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Resumo

Este trabalho descreve a preparacao de um fluido magnético ibnico, em
meio acido, com base em nanoparticulas de maghemita, sintetizadas pelo método
de coprecipitacdo, usando uma rota quimica aprimorada para prover um material
monomodal, em uma unica etapa, ou seja, sem necessitar de etapas especificas
para selegao de diametros. O fluido magnético produzido foi caracterizado usando
técnicas de difracao de raios X (DRX) e microscopia eletrbnica de transmissao
(MET), que comprovaram a presenca da fase maghemita e revelaram
nanoparticulas com didmetro médio de 8,15 + 0,09 nm e dispersao de 0,30 + 0,01
via descricdo por uma funcdo de distribuicao log-normal. A técnica de
birrefringéncia magnética estatica foi utilizada na caracterizacdo magneto-6ptica
do material preparado e indicou a presenca de aglomerados de nanoparticulas
(mais provavelmente cadeias lineares), mostrando que o sinal de birrefringéncia
depende do valor do campo aplicado, da fracdo volumétrica de particulas e da
morfologia dos aglomerados. O fluido magnético preparado foi utilizado como
precursor na produgdo de um nanocompésito magnético para aplicacdes
biomédicas. Neste caso, as nanoparticulas de maghemita foram encapsuladas em
nanocapsulas de albumina bovina (diametro médio de 73+£3 nm), preparadas pelo
método de desnaturacdo térmica. Este nanocompoésito magnético tem sido
utilizado em diversos estudos; em investigacées de propriedades fisicas basicas e
em investigacdes de caracteristicas biolégicas.
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Abstract

This work describes the preparation of an ionic magnetic fluid in acidic
medium based on maghemite nanoparticles, the latter synthesized by
coprecipitation via a chemical route developed to provide, in a single step,
monomodal samples with no extra procedure for size selection. The prepared
magnetic fluid was characterized by X-ray diffraction (XRD) and transmission
electron microscopy (TEM), indicating the maghemite phase consisting of
nanosized particles with average diameter of 8.15 + 0,09 nm and diameter
dispersion of 0.30 + 0.01 under a log-normal distribution function. Static magnetic
birefringence technique was used to characterize the magneto-optical properties of
the as-produced sample, revealing the influence of particle agglomerates (more
likely linear chains of particles) and indicating that the birefringence signal scales
with the applied magnetic field, with the particle volume fraction, and with the
morphology of the agglomerates. The produced magnetic fluid was used as a
precursor in the preparation of a magnetic nanocomposite for biomedical
applications. In this case, the maghemite nanoparticles were encapsulated within
nanosized bovine serum albumin (BSA) nanospheres (average diameter of 7313
nm), prepared by the thermal denaturation route. This magnetic nanocomposite
has been used in several studies; investigating the basic physical properties and

the biological characteristics.
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1.1 Introducao

Materiais em dimensbes nanométricas apresentam propriedades
inusitadas, bastante diferentes das propriedades do mesmo material em escala
macroscopica. O estudo e as estratégias de manipular os mais diversos
materiais nesta escala, com fim de explorar e apropriar-se das suas
propriedades atraiu diversas areas do conhecimento humano numa confluéncia
gue hoje é comumente chamada de nanotecnologia.

A estratégia de manipular os materiais em escala atbmica para alterar
suas propriedades foi prevista pela primeira vez em 1959, pelo fisico Richard
Feynman ', que o fez ser considerado um dos fundadores do paradigma da
nanotecnologia. As mudancas nos comportamentos dos materiais na
nanoescala estao relacionadas nao apenas a ordem de magnitude de reducao
da dimensdo, mas também ao diferente papel das forgas naturais fundamentais
(gravidade, atrito, eletroestatica) quando em escala reduzida 2. Muitas das novas
propriedades observadas a medida em que as dimensdes dos materiais sdo
reduzidas sao atribuidas ao confinamento quantico, confinamento de fénons,
diminuicao de simetria de coordenacao dos atomos da superficie ou quebra de
simetria de translagdo do nanocristal ®. Sdo também relevantes os efeitos de
superficie, devido a grande relacdo area/volume, uma vez que o numero de
atomos que estdo na superficie do material € muito maior do que aqueles
dispersos por seu volume, o que explica o aumento significativo na sua
reatividade. Um exemplo bastante elucidativo das propriedades inusitadas de
materiais nanoestruturados é encontrado nas nanoparticulas magnéticas, que
sdo superparamagnéticas (apresentam magnetizacao efetiva apenas na
presenca de campo magnético externo), podendo ser manipuladas a distancia
por gradientes de campos magnéticos e dissipando calor quando submetidas a
campos magnéticos alternados (AC). Em consequéncia destas propriedades
nanoparticulas magnéticas possibilitam aplicagdes tecnolégicas, como selos e
tintas magnéticas, meios de gravacdo magnéticos, catdlise, fluidos magnéticos *,



remediacdo ambiental °, transformadores ¢ e aplicagdes biomédicas diversas,
como agentes de contraste em imagens por ressonancia magnética nuclear,
carreamento de drogas alvo-especificas ou promotores de magnetohipertermia
para tratamento do cancer *.

O uso efetivo das nanoparticulas magnéticas nas diferentes aplicacées,
entretanto, depende, em um primeiro plano, das caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas, tais como sua morfologia, composi¢ao, especificidades superficiais
que garantam as interagdes desejadas e eficiéncia nas aplicagdes. Apresentar
faixa estreita de tamanho, por exemplo, é imprescindivel para que as particulas
tenham as propriedades fisicas e quimicas uniformes exigidas para algumas
aplicagdes especiais. Nesse contexto vale lembrar que na escala nanométrica
diferengas de 1 nm (1 bilionésimo do metro) podem levar a caracteristicas e
fungdes diferentes, como é bem conhecido em relacdo aos pontos quanticos
(quantum dots) 7. E importante considerar que para atingir as propriedades
fisicas e quimicas desejaveis para uma determinada fungcao as rotas de sintese
de nanoparticulas demandam precisdo e cuidados em todas as etapas
envolvidas.

Em consonéncia com esta idéia o objetivo neste trabalho foi preparar um
fluido magnético ibnico estavel, concentrado, com caracteristicas que
possibilitem aprofundar os conhecimentos sobre as nanoparticulas magnéticas e
o comportamento coloidal e que também atendam aos requisitos de serem

precursores de compdsitos para uso em aplicacées biomédicas.

1.2 Fluidos magnéticos

Fluidos magnéticos (FM) ou ferrofluidos sao sistemas coloidais ultra-
estaveis que consistem de nanoparticulas magnéticas (monodominio)
suspensas em liquidos carreadores de natureza organica ou inorganica em que
as nanoparticulas podem apresentar valores elevados (10 a 15 %) da fracao
volumétrica 8. Nessas suspensdes, as interagdes particula-liquido sdo fortes o
bastante para que o comportamento magnético seja transmitido para todo o



liquido °, uma das caracteristicas que explicam o interesse que os FM tém
despertado no meio cientifico e nas aplicagdes industriais e biomédicas.

1.3 Breve historico

Os primeiros relatos de producao de fluidos magnéticos por dispersao de
particulas de ferro metalico em um liquido carreador, atribuida a Wilson, datam
do século XVIII (1779), como descrito por Charles, Popplewell e Wohlfahrt °. O
fluido obtido, entretanto, ndo apresentava estabilidade coloidal, caracteristica
essencial dos fluidos, nem sequer a estabilidade quimica: as particulas eram
grandes, pouco resistentes a oxidacado, se aglomeravam e precipitavam em
poucas horas. Em 1932, usando ainda o mesmo procedimento de Wilson,
Bitter'' produziu um col6éide que consistia de uma suspensdo de magnetita
(FesO4) em agua, contendo particulas com didmetros da ordem de 1 mm. Este
tamanho de particulas ainda nao proporcionava estabilidade ao fluido
magnético, mas ainda assim eram usados em sistemas de embreagens. Neste
colbéide as particulas se movimentavam na presenga de um gradiente de campo
e a medida que o tempo passava se aglomeravam.

Seis anos depois, suspensdes contendo particulas na escala nanométrica
(20 nm) comecaram a ser preparadas >. Em 1958, os fluidos magnéticos
preparados eram bastante similares aos preparados atualmente ', mas
demandava o uso de processos de ultracentrifugacao para separar as particulas
maiores.

Os primeiros fluidos magnéticos que conquistaram certo patamar de
estabilidade foram obtidos em 1965 '* e consistiam de nanoparticulas de ferritas
recobertas com &acido oléico dispersas em querosene. O acido oléico era
empregado para evitar a aglomeracdo das particulas e garantir a interagao
particula-liquido carreador em meios apolares (6leos e combustiveis). Usados
para controlar o fluxo de combustiveis na auséncia de gravidade, estes fluidos
consolidaram sua importancia tecnologica. A partir desta data outros agentes

dispersantes, como agua, fluorocarbono e ésteres comecaram a ser usados,



mas até entdo as particulas eram obtidas por processos de moagem ™. Foi
apenas a partir da década de 70 que teve inicio a sintese quimica das
nanoparticulas ferrimagnéticas, por meio de um processo mais rapido, barato e
versatil: Khalafalla e Reimers propuseram método de producdo de fluidos
magnéticos surfactados a base de magnetita (Fe;O.) . Por outro lado, Massart
propbs um novo método de estabilizacdo, o de preparacdo de fluidos
magnéticos ionicos '’. Nestes Ultimos, as nanoparticulas de magnetita podiam
ser dispersas em um solvente polar, sem a necessidade de surfactante.
Entretanto, ainda apresentavam problemas quanto a estabilidade quimica, pois
as particulas de magnetita eram oxidadas e se transformavam em maghemita
(y-Fe203). Para sanar este problema, em 1987, Cabuil ' forcou a oxidacdo da
magnetita em maghemita, produzindo fluidos magnéticos ibnicos bastante
estaveis.

Devido a grande demanda por fluidos magnéticos para aplicacdes
tecnoldgicas e biomédicas, que caracterizou os ultimos 20 anos, a tecnologia de
preparo obteve grandes avancos. Mesmo assim, o desenvolvimento de métodos
que permitam total controle das caracteristicas como tamanho, forma e
propriedades  fisico-quimicas da superficie das nanoparticulas e
consequentemente, sua maior eficiéncia nas aplicacées ainda representa um
desafio aos pesquisadores.

As diferentes rotas de sintese, estabilidade e tipos de fluidos magnéticos

séo temas a serem abordados mais detalhadamente no préximo capitulo.

1.4 Nanoparticulas magnéticas

1.4.1 Composicao

Nanoparticulas magnéticas podem ser sintetizadas a partir de diferentes
tipos de ferritas férricas, que tem a férmula geral M*2Fe,O,, originando os 6xidos
mistos, onde M*2 simboliza um cétion divalente de um elemento metalico (M =

Co, Ni, Mn, Cu, Zn ou Cd) ou éxidos puros com M = Fe. A escolha da ferrita



depende da aplicacdo pretendida. Na &rea biomédica, por exemplo, as
nanoparticulas utilizadas com maior freqliéncia sdo as compostas de magnetita
(FesO4) (y-Fex05) ™21,

propriedades estdo sumarizadas na Tabela 1.1.

ou de maghemita Algumas de suas principais
Entre todas as ferritas
metalicas, a magnetita apresenta o maior valor de magnetizacdo de saturacao *,

enquanto a maghemita é metastavel em relagdo a magnetita .

Tabela 1.1 — Propriedades fisicas e magnéticas da magnetita e da maghemita

Propriedades Oxidos
Magnetita Maghemita
Férmula molecular FesOq v-Fe.0s;
Densidade (g/cm?®) 5,18 4,87
Ponto de fusao (°C) 1583-1597 -
Dureza 5,5 5,0

Tipo de magnetismo

Ferrimagnetismo

Ferrimagnetismo

Temperatura Curie (K)

850

820-986

Sistema cristalografico

Cubico

Cubico

Tipo estrutural

Espinélio (invertido)

Espinélio (defeitos)

Adaptado (Teja e Koh, 2009) *.

1.4.2 Estrutura Cristalina

As nanoparticulas magnéticas a base de ferritas cubicas apresentam
estrutura do tipo espinélio, assim denominada devido a similaridade com a
estrutura do mineral espinélio (MgAl.O.). Esta estrutura é formada por uma rede
cubica unitaria de face centrada (fcc), o que significa que apresentam sitios de
ocupacao no centro das faces do cubo (ver figuras 1.1 € 1.2).

A estrutura cristalina das ferritas cubicas tem uma malha elementar com
empacotamento de 32 &tomos de oxigénio (aresta de cerca de 8 A), com 64
intersticios circundados por quatro ions de oxigénio que definem os sitios de
simetria tetraédrica (A) e 32 intersticios circundados por seis ions de oxigénio
que definem os sitios de simetria octaédrica (B), conforme indicado na figura
1.2, Destes sitios apenas 8 tetraédricos (A) e 16 octaédricos (B) sdo
preenchidos.
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Figura 1.1 Estrutura cubica de face centrada: (a) célula unitéria, (b) arranjo de
atomos em um plano de empacotamento (111), (c) sequéncia de empilhamento
de planos {111} %,
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Figura 1.2 Estrutura de ferrita do tipo espinélio. Disponivel em http://e-agps.info/
angelus/cap18/espinelio.htm

De acordo com a distribuicao de ions nos sitios tetraédricos e octaédricos
a estrutura cristalina pode ser classificada como espinélio direto (metal divalente



nos sitios tetraédricos e Fe®* nos octaédricos), inverso (apenas Fe** nos sitios
tetraédricos, enquanto nos sitios octaédricos distribuem-se tanto o metal
divalente quanto o Fe**) ou misto (ambos os sitios com proporgdes variadas dos
metais relacionados).

A maghemita tem em sua estrutura cristalina apenas ions Fe®, divididos
igualmente entre os sitios tetraédricos e octaédricos. Ambas exibem
ferrimagnetismo (Tabela 1) tendo a magnetita maior magnetizagao de saturagao
que a maghemita, o que tem relagdo com a ocupacgao das sub-redes.

A estrutura cristalina das ferritas é tradicionalmente investigada por
difracdo de raios X, uma das técnicas usadas para caracterizar as

nanoparticulas sintetizadas neste trabalho.

