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RESUMO

Com o crescente aumento no niamero de casos de pessoas portadoras de diabetes
nos ultimos anos e tendo em vista que a tecnologia de biossensores existentes
ainda apresenta uma alta relagdo custo beneficio, viu-se na dltima década uma
corrida pelo desenvolvimento de biossensores de deteccao de glicose baseados na
imobilizacdo da glicose-oxidase (GOX) utilizando-se principalmente nanoparticulas
magnéticas de Fe3O, funcionalizadas com agentes silanos. Desta forma, este
trabalho objetiva obter hibrido a partir de nanoparticulas de Fe3O, modificada
superficialmente com o 3-aminopropiltrietoxisilano visando sua utilizagdo na
imobilizagdo da GOX. O material obtido foi caracterizado por DRX, FTIR, MEV, teste
de sedimentacédo e separacdo magnética. Com base nos resultados obtidos verifica-
se que a modificacdo da superficie com o agente silano APTES foi conseguida com
sucesso e que o APTES néo alterou a caracteristica magnética e nem a estrutura da

Fe304, indicando ser um material hibrido promissor para a imobilizacdo da GOX.
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INTRODUGCAO

O diabetes mellitus (DM) constitui um dos mais sérios problemas de saude na
atualidade, devido ao grande numero de pessoas afetadas, incapacitacdes,
mortalidade prematura e alto custo financeiro dos governos, devido as internacdes
hospitalares prolongadas, aposentadorias precoces e gastos com medicacdes e
insumos. No momento, existem 120 milhdes de diabéticos no mundo, e estima-se
que em 2025 teremos cerca de 300 milhdes, segundo a American Diabetes
Association. Por exemplo, o diabetes mellitus hoje afeta cerca de 24 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos e estima-se que em 2034 serdo 44 milhdes de norte
americanos diabéticos®.

A automonitorizacdo domiciliar das glicemias hoje se constitui um
procedimento altamente eficaz no controle metabdlico de pacientes diabéticos. No
DM, a automonitorizagdo € importante quando se visa o bom controle metabdlico.
Essa monitorizacdo previne e ajuda a minimizar o risco de hipoglicemias; ajuda a
tomar decisdes sobre qual tipo e doses de insulinas usar, possibilitando aos
pacientes fazer os ajustes necessarios a medicacao ou insulina; auxilia no melhor
entendimento do efeito dos diversos alimentos, do estresse e dos exercicios sobre a
glicemia®. A automonitorizacdo glicémica é realizada com os biossensores de
glicose ou glicosimetros, como sdo mais conhecidos pela populacao. Infelizmente, a
minoria das pessoas diabéticas se automonitoriza devido, principalmente, a baixa
adesdo ao tratamento, as puncdes digitais dolorosas e ao alto custo financeiro®.

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que convertem uma resposta
biolégica em um sinal elétrico, com o objetivo de detectar substancias ou condicdes
especificas. Os biossensores tém sido desenvolvidos para detectar ou mensurar a
temperatura corporal, pressao arterial, pH, glicose, enzimas, anticorpos, bactérias
especificas, entre outros usos. Um biossensor é composto por um receptor, que
entra em contato com um componente biolégico ativo (por exemplo, sangue e urina);
um transdutor fisico-quimico e um processador eletronico do sinal®. A grande
maioria dos biossensores produzidos no mundo é empregada para a deteccao de
glicose, totalizando cerca de 10 bilhdes de ensaios sendo realizados em todo o
mundo a cada ano. O mercado de detectores de glicose no sangue é altamente
lucrativo, uma vez que € responsavel por 85% do mercado total dos

biossensores®”,
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Testes de glicose rapidos e praticos podem ser efetuados através de
biossensores que baseiam-se no sinal elétrico (corrente ou tensdo) criado na
oxidacdo da glicose pela enzima glicose oxidase (GOX). A reacdo bioquimica de
oxidacdo da GOX (equacédo 1) pode alterar o pH do meio devido a formacéao de
acido glucénico, criando uma diferenca de potencial (biossensor potenciométrico). A
polarizacdo do eletrodo pode gerar uma corrente devido a oxidagdo do perdxido de
hidrogénio (biossensor amperométrico). O sinal amperométrico produzido é
diretamente proporcional a concentracdo de glicose presente na amostra a ser

analisada®.
GLICOSE + O, — Enzima GOX— acido glucdnico + H,0, (1)

