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PREPARAÇÃO E USO DE PARTÍCULAS MAGNÉTICAS DE ÓXIDO DE FERRO EM BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS PARA COMPOSTOS FENÓLICOS
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RESUMO – Micro e nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (Fe3O4), além de possuírem excelentes características magnéticas, são atóxicas e não apresentam riscos à saúde humana. Essas partículas apresentam grande potencial para aplicações médicas e biológicas, no desenvolvimento de sensores e na remediação ambiental. As propriedades físicas e químicas desse material dependem do método de preparação e métodos com menores impactos ambientais, segundo parâmetros da Química Verde, devem ser aprimorados e priorizados. Nesse trabalho, um método de síntese e dois métodos de purificação diferentes foram usados para preparar partículas de Fe3O4, que foram usadas na construção de um biossensor para compostos fenólicos. O estudo da reprodutibilidade do biossensor na identificação de hidroquinona em solução tampão de fosfato mostrou que a purificação das partículas de Fe3O4 por lavagem com solução de cloreto de sódio e etanol resulta em um desvio padrão da resposta cerca de oito vezes maior do que o das partículas purificadas por diálise. Isso sugere que a adsorção e/ou fixação por pontes de hidrogênio de moléculas do solvente etanol na superfície das partículas de Fe3O4 influem no processo de imobilização da enzima e, portanto, no desempenho do biossensor. Essa questão precisa ser considerada para que partículas de Fe3O4 possam ser efetivamente usadas na construção de biossensores.
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Introdução

A poluição ambiental tornou-se um dos problemas mais graves e, naturalmente, passou a chamar a atenção de todos (WANG et al., 2014). Atualmente, uma grande variedade de poluentes é detectada no meio aquoso em todo o mundo, incluindo pesticidas, produtos farmacêuticos, aditivos industriais e subprodutos, produtos de higiene pessoal, perfumes, produtos usados no tratamento de água, retardadores de chama/fogo e surfactantes, assim como cafeína e nicotina, metabólitos e hormônios. A presença desses poluentes no ar, água e solo está relacionada ao ritmo acelerado de crescimento da população que os utiliza (BARUAH et al., 2012). 

Mesmo sendo tóxicos ou classificados como desreguladores endócrinos, muitos desses compostos não podem ser removidos de modo eficaz no tratamento convencional de água potável (STUART et al., 2012). Assim, a análise de contaminantes ambientais é fundamental na compreensão e gestão dos riscos dos poluentes para a saúde humana e ambiente, havendo a necessidade urgente de desenvolver métodos de monitoramento ambiental rápidos e confiáveis (WANG et al.; LU e CHEN, 2014).
Entre os poluentes orgânicos, compostos fenólicos, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e organofosforados merecem atenção especial por pertencerem à classe dos poluentes orgânicos persistentes (POPs). São compostos altamente estáveis, permanecendo no ambiente por anos ou décadas e sofrendo bioacumulação em seres vivos. Circulam globalmente, transportados na atmosfera para regiões distantes da fonte original, através de um processo repetido e sazonal de evaporação/deposição (THATAI et al., 2014). 
Desreguladores endócrinos fenólicos, como octil e nonilfenol, com efeitos adversos potenciais para saúde humana ou ambiente, também são considerados contaminantes emergentes (EGC), por serem agora amplamente detectados (LOOS et al., 2010). 

