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IMMOBILIZATION OF LACCASE IN MICROPARTICLES OF CHITOSAN OBTAINED BY SPRAY DRYING AND USED IN
THE BIOSENSORS CONSTRUCTION. Biosensors based on laccase immobilized on microparticles of chitosan crosslinked with
tripolyphosphate (biosensor I) and glyoxal (biosensor II) obtained by spray drying for the determinations of rutin in pharmaceutical
formulations were developed. Under optimized operational conditions (pH 4.0, frequency of 30 Hz, pulse amplitude of 40 mV and

scan increment of 2.0 mV) two analytical curves were obtained for both biosensors showing a detection limit of 6.2x10* mol L' for

biosensor (I) and 2.0x10"* mol L' for biosensor (II). The recovery of rutin from pharmaceutical sample ranged from 90.7 to 105.0%

and the lifetime of these biosensors were 4 months (at least 400 determinations).

Keywords: spray dryer; microparticles; biosensor.

INTRODUCAO

A técnica de spray drying tem sido utilizada em diversos seg-
mentos industriais devido a rdpida e eficiente secagem de alimentos,
produtos farmacéuticos, entre outras substancias.! Além do processo
de desidratacdo € amplamente usada para microencapsulagdo de
produtos farmacéuticos aplicados em sistemas de liberagdo contro-
lada de drogas.'* Na inddstria alimenticia, a microencapsulagio é
empregada principalmente para melhorar a estabilidade dos alimen-
tos, aumentando o tempo de armazenamento e mantendo o valor
nutritivo.'* A técnica oferece diversas vantagens, tais como baixo
custo de operacdo, alta qualidade das microparticulas produzidas,
capacidade de processar diversas matérias-prima, produgdo de mi-
croparticulas com elevada drea superficial, processo de etapa tnica
e apresenta flexibilidade na formulagdo do material empregado.'”
Entre as principais desvantagens pode ser citada a limitagdo na es-
colha do encapsulante que, preferencialmente, deve apresentar baixa
viscosidade em altas concentracdes. Os fatores de formulag@o e os
parametros selecionados no equipamento determinam as propriedades
das microparticulas produzidas. Entre os polimeros mais usados
na producio de microparticulas por spray drying podem ser citados
quitosana, quitina, dextrana, albumina, coldgeno, celulose e derivados,
amido e derivados, pectina, alginato, cloreto de polivinila e polime-
tilacrilato.** O processo por spray drying consiste na nebulizago de
materiais no estado fluido (solucéo, emulsdo ou pasta) dentro de uma
camara submetida a uma corrente controlada de ar quente. O contato
das goticulas produzidas com o ar quente promove a evaporacdo do
solvente, obtendo-se o material em po.'

Enzimas imobilizadas t€ém sido amplamente empregadas em
inddstrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias, por favorecerem
principalmente a reutilizagdo e aumentarem a estabilidade, dimi-
nuindo assim os custos do processo. Suportes como microesferas
poliméricas sdo alternativas favordveis para imobilizacdo de enzimas,
pois apresentam facilidade na obtengdo, sdo produzidas com uma
grande variedade de composicdes e podem ser modificadas por di-
versos métodos de ativagio. Além disso, as microesferas apresentam
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grande drea superficial e, dependendo do processo de reticulagio
do polimero, podem apresentar maior porosidade, aumentando a
capacidade para imobilizagdo de enzimas.”® A quitosana, (B(1-4)-2-
amino-2-deoxi-D-glicose), possui um grupo amino primdrio e dois
grupos hidroxila livres em cada unidade glicosamina, que podem ser
modificados por agentes reticulantes.®'* Ligagdes do tipo base de
Schiff sdo formadas entre os grupos amino da quitosana e os grupos
aldeidos de agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, glioxal, D,L.
gliceraldeido, formaldeido, entre outros.®!* Tem sido demonstrado
que as imobiliza¢des de enzimas por ligacdo covalente aumentam a
resisténcia a desnaturagdo em condigdes extremas de pH, temperatura
ou, ainda, em alguns casos, em presenca de solventes organicos.”$
Outro processo de ativa¢do da quitosana ¢ realizado em meio aci-
do, sendo os grupos amino da quitosana protonados e essas cargas
positivas formadas podem interagir com diversos anions como, por
exemplo, tripolifosfato de sédio, sulfato de sédio, citrato de sédio,
alginato de sédio, entre outros.®’