Assim, um biossensor para determinacdo da glicose é formado
essencialmente por uma enzima (GOX) depositada (imobilizada) em um eletrodo. A
imobilizacdo de uma enzima pode ocorrer de quatro formas: encapsulamento,
adsorcdao, ligacdo covalente e ligacdo covalente cruzada. A imobilizacdo covalente
de uma enzima a um suporte sintético envolve a ligacdo efetiva entre a enzima e o
suporte através da ativacao prévia de grupos reativos da matriz. Desta forma, os
suportes devem: possuir grupos funcionais que possam ser ativados, ter boa
estabilidade mecanica e elevada area superficial®.

A ativacéo do suporte, na maioria das vezes consiste em silanizacao, reacdes
com carboiminas, carbonoimidas e glutaraldeido. As enzimas séo ligadas na matriz
através de grupos funcionais presentes em seus aminoacidos. Uma vez que a
enzima ndo pode ser imobilizada diretamente sobre os eletrodos, pois esta poderia
ser inativada, novos materiais sdo sintetizados para que possam desempenhar a
funcdo de suportes para o biocatalisador e ao mesmo tempo mediadores para o
transporte de elétrons na interface®. Dai surge a necessidade de se obter um
material que tenha ao mesmo tempo, compatibilidade com a enzima e com o
eletrodo, ou seja, materiais hibridos.

Materiais hibridos orgéanico-inorganicos sao preparados pela combinacao de
componentes organicos e inorganicos e constituem uma alternativa para a producao
de novos materiais multifuncionais, com uma larga faixa de aplicacdes. Materiais
hibridos organico-inorganicos sdo constituidos pela combinagdo dos componentes

organicos e inorganicos que, normalmente, apresentam propriedades
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complementares, dando origem a um unico material com propriedades diferenciadas
daquelas que Ihe deram origem. Esses materiais s&o homogéneos, devido a mistura
dos componentes em nivel molecular, usualmente em escala de nanémetro a sub-
micrébmetro. Embora tais materiais sejam macroscopicamente homogéneos, suas
propriedades refletem a natureza quimica dos blocos pelos quais foram formados®.

Desta forma, este trabalho tem como objetivo a preparacdo e caracterizagao
do hibrido Fe3O4APTES para imobilizacdo de GOX. Sugere-se que este novo
material atue como agente imobilizador da GOX por meio da geracdo de ligacdes
covalentes entre o APTES e a enzima e, que o Fe3O,4 por sua alta magnetizacao
seja facilmente atraido pelo eletrodo metalico.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados os seguintes materiais: 3-
aminopropiltrietoxisilano [H2N(C2Hs)3Si(OCH3)s] 97% (APTES) — Aldrich e a
magnetita (Fes0,4) sintética (NPMs) fornecida pelo do Laboratério de Sintese de
Materiais Ceramicos (LabSMaC) da UFCG, na forma de pdé com tamanho de
cristalito de 45 nm e &area superficial de 6,01 m%g. A amostra de magnetita como
recebida foi peneirada na malha #325 e em seguida silanizada com o APTES.

A funcionalizacao teve inicio com a adicdo, em um baldo de trés bocas, de 5¢g
de Fe304, 80ml de tolueno e 5ml do APTES. Depois de uma agitacdo manual,
submeteu-se a mistura a um sistema de refluxo sob temperatura de
aproximadamente 110°C. Apo6s 72h, desligou-se os sistema de refluxo e
sedimentou-se as NPM’s em uma centrifuga FANEM modelo baby no nivel 9 de
velocidade. Em seguida, lavou-se as NPMs com Aalcool etilico, repetiu-se o
procedimento de lavagem 10 vezes, até que fosse possivel notar que apés a
lavagem o alcool descartado estava praticamente transparente. Para finalizar, levou-
se as NPMs a uma estufa FANEM modelo 315 a 100°C durante 24h, para serem
secas.