Biossensores são de grande interesse devido à flexibilidade no design, alta sensibilidade, baixo custo e facilidade de operação (LIU et al., 2014). Oferecem um método de detecção simples, rápido, sensível e seletivo para análise de contaminantes ambientais (STUART et al., 2012, WANG et al., 2014). A atividade catalítica da enzima imobilizada, na presença de poluentes, gera elétrons que são detectados pelo sensor eletroquímico para a quantificação do analito (THATAI et al., 2014). 
A maioria dos biossensores eletroquímicos foi desenvolvida para compostos fenólicos como o bisfenol A, clorofenóis, farmacêuticos e toxinas (WU et al., 2012, LIU et al., 2014). A detecção desses compostos com lacase, tirosinase ou peroxidase de raiz forte imobilizadas por adsorção, ligações covalentes, aprisionamento e/ou cross-linking em álcoois, complexos de ósmio, Nafion(/silicato, quitosana, sílica-gel, foi descrita na literatura (Zhao et al., 2010, KARIN e FAKHRUDDIN, 2012, WANG et al., 2014).
A imobilização das moléculas da enzima afeta profundamente as propriedades analíticas de biossensores enzimáticos (Gianfreda e Rao, 2011, WANG et al., 2014, THATAI et al., 2014). Nanomateriais têm sido incorporados com sucesso em sensores, resultando em melhor desempenho de detecção e sensibilidade (THATAI et al., 2014). 
Nanopartículas, nanofibras, matrizes nanoporosas e materiais híbridos de nanotubos de carbono, com características superficiais variadas, têm sido utilizados para a imobilização de enzimas. Enzimas imobilizadas em nanomateriais são ativas em um intervalo de pH e de temperatura maior (Ansari e Husain, 2012; FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ et al., 2012). Nanopartículas de metais e de óxidos metálicos, geralmente combinados com outros suportes condutores, facilitam a transferência de elétrons e proporcionam um efeito sinérgico notável (Rawal et al., 2011, WANG et al., 2014). 
O primeiro estudo com partículas magnéticas como suporte em sensores foi relatado por Matsunaga e Kamiya (1987). Nanopartículas magnéticas (MNPs) permitem a separação rápida e a fácil reutilização do adsorvente (LIU et al., 2014). Vários tipos de MNPs foram sintetizados, incluindo óxidos de ferro (Fe2O3 e Fe3O4); ferritas de manganês, cobalto, níquel e magnésio; partículas de cobalto, ferro e níquel; partículas compostas, como Fe3O4-Ag, Fe3O4-Au, FePt-Ag e CdS-FePt (Beveridge et al., 2011). Biossensores electroquímicos à base de MNPs foram usados para a detecção e quantificação de uma ampla variedade de analitos, como íons Cr(III), pesticidas organoclorados, ácido úrico, estreptomicina, glucose, água oxigenada (H2O2), DNA e Escherichia coli O157:H7, por exemplo (YANG et al., 2014, XIN et al., 2013, YOLA et al., 2014, PRAKASH et al., 2012, ROCHA-SANTOS, 2014).

Entretanto, a atração dipolar magnética e a grande razão área/superfície podem levar à agregação das partículas de Fe3O4 em aglomerados, quando expostas a soluções biológicas. Neste contexto, a pesquisa sobre sua síntese, caracterização e comportamento em (bio)dispositivos de detecção ainda é necessária (ROCHA-SANTOS, 2014), de modo a obter partículas com as propriedades físico-químicas adequadas para aumentar a sensibilidade e a estabilidade dos biossensores (REDDY et al., 2012).
Material e Métodos

1. Material

Todos os reagentes usados foram de grau analítico e usados como recebidos. As soluções foram preparadas com água deionizada Milli Q® (resistividade >18 M(.cm-1).

Os reagentes para a preparação e purificação das partículas de Fe3O4 foram os cloretos de férrico hexa-hidratado (FeCl3.6H2O) e ferroso tetra-hidratado (FeCl2.H2O), adquiridos da Merck, Alemanha; ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH), hidróxido de amônio (NH4OH), cloreto de sódio (NaCl) e etanol (CH3CH2OH), da Allkimia Brasil.
Grafite em pó, quitosana ((C8H13NO5)n), hidroquinona (C6H4(OH)2) e óleo mineral Nujol( foram adquiridos da Sigma (USA). A solução tampão foi preparada pela dissolução de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) e fosfato dissódico (Na2HPO4) da Merck, Alemanha, separadamente em água deionizada, com concentração final de 0,025 mol.L-1. Essas soluções foram diluídas com água até 800 mL e o pH foi ajustado para 7,0 usando um pH-metro, por adição das quantidades necessárias de soluções de ácido clorídrico (HCl) ou hidróxido de sódio (NaOH) 1 mol.L-1. A solução tampão resultante foi armazenada a 4 °C. 
2. Preparação das partículas de óxido de ferro (Fe3O4)

As partículas de óxido de ferro (Fe3O4) foram preparadas por precipitação a partir de uma solução de 1,5 ( 10-3 mol de cloreto férrico (FeCl3.6H2O) e 0,75 ( 10-3 mol de cloreto ferroso (FeCl2.4H2O) em 5 mL de ácido clorídrico (HCl) 0,05 M rapidamente injetada utilizando-se um tubo fino de plástico em 40 mL de hidróxido de amônio (NH4OH) 2 M, em banho de ultrassom a 30-32 oC, sob fluxo de argônio (Figura 1). A mistura foi agitada por 5 minutos e transferida para uma atmosfera de nitrogênio (LU et al., 2007). 

Figura 1 – Esquema da aparelhagem para a síntese de partículas de óxido de ferro.
[image: image3.jpg]A\ Xl Congresso Nacional de
J MEIO AMBIENTE

de Pocos de Caldas




Fonte: elaborado pelos autores com o software ACD/ChemSketch.

