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Resumo 

 

Neste trabalho, três abordagens foram utilizadas para desenvolver materiais 

porosos e magnéticos combinando a forte resposta magnética da magnetita com a 

versatilidade de configurações porosas da sílica. Em primeiro lugar, microesferas ocas 

de sílica foram sintetizadas a partir da lixiviação controlada de partículas de magnetita 

de um sistema core-shell magnetita@sílica, proporcionando esferas completamente 

vazias conectadas pelo shell de sílica com esferas ocupadas por magnetita. As esferas 

ocas apresentaram-se acessíveis e com características de espaço confinado, uma vez que 

detectou-se a formação de possíveis excímeros de tolueno induzidos pelo efeito de 

confinamento. Esses sistemas, quando acessíveis, podem ser utilizados como 

microcontêineres para espécies de até dezenas de nanômetros, com a vantagem de 

serem magneticamente controláveis. Em segundo lugar, um biocatalisador reciclável foi 

alcançado a partir da síntese de um xerogel de sílica contendo partículas de magnetita 

dispersas em sua microestrutura. A superfície da sílica foi funcionalizada com um 

silsesquioxano iônico com contra-íon de cadeia longa, o que proporcionou 

hidrofobicidade à superfície do xerogel. O mesmo foi utilizado como suporte para a 

enzima lipase, que conhecidamente atua em interfaces hidrofílicas/hidrofóbicas. 

Observou-se que a enzima lipase imobiliza-se em maior quantidade no suporte 

hidrofóbico em comparação com o suporte não-modificado (hidrofílico). Embora a 

lipase encontra-se hiperativada no suporte não-modificado, o suporte hidrofóbico 

apresenta melhor retenção da atividade nos reciclos, mantendo 51% de atividade 

enzimática no quinto ciclo. Por fim, em terceiro lugar, foi desenvolvido um sistema 

antimicrobiano a partir da síntese de um xerogel de sílica/titânia contendo partículas de 

magnetita dispersas em sua microestrutura e nanopartículas de ouro estabilizadas por 

quitosana ancoradas em sua superfície. Esse material apresentou efeito inibitório no 

crescimento de colônias de Escherichia coli, podendo ser magneticamente recuperado e 

reutilizado. O material manteve 102% de atividade antimicrobiana no segundo ciclo, 

confirmando sua potencial aplicação como agente antimicrobiano reciclável.  
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Abstract 

 

In this work, three approaches were employed in order to develop porous and 

magnetic materials, matching the strong magnetic response of magnetite with the 

versatility of silica’s porous configurations. Firstly, silica hollow microspheres were 

synthesized through controlled etching of magnetite particles from the inwards of a 

magnetite@silica core-shell system, yielding completely empty spheres connected by 

the silica shell to magnetite-occupied spheres. The hollow spheres were proven 

accessible with features of confined space, once likely toluene excimers were detected, 

induced by a confinement effect. When the inner space is accessible, these systems 

could be used as microcontainers for species of up to tens of nanometers, with the 

advantage of being magnetically controllable. Secondly, a recyclable biocatalyst was 

reached through the synthesis of a silica xerogel with embedded magnetite particles on 

its microstructure. The silica surface was functionalized with an ionic silsesquioxane 

containing a long chain counter-ion, which conferred hydrophobicity to the xerogel 

surface. The same material was applied as support for the immobilization of lipase 

enzyme, known to act on hydrophilic/hydrophobic interfaces. It was observed that a 

bigger amount of lipase enzyme is immobilized on the hydrophobic support when 

compared to the non-modified support (hydrophilic). Although lipase was 

hyperactivated on the non-modified support, the hydrophobic one presented better 

preservation of activity on the recycling, with 51% of enzymatic activity retained in the 

fifth cycle. At last, an antimicrobial system was developed through the synthesis of a 

silica/titania xerogel containing magnetite particles embedded on its microstructure and 

chitosan-stabilized gold nanoparticles anchored on its surface. This material presented 

inhibitory effect against Escherichia coli colonies, and it can be magnetically recovered 

and reused. The material preserved 102% of its initial activity in the second cycle, 

proving its potential as a recyclable antimicrobial agent. 
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1. Introdução 

 

Dentre as formas abundantes de óxidos de ferro encontradas na natureza – 

hematita (-Fe2O3), maghemita (-Fe2O3) e magnetita (Fe3O4) – a magnetita é 

largamente conhecida por seu caráter ferrimagnético,1 tendo sido o primeiro material 

magnético conhecido pelo homem.2 O seu magnetismo é proveniente da estrutura 

cristalina do tipo espinélio inverso, com fórmula [(Fe3+)8]
tetraédricos [(Fe3+)8 

(Fe2+)8]
octaédricos O32, onde os momentos magnéticos dos íons Fe3+ localizados nos sítios 

tetraédricos e octaédricos se anulam e o momento magnético líquido é dado pelos íons 

Fe2+.3,4 Mesmo dentre os óxidos de metais de transição, a magnetita apresenta o mais 

forte magnetismo1 e também por apresentar baixa toxicidade vem sendo utilizada no 

desenvolvimento de agentes de contraste em imagens obtidas por ressonância 

magnética,5 no carreamento e liberação controlada de fármacos,5,6 em separação de 

proteínas,7 em tratamentos por hipertermia,8 e também no desenvolvimento de materiais 

facilmente recuperáveis para aplicação em catálise heterogênea.9–11 

Um importante fator a ser considerado no desenvolvimento de materiais 

contendo Fe3O4 é sua susceptibilidade a oxidação, visto que sob condições aeróbias e 

ação da temperatura, a transição da fase Fe3O4 para -Fe2O3 ou -Fe2O3 é 

termodinamicamente espontânea, ocorrendo a oxidação dos íons Fe2+ a Fe3+,12–15 e a 

diminuição ou perda da propriedade magnética. O processo de oxidação (e transição de 

fase) é mais rápido quanto menor o tamanho da partícula da Fe3O4 e também pode ser 

favorecido por um maior número de grupos OH na sua superfície.13 

Uma alternativa para retardar o processo de oxidação é revestir, encapsular ou 

funcionalizar as partículas de Fe3O4. A sílica é uma excelente alternativa para essa 

função, pois apresenta elevada resistência mecânica e boa estabilidade térmica e 

química,16 podendo tanto revestir as partículas de Fe3O4 (core-shell)12 quanto 

encapsulá-las na rede inorgânica (método sol-gel).17 Em ambos os casos, há uma menor 

exposição das partículas de Fe3O4 ao ambiente, o que leva à maior estabilidade 

operacional.12 Em geral, as partículas de Fe3O4 apresentam baixa área superficial e 

ausência de poros,18 características contrárias às que são desejadas no desenvolvimento 

de suportes tanto para carreamento de fármacos quanto para catálise, já que as 

propriedades texturais estão diretamente ligadas à capacidade de comportar espécies 

como moléculas ou complexos ativos, enzimas ou nanopartículas metálicas. Assim, a 
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utilização de Fe3O4 aliada a sílicas porosas é um poderoso recurso no desenvolvimento 

de novos compósitos que atuem eficientemente como suportes e que sejam 

magneticamente recuperáveis. 

O processo de arquitetura de suportes porosos (magnéticos ou não) deve 

obrigatoriamente considerar a compatibilidade de tamanho entre as espécies que serão 

imobilizadas ou ancoradas e as dimensões da estrutura porosa.19–21 Sendo assim, para 

atuar como suporte para biomacromoléculas ou nanoestruturas, as metodologias de 

preparo de materiais meso (2 a 50 nm) ou macroporosos (> 50 nm)22 podem ser 

distintas. Materiais à base de sílica mesoporosos são frequentemente preparados 

utilizando o método sol-gel, podendo ser realizado (ou não) na presença de agentes 

direcionadores de estrutura.23 A síntese de sílicas macroporosas também pode envolver 

templates que, ao serem removidos, deixam cavidades gravadas na sílica com o seu 

formato.24,25 

Partículas ocas de sílica são materiais meso ou macroporosos compostos por 

uma parede de sílica e um amplo espaço vazio em seu interior.25 São comumente 

obtidas utilizando um núcleo de sacrifício, que é posteriormente removido por 

lixiviação ou calcinação, o qual determina o tamanho dos poros e cavidades do 

material.24 Com a boa área superficial e o grande volume de poros desse tipo de 

estrutura, os materiais obtidos apresentam alta capacidade de carga.26,27 O ambiente 

interno pode proporcionar efeitos singulares em aplicações, como por exemplo em 

catálise, em decorrência da limitação de espaço ou mobilidade das espécies (efeito de 

confinamento).25,28 Além disso, a estabilidade mecânica da sílica protege as espécies 

encapsuladas de influências e variações do ambiente.29 

O uso de -Fe2O3 e Fe3O4 como template para obter esferas ocas de sílica foi 

reportado empregando ácido clorídrico para extrair o óxido de ferro do interior das 

esferas de sílica.30,31 Entretanto, os sistemas reportados na literatura levam a esferas ocas 

não magnéticas (extração completa do óxido de ferro), ou esferas magnéticas mas não 

completamente ocas (estrutura do tipo chocalho).30,31 Obter, portanto, um sistema 

macroporoso contendo esferas de sílica completamente ocas e que estejam acopladas a 

partículas de magnetita resulta em um sistema magneticamente responsivo e com 

elevado volume disponível para atuar como hospedeiro de macroespécies.  

No que se refere a sílicas mesoporosas, as mesmas são frequentemente obtidas 

pelo método sol-gel e podem ter suas propriedades texturais – como área superficial, 

volume e diâmetro de poros – arquitetadas durante a síntese.19,32 O método sol-gel 
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utiliza-se de reações de hidrólise e condensação de um alcóxido de silício (ortossilicato 

de tetraetila - TEOS) na presença de catalisador, em temperatura ambiente.32,33 Por 

envolver reações de cinética lenta, é possível incorporar espécies de interesse na sílica, 

como partículas de Fe3O4, as quais são encapsuladas e homogeneamente dispersas na 

rede inorgânica.17 Como a sílica possui grupos silanóis (Si–OH) funcionalizáveis,16 sua 

superfície pode ser modificada com compostos de interesse como silsesquioxanos 

iônicos, que são materiais híbridos à base de sílica com cargas na sua fração orgânica e 

capacidade de troca iônica. 34–36 

A síntese de um silsesquioxano iônico com contra íon de cadeia longa já foi 

reportada,37–39 e proporcionou um aumento na hidrofobicidade das superfícies 

recobertas com o material.37 Sendo assim, sílicas mesoporosas poderiam ser 

funcionalizadas com esse composto e atuar como potenciais suportes para espécies com 

afinidade por superficies hidrofóbicas, como é o caso da enzima lipase.16,40–42 As lipases 

são uma família de enzimas que podem catalisar a hidrólise de ésteres de triglicerídeos 

em uma interface hidrofílica/hidrofóbica.40,42 Podem ser utilizadas também para 

inúmeras outras reações,43 dentre elas a transesterificação (produção de biodiesel).44 

Nesse sentido, com a necessidade de processos verdes e sustentáveis, imobilizar a 

enzima em um suporte promove economia no processo pela sua recuperação e reuso. Se 

o suporte apresenta resposta magnética, a separação do biocatalisador do meio reacional 

e seu reuso são facilmente alcançados pela aplicação de um campo magnético,9,10,44,45 

dispensando atividades laboriosas de separação como centrifugação e filtração.  

O método sol-gel também permite realizar a hetero-condensação de precursores 

inorgânicos distintos, como alcóxidos de silício e titânio, resultando em materiais 

mesoporosos à base de sílica/titânia.17,46 A titânia, por possuir sítios ácidos de Lewis em 

sua superfície, facilita a incorporação direta de espécies de interesse que possuam 

grupos básicos, como é o caso da quitosana,47–49 um biopolímero não tóxico que possui 

grupos amino em sua estrutura50–52 e é um conhecido agente estabilizante de 

nanopartículas metálicas.53,54 Nanopartículas de ouro (AuNP), diferentemente do ouro 

na forma bulk, apresentam propriedades únicas como elevada relação área/volume, boa 

biocompatibilidade, baixa toxicidade mesmo em concentrações relativamente altas, e 

atividade antimicrobiana.52,55–57 Distintamente de nanopartículas de prata, AuNPs 

produzem menos espécies reativas de oxigênio58 (comumente responsáveis pela 

atividade antimicrobiana), no entanto, possuem outros meios que conduzem à morte 

bacteriana, como: a alteração do potencial da parede celular; inibição da enzima ATP 
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sintase, diminuindo o metabolismo da bactéria; e ligação ao DNA inibindo processos de 

transcrição  e colapsando todo o processo biológico.56–58 Trabalhos prévios reportaram a 

boa atividade antimicrobiana de AuNP frente a bactérias Gram-negativas como 

Pseudomonas aeruginosa59 e Escherichia coli.58,60,61 Como os mecanismos 

antimicrobianos de nanopartículas são majoritariamente estabelecidos por contato,62 

materiais com alta área superficial resultam em melhor atividade antimicrobiana. 

Assim, AuNP estabilizadas por quitosana podem ser incorporadas à matrizes 

mesoporosas de sílica/titânia, que possuem alta área e superfície reativa. Quando 

procede-se a síntese sol-gel na presença de partículas de Fe3O4, os suportes obtidos 

podem ser magneticamente separáveis, e todo o sistema antimicrobiano pode ser 

facilmente recuperado e reutilizado.  

Neste contexto, este trabalho desenvolve três abordagens para a obtenção de 

materiais porosos e magnéticos à base de sílica e magnetita, com propriedades texturais 

planejadas, que atuem como potenciais suportes para macroespécies, como enzimas ou 

nanopartículas. A primeira abordagem envolve a síntese de um sistema contendo esferas 

ocas de sílica acopladas à partículas de magnetita, que atuam como microcontêineres 

acessíveis com mobilidade magnética. As duas demais abordagens foram conduzidas 

utilizando o método sol-gel de síntese para obter xerogéis mesoporosos de sílica e 

sílica/titânia, magnéticos pela presença de partículas de magnetita encapsuladas, e que 

atuam como suportes no desenvolvimento de biocatalisadores e sistemas 

antimicrobianos de fácil recuperação e reciclo.  
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver novos sistemas magnéticos com características texturais planejadas 

que atuem como suportes de biomacromoléculas e nanoestruturas, visando aplicação 

como (bio)catalisadores e sistemas antimicrobianos de alto desempenho e de fácil 

separação do meio reacional. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

i. Desenvolver um sistema combinado contendo sílica macroporosa e partículas de 

magnetita que apresente mobilidade magnética, e estudar suas características 

morfológicas, microestruturais e sua acessibilidade para potencial uso como 

suporte na imobilização de macroespécies; 

ii. Obter xerogéis mesoporosos de sílica contendo partículas de magnetita e 

funcionalizá-los com compostos hidrofóbicos para a adsorção de espécies 

lipofílicas, como a enzima lipase, e avaliar o desempenho dos materiais obtidos 

como biocatalisadores na reação de hidrólise de ácidos graxos; 

iii. Sintetizar xerogéis de sílica/titânia magnéticos, mesoporosos e com alta área 

superficial que atuem como suporte para nanopartículas de ouro estabilizadas por 

quitosana e explorar a sua aplicação como um sistema antimicrobiano facilmente 

reutilizável. 
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3. Revisão de literatura 

 

3.1 Dentre os materiais magnéticos, a magnetita  

 

 Os fenômenos magnéticos são intrínsecos ao enredo tecnológico da vida 

moderna. Materiais com propriedades magnéticas são aplicados como agentes de 

contraste em medicina diagnóstica,63 em motores e sistemas de armazenamento de 

informações,64 e também como intefaces recuperáveis em sistemas adesivos para 

ancoragem de espécies.65 Entretanto, a biografia dos fenômenos magnéticos começou 

há quase três mil anos, em aproximadamente 800 a.C., quando iniciaram-se os registros 

de contato humano por parte dos gregos com a pedra-íma, um mineral que apresentava 

forte atração por peças de ferro.2 Em inglês, a pedra-íma é descrita como lodestone ou 

leading stone – a pedra que conduz – visto que a mesma foi muito utilizada como 

agulha em jogos de adivinhação e, posteriormente, em bússolas de orientação 

geográfica.66 A pedra-íma é composta por magnetita, um óxido de ferro abundante na 

região da Magnésia, na Grécia, local onde foi inicialmente explorada e estudada.2 

Magnésia, do grego Μαγνησία, significa “local de pedras mágicas”, justamente porque 

suas pedras apresentavam atração umas sobre as outras.  

 

3.1.1 Estrutura e propriedades da magnetita  

 

A magnetita (Fe3O4) apresenta-se como uma ferrita de fórmula química 

FeO∙Fe2O3 e arranjo cristalino do tipo espinélio inverso. Sua rede de Bravais 

corresponde a uma estrutura cúbica de face centrada, originada pelo empacotamento 

compacto dos ânions O2- que dão origem a duas subredes de sítios tetraédricos e 

octaédricos a serem preenchidos pelos cátions Fe2+ e Fe3+ (Figura 1). Em um espinélio 

normal, os cátions trivalentes ocupam os sítions octaédricos, enquanto os cátions 

divalentes se localizam nos sítios tetraédricos. Já no caso da magnetita – espinélio 

inverso – os íons Fe3+ estão localizados nos sítios tetraédricos, cercados por 4 átomos de 

oxigênio, enquanto que os sítios octaédricos são ocupados por números iguais de íons 

Fe2+ e Fe3+, cada um cercado por 6 átomos de oxigênio. Em uma cela unitária, 32 

átomos de oxigênio dão origem a 64 sítios tetraédricos (apenas ⅛ ocupados por Fe3+) e 
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32 sítios octaédricos (¼ ocupados por Fe2+ e ¼ ocupados Fe3+). Desta forma, a cela 

unitária da Fe3O4 tem fórmula [(Fe3+)8]
tetraédricos [(Fe3+)8 (Fe2+)8]

octaédricos O32.
 3,4,18 

 

 

Figura 1. Ilustração do arranjo cristalino do tipo espinélio inverso da magnetita. 

