magnetizacao de saturagdo igual a 61 emu/g, valor maior que para
nanoparticulas de tamanho similar de magnetita, maguemita, ferrita de cobalto ou ferrita

de manganés obtidas pelo mesmo tipo de sintese [60]. Entretanto, a analise das
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caracteristicas magnéticas desse materiais exige estudos mais aprofundados, ja que
nessa dimensao, ha redistribui¢do catidonica [61] e efeitos de superficie e de tamanho
finito caracteristicos da nanoescala [62,63]. Quando o campo ¢ diminuido e invertido
para fechar o ciclo de histerese, ¢ possivel notar que had magnetizagdo remanente e
campo coercitivo iguais, respectivamente, iguais a 12 emu/g e 230 Oe, indicando que as
particulas apresentam caracteristicas ferromagnéticas.

As magnetizagdes das amostras de fluidos magnéticos, aleatoriamente
diluidos, preparados em meio aquoso e a partir da funcionalizagdo das NP com 4cido
glicérico e acido gluconico e dispersas em glicerol também foram medidas e sao

mostradas na figura 32.
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Figura 32 — Curvas de magnetizag@o versus campo magnético aplicado para os FMs constituidos de NPs
ndo funcionalizadas e funcionalizadas.
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Nesse caso, o comportamento das amostras € superparamagnético, uma vez que

nao ha magnetizagdo remanente ¢ campo o coercitivo € nulo, indicando qualidade na

estabilidade coloidal. Além disso, quando a magnetizagdo ¢ normalizada pela

concentracdo determinada pelo método descrito na secdo 4.4, hd superposi¢ao das

curvas, indicando pequena interagdo entre as nanoparticulas e eficiéncia no método

proposto para estimar a concentragao, conforme mostrado na figura 33.
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5. Conclusoes e perspectivas

A partir de um levantamento bibliografico, notou-se a relevada importancia do
uso de nanomateriais magnéticos na area de nanobiotecnologia, em especial em
biomedicina e bioremediagdo. Nessa direcdo, diversos nanossistemas, como € o caso de
gliconanoparticulas, que sdo NPs funcionalizadas com grupos hidroxilicos, sao
utilizados. Porém, apesar do elevado potencial de aplicagdo, principalmente devido a
grande biocompatibilidade, poucos modelos de gliconanoparticulas sao propostos e
usam, principalmente, polimeros hidroxilados como cobertura das NPs. Foi nesse
ambito que esse trabalho propds a sintese e caracterizagdo de NPMs funcionalizadas
com acidos carboxilicos polihidroxilados.

Para tal, nanoparticulas de ferrita mista de cobalto e manganés, de composi¢ao
Mn,_,Co,Fe,04, determinada por ICP-OES foram sintetizadas por coprecipitacdo em
meio alcalino. A estrutura cristalina do tipo espinélio foi identificada por DRX e, por
meio do refinamento do difratograma obtido, que também comprovou outros
parametros estruturais, um didmetro de aproximadamente 17 nm foi calculado. A
morfologia aproximadamente esférica, didmetro médio de ~15 nm e polidispersao de
0,35 foram averiguada por MET. A partir de um tratamento de superficie, foi possivel
dispersar essas NPMs em meio acido, de maneira a se obter amostras estaveis e
concentradas de FMs.

Parte da amostra foi funcionalizada com acido glicérico e com acido glucénico,
utilizando-se os diagramas de especiacao em fun¢do do pH das NPs e dos ligantes para
otimizar a interagdo NP-ligante. Um excesso de ligante garantiu saturacao da superficie
das NPMs com moléculas dos acidos e, por meio de FTIR e medidas de potencial

eletrocinético, estabeleceu-se que essa ligagdao se dé via complexagdo da superficie das
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NPs com os grupos carboxilatos dos acidos. Isso promoveu a modificagao superficial,
enriquecendo as NPs com grupamentos hidroxilicos, o que alterou o perfil de interagao
das mesmas com diversos solventes, entre eles, o glicerol, de maneira a gerar sois
coloidais estaveis, mesmo em solventes menos indicados para peptizacao.

Considerando-se a dificuldade na determinagdo da concentracdo dos fluidos
magnéticos, um modelo, com base em simples medidas de densidade, foi proposto e
indicou grande precisao e facilidade de operacao. Além disso, medidas de magnetizagao
a 25 °C mostraram as caracteristicas magnéticas das amostras de NPMs ¢ FMs e
permitiram investigar acerca da estabilidade e ordem magnética das NPs.

Esse estudo mostrou grande potencialidade do sistema aqui proposto e algumas
vantagens em relagdo a alguns similares, principalmente, devido ao fato que a grande
maioria de gliconanoparticulas magnéticas sao constituidas de magnetita ou de
maguemita e recobertas por polimeros de massas moleculares grandes. Ao contrario,
esse trabalho propde o uso de ferrita de cobalto e manganés, com propriedades
magnéticas diferenciadas dos o0xidos de ferro citados e o uso de moléculas de cadeia
curta, que implica em menor volume ao sistema magnético.

Entretanto, ainda ¢ necessario expandir a investigacdo em algumas diregdes para
melhor propor aplicagdes para os nanomateriais aqui elaborados: uma analise magnética
mais aprofundada deve ser feita para evidenciar as vantagens dessas NPMs; um estudo
quantitativo deve ser proposto para melhor elucidar a interagdo NP-ligante-solvente; um
estudo quantitativo acerca da estabilidade coloidal deve ser levado a cabo; testes
biologicos devem ser feitos para verificar a nanotoxicidade desses materiais; uma
comparacdo com gliconanoparticulas existentes deve ser feita, para evidenciar as

vantagens das nanoestruturas aqui preparadas.
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