evistaa Virtoal de Qunirmiica

Desenvolvimento de um Biossensor Eletroquimico Obtido com
Extrato Vegetal para a Determinagao de Triglicerideos em
Biodiesel

Mendes, R. K.*, Moino, B. P., Guilherme, J. P. P., Nogueira, A. B.
Rev. Virtual Quim., 2014, 6 (4), 1033-1046. Data de publicagdo na Web: 1 de maio de 2014
http://www.uff.br/rvg

Development of a Electrochemical Biosensor Obtained from Vegetable Extract for
the Triglycerides Determination in Biodiesel

Abstract: Biodiesel is a renewable energy source, alternative to fossil fuels, which has received
much attention because it presents similar characteristics and, in some cases, even better than
mineral diesel. However, to ensure the quality control of this biofuel, the National Petroleum
Agency (ANP) has set appropriate limits to maintain their chemical and physical-chemical
characteristics. In this context, a biosensor based on carbon peroxidase from turnip extract was
used for the determination of unreacted triglycerides in samples of biodiesel. The device tested
presented accuracy, simplicity and low cost. The results when compared with gas chromatography
show a variation of 5.8 % in the triglycerides concentration and a linear region of 5.5 to 55 umol L 1
and a detection limit of 4.0 10® mol L * (IUPAC method). Analyses performed by biosensors fall into
the Green Analytical Chemistry because they use few reagents and generate a low level of waste.

Keywords: Enzymatic biosensor; triglyceride; peroxidase; biodiesel.

Resumo

Uma fonte energética renovavel, alternativa aos combustiveis fésseis, que tem recebido bastante
atencdo é o biodiesel, por apresentar caracteristicas similares e, em alguns casos, até melhores que
o diesel mineral. No entanto, para garantir o controle da qualidade deste biocombustivel, a Agéncia
Nacional do Petréleo e Biocombustiveis (ANP), estabelece limites considerados adequados para
manter suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas. Neste contexto, um biossensor de pasta de
carbono a base de peroxidase, proveniente de extrato de nabo, foi utilizado para a determinagao
de triglicerideos ndo reagidos em amostras de biodiesel. O dispositivo apresentou precisdo das
medidas, além de simplicidade de utilizagdo e baixo custo. Os resultados obtidos foram
comparados com a cromatografia gasosa, obtendo-se uma variagdo de 3,37% nos teores, com uma
regido linear de 5,5 e 55 pmol L™ e limite de deteccdo de 4,0 10 mol L™ (método IUPAC). As
andlises com biossensores se enquadram na Quimica Analitica Verde, pois utilizam poucos
reagentes e geram baixo indice de residuos.

Palavras-chave: Biossensor enzimatico; triglicerideo; peroxidase; biodiesel.
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1. Introdugao

O uso de Oleos vegetais como uma
alternativa de combustivel tem sido proposto
ha mais de 100 anos. Especificamente, a
produgdo de biodiesel é uma drea moderna e
de grande demanda devido ao aumento no
preco do petréleo e as vantagens
ambientais." Esse combustivel é utilizado
para substituicdto do o6leo diesel, em
percentuais adicionados no dleo diesel ou
integral, nos motores a combustdo dos
transportes rodovidarios e nos motores
utilizados para a geracdo de energia elétrica.
O biodiesel compde, junto com o etanol,
importante oferta para o segmento de
combustiveis. Ambos sdo denominados de
biocombustiveis por serem derivados de
biomassa (matéria organica de origem
vegetal ou animal que pode ser utilizada para
a producdo de energia), contendo, no

entanto, menos compostos poluentes, além
de serem sustentdveis.” A busca pelo
aumento da capacidade de produgdo
comercial de biodiesel vem sendo abastecida
pelas expectativas no consumo crescente dos
préximos anos.’

O biodiesel é uma mistura de monoalquil
ésteres de acidos graxos obtidos como
resultado da esterificagdo de fontes
bioldgicas renovaveis, tais como 6éleos de
plantas e gordura animal. Os principais
componentes das gorduras animal e vegetal
sdo os triglicerideos, que podem variar na
extensdo da cadeia carbdnica, no nimero,
orientagdo e posicdo das ligacdes duplas.’