A etapa de silanizagdo das NPMs foi realizada seguindo o fluxograma

ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma da silanizagdo das NPMs com o APTES.
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Apds a etapa de silanizacdo os materiais hibridos de Fe3O4J/APTES foram
caracterizadas por:
o Difragédo de raios X (DRX) num difratometro Shimadzu (XRD-6000) a 40 kV e
30 mA, radiagdo CuKa = 0,154 nm, no intervalo de varredura de 26, entre 10 a 90
graus, a uma taxa de 2°/min.
o Espectrometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) usando um espectrometro modelo 400 FT-IR/FT-NIR da marca Perkin Elmer,
entre 4000 e 650 cm™, com resolucéo de 4cm™ e 20 varreduras.
o Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) em um microscépio eletrénico de
varredura (MEV), marca Shimadzu, modelo SuperScan SS500.
o Tempo de sedimentacéo, utilizando-se 50mg do hibrido Fe3sO4/APTES, 3 mL
uma solucdo tampao de PBS (phosphate buffered saline) com pH 7,4, cubetas de
plastico de 3 mL e um ima de neodimio com didmetro de 1,2 cm. Apés adicionar a
solucdo de PBS e as NPMs do hibrido na cubeta de plastico, realizou-se uma
agitacdo manual em 180° por 30 segundos. O tempo de sedimentacdo foi
determinando a partir do momento em que cessou-se a agitacdo e até o momento
em que ndo mais visualizou-se a decantacdo das NPMs.
o Eficiéncia de separacdo magnética, utilizando-se 50mg do hibrido
FesO4/APTES, um becker de 5mL, solu¢do de PBS com pH 7,4, uma estufa FANEM
modelo 315 e o0 mesmo im& de neodimio descrito anteriormente. Este teste foi
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realizado da seguinte forma: adicionou-se as NPMs +solucdo PBS no becker,
realizou-se agitacdo manual rotativa com o auxilio de um bastdo de vidro e logo em
seguida colocou-se o sistema becker + solucdo de PBS + NPMs sobre o ima. Apos
todas as NPMs sedimentarem, descartou-se o liquido e levou-se as NPMs para
secagem em estufa em 100°C por 24h. ApoOs decorrido este tempo, pesou-se as
NPMs.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta o resultado da difracdo de raios X obtida para o hibrido
FesO4/APTES.

Observa-se que o hibrido € Figura 2 — Difratogramas de raios X:

composto de 84% da fase majoritaria (@) padrdo de DRX do hibrido
Fe;O4/APTES e (b) padrédo de DRX

de magnetita (Fes0,4), identificada da ficha JCPDS 88-0315 da

pela ficha cristalografica JCPDS 88- magnetita

0315, e tragos de hematita (Fe,O3) * (a)

em 16%. Como o APTES é um R "
- magnetia

material de caracteristica amorfa a h - hematita

presenca do mesmo nao é

identificada no DRX, de modo que se k %

pode afirmar que o processo de ® nl n* 2%
silanizagdo (modificacdo de superficie

das NPMs pelo acoplamento com o

Intensidade {u.a.)

agente silano APTES) ndo alterou a
estrutura cristalina da amostra.