1.5 Propriedades magnéticas dos fluidos magnéticos

O atomo de ferro tem quatro elétrons ndo pareados em seu orbital 3d, o
que é responsavel por um forte momento magnético. Cristais formados a partir
de atomos de ferro podem apresentar estados magnéticos diferentes, como
mostrado na Fig. 1.3. No estado paramagnético os momentos magnéticos
atdmicos individuais estdo randomicamente alinhados uns em relacdo aos
outros de tal forma que o cristal apresenta um momento magnético nulo. Se for
exposto a um campo magnético externo os momentos magnéticos se alinharao
com o campo aplicado e, em consequéncia, 0 momento magnético resultante da
amostra sera nao nulo.

Diferentemente, em um cristal ferromagnético, todos os momentos
magnéticos individuais estdo alinhados, mesmo na auséncia de campo externo
(Fig. 1.3). Por outro lado, o cristal ferrimagnético (como a maghemita) tem
momento magnético efetivo oriundo de sub-redes distintas, com diferentes
valores de magnetizagéo, porém arranjados de maneira antiparalela (Fig. 1.3).

Nos casos em que 0s momentos magnéticos antiparalelos tém a mesma
magnitude o cristal é antiferromagnético e, no todo, ndo apresenta magnetizacao

efetiva. No material ferromagnético em macroescala, a magnetizacao resulta da



soma dos momentos magnéticos dos atomos do material por unidade de volume
do material. A magnetizacao final é geralmente menor do que quando todos os
momentos magnéticos estao perfeitamente alinhados uma vez que o material de
volume macroscépico (bulk) consiste de varios dominios (ver Fig. 1.4). Cada um
destes dominios tem sua propria magnetizacao resultante do alinhamento dos
momentos magnéticos atébmicos do proprio dominio. Se as diregcdes de
magnetizacao de todos os dominios do material nao estiverem alinhadas, havera
um decréscimo na magnetizacdo do material de volume macroscépico.
Entretanto, a medida que o tamanho do material diminui, 0 numero de dominios
diminui até que um Uunico dominio seja responsavel pela magnetizacdo do
material, como observado nas nanoparticulas magnéticas de que trata este

trabalho.

1.5.1 Superparamagnetismo

Nanoparticulas magnéticas constituem monodominios magnéticos
quando apresentam dimensdes abaixo de um diametro critico (D;) que para
materiais tipicos esta usualmente, entre 10 e 100 nm 2. O didmetro critico pode
ser definido por:

Dc = 2A1/2/Ms,

onde A é a constante de troca e Ms 0 momento magnético por unidade de

volume.



Y
/

paramagnetismo

ferromagnetismo

>

antiferromagnetismo

Tt

ferrimagnetismo

Figura 1.3. Alinhamento de momentos magnéticos atdémicos individuais em

diferentes tipos de materiais *.

Figura 1.4. Dominios magnéticos em um material de volume macroscopico

(bulk)*.
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Assume-se que no interior dos monodominios magnéticos os momentos
atdmicos estdo alinhados na direcdo do eixo de facil magnetizacao, levando a
formacao de um momento magnético gigante, conhecido por supermomento.
Quando aplicado as nanoparticulas, o supermomento € denominado
superparamagnetismo, devido a sua semelhanga com o paramagnetismo, onde
h& orientagdo dos spins sob a acdo de um campo magnético externo.

A maghemita é ferrimagnética a temperatura ambiente, instavel em altas
temperaturas e perde sua susceptibilidade com o tempo *. As particulas de
maghemita menores do que 10 nm sdo superparamagnéticas a temperatura
ambiente 2. A agregacdo de particulas de maghemita pode levar ao
acoplamento magnético entre as particulas e ordenacdo de seu momento
magnético, o que é chamado superferromagnetismo *.

As propriedades magnéticas das nanoparticulas magnéticas sao bastante
influenciadas por efeitos de superficie 2. Em consequéncia, a magnetizagao final
decresce a uma taxa maior com 0 aumento da temperatura do que o
correspondente material de volume macroscépico porque uma grande fracdo de
atomos esté préxima da superficie onde o campo de troca é menor *.

Modificacbes da superficie por tratamentos quimicos afetam a
coercividade das nanoparticulas 2. Em consequéncia desta dependéncia de
tamanho e tratamento superficial, a nanoestruturacdo dos materiais magnéticos,
via método de preparacdo, pode ser usada para aprimorar as propriedades

magnéticas.

1.6 Motivacao

As propriedades magnéticas das nanoparticulas magnéticas tém
estimulado uma ampla série de aplicacbes tecnolbégicas. Entre elas, uma
propriedade importante € a de que os fluidos magnéticos concentrados sao
fortemente atraidos por magnetos permanentes, ao mesmo tempo em que
preservam sua caracteristica liquida. A atracdo é forte o suficiente para
sobrepujar a forca de gravidade levando a muitas aplicacées. Por exemplo,
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submetidos a gradiente de campo magnético, a condicdo para que as
nanoparticulas superparamagnéticas tenham momento magnético, podem ser
eficientes em selar compartimentos ainda que os mesmos estejam sujeitos a
pressoes diferentes. Foi exatamente para esta funcdo que o fluido magnético
baseado em magnetita foi originalmente proposto para aplicagcdes espaciais ™.

Além desta aplicagdo em selos e selos para alto vacuo #, nanoparticulas
magnéticas sao também empregadas em transdutores acusticos, inclinbmetros
(birrefringéncia), sistemas que isolam vibragdes, suspensbes ativas
(propriedades magnetoreoldgicas), tintas magnéticas, meios de gravacao,
catalisadores, sondas de ressonancia magnética nuclear para prospecgcao de
6leo %.

Entre as aplicagbes tecnoldogicas uma a ser ressaltada € a elevada
eficiéncia em trocas térmicas que uma suspensao de particulas (nanofluido)
possui em relagdo a um fluido trocador convencional, o que pode melhorar a
eficiéncia energética em diversos tipos de sistemas, desde microprocessadores
(computacdo) até grandes sistemas de geracdo e distribuicdo de energia #*. A
eficiéncia energética destes é ponto de inegavel importancia na reducao de
emissbes atmosféricas e na seguranga energética °, ressaltando as
especificidades do fluido magnético frente a um nanofluido ndo magnético.

A possibilidade de manipular as nanoparticulas de magnetita com
gradientes de campo magnético tem possibilitado exploracao muito eficaz na
area dos bio-ensaios, onde sensores ferromagnéticos tém sido usados para
desenvolver sistemas de microarranjos magnéticos extremamente sensiveis na
deteccdo de ligacdo a DNA e proteinas alvo, viabilizando diagnésticos por
imunocaptura ?*. A mesma propriedade possibilita marcacdo e separacdo de
células %% ou de contaminantes em meios aquosos **%*, evidenciando seu
potencial importante na biorremediacdo ambiental.

Nanoparticulas de magnetita e maghemita tém sido particularmente
importantes para as aplicagcdes biomédicas devido a sua biocompatibilidade e
baixa toxicidade nos seres humanos *. Envolvem desde cirurgias de olho para

reparar danos a retina, até uso como agentes de contraste em imagens de
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ressonancia magnética, veiculos para entrega de farmacos alvo-especificos e
hipertermia magnética “*'*. No procedimento de hipertermia, quando expostas a
um campo magnético de frequéncia alternada, as nanoparticulas
superparamagnéticas podem dissipar calor que ¢é usado para destruir
especificamente células tumorais.

Todas estas aplicacbes requerem nanoparticulas de tamanhos, formas,
caracteristicas superficiais e propriedades magnéticas especificas. Além disso,
as aplicagcbes biomédicas requerem particulas que tenham comportamento
superparamagnético a temperatura corporal porque a magnetizacdo remanente
levaria a aglomeracdo das particulas e consequente bloqueio de vasos
sanguineos. As particulas magnéticas devem ainda ser estaveis em meios
aquosos, em pH neutro e condicdes fisiolégicas, como abordado com mais
detalhe no capitulo 5 deste trabalho %.

A importdncia das aplicacbes tecnoldégicas e biomédicas das
nanoparticulas magnéticas nos motivou a produzir uma amostra de fluido
magnético a base de maghemita concentrado e estavel, via reacao de
coprecipitacdo, uma metodologia simples, ndo dispendiosa, que proporcione
oportunidade de aprofundar conhecimentos sobre estes materiais e que também
seja precursor para outros materiais que possam realizar aplicacoes
tecnoldgicas e biomédicas.
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1.7 OBJETIVO GERAL

Preparar e caracterizar fluido magnético a base de maghemita estavel e
concentrado a ser usado como precursor da sintese de materiais compdsitos

visando aplicagées biomédicas.

1.7.1 Objetivos especificos:

a. Preparar amostra de fluido magnético a base de maghemita estabilizado
em meio aquoso acido usando o método de sintese de coprecipitacdo em

meio alcalino com particulas com didmetro médio menor que 10 nm.

b. Caracterizar as particulas por difragcdo de raios X (DRX) para confirmagao
e avaliagdo da estrutura cristalina das nanoparticulas.

c. Caracterizar as particulas do fluido em microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET) para avaliar a morfologia das particulas e dispersao

em diametro.

d. Realizar medidas de birrefringéncia magnética do fluido de forma a inferir

sobre propriedades magnéticas e coloidais.

e. Produzir um nanocompdésito magnético a partir da decomposicao térmica

de proteina sérica albumina.
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Capitulo Il

ROTAS DE SINTESE E TIPOS DE FLUIDO
MAGNETICO



A sintese de fluidos magnéticos envolve, basicamente, trés etapas,
realizadas simultanea ou sequencialmente: (1) sintese de nanoparticulas
magnéticas (abordada no topico 2.1); 2) tratamento da superficie das
nanoparticulas para promover a estabilidade da solugcdo coloidal e (3)
peptizacdo ou seja, dispersdo das nanoparticulas na fase liquida (abordados no

topico 2.2).

2.1 Rotas de sintese

O amplo emprego de nanoparticulas magnéticas em aplicacbes
tecnoldgicas e/ou biomédicas tem incentivado o aprimoramento de suas rotas de
sintese. O assunto tem, em consequéncia, sido foco de revisdes na literatura
42036 teses 3728, capitulos de livros 3*°,

O preparo de nanoparticulas magnéticas pode ser realizado por uma
variedade de métodos fisicos e quimicos ou combinacdo destes “°*'. A diferenca
essencial entre estes métodos esta ilustrada na figura 2.1. Enquanto as rotas
fisicas sdo denominadas top-down (reducao de tamanho), as rotas quimicas sao
conhecidas por bottom-up (de baixo para cima). De maneira geral, as técnicas
top-down sao mais dispendiosas energeticamente e produzem mais

desperdicios que as técnicas botffom-up.

2.1.1 Rotas fisicas

As rotas fisicas classicas envolvem a preparacao de sbis coloidais em
que a reducao do tamanho € atingida por moagem de particulas (desagregacao)
42 @ as mais recentes incluem a deposicédo por vapor “** e a do arco de carbono
45,46.

De acordo com a rota pioneira, as nanoparticulas sdo obtidas por meio de
processo de moagem de particulas magnéticas micrométricas na presenca de
agentes quimicos (solvente e surfactante) *#’. As caracteristicas dos materiais
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precursores (metal ou 6xido metdlico), tais como a cristalinidade, dureza,
microfissuras e plasticidade, influenciam tanto no processo de moagem quanto
nas propriedades das nanoparticulas magnéticas obtidas. O surfactante, por sua
vez, além de facilitar a fragmentacdo por agir nas microfissuras das
microparticulas, leva a estabilizagcdo das nanoparticulas em suspensdo por
adsorver em sua superficie e assim promover repulsdo estérica. Ao final do
processo, a suspensao de nanoparticulas magnéticas precisa ser separada das
particulas maiores remanescentes por centrifugacdo. A rota é morosa,

demandando longos periodos de tempo na obtengcédo das nanoparticulas.

TOP-DOWN D H

0, 1nm  1nm 10 nm 100nm  Tpm  10pm 100rm1 ’Imt|‘n

H D BOTTON-UP

Figura 2.1 Comparacao das rotas fisicas (fop-down) e quimicas (bottom-up) na
obtencao de nanoparticulas magnéticas.

O método de reducdo do tamanho por moagem ou micronizacao foi
empregado com sucesso na producao de fluido magnético, pela primeira vez em
1965, quando Papell reduziu o tamanho de particulas micrométricas de
magnetita e dispersou-as em heptano na presenca de 4&cido oléico .
Posteriormente, Kaiser “%°) e Rosensweig *° empregaram a mesma metodologia
no preparo de fluidos magnéticos a base de nanoparticulas de magnetita
estabilizadas em querosene, parafina e agua.
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2.1.2 Rotas quimicas
2.1.2.1 Coprecipitacao em meio aquoso

Entre os métodos quimicos, a coprecipitagdo de ions metélicos via
hidrélise alcalina em meio aquoso é o método mais amplamente usado, além de
barato e simples *>**. A coprecipitacdo de ions metalicos tem sido realizada
também em microemulsdes *>°® e micelas reversas **° e decomposicdo
térmica®®®'. Embora os métodos de coprecipitacdo sejam os mais comumente
usados no preparo de nanoparticulas magnéticas, a reducao quimica via método
de Rieke ® ou via borohidretos % a decomposicdo de compostos
coordenados, usando o efeito térmico % ou a sonificagdo "*"!, tém sido usados
recentemente.

A producdo de nanoparticulas de Oxidos de ferro puras (magnetita e
maghemita) e das ferritas que além do ferro utilizam também metais divalentes,
¢é feita usualmente via coprecipitagdo em meio aquoso. A literatura relata varias
formas de reagdes de condensagcdo para preparo destas nanoparticulas:
formacao de magnetita em meio aquoso a temperatura ambiente "2 ou a 70 °C 7,
formacao de ferritas a 95-99 °C ° ou ainda o preparo de nanoparticulas de
maghemita por oxidagdo da magnetita 2.