O Brasil é um pais que contém grandes
plantacoes de oleaginosas e,
consequentemente, usufrui de uma
diversidade de opgdes para producdo de
biodiesel a partir de plantas como palma,
babagu, soja, girassol, amendoim, mamona e
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dendé. Em 13/9/2004, o Congresso Nacional
aprovou a Medida Proviséria 214, abrindo a
possibilidade da adicdo de 5% (v/v) de

biodiesel no diesel de petréleo
comercializado. Desde entdo, 0s
investimentos nesse setor de producdo

aumentaram, ndao somente por instituicbes
governamentais, mas também empresas
privadas da area.’

Para garantir a qualidade do biodiesel é
necessario estabelecer padrdes de qualidade,
objetivando fixar teores limites dos
contaminantes que ndo venham prejudicar a
gualidade das emissGes da queima, bem
como o desempenho, a integridade do motor
e a seguranca no transporte e manuseio.® As
andlises dos teores de diversas substancias
presentes no biodiesel sdo necessdrias e
controladas por érgdos especializados. Uma
destas analises envolve a determinacdao do
teor de mono-, di- e triglicerideos nao
reagidos. Este é um importante parametro
que pode ser usado para avaliar a eficiéncia
da conversdo de oleos e gorduras em
biodiesel.” Dependendo da concentracdo em
que podem estar presentes no biodiesel, os
glicerideos nao reagidos podem aumentar a
viscosidade do combustivel e,
consequentemente, reduzir a eficiéncia da
combustdo, provocando desde entupimento
no filtro de combustivel até a formac¢do de
depdsitos em pistdes, vdlvulas e bico
injetores.® A presenca de glicerol livre (GL) e
de glicerideos, quantificados indiretamente
pelo glicerol total (GT), no produto final
pode, em niveis elevados, levar a formagao
de depdsitos no motor, dai a necessidade de
serem monitorados e controlados.’

Atualmente, a técnica utilizada para a
analise acima descrita é realizada utilizando-
se métodos cromatograficos. No entanto, é
conhecido que métodos cromatograficos sdo
bastante dispendiosos, consumindo valores
elevados na compra e manutencao,
necessitando ainda de mao de obra
capacitada e treinada, o que aumenta o custo

da andlise. Uma metodologia que
identificasse a presenca destes
contaminantes de modo eficaz e com

menores custos, poderia evitar diminuicao na

Vq
qualidade desses biocombustiveis.

Uma maneira bem eficiente e que se inclui
na denominada “Quimica Analitica Verde”,
para obtencdo de parametros da qualidade
de um determinado produto, é a utilizacdo
de biossensores, devido a sua facilidade de
utilizacdo, alta seletividade, utilizacdo de
pequena quantidade de amostras e
reagentes, baixa geracdo de residuos,
associados a grande sensibilidade nos
resultados.'! Os biossensores sdo
definidos® como um subgrupo dos sensores
quimicos capazes de proporcionar
informacdo analitica quantitativa ou semi-
quantitativa, usando um elemento de
reconhecimento biolégico (como enzimas,
anticorpos, proteinas, tecidos, micro-
organismos) em contato a transdutores
guimicos ou fisicos (como eletroquimicos,
Opticos, térmicos, etc). Dentre as substancias
biolégicas mais usadas, destacam-se as
enzimas, que podem ser encontradas em sua
forma purificada ou presentes em micro-
organismos ou em porgdes de tecido animal
e vegetal. E conhecido na literatura que
glicerideos podem ser transformados em
peréxidos de hidrogénio, por meio de
reacdes enzimaticas.”” O perdxido de
hidrogénio faz parte do mecanismo de reacdo
catalitica da enzima peroxidase. Neste
contexto, uma vez que esta enzima é
imobilizada na superficie do sensor, a mesma
pode realizar leituras do peréxido, obtido
como subproduto na degradagdo enzimatica
de triglicerideos.