 

O estado de oxidação e localização de cada cátion nos dois tipos de sítios 

intersticiais influenciam fortemente as propriedades magnéticas e eletrônicas dos 

materiais. Do ponto de vista eletrônico, o processo de electron hopping entre os cátions 

Fe2+ e Fe3+ nos sítios octaédricos da magnetita explicam sua boa condutividade quando 

comparada com outros óxidos de ferro como Fe2O3 e FeO.67,68 Já do ponto de vista das 

interações magnéticas, os spins dos cátions Fe3+ nos sítions tetraédricos (A) e os spins 

dos cátions Fe2+ e Fe3+ nos sítions octaédricos (B) estão acoplados através do 

mecanismo de super-troca, mediados pelos átomos de oxigênio. Existem três interações 

de super-troca, A–O–B, A–O–A e B–O–B, entretanto a interação entre os sítios 

tetraédricos e octaédricos A–O–B é a mais determinante.3 No espinélio inverso, o 

acoplamento dos íons Fe3+ por super-troca A–O–B é antiparalelo, o que leva ao 

cancelamento de suas contribuições magnéticas à estrutura.3,67 Dessa forma, conforme 

ilustrado na Figura 2, o momento magnético de rede na estrutura de espinélio inverso da 

magnetita é ocasionado unicamente pela contribuição dos cátions Fe2+ nos sítios 

octaédricos; portanto, é do arranjo de espinélio inverso que provém o caráter 

ferrimagnético da magnetita.  

 

Átomos de oxigênio 

Átomos de ferro (Fe
2+

/Fe
3+

) 

Sítios octaédricos 

Sítios tetraédricos 
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Figura 2. Distribuição dos momentos magnéticos de spin dos íons Fe2+ e Fe3+ na 

magnetita. 

 

A magnetização de saturação da magnetita na forma bulk é de 92 emu∙g-1 a 

temperatura ambiente. Entretanto, como as propriedades magnéticas da magnetita são 

fortemente dependentes do seu tamanho de partícula, esse valor dificilmente é 

alcançado em sistemas nanométricos. O tamanho crítico para a transição 

ferrimagnético–superparamagnético na magnetita é próximo de 20 nm, o que significa 

que nanopartículas de magnetita menores que 20 nm são suficientemente pequenas para 

apresentarem um único domínio magnético na presença de um campo magnético 

aplicado.1,4,69,70  

Em uma típica medida de magnetização vs campo magnético externo (M x H), 

exemplificada na Figura 3, à medida que um campo externo é aplicado, os domínios 

magnéticos do sólido começam a se orientar em direção favorável ao campo. Quando 

todos os domínios encontram-se orientados ao campo H, ocorre a saturação. Em um 

material com multidomínios magnéticos, ao reduzir e inverter o campo magnético 

externo, a curva de magnetização não retorna pelo seu caminho inicial, dando origem a 

uma histerese. Nesse caso, quando o campo magnético externo é nulo (H = 0), ainda 

existem domínios orientados ao campo inicial e o material permanece magnetizado, 

gerando o efeito conhecido como remanência (Mr).
1,4 O campo magnético externo que 

deve ser aplicado no sentido inverso para reduzir a magnetização até zero (M = 0) é 

chamado de coercividade ou campo coercitivo (Hc).
1,4 

Em um comportamento superparamagnético (Figura 3), não há a presença de 

histerese em uma medida M x H, o que também significa ausência de Mr e Hc.
1,4 Isso 

significa que partículas superparamagnéticas só podem ser magnetizadas na presença de 

um campo magnético externo, o que lhes promove resposta forte e rápida e as torna 

facilmente controláveis.  
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8 Fe
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Figura 3. Representação dos laços obtidos em uma medida de magnetização vs campo 

magnético externo para comportamento ferrimagnético e superparamagnético. 

Adaptado da referência 4. 

 

3.1.2 Potencialidades e limitações da magnetita 

 

Dentre os óxidos de metais de transição, a magnetita apresenta a mais forte 

propriedade magnética.1 Isso, aliado a sua baixa toxicidade, biocompatibilidade,71 

rápida resposta e simples metodologia de separação,72–74 coloca os materiais à base de 

magnetita em destaque nas áreas de imageamento por ressonância magnética,63 agentes 

terapêuticos para tratamento de câncer,63,75 nanosensores magnéticos in vivo e ex vivo,76 

separação de proteínas,7 remediação de recursos naturais77 e tratamento de efluentes,65 

catalisadores recuperáveis,78 armazenamento de dados,79 dentre outras. 

Embora a presença de ambos íons Fe2+ e Fe3+ em sua estrutura de espinélio 

inverso seja crucial para seu forte magnetismo, isso também abre a principal limitação 

do emprego de magnetita: sua tendência natural à oxidação. Para a magnetita na forma 

bulk (mineral), a cinética de oxidação é lenta;13 entretanto, para magnetita sintética, os 

íons Fe2+ podem ser facilmente oxidados à Fe3+ sob condições aeróbias.12 Os dois 

produtos da oxidação da magnetita são a maghemita (-Fe2O3) e a hematita (-Fe2O3), 

sendo que a maghemita é a rota mais espontânea por apresentar o mesmo arranjo 

cristalino, cúbico compacto, que a magnetita. A hematita possui arranjo hexagonal 

compacto e por esse motivo a oxidação da magnetita à hematita, e consequente 

rearranjo de estrutura, é um processo mais energético.13 A importância de evitar a 

Monodomínios magnéticos 

H = campo magnético externo   M = magnetização   Ms = magnetização de saturação 

Mr = remanência     Hc = campo coercitivo 

Multidomínios magnéticos 

Mr 

Ms 

Hc 

Ms 

H 
H 

M M 

Ferrimagnetismo Superparamagnetismo 
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oxidação da magnetita às demais fases de óxido de ferro é a diminuição, no caso da 

maghemita, ou perda, no caso da hematita, da propriedade magnética.  

O mecanismo de oxidação da magnetita é difusivo e, por isso, é tanto retardado 

quando na forma bulk, quanto acelerado quando na forma nanométrica. Visto que os 

caminhos de difusão em nanopartículas são curtos, a constante de difusão é 

inversamente relacionada com o tamanho das nanopartículas; logo, quanto menor a 

partícula, mais rapidamente ocorrerá sua oxidação.13 A oxidação de nanopartículas de 

magnetita também é favorecida pela maior área superficial e maior disponibilidade de 

grupos –OH em sua superfície,13 quando comparado com micropartículas.  

Outra limitação do emprego de partículas de magnetita é a formação de 

aglomerados,80 seja na presença ou ausência de um campo magnético externo. Além de 

afetar o tamanho hidrodinâmico das partículas, que é crítico para aplicações em meios 

biológicos, por exemplo, a formação de aglomerados afeta também as propriedades 

magnéticas, aumentando parâmetros como coercividade e remanência.81 

As estratégias para superar essas limitações envolvem o recobrimento das 

partículas com componentes orgânicos e inorgânicos73,82 e também a 

fixação/imobilização das partículas em suportes, limitando sua mobilidade. Dentre os 

componentes orgânicos, destacam-se o uso de agentes estabilizantes moleculares como: 

os ácidos graxos ácido oleico,77,83,84 esteárico,85,86 mirístico86 e palmítico;86 os 

aminoácidos tirosina,87,88 histidina,88 arginina,87 leucina,87 glicina,89 glutamina89 e 

cisteína;87,89 e polímeros tanto sintéticos, como polietilenoglicol,90,91 

polivinilpirrolidona77 e polidopamina,92–94 quanto naturais como amido,95 quitosana,96,97 

albumina98 e caseína.95 Por outro lado, os componentes inorgânicos para recobrimento 

das partículas envolvem principalmente ouro99 e prata,100 e óxidos como a titânia101 e a 

sílica.12,17,45,63,81,102 A sílica, além de largamente reportada como recobrimento, também 

é empregada como suporte para as partículas magnéticas, sejam elas embutidas na 

microestrutura da sílica,17,78 sejam preparadas in situ dentro de sílicas porosas.103  

 

3.2 Sistemas combinados de magnetita e sílica 

 

3.2.1 Estrutura e propriedades da sílica 

 

Sílica e silicatos são compostos muito abundantes na crosta terrestre.104 A sílica 

é um sólido covalente com fórmula mínima SiO2 e sua rede é estruturada em um arranjo 
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tetraédrico com cada átomo de silício ligado a quatro átomos de oxigênio. Cada átomo 

de oxigênio, por sua vez, está ligado a dois átomos de silício, conectando os tetraedros 

em uma rede tridimensional.104 

A sílica se apresenta na natureza majoritariamente em sua forma amorfa, mas 

também possui polimorfos como a cristobalita e o quartzo.16,104 A sílica amorfa, 

entretanto, é foco de pesquisas em diversas aplicações graças a duas de suas principais 

características: sua química de superfície e sua versatilidade como estrutura porosa.  

No que se refere à sua química de superfície, é necessário contextualizar a rede 

tridimensional da qual a sílica é constituída. Embora pensa-se a sílica como uma rede 

infinita de ligações siloxano Si–O–Si, o sólido possui dimensões finitas com regiões de 

superfície que são compostas por grupos silanóis (Si–OH) (Figura 4).16,104 Apenas 

acima de 1500 K há a sinterização completa e eliminação de todas as suas 

funcionalidades de superfície.16 Fora dessas condições, a sílica apresenta sua superfície 

hidroxilada e, portanto, hidrofílica. Existem três tipos de grupos silanóis na superfície 

da sílica: silanol livre, silanóis geminais e silanóis vicinais (Figura 4).104  

 

 

Figura 4 Ilustração da rede tridimensional de uma sílica amorfa e das possíveis espécies 

silanol presentes em sua estrutura. 

 

A sílica se comporta como um ácido fraco e, embora seja comum tratar seu 

ponto de carga zero (PCZ) como pH 2 e considerar a presença majoritária de silanolatos 

(Si–O-) acima desse pH, esse modelo é pouco condizente com dados experimentais. O 

mais aceito é o conceito de heterogeneidade dos silanóis de superfície, considerando 

que os sítios são todos ácidos mas apresentam diferentes constantes de acidez, sendo, 

portanto, ainda passíveis de protonação e formação de ligações de H acima de pH 

2.16,104 Essa rica química de superfície faz da sílica uma excelente fase estacionária em 

Livre Geminais Vicinais 

Espécies silanol 

Rede da sílica 
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técnicas de separação e adsorção. Além de tudo, os grupos silanóis são reativos e de 

relativa fácil funcionalização, o que abre horizontes para a inserção de novas 

funcionalidades com grupos orgânicos ou inorgânicos, enriquecendo substancialmente 

suas potencialidades.  

A combinação entre propriedades texturais e aplicação é crucial no 

desenvolvimento de materiais contendo sílica, uma vez que materiais com alta área 

superficial e elevado volume de poros são atrativos, por exemplo, no desenvolvimento 

de suportes para catálise ou carreamento de fármacos com elevada capacidade de carga. 

Essa versatilidade na porosidade é proporcionada pela disponibilidade de métodos de 

síntese que permitem manipular propriedades controlando os precursores, o estado 

coloidal ou os processos de acabamento dos materiais. A rota de hidrólise e 

condensação de alcóxidos de silício é largamente empregada, visto que a cinética das 

reações é relativamente lenta e permite interferência.32,33,104 Nessa rota, ilustrada na 

Figura 5, ocorre primeiramente a hidrólise de um alcóxido de silício, introduzindo 

grupos silanol na molécula e gerando o respectivo álcool como subproduto. Em seguida, 

iniciam-se as reações de condensação que podem ocorrer tanto entre um grupo silanol e 

um alcóxido quanto entre grupos silanol de moléculas diferentes, dando origem às 

ligações siloxano que compõe a rede da sílica. Os subprodutos das reações de 

condensação são tanto água quanto o álcool correspondente.  

 

 

Figura 5. Reações de hidrólise e condensação de um alcóxido de silício para a obtenção 

de sílica. 
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Utilizando a rota de hidrólise e condensação, o método de Stöber para síntese de 

partículas de sílica é largamente empregado, seja para obtenção de partículas densas 

(em n tamanhos),105 seja para recobrir outras partículas em um sistema core-shell.81,102 

O método de Stöber utiliza amônia como catalisador para controlar o crescimento de 

nanopartículas de sílica em suspensão coloidal.105 Esse método sozinho não permite 

desenvolver materiais com mesoporos planejados, embora seja frequentemente 

combinado com o uso de agentes direcionadores de estrutura27 que suprem essa 

necessidade ao orientar a formação de uma estrutura porosa. 

O método sol-gel por si só permite o controle das propriedades texturais, onde 

tanto o tipo de catalisador empregado quanto as condições de gelificação influenciam 

no formato, tamanho e volume dos poros, bem como na área superficial específica.32,33 

Catalisadores ácidos (HCl, HNO3, AcOOH) tipicamente dão origem à materiais 

microporosos (tamanho de poro < 2 nm), enquanto que catalisadores básicos – ou 

nucleofílicos – (NaOH, NH3OH) são conhecidos por produzirem materiais mesoporosos 

(2 nm < tamanho de poro > 50 nm). Um especial destaque ao uso de HF que, apesar de 

seu caráter ácido, é um forte nucleófilo e origina materiais mesopososos.32,33 Quanto às 

condições de gelificação, quando o processo se dá em condições ambientes, o monolito 

obtido ao final da secagem se denomina xerogel.19,32–34  É possível, entretanto, realizar a 

secagem em condições supercríticas e o material final – aerogel – é altamente poroso, 

com elevada área superficial.33 

O método sol-gel permite também realizar a co-condensação de precursores 

distintos,106 permitindo incorporar diferentes funcionalidades na rede da sílica (co-

condensação de diferentes precursores alcóxidos de sílicio ou organossilanos na 

obtenção de organossílicas)107  ou mesmo obter óxidos mistos (co-condensação de 

alcóxidos de sílicio com alcóxidos de outros metais, como o titânio, por exemplo).17,46  

 

3.2.2 Alguns sistemas combinados de sílica e magnetita  

 

Tendo em vista as propriedades individuais da magnetita e da sílica, é fácil 

antecipar a frutífera combinação de ambas. A Tabela 1 traz algumas das combinações 

mais comuns na literatura.  
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Tabela 1. Sistemas frequentemente reportados contendo sílica e magnetita. 

Sistema Configuração Aplicação Referência 

 

Core-shell 

Shell mesoporoso de sílica, funcionalizado com grupos 

tetrassulfeto, core de magnetita 
Adsorção de íons de metais pesados 

Vojoudi et al109 

 

Shell de sílica, funcionalizado com -NH2-AuNP, core de 

magnetita 

Catálise na redução de compostos 

nitrofenólicos 
Bhaduri et al110 

Shell de sílica funcionalizado com anidrido glutárico, 

core de magnetita sintetizada com extrato de folhas de 

Excoecaria cochinchinensis 

Adsorção de doxorrubicina para liberação 

controlada em tratamentos anticâncer 
Cai et al111 

Shell de sílica funcionalizado com albumina, core de 

magnetita 

Liberação de curcumina e agente de 

contraste em nanomedicina teranóstica 
Maboudi et al63  

 

Rattle-type ou 

yolk-shell 

Esferas ocas e mesoporosas de sílica, core tipo chocalho 

de magnetita  

Liberação de doxorrubicina em 

tratamentos anticâncer 
Zhu et al112 

Esferas ocas e mesoporosas de PMO (organossílicas 

periódicas mesoporosas) contendo nanopartículas de Pd, 

core de magnetita recoberta por sílica  

Adsorção de contaminantes orgânicos e 

íons de metais nobres de água e efluentes; 

catálise em oxidação seletiva de álcoois.   

Dai et al113 
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Sistema Configuração Aplicação Referência 

Double-shell 

Esferas ocas com duplo shell de magnetita (interno) e 

sílica (externo), funcionalizada com poliácido láctico e 

polietileno glicol 

Liberação de ioversol (agente de 

contraste) para imageamento por 

ressonância magnética e tomografia 

Zhao et al114 

Filmes finos 
Substrato de sílica recoberto com magnetita por 

deposição por laser pulsado 
Estudo da magnetização Yin et al115 

Dispersão na 

matriz 

Xerogel de SiO2/TiO2 mesoporoso funcionalizado com a 

enzima tirosinase, partículas de magnetita encapsuladas 

na matriz 

Biossensor eletroquímico para catecol e 

catecolaminas 
Morawski et al17 

Sílica mesoporosa do tipo SBA-15, funcionalizada com 

complexo de Pd(II), nanopartículas de magnetita 

encapsuladas na sílica 

Catalisador para reações de Hiyama Nuri et al78  

Dispersão nos 

poros da matriz 

Sílica mesoporosa do tipo SBA-15, partículas de 

magnetita sintetizadas in situ nos poros por redução 

térmica 

Estudo das condições de síntese Yiu et al103 
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Os sistemas core-shell são os mais reportados, especialmente porque a sílica 

como shell promove aumento da estabilidade química da magnetita, encerrada no 

core.12 Além disso, os grupos silanol em sua superfície permitem a inserção de espécies 

multifuncionais na partícula. Nesse contexto, as aplicações mais comuns envolvem i) 

sistemas de adsorção ou catálise em que a propriedade magnética é utilizada na fase de 

separação do meio reacional;108 ii) sistemas de terapia e diagnóstico em meio biológico, 

em que a magnetita pode atuar tanto como agente magnético de contraste quanto na 

promoção de hipertermia;75 iii) sistemas sensores em que a propriedade magnética 

interfere construtivamente na resposta do sensor.17 

Em todos esses sistemas, a sílica atua como agente de proteção à oxidação e de 

promoção de propriedades texturais, onde destaca-se as configurações contendo 

partículas ocas, que atuam como contêineres com alta capacidade de carga. O uso de 

sílicas mesoporosas também é largamente reportado, onde a área superficial e o 

tamanho de poros são arquitetados para comportar desde moléculas até 

biomacromoléculas e nanoestruturas. 