De maneira geral, a etapa de coprecipitacdo é realizada pela adigdo de
hidréxido a solugdo de ions metalicos sob agitacdo e, com frequéncia, na
temperatura de ebulicdo da solucdo. Esta etapa é importante na definicado do
tamanho das nanoparticulas cujo controle é dependente da concentracéo e tipo
de base usada, velocidade de agitacdo, temperatura da reacdo e tempo de
envelhecimento do precipitado 2 A variagdo e controle do tamanho das
nanoparticulas, assim como sua polidispersao e cristalinidade, podem também
ser mediados pela presenca de ions organicos ou inorganicos. A estratégia de
complexacado superficial das particulas, logo que nucleadas para inibir o
crescimento posterior, € uma técnica usual, realizado por exemplo, por Bee e
colaboradores (1995), que se vale de ions citrato no meio reacional para obter

particulas de maghemita com diametro menor 7.
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2.1.2.2 Coprecipitacao em microemulsao

Segundo Gupta & Gupta %, a microemulsao pode ser definida como uma
dispersado isotropica termodinamicamente estavel de dois liquidos imisciveis,
desde que o microdominio de um ou ambos os liquidos tenha sido estabilizado
por um surfactante. Em outras palavras, as microemulsées envolvem pelo
menos trés componentes, dois liquidos imisciveis e um surfactante. Nestes
casos, quando a quantidade de fase organica é muito menor que a da fase
aquosa, o sistema é denominado micela normal e no caso contrario, micela
inversa. Em microemulsdes de agua-em-6leo, a fase aquosa é dispersa como
nanogotas (tipicamente 1-50 nm em tamanho) circundadas por uma
monocamada de moléculas surfactantes *>%.

Quando um sal metalico soluvel é incorporado na fase aquosa da
microemulsao ele ficara situado nas nanogotas aquosas circundadas por 6leo.
Estas nanogotas colidirdo continuamente, coalescerdao e quebrardo novamente.
Conceitualmente, quando sais de ferro um divalente e o outro trivalente sédo
dissolvidos em uma microemulsdo agua-em-6leo e adicionada uma solugéao de
base, podera se formar um precipitado. O crescimento das particulas nas
microemulsdes pode ser conceitualizado como um processo de troca intergotas
e agregacao de nucleos. O precipitado disperso finalmente produzido pode ser
extraido dos surfactantes por centrifugacdo ou com um magneto, lavado em
alcool, seco e disperso em solvente organico. O tamanho das nanoparticulas
pode ser modulado com variacbes na quantidade e concentracdo da fase
aquosa, quantidade do surfactante e temperatura do sistema 5. A figura 2.2

ilustra 0 uso de micelas para obter nanoparticulas magnéticas monodispersas.
2.1.2.3 Decomposicao de compostos de coordenacao

Em acordo com revisdo de Morais e Lima (2006)3 o preparo de
nanoparticulas magnéticas por meio da decomposicdo de composto de
coordenacdo de metais de transicédo é feito por metodologias conhecidas como

rotas nao hidroliticas e consistem na decomposicdo de compostos como
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Fe(CO)s em solventes organicos, na presenca de surfactante (para evitar a
oxidagdo das nanoparticulas) e de polimero, em atmosfera inerte 67 A
oxidacao controlada de materiais obtidos pela decomposicao de Fe(CO)s levou a
obtencado de nanoparticulas de maghemita monodispersas, uma caracteristica
desta metodologia. Outra caracteristica interessante da mesma é que o fluido
magnético pode ser obtido em uma Unica etapa 3. As caracteristicas das
nanoparticulas e do fluido obtido podem ser controladas por varios dos
parametros da reagao, como temperatura, concentragcao e natureza do polimero,

do surfactante e do reagente a ser decomposto.

~ - \ ey
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Figura 2.2. Estratégia de preparo de nanoparticulas de Oxido de ferro
monodispersas dentro de gotas de microemulsdo agua-em-6leo. Sais de ferro
foram dissolvidos dentro de fases aquosas das micelas reversas e precipitadas
por solucdes alcalinas para obter particulas de tamanho controlado (adaptado da
ref 20).

2.1.2.4 Decomposicao por sonicacao

A sonicacgao a altas frequéncias pode levar a temperaturas superiores a
1000 °C e pressao de centenas de atmosferas em microssegundos, desta forma
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promovendo a nucleacado, crescimento e colapso de bolhas de vapor de um
liquido volatil . Da mesma forma que a decomposi¢cdo térmica, permite o
preparo de fluidos magnéticos em uma Unica etapa. A técnica tem sido usada
para obtencdo de fluidos magnéticos a base de nanoparticulas amorfas e
cristalinas de metais, 6xidos, ferritas e apresenta, como vantagem especial, a
possibilidade de obtencdo de nanoparticulas em larga escala, o que abre

perspectivas de utilizacdo industrial.

2.1.2.5 Reducao de ions metalicos

Nas rotas de sintese por reducao de ions metalicos sdo conhecidos dois
procedimentos. No primeiro, o método de Rieke ®, as particulas sdo preparadas
por meio da reducao de sais metélicos dissolvidos em um solvente organico,
tendo como agente redutor um metal alcalino.

O segundo envolve a reducdo de ions de metais de transicdo por
borohidreto em meios aquosos e nao aquosos. A sintese envolve a producao de
compostos de coordenacgéo intermediarios e leva a obtencao de nanoparticulas
metélicas de 10 a 100 nm, dependendo do procedimento utilizado 8¢>7°,

2.1.2.6 Consideracoes gerais sobre as rotas de sintese

Como salientado por Gupta & Gupta 2, particulas magnéticas obtidas por
diferentes rotas podem apresentar propriedades magnéticas muito diferentes.
Estas diferencas podem refletir desde desordens estruturais até a presenca de
camadas nao magnéticas na superficie da particula. Os valores de
magnetizacdo de saturacdo (Ms), por exemplo, sdo usualmente menores nos
materiais nanoestruturados que nos correspondentes materiais em macroescala
(bulk). As curvaturas na superficie das nanoparticulas sdo muito maiores nas
particulas menores, o que seria responsavel por desordens na orientagdo do
cristal do que advém o decréscimo de Ms proporcional a reducéo de tamanho
das nanoparticulas.
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Atualmente, buscam-se rotas de preparo de nanoparticulas magnéticas
que permitam o controle fino do tamanho e da dispersdo em tamanho da
particula, a forma da particula, caracteristicas do interior da particula, e
propriedades fisicas e quimicas da superficie. O conhecimento do papel
exercido pelos parametros de sintese e o controle fino sobre 0s mesmos permite
um melhor controle sobre as caracteristicas das nanoparticulas magnéticas, tais
como fase, cristalinidade, perfil de tamanho e forma e estabilidade quimica.
Estas caracteristicas, por sua vez, irdo determinar as propriedades magnéticas
das nanoparticulas magnéticas, como a magnetizacdo de saturacdo comentada

acima, e, em consequéncia, suas aplicacdes tecnologicas.

2.2 Tipos e preparo de fluidos magnéticos

Apls a sintese, nanoparticulas magnéticas devem ser tratadas a fim de
atingirem a estabilidade coloidal imprescindivel aos fluidos magnéticos.
Diferencas nas formas com que a estabilidade coloidal é promovida levam, como
ilustrado na figura 2.3, a diferentes tipos de fluidos magnéticos, tais como os
ibnicos e os surfactados.

Conforme revisto por Morais e colaboradores, em 2006 " nos fluidos
magnéticos idnicos a estabilidade coloidal é atingida principalmente por meio da
repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas carregadas negativa ou
positivamente (Ver Fig. 2.3). Nestes fluidos, a densidade de carga superficial e a
forca i6nica do meio devem ser precisamente controladas de tal forma que a
repulsdo eletrostatica seja mais intensa que a atracado magnética dipolar a qual
favorece a agregacao das nanoparticulas.

Nos fluidos magnéticos ibnicos baseados em ferritas, 0 meio aquoso de
baixo pH estabelece uma densidade de carga positiva que resulta da
transferéncia de prétons do meio para a superficie da nanoparticula (Fig. 2.4).
Em contraste, a densidade de carga superficial negativa é obtida em altos
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valores de pH devido a transferéncia de prétons da superficie da nanoparticula
para o0 meio, deixando atomos de oxigénio carregados negativamente na
superficie da nanoparticula. Um modelo microscopico para o processo de carga-
descarga superficial dependente de pH em fluidos magnéticos ibnicos baseados
em oxidos metalicos envolve o tunelamento do préton através de uma camada

de agua fortemente ligada na superficie da nanoparticula ”’.
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Figura 2.3 Esquema de preparacao de fluido magnético surfactado e i6nico

A metodologia de estabilizacdo de fluidos magnéticos por repulsao
eletrostatica foi introduzida por Massart em 1981 "8, conseguindo-se colbides
com fragdo volumétrica de particulas superiores a 10% 7’. Pode-se preparar um
fluido magnético em meio basico colocando-se as nanoparticulas em solucao

diluida de hidroxido de tetrametil aménio, sob agitacdo. Um fluido magnético
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estavel é obtido apbs centrifugacdo da suspensado. Para o preparo do fluido
magnético em meio acido, as nanoparticulas sado colocadas em solucdes
diluidas de &cido nitrico ou perclérico, sob agitacao, seguido de centrifugacao.
Neste caso, entretanto, como as nanoparticulas sdo quimicamente instaveis em
meio acido, € recomendado o tratameto hidrotérmico das nanoparticulas com
nitrato férrico, na temperatura de ebulicdo, por 30 minutos. Apéds resfriadas, as
nanoparticulas sdo coaguladas em meio alcalino, lavadas com agua para
remocao dos contra-ions e dispersas em solugdo acida .

Figura 2.4. Tipos de estabilidade coloidal: (a) Particulas estabilizadas por
camada eletrostatica; (b) Particulas estabilizadas por repulséo estérica. ®

No caso dos fluidos magnéticos surfactados, as espécies moleculares
ligadas a superficie da nanoparticula sdo as responsaveis pela estabilidade
coloidal, ja que a repulsdao estérica entre as nanoparticulas magnéticas
recobertas sobrepuja a atracao dipolar magnética (ver Fig. 2.4). As extremidades
externas da cobertura molecular superficial nos fluidos magnéticos surfactados
podem ser polares ou apolares, resultando, respectivamente, em fluidos
magnéticos estaveis em meio aquoso ou em fluidos magnéticos estaveis em

hidrocarbonetos.

Além da repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas e a competicao
por atracao dipolar, a energia térmica e as interacbes de Van der Waals tém
também importante funcao na estabilidade dos col6ides magnéticos. Enquanto a
energia térmica favorece a estabilidade coloidal mantendo afastadas as
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nanoparticulas magnéticas, as forcas de Van der Waals tendem a aproxima-las,

favorecendo a agregacao.

Uma outra forma de preparar fluidos magnéticos em meio aquoso envolve
a complexacao de ligantes de menor massa molecular com mais de um grupo
funcional ionizavel, a superficie das particulas. Enquanto um dos grupos
funcionais € usado para a complexacao a superficie, os outros se voltam para o
meio liquido, contribuindo para a estabilidade via repulsao eletrostérica. Em seu
preparo, as nanoparticulas sdo dispersas sob agitacdo e ajuste apropriado de
pH na solu¢do aquosa do ligante. As nanoparticulas complexadas ao ligante séo
coaguladas com um n&o-solvente, separadas por centrifugacdo e secas. A
seqguir, as nanoparticulas sao dispersas em agua deionizada, com pH e forca
ibnica ajustadas para as condigcdes pretendidas. Apds centrifugacdo da
dispersao obtida, coleta-se o fluido sobrenadante. Este tipo de fluido magnético
denominado as vezes de biocompativel é particularmente interessante para
aplicacoes biomédicas porque pode ser estavel em meio aquoso e pH fisioldgico
e permite a complexagdo de moléculas de interesse biomédico, como

aminodcidos ¢, dextrana ?', proteinas, anticorpos, entre outras +2°%,
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Capitulo lll

SINTESE DE FLUIDO MAGNETICO IONICO



3.1 Introducao

A amostra de fluido magnético (FM) ibnico baseada em nanoparticulas de
maghemita foi preparada de acordo com procedimento publicado em 1995 7. O
método pode ser separado em trés etapas: sintese das particulas, oxidagao-
passivacao e peptizacao.

Os procedimentos da primeira etapa — coprecipitacdo de solucdo de Fe?
e Fe* em meio alcalino e da segunda etapa — tratamento com nitrato férrico a
quente - foram seguidos praticamente de forma idéntica ao método referido
acima, alterando-se somente a escala da sintese.

Na terceira etapa — a peptizagdo das nanoparticulas como FM ibnico
estavel foi obtida pelo controle da densidade de carga superficial e ajuste da
forca ibnica do meio aquoso, realizando-se um tratamento com acido nitrico para
estabilizar o produto final em pH baixo. Os detalhes deste procedimento estdo

apresentados na Figura 3.1 e descritos a seguir.

3.2 Reagentes

Neste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes:

e Acido Cloridrico grau PA da marca VETEC

e Acido Nitrico grau PA da marca MERCK

e Agua destilada e deionizada — com tratamento para remocdo de ar
(borbulhando-se nitrogénio por 30 minutos).

e Cloreto Férrico Hexahidratado grau PA da marca VETEC

e Cloreto Ferroso Hidratado grau PA da marca Carlo Erba

e Solugdo de Amdnia concentrada grau PA da marca VETEC - foi titulada
com solucdo de acido cloridrico padronizada por biftalato.
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Figura 3.1 — Esquema geral de sintese de fluido magnético idbnico, mostrando as
etapas de sintese, passivacao e peptizacao e os procedimentos envolvidos em
cada um delas.

3.3 Metodologia

3.3.1 Preparo das Solucoes

A solucdo de metais (Fe** e Fe®*) na proporcdo estequiométrica da
magnetita (1:2) foi preparada diluindo-se primeiramente o Cloreto Ferroso
(24,666 g) em 30 mL de agua e em seguida misturando-se ao Cloreto Férrico
(70,282 g) previamente dissolvido com 20 mL de HCI concentrado. A solucéo foi

levada a 2,8 L e transferida para um béquer de 4 L de capacidade nominal.

3.3.2 Coprecipitacao
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Apés ser transferida para o béquer de quatro litros (4 L), a solucdo de
metais (Fe** e Fe®*) foi colocada em um agitador mecénico com pa de inox
revestida por fita de Teflon onde, submetida a uma agitacao vigorosa, formou-se
um vortex estavel que iniciava na base do béquer. A adicdo de solucdo de
amdnia foi entdo feita manualmente, com uma proveta de um litro (1L) entre a
extremidade e o centro do vortex, durante o tempo cronometrado de dez (10)
segundos. A reacdo ocorria quase que instantaneamente e era evidenciada por
meio da formacéo de uma fase escura decorrente da precipitacdo ocasionada. A

sequir, a agitacdo na mistura reacional era mantida por 30 minutos.