Estas mesmas caracteristicas, %

20 30 40 50 &0 7D 20

presenca de hematita como segunda *

fase e preservacao da estrutura apos

a silanizagdo  também  foram

observadas por Kanimozhi e
26 (graus)
Perinbam®® quando estudaram a
sintese de nanoparticulas de Fe3O,4 superparamagnéticas silanizadas com APTES e
TEOS (tetraetilortosilicato) para uso em biossensores de imobilizacdo da lipase em

Pseudomonas fluorescens Lp1.
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A Figura 3 apresenta o FTIR obtido para o hibrido Fe3;O4/APTES. Mediante o
espectro, observa-se de 3450 a 3200 cm-1 absorc0Oes fracas atribuidas a ligacdes N-
H de aminas primarias. Na regido de 2926 cm_1 verificam-se bandas de estiramento
atribuidas a ,(C-H) alifaticos tipo sp>. Em 1736 cm-l' observa-se uma banda intensa
e estreita referente ao estiramento C=0. Em 1460 cm_1 e 1380 cm-l’ observa-se

bandas referente a CH, e CHjs, respectivamente. Em 1244 cm-l’ observa-se uma
banda referente ao estiramento Si-CH; e 1167 cm™ uma banda atribuida ao
estiramento assimétrico Si-O-Si. Em 661, 611 e 509 cm™, observa-se bandas
referente a ligacdo Fe—O, caracterizando as vibra¢cdes nos sitios tetraédricos na
estrutura do espinélio inverso da magnetita.

Vale ressaltar que todas as bandas de absorcao que foram observadas neste
trabalho, foram também visualizadas por Pingarrén et. al.™ e Kumar et. al.*?
quando estudaram a obtencdo de nanoparticulas magnéticas de magnetita
funcionalizadas com agentes os silanos APTES e APTES + TEOS para aplicacéo

em biossensores e nanobiocatalisadores, respectivamente.

Figura 3 — Espectro de infravermelho do Fe;O4/APTES.
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A Figura 4 apresenta o resultado de MEV obtido para o hibrido Fe3O4/APTES.
Pela micrografia da Figura 4a. observa-se que a amostra é constituida de
aglomerados na forma de blocos irregulares, com tamanhos variados, ou seja, com

tamanho inferior e superior a 10 um.
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Figura 4 — Microscopia eletrénica de varredura do hibrido FesO4/APTES. (a)
aumento de 1000X e (b) aumento de 20000X.

Mediante a Figura 4b, observa-se que o0s aglomerados ndo apresentam
aspecto poroso, indicativo que o agente silano APTES ao se acoplar a Fe3Oy,
aumentou a rigidez do aglomerado pela obstrucdo dos poros. Verifica-se ainda que o
aglomerado apresenta um aspecto de blocos impregnados com material amorfo,
onde ndo é mais possivel se observar o contato entre as particulas.

A Figura 5 apresenta o resultado do teste de sedimentacdo obtido para o
hibrido Fe3;O4/APTES sem e com a presenca de o ima de neodimio. Pela Figura 5a
mostra a presenca de 0,05 g do hibrido FesO4/APTES disperso em 3 mL do PBS e,
sequencialmente as imagens da sedimentacdo das NPMs na auséncia do ima.
Verifica-se na imagem da Figura 5al as nanoparticulas do hibrido disperso no PBS,
e a partir da Figura 5a2 até 5a8, que rapidamente as nanoparticulas sedimentam no
decorrer de 22 segundos. Percebe-se que ainda existe nanoparticulas no
sobrenadante na solucéo, devido a coloracédo preta do liquido.

Na Figura 5b, se observa as imagens da sedimentacdo de 0,05 g das
nanoparticulas do hibrido na presenca do ima dispersa em 3 mL do PBS. Verifica-se
entdo, na Figua 5bl que as nanoparticulas quando na presenca do ima sao
fortemente atraidas. Isto pode ser percebido pelo direcionamento do alinhamento do
fluxo das nanoparticulas na direcdo do ima. A partir da Figura 5b2 até a Figura 5b7
percebe-se mais facilmente o direcionamento das nanoparticulas na diregcdo do ima.
Na Figura 5b8, verifica-se que praticamente todas as nanoparticulas foram
fortemente atraidas pelo im4, ficando o liquido com coloracdo quase que totalmente

transparente semelhante como o PBS puro. Do inicio da dispersédo até o momento
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em que nanoparticulas foram totalmente sedimentadas, decorreu-se apenas 1,18

segundos.