3. Purificação das partículas de óxido de ferro (Fe3O4)

Foram usados dois métodos diferentes de purificação. No primeiro método, as partículas magnéticas de Fe3O4 foram separadas com um ímã e lavadas duas vezes com solução de cloreto de sódio (NaCl) degasada com argônio e com etanol (CH3 CH2OH) puro.
No segundo método, as partículas magnéticas de Fe3O4 após separação com ímã foram redispersas em água e purificadas por diálise contra água deionizada, com trocas diárias da água de diálise, exceto em fins de semana. A diálise foi realizada até que a condutividade da água de diálise, medida com um condutivímetro YSI 3100, fosse da mesma ordem de grandeza da condutividade da água recém-deionizada.
4. Caracterização das partículas de óxido de ferro (Fe3O4)

As partículas magnéticas de Fe3O4 foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). As análises foram realizadas no equipamento FTIR Thermo Scientific Nicolet 6700. Após a secagem em estufa a 104 oC até massa constante de amostras das dispersões das partículas purificadas, o resíduo sólido foi usado para a preparação de pastilhas com 0,05 mg de amostra/1,00 g de brometo de potássio (KBr). As pastilhas foram colocadas no porta-amostras do equipamento, os espectros foram coletados entre 400 e 4000 cm-1, com 64 varreduras por análise e foram impressos com o próprio software do equipamento.
4. Preparação e teste do biossensor

O eletrodo construído foi constituído com extrato vegetal como fonte enzimática, previamente imobilizado sobre as partículas magnéticas de Fe3O4 por adsorção. Para a preparação da pasta, primeiramente as partículas magnéticas foram lavadas com solução tampão fosfato pH 7,0. Para isso, 50 µL da dispersão de partículas foram transferidos para um frasco de polipropileno (Eppendorf). Em seguida, foram adicionados 200 µL da solução tampão e o frasco foi agitado durante 1 minuto (MENDES et al., 2012). As partículas foram separadas da solução com um ímã e o processo foi repetido duas vezes.


Após a lavagem, 50 µL da dispersão de partículas de Fe3O4 foram adicionados a um Eppendorf contendo 300 µL de solução de quitosana e o frasco foi agitado durante 1 minuto. O Eppendorf foi colocado na geladeira por 30 minutos e, a cada cinco minutos, foi agitado durante 1 minuto, de modo que o biopolímero funcionalizasse as partículas. Após esse processo, as partículas foram separadas do sobrenadante com o auxílio de um ímã e 200 µL de extrato bruto enzimático de inhame foram adicionados ao Eppendorf. O processo de refrigeração e agitação foi repetido.
As partículas funcionalizadas foram separadas do líquido enzimático com um ímã e foram adicionadas a pó de grafite (0,175 g). A pasta foi homogeneizada em almofariz durante 10 minutos e, após a adição de 3 gotas de óleo mineral Nujol(, por mais 10 minutos. Finalmente, as pastas foram embutidas em um tubo de vidro, o contato elétrico sendo feito com um fio de Ni/Cu, para serem usadas como eletrodos de trabalho (MENDES et al., 2012).

As medidas eletroquímicas foram realizadas por voltametria cíclica, entre os potenciais de -0,1 a +0.3 V, com eletrodo de referência de Ag/AgCl. Testes de reprodutibilidade foram realizados por análise da resposta dos sensores a 100 µL de solução 0,02 mol.L-1 de hidroquinona em 5 mL de tampão fosfato 0,1 mol.L-1 e pH 7,0.
Resultados e Discussão

1. Resultado das sínteses e caracterização das partículas de óxido de ferro obtidas

O resultado de todas as sínteses realizadas foi uma dispersão coloidal de micro e nanopartículas magnéticas de óxido de ferro, separadas do meio líquido com um ímã.
A Tabela 1 apresenta as massas de reagentes e de produtos obtidos e o rendimento de uma síntese típica de partículas de óxido de ferro (Fe3O4).

Tabela 1 – Reagentes e massas e volume dos reagentes utilizados, massa de produto, teor de sólidos, massa e volume da dispersão obtida e rendimento de uma síntese de partículas de óxido de ferro.

	FeCl3.

6H2O

(g)
	FeCl2.