A peroxidase pode ser encontrada em
tecidos de vegetais e catalisa a oxidagdo pelo
peréxido de hidrogénio de alguns substratos
como mono e difendis, polifendis,
aminofendis, entre outros. E conhecida como
uma enzima termoestdvel que pode ter sua
atividade regenerada apds tratamento
térmico. Diversas sdo as fontes dessa enzima
como péssego, tomate, soja, rabanete,
abobrinha, nabo e aspargo.*

Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo o desenvolvimento de um
biossensor de baixo custo, baseado em
eletrodos de pasta de carbono contendo
enzima peroxidase obtida de extratos
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vegetais, para a determinac¢do de glicerideos
ndo reagidos em biodiesel produzidos de
6leo de soja.

2. Parte Experimental

Equipamentos, materiais e

utilizados

reagentes

A solucdo guaiacol 2%, perdxido de
hidrogénio P.A e 4cido acético foram
adquiridos da VETEC (Brasil). O cloroférmio e
acetato de sédio anidro foram obtidos da
Merck (Alemanha). O po de grafite utilizado
foi obtido da Aldrich (EUA). O d6leo mineral
usado foi adquirido pela Mantecorp (Brasil).
Todas as solugbes foram wusadas a
temperatura ambiente e diluidas, quando
necessario, com adgua deionizada Milli- Q..

Para as analises eletroquimicas foi
selecionada a técnica de voltametria ciclica,
que é baseada na medida de corrente
desenvolvida em um eletrodo (no caso, o
biossensor) em condi¢gdes nas quais existe a
polarizacdo por concentragdo, necessitando
de um consumo minimo de reagentes para a
obtengao dos resultados. Em voltametria, um
sinal de excitagdo de potencial varidvel é
aplicado no biossensor produzindo uma
resposta caracteristica na forma de corrente

(sinal de interesse) que é diretamente
proporcional a concentragdo do analito
investigado. Mais especificamente na

voltametria ciclica, este sinal de excitagdo é
na forma triangular (rampa de potencial é
invertida no meio do ciclo), permitindo que
sejam monitorados os resultados referentes
a oxidacdo e a reducdo da espécie em um
Gnico voltamograma.®

As medidas eletroquimicas foram
realizadas em células eletroquimicas com
capacidade de 5 ml, contendo além do
eletrodo de trabalho (biossensor), um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e um
eletrodo de Pt como auxiliar, conectados a
um potenciostato PG STAT 30 da Autolab
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(Metrohm).

Obtencao do extrato vegetal enzimatico

O vegetal selecionado utilizado como
fonte enzimatica foi o nabo que foi adquirido
em uma chdcara da regido de Campinas. Com
a finalidade de usar o mesmo produto, foi
selecionada uma drea do plantio
exclusivamente para retirada desse material
bioldgico.

O vegetal foi lavado, descascado, picado e
homogeneizado em um liquidificador com
100 mL de tamp3o fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0). Logo apos, filtrou-se em 4 gazes e o
extrato foi centrifugado durante 20 minutos a
1800 r.p.m. A solu¢do sobrenadante foi
armazenada em refrigerador a 4 2C e usada
como fonte enzimdtica de peroxidase na
construcdo dos biossensores.

Determinacgdo da atividade enzimatica

A atividade da enzima peroxidase obtida
do nabo foi determinada pelas medidas de
absorbancia no comprimento de onda de 470
nm durante 12 minutos, monitorando a
formacdo do  tetraguaicol, conforme
metodologia descrita na literatura por
Louzada et al.’® Segundo a definicdo, uma
unidade de atividade, U mL™ (unidade/mL), é
definida como a quantidade de enzima que
causa o aumento de 0,001 unidades de
absorbancia por minuto, nas condi¢gdes acima
mencionadas.

Constru¢ao do biossensor de pasta de
carbono

A pasta de carbono foi obtida
homogeneizando 0,375 g de pd de grafite e
1950 unidades da concentra¢dao de enzima
(unidades mL™" ), que corresponde a 200 pL
do extrato enzimatico, em um almofariz com
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pistilo durante 20 minutos. Em seguida, foi
adicionado 0,1848 g de dleo mineral
(aglutinante) e homogeneizada por mais 20
minutos. Logo apds, esta pasta foi embutida
em tubo de vidro de 3 mm de diametro com
contato elétrico de fio de cobre para

Vq
realizacdo das leituras.