3.3.3 Isolamento /Lavagem do precipitado

Apés a etapa de coprecipitacdo, o precipitado formado foi decantado com
a ajuda de um magneto colocado sob o béquer e a solucao sobrenadante
retirada por sucgdo com a ajuda de uma trompa a vacuo. Dois litros (2 L) de
agua foram adicionados e a suspensao agitada por 10 minutos. Procedeu-se
novamente a retirada do sobrenadante e outro processo completo de lavagem
foi repetido.

A sequir, acido nitrico 316 mL (2 mol/L) foi adicionado e a solucao agitada
por cinco minutos. O precipitado obtido foi isolado e o sobrenadante retirado, da

mesma forma que a descrita acima.

3.3.4 Oxidacao/Passivacao

Um volume de 473 mL de solugdo de Nitrato Férrico (0,34 mol/L) foi
adicionado, enquanto o béquer com a mistura era aquecido até 93°C em placa
com agitacdo magnética. Apos resfriar naturalmente e retirar o sobrenadante, o
precipitado resultante foi fracionado em duas partes volumétricas
aproximadamente iguais. O procedimento de tratamento hidrotérmico com

nitrato férrico e a peptizacao foi realizado com cada uma delas.
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3.3.5 Tratamento Acido e Peptizacdo

Antes da etapa de peptizacdo, o precipitado foi tratado pela adicao de
solucdo de &cido nitrico (2 mol/L), seguida de agitacdo por 20 segundos e
permanéncia em repouso por trinta e seis horas (36 h).

Apéds este tratamento &cido foi iniciado um processo de retirada de ions
excedentes e indesejaveis, como o Fe* da solugdo sobrenadante, feitos os
ajustes de pH e forca ibnica para finalmente ocorrer a peptizagao.

Apéds decantacdo completa do material, auxiliada por um magneto de
geometria circular na base do béquer, a solugdo sobrenadante foi drenada e
retirada por succao. Apds cada etapa de lavagem ou titulacdo com agua, foi
utilizado esse procedimento de sucgdo, com decantagao assistida pelo magneto.

O precipitado foi lavado com 200 mL de acetona e apo6s agitacdo por
trinta segundos (30 s), drenado da mesma forma.

Apdés, foram adicionados150 mL de acetona, seguindo-se a titulagdo com
agua. O meio era submetido a agitacdo magnética, quer ap6s a adicao de
acetona, quer apos a adicdo de alguns mililitros de agua, garantindo-se a
decantacdo posterior a cada agitacdo. A titulagdo com agua foi realizada até a
iminéncia da peptizagdo das particulas, processo que envolveu trinta mililitros
(30 mL) de agua. Ap6s drenagem realizou-se novamente uma lavagem com 200
mL de acetona. A seguir, todo o processo foi repetido mais uma vez, ou seja,
feitas a adicdo de acetona e titulagdo com agua seguidas de lavagem com
acetona.

Por fim, a acetona residual foi removida com ajuda de um fluxo de
nitrogénio e a peptizagédo concluida por adigdo de agua. O material foi submetido
a centrifugacdo a 5000 rpm durante cinco minutos para realizar a remocao de

eventuais aglomerados.

3.3.6 Propriedades Gerais do Fluido Magnético Obtido
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O fluido gerado € concentrado, fortemente acido, apresentando pH 1,52,
e tem massa especifica de 1,31 g/cm® como determinado pela medida da
massa de um mililitro da amostra. Segundo resultados de absorcdo atémica
apos digestdo em &acido nitrico, a amostra possui um teor de ferro de 6,7 %
(m/m) e, considerando a massa especifica da maghemita em escala
macroscopica de 4,87 g/cm?® #8 uma fracdo volumétrica de 2,4 %. De fato é
possivel obter amostras ainda mais concentradas simplesmente reduzindo-se a
quantidade de agua adicionada na etapa final de peptizacado. Essa concentragao
relatada apresenta densidade e viscosidade que permitem facil manipulacdo em
laboratério.

3.4 Consideracoes Sobre a Sintese

3.4.1 Obtencao de particulas magnéticas

A obtencdo de Oxidos metdlicos em meio aquoso por métodos
tradicionais (como precipitacao alcalina ou método hidrotérmico) envolve os
processos de hidrélise e condensacao das espécies.

O processo de formacdo de Oxidos consiste na condensagdo de
complexos metalicos previamente coordenados por agua, com desprotonacao
seguida de condensacdao em um processo de olacdo ou oxolagdo, resultando
em espécies com mais de um centro metalico, que ao final do processo podem
resultar na precipitacdo em sélidos®.

O processo geral de formagcédo de éxidos é explicado de maneira bem
didatica por Jolivet (2002,2006)%*%%, que afirma que a razdo de hidroxilas dos
monémeros tem grande influéncia sobre o processo de condensacgéao,
determinando também o tipo e a estrutura formada. Obviamente essa razao de
hidroxilacao é fortemente influenciada pelo pH do meio, mas é fungdo também
da acidez e eletronegatividade do cation. Ainda segundo Jolivet &, espécies
carregadas positiva ou negativamente condensam em maior ou menor extensao,
deixando espécies discretas carregadas em solucdo, polications ou polianions.

Por sua vez, os monémeros neutros sofrem condensacao indefinidamente até a
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precipitacdo de um solido que pode ser um hidroxido, oxihidréxido ou um éxido
com hidratagdo variada, ou seja, em Uultima instdncia, a condensagdo de
espécies neutras que resultara em um sélido.

As nao-homogeneidades do meio reacional influenciam sobremaneira
para que haja grande dispersdo nos didmetros e em outras caracteristicas do
precipitado, como a propria cristalinidade. Quando formadas, as particulas
precipitadas tém forte tendéncia de aglomeracao e fusao, no sentido de diminuir
sua energia livre de superficie, contribuindo fortemente para que ndao haja um
sistema de particulas finas e muito menos que estas sejam bem distribuidas em
diametro.

Pelas razées mencionadas, alguns processos sao induzidos para que se
atinja o controle de algumas propriedades. Submeter as particulas recém
formadas a condi¢des (pH principalmente) onde tenham solubilidade apreciavel,
pode levar a particulas com estrutura cristalina mais estaveis e diametros e
morfologias bem definidos por meio de processos de redissolucao-
cristalizacdo®. Por outro lado, fazer o mesmo em condigcdes onde ndo ha
solubilidade apreciavel do precipitado, leva a processos onde a troca de massa
entre particulas e meio nédo é fator preponderante, mas sim transformacgdes in
situ, como difusdo de ions, desidratago e cristalizagdes em pequenas escalas®.

No caso da coprecipitacdo da magnetita, as especificidades dos ions ferro
divalente e trivalente, bem como fen6menos relativos a sua estrutura cristalina,
apresentam singularidades e permitem estratégias de controle distintas .

Primeiro, a forte acidez do Fe®*, evidenciada pelo fato de ndo formar
hidroxido (Fe(OH)s). Segundo, a independéncia da estrutura condensada em
relacdo a estrutura do complexo aquoso Fe?. Terceiro, ha um interessante
fenbmeno de transferéncia de elétrons entre os cations, que proporciona
rearranjos estruturais locais, direcionando o crescimento cristalino na estrutura
espinélio. Isto é evidenciado pelo fato de que a maghemita geralmente nao se
forma somente a partir de uma solugcdo de Fe*, mas uma pequena fragido de
Fe? (10 %) pode induzir a precipitacdo na estrutura espinélio ®. A coexisténcia

dos dois ions faz com que a formagéao seja extremamente favorecida 2.
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Entretanto, a faixa da proporcdo deve ser muito préxima da
estequiometria da maghemita para que ndo haja competicdo entre os dois
mecanismos de crescimento (dissolugdo e recristalizacdo), da qual resultaria
menor controle das propriedades das particulas .

E importante observar que uma estratégia amplamente usada para
controlar a sintese de particulas muito finas € inserir um complexante no meio
reacional, para que ocorra nucleacdo das particulas com complexacao
superficial, inibindo o crescimento dos nanocristais, conforme descrito por Bee e
colaboradores (1995) ™.

Além disso, é importante notar que nos processos aquosos de obtencao
de 6xidos, as cinéticas de formacao de hidréxidos, condensacao, nucleacao e
crescimento competem e interagem, compondo um processo altamente
complexo que influenciara fortemente as morfologias e didmetros das particulas
formadas. Em virtude dessa complexidade, 0 método de coprecipitacdo em meio
alcalino, ndo é de facil controle e nem permite o controle da dispersao dos
didmetros e geometria com qualidade factivel por meio de outras técnicas, como
a de decomposicdo de complexos em meios nao-aquosos em presenca de
surfactantes, estratégia que possibilita a obtencdo de particulas metalicas ou

oxidos diretamente 8%,
3.4.2 Consideracoes Sobre Oxidacao da Magnetita

Nanoparticulas de magnetita sdo muito propensas a oxidacdo e se
transformam em maghemita (y-Fe.O;) por acdo do oxigénio atmosférico, por
exemplo, tanto no precipitado Uumido como em suspensao coloidal. Essa alta
reatividade é consequéncia de altos valores na razao superficie-volume. Porém,
a razao superficie-volume ndo € o Unico aspecto interessante nesse processo de
oxidacdao da magnetita para maghemita. Devido a uma alta mobilidade de
elétrons no reticulo cristalino, as nanoparticulas de magnetita apresentam
reacdes quimicas superficiais interessantes. A transformacao pode ocorrer,

entdo, por transferéncias de ions e/ou de elétrons interfaciais de maneira
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dependente do pH da suspensdo. Em meio béasico, a oxidagdo da magnetita
ocorre por reducao do oxigénio na superficie das particulas, ou seja, apenas por
transferéncia de elétrons e coordenacao de ions 6xidos. Por outro lado, em meio
acido e condicbes anaerdbicas, ocorre a dessor¢do dos ions Fe?" superficiais
como complexos hexa-aquo em solucado, havendo transferéncia de elétrons e
ions (Jolivet and Tronc 1988)%.

Em ambos os casos a oxidagdo de ions Fe*" esta correlacionada com a
migracao de cations através do reticulo cristalino, criando vacancias catiénicas a
fim de manter o balanco da carga, como representado no esquema da Figura
3.2.

Desta forma, os processos envolvendo transferéncia de cargas dentro da
estrutura espinélio que contém ions Fe? e Fe®* e reestruturagdo cristalina ficam
evidenciados mais uma vez, quando comparados com a formacao e

transformacgdes de outros 6xidos metélicos.

3.4.3 Consideracoes Sobre o Processo de Passivacao

E possivel preparar um fluido magnético aquoso em meio &cido ou basico
a partir de particulas de maghemita ou magnetita obtidas por coprecipitagcao,
apenas ajustando-se, de maneira adequada, o pH e a forca ibnica do meio.
Porém, para o caso de fluidos magnéticos ibnicos &cidos o resultado € um
ataque gradual do acido as particulas, o que leva a perda de estabilidade e
floculagdo do fluido com o tempo. Como metodologia para resolver esta perda
de estabilidade é usual a realizacdo da etapa de passivacdo da superficie das
particulas, obtida por tratamento com solugédo de nitrato férrico a quente, o que
possibilita a estabilizacdo do fluido acido por tempo longo, podendo chegar a
alguns anos. O diferencial de estabilidade quimica ao meio acido promovido pelo
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tratamento com nitrato férrico tem sido atribuido a formacao de uma camada de
oxido de ferro amorfo na superficie das particulas °'. Entretanto, em trabalho
recente realizado com ferritas de cobalto, estudadas por espectroscopia Raman
e difracdo de raios X, foi sugerido um aumento da qualidade cristalina das

particulas além de um enriquecimento de ferro na superficie .

Oxide 3 Solution

(©) ] 2 H
o H* Fel*s e= » Falt
\* Fﬂj—Dar - o ¢

Met balance

Figura 3.2 Esquema de oxidacdo da magnetita em maghemita em suspensao
acida: (a) por protonacdo do atomo de oxigénio superficial onde um elétron
mével esta localizado na superficie octaédrica do ion de ferro; (b) em condicdes
acidas (pH em torno de 2) o ion Fe* formado é liberado como um hexa-
aquocation soluvel deixando um excesso de carga positiva dentro da particula;
(c) o excesso de carga é compensado pelo movimento de um ion férrico para a
superficie visando criar uma vacancia catiénica no reticulo. O novo balango de
eliminacdo de ions Fe?* é obtido pela oxidacdo do material e difusdo de
vacancias cationicas para o interior das particulas (Adaptado da ref. %).

3.4.4 Consideracdes Sobre o Tratamento Acido

O tratamento com acido nitrico realizado com o precipitado das particulas
possibilita aproveitar as propriedades anfotéricas da maghemita, fazendo com
que a superficie das nanoparticulas adquira carga positiva que garante repulsdo
eletrostatica entre estas.

No caso deste trabalho foi usada concentracao de acido suficientemente
grande para promover precipitacdo através da contracdo da dupla camada
elétrica devido ao efeito da alta forga idbnica do meio. A forga iénica foi ajustada
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pela retirada de ions com metodologia que emprega acetona, solvente que
possibilita o ajuste dos ions do meio sem ocasionar a peptizacéo, etapa que foi
realizada no final pela adicdo de agua. Em outras palavras, foi usada
concentracao de acido excessiva, ajustada fora da estabilidade coloidal, em alta
concentracdo de particulas, para finalmente promover a peptizacdo. Essa
estratégia de uso de excesso de acido e “retorno” permite a obtencdo de
suspensdes coloidais bastante concentradas, como a preparada no presente

trabalho.
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Capitulo IV

CARACTERIIZA(}AOADE FLUIDO
MAGNETICO IONICO



4.1 Introducao

A eficiéncia de um fluido magnético nas mais diversas aplicacées é
altamente dependente das caracteristicas de suas nanoparticulas magnéticas,
demandando investigacdo acurada das mesmas: composicao, formato,
dimenséao e dispersdo de tamanho, carga, natureza da cobertura, propriedades
magnéticas, estabilidade quimica e estrutural, propriedades de superficie,
propriedades fisico-quimicas da camada molecular adsorvida em sua superficie,
formacao de aglomerados.