Aslacases (EC 1.10.3.2) pertencem a classe das oxiredutases e sdo
encontradas em plantas, insetos, bactérias e fungos. Embora os centros
de cobre sejam similares para todas as lacases de fungos, diferencas sig-
nificativas sdo observadas nas propriedades termodinimicas e cinéticas
em fun¢io do microorganismo de origem."*!"” As lacases sdo usadas em
diversas aplicacdes industriais, incluindo biorremediagao, clarificagdo
de vinho, andlise de drogas, produgdo de etanol e constru¢do de bios-
sensores.'3!? Vdrios biossensores contendo lacase imobilizada tém sido
desenvolvidos para a determinacdo de compostos fenélicos.*>*

A rutina, Figura 1, € um derivado de flavona e como resultado da
atividade farmacoldgica € empregada em farmacos de efeito antiinfla-
matdrio, antitumor, antialérgico, antiviral, entre outras propriedades.”%
Diversos procedimentos s3o empregados para a determinagdo deste
flavonéide, entre eles os métodos espectrofotométricos,”* eletroforese
capilar’* e os eletroquimicos.*** Os métodos espectrofotométricos
tém sido usados para a determinagio individual de rutina e também
simultdnea de outros flavonédides.?®3° Os métodos eletroquimicos
utilizando biossensores apresentaram boas figuras de mérito para a
determinacao de flavonéides em produtos farmacéuticos.**

O presente trabalho teve como objetivo imobilizar a lacase em
microparticulas de quitosana reticuladas com glioxal e com tripoli-
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Figura 1. Estrutura quimica da rutina

fosfato de sddio (TPP) obtidas por spray drying, visando a construcio
de biossensores para determinacio de rutina em produtos farmacéu-
ticos. Apds imobilizacio, os suportes contendo lacase foram usados
na construcio de biossensores e parametros analiticos, tais como
concentracdio da enzima, pH e os de voltametria de onda quadrada
(freqiiéncia, amplitude de potencial e incremento), foram investiga-
dos. A resposta e a eficiéncia dos biossensores desenvolvidos foram
verificadas na determinac@o de rutina em produtos farmacéuticos.

PARTE EXPERIMENTAL
Solucoes e reagentes

Reagentes de grau analitico foram usados para preparar as solu-
¢Oes. Lacase (Aspergillus oryzae) obtida da Novozymes® (Denilite®
II BASE), p6 de grafite da Fisher Scientific (particula < 50 um e >
99,5%) e Nujol da Aldrich foram empregados para construcio dos
biossensores.

Tripolifosfato de sédio (TPP) e glioxal foram obtidos da Sigma
e usados para a reticulagdo da quitosana. A quitosana foi obtida da
Sigma, com grau de desacetilacio de 85%. Acido 2,2"-Azino-bis
(3-etilbenzetiazolino-6-sulfonico) (ABTS) usado para determinacéo
da atividade da lacase, cloreto de sédio, amido, polietilenoglicol,
estearato de magnésio, lactose e sacarose foram obtidos da Sigma.

Solugdes tampao acetato 0,1 mol L' (pH 3,0 a 5,0) e solugdes
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 6,0 a 8,0) foram preparadas. Solugio
estoque de rutina 2,0x10* mol L' foi preparada em etanol e tampao
acetato 0,1 mol L', pH 4,0 na proporg¢ao 30:70% (v/v), respectivamen-
te. Solugdes padréo de 2,0x107 a 1,3x10° mol L' foram preparadas
pela dilui¢do apropriada da solugdo estoque com tampao acetato 0,1
mol L', pH 4,0.