 

3.3 Partículas ocas: micro e nanocontêineres multifuncionais 

 

As inúmeras vantagens dos materiais porosos que os levam a ser tão comuns em 

estudos científicos estão pautadas na capacidade de comportar grande quantidade de 

espécies de interesse, seja pela elevada área superficial, seja pelo elevado volume de 

poros. Nesse sentido, as estruturas ocas são uma nova classe de materiais em destaque, 

as quais são constituídas por um shell (casca) e por cavidades ou espaços vazios em seu 

interior.25,116,117 Esses amplos reservatórios podem apresentar propriedades únicas em 

seu interior, como por exemplo efeito de confinamento.28 Existem estruturas ocas desde 

a escala nano31 até a escala micrométrica,114,118 o que as torna suportes polivalentes 

podendo hospedar desde átomos e moléculas119 até nanoestruturas118 e 

biomacromoléculas.26 Além disso, há uma diversidade de estruturas ocas, mono ou 

multicamadas,120–122 como cubos123, prismas124 e esferas,121,125,126 sendo esta última a 

mais difundida pela facilidade na obtenção de templates. 
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3.3.1 Estratégias de síntese de esferas ocas 

 

Embora existam rotas sintéticas template-free,126,127 as estruturas ocas são 

majoritariamente preparadas com o auxílio de templates. Dessa forma, o tamanho das 

estruturas e da cavidade é diretamente dependente do template utilizado, uma vez que o 

mesmo atua como o molde positivo da concavidade. O template deve ser posteriormente 

removido de forma a deixar sua impressão na estrutura sem, entretanto, danificá-la. A 

escolha de um template adequado é determinante para que as partículas possuam 

formato e tamanho homogêneos e duas classes de materiais são utilizadas como cores 

de sacrifício na síntese de partículas ocas: hard e soft templates.24,117,128,129 A Figura 6 

esquematiza essa divisão. 

 

 

Figura 6. Esquema dos principais tipos de template empregados na preparação de 

estruturas ocas. 

 

Soft templates compreendem principalmente estratégias envolvendo emulsões, 

vesículas/micelas e bolhas de gás e são conhecidos como templates in-situ. São menos 

difundidos, mas apresentam a vantagem de arquitetar não só a morfologia, mas também 

a estrutura interna e externa das partículas.24 No caso de emulsões, dois líquidos 

normalmente imiscíveis passam pelo processo de emulsificação, em que gotas de um 

deles são forçadas a se quebrarem e se dispersarem em uma fase contínua. Então, um 

precursor do que será o shell da partícula oca é adicionado e se deposita na superfície da 

gota.130 O tamanho das gotas em emulsões pode variar de 10 nm a 100 m,24,117 

abrangendo a principal faixa de trabalho de partículas ocas. No caso do uso de micelas, 

a faixa de trabalho se limita às dimensões nanométricas, uma vez que utiliza-se de um 
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surfactante (espécie anfifílica). O mesmo é empregado acima de sua concentração 

micelar crítica, de forma a organizar-se em uma mesoestrutura. Vários parâmetros 

influenciam na organização da mesoestrutura – como pH, temperatura, concentração, 

força iônica – o que permite obter templates, e consequentemente partículas ocas, de 

vários tamanhos e formatos.24,117 A estratégia de síntese de partículas ocas a partir de 

bolhas de gás é muito próxima das emulsões, visto que se estabelece uma emulsão de 

bolhas de gás em um solvente. As cargas de superfície e a hidrofilicidade do precursor 

ou das partículas que são depositadas sobre a bolha interferem nas características das 

partículas ocas finais. As bolhas de gás, por sua vez, podem ser obtidas soprando um 

gás em um líquido, por cavitação com auxílio de ultrassom ou geradas por reação 

química.117  

Já os hard templates são universais na síntese de esferas ocas devido à estreita 

distribuição de tamanhos e diversidade de morfologias, rigidez do template (não são 

deformáveis durante o recobrimento) e consequente precisão na formação de estruturas 

ocas.117 Nesse contexto, partículas poliméricas são excelentes candidatas como 

templates pois seu tamanho pode ser facilmente controlado e também podem passar por 

funcionalizações que facilitam a deposição do shell.24 Partículas esféricas de 

poliestireno (beads) estão entre as mais reportadas na literatura.114,131,132 Por outro lado, 

dentro dos hard templates inorgânicos, óxidos como sílica (SiO2),
133,134 carbonatos 

como CaCO3
135 e óxidos metálicos como Fe2O3

30 e Fe3O4
31 são usados, especialmente 

porque podem ser preparados em formatos mais singulares, sem necessidade de 

solventes orgânicos e geralmente dispensando funcionalizações que facilitem a 

formação do shell. Destaque especial para beads de sílica – que podem ser sintetizadas 

com formato e tamanho homogêneos pelo método de Stöber,105 em uma ampla faixa de 

diâmetros – e para partículas de magnetita – que são magnéticas e também podem ser 

seletiva e controladamente extraídas em condições experimentais relativamente 

brandas.31  

Em ambos os tipos de templates – soft ou hard – é necessária uma etapa de 

remoção do mesmo para o esvaziamento da partícula e formação da cavidade, que 

normalmente acontece por calcinação ou por extração química. Assim, controlando o 

template e as condições de esvaziamento, é possível arquitetar o interior das esferas de 

forma a obter esferas completamente vazias ou estruturas multifuncionais como multi-

shell,120,122 yolk-shell ou rattle-type108,112,113,136 (Figura 7). Nesse tipo de estrutura, o 

interior da esfera oca é desenhado para apresentar funcionalidades como 
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compartimentos separados para reações em cascata ou reações seletivas, isolamento de 

espécies catalíticas, ou mantendo um core ativo dentro do reservatório, como é o caso 

das estruturas yolk-shell ou rattle-type.  

 

 

Figura 7. Ilustração de exemplos de estruturas obtidas a partir da arquitetura core-shell. 

 

 A composição do shell, por sua vez, abrange desde orgânicos como polímeros137 

e biopolímeros;138,139 superfícies metálicas como paládio133 e prata;140 até óxidos como 

titânia,126,141 alumina142 e sílica.27,114,118 Estruturas inorgânicas e, em especial a sílica, 

possuem propriedades mecânicas que lhes conferem estabilidade durante etapas de 

preparação e aplicação.143 Nesse sentido, esferas ocas de sílica, além de possuírem 

grande capacidade de carga,26 também são eficientes em encapsular e proteger suas 

espécies confinadas de influências do meio reacional.144 Entretanto, o shell precisa ser 

permeável ao meio, para que haja difusão das espécies dependendo da aplicação 

desejada.26 

 

3.3.2 Vantagens e potencialidades do uso de esferas ocas 

 

Com base em suas características, existem inúmeras aplicações de esferas ocas 

já reportadas e outras inúmeras a serem exploradas. Destacam-se, entretanto, a alta 

capacidade de carga, a possibilidade de isolamento de espécies e também efeitos de 

confinamento. 

A alta capacidade de carga abre as portas para aplicação de esferas ocas na 

encapsulação de complexos e estruturas moleculares, como fármacos em liberação 

controlada e contínua;5,114,134 como host para nanoestruturas, caso de nanopartículas em 

catálise118,144 e enzimas em biocatálise,26 essas últimas que possuem suficiente 

mobilidade dentro do amplo interior das estruturas; como adsorventes de 

Core-shell Multi-shell Yolk-shell ou  

Rattle-type 
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contaminantes,113 visto as boas taxas de difusão no interior das esferas. Quando no 

interior das esferas ocas, as espécies encapsuladas encontram-se relativamente bem 

isoladas dos meios reacionais. Nesse caso, é factível que espécies pouco solúveis 

possam ser eficientemente transportadas através de um solvente que lhes é 

incompatível.134 Por fim, em nanoesferas a restrição de mobilidade promove efeitos 

únicos de confinamento como seletividade em reações catalíticas por restrição de 

tamanho e mobilidade.28 

 

3.3.3 Esferas ocas magnéticas: contêineres móveis 

 

A versatilidade das esferas ocas reside principalmente na possibilidade de 

inserção de infindáveis espécies, dentre elas componentes magnéticos. Nesse caso, as 

esferas ocas apresentam fácil manipulação, separação e mobilidade pela simples 

aplicação de um campo magnético externo. 

Várias estratégias de síntese foram reportadas combinando estruturas magnéticas 

e ocas de sílica. Chen et al. elegeram a impregnação pós-síntese para incorporar 

nanopartículas de magnetita em esferas ocas e mesoporosas de sílica.26 Zhao et al. 

depositaram um shell de magnetita sobre beads de poliestireno, posteriormente 

recobrindo com sílica e removendo o template por calcinação.114 Nanopartículas de 

magnetita também foram incorporada no próprio template de poliestireno.132 Partículas 

rattle-type de Fe3O4@SiO2 foram preparadas por Zhu et al. ao adicionar um precursor 

de ferro no template de esferas de carbono.112 Nanopartículas de magnetita também 

foram incorporadas em um template – vesículas de surfactante – e então o shell de sílica 

foi depositado no seu entorno.145 O uso de -Fe2O3 e Fe3O4 como template para obter 

esferas ocas de sílica também foi reportado, empregando ácido clorídrico para extrair o 

óxido de ferro do interior das esferas de sílica.30,31 Entretanto, os sistemas reportados na 

literatura levam a esferas ocas não magnéticas, com extração completa do óxido de 

ferro, ou esferas magnéticas mas não completamente ocas, com design do tipo chocalho.  

 

3.4 Suportes porosos e magnéticos para imobilização de bioestruturas  

 

Estruturas biológicas como enzimas, proteínas e anticorpos são de alto impacto 

no cenário científico e tecnológico.  As enzimas, em especial, se sobressaem aos 

catalisadores sintéticos pelas altas taxas de conversão, excelente enantioespecificidade e 
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seletividade, operando sob condições brandas de pressão (pressão atmosférica), 

temperatura (próxima da temperatura ambiente) e pH (próximo ao fisiológico).20,146 Por 

isso, o emprego de enzimas nas indústrias alimentícia, química fina e farmacêutica é 

amplo, sendo uma alternativa sustentável.146 Entretanto a maior parte das enzimas é 

solúvel em meios reacionais aquosos e os métodos clássicos de separação e purificação 

podem levar ao desenovelamento da estrutura quaternária ou mesmo quebra das cadeias 

de aminoácidos que as compõem, o que as desativa.20 Por outro lado, empregar 

biocatalisadores de uso único é altamente custoso e pouco viável em escala industrial.  

Nesse sentido, a preparação de suportes adequados e de métodos experimentais 

para imobilizar enzimas está atrelado ao desenvolvimento de biocatalisadores 

recicláveis. Imobilizar a enzima em um sólido insolúvel, desde que haja retenção da 

configuração ativa, apresenta benefícios como: i) recuperação do catalisador após a 

reação e seu reuso imediato em múltiplos ciclos catalíticos;10,41,44 ii) minimização de 

contaminação dos produtos por resíduos do catalisador; iii) aumento da especificidade, 

seletividade,147 estabilidade operacional44,148 e de armazenamento44 mesmo em 

condições possivelmente desnaturantes como pH extremo, calor, solventes orgânicos; 

iv) possibilidade de reações em cascata utilizando multi-enzimas.16,146,149 

 

3.4.1 Lipases 

 

A lipase (E.C. 3.1.1.3) é parte da família das hidrolases, atuando na hidrólise de 

éster carboxílicos.40,42,43 Embora seus substratos naturais sejam os triglicerídeos, a 

lipase é uma enzima conhecida por sua promiscuidade catalítica (catálise em outras 

reações como hidrólise de amidas, condensação aldol, condensação Knoevenagel, 

adição de Michael)43 e ambiguidade de substratos (quebra de especificidade atuando 

também na hidrólise de vários ésteres).150 

Do ponto de vista de suas estruturas, todas as lipases possuem uma característica 

em comum: seus sítios ativos são oclusos do meio por uma cadeia de polipetídeos 

chamada lid. Na presença de uma interface hidrofóbica – uma gota de óleo, suporte 

hidrofóbico, proteína hidrofóbica ou mesmo outra lipase “aberta” – a lid se move e 

permite a interação entre a interface hidrofóbica e os resíduos hidrofóbicos da enzima, 

que normalmente circundam o centro ativo. Nesse sentido, a lipase se adsorve na 

superfície hidrofóbica e seu sítio ativo fica disponível para o meio, estando a lipase na 

forma aberta, também conhecida como interfacialmente ativada (Figura 8).40 
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Figura 8. Ilustração do equilíbrio entre as formas aberta e fechada da lipase, bem como 

de sua ativação em uma interface hidrofóbica. Adaptado das referências 40,147. 

 

Embora as lipases catalisem, de um modo geral, as mesmas reações, sua 

estrutura proteica difere em função do micro-organismo que as produz. A lipase do 

microorganismo Thermomyces lanuginosus (TLL) é uma das lipases mais empregadas 

na pesquisa em química fina e hidrólise de ácidos graxos, e na indústria para a produção 

de biodiesel, sendo também conhecida por constituir o detergente comercial Lipolase®. 

A TLL é constituída por uma única cadeia de 269 aminoácidos, massa molar de 31700 

g∙mol-1 e ponto isoelétrico de 4,4. Sua estrutura foi resolvida com formato esférico e 

tamanho de 3,5 × 4,5 × 5,0 nm,40 o que a torna uma excelente candidata para 

imobilização em suportes com poros na faixa dos mesoporosos (2 a 50 nm). A TLL 

possui lid móvel na forma de alfa-hélice com 86 a 93 aminoácidos cobrindo o sítio 

ativo.40  

A enzima TLL é ativa em uma ampla faixa de temperatura, mantendo sua 

atividade mesmo a 55-60 ◦C.44 Embora estável, possui a tendência de formar agregados, 

afrontando seus sítios ativos abertos, mesmo quando imobilizadas.151 Apesar de a 

imobilização covalente multipontual ser uma das alternativas para evitar desativações 

da TLL, a mesma é de difícil realização. A imobilização covalente normalmente se dá 

com os grupos amino primários da TLL e a mesma apresenta apenas sete lisinas que 

podem reagir.40 Protocolos de aminação para aumentar o número de grupos funcionais 

úteis para imobilização da TLL já foram reportados com sucesso na literatura.152 

Entretanto, existem outras alternativas para a imobilização eficiente da TLL.  A 

principal delas é a adsorção da enzima em um suporte hidrofóbico via ativação 

interfacial.40–42 Nesse caso, como a enzima possui a região do sítio ativo com 
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características hidrofóbicas, a TLL se imobiliza em sua conformação aberta (Figura 9) e 

exibe hiperatividade com substratos hidrofóbicos.40,147  

 

 

Figura 9. Ilustração da imobilização da lipase em um suporte poroso hidrofóbico. 

 

3.4.2 A importância de compatibilizar suporte e enzima 

 

Desde o “boom” de materiais porosos no início da década de 1990, iniciando 

com a arquitetura de materiais como zeólitas microporosas e posteriormente com a 

síntese de materiais mesoporosos da série dos MCM e SBA, há uma enorme expectativa 

do emprego desses materiais em imobilização de proteínas, enzimas, peptídeos e outras 

biomacromoléculas em função da possibilidade de reuso e aumento de estabilidade ao 

imobilizá-las dentro dos poros das matrizes.20,147 Entretanto, nem todas as expectativas 

se concretizaram visto que vários fatores devem ser levados em consideração ao 

imobilizar essas estruturas, como tamanho relativo dos mesoporos e da espécie, área 

superficial e distribuição de tamanho de poro, volume dos mesoporos, tamanho de 

partícula, força iônica, ponto isoelétrico e química de superfície de ambos suporte e 

bioespécie.20 A Figura 10 apresenta o fluxograma de um processo ideal de preparo de 

um biocatalisador.  

O primeiro fator a ser considerado é puramente físico: a compatibilidade de 

tamanhos entre espécie e poro. Se a proteína é maior que a abertura do poro, a mesma 

irá se adsorver apenas na área disponível fora dos mesoporos,20 inclusive em 
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multicamadas, o que disperdiça justamente as duas principais vantagens de empregar 

materiais porosos: alta área superficial e abrigo para a proteína. 

 

 

Figura 10. Fluxograma das etapas para o desenvolvimento de um biocatalisador. 

Adaptado da referência 20. 

 

É importante pensar além do diâmetro do poro, também no seu formato. Mesmo 

em materiais de poros cilíndricos, há dificuldades na difusão das espécies ao longo dos 

canais.153 Em poros do tipo tinteiro, há a presença de um gargalo22 e seu tamanho não 

corresponde ao diâmetro observado por técnicas de análise textural como adsorção de 

N2, que informa a distribuição de diâmetros máximos do poros. Caldas et al. avaliaram 

a influência do tamanho de poros do tipo tinteiro na imobilização da enzima glicose 

oxidase (~ 7 nm de diâmetro) e estabeleceram a seguinte ordem em relação à 

quantidade de enzima imobilizada e consequente atividade: 7 nm < 14 nm < 21 nm 

(Figura 11).19 Nesse sentido, a presença de um gargalo é crítica ao estabelecer o 

tamanho adequado para imobilização e atividade satisfatórios. 

Materiais à base de sílica combinam a boa estabilidade térmica e mecânica com 

as principais características texturais (controle de porosidade e área superficial) 

necessárias para atuarem como suportes para enzimas. Além disso, apresentam a 

vantagem de serem passíveis de funcionalização e ativação que facilitam a fixação da 

enzima no suporte. A química de superfície do suporte deve apresentar um micro-

ambiente ótimo que favoreça as propriedades catalíticas da enzima.16 Desenhar a 

superfície é um dos desafios da química de materiais no desenvolvimento de novos 

suportes para enzimas. De uma forma geral, a hidrofobicidade dos suportes deve ser 

minimizada para evitar adsorção de proteínas indesejadas ou mesmo a desnaturação das 
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enzimas.16 Entretanto, em casos específicos, a hidrofobicidade é um ponto a favor, 

como é o caso da enzima lipase.  

 

 

Figura 11. Ilustração da influência do tamanho de poro na quantidade de enzima 

imobilizada. Adaptado da referência 19. 