Figura 5 — Teste de sedimentacdo do hibrido Fe3O4,/APTES. (a) sem a presenca do
ima e (b) com o ima.

‘d

22 segundos

== =l

4 5
- LI = _ gi=

1,18 segundos

Como observado na Figura 5, com a presenca do ima o tempo de
sedimentacdo diminuiu de 22s para apenas 1,18s. Desta forma, infere-se que a
silanizacdo introduziu um carater hidrofébico as nanoparticulas de magnetita. Isto
pode ser verificado pelo fato do hibrido FesO4/APTES sedimentar rapidamente, com
ou sem a presenca do ima, evidenciando que as nanoparticulas de magnetita
quando silanizadas n&o apresentam forte interacdo com a agua. Esta
hidrofobicidade induzida pela silanizagdo ficou fortemente evidenciada com a
presenca do campo magnético induzido pelo ima, pois claramente verifica-se que na
Figura 5b o liquido esta limpido.

A Tabela 1 e a Figura 6 apresentam o resultado do teste de separacao
magnética obtido para o hibrido Fe;sO4/APTES. Por meio da Figura 6a, observa-se

que as nanoparticulas do hibrido sédo atraidas fortemente pelo ima, ficando

3056



57° Congresso Brasileiro de Ceramica
5° Congresso Iberoamericano de Ceramica
19 a 22 de maio de 2013, Natal, RN, Brasil

praticamente o liquido totalmente limpido. Na Figura 6b, verifica-se que o liquido
PBS é facilmente removidos ficando as nanopatrticulas fortemente atraidas no ima, e

na Figura 6¢ nanoparticulas e o liquido PBS totalmente separados.

Figura 6 — Teste de separacdo magnética do hibrido Fe3;O4/APTES: (a) solucédo de
PBS + hibrido, (b) momento da separacdo do liquido e (c) liquido e hibrido
separados.
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Tabela 1 — Eficiéncia de separacéo do hibrido Fe3O4/APTES.

Massa adicionada a solucéo de PBS (g) 0,050
Massa separada da solucédo de PBS (g) 0,045
Massa separada (%) 90,00

Pelos resultados apresentados na Tabela 1 observa-se que das 50mg do
hibrido FesO4/APTES que foi adicionado na solu¢do de PBS, conseguiu-se separar
0,045g o que indicou uma eficiéncia de separacao de 90%, comprovando mais uma
vez o carater hidrofébico fornecido as nanoparticulas de magnetita por meio da

silanizacéo.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho conclui-se que: as
nanoparticulas de Fe3zO, quando modificadas a superficie com o agente de
acoplamento APTES, nao tiveram sua estrutura alterada e ainda acrescentou-se a
estas, a caracteristica de hidrofobicidade, indicando que silanizagdo da magnetita foi

efetiva e o material hibrido Fe3O4/APTES foi preparado com sucesso.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF HYBRID Fe3O4APTES FOR
DETENTION OF GOX

ABSTRACT

With the growing increase in the number of cases of people with diabetes in recent
years and in view of the existing biosensor technology still has a high cost-benefit
ratio, found himself in a race last decade the development of biosensors for detection
of glucose based on the immobilization of glucose oxidase (GOX) using mainly of
Fe3O, magnetic nanoparticles functionalized with silanes agents. Thus, this paper
aims to obtain hybrid from FezO, nanoparticles surface modified with 3-
aminopropyltriethoxysilane for their use in the immobilization of GOX. The material
obtained was characterized by XRD, FTIR, SEM, test sedimentation and magnetic
separation. Based on the results obtained it appears that the surface modification
with silane agent APTES was achieved with success and that the APTES did not
change the magnetic characteristics nor the structure of Fe;O, and could be a
promising hybrid material for the immobilization of GOX.

Keywords: magnetite, hybrid, 3-aminopropyltriethoxysilane, glucose oxidase.
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