As reacgOes que elucidam o mecanismo
catalitico da enzima peroxidase é:

Peroxidase + H,0O, = Composto [ + H,0O (1)

Composto | + AH, = Composto 11 + A® (2)

Composto Il + AH, = Peroxidase + AH" + H,0 (3)

O processo catalitico da enzima se inicia
com a reacdo de seu sitio ativo com o H,0,. 0
H,0, é reduzido produzindo o composto |,
uma forma intermediaria reativa. Numa
segunda etapa, o composto | oxida uma
molécula fendlica, neste caso o guaiacol,
gerando um substrato radicalar e o composto
Il. Finalmente, o composto Il é reduzido por
uma segunda molécula de guaiacol,
regenerando a peroxidase.'’

Transformagao dos
peroxido de hidrogénio

glicerideos em

Lipase

O glicerideo foi extraido do biodiesel
utilizando-se o método de extracdo segundo
Valdez et al.,** ou seja, 5,0 g de biodiesel
foram colocados em um baldo de separacao e
o glicerideo foi extraido utilizando-se 2,0 mL
de agua destilada e 2,0 mL de heptano. A fase
organica era aquela que continha o glicerideo
ndo reagido. Apds separacao das fases, foi
adicionado o reativo enzimatico presente no
kit comercial da empresa Laborlab para
analise de triglicerideos. As reacbes que
ocorrem sdo apresentadas abaixo:

Triglicerideos

Glicerol Quinase
Glicerol + ATP

Glicerol 3fosfato-Oxidase

Glicerol - 3 - fosfato + 0,

O reativo enzimatico é composto por:
lipase (5000 U L™); glicerol quinase (250 U L°
Y); glicerol 3-fosfato oxidase (1500 U L?) e
ATP (quantidade ndo informada). Apds uso
do kit, os glicerideos presentes no biodiesel
sdo convertidos a perdxido de hidrogénio e,
posteriormente, analisados pelo biossensor
contendo a enzima peroxidase imobilizada.

> Glicerol + Acidos Graxos (Eq. 1)
> Glicerol - 3 - fosfato + ADP (Eq. 2)
> dihidroxiacetona + H O, (Eq. 3)

Medida de perdxido de hidrogénio no
biodiesel utilizando-se o biossensor

Para esta analise, utilizou-se a solucdo de
peréxido de hidrogénio formado apods
aplicacdo do kit reativo enzimatico, conforme
descrito anteriormente. O H,0, foi extraido
da fase organica para a fase aquosa
utilizando-se uma solu¢do contendo 6 mL de
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acido acético 0,01 mol L' e 9 mL de
cloroférmio. Foram necessdrias quatro
extragOes para garantia de que todo perdxido
havia sido extraido. Esta etapa foi necessaria,
pois o biossensor ndo conseguiria realizar as
medidas na fase organica, pois poderia haver
a lixiviacdo da pasta de carbono na solucdo
e/ou dano do eletrodo de referéncia.

Como as extra¢des foram realizadas em
meio acido, o pH foi acertado para 6,5 com
acetato de sédio para que ficasse mais
proximo do pH 6timo da enzima. Apds esta

Mendes, R. K. et al.

medida a corrente catddica produzida pela
reducdo do perdxido de hidrogénio com o
biossensor. O mecanismo da reagdo é o
mesmo que o descrito por Uliana et al.®

Como a reacgdo de formagdao do perodxido
de hidrogénio a partir de triglicerideo é 1:1, a
guantidade de perdxido obtida corresponde
estequiometricamente a quantidade de
triglicerideo presente no biodiesel.