 

A modificação de sílicas com grupos hidrofóbicos pode ser facilmente realizada 

ao funcionalizar os grupos silanol disponíveis na superfície com espécies hidrofóbicas. 

Nesse sentido, diversos organossilanos de cadeia longa podem ser utilizados. O 

octiltrietoxissilano foi empregado por Blanco et al. com sucesso ao imobilizar Candida 

antarctica lipase B em uma monocamada, sem formação de agregados e com boa 

atividade e estabilidade operacional. 41 Além de organossilanos, silsesquioxanos iônicos 

com contra-íon de cadeia longa também já foram reportados como modificadores de 

óxidos inorgânicos na obtenção de superfícies hidrofóbicas.37 Silsesquioxanos iônicos 

são materiais híbridos à base de sílica com cargas na sua fração orgânica e pela 

capacidade de troca iônica34,35 podem ser obtidos com diversos contra-íons, sendo 

versáteis para inserir espécies funcionais na superfície da sílica.  
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3.4.3 Suportes magnéticos: praticidade e reciclabilidade 

 

A enzima lipase, uma vez que catalisa reações de interesse industrial como a 

produção de biodiesel, é muito estudada sob suportes que facilitem seu manuseio. Nesse 

sentido, suportes magnéticos são facilmente manipuláveis através de um campo 

magnético externo, evitando etapas laboriosas de separação, tais como filtração, 

decantação e centrifugação.  

Diversos trabalhos já reportaram o emprego de suportes à base de magnetita na 

imobilização de lipases. Iuliano e Sarno imobilizaram TLL em partículas de magnetita 

funcionalizadas com nanopartículas de ouro e alcançaram 70% de atividade para 

produção de biodiesel mesmo após o quinto ciclo, destacando a fácil separação e pronto 

reuso do material nos ciclos seguintes.44 Onoja et al. alcançaram dezessete ciclos 

mantendo até 50% de conversão na síntese de butil butirato empregando Candida 

rugosa lipase imobilizada em nanopartículas de magnetita recobertas com sílica.45 

Ferreira, Lassalle e Nicolás imobilizaram a Candida antarctica lipase B em 

nanopartículas de magnetita e obtiveram resultados semelhantes, mantendo 60% da 

atividade inicial no oitavo ciclo. Nesse trabalho os autores ainda destacaram a 

competitividade do suporte à base de magnetita com biocatalisadores comercialmente 

disponíveis como o Novozym® 435, que pode ser degradado em etanol e contaminar o 

meio reacional.10  

 

3.5 Aplicação de suportes magnéticos para nanoestruturas com impacto 

biológico  

 

3.5.1 Nanotecnologia em sistemas biológicos 

 

A nanotecnologia é um dos principais avanços do século XXI, quando 

conscientemente passou-se a manipular a estrutura dos materiais na escala nanométrica 

ou mesmo atômica.154 No cenário atual, a nanotecnologia é intrínseca ao cotidiano 

humano e os nanomateriais têm sido extensivamente investigados em diversas áreas, da 

medicina à eletrônica. Na medicina, os nanomateriais emergem no carreamento de 

fármacos,6,155,156 em terapia,82,90,156,157 como agentes antibacterianos52,57,74,158 e 

antivirais,159,160 em medicina diagnóstica5,161 e regeneração de tecidos.154,162,163 As 
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expectativas, entretanto, sugerem inúmeras outras potencialidades que ainda devem 

despontar com o refino dos conhecimentos da área.  

Nanomateriais apresentam algumas características singulares que lhes conferem 

esse comportamento. Conforme o tamanho da partícula diminui, o número de átomos 

localizados na superfície em relação ao número total de átomos na partícula aumenta 

consideravelmente, o que aumenta também a relação área/volume e a área superficial 

desses nanomateriais quando comparados aos respectivos materiais na forma bulk.154 

Nesse sentido, além de diferenças nas propriedades mecânicas e físico-químicas, as 

nanopartículas ou nanoclusters são quimicamente muito mais reativos quando 

comparados com a mesma quantidade de material contendo partículas maiores.55,154 

Além disso, efeitos de confinamento quântico (confinamento do movimento dos 

elétrons na estrutura) em função da redução de tamanho ao nível nanométrico também 

podem ser observados. Quando o tamanho da partícula é menor que o comprimento de 

onda de de Broglie, elétrons e lacunas estão espacialmente confinados e promovem o 

surgimento de dipolos elétricos; isso, por sua vez, dá origem a níveis discretos de 

energia nos materiais, refletindo-se em fenômenos como oxidação, redução, 

propriedades catalíticas, ressonância de plasmon de superfície,154 dentre outros 

observados em nanopartículas metálicas e de semi-condutores.  

 

3.5.2 Propriedades antimicrobianas de nanopartículas 

 

Uma das principais preocupações na área de saúde humana é o aumento da 

resistência de bactérias à drogas e agentes antimicrobianos convencionais, a qual vem 

acontecendo cada vez em menores períodos de tempo e competem duramente com o 

lançamento de novos antibióticos no mercado.164,165 A Escherichia coli, por exemplo, é 

uma Enterobacteriaceae, residente inócua do trato gastrointestinal, mas frequentemente 

relacionada com infecções166 em humanos adquiridas por condições sanitárias precárias, 

surtos alimentícios e águas contaminadas.167,168 Uma vez que a bactéria E. coli faz parte 

da microbiota endógena, é constantemente atingida pelo uso recorrente de antibióticos, 

o que promove a evolução dos micro-organismos pelo desenvolvimento de genes de 

resistência que se propagam entre as células microbianas.169,170 

Além do desenvolvimento de agentes antimicrobianos para o tratamento de 

infecções bacterianas, o controle microbiológico em alimentos, água e efluentes é 
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importante para a manutenção de condições salubres à população, inibindo ou até 

mesmo suprimindo o crescimento de micro-organismos patogênicos.171,172 Nesse 

âmbito, nanoestruturas são amplamente estudadas como agentes antimicrobianos em 

embalagens alimentíficas173 e em processos de tratamento de água.171  

Nanopartículas metálicas ou de óxidos metálicos são conhecidos agentes 

antibióticos e, além de apresentarem forte atividade antibacteriana contra um amplo 

espectro de bactérias, também possuem o potencial de reduzir ou mesmo impedir a 

evolução de cepas resistentes.52,164,165 De um modo geral, o tamanho diminuto das 

nanopartículas favorece tanto sua inserção no biofilme – que torna os micro-organismos 

muito mais resistentes aos antibióticos comuns – quanto na travessia da própria 

membrana celular da bactéria. O formato e consequente reatividade das faces também 

influencia a interação da partícula com a membrana celular da bactéria,174 modulando o 

grau de dano às células.164 

 

3.5.3 Mecanismos de ação antimicrobiana de nanopartículas 

 

As nanoestruturas mais estabelecidas como agentes antimicrobianos são 

nanopartículas ou nanoclusters de Ag,53,175,176 Au,55,173,176 ZnO,177–179 AgO180 e 

TiO2.
181,182 De um modo geral, quando em contato com as células das bactérias, as 

nanopartículas alteram sua atividade metabólica. Após interagir com a membrana 

celular e cruzá-la, as nanopartículas desvirtuam os componentes básicos das células, 

como DNA, lisossomos, ribossomos e enzimas, causando estresse oxidativo, mudanças 

na permeabilidade da membrana celular, desbalanço de eletrólitos, desativação de 

proteínas e inibição de enzimas, além de mudanças na expressão de alguns genes.56,164  

Dentre as nanopartículas mais empregadas como agentes antimicrobianos, três 

mecanismos são frequentemente propostos como principais na atividade bactericida. 

São eles: estresse oxidativo, liberação de íons metálicos e demais mecanismos não-

oxidativos.164 O estresse oxidativo é caracterizado pela produção de moléculas e 

intermediários com elevado e positivo potencial de redução, normalmente espécies 

reativas de oxigênio (ROS) do inglês Reactive Oxygen Species). Os quatro tipos de ROS 

são radicais superóxidos (O2
−), radicais hidroxilas (•OH), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e oxigênio singleto (O2). Estes, quando produzidos em excesso, levam ao 

estresse oxidativo da célula e à degradação dos seus componentes. As principais 

consequências reportadas são alterações na permeabilidade da membrana celular e no 
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aumento da expressão de genes de proteínas oxidativas, que leva à apoptose da 

célula.164,177,183 Algumas nanopartículas que comumente apresentam estresse oxidativo 

como mecanismo bactericida são TiO2,
56 ZnO177 e Ag180 e a via fotocatalítica de 

produção é comum.171  

O mecanismo de liberação de íons envolve a liberação de cátions metálicos das 

nanopartículas de óxidos metálicos. Estes, em função de seu caráter ácido de Lewis, 

interagem com grupos funcionais das proteínas e ácidos nucléicos, como mercapto (–

SH), amino (–NH2) e ácidos carboxílicos (–COOH), interferindo na atividade de 

enzimas, alterando a estrutura da célula e os processos fisiológicos da mesma, levando, 

por fim, à inibição do micro-organismo.164 Nanopartículas de Ag e AgO comumente 

apresentam esse mecanismo associado com o estresse oxidativo.180  

 

 

Figura 12. Mecanismos mais reportados de atividade antimicrobiana de nanopartículas. 

Adaptado das referências 164,171,183. 

 

3.5.4 Nanopartículas de ouro: um agente antimicrobiano conveniente 

 

Diferentemente do ouro na sua forma bulk – que está dentre os metais mais 

nobres e, portanto, pouco reativos – nanopartículas de ouro apresentam propriedades 

diferenciadas para aplicação em nanomedicina, como elevada razão área/volume, rotas 

simples de síntese e modificação de superfície, excelente biocompatibilidade e baixa 

toxicidade à células humanas mesmo em concentrações relativamente altas.52,55–57 

Embora nanopartículas de prata foram, por décadas, as mais empregadas como 

agentes antimicrobianos para um amplo espectro de bactérias,53,175,176 as mesmas não 
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apresentam bons resultados de biocompatibilidade com células humanas, o que levanta 

questionamentos sobre seu uso em ensaios clínicos.55 Nesse sentido, como o seu 

mecanismo de ação envolve a liberação de íons Ag+ – que são tóxicos tanto para 

bactérias quanto para células humanas – as nanopartículas de ouro se diferenciam por 

não se dissociarem-se com facilidade e apresentarem, portanto, menor citotoxicidade e 

maior biocompatibilidade.57 Além disso, é estabelecido que a produção de ROS não é o 

mecanismo predominante de ação das nanopartículas de ouro,57,58 o que converge para 

sua boa biocompatibilidade em células humanas hospedeiras mesmo como agente 

bactericida. Já foram reportados os mecanismos de alteração do potencial da parede 

celular, inibição da enzima ATP sintase diminuindo o metabolismo da bactéria, e 

ligação ao DNA inibindo processos de transcrição e colapsando todo o processo 

biológico.56–58 Embora existam trabalhos que apresentam a boa atividade 

antimicrobiana de nanopartículas de ouro com micro-organismos variados, bactérias 

Gram-negativas, como a Pseudomonas aeruginosa59 e a Escherichia coli60,61, são 

frequentemente reportadas.  

 

3.5.5 Heterogeneização de sistemas antimicrobianos: reuso 

 

Quando se avalia o uso de nanomateriais em sistemas de desinfecção para 

controle microbiológico de águas e efluentes – especialmente no caso de nanomateriais 

que tem seu mecanismo de ação predominantemente por contato e não apenas por 

internalização – a ideia de suportar os nanomateriais em sólidos que possam ser 

recuperados e reutilizados torna-se atrativa. Nesse sentido, suportes magnéticos provém 

a fácil e rápida separação de meios reacionais, bem como o fácil manuseio entre ciclos 

de atividade.  

Lazic et al. suportaram nanopartículas de prata sobre nanopartículas de 

magnetita funcionalizadas com grupos amino. O sistema apresentou inativação das 

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e pode ser magneticamente 

recuperado e utilizado por até cinco ciclos, mantendo sua performance bactericida.184 

Yong et al. também empregaram nanopartículas de prata em um sistema contendo 

magnetita recoberta com copolímero quitosana/ácido poliacrílico e modificada com 

etilenodiamina. A resposta biocida contra as bactérias Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus foi inalterada mesmo após dez ciclos.158 Nanopartículas de ouro 
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também foram suportadas em magnetita recoberta com polietileno glicol com excelente 

atividade contra os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Candida albicans.91 
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4. Procedimento experimental 

 

Para realizar a síntese dos materiais porosos à base de sílica contendo magnetita, 

três procedimentos distintos foram empregados, dando origem aos capítulos I, II e III 

dessa tese. No entanto, a síntese das partículas de magnetita e seu recobrimento com um 

shell de sílica buscando aumentar sua estabilidade operacional foram comuns a todos os 

trabalhos. Os procedimentos de síntese e técnicas de caracterização foram, portanto, 

classificados como “compartilhados” ou agrupados de acordo com sua pertinência a 

cada trabalho. Todos os procedimentos de síntese foram realizados no Laboratório de 

Sólidos e Superfícies da UFRGS e todas as etapas de secagem à vácuo empregaram 

bomba de vácuo Edwards® E2M5.  

 

4.1 Metodologias compartilhadas 

 

4.1.1 Síntese de partículas de magnetita pelo método solvotérmico 

 

 Para a síntese de magnetitas utilizou-se como precursor o sal cloreto férrico 

hexahidratado (4 mmol, 2,16 g) dissolvido em etilenoglicol (100 mL), o qual é 

empregado como solvente devido a seu alto ponto de ebulição e caráter redutor. 

Adicionou-se acetato de sódio trihidratado (40 mmol, 10,88 g), e a solução, antes 

amarelada e límpida, assumiu a coloração marrom e turva. Após 1 h sob agitação 

magnética, a mistura foi transferida para uma autoclave de aço inoxidável com copo 

interno de Teflon. O sistema foi aquecido a 180 ºC por 10 h. Após resfriado, o 

precipitado preto foi recuperado com um ímã, e lavado extensivamente com etanol para 

remover quaisquer impurezas. A esse precipitado nomeou-se Fe3O4. O mesmo foi seco 

sob vácuo, a temperatura ambiente, até evaporação do etanol.  

 

4.1.2 Recobrimento das partículas de magnetita com sílica pelo método de Stöber 

 

Para recobrimento das partículas com sílica utilizou-se uma adaptação do 

método de Stöber,105 onde dispersou-se, em banho de ultrassom, 300 mg de Fe3O4 em 

uma solução composta por 90 mL de etanol, 22,5 mL de água destilada e 2,7 mL de 

hidróxido de amônia concentrado (25%). Após 1 h, adicionou-se o precursor de sílica, 
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ortossilicato de tetraetila (TEOS, 3 mmol, 0,670 mL). O banho ultrassônico foi mantido 

por mais 2 h. Após, com auxílio de um ímã, recuperou-se o material denominado 

Fe3O4@SiO2, o qual foi lavado com etanol, água, e novamente etanol, sendo então seco 

sob vácuo a temperatura ambiente. 

 

4.2 Metodologias específicas – Capítulo I 

 

4.2.1 Obtenção das esferas ocas de sílica 

 

As esferas ocas de sílica foram obtidas pela dissolução de algumas partículas de 

magnetita do material Fe3O4@SiO2 utilizando-se ácido clorídrico. Para isso, três 

porções de 400 mg do material Fe3O4@SiO2 foram imersas, individualmente, em 20 mL 

de uma solução de HCl 1,6 mol∙L-1, permanecendo sob agitação com uma barra 

magnética de vidro por 10, 20 e 30 h. Os materiais finais, denominados MHS-10, MHS-

20 e MHS-30, foram recuperados com um ímã, lavados com água destilada até atingir 

pH neutro, então enxaguados com etanol e secos sob vácuo.  

 

4.3 Metodologias específicas – Capítulo II 

 

4.3.1 Síntese do xerogel de sílica contendo partículas magnéticas pelo método sol-

gel 

 

O xerogel de sílica magnético foi sintetizado pelo método sol-gel na presença de 

partículas de magnetita, com base em uma proporção em massa esperada no material 

final de 35% de sílica e 65% de partículas magnéticas. Como a catálise escolhida para o 

método sol-gel ocorre em meio ácido e a magnetita é instável nesse meio, as partículas 

de magnetita foram previamente recobertas com sílica (Fe3O4@SiO2). Primeiramente, 

1,5 g do material Fe3O4@SiO2 foram dispersos em 7 mL de etanol absoluto, com banho 

de ultrassom por 30 minutos. A seguir, sob agitação com barra magnética de vidro, 

foram adicionados 3,0 mL de TEOS. Transcorridos 30 minutos, adicionou-se o 

catalisador, composto por 600 µL de uma solução de HF/HCl 6 mol∙L-1 e 1400 µL de 

água destilada. Após ocorrida a gelificação, o gel foi mantido sob condições ambientes 

por 7 dias para evaporação do solvente. O xerogel magnético obtido, denominado MX, 

foi triturado, lavado com água destilada e recuperado com um íma para remover 
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resíduos do catalisador, então lavado com etanol e seco sob vácuo a temperatura 

ambiente.  

 

4.3.2 Modificação do xerogel magnético com silsesquioxano iônico 

 

O silsesquioxano iônico contendo o grupo catiônico 1,4-

diazoniabiciclo[2,2,2]octano e contra íon cloreto (Db) foi incorporado ao material MX 

através de reação de grafting. O volume de 25 mL de uma solução de Db (20 g∙L-1) foi 

adicionado a 1,0 g do material MX, previamente seco sob vácuo a 60 ºC por 30 

minutos. O sistema permaneceu sob agitação mecânica por 6 h. Então, o material foi 

separado com ímã e o sobrenadante removido. O xerogel magnético hidrofílico, 

denominado HFL-MX, foi seco sob vácuo por 2 h a temperatura ambiente, então lavado 

com água destilada, etanol, e seco novamente por 2 h. 