Equipamentos e eletrodos

As medidas espectrofotométricas para a determinagdo de ati-
vidade da lacase foram obtidas usando-se um espectrofotometro
B572 (Micronal) e cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho 6ptico.
As microesferas de quitosana reticuladas com TPP e glioxal foram
obtidas usando-se um mini spray dryer (Biichi® B-191, Suica). A
morfologia das microesferas de quitosana reticulada foi examinada
por microscopia eletronica de varredura em um microscépio da
Philips (Modelo XL 30).

As medidas de voltametria de onda quadrada foram obtidas
utilizando-se um potenciostato/galvanostato da Autolab modelo
PGSTAT12 e uma célula de vidro com capacidade aproximada de
15 mL. Os biossensores (I) e (II) contendo lacase imobilizada em
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microparticulas de quitosana reticuladas com TPP e glioxal, respec-
tivamente, foram usados como eletrodos de trabalho. Uma placa de
platina com drea de 0,5 cm? foi usada como contra-eletrodo e como
eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de prata-cloreto de
prata, Ag/AgClI (KC1 3,0 mol L).

Determinacio da atividade da lacase

A atividade da lacase livre foi determinada usando-se o ABTS
como substrato, sendo o produto da reacdo enzimdtica medida em
420 nm. Neste método empregaram-se 2,8 mL de ABTS 0,5 mmol e
0,2 mL de lacase em tampdo acetato 0,1 mol L', pH 5,0. Uma uni-
dade de atividade da lacase € definida como a quantidade de enzima
necessdria para oxidar 1 pumol de ABTS por minuto.**%

Obtencio das microparticulas de quitosana reticuladas com
TPP ou com glioxal

Para a obtengdo das microparticulas de quitosana reticuladas
com TPP, foram adicionados 10 mL de TPP 2% (m/v) em 100 mL
de quitosana 1% (m/v) dissolvido em dcido acético 5% (v/v). Da
mesma forma, adicionou-se 1,0 mL de glioxal 40% (v/v) em 100 mL
de solugdo de quitosana 1% (m/v). A seguir, cada solucio foi homo-
geneizada durante 30 min com agita¢io mecanica e nebulizada por
spray dryer com temperatura de entrada de 180 °C, fluxo do ar de 7%
(2 mL/min), taxa de aspiracdo de 500 NL/h e pressao do ar de 5 kg/
cm?. As emulsdes de quitosana contendo TPP e glioxal foram obtidas
por spray drying separadamente e as microparticulas obtidas foram
usadas na construcao dos biossensores (I) e (II), respectivamente.

Imobilizacio da lacase e construcio dos biossensores

As microparticulas de quitosana reticuladas foram usadas como
suporte sélido para imobiliza¢do da lacase. Foram adicionadas aliquotas
de 10 a 50 uL de lacase (0,14 a 0,68 unidades mL") sobre 0,1 g de
microparticulas de quitosana. Apds 2 h de imobilizagdo com agitagdo
manual, os suportes foram lavados com solugdo tampao acetato 0,1 mol
L' (pH 5,0), para remover o excesso de enzima. Apds secos, os suportes
contendo lacase imobilizada foram armazenados em dessecador.

Os biossensores foram construidos a partir da maceragio, por
20 min, de 375 mg de p6 de grafite e 50 mg de microparticulas de
quitosana previamente reticuladas contendo 0,55 unidades mL ' de
lacase imobilizada. Em seguida, adicionaram-se 75 mg de Nujol e
macerou-se por mais 20 min. A pasta obtida foi transferida para uma
seringa de 1 mL e um fio de cobre foi usado como contato elétri-
0. Os biossensores foram armazenados a temperatura ambiente
e aplicados como eletrodos de trabalho.