Uma grande variedade de técnicas experimentais tem sido empregada na
investigacado das propriedades fundamentais de fluidos magnéticos, sejam eles
ibnicos ou surfactados. Entre essas destacavam-se principalmente a
microscopia eletrébnica de transmissdo %, a difracdo de raios X%, a
birrefringéncia magnética estatica ***°, e a magnetometria *. Nos Ultimos anos,
outras técnicas tém contribuido substancialmente nos conhecimentos de fluidos
magnéticos: (i) a ressonancia magnética ¥’ nos efeitos da concentragdo de
particulas ', forca idnica '®, tamanho da particula e temperatura '%; (ii) a
espectroscopia Raman em estudos quantitativos e qualitativos das espécies
quimiossorvidas na superficie das nanoparticulas °+'%; (iii) a espectroscopia
fotoacuUstica'® revelando importantes detalhes relacionados as propriedades do
nucleo das nanoparticulas ', a estrutura da superficie das nanoparticulas '%, e
caracteristicas da cobertura das mesmas ' e (iv) ainda a microscopia de forca
atémica *.

No presente capitulo serdo abordadas as técnicas de caracterizacao
utilizadas na investigacdo do fluido magnético iénico sintetizado: difragcao de

raios X, microscopia eletrénica de transmissao e birrefringéncia magnética.

4.2 Caracterizacao das nanoparticulas de maghemita por
difracao de Raios X
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A difragdo de raios X é usada para confirmar a natureza cristalina das
nanoparticulas ao se comparar os picos de difracdo obtidos no difratograma aos
valores da ficha padrao ASTM (American Society for Testing Materials). A

técnica fornece também uma estimativa do diametro médio das nanoparticulas.
4.2.1 Metodologia

Para caracterizar as nanoparticulas de maghemita por difracao de raios
X, a amostra de FM i6nico foi desidratada em ambiente de baixo vacuo e
armazenada em p6 de forma a evitar contato atmosférico. As medidas foram
realizadas em um difratbmetro Shimadzu modelo 6000, com radiacdo CuKa de A
= 1,5418 A? sob a supervisdo da Profa. Emilia Celma de Oliveira Lima no
laboratério de Quimica, Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias.
Para identificar a estrutura cristalina do material investigado, os picos de reflexao
obtidos foram comparados aos de materiais conhecidos. O didmetro médio das
nanoparticulas foi determinado a partir da largura a meia altura do pico de
reflexdo mais intenso usando a equacgao de Scherrer °.

4.2.2 Resultados e Discussao

O difratograma de raios X obtido das nanoparticulas do fluido magnético
ibnico sintetizado estd mostrado na Figura 4.1. A similaridade dos picos de
difracdo aos da ficha padrdo ASTM evidencia a estrutura cristalina da
maghemita (ver Tabela 4.1). E importante lembrar, entretanto, que alguns
difratogramas sdo muito similares, sendo dificil distinguir apenas pela técnica de
difracdo de raios X entre amostras como a magnetita e a maghemita 8.

Usando os dados de difracdo de raios X obtidos e considerando que a
cristalinidade da amostra foi mantida, ou seja, que o espacamento interplanar
entre 0s conjuntos de planos [h, k, I] era constante, determinou-se que o

didmetro médio das nanoparticulas magnéticas € 9,3nm.
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Figura 4.1 — Difratograma de raios X das nanoparticulas de maghemita em p6

Tabela 4.1 — Posicao dos picos de difragdo de raios X comparados com a ficha

padrdao ASTM
NP de maghemita investigada ASTM
Intensidade 20 hkl Intensidade 20
44 30,278 220 30 30,122
100 35,719 311 100 35,455
24 43,322 400 20 43,099

4.3 Caracterizacao das nanoparticulas de maghemita por

Microscopia Eletrénica de Transmissao

A determinacdo do didmetro das nanoparticulas constitui etapa
importante na area de materiais, tendo em vista que este parametro determina
varias das propriedades das nanoparticulas e suas funcbes potenciais. Além
disto, os valores do diametro médio obtidos por Microscopia Eletrdnica de
Transmissdao (MET) sado importantes no célculo dos parametros de outras

técnicas, como a de birrefringéncia ¥'.
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4.3.1 Metodologia

Para proceder a analise do tamanho das nanoparticulas de
maghemita do FM iénico e da dispersividade de tamanho das mesmas, uma
gota da amostra de FM iénico diluida em agua contendo cerca de 0.00003% de
fracao volumétrica foi colocada sobre telas para microscopia de transmissao
eletronica (MET) de 300 meshs recobertas com Formvar . Apds secarem a
temperatura ambiente, as telas foram analisadas e fotomicrografadas em
microscopio eletronico JEOL 1011 no Laboratério de Microscopia Eletrénica da
Universidade de Brasilia.

O didmetro médio de 2000 nanoparticulas de maghemita investigadas foi
obtido por analise em computador, utilizando-se o programa ImagePro 5.1. A
distribuicdo das particulas foi conseguida utilizando-se o melhor ajuste log

normal, conforme descrito previamente % e dado pela equacgao 4.1.

_ exp( ~20° j_ - InZL%j
P(D) = | ——~ || exp| ——~

Dov/2m

4.1)

Onde
o = desvio padrao
D = diametro médio

4.3.2 Resultados e Discussao
A técnica de MET apresenta resolugdo adequada para observar
estruturas com dimensdes préximas a 0,1nm, ajustando-se perfeitamente ao

estudo de nanoestruturas. No entanto, ao serem investigados por MET, os

materiais devem estar em ambiente de alto vacuo o que exige que sistemas
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como os coloidais sejam previamente secos, tratamento que pode levar a uma
representacdo alterada da amostra '°. De qualquer forma, a observagdo por
MET revelou que as nanoparticulas apresentam, em sua maioria, formato
esférico.

A Fig. 4.2 mostra uma micrografia tipica obtida de MET e a Fig.4.3, o
histograma de tamanho de nanoparticulas y-Fe.Os correspondente (B) obtido a
partir da mensuragdo de 2000 nanoparticulas em fotomicrografias eletrénicas.
Os dados experimentais foram ajustados usando a fung¢do de distribuicao log
normal que permitiu calcular o didmetro modal (8,15 nm) e o desvio padrao

logaritmo de ordem zero (0,30).

Fig. 4.2 MET em nanoparticulas de maghemita. A figura representa micrografia
MET tipica das nanoparticulas de maghemita.

Comparando-se o tamanho médio da nanoparticula obtido por MET (8,15
nm) ao resultado da técnica de raios X (9,3 nm) constata-se que a dimensao
variou com a técnica experimental utilizada para sua estimativa. Diferentes
técnicas avaliam diferentes aspectos das dimensbes das particulas, como
ilustram relatos prévios em que sdo comparados os resultados obtidos com
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MET, microscopia de forga atdmica e birrefringéncia magnética * ou destas com
ressonancia magnética %, além daquelas que comparam a dimenséao fisica do
nucleo, dimensao com propriedades magnéticas e dimensao hidrodinamica que
inclui os efeitos de cobertura da nanoparticula . De qualquer forma, a MET é

considerada a técnica referencial na caracterizacao de nanoestruturas.
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Fig. 4.3 Histograma de polidispersdo das nanoparticulas de maghemita (y-
Fe.Os). Barras verticais representam os histogramas de tamanhos obtidos por
andlise de dados MET mostrados na Fig. 4.2. A linha continua representa o
melhor ajuste de acordo com a fungdo de distribuicdo log-normal %.

4.4 Caracterizacao das nanoparticulas de maghemita por
Birrefringéncia Magnética Estatica

4.4.1 Birrefringéncia - definicao

Um material é considerado birrefringente se apresenta diferentes indices
de refracdo quando a luz que o atravessa incide em diferentes eixos ou, em
outras palavras, a birrefringéncia é um tipo de anisotropia Optica de um
determinado material. Devido a esta propriedade o material altera o plano de
polarizagdo da luz, inclinando-o no sentido horario ou anti-horario, caracteristica

também referida como atividade éptica. A figura 4.4 ilustra o fen6meno.
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Cristais birrefringentes entre polarizadores cruzados

Objeto (Cristal
anisotropico)

Analisador (A)

V4

Polarizador nq

(P)

Luz

bragca Retardacao

(An =)

Plano da
luz
polarizada

Amostra g " - Duas componentes

E resultantes da
spessura (1) birrefringéncia

Figura 4.4- Esquema de birrefringéncia. A figura representa o desvio do plano da
luz polarizada da luz incidente ocasionado pela passagem através do material
birrefringente.

4.4.1.1 Fluidos Magnéticos e Birrefringéncia Magnética

Fluidos Magnéticos (FM) em geral possuem atividade 6ptica nula. Porém,
quando submetidos a um campo magnético continuo (DC) apresentam
diferentes indices de refracdo para a luz transmitida perpendicular ou
paralelamente a esse campo aplicado, ou seja, os fluidos magnéticos tornam-se
birrefringentes na presenga de um campo magnético externo. Essa propriedade
referida como Birrefringéncia Magnética também € observada em alguns cristais
" porém a fenomenologia presente no caso dos fluidos magnéticos é bem

distinta, devido as peculiaridades do sistema.

Neste trabalho, a medida da birrefringéncia magnética (BM) foi realizada
com o campo magnético DC, apds tempo suficiente para o sinal medido se
estabilizar, em cada intensidade de campo magnético. Portanto, ndo se buscou
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observar fen6menos de relaxacdo durante a tomada de um ponto, caracteristica
que define a técnica como birrefringéncia magnética estatica (BME). O estudo
do fenbmeno de relaxacdo pode ser realizado em medidas de birrefringéncia
magnética dinamica e nao é tratado neste trabalho.

Algumas consideragdes importantes relativas a birrefringéncia magnética
estatica em fluidos magnéticos devem ser feitas, com implicagées tanto na
experimentagdo como no desenvolvimento do formalismo teérico. Primeiro,
fluidos magnéticos apresentam dicroismo quando submetidos a um campo
magnético, ou seja, seu coeficiente de absorcao de luz em uma direcao paralela
a um campo aplicado é diferente do coeficiente de absorcdo medido
perpendicularmente ao campo. Este efeito, porém, é comumente desprezado em
estudos de BME, pois é tipicamente uma ordem de grandeza menor que o efeito
da birrefringéncia magnética estatica '®°. Segundo, amostras de fluido magnético
gelificadas ou congeladas em auséncia de campo nao apresentam fenémeno de
birrefringéncia'’®. Esse fato sugere que o fendmeno é fortemente dependente de
processos fisicos peculiares a suspensao coloidal, em especial a orientagdo de
agregados de particulas e a formacgao de cadeias de particulas.

Segundo o Modelo Tradicional, a birrefringéncia magnética estatica é
explicada através da anisotropia de forma das particulas. Neste caso, a
diferenca dos indices de refracao é depende da susceptibilidade elétrica relativa
por unidade de comprimento (x), da permissividade elétrica do liquido (¢) e da
fracdo volumétrica (@) das particulas no liquido. Esta relacdo pode ser

representada pela equacéo 4.2,

An=AnS1-3¢coth&+3¢2 (4.2)

onde AnS= Pyll-xlel2e e &=mHKBT, com m representando o momento
magnético da particula, H o campo magnético externo, T a temperatura absoluta
e ks a constante de Boltzmann.
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A explicacdo corrente da birrefringéncia magnética estatica pode ser
apresentada por meio da interagdo entre as particulas e a anisotropia que os
aglomerados formados geram. Neste caso, tem-se uma correcdo da equacéao
4.2 e esta pode ser reescrita com base na dependéncia das interacbes das
particulas com o campo magnético externo e das interagdes particula-particula e
aglomerados *’:

Na equacéo 4.3 tem-se:

An(D, H) = AnST[L' (Xp )Yp +L(x, )Y, +L (X )Yy }P(D) dD  (4.3)
0

onde Ans a D?,

Lo(Xi) = 1 = (3/Xi ) coth(X)) + 3/X? é a funcdo de Langevin de segunda ordem,

X, = MH/keT para particulas nao interagentes,

T = temperatura,

H = o campo magnético aplicado,

ke = a constante de Boltzmann,

u= MPsD%/6 é o momento magnético de cada particula,

MPs = magnetizacdo das particulas em unidade de densidade, que pode ser
escrita como MPs = MSsp, onde p é a densidade (4,87 g/cm®) para y-Fe,Os 8'#2,
MSs = magnetizacdo de saturagdo da amostra Y parai = p, a e b, tal que a
contribuicao total é Y, + Y. + Y, = 1, p representando monémeros, a dimeros do
tipo coherent e b dimeros tipo fannin.

A maneira mais usual de realizar os experimentos de birrefringéncia
magnética estatica € medir a intensidade luminosa de um feixe de luz polarizada
que incide em fina camada da amostra, passando por um filtro polarizador
(analisador) e finalmente incidindo em um detector.
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O sistema usado para a medida da birrefringéncia estatica € bastante
simples e consiste basicamente em uma fonte de luz laser de 632 nm que incide
no plano normal a um filtro polarizador (polarizador) em um porta amostras de
quartzo situado entre os pdélos de um eletroimd com campo uniforme
perpendicular ao feixe de luz, um analisador e um detetor de luz do tipo diodo
semicondutor. O caminho éptico efetivo da amostra € de 1mm e os filtros
polarizadores (polarizador e analisador) s&o montados em duas estruturas tipo
gonibmetro de maneira que permite girar livremente a direcao da polarizagao
entre estes. O sistema é configurado de forma que o angulo de polarizacao entre
os filtros sejam de 90 graus e ambos tenham 45 graus em relacao a orientacao
do campo magnético. Um chopper modula a luz e estd conectado a um
amplificador onde o sinal é obtido em volts, em uma configuracdo do tipo lock-in
classica. O campo magnético uniforme é medido por uma sonda de efeito Hall
junto ao porta amostras.

" a intensidade medida no detector associa-

De acordo com a literatura
se segundo a equacado 4.4, para um arranjo de 90° entre o polarizador e

analisador e 45° entre estes e o alinhamento do campo magnético (Fig. 4.5).

I=E2t // {sin(AnS2)} | (4.4)

onde Eo e t// representam a intensidade do campo elétrico do laser incidente e

a componente paralela do tensor de transmissividade, respectivamente.