 

4.3.3 Incorporação do ânion estearato no xerogel magnético por troca iônica 

 

A reação de troca iônica dos íons cloreto presentes no material HFL-MX pelos 

íons estearato foi realizada dissolvendo 1,22 g de estearato de sódio em 35 mL de água 

destilada sob aquecimento a 70 ºC e sob agitação mecânica. A seguir, adicionou-se 0,6 

g do material HFL-MX. O sistema permaneceu sob agitação e aquecimento a 70 ºC por 

20 h, e posteriormente o material foi separado com um ímã e lavado exaustivamente 

com água aquecida a 70 ºC. O xerogel magnético hidrofóbico foi seco sob vácuo a 40 

ºC por 2 h e denominado HFB-MX. 

 

4.3.4 Imobilização da enzima lipase nos materiais 

  

A enzima utilizada foi a Thermomyces lanuginosus Lipase (TLL) e procedeu-se 

diluições com tampão fosfato (50 mmol·L-1, pH 7,5, fator de diluição = 125) para não 

ultrapassar o teto de absorbância da curva de calibração nas medidas de atividade 

enzimática. Para a imobilização da enzima nos suportes, utilizou-se 20 mg dos materiais 

MX, HFL-MX e HFB-MX, acondicionados em frascos de 2,0 mL. Adicionou-se, então, 

alíquotas de 1200 µL da suspensões diluída de enzima, com atividade de 0,079 U·mL-1. 

Os frascos foram mantidos por 12 h sob agitação, em temperatura ambiente. Após, os 

materiais foram separados com ímã e lavados três vezes com tampão fosfato. Os 
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sobrenadantes e lavagens foram coletados para posterior medida de atividade 

enzimática (descrição no item 4.7.2). Os ensaios de imobilização foram realizados em 

triplicata.  

 

4.4 Metodologias específicas – Capítulo III 

 

4.4.1 Síntese do xerogel de sílica/titânia contendo partículas magnéticas pelo 

método sol-gel 

 

Para a síntese do xerogel magnético de sílica/titânia utilizou-se o método sol-gel 

a partir da heterocondensação dos precursores de sílica (TEOS) e titânia (isopropóxido 

de titânio) na presença de partículas de magnetita recobertas com sílica.17 As 

quantidades empregadas na síntese se basearam na proporção esperada de 50:35:15 de 

partículas magnéticas:sílica:titânia, em massa.  

 Em um béquer de 50 mL, TEOS (2,6 mL) foi pré-hidrolisado em etanol (2,5 

mL), água destilada (310 μL) e ácido clorídrico concentrado (90 μL) por 1 h. Após, 

adicionou-se isopropóxido de titânio (1,1 mL) acompanhado da adição de 3,5 mL de 

etanol. Essa solução dos precursores foi adicionada a 1,0 g do material Fe3O4@SiO2 

previamente disperso em mínima quantidade de etanol. Para acelerar as reações de 

gelificação dos precursores, adicionou-se uma mistura contendo 625 μL de ácido 

clorídrico e 625 μL de ácido fluorídrico. A reação de gelificação ocorreu quase que 

instantaneamente e o gel obtido foi deixado para evaporação do solvente em condições 

ambientes por 10 dias. Após, o xerogel obtido foi triturado, lavado com água destilada 

para remover resíduos da catálise ácida, e seco sob vácuo por 2 h a temperatura 

ambiente. O xerogel de sílica/titânia com partículas magnéticas obtido foi denominado 

SiO2/TiO2-MGP. 

 

4.4.2 Síntese da dispersão de nanopartículas de ouro estabilizadas por quitosana 

 

A dispersão de nanopartículas de ouro foi preparada utilizando quitosana como 

agente estabilizante (Ch-AuNP). Para isso, 75 mg de quitosana foram dissolvidos em 

uma solução de 1,0 mL de ácido fórmico e 9,0 mL de água destilada. Após, foram 

adicionados 2,0 mL de ácido cloroáurico (HAuCl4 1,5×10-2 mol·L-1), seguidos de 5,0 
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mL de uma solução de NaBH4 0,02 mol∙L-1. A mistura mudou sua coloração 

rapidamente de amarelo para vermelho intenso.  

Para promover a adsorção das nanopartículas de ouro no xerogel magnético, a 

dispersão teve seu pH aumentado até 5,2 pela adição de NaOH 1,0 mol∙L-1, monitorada 

em pHmetro. Desta forma, aumenta-se a proporção de grupos amino desprotonados da 

quitosana que podem interagir com a superfície da sílica/titânia.47,48 A concentração 

final de ouro na dispersão foi de [Au] = 1,04 × 10-3 mol·L-1.  

 

4.4.3 Incorporação das nanopartículas de ouro no xerogel magnético de 

sílica/titânia 

 

Para a adsorção das Ch-AuNP, adicionou-se o volume de 25,0 mL da dispersão 

a 1,0 g do material SiO2/TiO2-MGP. O sólido foi mantido imerso, sob leve agitação, até 

a completa descoloração do sobrenadante (aproximadamente 48 h), monitorada por 

espectroscopia de absorção na região do UV-Vis.  

 

4.5 Técnicas de caracterização compartilhadas 

 

4.5.1 Microscopias eletrônicas de varredura (MEV) e de transmissão (TEM) 

 

As imagens de MEV foram adquiridas no Centro de Microscopia e Microanálise 

da UFRGS e na Central de Microscopia e Microanálises da PUCRS utilizando o 

microscópio eletrônico Zeiss modelo EVO MA10 e os microscópios eletrônicos com 

emissão de campo (MEV-FEG) Zeiss modelo Auriga e FEI modelo Inspect F50. A 

análise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi realizada com o detector 

Oxford Instruments modelo X-act. Os materiais foram dispersos em isopropanol, e duas 

gotas da dispersão foram adicionadas à uma lâmina de silício. A lâmina foi colada em 

uma fita condutora dupla-face em um suporte de alumínio. As imagens foram obtidas 

utilizando elétrons secundários ou retroespalhados, conforme indicado em cada figura. 

As imagens de TEM foram adquiridas no Centro de Microscopia e Microanálise 

da UFRGS empregando os microscópios JEOL JEM-1200 EXII e JEOL JEM 2010, os 

quais foram operados nas tensões de aceleração de 80 kV e 200 kV, respectivamente. 

As amostras foram dispersas em isopropanol e duas gotas da dispersão foram 
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adicionadas a uma grid de cobre recoberta com carbono. As grids contendo amostras 

magnéticas foram subsequentemente recobertas com um filme fino de carbono.  

O tratamento de imagens para determinação do diâmetro médio das partículas 

foi realizado utilizando o software Quantikov Image Analyzer.  

 

4.5.2 Difração de raios X (DRX) 

 

A análise de difração de raios X foi realizada com os materiais na forma de pó, 

no Instituto de Física da UFRGS, utilizando o difratômetro Siemens modelo D500 e 

empregando como fonte CuKα (λ = 0,154056 nm) a uma voltagem de 40 kV com uma 

corrente de 17,5 mA. 

 

4.5.3 Medidas de magnetismo 

 

As propriedades magnéticas dos materiais foram estudadas utilizando o 

magnetômetro de amostra vibrante (VSM) EZ9MicroSense, no Laboratório de 

Magnetismo do Instituto de Física da UFRGS. Os dados de magnetização foram 

adquiridos em função do campo aplicado (M × H), com varredura de campo entre −15 e 

+15 kOe, a temperatura ambiente.  

 

4.5.4 Análise termogravimétrica (TGA) 

 

As análises termogravimétricas dos materiais foram realizadas no Laboratório de 

Altas Pressões e Materiais Avançados do Instituto de Física da UFRGS, utilizando o 

equipamento Shimadzu modelo TGA-50, sob fluxo de argônio e com taxa de 

aquecimento de 20 °C∙min-1, partindo da temperatura ambiente até 900 °C.  

 

4.5.5 Espectroscopia de absorção na região do UV-Visível  

 

Os espectros em solução foram obtidos utilizando os espectrofotômetros 

Shimadzu modelo UV-1601PC e Varian modelo CARY 50 Conc, na janela espectral de 

200 a 800 nm. 
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4.5.6 Isotermas de adsorção e dessorção de N2 

 

A aquisição das isotermas de adsorção e dessorção de N2 foi conduzida na 

temperatura do N2 líquido utilizando o equipamento Micromeritics modelo Tristar 

Krypton 3020. As amostras foram previamente degasadas a 60 ºC sob vácuo por 20 h. A 

área superficial específica foi obtida pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller), e 

as distribuições de tamanho de poros foram determinadas pelo método BJH (Barret, 

Joyner e Halenda).185,186 

 

4.6 Técnicas de caracterização específicas – Capítulo I 

 

4.6.1 Caracterização fotofísica 

 

A acessibilidade das cavidades das esferas ocas foi investigada em colaboração 

com o Grupo de Pesquisa em Fotoquímica Orgânica Aplicada do Instituto de Química 

da UFRGS, utilizando tolueno (grau espectroscópico) como molécula-sonda.187 Foram 

preparadas dispersões dos materiais Fe3O4@SiO2 e MHS-30 em tolueno, de 

concentração 100 mg·L-1 e adquiridos espectros de emissão de fluorescência partindo de 

100 até 4 mg·L-1. Esse mesmo experimento foi realizado utilizando etanol como 

solvente. Os espectros foram adquiridos utilizando o espectrofluorímetro Shimadzu 

modelo RF5301PC a temperatura ambiente (25 °C). 

 

4.7 Técnicas de caracterização específicas – Capítulo II 

 

4.7.1 Medidas de ângulo de contato 

 

 As medidas de ângulo de contato foram realizadas no Laboratório de Laser e 

Óptica do Instituto de Física da UFRGS, através do método Static Sessile Drop, que 

consiste em capturar fotografias em tempo real da gota d’água sendo depositada sobre a 

superfície em estudo. O equipamento utilizado foi manufaturado no próprio laboratório. 

Os materiais MX, HFL-MX e HFB-MX foram submetidos à pressão de 

aproximadamente 3 ton/cm2 para a confecção de pastilhas de 1 cm de diâmetro, as quais 

foram usadas na análise. Utilizou-se o software Surftens para determinar o ângulo de 

contato entre a amostra e a gota. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente. 
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4.7.2 Medidas de atividade enzimática da enzima lipase 

 

As medidas de atividade enzimática foram realizadas no Laboratório de 

Enzimologia do Instituto de Ciência e Tecnologia de Alimentos, utilizando a reação de 

hidrólise de ácidos graxos com o substrato p-nitrofenilpalmitato. A liberação de p-

nitrofenol é medida espectrofotometricamente pelo aumento na absorbância no 

comprimento de onda de 410 nm.188,189 

 Para o preparo da solução contendo o substrato, 15 mg de p-nitrofenilpalmitato 

foram dissolvidos em 5,0 mL de isopropanol sob leve aquecimento (40 °C) em um 

frasco vedado. Uma alíquota de 1,0 mL dessa solução foi lentamente gotejada, sob 

agitação constante, a 9,0 mL da seguinte solução: tampão fosfato (50 mmol·L-1 pH 7,5) 

+ 40 mg de Triton X100. 

 Para os ensaios de atividade, 20 mg de suporte contendo a enzima imobilizada 

foram acondicionados em frascos, sendo então oferecido o volume de 5400 μL da 

solução contendo o substrato p-nitrofenilpalmitato. O sistema foi homogeneizado com 

leve agitação, e após 5 minutos o material foi rapidamente separado com ímã, 

realizando-se a leitura de absorbância do sobrenadante.  

 A enzima livre, bem como os sobrenadantes e as lavagens provenientes dos 

ensaios de imobilização também foram submetidos à medidas de atividade enzimática 

de acordo com o mesmo procedimento, substituindo-se a presença do suporte por 

alíquotas de 200 μL e o volume oferecido por 1800 μL da solução contendo o substrato 

p-nitrofenilpalmitato. O volume final da medida (2,0 mL) foi levado em consideração 

nos cálculos de atividade enzimática, uma vez que nas medidas com a enzima suportada 

o volume final é de 5,4 mL. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, à 

temperatura de 25 °C.   

 Os resultados de absorbância foram convertidos em concentração de p-nitrofenol 

através de uma curva de calibração na faixa de 0 a 0,09 mol·mL-1 e define-se como 1 

unidade de atividade enzimática (1 U) a quantidade de enzima que converte 1 μmol de 

p-nitrofenilpalmitato em p-nitrofenol em 1 minuto, sob as condições padrões de ensaio 

descritas acima. As equações utilizadas estão descritas como Equação 1 e 2. 

 

𝐴𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎(𝑈) =
[𝑃𝑁𝑃]×𝑣𝑒𝑛𝑠𝑎𝑖𝑜

𝑡
    Equação 1 

𝐴𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎(𝑈 𝑚𝐿⁄ ) =
[𝑃𝑁𝑃]×𝑣𝑒𝑛𝑠𝑎𝑖𝑜

𝑡×𝑣𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎
   Equação 2 
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onde: Aenzimática corresponde a atividade enzimática (em U) ou atividade enzimática 

relativa ao volume oferecido de enzima no ensaio (em U·mL-1); [PNP] corresponde a 

concentração de p-nitrofenol calculada a partir da curva de calibração (em mol·mL-1); 

vensaio corresponde ao volume final do ensaio (em mL); t corresponde ao tempo do 

ensaio (em minutos) e venzima corresponde ao volume de enzima livre ou do 

sobrenadante adicionado no ensaio, ou volume de enzima oferecido ao suporte (em 

mL). 

O rendimento de imobilização146 foi calculado segundo a Equação 3. 

 

𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜(%) =
𝐴𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒−(𝐴𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒+𝐴𝑙𝑎𝑣𝑎𝑔𝑒𝑛𝑠)

𝐴𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒
× 100  Equação 3 

 

onde: Alivre corresponde a atividade da enzima livre (oferecida ao suporte), Asobrenadante 

corresponde a atividade da enzima que resta no sobrenadante e Alavagens corresponde a 

atividade da enzima nas lavagens, relativas ao volume oferecido no ensaio (em U·mL-1).  

O reciclo dos materiais contendo a enzima TLL foi avaliado frente à repetidos 

ciclos de hidrólise do p-nitrofenilpalmitato, intercalados por dois enxágues com tampão 

PBS 0,05 mol∙L-1, pH 7,5 para remover excesso de p-nitrofenol. 

  

4.8 Técnicas de caracterização específicas - Capítulo III 

 

4.8.1 Medidas de atividade antimicrobiana 

 

A atividade antibacteriana dos materiais foi avaliada no Laboratório de 

Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos da UFRGS, frente à bactéria Escherichia coli ATCC 8739. Para o preparo do 

inóculo, a cepa foi cultivada em caldo Infusão Cérebro Coração (Brain Heart Infusion – 

BHI) a 37 °C por 18-24 h. A suspensão de bactérias foi diluída até atingir a densidade 

óptica (OD630 nm) de 0,5, correspondente a c.a. 108 UFC·mL-1. Utilizou-se o 

espectrofotômetro Amersham Biosciences modelo Ultrospec 3100 Pro. A concentração 

de bactérias foi confirmada pela contagem das colônias em placas utilizando ágar BHI. 

Esta suspensão foi submetida a diluição com caldo BHI, a fim de obter uma população 

final de 104 UFC·mL-1, e para cada ensaio, 1,0 mL foi adicionado a 20 mg dos materiais 

testados. Os frascos foram incubados a 37 °C por 24 h em uma incubadora B.O.D., 

equipada com agitação orbital. As amostras foram, então, agitadas em vórtex por 30 
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segundos e os materiais foram separados com um ímã. O sobrenadante contendo as 

células de E. coli foi submetido a diluições em série com água peptonada 0,1%, e 

alíquotas de 20 µL das diluições foram inoculadas em placas com o ágar seletivo 

VRB.190,191 As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e as células viáveis de E. coli 

foram estimadas contando as colônias nas placas. Todos os experimentos foram 

realizados em duplicata.  

O reuso dos materiais foi avaliado submetendo a mesma amostra a testes 

sequenciais de atividade antibacteriana. Entre os ciclos, as amostras foram lavadas com 

água peptonada 0,1% para remover células adsorvidas, desinfectadas com uma solução 

de hipoclorito de sódio a 0,5% por 15 minutos, e então lavadas exaustivamente com 

água peptonada.  
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Capítulo I 

Esferas ocas de sílica acopladas à magnetita: 

microcontêineres magneto-responsivos  

  



 43 

5. Resultados e discussão 

 

5.1 Esferas ocas de sílica acopladas à magnetita: microcontêineres magneto-

responsivos 

 

Neste trabalho, partículas de magnetita (Fe3O4) foram sintetizadas a partir do 

método solvotérmico, recobertas com um shell de sílica (Fe3O4@SiO2) empregando o 

método de Stöber, e submetidas a um processo de lixiviação em ácido clorídrico. O 

processo de lixiviação foi realizado sob tempos diferentes (10 a 30 h), de forma a 

remover controladamente o conteúdo de magnetita, resultando em esferas ocas de sílica 

em diferentes frações, acopladas às partículas magnéticas remanescentes. Os materiais 

finais foram designados como série MHS (MHS-10, -20 e -30), onde os números 

especificam o tempo do tratamento ácido.  

 

5.1.1 Características físicas e microestruturais dos materiais 

 

Para avaliar as características morfológicas dos materiais foram adquiridas 

imagens de MEV das amostras Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e da série MHS, as quais estão 

apresentadas na Figura 13. As partículas de Fe3O4 apresentam formato esférico e podem 

ser visualizadas na Figura 13a com formato homogêneo e esférico. O diâmetro médio 

das partículas foi calculado considerando uma população de 1345 partículas, obtendo-se 

o valor de 603 nm, com desvio padrão de 96 nm. As partículas de Fe3O4 foram 

homogeneamente recobertas com um shell de sílica, conforme pode ser observado na 

Figura 13b. O shell de sílica pode ser identificado pela presença de uma camada opaca e 

acinzentada que contorna as partículas densas e brilhantes de Fe3O4. Após o tratamento 

com ácido clorídrico para lixiviação de algumas partículas de Fe3O4 (série MHS), a 

presença de esferas ocas de sílica é claramente observada (Figuras 13c-f). As esferas 

ocas são observadas com menor brilho, o que é resultado do menor espalhamento de 

elétrons quando o feixe interage com partículas ocas de sílica (menos densas) em 

comparação com as esferas de sílica ocupadas com a Fe3O4 (mais densas, maior 

espalhamento de elétrons). 