A Figura 1 apresenta, na forma de um
fluxograma, as etapas envolvidas na analise

R ) . . de triglicerideos em biodiesel usando o
etapa, foi adicionado guaiacol a solucdo e .
biossensor proposto.
. ~ Extracdo do Al ol Medida do
Biodiesel Conversao pH para 6,5
H,0, do H,0,
contendo do B¢ para
S C biodiesel formado
triglicerideo triglicerideo melhor
~ . para a fase . usando o
nao reagido em H,0, atividade .
aquosa N biossensor
enzimdtica

Figura 1. Fluxograma das etapas realizadas para determinacao de triglicerideo em amostras de
biodiesel usando biossensor eletroquimico

Para comparacdo dos resultados, foi
utilizado o método de cromatografia gasosa
adaptado da norma da ABNT NBR 15344."° O
cromatégrafo usado foi o HP — 5890, coluna
HP-Ultra 2 (25 m x 0,20 mm x 0,33 um). A
rampa de temperatura foi 60 °C a 325 °C. O
gas de arraste foi nitrogénio com vazao de 30
mL/min. A concentracdo do padrio e o
método de extra¢dao usados foram similares
aos descritos por Borin et al.”°

3. Resultados e Discussao

Comportamento do biossensor contendo
extrato enzimatico

Para verificar a eficiéncia do biossensor
desenvolvido a partir de enzima obtida de

extrato vegetal, foram realizadas medidas
voltamétricas do dispositivo apenas em
solucdo tampdo acetato 0,01 mol LY pH6,5e
apds adicdo de 45 mmol L de peréxido de
hidrogénio e 36 mmol L' de guaiacol no
sistema. Figura 2 apresenta os resultados
obtidos.

Na Figura 2, pode-se observar que ha um
aumento significativo dos valores de corrente
gquando o perdéxido de hidrogénio é
adicionado ao sistema. O biossensor, apenas
em solugdao tampdo fosfato, ndo apresenta
resposta considerdvel, indicando que a
extracdo enzimdtica foi realizada de forma
eficiente e que a enzima preserva sua
atividade catalitica quando imobilizada em
suporte sélido.

Rev. Virtual Quim. |Vol 6| |[No.4| |1033-1046|



Mendes, R. K. et al.

Vq

10,0

0,0 4

-10,0 A
g -20,0 -
=
= 30,0 -

-40,0 -

500 - presenca de peroxido de hidrogénio

— tampao acetato pH 6,5
-60,0 T T T T T 1
-400 -300 -200 -100 0 100 200
E/mV

Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos do comportamento do biossensor na auséncia e na
presenca de peréxido de hidrogénio em solugdo tamp3o acetato 0,1 mol L™ pH 6,5 contendo
36 mmol L™ de guaiacol

Estudo da influéncia da concentragdao da
enzima na resposta do biossensor

Este estudo inicia o processo de
otimiza¢do das condi¢des experimentais do
sistema. A concentragdo da enzima
peroxidase no desenvolvimento do
dispositivo € um parametro importante. De
maneira geral, baixas concentragdes de
enzima ndo sdo suficientes para completa
reacdo eletrocalitica. No entanto, altas
concentragbes podem causar problemas
devido a saturagdo do sistema. Assim, foi
realizado este estudo para verificacdo da
quantidade de enzima que fornece o valor
maximo de resposta, que sera utilizada na
constru¢do dos biossensores nos estudos
subsequentes.

Para isso, foram construidos quatro
biossensores com concentracdes distintas de
enzima: 390, 780, 1950 e 3900 U mL™. Os
resultados dessa influéncia podem ser
claramente observados na Figura 3, em
medidas voltamétricas dos biossensores em
solucdo tamp3o acetato 0,01 mol L™ pH 6,5
contendo 45 mmol L' de peréxido de
hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol.

Na Figura 3, observa-se que ha um
incremento da corrente catédica com o
aumento da concentragdo da peroxidase no
dispositivo. No entanto, embora a
concentragdo de 3900 U mL' de enzima
tenha gerado uma resposta maior, verifica-se
um aumento da contribuicdo da corrente
capacitiva nestas condi¢des. Por isso, a
quantidade de 1950 U mL" de enzima foi
selecionada para os biossensores construidos
posteriormente.
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Figura 3. Resultados do estudo da influéncia da concentragdo da enzima na resposta do
biossensor em solucdo tamp3o acetato 0,1 mol L™ pH 6,5 contendo 45 mmol L™ de peréxido de
hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol

Estudo da influéncia da proporgao pé de
grafite/6leo mineral e do pH na resposta do
biossensor

A proporgao de pd de grafite e odleo
mineral na construgdo de biossensor a base
de pasta de carbono é um fator que
influencia no desempenho do dispositivo.
Isso porque muito material aglutinante torna
a pasta fluida e impede que seja inserida de
maneira eficiente no tubo de vidro. Além
disso, o sistema é mais resistivo, o que
diminui a sensibilidade do dispositivo. No
entanto, baixas quantidades de 6leo mineral
tornam a pasta quebradica, permitindo que
sua permanéncia no tubo de vidro seja
dificultada e, desta maneira, a pasta lixivia
para a solucdo. Ja o grafite € um material
condutor e essencial para medidas
eletroquimicas. Porém, baixos teores ndo
permitem boa condugdo do  sinal,
interferindo de maneira direta na resposta do
dispositivo.

A resposta dessa influéncia foi estudada
para qguatro  biossensores  contendo
proporcdes distintas de pd de grafite/dleo

mineral (m/m): 90:10%, 75:25%, 50:50% e
45:65%, respectivamente. As medidas
voltamétricas foram realizadas em solucdo
tampdo acetato 0,01 mol Lt pH 6,5 contendo
45 mmol L de peréxido de hidrogénio e 36
mmol L™ de guaiacol. O melhor resultado
obtido foi o contendo 90:10% (grafite:6leo
mineral), no qual a concentragdo de grafite é
maxima. No entanto, esta propor¢do nao foi
escolhida por causa da dificuldade de
manuseio da mesma, ja que a pasta esfarela
por falta de aglutinante. Por isso a proporg¢ao
selecionada para os estudos posteriores foi a
de 75:25%, ja que possui uma boa
consisténcia e facilidade para manipulagao.

A escolha do pH étimo do biossensor é
importante, pois é um fator que influencia no
desempenho do dispositivo. Isso porque o pH
muito acido ou muito bdsico pode causar a
perda da atividade enzimatica, pois afeta os
grupos ionizaveis da estrutura da enzima,
influenciando na resposta eletrocatalitica do
biossensor’. A resposta dessa influéncia foi
estudada para o biossensor em solugdo
tamp&o acetato/acetato de sédio 0,01 mol L?
em pHs que variaram de 3,0 a 7,0. Os
resultados obtidos podem ser observados na
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Figura 4 com medidas voltamétricas em
solucdo contendo 45 mmol L™ de peréxido de
hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol.

Na Figura 4, pode-se observar que ha um
incremento na resposta voltamétrica com o
aumento do pH do meio, até pH igual a 6,5,
no qual o valor de corrente catddica é
maxima. Embora na literatura seja
encontrado trabalhos relatando o pH de 7,0
como o mais adequado para a enzima
peroxidase usando-se tampao fosfato, o
mesmo ndo foi obtido em tampao acetato,
muito provavelmente porque, em pH 7,0,

Vq

esta solucdo perde a sua capacidade
tamponante, uma vez que o pK, do tampao é
de 4,75. Assim, o pH de 6,5 foi escolhido para
ser usado nos experimentos subsequentes.

Estudos também foram realizados para
avaliar o efeito da concentra¢do de guaiacol
no meio, usando voltametria ciclica e
mantendo-se a concentracdo de perdxido de
hidrogénio  constante. Os  resultados
demonstram (dados ndo apresentados) que a
melhor resposta foi com a concentracdo de
36 mmol L™ do composto fendlico e, por isso,
foi selecionada nos experimentos.
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Figura 4. Resultados do estudo da influéncia do pH na resposta eletroquimica do biossensor
em solugdo tamp3o acetato 0,1 mol L™ nos pHs de 3 a 7,0 contendo 45 mmol L™ de perdxido
de hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol

Estudo da repetibilidade e
reprodutilidade do biossensor

A repetibilidade de medida é uma
caracteristica importante para um
instrumento de medicao, tendo em vista que
representa a capacidade que este possui de
dar a minima variacdo no valor do sinal, para

mais de uma medida, nas mesmas condi¢des
experimentais. A repetibilidade de medida do
biossensor foi testada através da reproducdo
do experimento por cinco vezes nas mesmas
condi¢des: solugdo tampao acetato 0,01 mol
L™ pH 6,5 contendo 45 mmol L™ de perdxido
de hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol. Os
resultados sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores das correntes obtidas para um unico biossensor e cinco medi¢Ges em
solucdo tamp3o acetato pH 6,5 contendo 45 mmol L™ de perdxido de hidrogénio e 36 mmol L™

de guaiacol

Medida

Corrente (pA)

1

20,0

19,8

19,3

19,2

b iwWIN

19,5

O DPR dos valores obtidos neste estudo
foi de 1,7%, considerado muito bom ja que
ndo ultrapassou 9%, que é comumente aceito
para um biossensor construido a partir de
extratos vegetais. Os resultados mostram que
o biossensor apresentou excelente precisao
nas suas medidas.

A reprodutibilidade é também uma
caracteristica importante, ja que avalia se
diferentes biossensores preparados nas
mesmas condicdes experimentais fornecem a
mesma resposta voltamétrica. E comum e
insatisfatério que biossensores preparados

em dias diferentes fornecam respostas
distintas nas mesmas condicdes de analise. A
reprodutibilidade foi avaliada, analisando-se
a resposta de 3 biossensores, construidos
com o mesmo procedimento e nas mesmas
solucoes de medida, ou seja, tampao acetato
0,01 mol L™ pH 6,5 contendo 45 mmol L™ de
peréxido de hidrogénio e 36 mmol L' de
guaiacol. Para este estudo foram
consideradas fontes enzimaticas extraidas de
nabos obtidos em dias diferentes. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores das correntes medidas para cada biossensor em solugao tampao acetato
pH 6,5 contendo 45 mmol L™ de perdxido de hidrogénio e 36 mmol L™ de guaiacol

Biossensor

Corrente (pA)

1

20,022

2

20,019

3

20,011

O desvio padrdo relativo (DPR) obtido no
estudo da reprodutibilidade foi de 0,028%,
valor muito baixo e considerado muito bom,
demonstrando que mesmo que se usem
biossensores distintos, as analises sdo
confidveis. Além disso, cabe ressaltar que os
nabos usados como fonte enzimatica nao
foram os mesmos, mostrando que a
quantidade de peroxidase nesses vegetais
permanece praticamente constante, desde
que sejam obtidos de mesmo solo de plantio,
como neste caso. Para vegetais adquiridos de
lugares distintos, um novo estudo deve ser
realizado para a verificacdao da influéncia da
regido de cultivo na concentragao enzimatica.

Curva de calibragdo

Depois de otimizados todos os parametros
analiticos, foi possivel a obten¢do de uma
curva de calibracdo, que serd utilizada
posteriormente na anadlise do biodiesel. A
curva de calibragdao proposta foi construida
com a introdugdo do eletrodo na solugdo
contendo &cido acético 0,01 mol L™ e acetato
de sddio até pH igual a 6,5, com sucessivas
adicées de perdoxido de hidrogénio e
realizando medidas voltamétricas,
mantendo-se a concentracdo de 36 mmol L™
de guaiacol constante. Depois de concluidas
as medicdes, foi possivel construir a curva de
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calibragdo como mostra a Figura 5. A
resposta voltamétrica é linear entre 5,5 e 55
pumol L de peréxido, com uma equagdo da
reta de y (pMA) = 0,061 x (umol L) +3,285

Vq

(R’=0,997, n=11). O limite de deteccdo
encontrado foi de 4,0 10® mol L?, calculado
de acordo com o método recomendado pela
IUPAC.

7,0

6,5 - y=0,061x+ 3,285

R*=0,997

6,0 -

5,0

1/ nA

4,5

3,5

3,0

0 10 20 30

concentragdo de H,0, / umol L*?