Medidas eletroquimicas e aplicacdo dos biossensores

As medidas de voltametria de onda quadrada foram realizadas
varrendo-se o potencial de + 0,60 a+ 0,10 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol
L. Os estudos de freqiiéncia (10 a 100 Hz), amplitude de potencial
(10 2 100 mV) e incremento (10 a 100 mV) foram investigados.

Os biossensores construidos foram utilizados na determinago de
rutina em produtos farmacéuticos (amostras A, B e C). Inicialmente,
foram triturados 10 comprimidos, pesados em triplicata (50 mg) e
dissolvidos em solugdo tampao acetato 0,1 mol L', pH 4,0 e etanol
na proporg¢do 70:30% (v/v), respectivamente. Quando necessdrio, as
amostras foram sonificadas em banho de ultra-som durante 5 min e
filtradas. Para a amostra liquida (C), 1,0 mL do produto farmacéutico
foi diluido em 50 mL de solucéo contendo etanol:tampao acetato 0,1
mol L', pH 4,0 (30:70% v/v).
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O método de adicdo de padrio foi usado para determinar o teor
de recuperacio e a concentracio de rutina nos produtos farmacéuti-
cos. Neste estudo, 1,0 mL das solugdes de cada amostra comercial
foi transferido para uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL
de solucdo tamp@o acetato 0,1 mol L', pH 4,0. Em seguida, foram
realizadas sucessivas adi¢des da solug¢do de rutina padrdo. Apos
cada adi¢@o, foram registrados os voltamogramas de onda quadrada
no intervalo de potencial de + 0,60 a + 0,10V, freqiiéncia de 30 Hz,
amplitude de potencial de 40 mV e incremento de 2,0 mV. Todas
as medidas usando os biossensores propostos foram realizadas em
triplicata. Com objetivo de comparar os valores obtidos de rutina nos
produtos farmacéuticos usando os biossensores propostos, foi usado
o método espectrofotométrico da AOAC™* que emprega solugio de
acido acético:etanol na propor¢do 10:90% (v/v) e detecciio em com-
primento de onda de 366 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia das microparticulas de quitosana reticuladas com
TPP ou com glioxal

As microparticulas de quitosana reticuladas com TPP e glioxal
foram obtidas por spray drying e a morfologia examinada por micros-
copia eletronica de varredura (MEV), como mostradas nas Figuras
2a e 2b, respectivamente.

As microparticulas reticuladas com TPP, Figura 2a, apresentaram
morfologia ndo esférica com cavidades e tamanho variando de 3,0
a 8,9 um e foram empregadas como suporte para imobilizacido da
lacase e construgdo do biossensor (I). Shu e Zhu* obtiveram micro-
particulas de quitosana reticuladas com TPP com morfologia similar
as obtidas neste trabalho.

As microparticulas de quitosana reticuladas com glioxal,
Figura 2b, apresentaram superficie lisa, forma esférica com tama-
nho variando de 0,9 a 6,7 um e foram usadas como suporte para
imobilizac¢do da lacase e constru¢do do biossensor (II). Micro-
particulas com tamanho e morfologia similares foram reportadas
por Desay e Park.*’ O processo de reticulagdo da quitosana é de
grande importancia, pois, além de promover a formacio de uma
rede polimérica na qual a enzima pode estar covalentemente ligada
e/ou entrapeada, previne o intumescimento das microparticulas
de quitosana em solugdes aquosas,*' favorecendo uma maior es-
tabilidade da enzima imobilizada.

A morfologia ndo esférica observada para microparticulas de
quitosana reticuladas com TPP estd relacionada principalmente com
a concentracdo e natureza do agente reticulante.** Esse comporta-
mento foi comprovado por alguns pesquisadores,*“® que realizaram
estudos sistematicos variando a concentra¢do deste agente de reticu-
lacdo e verificaram que microparticulas de quitosana reticuladas com
TPP em excesso, obtidas por spray drying, apresentaram morfologia
similar as apresentadas neste trabalho.