Para argumentos de seno suficientemente pequenos considera-se sen(x)
aproximadamente igual a x fazendo com que a birrefringéncia seja proporcional
a raiz do sinal que chega no detector apds passagem no restante do sistema

experimental.
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Figura 4.5— Representacdo dos angulos relativos a orientagdo do polarizador,
analisador, e campo magnético. No arranjo experimental adotado neste trabalho
a=Lf=45°

4.4.2 Metodologia

As medidas obtidas foram realizadas no laboratério de Birrefringéncia
Magnética, IF, UnB por Leandro Figueiredo ® em aparato experimental ilustrado
na figura 4.6.
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Figura 4.6 — Aparato experimental para realizagdo de medidas de birrefringéncia
magnética estatica. Fonte referéncia 2.
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Varias diluicbes em &agua foram preparadas a partir da amostra de
concentracgdo original 2,7 x 10" particula/cm® sendo as medidas realizadas logo
apés as diluicdes para evitar o efeito de envelhecimento. Diluicbes de 1:6 até
1:64, num total de vinte diluicbes foram realizadas. A concentragdo em
particulas por centimetro cubico foi obtida a partir da analise do teor de ferro da
amostra por absorcao atémica, da distribuicdo do didmetro obtido por MET e a

partir do valor da massa especifica para maghemita ( 4,87 g;cm?)®'82

4.4.3 Resultados e Discussao

Os dados mostrados na Figura 4.7 sao referentes as diluicbes de 1:8,
1:16, 1:32, 1:48, 1:64. O fator N expressa a concentracao de particulas levando
em conta a distribuicdo do didmetro calculada previamente a partir dos dados de
MET.

181 <D= =815 nm N=51x 10" pem’
M=234x%10" plom’
M=255x 10" picm”

M=124x10" pt

N=308%10" p

H (kie]

Figura 4.7 .Birrefringéncia magnética estatica do FM i6nico em funcdo da
diluicdo das amostras ¥.

As linhas tragadas no grafico da Figura 4.7 resultam do ajuste dos dados
obtidos pela equacao [4.2]. A linha sélida resulta no ajuste da equacéo 4.5
Is = E+C/Fv+A tanh(B/Fv) (4.5)
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onde E, C, A e B séo constantes de ajuste e Fv é a fragcdo volumétrica de
particulas no fluido.

E importante observar nos resultados que apenas para as concentragdes
maiores demonstradas no grafico, a saber 3,09 x10'" e 1,24 x10"" particulas/cm?®
apresentam a forma de sino (nas regides de baixo campo), o que nao é notado
para as demais concentracoes. Essa fenomenologia esta associada a formagao
de aglomerados (cadeias) de particulas em regimes de altas concentracdes e,
desta forma, a aproximacado da equacdo 4.3 onde a birrefringéncia se torna
proporcional a raiz quadrada do sinal de intensidade no detector nao € mais
aplicavel, tendo que se levar em conta o quadrado do seno na expressao .

Além disso, as medidas de birrefringéncia podem ser usadas para
estimar, por meio de modelos, parametros como diametro médio das particulas,
sua dispersdo em diametro, magnetizacao de saturacdo das particulas e
permeabilidade magnética do fluido "'.
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Capitulo V

SINTESE E CARACTERIZAGAO DE
NANOCAPSULAS MAGNETICAS DE

~ ALBUMINA
APLICACOES DO FLUIDO MAGNETICO IONICO



5.1 Nanoparticulas magnéticas para aplicacoes biomédicas

Nanoparticulas magnéticas apresentam grande potencial para inimeras
aplicagdes biomédicas. Uma rapida revisdo da literatura permite detectar a
investigacdo de seu uso em aplicagbes tdo variadas quanto aumentar o
contraste nos exames de imagem por ressonancia magnética, induzir
hipertermia como forma de tratamento do cancer %, promover melhor
direcionamento de drogas, terapia génica e separacdo magnética, além de
marcar células alvo #""'+17,

Nanoparticulas de magnetita e maghemita sdo as mais comumente
empregadas nas aplicagdes biomédicas *. Quando funcionalizadas com drogas,
proteinas, anticorpos ou enzimas e submetidas a um campo magnético externo
permitem que farmacos sejam entregues especificamente ao tecido alvo,
fazendo com que sua concentracdo no organismo como um todo seja menor e,
em conseqguéncia, tenha efeitos adversos minimizados 2>'"”.

Um aspecto importante nas aplicagbes biomédicas esta relacionado a
estabilidade dos fluidos magnéticos, dependente das dimensdes das particulas,
que devem ser suficientemente pequenas e permanecerem isoladas quando em
suspensao. Por sua vez, a biocompatibilidade das nanoparticulas magnéticas,
requisito essencial para viabilizar seu uso biomédico, é diretamente dependente
da composicao quimica do nucleo e da cobertura, da intensidade das cargas
superficiais. Portanto, qualquer alteracdo em um desses fatores pode alterar os
efeitos no organismo e especificidade em relacdo a diferentes 6rgédos ''>'"8,

O fluido magnético idnico desenvolvido neste trabalho foi estabilizado em
uma solucdo com pH 1,52 e, portanto, as nanoparticulas de maghemita que o
compbéem tém carga superficial positiva, as quais, de maneira geral, sao
rapidamente retiradas da circulacdo sanguinea e induzem mais reacoes
inflamatérias do que as carregadas negativamente ou as que possuem carga
neutra "'® ndo satisfazendo as condi¢des para biocompatibilidade do material.
Para minimizar este efeito adverso e aproveitar as propriedades magnéticas
vantajosas do fluido magnético ibnico, as nanoparticulas de maghemita podem
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constituir sistemas magnéticos biocompativeis se forem funcionalizadas ou
encapsuladas em estruturas produzidas a partir de substancias biocompativeis,
como nanocapsulas, inclusive as nanocapsulas poliméricas.

Em consonancia com esta idéia e dando prosseguimento ao trabalho
iniciado com a geracdao do fluido magnético i6nico, as nanoparticulas de
maghemita foram encapsuladas em nanocapsulas de albumina bovina,
escolhida por ser a mais abundante dentre as proteinas séricas. Além disso, a
albumina possui carga negativa em pH neutro, é hidrofilica e reveste superficies
imunogénicas, o que pode diminuir o reconhecimento pelo sistema imunoldgico,
aumentando seu tempo de circulacdo e permitindo que as nanoparticulas
encapsuladas cheguem ao sitio bioldgico de interesse '8,

O objetivo desta parte do trabalho foi sintetizar as nanocapsulas de
albumina bovina magnética e fazer sua caracterizacdo basica por microscopia
eletrbnica de transmissdo. Simultaneamente, a biocompatibilidade e/ou
toxicidade potencial desta amostra foi verificada no ambito de outros trabalhos

de pos-graduacao.

5.2 Metodologia

5.2.1 Reagentes

Albumina sérica bovina foi obtida da Calbiochem. Oleo de girassol e
Span-80 - da Aldrich Chemical Company.

5.2.2 Sintese das nanocapsulas magnéticas de albumina

As nanoparticulas de albumina sérica bovina (BSA) usadas neste estudo
foram preparadas em acordo com o método de desnaturagdo térmica
representado na figura 5.1 ''°. Para otimizar o preparo das nanoparticulas foi
usado o processo de agitagdo mecanica em alta velocidade usando um sistema
ultra-turrax. O fluido magnético i6nico, material encapsulado neste estudo, foi

inicialmente disperso em solug¢do aquosa de albumina.
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FM (PBS) Albumina (PBS)
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Mistura 6leo de girassol +
SPAN-80 4°C

!

Mistura 6leo de girassol +
SPAN-80 100°C

U

Nanocapsulas magnéticas de albumina

Figura 5.1 Esquema geral de sintese das nanocapsulas magnéticas de albumina
bovina a partir do fluido magnético idnico (FM) .

As solucdes aquosas de BSA (250 mg/mL) e cinco diferentes amostras de
fluido contendo 2,3x10", 1,2x10", 4,6x10'¢, 2,3x10" e 1,2x10' particula/mL,
foram preparadas em tampéao fosfato (PBS), pH = 7,4. No preparo da solucao
inicial foram gotejados 250 uL de cada amostra de fluido magnético em 250 uL
de solucdo de BSA sob agitacdo constante durante 60 minutos, a temperatura
ambiente.

Ao mesmo tempo, 30 mL de éleo de girassol (contendo 1% of Span-80, v/
v) inicialmente resfriados a 4 °C foram adicionados a um frasco de ebuligdo de
100 mL. A solucéo fluido magnético/albumina inicial foi gotejada no frasco a uma
velocidade de 6 gotas/minuto com agitacdo constante usando o sistema ultra-
turrax (13000 rpm) por 10 minutos enquanto a temperatura do sistema foi
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mantida em 4°C. A mistura foi a seguir emulsificada por ultra-som por 30 minutos
a125 W e 4°C.

Em outro frasco de ebulicdo, 70 mL de 6leo de girassol contendo 1% de
Span-80 foram pré-aquecidos a 100°C sob agitacdo constante durante 30
minutos. A emulsdo inicial obtida como descrita acima foi vagarosa e
diretamente gotejada no frasco de ebulicdo contendo o 6leo de girassol pré-
aquecido em um tempo total de 15 minutos. Apés a formacao da emulsao inicial
todo o sistema foi agitado a 13000 rpm por 20 minutos a 100°C. A suspensao
final foi a sequir resfriada até a temperatura ambiente sob agitacdo magnética
constante. As nanoparticulas obtidas foram lavadas com éter etilico (3x30 mL)
para a separagao do 6leo, seguindo-se a centrifugagdo a 10000 rpm por 30
minutos. Ap6s essa lavagem, o sedimento contendo as nanoparticulas foi
liofilizado para retirar qualquer traco de agua remanescente e estocado a 4°C.
As cinco amostras magnéticas de albumina nanoestruturadas foram
denominadas BSA1 a BSA5 de acordo com a concentracdo de nanoparticulas
do fluido magnético ibnico usado em sua preparacdo. BSA1, BSA2, BSAS,
BSA4, e BSA5 continham, respectivamente, 2,3x10", 1,2x10", 4,6x10,
2,3x10'"® e 1,2x10'® particula/mL.

A figura 5.2 mostra um esquema ilustrativo das nanocapsulas obtidas. O
material liofilizado foi estocado de forma a estar protegido da luz e, por um
periodo de 3 meses, ndo apresentou qualquer alteracdo morfoldgica. As
nanocapsulas preparadas foram em seguidas caracterizadas e posteriormente
usadas para estudos in vitro e in vivo, usando, respectivamente linhagens
celulares e modelos animais.

A encapsulacao das nanoparticulas de maghemita em nanocapsulas de
albumina foi realizada em laboratério do Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina,
Departamento de Quimica, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo (USP) sob a supervisdo do Dr.
Antbénio Claudio Tedesco. A metodologia usada, juntamente com testes de
toxicidade in vitro, foi descrita por Simioni e colaboradores (2006)'° (ver anexo).
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Ligagao entre os polimeros
de albumina e as nanoparticulas
de maghemita

Albumina sérica
bovina

Fluido magnético ibnico

Figura 5.2 — Estrutura esquematica das nanocépsulas magnéticas de albumina
(Fonte: Ref. ®,

5.2.3 Caracterizacao de nanocapsulas magnéticas de albumina por

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Algumas das técnicas empregadas na caracterizacdo das nanoparticulas
de maghemita do fluido magnético idnico foram também empregadas na
caracterizagao das nanocapsulas magnéticas citadas neste trabalho.

A amostra de nanocapsulas magnéticas de albumina liofilizada foi diluida
em agua destilada e, posteriormente, assim como a amostra de fluido magnético
ibnico, colocada sobre telas para MET de 300 meshs recobertas com Formvar.
Apébs secagem as telas foram analisadas e fotomicrografadas em microscépio
eletrénico JEOL 1011 no Laboratério de Microscopia Eletrénica da Universidade

de Brasilia.
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O didametro das nanocdpsulas magnéticas de albumina foi obtido por
analise em computador, utilizando-se o programa ImagePro 5.1. A descricao da
polidispersdo das nanocapsulas foi obtida utilizando-se uma distribuicao log-
normal, conforme descrito por Lacava e colaboradores em 2000 * e detalhado
no item 4.3.

5.2 Resultados e Discussao

A analise das nanocapsulas de albumina ao microscopio eletrénico de
transmissdo mostrou que as mesmas possuem morfologia esferdide (Fig. 5.3). A
andlise do histograma descrevendo os didmetros obtidos (Fig. 5.4) revelou um
didmetro médio de 73+3 nm, com dispersao de 0,37+0,04.

As amostras de nanocapsulas BSA1 a BSAS5 foram paralelamente
investigadas em culturas de células. Os resultados mostraram toxicidade

proporcional & concentragdo de nanoparticulas magnéticas ''°. (ver anexo).

f4 -

Figura 5.3 - Micrografia obtida por MET * das nanocapsulas de albumina
magnéticas. A figura representa micrografia MET tipica das nanocapsulas; o
detalhe mostra as nanoparticulas que compdem as nanocapsulas.
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Figura 5.4 - Histograma de didmetro das nanocapsulas de albumina magnéticas.
Barras verticais representam as frequéncias em fcada aixa de didmetro obtidas
por analise de dados MET mostrados na Fig, 5.3. A linha continua é o melhor
ajuste de acordo com a fungéo de distribuicdo log-normal .

5.3 Outras caracterizacoes das nanocapsulas magnéticas de

albumina

Além de ser caracterizada por MET, a amostra de nanocapsulas de
albumina magnéticas foi alvo de investigacao nos trabalhos de tese de Luciene
Batista da Silveira *® e de Leandro Figueiredo *. Nestes trabalhos a amostra de
nanocapsulas foi caracterizada pelos métodos de Difracdo de Raios X,
Espectroscopia Mossbauer, Espectroscopia Fotoacustica, Susceptibilidade
Magnética Dindmica e Ressonancia Magnética. Os resultados de difracao de
raios X confirmaram a presenca de nanoparticulas de maghemita na amostra de
nanocapsulas de albumina magnética com estruturas cristalinas comparaveis
aos valores contidos na ficha padrdao da ASTM. As medidas de espectroscopia
Mdéssbauer também confirmaram a presenca de nanoparticulas de maghemita
na amostra de nanocapsulas de albumina magnéticas e evidenciaram a

presenca de fase superparamagnética a temperatura ambiente *.
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5.4 Perspectivas — aplicacoes biomédicas

A amostra de nanocapsulas de albumina magnéticas, em conformidade
com 0s requisitos imprescindiveis para aplicacbes biomédicas, foi testada em
varios trabalhos de dissertagédo, onde foram realizados testes in vitro ''*'% e in
vivo 212 Qs resultados revelaram biocompatibilidade adequada para
aplicacbes biomédicas. Revelaram ainda que as nanocdpsulas magnéticas
foram capazes de atravessar a barreira hemato-encefélica com especificidade
para o sistema nervoso central.