40 50 60 70

Figura 5. Curva de calibragdo obtida com o biossensor em sucessivas adi¢goes de perdxido de
hidrogénio em solucdo tamp3o acetato 0,1 mol L™ pH 6,5 e 36 mmol L™ de guaiacol

Aplicacdo do biossensor para analise de
glicerideos em amostras de biodiesel

Como ndo é possivel a determinacgdo
diretamente da concentracdo de glicerideo
no biodiesel utilizando-se os biossensores, foi
necessario converté-los em uma substancia
que pudesse ser medida com o dispositivo.
Como o biossensor é a base de enzima
peroxidase, uma conversdo interessante seria
do glicerideo em perdéxido de hidrogénio. Por
isso, foi utilizado um kit enzimatico, onde os
glicerideos presentes neste biocombustivel
foram convertidos a perdxido de hidrogénio
e, assim, foi possivel realizar sua medicdo.
Outra consideracdo importante, é que este
biossensor nao pode ser usado em solventes

organicos, pois pode haver lixiviagdo da pasta
de carbono para a solugdo. Como o kit
enzimdtico foi utilizado em solugdo de
heptano, foi necessario realizar um novo
processo de extracao do H,0, para que este
fosse transferido a uma fase aquosa. Este
processo foi realizado utilizando-se uma
mistura de acido acético 0,01 mol L' e
cloroféormio  (3:1). Apds extragdo do
substrato, o pH do meio foi ajustado para 6,5
com acetato de sodio (para melhor atividade
da enzima) e foi adicionado 36 mmol L de
guaiacol. Assim, determinou-se a quantidade
de perdxido presente nesta amostra. As
medidas foram realizadas em triplicata
(curvas superpostas). A Figura 6 apresenta
um dos resultados obtidos.
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Figura 6. Voltamograma da medida de perdxido de hidrogénio na fase aquosa do biodiesel,
que foi formado pela conversado enzimatica do glicerideo nao reagido

A média dos valores de corrente catddica
da andlise em triplicata foi de 6,71 10° A +
0,014 10° Substituindo este valor na
equacdo da reta achamos a concentragdo de
peroxido de hidrogénio na fase aquosa, que
foi de 56.10° mol L. O wvalor da
concentragdo foi convertido em numero de
mols (2,8 107 mols), considerando a célula
eletroquimica com capacidade de 5 mL.
Levando em conta que o biodiesel utilizado
era de dleo de soja e, sabendo-se que um
mol de 6leo de soja contém 874,8 g de
glicerideo®, obtém-se o valor de 2,45 10” g
de glicerideo ndo reagido no biodiesel.
Convertendo-se o valor em porcentagem a
partir da massa de amostra usada (0,5 g),
tem-se o teor de 0,049% (m/m) de glicerideo
nao reagido no biodiesel.

Com a finalidade de comparacdo do valor
obtido com o biossensor proposto, foi feita
andlise de triglicerideo livre utilizando-se
cromatografia gasosa. O valor encontrado foi
de 0,052% (DPR=5,8%).

Como estudos futuros, pretende-se avaliar
a interferéncia de outros contaminantes
nesta andlise, como glicerol produzido e o
alcool usado (metanol), quando em excesso
no biodiesel. Além disso, biodiesel derivado
de outros vegetais, como o de mamona, sera

testado, quanto ao teor de glicerideos

usando o biossensor.

4. Conclusoes

O biossensor proposto se mostrou apto
para a determinagdo de glicerideos nao
reagidos em biodiesel quando comparado
com os teores obtidos com a técnica de
referéncia, que é a cromatografia gasosa.
Além disso, o dispositivo ¢é preciso,
reprodutivel e possui exatiddo das medidas.
O biossensor se mostrou como método
alternativo para esse tipo de determinacdo,
pois é de simples construcdo e utilizacdo e,
principalmente, possui baixo custo.

Embora envolva processos de extragdo
para que a analise possa ser realizada com o
dispositivo, ainda assim é considerado como
parte da Quimica Verde, pois os residuos
podem ser reutilizados por destilagdo dos
solventes e ndo gera outros residuos nocivos
ao ambiente. Além disso, a quantidade de
amostras e reagentes utilizados é bem baixa,
especialmente quando comparada aos
métodos de titulacdo, espectroscdpicos ou
mesmo cromatograficos.
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