Imobilizacao da lacase em microesferas de quitosana
reticuladas com TPP ou com glioxal

As propriedades e a eficiéncia das enzimas imobilizadas sdo de-
pendentes principalmente do tipo de suporte empregado no processo da
imobilizacdo. A quitosana é um polissacarideo de origem natural que
apresenta diversas caracteristicas, tais como facilidade para formagao
de gel, hidrofébica, biodegradavel, biocompativel, antibactericida,
mucoadesiva, entre outras. Além disso, possui grupos funcionais que
sdo susceptiveis a modificagdes quimicas, facilitando a imobilizacdo
de enzimas. A reticulacdo da quitosana e a imobilizacdo de enzimas
neste suporte sdo amplamente reportadas na literatura,'*-1442-44
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das microparticulas
de quitosana obtidas por spray drying, reticuladas com: (a) tripolifosfato de
sodio (TPP) e (b) glioxal

A Figura 3 mostra uma proposta da imobilizacdo da lacase em
quitosana (a) reticulada com TPP (b) baseada na literatura.'0-144-4
O TPP € um fon pentavalente e reage com a quitosana formando
ligagdes idnicas entre as cargas negativas dos oxigénios do TPP
(P,0,,%) com os grupos amino protonados da quitosana (NH,*) em
valores de pH menores que 6,5, obtendo-se a estrutura representada
em (c). Sugere-se que neste processo a lacase (d) esteja entrapeada
entre as liga¢des i0nicas da quitosana e do TPP, resultando na estrutura
apresentada em (e).

Os grupos amino da quitosana (a), Figura 4, reagem com os grupos
carbonilas ativos do glioxal (b), gerando o-hidroxi-aminas mostrados
nas estruturas representadas em (c, d). As o-hidroxiaminas derivadas
de aminas primdrias sofrem, usualmente, desidratagdo espontanea em
meio 4cido, para gerar iminas substituidas ou ligagdes do tipo base
de Schiff!*144>4 (¢), gerando uma rede polimérica entre a quitosana
e o glioxal (f). A lacase (g) pode estar ligada ao suporte de quitosana
reticulada com glioxal por ligagdes covalentes dos grupos amino da
enzima, com os grupos aldeidicos do glioxal que ndo reagiram e ainda
se encontram entrapeados nos espacos intersticiais formados entre o
biopolimero e o glioxal, como mostra o esquema (h).

Otimizacao dos biossensores

Os biossensores contendo a enzima lacase imobilizada em micro-
particulas de quitosana reticuladas foram otimizados, estudando-se a
composicao da pasta de carbono (grafite/Nujol), o efeito da concentra-
¢do da enzima, pH e os parAmetros da voltametria de onda quadrada
(freqiéncia, amplitude de potencial e incremento).

A composi¢do de grafite/Nujol na constru¢do dos biossensores
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Figura 4. Esquema proposto para imobilizacdo da lacase em quitosana reticulada com glioxal

foi avaliada a partir da propor¢ao de 65/25; 70/20; 75/15; 80/10%
(m/m) de grafite/Nujol e mantendo-se constante o percentual de
10% de microparticulas de quitosana (contendo 5,5 unidades mL!
de lacase). Ap6s construcdo, a resposta dos biossensores foi estudada
medindo-se a corrente resultante por voltametria de onda quadrada
em solucdo de rutina 5,8x10° mol L. O maior sinal analitico foi
obtido empregando-se os biossensores (I) e (II) com composi¢do de
75/15/10% (m/m) de grafite/Nujol/lacase imobilizada em quitosana
reticulada. Sendo assim, essa composicio de pasta de carbono foi
selecionada para a construcao e aplicagdo dos biossensores.