4H2O

(g)
	HCl 0,05M

(mL)
	NH4OH

(mL)
	Massa(a) de produto (g)
	Dispersão
	Produto

Fe3O4
(g)
	Rendimento da síntese (%)

	
	
	
	
	
	Teor de sólidos (%)
	Massa

(g)
	
	

	0,405
	0,1505
	5,0
	40,0
	0,521
	0,46
	35
	0,161
	30,9


(a) Com rendimento de 100% na síntese.

Fonte: elaborada pelos autores.
A Figura 2 apresenta os espectros infravermelho das partículas de óxido de ferro.
Figura 2 – Espectro infravermelho das partículas secas de óxido de ferro (Fe3O4): (a) purificadas por lavagem e (b) purificadas por diálise.
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Fonte: elaborada pelos autores.

A banda centrada em 3430 a 3385 cm-1 corresponde à banda característica do estiramento do grupo –OH ((OH) presente na superfície de óxidos, cuja superfície é geralmente hidroxilada. Já a banda em aproximadamente 1635 cm-1 é atribuída à flexão do grupo HOH ((OH), proveniente de moléculas de água adsorvidas na superfície hidrofílica das partículas do óxido metálico, mesmo após a secagem a 104 oC (SOUZA NETO, 2012). As bandas observadas em 620 e 1580 cm-1 correspondem ao estiramento de grupos MT-O-MO, e MT-MO ((3 ≈ 350-400 cm-1), nos quais MO e MT representam átomos do metal em posições octaédrica e tetraédrica, respectivamente (BARRODO et al., 2002). As bandas de absorção em 570 e 565 cm-1 são atribuídas ao modo de vibração do estiramento do grupo Fe–O característico da magnetita, correspondendo à vibração das ligações entre os íons Fe2+ e O2-, com o metal ocupando sítios octaédricos (PREDOI, 2007). Portanto, as bandas em (620, 1600 e 3400 cm-1 presentes nos espectros da Figura 2 indicam que o produto das sínteses realizadas é efetivamente óxido de ferro.
Mais ainda, no espectro da Figura 2(a), das partículas de Fe3O4 purificadas por lavagem, não foram detectadas bandas em 1386 e 1456 cm-1, correspondentes aos modos de vibração simétrico e assimétrico, respectivamente, de grupos metila (–CH3) (OLIVEIRA e PASSOS, 2013). 

2. Desempenho do biossensor

As partículas magnéticas de Fe3O4 foram usadas como suporte sólido, para melhorar a sensibilidade do dispositivo analítico, permitindo assim que maiores quantidades de enzima fossem efetivamente imobilizadas no sensor. A Tabela 2 mostra os resultados obtidos com os dez biossensores construídos com partículas magnéticas de Fe3O4.
Tabela 2 – Valores de corrente obtidos no estudo da reprodutibilidade de preparação do biossensor na identificação de 400 (mol L-1 de hidroquinona em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1.
	Medida
	Biossensor com partículas de Fe3O4 purificadas por lavagem

Corrente (µA)
	Biossensor com partículas de Fe3O4 purificadas por diálise

Corrente (µA) 

	1
	19,5
	16,4

	2
	12,5
	16,0

	3
	14,4
	16,7

	4
	17,7
	15,8

	5
	16,0
	16,4

	Desvio padrão (%)
	17,1
	2,2


Fonte: elaborada pelos autores.
Na Tabela 2 é possível observar que partículas magnéticas preparadas pelo mesmo método de síntese apresentam resultados diferentes de reprodutibilidade de preparação do biossensor, em função do método de purificação usado.
A reprodutibilidade do biossensor na identificação de hidroquinona em solução tampão de fosfato mostrou que a purificação das partículas magnéticas de Fe3O4 por lavagem com solução de cloreto de sódio e etanol resulta em um desvio padrão da resposta cerca de oito vezes maior do que o das partículas purificadas por diálise. Isso sugere, embora não detectado na espectroscopia por infravermelho, que a adsorção e fixação de moléculas do solvente etanol por pontes de hidrogênio na superfície das partículas de Fe3O4 influem no processo de imobilização da enzima e, portanto, no desempenho do biossensor.

Na verdade, a modificação da superfície das partículas de Fe3O4 por etanol adsorvido e/ou ligado por pontes de hidrogênio a grupos –Fe–O, visando hidrólise e posterior condensação mediada por ultrassom foi descrita na literatura (VIEIRA, 2014).
Conclusões

Partículas magnéticas de óxido de ferro podem ser usadas para a construção de um biossensor eletroquímico para a detecção de compostos fenólicos, como a hidroquinona. A reprodutibilidade da resposta do biossensor depende não só do método de preparação das partículas do óxido de ferro, mas também do método de purificação utilizado.
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