O aumento no tempo do tratamento ácido de 10 a 30 h levou a um visível 

aumento na proporção de esferas ocas para esferas preenchidas, uma vez que o material 
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MHS-10 apresenta maior quantidade de esferas de sílica preenchidas com Fe3O4, 

enquanto o material MHS-30 é majoritariamente constituído por esferas ocas.  

 

 

Figura 13. Imagens de MEV adquiridas com elétrons secundários, obtidas para os 

materiais (a) Fe3O4, (b) Fe3O4@SiO2, (c) MHS-10, (d) MHS-20, (e) e (f) MHS-30. 

Tensão de aceleração: 15 kV. 

 

As partículas ocas de sílica estão aleatoriamente dispersas, mas sempre 

diretamente conectadas com esferas de sílica ocupadas por Fe3O4. Essa característica 

propicia espaços amplos no interior das esferas ocas de sílica – os quais foram 

impressos pelo tamanho da partícula de Fe3O4 antes ali contida – que agora podem ser 

empregados como contêineres ou micro-reatores com mobilidade magnética. Para 
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avaliar se as esferas foram completamente esvaziadas, mapas de EDS foram obtidos 

considerando as linhas K1 características dos elementos Si, O e Fe. As imagens 

obtidas estão apresentadas na Figura 14. 

 

 

Figura 14. Imagem de MEV-FEG adquirida com elétrons secundários obtida para o 

material MHS-30 (tensão de aceleração: 15 kV) e os mapas de EDS obtidos para os 

elementos Si, O e Fe obtidos com as respectivas linhas K1. 

  

Considerando os mapas obtidos, é possível observar que enquanto o oxigênio 

está presente em toda a extensão do material – uma vez que compõe ambos magnetita e 

sílica – o ferro está ausente nas regiões das esferas ocas. O silício está distribuído em 

toda a imagem pois a amostra foi depositada sobre uma lâmina de silício. Nesse sentido, 

é possível concluir que as esferas ocas de sílica são completamente vazias, e sua 

resposta ao campo magnético é proveniente das partículas de Fe3O4 vizinhas e 

remanescentes. Esse sistema se diferencia do design rattle-type (do tipo chocalho) 

frequentemente reportado,30,112 onde a resposta magnética é proveniente de resquícios 

de magnetita no interior das esferas.  

Imagens de TEM típicas da série MHS estão apresentadas na Figura 15, e 

diferentemente das imagens de MEV, agora as partículas de Fe3O4 são observadas como 

esferas escuras, consequência da maior densidade do óxido de ferro que bloqueia a 
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transmissão do feixe de elétrons. O shell de sílica, por apresentar menor densidade, é 

observado como um contorno acinzentado nas partículas de Fe3O4, e possui espessura 

média de 32 nm, com desvio padrão de 7,4 nm. As esferas ocas de sílica podem ser 

observadas pela ausência de Fe3O4 no interior da esfera, o que resulta em uma região 

clara onde o feixe de elétrons encontra barreiras mínimas ao transpassar a amostra. 

Algumas regiões com obscuridade na Figura 15a são observadas como consequência da 

sobreposição de esferas ocas, e as bordas de uma esfera podem ser observadas mesmo 

sob várias outras. Ainda, a conexão entre as esferas, observada anteriormente nas 

imagens de MEV, é confirmada na Figura 15b, onde esferas ocas e esferas ocupadas por 

Fe3O4 frequentemente partilham a mesma parede de sílica. Essa característica leva à 

obtenção das esferas ocas com a mobilidade magnética proporcionada pela partícula 

magnética vizinha. 

 

 

Figura 15. Imagens obtidas por TEM dos materiais contendo esferas ocas de sílica e 

esferas ocupadas por Fe3O4 sendo (a) MHS-30 com magnificação de 50 k× e (b) MHS-

20 com magnificação de 100 k×. Tensão de aceleração de 80 kV. 

 

A estrutura cristalina de todos os materiais sintetizados foi avaliada através da 

análise de difração de raios X e os difratogramas obtidos estão apresentados na Figura 

16. 
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Figura 16. Perfis de difração de raios X das amostras Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e da série 

MHS. As barras em preto localizadas na parte inferior da figura apresentam os valores 

de 2 para a magnetita (JCPDS no 19-0629). 

 

Os padrões de difração para todas as amostras apresentaram as reflexões de 

Bragg correspondentes a estrutura de espinélio inverso da magnetita (JCPDS Nº. 19-

0629), o que confirma, portanto, a obtenção dessa fase, destacando-se o fato de que 

nenhuma outra fase de óxido de ferro foi observada.  

Ainda no que se refere aos difratogramas de raios X, observa-se uma leve 

diminuição na intensidade dos picos partindo do material Fe3O4 até o MHS-30, o que 

pode ser justificado pelo aumento do conteúdo de sílica amorfa por grama de material, 

quer seja pela adição de sílica (amostra Fe3O4@SiO2), quer seja pela redução do 

conteúdo de magnetita (processos de lixiviação na série MHS). Esse efeito também 

pode ser observado pelo surgimento, ainda que discreto, do halo da sílica amorfa em 2 

próximo de 24°.192 

De forma a avaliar a estabilidade da estrutura cristalina da magnetita ao longo 

dos processo de síntese, os tamanhos de cristalito para as amostras foram calculados 

utilizando a equação de Scherrer.193,194 Desta forma, foram calculadas as larguras a meia 

altura para os picos correspondentes aos planos (220), (311) e (440), e os tamanhos 

médios de cristalito para cada uma das amostras estão apresentados na Tabela 2 a 

seguir. 
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Tabela 2. Tamanhos médios de cristalito obtidos a partir da equação de Scherrer. 

Materiais Tamanho médio de cristalito (± 1 nm) 

Fe3O4 29 

Fe3O4@SiO2 28 

MHS-10 29 

MHS-20 29 

MHS-30 27 

 

De acordo com a Tabela 2, o tamanho médio de cristalito estimado para a 

amostra Fe3O4 foi de 29 nm. Considerando isso, e com base nos tamanhos de partícula 

observados por microscopia eletrônica de varredura e transmissão, pode-se concluir que 

as partículas de magnetita sintetizadas são policristalinas, i.e., compostas por n 

cristalitos193 com distribuição de tamanho próxima de 29 nm. Ainda, o tamanho médio 

de cristalito para as amostras Fe3O4@SiO2 e série MHS manteve-se constante, o que 

indica que o processo de lixiviação da magnetita de algumas esferas de sílica não afetou 

a cristalinidade das partículas de magnetita remanescentes.  

 Uma imagem da amostra MHS-30 obtida por TEM sob voltagem de aceleração 

de 200 kV está apresentada na Figura 17, juntamente com um esquema explicativo. 

Nesta imagem observa-se uma partícula de sílica oca da amostra MHS-30, com a 

presença de recessos na superfície interna da cavidade. Esses recessos possuem 

tamanho próximo de 28 nm, consistentes com o tamanho de cristalito estimado pela 

equação de Scherrer. Desta forma, sugere-se que essa rugosidade da superfície interna 

da partícula oca é ocasionada por um processo de impressão/gravura dos cristalitos de 

superfície da partícula de magnetita no shell de sílica.  
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Figura 17. Esquema do processo de síntese dos materiais contendo esferas ocas de 

sílica incluindo uma imagem de TEM do material MHS-30 (tensão de aceleração: 200 

kV). 

 

A resposta magnética das amostras foi avaliada através de medidas de 

magnetização em função do campo aplicado e as histereses obtidas estão apresentadas 

na Figura 18. Os dados de alguns parâmetros magnéticos obtidos estão sumarizados na 

Tabela 3. 

 

 

Figura 18. Curvas de magnetização para os materiais Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e série MHS. 

 

O laço de histerese para a amostra Fe3O4 apresentou valores de campo de 

saturação (HS), campo coercitivo (HC) e remanência (MR) típicos da presença de multi-

domínios ou vórtex magnéticos, já esperados para partículas de magnetita com tamanho 

menor que 1 m.195,196 Observaram-se baixos valores de remanência e campo coercitivo 

tendendo a um comportamento superparamagnético, entretanto, o caráter 
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ferromagnético ainda é prevalente. Esse comportamento é esperado, uma vez que o 

tamanho crítico de domínio magnético, à temperatura ambiente, para a transição 

superparamagnético-ferromagnético é próximo de 20 nm (monodomínio 

magnético).1,4,69,70 A histerese foi classificada como laço maior uma vez que a saturação 

magnética foi alcançada para o campo máximo disponível.197 

 

Tabela 3. Parâmetros magnéticos dos materiais, onde MS é a magnetização de 

saturação, HC é o campo coercitivo, MR é a remanência. 

Materiais MS (± 5 emu∙g-1) HC (± 5 Oe) MR (emu∙g-1) MR/MS 

Fe3O4 70 25 2,2 0,03 

Fe3O4@SiO2 51 35 1,7 0,03 

MHS-10 37 35 1,2 0,03 

MHS-20 38 33 1,2 0,03 

MHS-30 28 29 0,8 0,03 

 

A magnetização de saturação (MS) observada para a amostra Fe3O4 foi de 70 

emu∙g-1, sendo menor que o valor teórico de MS para a magnetita bulk (92 emu∙g-1), e 

esse desvio é atribuído a desordens de superfície ou ordenamento não colinear dos spins 

na superfície da partícula.70 

Quando compara-se as curvas das amostras Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e da série MHS, 

o formato similar das curvas de histerese indica respostas magnéticas comparáveis. O 

decréscimo observado no valor de MS para a amostra Fe3O4@SiO2 é resultado da 

incorporação de material não-magnético (SiO2) na massa total da amostra. Do mesmo 

modo, a tendência de decréscimo de MS nas amostras da série MHS está relacionada 

com a redução no conteúdo magnético por grama de material, ocasionado pelo 

tratamento de lixiviação. No entanto, a razão MR/MS permanece constante em todas os 

materiais (MR/MS = 0,03), o que indica que o tratamento ácido não interferiu nas 

propriedades magnéticas da magnetita, em concordância com os resultados de difração 

de raios X, onde a estrutura cristalina das partículas remanescentes é preservada.  

Embora o material MHS-30 possua o menor conteúdo magnético, ele ainda 

apresenta magnetização suficiente para permitir a separação imediata quando um campo 

magnético externo é aplicado (Figura 19), sendo rapidamente redisperso com agitação 

suave. 
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Figura 19. Fotografia do material MHS-30 (a) disperso em etanol e (b) separado pela 

aplicação de um campo magnético. 

 

As áreas superficiais específicas (SBET) dos materiais foram determinadas a 

partir das isotermas de adsorção e dessorção de N2 utilizando o método BET e os 

valores obtidos estão sumarizados na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Dados de área superficial obtidos por análise textural utilizando o método 

BET. 

Materiais SBET (m2∙g-1) 

Fe3O4 6,4 ± 0,3 

Fe3O4@SiO2 3,4 ± 0,2 

MHS-10 14 ± 1 

MHS-20 18 ± 1 

MHS-30 86 ± 4 

 

A área superficial das partículas de Fe3O4 determinada foi de 6,4 m2∙g-1, que 

apesar de pequena, é compatível com o esperado para partículas densas com tamanhos 

de ordem submicrométrica.198,199 Para o material Fe3O4@SiO2, observou-se um 

decréscimo na área superficial específica após a formação do shell de sílica, 

comportamento consistente com uma camada de sílica que bloqueia, durante a análise, o 

acesso do nitrogênio aos defeitos e espaços intersticiais no empacotamento dos 

cristalitos de magnetita previamente expostos. Após o tratamento de lixiviação, um 

aumento progressivo nos valores de área superficial específica é observado (MHS-10 

até MHS-30) e pode ser atribuído i) a exposição da superfície interna das esferas ocas, 

as quais apresentam rugosidades provenientes da impressão dos cristalitos de magnetita, 
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como apresentado na Figura 17 e ii) ao decréscimo do conteúdo de magnetita, a qual 

não contribui significativamente para a área superficial, consequentemente aumentando 

o número de esferas ocas por grama de material. 

 

5.1.2 Acessibilidade das esferas ocas: caracterização fotofísica 

 

A acessibilidade das esferas ocas de sílica foi investigada utilizando 

espectroscopia de emissão de fluorescência no estado estacionário, onde tolueno foi 

utilizado como solvente e molécula sonda.187,200,201 Na Figura 20 estão apresentados os 

espectros de excitação e emissão do tolueno contendo o material MHS-30 disperso, na 

concentração de 100 mg·L-1.  

 

 

Figura 20. Espectros de emissão e excitação de fluorescência do tolueno na presença do 

material MHS-30 (100 mg∙L-1). 

 

Observa-se a presença de uma banda de emissão de fluorescência localizada em 

450 nm e avaliando os espectros de excitação nos comprimentos de onda de 410 nm, 

434 nm e 461 nm, tem-se que as espécies responsáveis por essa emissão apresentam 

uma região de absorção distinta. Nesse sentido, o comportamento fluorescente poderia 

ser atribuído à excímeros de tolueno (dímeros excitados), que poderiam ser formados 

por um efeito de confinamento nas esferas ocas de sílica da amostra MHS-30. Outros 

trabalhos já reportaram a formação de excímeros de tolueno em solução, onde a banda 

de fluorescência encontra-se deslocada para o vermelho.187,202 Apesar de encontrar-se 

também deslocada para o vermelho, a localização e formato da banda observada com o 
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material MHS-30 são distintos dos resultados da literatura. Entretanto, a intensidade de 

emissão dessa banda é dependente da concentração do material MHS-30, como pode ser 

observado na Figura 21.  

 

 

Figura 21. Espectros de emissão de fluorescência do tolueno na presença do material 

(a) MHS-30 (100 a 14,83 mg∙L-1) e (b) Fe3O4@SiO2 (100 a 34,87 mg∙L-1) sob excitação 

em 380 nm. O asterisco indica o sinal Raman. 

 

Sendo assim, o efeito fotofísico observado é diretamente relacionado com a 

maior quantidade do material MHS-30 e, consequentemente, com a maior 

disponibilidade de esferas ocas, sugerindo que o efeito fotofísico se relaciona com a 

acessibilidade das cavidades das esferas. Quando se realiza o mesmo experimento com 

o material Fe3O4@SiO2 (Figura 21b), não se observa aumento na intensidade de 

fluorescência, reforçando a hipótese de que o comportamento fluorescente é favorecido 

por efeito de confinamento do tolueno no material MHS-30.  

O comportamento fotofísico do tolueno na presença dos materiais Fe3O4@SiO2 

e MHS-30 foi estudado também em diferentes comprimentos de onda de excitação e os 

espectros de emissão de fluorescência estão apresentados na Figura 22. De acordo com 

os espectros apresentados, nenhum efeito significativo foi observado além do esperado 

pela regra de Kasha.203 A excitação em diferentes comprimentos de onda também foi 

útil para descartar uma possível contribuição de sinal Raman na banda localizada em 

450 nm. 
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Figura 22. Espectros de emissão de fluorescência do tolueno em diferentes  de 

excitação contendo os materiais (a) MHS-30 e (b) Fe3O4@SiO2, (100 mg∙L-1). O 

asterisco indica sinal Raman.  

 

Para descartar os efeitos das matrizes Fe3O4@SiO2 e MHS-30, os mesmos 

experimentos foram realizados em etanol, que é um solvente não fluorescente, na 

presença dos materiais MHS-30 and Fe3O4@SiO2. Os espectros estão apresentados na 

Figura 23 e novamente nenhum efeito distinto e aparente foi observado. A contribuição 

dos solventes puros etanol e tolueno nos mesmos comprimentos de onda de excitação 

também não foi observada.  

Neste sentido, tendo descartados outros efeitos possíveis, sugere-se que a banda 

estruturada de fluorescência localizada em 450 nm e com grande deslocamento de 

Stokes é de fato produto da formação de excímeros do tolueno em situação de 

confinamento, efeito esse promovido pelas esferas ocas presentes no material MHS-30. 

 

 

Figura 23. Espectros de emissão de fluorescência em diferentes  de excitação para os 

sistemas (a) MHS-30 em etanol e (b) Fe3O4@SiO2 em etanol, (100 mg∙L-1). O asterisco 

indica sinal Raman. 
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5.1.3 Conclusões parciais 

 

Este trabalho levou a obtenção de um sistema magneticamente responsivo 

constituído por esferas ocas de sílica acopladas a partículas core-shell magnetita@sílica. 

As esferas ocas de sílica com resposta magnética foram obtidas tendo as partículas de 

magnetita atuado tanto como componente magneticamente responsivo, quanto como 

núcleo de sacrifício definindo o tamanho das cavidades das esferas de sílica oca. Isso foi 

possível pela lixiviação parcial e controlada de algumas partículas de magnetita do 

interior das esferas de sílica de um sistema core-shell magnetita@sílica. Esse 

procedimento levou à obtenção de materiais com quantidades variadas de esferas ocas 

de sílica que podem atuar como contêineres com mobilidade induzida por campo 

magnético. As partículas de magnetita remanescentes não tiveram sua estrutura 

cristalina alterada e a magnetização do material com maior proporção de esferas ocas de 

sílica ainda permite separação imediata. O interior das cavidades de sílica foi 

comprovado ser acessível, com características de espaço confinado, pela presença de 

uma banda estruturada de emissão de fluorescência relacionada à formação de 

excímeros do tolueno submetidos ao efeito de confinamento no interior das esferas. 