Devido a estas caracteristicas, a amostra de nanocapsulas de albumina
magnética esta no momento sendo avaliada em sistemas de entrega de drogas
e de magnetohipertermia para tratamento de tumores de mama e de cérebro em
modelos animais no ambito da Rede de P&D&I e Nanobiotecnologia do Centro-
Oeste e Norte - CON-NANO (CAPES) e do INCT em Nanobiotecnologia (CNPg/
MCT).
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Capitulo VI

CONCLUSAO



Neste trabalho, o uso da rota de sintese via coprecipitacdo permitiu o
preparo de uma amostra de fluido magnético ibnico, em meio aquoso acido, a
base de nanoparticulas de 6xido de ferro (lll), com excelente estabilidade
coloidal em relacdo ao tempo de estocagem. O diametro médio das
nanoparticulas de 8,15 + 0,09 nm com dispersao de 0.30 = 0.01 foi obtido pela
analise de micrografias de microscopia eletronica de transmissao e ajuste dos
dados usando uma distribuicdo log-normal. A estrutura cristalina das
nanoparticulas, identificada com a estrutura do espinélio maghemita, foi revelada
através de medidas de difracdo de raios X apdés comparacdo com as fichas
ASTM.

A caracterizacdao magneto-optica do material, usando birrefringéncia
magnética estatica, sugere a tendéncia de formacdo de aglomerados, mais
provavelmente cadeias de nanoparticulas, em regime de alta fracao volumétrica

de particulas e na presenca de campo magnético.

O fluido magnético ibnico preparado foi utilizado na sintese de compésito
magnético nanoparticulado, a base de albumina bovina, com enorme potencial
na area biomédica, particularmente na producdo de sistemas carreadores de
drogas com liberagcéo controlada.
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Abstract

The transmitted light intensity of a series of ionic magnetic fluid samples based on maghemite nanoparticles was investigated using the typical
birefringence experimental setup. The field dependence of the transmitted light intensity evolves from a peak-like profile to a typical second-order
Langevin profile as the nanoparticle volume fraction reduces from 2.4% to 0.9% volume fraction. The onset of the peak-like profile as the
nanoparticle volume fraction increases is accounted for by two points, namely the transmitted light first scales with a sine function and second the
birefringence signal appears in the argument of the sine function. The observed negative differential transmitted light is explained as one brings the
above-mentioned sine dependence into the nowadays used model for the analysis of birefringence in magnetic fluids.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Magnetic fluids; Ferrofluids; Birefringence; Negative differential transmitted light

1. Introduction

Magnetic fluids (MFs) are ultra-stable colloidal systems
consisting of monodomain magnetic nanoparticles suspended
in organic or inorganic liquid carrier, while the nanoparticle
concentration may go up to 10% volume fraction [1]. In ionic
MFs the colloidal stability is mainly achieved through the
electrostatic repulsion among the positively or negatively
charged nanoparticles [2]. In that case the surface charge
density and the ionic strength of the medium need to be
precisely controlled in such a way that electrostatic repulsion
does overcome the magnetic dipolar attraction that favors
nanoparticle aggregation. In the usual ionic ferrite-based MF
low pH aqueous medium sets in a positive charge density, due
to proton transfer from the medium to the nanoparticle surface.
By contrast, negative surface charge density is obtained at high
pH values as a result of the proton transfer from the
nanoparticle surface out to the aqueous medium, thus leaving
behind negatively charged oxygen atoms at the nanoparticle
surface. A microscopic model for the pH-dependent surface
charge—discharge process in metal oxide-based ionic MFs

* Corresponding author. Tel.: +55 61 32736655; fax: +55 61 32723151.
E-mail address: pcmor@unb.br (P.C. Morais).

0040-6090/$ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/.ts£.2005.12.066

involves the proton tunneling across a strongly bonded water
layer around the nanoparticle surface [3]. In surface-coated
MFs, however, molecular species attached to the nanoparticle
surface maintain colloidal stability, once steric repulsion among
the coated magnetic nanoparticles overcomes the magnetic
dipolar attraction [4]. The outer ends of the surface molecular
coating in surface-coated MFs may be either polar or non-
polar, thus resulting for instance in stable aqueous-based MFs
or stable hydrocarbon-based MFs, respectively. In addition to
the nanoparticle electrostatic repulsion and dipolar attraction
competition between thermal energy and Van der Waals
interaction plays an important role in the magnetic colloidal
stability as well. While thermal energy favors colloidal stability
by taking magnetic nanoparticles apart Van der Waals
interaction tend to stick nanoparticles together favoring
aggregation.

A wide variety of experimental techniques has been used to
investigate the fundamental properties of ionic and surface-
coated MFs. The traditional techniques used in the investiga-
tions are the high-resolution microscopy [5], X-ray diffraction
[6], static magnetic birefringence [7], and magnetometry [8].
Since the last decade magnetic resonance has been systemat-
ically used as a valuable tool in the investigation of several
properties of MFs [9]. The magnetic resonant center used in the
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investigation of MFs is either the magnetic nanoparticle itself
[10] or a paramagnetic probe intentionally introduced as a
dopant in the carrier fluid [11]. Effects of particle concentration
[12], ionic strength [13], particle size and temperature [14]
have been investigated using the nanoparticle itself as the
resonant probe. More recently Raman spectroscopy emerged as
a powerful technique to investigate qualitatively as well as
quantitatively nanoparticle surface chemisorbed species.
Raman spectroscopy has been used to investigate the interac-
tions of the molecular species chemisorbed at the nanoparticle
surface of copper and zinc-ferrite ionic MFs [15]. Also, the
single surface-coated MF based on dodecanoic acid (first
coating) and diluted in hydrocarbon and the double surface-
coated MF based on dodecanoic acid (first coating) following
an ethoxylated polyalcohol (second coating) and peptized in
water were investigated using Raman spectroscopy [16]. Even
more recently, photoacoustic spectroscopy has been introduced
as a very promising experimental technique for investigation of
MEF samples [17]. Despite the simplicity of the photoacoustic
spectroscopy the experimental data taken from thin MF films
revealed important details regarding the core nanoparticle
properties [18], the surface nanoparticle structure [19], and
the nanoparticle coating layer characteristics [20].

Static magnetic birefringence (SMB) measurements have
been long used as a standard way to investigate magnetic fluid
samples [21—25]. This is simply because when polarized light
is shining normal to a thin film of magnetic fluid with its
electric polarization parallel to the magnetic field one observes
a higher refractive index (positive birefringence) than the one
experienced by light polarized perpendicular to the field.
Though static magnetic birefringence in MFs has been
described by many authors over the last five decades there
are still many open points regarding the origin and the physical
description of the effect. Yet, the observation of the effect in the
limit of very concentrated MF samples has been made possible
only recently after the synthesis of highly transparent samples
[26]. In this study we present static magnetic birefringence
measurements as a function of the nanoparticle concentration
close to the upper limit of concentrations. The first approach
for the interpretation of the SMB experimental data is presented
as well.

2. Static magnetic birefringence

Orientation of a slightly non-spherical isolated nanoparticle
accounts for very small SMB signal only, while large SMB
signal experimentally observed in MFs is more likely due to
field orientation of preexisting aggregates [24]. Though
nanoparticle aggregation also influences the dichroism of MF
samples the effect is typically one order of magnitude smaller
than birefringence [24]. This means that dichroism usually adds
little deviations in the birefringence data. Evidences that
nanoparticle aggregation (chain-like structure) respond for the
optical birefringence in MFs have been long available both
from theoretical considerations [27] as well as from experi-
mental observations [28,29]. Monte Carlo simulation showed
that the large SMB signal is mainly caused by the combined

effects of field-dependent chain-like formation and field-
induced orientation of chains [30]. Xu and Ridler [31] have
succeeded in explaining the SMB data obtained by Sakhnini
and Popplewell [32] based on the oscillating dipole-interaction
anisotropy concept, which includes contributions of isolated
nanoparticles (monomers) and nanoparticle aggregates (dimers,
trimers, . ..). The temperature, particle size, and concentration
dependence of the zero-field birefringence observed in ionic
MFs were explained assuming preexisting dimers in the sample
[33]. Irreversibility of the zero-field birefringence in MFs upon
temperature reversal was also explained through the picture of
a thermal disruption of dimers [34]. In fact, earlier SMB
experiments performed in the low-field region have showed the
signature of the zero-field birefringence [35].

On the other hand evidences that the field (H) dependence
of the magnetic permeability (¢) in a multi-domain ferrimag-
netic-based material follows a sort of asymmetric bell-shaped
curve have been long available in the literature [36]. Likewise,
the field dependence of the magnetic susceptibility () follows
an asymmetric bell-shaped diagram [36]. The permeability
curve peaks at the field value corresponding to the knee of the
B—H diagram, i.e., at the field where magnetization reaches its
maximum value. In fact, the linear relationship between
magnetic permeability and magnetic field, in the very low-
field regime, is the well-known Rayleigh law [37]. From the
microscopic viewpoint, however, the field dependence of the
magnetic permeability depends upon two distinct mechanisms,
namely domain wall motion and domain magnetic moment
rotation [38]. Nevertheless, it has been found experimentally
that a more generalized dependence of the relative magnetic
permeability upon the magnetic field would be written as
u=o+f(H) [39]. Note that domain magnetic moment rotation
does take place in a chain-like structure containing single-
domain ferrimagnetic nanoparticles. In fact, chain-like struc-
tures can be seen as extrinsic multi-domain effective particles,
i.e., interaction domains. Therefore, it is quite obvious that
rotational magnetic permeability (u5) as well as rotational
magnetic susceptibility (y ) may be associated to a linear chain
of monodomain magnetic nanoparticles consisting of O single
units (Q>1). In addition, it is quite reasonable to assume that a
bell-shaped function would describe the rotational magnetic
susceptibility of the chain-like structure, i.e., yo=Mo/H 2,
where My and H 2 are the magnetization and anisotropy field
associated to the chain-like structure consisting of O single
units ( O-chain), respectively. Among the asymmetric functions
used to describe the field dependence of the reduced rotational
susceptibility the log-normal one is a good candidate. Note that
the log-normal function has been successfully used to describe
the anisotropy field distribution associated to uniaxial nano-
magnetic particles [40]. Indeed, the magnetization associated to
the O-chain will be taken as My=[1+fCoPo(H)IMs, with
Py(H) given by the log-normal function, Cy representing the
fraction related to each Q component, and f a constant
obtained from the fitting of the SMB data. Complete
determination of Py(f) is obtained from the modal field
((Hgp)) and zeroth-order logarithmic standard deviation (o)
associated to the particular Q-chain.
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The two key aspects discussed above, namely the magnetic
texture of particle agglomerates and the field dependence of the
magnetic permeability were brought into the oscillating dipole-
interaction anisotropy concept to produce the actual description
of the SMB signal observed from magnetic fluid samples. These
two key aspects have been extensively discussed in the literature
[41]. At this point we should emphasize that particle diameter
dispersion, described through the modal diameter ({D)) and the
zero-order logarithmic standard deviation (o) of the log-normal
distribution, is also included in the actual description of the SMB
signal recorded from magnetic fluid samples. The normalized
SMB signal (A7i=An/ng) is written as [41]

An(H;{Hp),60,(D),0)

/ [Z Colny(H,D)

D*P(D)dD

/ D*P(D)dD
with
3 3
Ang(H,D) = |1 ——cothéy +— |, (2)
co )

where &, =(n/6)uoMsD’H/KT and &o=Q¢& [1+BCoPo(H)]
for 0>1. In Eq. (1) A=(w/12)(y;— % 1 )nop, where n, is the
refraction index of the carrier liquid, y(x 1) is the effective
dielectric susceptibility of the magnetic nanoparticle parallel
(perpendicular) to the anisotropy axis and ¢ is the nanoparticle
volume fraction in the MF sample [31]. The integral in Eq. (1) is
carried out over the particle diameter distribution while the
summation takes into account the particle aggregation with Cy
constrained by > o Cp=1.

3. Results and discussion

The maghemite-based ionic MF sample used in this study
was prepared according to the standard three-step procedure
described in the literature [42]. In the first step, the
nanoparticles were synthesized by precipitating Fe(Ill) in
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Fig. 1. The particle size distribution of the y-Fe,O3 nanoparticles obtained from
the TEM pictures. Vertical bars represent the experimental data whereas the
solid line represents the best fit of the particle diameter histogram with a log-
normal distribution function.
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Fig. 2. Square root of the transmitted light intensity (I'c,fs) versus field (H) for
the maghemite-based magnetic fluid samples. Solid circles represent the sample
with particle volume fraction ¢=2.4%, solid squares represent data from
sample with ¢ =1.8%, and solid triangles represent data from sample with
¢ =0.9%. The solid lines are the best curve fitting using Egs. (1) and (2) and the
relationship /7y, o 1;;}, sin®(nLAn/ ).

alkaline medium. In the second step, passivation of the
nanoparticle surface is performed by Fe(Ill) enrichment, after
treatment with ferric nitrate at boiling temperature. In the third
step, peptization of the nanoparticle as stable ionic MF was
obtained by controlling the surface charge density while
reducing the ionic strength of the aqueous medium. Perchloric
acid was used to set the low pH of the final product. The
nanoparticle size and size dispersity were obtained from the
transmission electron microscopy (TEM) micrographs using a
Jeol JEM-1010 electron microscope. A drop of the MF sample
containing about 0.00003% volume fraction was deposited on
the sample holder (a 300 mesh copper grid covered with
formvar) and dried at room temperature, in ambient air, before
the TEM pictures were taken. Fig. 1 shows the particle size
histogram for the y-Fe,O3 nanoparticles obtained from about
300 counts using the TEM pictures. The experimental data
were curve fitted using a log-normal distribution function and
allowed us to obtain the modal diameter (7.2 nm) and the
zeroth-order logarithmic standard deviation (0.28).

The room-temperature static magnetic birefringence data
were obtained using the traditional lock-in detection technique.
The experimental setup consists of a chopped laser beam
(A=632 nm) crossing perpendicularly the sample cell before
illumination of the photodetector. The sample cell consists of a
quartz-made flat sample holder attached to a double goniom-
eter-like device that allows full angular rotation of both
polarizer and analyzer. The sample cell is mounted in the gap
of an electromagnet so that the laser beam and the external
magnetic field are perpendicular to one another. The effective
sample thickness is L=1 mm and the axes of the polarizer and
analyzer are set perpendicular to each other during SMB
measurements. Symbols in Fig. 2 shows the square root of the
transmitted light intensity (Iexg/ %) versus applied field (H)
recorded from the MF samples containing 2.4% (solid circles),
1.8% (solid squares), and 0.9% (solid triangles) nanoparticle
volume fraction. Even for the highest nanoparticle volume
fraction (¢ =2.4%) it is important to point out that no visible
induce phase separation was observed in the magnetic field
range of our experiment, so light scattering from induced
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droplets could be ruled out. In Fig. 2 the solid lines going
through the experimental points represent the best curve fitting
according to the model described below.

The static magnetic birefringence (An) in MFs has been
successfully described through Eqgs. (1) and (2), including here
the sample polydispersity profile, the onset of nanoparticle
agglomeration, and the field dependence of the magnetic
permeability. At this point one should remind that in the
conventional SMB experimental setup the transmitted light
intensity (/cy,) scales with the birefringence signal (An)
according to An= \/E;,;. More precisely, the transmitted light
intensity scales with the birefringence signal through /ey, OCngp
sin(2£An) [1]. Note that under the usual experimental
conditions (nLAn/A <1) the birefringence is proportional to
the square root of the intensity signal. In the present study,
however, the nanoparticle volume fraction spans in the upper
concentration limit, from 0.9% to 2.4% nanoparticle volume
fraction, and therefore 7LAn// <1 is no longer fulfilled. This
means that the birefringence signal has to be analyzed under
the sine function argument. The excellent agreement between
the experimental data (solid symbols) and the fitting (solid
lines), as shown in Fig. 2 for the nanoparticle volume fraction
range of 0.9% to 2.4%, strongly supports the effect of the
nanoparticle concentration upon the MF birefringence signal.
In the present study the onset of the low-field maximum
observed in the Iex;/z versus H curve, associated to the
concentrated MF sample (2.4%), is more likely due to the
modulation introduced by the birefringence in the argument of
the sine function. Fig. 2 shows that as the nanoparticle volume
fraction reduces from 2.4% down to 1.8% the low-field
maximum in the ]ex;/ 2% H curve is almost washed away. In
the lowest nanoparticle volume fraction used in this study
(0.9%) the Iex;/ 2% H curve shows the typical Langevin-like
profile. Note that the same argument has been recently used to
explain the optical transmittivity of a highly concentrated
cadmium ferrite-based magnetic fluid sample [26]. Important to
note that magnetic resonance experiments performed with
surface-coated MF samples support the picture of disruption of
chain-like structures upon sample dilution [43]. Indeed, the
fitting procedure performed in the present study provides the
Co values, i.e. the fraction related to each O component of a
particular MF sample. From the analysis of the Iex;/ xH
curve, for instance related to the ¢=2.4% MF sample, one
obtains the following values for C,=0.57, C,=0.32, and
C3=0.11.

4. Conclusion

In summary, we have investigated the birefringence of a
maghemite-based ionic magnetic fluid sample in the concen-
tration range of 0.9% to 2.4% nanoparticle volume fraction.
The onset of a maximum in the low-field end of the Iex; 2% H
curve associated to the highest nanoparticle concentration
(2.4% volume fraction) was explained by the modulation
introduced due to the presence of the birefringence signal in the
argument of the sine function connected to the transmitted light
intensity. As the volume fraction reduces the sine function may

be approximated by its argument and the modulation behaviour
washes away, thus explaining the Langevin-like behaviour of
the typical An x H curve. Indeed, the present study reveals a
simple way to control the observed negative differential

characteristic in the Iexg/ 2% H curve, which may be used as

a key property for optical device applications.
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The aim of this study was to prepare bovine serum'albumin-based beads containing maghemite
nanoparticles incorporated via ionic:magnetic fluid 'and'to ‘evaluate the 'cell toxicity of this biocom-
patible system using the J774-A1 cell-line. Transmission electron micrographs obtained from the
magnetic fluid sample were used to) estimate the average particle diameter around 7.6 nm and
diameter dispersion of 0.22. The BSA-based magnetic beads were prepared using the heat protein
denaturation route. The nanoparticle concentration in the magnetic fluid sample used for the synthe-
sis of the magnetic beads was in the range of 1.2 x 10'° to 2.3 x 10'” particle/ml. The methodology
used to investigate the cell toxicity of the magnetic beads was the classical MTT assay. Our obser-
vation showed that the toxicity against the J774-A1 cell line depends upon the amount of magnetic
material incorporated into the magnetic nanobeads and was found to be 14, 11, 9, 5, and 3% for
2.3x10",1.2x 10", 4.6 x 10'¢, 2.3 x 10'¢, and 1.2 x 10'® particle/ml, respectively.

Keywords: Magnetic Nanobeads, Magnetic Fluid, Cell Toxicity, Nanobiotechnology.

1. INTRODUCTION

The interest in nanoparticle-based systems as drug delivery 4 |

system (DDS) has been growing exponentially in the
last decade. Their applications have been considered and
suitable in several areas, as for instance in medicine, den-
tistry, and esthetics.'* The development of nanoparticle-
based systems for drug delivery has demonstrated that such
formulations present appropriate stability, higher absorp-
tion rates by the biological tissues, and excellent target-
ing specificity, all these properties associated to controlled
release, quantitative transfer, and high pharmacodynamic
activity inside the organism, as expected from new genera-
tions of drugs. The extremely reduced size of the particles
(50-300 nm) has been associated to the increase in the
incorporation rates, transfer and tolerance to the targeted
tissues. The preparation, characterization, and isolation of
these nanostructured materials are based on classic tech-
nologies, thoroughly described in several works and book
chapters.’

*Author to whom correspondence should be addressed.
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As the nanostructured DDS research work increased in
the last few years there has been an increasing interest
in using aqueous and non-aqueous magnetic fluids (MFs)
as jan intermediate material in the production of biocom-
patible nanocomposites, particularly as magnetic micron
and submicron-beads. Considering the impact the use of
such systems may cause onto several biological aspects
the studies of specific, non-covalent binding of molecular-
coated magnetic nanoparticles (MCMNs) to serum and
lipoproteins and other biological macromolecules have
been recently described, opening up a new research area.’®
The binding characteristic of serum albumins and low
density lipoproteins determines the drug biodistribution
throughout the systemic circulation and are responsible for
the pharmacological effects upon the organism.” This is
a key aspect for the development of biomacromolecules-
based complexes directing their localization to a specific
biological site.

The aim of this study was to prepare bovine serum
albumin-based nanosized beads containing maghemite
nanoparticles incorporated them via ionic magnetic fluids
and to evaluate the cell toxicity of this biocompatible sys-
tem in the J774-Al cell line.

2413
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2. EXPERIMENTAL DETAILS

The ionic magnetic fluid sample used in this study is based
on maghemite (7y-Fe,05) nanoparticles stabilized as a low-
pH aqueous colloid. The morphological characterization of
the as produced maghemite nanoparticles has been carried
out using transmission electron microscopy (TEM). The
stability of the preparation is in agreement with the aver-
age stability of BMF. The ionic fluid was used to prepare
the serum albumin nanobeads.

The sunflower oil and the Span-80 were obtained from
Aldrich Chemical Company whereas the bovine serum
albumin was obtained from Calbiochem. The 2-propanol,
analytical grade, was used as received. The BSA nanopar-
ticle used in this study was prepared according to the
method of heat denaturation using mechanical stirring pro-
cess at high-speed from an ultra-turrax setup to optimize
the preparation of the nanoparticles. The entrapped mate-
rial (in this case the ionic magnetic fluid) was initially
dispersed in the albumin aqueous phase. The aqueous solu-
tions of BSA (250 mg/ml) ‘and” five different “magnetic
fluid samples containing 2.3 x 107, 1.2 x 10'7, 4.6 x 10,
2.3 x 10", and 1.2 x 10' particle/ml, were prepared in
saline phosphate buffer (PBS) at pH = 7.4. Two hundred
and fifty uL of each magnetic fluid sample was dropped
over 250 uL solution of BSA under constant stirring for
60 minutes at room temperature, to prepare the initial
solution.

At the same time 30 ml of the sunflower oil (containing
1% of Span 80, v/v) was initially cooled down to 4 °C
and added to a boiling flask of 100 ml. The magnetic
fluid/albumin initial solution was dropped to the flash (at a
rate of 6 drops per minute) with continuous stirring using
the ultra-turrax setup (13000 rpm) for 10 minutes_while
the temperature of the system was fixed at 4 °C.'The mix-
ture was then emulsified by ultrasound for 30 minutes at
125 W and 4 °C, using an ultra-sound device. :

In another boiling flask 70 ml of sunflower oil (contain-
ing 1% of Span 80) was pre-heated at 100 °C under
continuous agitation for 30 minutes. The initial emulsion
obtained as described above was gently dropped directly
to the pre-heated sunflower oil in the boiling flask in a
total time of 15 minutes. After the formation of the ini-
tial emulsion the whole system was stirred at 13000 rpm
for 20 minutes at 100 °C. The final suspension was then
cooled down to room temperature under continuous mag-
netic stirring. The obtained nanoparticles were washed
with ethyl ether (3 x 30 ml) for oil separation, follow-
ing centrifugation at 10000 rpm for 30 minutes. After
washing the “pellet” containing the nanoparticles was
lyophilizated to remove any remaining water trace and
stocked at 4 °C. The five albumin-based nanosized mag-
netic bead samples were labeled BSA1 to BSA5 according
to the nanoparticle concentration of the ionic magnetic
fluid used in their preparation. For the preparation of
the BSA1, BSA2, BSA3, BSA4, and BSAS beads the
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Fig. 1. Schematic representation of the serum albumin nanobeads use-
ful for a DDS setup.

magnetic fluid concentration was 2.3 x 10", 1.2 x 10",
4.6 x10'%, 2.3 x 10, and 1.2 x 10'® particle/ml, respec-
tively. Figure 1 shows the schematic representation of
the nanobeads:structure obtained. The lyophilized material
was’ stocked protected by light for a period of 3 months,
without ‘any morphological alteration. The prepared nano-
sized beads can be used for in vitro as well as for in vivo
studies, using cell lines and animal models.

The cell line used in this study was the mouse macro-
phage carcinoma J774-A1 supplied by ATCC. J774-Al
cells was grown in 60 cm? flasks and maintained in RPMI-
1640-medium (Gibco) complemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (Gibco), 1% L-glutamine, and 1%
penicillin-streptomycin (Gibco). The cells were used in the
logarithmic phase of growth and cultured in a humidified
incubator at 37 °C with 5% CO,. The methodology used
to evaluate the albumin-based nanosized magnetic beads

Itoxicity' was the classical MTT assay. The absorbance was

measured at 560 and 690 nm with Molecular Devices

~ VersaMax Tunable Microplate Reader (ELISA). The per-

'céﬁtage of cell viability was calculated with respect to
the control cells incubated without the nanosized magnetic
beads.

The J774-A1 cells were incubated with the nanosized
magnetic beads (BSA1, BSA2, BSA3, BSA4, and BSAS)
in Hank’s for 30 minutes. After incubation, the cells were
washed twice and the volume was completed with the
addition of 200 uL. RPMI-1640 in each well, for 24 h. The
0.5 mg/mL MTT solution (100 uL per well) was added
to the cells on 96-well plates, followed by incubation for
4 h, at 37 °C. So, the crystals formed due to the interaction
between the mitochondrial dehydrogenases and the MTT
reagent were dissolved with 2-propanol. And the samples
were shaken until complete dissolution of the formed prod-
uct. After this step, the absorbance was measured and the
viability was calculated as described above. All experi-
ments were done in duplicate and the statistical signif-
icance (p-value) was determined using Student’s ¢-test.
P-values <0.05 mean the results are signicant. After this
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time the cells were washed and realized the MTT assay,
for determination the toxicity of the microparticles MF.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The morphological characterization of the produced
maghemite nanoparticles by transmission electron
microscopy (TEM) showed that the particle size histogram
of the y-Fe,O; nanoparticles obtained present size and
diameter size dispersion in the range of 7.6 nm and
0.22 nm, respectively (Fig. 2). The solid line in Figure 2
corresponds to the log-normal distribution function usually
employed in the analysis of the particle size profile.®

The in vitro dark toxicity assay by MTT for the
albumin-based nanosized magnetic bead samples (complex
in Hank’s) was investigated using the J774 A-ATTC cell
line as a biological model. The dark toxicity found for the
nanosized beads showed a toxicity of 14, 11, 9, 5, and 3%
for the BSA1, BSA2, BSA3, BSA4, and BSAS samples,
as shown in Figure 3.

The results of the cytotoxicity evaluation showed the low
toxicity of the nanostructured devices against the J774-Al
cells, evidencing the increase in the cellular death as the
concentration of the maghemite nanoparticle increases in
the nanosized beads. These results are in very good agree-
ment with the basal level allowed for in vitro studies.

Indeed, in this study the preparation of albumin-based
nanosized magnetic beads was described whereas mag-
hemite nanoparticles were added to the BSA-based
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__ Diameter dispersion: 0.22
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Fig. 2. Particle size histogram obtained from the TEM data. Solid line
is the best fit according to the log-normal distribution function.
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Fig. 3. Dark toxicity of the nanosized magnetic beads using the J774-
Al cell line.

beads via ionic magnetic fluids. The cytotoxicity of the
synthesized beads was evaluated using macrophage
(J774-A1) cells. The low pH-used to prepare some of ionic
material, are completely neutralized after the nanobeads
preparation, make feasible it use in biological medium.
The in vitro dark toxicity of -the magnetic nanobeads
against J774-A1-ATTC cells showed a low dark toxicity,
confirming the hypothesis that the prepared nanostructured
device represents an excellent vehicle for the administra-
tion of drugs to biological systems.
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