Essas características abrem a perspectiva de trabalhos futuros envolvendo o emprego 

destes materiais como suporte na imobilização de macroespécies como 

biomacromoléculas ou nanoestruturas.  
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5. Resultados e discussão   

 

5.2 Sílicas hidrofílicas/hidrofóbicas e magnéticas: suportes recuperáveis para 

lipase em biocatálise enzimática 

 

Neste trabalho, um xerogel mesoporoso e magnético foi preparado combinando 

sílica porosa e partículas de magnetita. Para isso, utilizou-se o método sol-gel que 

permite a obtenção de materiais porosos com alta área, tamanho de poro controlado e 

boa dispersão das partículas magnéticas na rede de sílica. O xerogel resultante, 

denominado MX, foi modificado com o silsesquioxano iônico contendo o grupo 

catiônico 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano e o íon cloreto como contra íon (Db), e 

denominado HFL-MX. Os grupos amônio quaternário, agora presentes na superfície da 

sílica, possibilitaram a incorporação por troca iônica do íon cloreto pelo íon estearato, 

resultando no material HFB-MX com uma superfície hidrofóbica. 

 

5.2.1 Características físicas, químicas e microestruturais dos materiais 

 

A Figura 24, a seguir, apresenta o perfil de difração de raios X para os materiais 

sintetizados, de acordo com a ordem de obtenção: Fe3O4, Fe3O4@SiO2, MX, HFL-MX 

e HFB-MX. 

 

 

Figura 24. Difratogramas de raios X dos materiais Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e dos xerogéis 

magnéticos MX, HFL-MX e HFB-MX. 
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Todos os materiais apresentaram os picos referentes as reflexões de Bragg da 

estrutura de espinélio inverso da magnetita (JCPDS Nº. 19-0629), e, pela ausência de 

outros picos, nenhuma outra fase cristalina, especialmente de óxido de ferro, pôde ser 

observada. Utilizando a medida da largura a meia altura do pico referente ao plano 

(311) – o mais intenso – e a equação de Scherrer,193,194 obteve-se o tamanho médio de 

cristalito na amostra Fe3O4, sendo ele 25 nm. Após o recobrimento das partículas de 

magnetita com uma camada de sílica, o difratograma do material Fe3O4@SiO2 não foi 

modificado, indicando a inalteração da estrutura cristalina da magnetita. Com a 

obtenção do material MX observa-se em 2 próximo a 22° o surgimento do halo da 

sílica amorfa,192 decorrente do drástico aumento da proporção de sílica, agora 

correspondendo a c.a. 35% em massa no material MX. O perfil de difração do material 

MX é idêntico aos encontrados após a modificação com o silsesquioxano iônico no 

material HFL-MX e após troca iônica com o íon esterarato no material HFB-MX. Isso 

indica que, ao longo dos processos de síntese e modificações, a estrutura cristalina da 

magnetita permanece inalterada e que as partículas foram eficientemente incorporadas 

na microestrutura de sílica amorfa.  

A morfologia das partículas de Fe3O4 e sua dispersão no material MX foram 

avaliadas a partir de imagens de MEV, sendo algumas apresentadas na Figura 25. Com 

base na Figura 25a, as partículas de Fe3O4 sintetizadas apresentam formato esférico e 

diâmetro médio de 561 nm, com desvio padrão de 88 nm, considerando uma população 

de 139 partículas. O recobrimento das partículas com sílica no material Fe3O4@SiO2 

(Figura 25b) é observado pelo aparecimento de um contorno acinzentado nas partículas. 

A perda de detalhes de superfície nas partículas também é uma evidência da formação 

de uma camada de sílica visto que, pela sílica ser isolante e com a incidência do feixe de 

elétrons, ocorre um processo de carregamento da superfície da amostra que resulta em 

regiões de intenso brilho e baixa definição.  

As imagens apresentadas nas Figuras 25c-d correspondentes aos materiais MX e 

HFL-MX foram adquiridas com elétrons retroespalhados, o que torna possível 

distinguir regiões de acordo com sua composição química. Elementos mais pesados, 

como é o caso do ferro, tem um maior poder de retroespalhamento do feixe de elétrons 

incidente do que elementos mais leves como o silício. Como mais elétrons 

retroespalhados provenientes dessas regiões chegam até o detector, as regiões densas 

tornam-se muito brilhantes na imagem.204 Sendo assim, as imagens apresentam as 

partículas de Fe3O4 com brilho intenso e incrustadas na estrutura da sílica, localizada 
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nas regiões opacas das imagens. Comparando as imagens dos materiais MX e HFL-MX, 

pode-se afirmar que nenhuma alteração significativa na morfologia do material foi 

observada após a incorporação do silsesquioxano iônico Db. 

 

 

Figura 25. Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura para os materiais 

(a) Fe3O4, (b) Fe3O4@SiO2 (elétrons secundários), (c) MX e (d) HFL-MX (elétrons 

retroespalhados). Tensão de aceleração: 15 kV. 

 

Para comprovar a modificação com o silsesquioxano iônico Db contendo cloreto 

como contra íon e a incorporação do íon estearato, análises termogravimétricas foram 

realizadas. As curvas termogravimétricas obtidas estão apresentadas na Figura 26 e 

também a Tabela 5 foi construída discriminando as perdas de massa de acordo com a 

faixa de temperatura.  

 

(a) (b) 

(c) (d) 



 60 

 

Figura 26. Termogramas obtidos para os xerogéis magnéticos MX, HFL-MX e HFB-

MX. 

 

Tabela 5. Perdas de massa, discriminadas pelas regiões de temperaturas, obtidas por 

análise termogravimétrica. 

Material 
Perdas de massa (%) 

Tam-150 °C 150-750 °C 

MX 2,58 3,97 

HFL-MX 2,67 9,69 

HFB-MX 1,08 18,92 

 

As curvas termogravimétricas para os três materiais apresentam uma primeira 

região de perda de massa até 150 °C que é atribuída à dessorção de moléculas de água 

da superfície dos xerogéis.34 Nota-se que, conforme apresentado na Tabela 5, a 

quantidade de água dessorvida no material HFB-MX é consideravelmente menor do que 

nos materiais predecessores, o que sugere uma maior hidrofobicidade de sua superfície. 

Uma segunda região de perda de massa é observada acentuadamente na região de 150 a 

525 °C, porém se estende até 750 °C. Essas perdas de massa são atribuídas à reações de 

desidroxilação da superfície da sílica e à decomposição de compostos orgânicos.34,205 

Assim sendo, o aumento nos valores de perda de massa na faixa de 150-750 °C partindo 

do material MX até o material HFB-MX evidenciam o sucesso tanto na modificação de 

superfície com o grupo Db, quanto na posterior troca iônica com o íon estearato. É 

interessante destacar também que quando se analisa o material MX, o qual é puramente 
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inorgânico, um aumento de massa entre 400 e 600 °C é observado e atribuído à 

oxidação dos íons Fe3+ da magnetita que ocorre nessa faixa de temperatura.12,13 

Para avaliar o comportamento magnético dos materiais, a Figura 27 apresenta os 

laços de histerese obtidos para os materiais, enquanto que a Tabela 6 sumariza os dados 

de magnetização de saturação obtidos. Assim como as amostras obtidas na Parte I, as 

partículas de Fe3O4 sintetizadas apresentaram histerese magnética do tipo laço maior, 

valores de campo de saturação, campo coercitivo e remanência que indicam a presença 

de multi-domínios ou vórtex magnéticos.195,196 O comportamento ferromagnético 

também é predominante sobre o superparamagnético e o valor de magnetização de 

saturação (MS = 70 emu∙g-1) foi igual ao obtido na Parte I (MS = 70 emu∙g-1), o qual é 

menor que o valor teórico para a magnetita bulk (MS = 92 emu∙g-1) em função dos 

efeitos de desordens de superfície.70 

Após o recobrimento das partículas com sílica, o valor de magnetização de 

saturação diminui, comportamento esperado novamente pela redução na proporção de 

material magnético no material. Essa mesma tendência ocorre mais acentuadamente no 

material MX, visto que a quantidade de sílica incorporada ao MX na síntese do xerogel 

é maior. Quando compara-se os valores de magnetização de saturação dos materiais 

MX, HFL-MX e HFB-MX, observa-se que após as modificações com os grupos 

orgânicos, o decréscimo é muito menos acentuado. Isso se deve às menores quantidades 

de material não-magnético incorporadas nessas etapas, não influenciando 

significativamente na sua resposta magnética.  

 

 

Figura 27. Curvas de magnetização obtidas para os materiais Fe3O4, Fe3O4@SiO2 e dos 

xerogéis magnéticos MX, HFL-MX e HFB-MX. 
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Tabela 6. Parâmetros magnéticos obtidos para os materiais. 

Materiais MS (± 5 emu∙g-1) HC (± 5 Oe) MR (emu∙g-1) MR/MS 

Fe3O4 70 26 2,1 0,03 

Fe3O4@SiO2 52 40 2,0 0,04 

MX 28 46 1,3 0,04 

HFL-MX 27 46 1,2 0,04 

HFB-MX 25 40 1,0 0,04 

 

 Com o objetivo de avaliar as propriedades texturais dos materiais, a Figura 28 

traz as isotermas de adsorção e dessorção de nitrogênio e as distribuições de diâmetro 

de poros para os materiais MX, HFL-MX e HFB-MX.  

 

 

Figura 28. (a) Isotermas de adsorção e dessorção de N2 e (b) distribuição de diâmetro 

de poros dos materiais MX, HFL-MX e HFB-MX. 

 

As isotermas obtidas são classificadas como tipo IV, típicas para materiais 

mesoporosos, onde a condensação capilar ocorre em pressões relativas altas (Figura 

28a).22 A porosidade em materiais obtidos pelo método sol-gel é consequência do 

empacotamento das partículas primárias de sílica geradas no estado sol; essas partículas 

são esféricas quando o ânion fluoreto é empregado como catalisador e o seu 

empacotamento dá origem a poros intersticiais com tamanho na região de mesoporos (2 

a 50 nm),19,185 o que pode ser comprovado pelas distribuições de diâmetro de poros 

apresentadas na Figura 28b. Quando compara-se as isotermas dos três xerogéis, pode-se 

observar uma tendência de decréscimo na quantidade de nitrogênio adsorvido para os 

materiais HFL-MX e HFB-MX. A Tabela 7 apresenta os valores de área superficial 
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específica, determinada pelo método BET (SBET), e de volume de poro empregando o 

método BJH, onde observa-se a mesma tendência ao decréscimo nos valores de SBET e 

de volume de poro com as sucessivas modificações com grupos orgânicos.  

 

Tabela 7. Dados de análise textural dos xerogéis MX, HFL-MX e HFB-MX. 

Materiais SBET (± 5 m2∙g-1) Volume de Poro (± 0,001 cm3∙g-1) 

MX 143 0,413 

HFL-MX 105 0,307 

HFB-MX 61 0,193 

 

Na distribuição de diâmetro de poros apresentada na Figura 28b, os efeitos da 

incorporação dos grupos orgânicos também são observados. A modificação da 

superfície do material MX com o silsesquioxano iônico Db (material HFL-MX) 

resultou no deslocamento do ponto máximo da curva de 9,3 para 9,0 nm, o que condiz 

com a formação de um filme de Db na superfície do xerogel, comportamento já 

observado anteriormente.34 Por outro lado, a incorporação do íon estearato (material 

HFB-MX), além de deslocar o máximo da curva de distribuição para 8,0 nm, também 

diminuiu consideravelmente o volume de poros (Figura 28b e Tabela 7). Esse efeito 

pode ser ocasionado pelo tamanho do íon estearato, que, sendo grande, é capaz de ocluir 

alguns poros e impedir o acesso do N2 durante a análise. No entanto, a SBET e o tamanho 

médio de poros do material HFB-MX ainda são adequados para que o mesmo atue 

como suporte para biomacromoléculas como a enzima lipase.20,21 

A hidrofobicidade do material HFB-MX, que contém o íon estearato, pôde ser 

observada já durante tentativas de dispersá-lo em água (Figura 29b), visto que o mesmo 

não é disperso na totalidade do solvente como o material HFL-MX (Figura 29a). Ainda, 

a fim de melhor avaliar a hidrofobicidade do material, foram realizadas medidas de 

ângulo de contato entre uma gota d’água e os materiais MX,  HFL-MX e HFB-MX. Os 

resultados foram, respectivamente, 0º, 0º e 125º. Estes resultados caracterizam o 

material HFB-MX como hidrofóbico,206 e a fotografia da gota d’água em contato com 

uma pastilha do material HFB-MX está apresentada na Figura 29c. 

 

 



 64 

 

Figura 29. Fotografias das amostras (a) HFL-MX e (b) HFB-MX em água e (c) 

formação de uma gota d’água na superfície do material HFB-MX, a temperatura 

ambiente. (d) Esquema ilustrando os íons estearato na superfície do material HFB-MX. 

 

5.2.2 Ensaios de imobilização e atividade enzimática 

 

 Os testes de imobilização e atividade enzimática foram realizados empregando a 

enzima Thermomyces lanuginosus Lipase (TLL) e utilizando como suporte os materiais 

MX e HFB-MX. O material HFL-MX foi preterido por não apresentar resultados 

satisfatórios como suporte para a enzima TLL ao longo de etapas de otimização de 

imobilização. Os dados de rendimento de imobilização (%), atividade (U), atividade 

relativa ao volume oferecido de enzima no ensaio (U∙mL-1) e atividade por grama de 

suporte (U∙g-1) estão apresentados na Tabela 8. Os rendimentos de imobilização foram 

consideravelmente maiores (próximo de 100%) com o suporte hidrofóbico HFB-MX, o 

que sugere que a hidrofobicidade possui papel importante na imobilização da enzima. O 

baixo rendimento de imobilização no xerogel MX (36%) pode ser interpretado como 

consequência da ausência de grupos funcionais de afinidade com a enzima (a superfície 

da sílica apresenta apenas grupos silanol Si–OH). 

No entanto, ainda de acordo com a Tabela 8, no material MX os resultados de 

atividade por grama de suporte foram, inesperadamente, os maiores dentre os materiais 

estudados. Inclusive, os resultados de atividade∙mL-1 foram superiores aos obtidos para 

a enzima livre, o que indica que a enzima TLL encontra-se muito mais ativa quando 

imobilizada nesse suporte. Essa elevada atividade pode ser consequência da preservação 
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(c) 

 

(d) 
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da conformação da enzima durante o processo de imobilização, ou também de uma 

maior disponibilidade e acessibilidade do sítio ativo da enzima para o substrato. 

 

Tabela 8. Resultados dos ensaios de atividade enzimática para a enzima TLL. 

Materiais 
Imobilização 

(%) 

Atividade Atividade 

recuperada (%) 

(%) 

(U) (U∙mL-1) (U∙g-1) 

MX 36 0,113 0,095 5,7 345 

HFB-MX 97 0,095 0,079 4,7 104 

Livre n.a. 0,016 0,079 n.a. 100 

n.a. = não se aplica 

 

O reciclo dos materiais MX e HFB-MX contendo a enzima TLL foi avaliado 

frente à repetidos ciclos de hidrólise do p-nitrofenilpalmitato, intercalados por enxágues 

com tampão PBS 0,05 mol∙L-1, pH 7,5. Os resultados de atividade relativa estão 

apresentados na Figura 30. 

 

 

Figura 30. Resultados de reciclo dos materiais contendo a enzima TLL para os suportes 

(a) MX e (b) HFB-MX. As barras indicam o desvio do valor médio das duplicatas. 

 

Embora o material MX tenha apresentado os melhores valores de atividade 

recuperada, indicando uma hiperatividade da TLL, os resultados de reciclo mostram 

uma perda considerável de atividade da enzima a partir do segundo ciclo, estabilizando-
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agora uma explicação para a piora na performance ao longo dos ciclos, consequência da 

lixiviação da própria enzima. Já para o material hidrofóbico HFB-MX, a queda na 

atividade é muito menos abrupta e o biocatalisador ainda mantém 51% da atividade 

inicial após cinco ciclos. A perda de 49% da atividade até o quinto ciclo não deve-se, 

necessariamente, à desnaturação da enzima ou lixiviação, podendo estar relacionada 

com possíveis perdas de massa do catalisador ao longo dos ciclos. Uma vez que a massa 

inicial de biocatalisador utilizado nos ensaios é de 20 mg, pequenas perdas de massa no 

processo de reciclo representam uma fração importante do total. Um comportamento 

similar pode ser relacionado quando avalia-se desvio médio das medidas, que são 

maiores no material HFB-MX possivelmente devido aos menores valores absolutos de 

atividade, onde pequenas variações nas duplicatas são suficientes para desencadear 

grandes desvios.  

 

5.2.3 Conclusões parciais 

 

O xerogel magnético de sílica foi obtido com sucesso ao dispersar as partículas 

de magnetita no precursor de sílica durante o processo sol-gel, resultando em um 

material com elevada área superficial e poros bem definidos na região de mesoporos. A 

modificação com silsesquioxano iônico com contra íon de cadeia longa foi realizada 

com sucesso, promovendo maior hidrofobicidade da superfície do material. Buscando 

explorar as características texturais e química de superfície dos xerogéis magnéticos e 

mesoporosos, estudou-se o emprego como suportes para a enzima TLL, onde 

parâmetros como rendimento de imobilização, saturação dos suportes e atividades das 

enzimas suportadas foram avaliados. Nos ensaios de atividade enzimática, observou-se 

que a hidrofobicidade do suporte HFB-MX desempenha um papel importante na 

imobilização, enquanto que a superfície hidrofílica e estrutura desimpedida do material 

MX favorecem a atividade enzimática. Por promover uma imobilização mais 

consistente, o material HFB-MX também apresentou maior retenção da atividade inicial 

após cinco ciclos (51%). Nesse sentido, o uso de sílicas porosas magneto-responsivas 

aliado ao design de superfícies é uma ferramenta importante no desenvolvimento de 

biocatalisadores heterogêneos de fácil reutilização e alta eficiência. 
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5. Resultados e discussão 

 

5.3 Sílica/titânia/magnetita: suportes recuperáveis para nanopartículas de ouro 

em sistemas antimicrobianos 

 

Neste trabalho, um xerogel magnético composto de sílica/titânia e magnetita foi 

sintetizado utilizando o método sol-gel, a partir das reações de hidrólise e condensação 

dos precursores TEOS e isopropóxido de titânio, na presença de partículas de magnetita 

revestidas com sílica (Fe3O4@SiO2). Em função da reatividade da superfície da 

sílica/titânia, este material (SiO2/TiO2-MGP) foi utilizado como suporte para 

nanopartículas de ouro (AuNP) estabilizadas por quitosana. AuNP são largamente 

utilizadas como catalisadores, mediadores eletroquímicos e agentes antimicrobianos, 

promovendo excelente performance dos materiais em suas respectivas aplicações.  

 

5.3.1 Características físicas, morfológicas e microestruturais dos materiais 

 

As partículas de magnetita, sintetizadas pelo método solvotérmico, foram 

caracterizadas quanto a sua morfologia utilizando microscopia eletrônica de varredura e 

transmissão. As imagens representativas estão apresentadas na Figura 31.  

 

 

Figura 31. Imagens das partículas de magnetita adquiridas por microscopia eletrônica 

de (a) varredura (MEV-FEG, voltagem de aceleração: 1,0 kV) e (b) transmissão (tensão 

de aceleração: 80 kV). 

 

(a) (b) 
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As partículas de magnetita sintetizadas apresentam-se esféricas e com tamanho 

uniforme, como pode ser observado em ambas as imagens. O tamanho médio de 

partícula estimado pelas imagens de MEV foi de 187 nm, com desvio padrão de 15 nm, 

considerando uma população de 550 partículas. Por TEM foram obtidos resultados 

concordantes, onde o diâmetro foi estimado em 175 nm, com desvio padrão de 12 nm e 

população de 70 partículas. 

A estrutura cristalina das partículas de magnetita foi avaliada por difração de 

raios X e os difratogramas obtidos estão apresentados na Figura 32.  

 

 

Figura 32. Difratogramas de raios X dos materiais Fe3O4 e Fe3O4@SiO2. As barras 

localizadas na parte inferior da figura apresentam os valores padrão de 2 para a 

magnetita (JCPDS no 19-0629). 

 

O perfil de difração obtido para a amostra Fe3O4 é concordante com os valores 

de 2 padrões para a magnetita (JCPDS no 19-0629), caracterizando, portanto, sua 

estrutura de espinélio inverso com arranjo cúbico de face centrada. O tamanho do 

domínio cristalino foi estimado utilizando a equação de Scherrer,193,194 através da 

largura a meia altura para o pico correspondente ao plano cristalino (311), o qual se 

apresenta com maior intensidade. O tamanho de cristalito calculado foi de 28 nm e com 

base nos tamanhos das partículas observados por microscopia eletrônica, pode-se dizer 

que as partículas de Fe3O4 obtidas são policristalinas, i.e. compostas por vários grãos 

cristalinos193 com tamanho médio de 28 nm.  

A similaridade entre os perfis de difração dos materiais Fe3O4 e Fe3O4@SiO2 

indica que o processo de crescimento de uma camada de sílica em torno das partículas 
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de magnetita não afeta sua estrutura cristalina. A confirmação do recobrimento das 

partículas com sílica no material Fe3O4@SiO2 foi obtida por TEM, conforme 

apresentado na Figura 33, onde um contorno acinzentado é observado nas partículas, 

com espessura média de 30 nm.  

 

 

Figura 33. Imagem de TEM do material Fe3O4@SiO2 (tensão de aceleração de 80 kV). 

 

O xerogel magnético de sílica/titânia foi sintetizado empregando o método sol-

gel, que, pelo controle nos parâmetros de síntese, permite realizar a hetero-condensação 

de precursores distintos, no caso os alcóxidos de silício e titânio.46 Ainda, em função da 

cinética relativamente lenta das reações, é possível adicionar as partículas magnéticas 

no estado sol que, evoluindo para o estado gel e após evaporação do solvente, leva a 

obtenção de um xerogel de SiO2/TiO2 com as partículas magnéticas homogeneamente 

dispersas.17 

A incorporação das magnetitas no material SiO2/TiO2-MGP pode ser 

evidenciada pela presença do padrão de difração da magnetita (JCPDS no 19-0629) no 

seu difratograma (Figura 34). Ainda, o halo da sílica/titânia amorfa pode ser observado 

em 2 próximo de 24°.192 A presença de picos em 13,8°, 23,5°, 27,9°, 48,1°, 49,4° nos 

difratogramas foi atribuída a possível formação de um derivado do oxofluorotitanato de 

amônio,207 resultado da presença de amônia residual e do catalisador fluoreto nas 

reações de gelificação do precursor de titânia.  
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Figura 34. Difratogramas de raios X dos materiais SiO2/TiO2-MGP e AuNP-

SiO2/TiO2-MGP. As barras localizadas na parte inferior da figura apresentam os valores 

padrão de 2 para a magnetita (JCPDS no 19-0629) e para o composto 

(NH4)0.3TiO1.1F2.1.
207 

 

A dispersão das partículas de magnetita no material SiO2/TiO2-MGP pode ser 

observada na imagem obtida por MEV-FEG apresentada na Figura 35. A imagem foi 

adquirida com elétrons retroespalhados204 e, portanto, as magnetitas são observadas 

como pontos brilhantes incrustados em um grão fosco de sílica/titânia. Na figura 

inserida, com maior magnificação da região, é possível melhor observar a presença das 

partículas esféricas de magnetita na microestrutura de sílica/titânia. 

 

 

Figura 35. Imagens de MEV-FEG do material SiO2/TiO2-MGP adquiridas com elétrons 

retroespalhados (tensão de aceleração de 15 kV). 
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O material SiO2/TiO2-MGP foi empregado como suporte para nanopartículas de 

ouro estabilizadas por quitosana (Ch-AuNP). A dispersão aquosa de Ch-AuNP foi 

caracterizada por espectroscopia na região do UV-Vis (Figura 36), onde observou-se a 

presença de uma banda com máximo em 527 nm. Esta banda é devido à ressonância de 

plasmon de superfície, resultado da oscilação coletiva e coerente dos elétrons de 

condução do ouro quando sob ação do campo eletromagnético da luz.208,209 A presença 

da banda nessa região é típica para nanopartículas de ouro esféricas, sendo reportadas 

na literatura nanopartículas de ouro menores que 10 nm com valores de  no máximo de 

absorção próximos ao encontrado neste trabalho.208,210 A dispersão de Ch-AuNP 

também foi caracterizada por TEM (Figura 37), onde confirmou-se a obtenção de 

nanopartículas esféricas, com um diâmetro médio de 6,5 nm ( = 2,0 nm), considerando 

uma população de 947 partículas.  

Após o contato da dispersão de Ch-AuNP com o material SiO2/TiO2-MGP, o 

sobrenadante coletado foi submetido à espectroscopia na região do UV-Vis (Figura 36), 

onde a ausência da banda de ressonância de plasmon das AuNP foi observada, o que 

sugere a completa adsorção das Ch-AuNP na superfície do xerogel.  

 

 

Figura 36. Espectro na região do UV-Vis da dispersão de AuNP estabilizada por 

quitosana (fator de diluição: 10×) e do sobrenadante (após imobilização no material 

SiO2/TiO2-MGP), 
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Figura 37. Imagem de TEM da dispersão de AuNP estabilizada por quitosana e 

histograma da distribuição de tamanho das partículas. 

 

A interação entre Ch-AuNP e a superfície do material SiO2/TiO2-MGP pode ser 

explicada pela coordenação entre os grupos amino da quitosana (caráter  doador) e a 

titânia (caráter ácido de Lewis).47,48 Neste sentido, ao ser imobilizada na superfície da 

sílica/titânia, a quitosana permite o ancoramento das nanopartículas de ouro. O 

conteúdo de ouro ancorado no material AuNP-SiO2/TiO2-MGP foi estimado 

considerando a adsorção total da quantidade de Au oferecida como AuNP em dispersão. 

O valor estimado é de 0,51% ou 5,1 mg Au por g de material. Essa baixa quantidade 

justifica o não aparecimento de picos relacionados à estrutura cristalina do ouro no 

difratograma de raios X apresentado na Figura 34. 

Por análise termogravimétrica foi evidenciado a imobilização das Ch-AuNP no 

material SiO2/TiO2-MGP. Os termogramas obtidos estão apresentados na Figura 38 e os 

respectivos valores de perda de massa estão sumarizados na Tabela 9.  

Partindo da temperatura ambiente até 150 ºC, as perdas de massa foram 

atribuídas à dessorção de água.211 Partindo de 150 ºC até 750 ºC, em ambos os 

materiais, é observada uma perda de massa contínua atribuída às reações de 

desidroxilação da sílica/titânia. No material AuNP-SiO2/TiO2-MGP, esta perda de 

massa é acentuada pela decomposição e dessorção da quitosana.211 Na Tabela 9, é 

melhor observado o aumento nos valores de perda de massa para o material AuNP-

SiO2/TiO2-MGP, comprovando a imobilizaçao da quitosana e, consequentemente, a 

incorporação das AuNP.  
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Figura 38. Termogramas obtidos para os materiais SiO2/TiO2-MGP e AuNP-

SiO2/TiO2-MGP. 
 

Tabela 9. Perdas de massa obtidas a partir dos termogramas e discriminadas de acordo 

com as faixas de temperatura. 

Material 
Perdas de massa (%) 

Tam-150 °C 150-750 °C 

SiO2/TiO2-MGP 2,65 5,83 

AuNP-SiO2/TiO2-MGP 3,48 8,38 

 

A Figura 39 apresenta uma imagem de TEM do material AuNP-SiO2/TiO2-

MGP, onde é possível distinguir agregados das partículas de magnetita (> 100 nm) nas 

regiões escuras unidos pela sílica/titânia (região cinza), e também alguns pequenos 

pontos densos correspondentes às Ch-AuNP inseridas na sílica/titânia.  

 

 

Figura 39. Imagem de TEM do material AuNP-SiO2/TiO2-MGP (tensão de aceleração: 

80 kV).  
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Para os materiais SiO2/TiO2-MGP e AuNP-SiO2/TiO2-MGP realizou-se análise 

textural através das isotermas de adsorção e dessorção de nitrogênio, as quais estão 

apresentadas na Figura 40.  

 

 

Figura 40. (a) Isotermas de adsorção e dessorção de N2 e (b) distribuição de diâmetro 

de poros para os materiais SiO2/TiO2-MGP e AuNP-SiO2/TiO2-MGP. 

 

É possível identificar ambas as isotermas como tipo IV, características de 

materiais mesoporosos,22 resultado do uso de fluoreto como catalisador no método sol-

gel.19,185 Na Figura 40b estão apresentadas as distribuições de diâmetro de poro obtidas 

pelo método BJH, onde ambos os materiais apresentam máximo da distribuição 

localizado próximo de 13 nm. Como pode ser observado, a presença das AuNP não 

produz alterações marcantes nos diâmetros de poros, entretanto uma diminuição na área 

superficial específica e no volume de poro pode ser observada nos dados sumarizados 

na Tabela 10. Estas alterações também são um indicativo da imobilização das AuNP no 

xerogel magnético. 

 

Tabela 10. Dados obtidos por análise textural dos materiais. 

Material SBET (± 5 m2∙g-1) Volume de poro (± 0,001 cm3∙g-1) 

SiO2/TiO2 MX 170 0,708 

AuNP-SiO2/TiO2 MX 158 0,621 

 

Todos os materiais foram estudados quanto às suas propriedades magnéticas e as 

histereses magnéticas obtidas a temperatura ambiente estão apresentadas na Figura 41. 

As histereses foram classificadas como laço maior, uma vez que a saturação magnética 
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foi alcançada com o campo máximo disponível,197 comportamento esperado para 

materiais ferromagnéticos.  

Os valores de magnetização de saturação para os materiais SiO2/TiO2-MGP e 

AuNP-SiO2/TiO2-MGP foram 19 e 18 emu∙g-1 (± 2) e o campo coercitivo foi de 50 e 49 

Oe (± 2), respectivamente, indicando que a incorporação de AuNP não interferiu na 

resposta magnética do material. Os valores discretos de magnetização de saturação são 

consequência da presença da sílica/titânia não-magnética, reduzindo o conteúdo de 

magnetita na massa total da amostra. Mesmo assim, o material AuNP-SiO2/TiO2-MGP 

ainda apresenta resposta magnética adequada, sendo instantaneamente separado quando 

aplica-se um campo magnético externo. 

 

 

Figura 41. Laços de histerese dos materiais SiO2/TiO2-MGP e AuNP-SiO2/TiO2-MGP. 

 

5.3.2 Ensaios de atividade antimicrobiana 

 

Testes antimicrobianos in vitro foram realizados para a bactéria Gram-negativa 

E. coli, a qual é considerada um indicador de contaminação fecal e está entre os 

principais agentes etiológicos envolvidos em surtos alimentares ou envolvendo 

água.167,168 Os resultados de inibição para essa bactéria, empregando os materiais 

sintetizados, estão apresentados na Tabela 11. 
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Tabela 11. Atividade antimicrobiana frente à bactéria Escherichia coli (ATCC 8739). 

Material Contagens (log UFC∙mL-1) a 

SiO2/TiO2-MGP 7,38 ± 0,02 

Quitosana-SiO2/TiO2-MGP 7,41 ± 0,14 

AuNP-SiO2/TiO2-MGP 4,46 ± 0,78 

a média das duplicatas 

 

Para o material SiO2/TiO2-MGP a contagem foi de 7,38 log UFC∙mL-1, enquanto 

para o material AuNP-SiO2/TiO2-MGP o valor obtido foi de 4,46 log UFC∙mL-1. 

Considerando a população inicial de bactérias 104 UFC∙mL-1, é possível inferir que o 

material AuNP-SiO2/TiO2-MGP apresentou efeito inibitório no crescimento da bactéria, 

uma vez que o material SiO2/TiO2-MGP permitiu o crescimento de E. coli em três 

ordens de magnitude. A quitosana por si só é um agente antimicrobiano extensamente 

conhecido,51,212–214 e portanto uma amostra branco, contendo quitosana mas não AuNP, 

foi preparada. Os testes antimicrobianos foram realizados nas mesmas condições e os 

resultados estão apresentados na Tabela 11. É claramente observado que a atividade 

antimicrobiana do AuNP-SiO2/TiO2-MGP é unicamente devida às AuNP imobilizadas, 

uma vez que a amostra Quitosana-SiO2/TiO2-MGP apresentou a mesma resposta de sua 

matriz não modificada. O efeito inibitório observado para o material AuNP-SiO2/TiO2-

MGP (aproximadamente 3 log UFC∙mL-1) foi alcançado mesmo considerando a 

pequena quantidade de ouro no experimento (0,52 mol de átomos na forma de 

nanopartículas). Já a falta de protagonismo da quitosana na ação antimicrobiana do 

sistema AuNP-SiO2/TiO2-MGP pode ser relacionada com o pH, uma vez que a 

quitosana possui maior atividade antimicrobiana em pH reduzido.213,215  

Uma vez que o material é magneticamente separável, seu reciclo como agente 

antimicrobiano foi avaliado submetendo o mesmo material a duas suspensões de 

bactéria, individualmente e intercaladas por uma etapa de desinfecção. O efeito 

inibitório no segundo ciclo foi de 102% em relação ao primeiro ciclo, o que indica a 

eficiência e a reciclabilidade do material. 
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5.3.3 Conclusões parciais 

 

O xerogel magnético de sílica/titânia funcionalizado com AuNP foi obtido 

utilizando o método sol-gel, através da hetero-condensação dos precursores de sílica e 

titânia. Esse xerogel combinou diversas funcionalidades em um único material: a 

estrutura porosa da sílica, a reatividade de superfície da titânia, a separação magnética 

da magnetita e a atividade antimicrobiana das AuNP estabilizadas pela quitosana. As 

análises estruturais e morfológicas confirmaram a presença das partículas de magnetita 

no xerogel, e também a incorporação de AuNP esféricas e menores que 10 nm. Com 

uma elevada área superficial específica mesmo após a imobilização das AuNP, o 

material final apresentou efeito inibitório no crescimento da bactéria E. coli, mantendo 

102% da atividade inicial no segundo ciclo. Por apresentar propriedades texturais 

arquitetadas, este material apresenta-se como um suporte versátil para nanoestruturas. 

Ainda, a boa biocompatibilidade de seus componentes e a atividade antimicrobiana das 

AuNP permitem a esse sistema excelente desempenho antimicrobiano, sendo 

imediatamente recuperados e reutilizados.  
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6. Conclusão 

 

Neste trabalho, buscou-se desenvolver novas metodologias para a obtenção de 

suportes com separabilidade magnética e propriedades texturais adequadas para a 

imobilização e reutilização de espécies, com potenciais bioaplicações em catálise 

enzimática e dispositivos antimicrobianos. Para isso, foram utilizadas partículas de 

magnetita, sintetizadas pelo método solvotérmico com elevada magnetização, as quais 

propiciaram resposta magnética mesmo quando presentes em menor proporção nos 

materiais. As características texturais, como alta área superficial e meso ou 

macroporosidade, foram arquitetadas e alcançadas utilizando sílica em duas diferentes 

configurações: esferas ocas de sílica acopladas às partículas de magnetita ou partículas 

de magnetita encapsuladas na rede de sílica com porosidade controlada pelo método 

sol-gel.  

Sendo assim, este trabalho demonstra a versatilidade de utilizar rotas sintéticas 

já estabelecidas, como o método sol-gel e o método de Stöber, na arquitetura de novos 

sistemas porosos e magnéticos, com morfologias, propriedades texturais e 

configurações distintas. O método sol-gel permitiu a obtenção de materiais mesoporosos 

– sílicas e óxidos mistos como sílica/titânia – contendo partículas de magnetita 

encapsuladas. Ainda, ao empregar o método de Stöber no recobrimento de partículas de 

magnetita com sílica e combiná-lo com lixiviação ácida controlada, foram obtidos 

microcontêineres acessíveis e com mobilidade magnética. Esses materiais foram 

utilizados em aplicações com impacto biológico, como biocatálise e sistemas 

antimicrobianos, com ótimas performances, fácil manuseio e excelente reciclabilidade. 

Abrem, ainda, perspectivas para aplicações em outras áreas, como catálise em ambiente 

confinado, encapsulação e carreamento de fármacos, bem como adsorção de 

contaminantes.  
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