A atividade da lacase livre foi determinada pelo método espec-
trofotométrico.® Apés este estudo, foi possivel avaliar a resposta
dos biossensores construidos a partir de diferentes concentragdes da
enzima (0,14; 0,27; 0,41; 0,55 e 0,68 unidades mL' de lacase) imo-
bilizada na quitosana. As maiores respostas analiticas utilizando-se
a voltametria de onda quadrada foram obtidas para os biossensores
contendo 0,55 unidades mL™! de lacase, sendo esta concentracdo de
enzima selecionada para constru¢io dos biossensores.

O efeito do pH, no intervalo de 3,0 a 8,0, sobre a resposta dos bios-
sensores foi estudado em solugéo de rutina 2,0x10° mol L. A maior
resposta analitica foi obtida em solug@o tampao acetato com pH 4,0,
sendo selecionada essa solucao tampao para os estudos posteriores.

Os parametros da voltametria de onda quadrada, importantes para
a otimizag@o dos biossensores, foram avaliados usando-se solugdo
de rutina 2,0x10° mol L' em tamp@o acetato (0,1 mol L'; pH 4,0).

A freqiiéncia (f) de aplicag@o dos pulsos de potencial de 10 a 100 Hz
foi investigada e o sinal analitico (corrente resultante) aumentou até
30 Hz, permanecendo constante em valores maiores. Sendo assim,
este valor de freqiiéncia foi selecionado para os estudos posteriores.
Em seguida, a amplitude (a) do pulso do potencial foi investigada no
intervalo de 10 a 100 mV e a maior resposta analitica foi obtida em
40 mV, sendo este valor utilizado nos estudos subseqiientes. O efeito
do incremento (AE) de potencial de 1 a5 mV também foi investigado
e o maior sinal analitico foi obtido em 2 mV, sendo este valor selecio-
nado para o desenvolvimento deste trabalho. Na voltametria de onda
quadrada a velocidade efetiva € o resultado do produto da freqiiéncia
de aplicacdo dos pulsos de potencial (f) pelo incremento de varredura
de potencial (AEs). Um incremento de varredura maior pode aumentar
o sinal analitico obtido e, em muitos casos, a sensibilidade do método,
mas por outro lado, pode proporcionar alargamentos nos picos obti-
dos e, conseqiientemente, diminuir a resolu¢do do método. Um bom
compromisso foi alcancado com incrementos de potencial de 2 mV.
A Tabela 1 resume os pardmetros analiticos investigados e os maiores
valores encontrados na otimizag@o dos biossensores (I) e (II).

Voltamogramas de onda quadrada e curvas analiticas dos
biossensores

Os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos utilizando-se
os biossensores (I) e (II) e as medidas foram realizadas no intervalo de
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Tabela 1. Parametros experimentais investigados para otimiza¢io
dos biossensores I e 1T

Pardmetros experimentais Faixa estudada Valor selecionado

Lacase (unidades mL") 0,14 - 0,68 0,55
pH 3,0-8,0 4,0
Freqiiéncia (Hz) 10 - 100 30
Amplitude de potencial (mV) 10 - 100 40
Incremento (mV) 1,0-5,0 2,0

potencial de +0,6 a+0,1 mV, nas condigdes previamente otimizadas. As
correntes resultantes registradas apds sucessivas adi¢des de rutina padrao
usando os biossensores propostos apresentaram um pico em + 0,35V vs
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L'!), como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor (I):
(a) em tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 4,0) e adi¢des de rutina padrao (b)
6,0x107; (c) 9,9x107; (d) 1,9x10°; (e) 2,9x10°; (f) 3,92x10°; (g) 5,82x10°; (h)
7,7x10°%; (i) 9,95x10°; (j) 11,3x10°; (1) 13,1x10° mol L. Biossensor (Il): (a)
em tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 4,0) e adi¢ées de rutina padrao (b) 2,0x107;
(c)6,0x107; (d) 9,9x107; (e) 1,9x10°5; (f) 2,9x10°%; (g) 3,92x10°; (h) 5,82x10°;
(i) 7,7x10°; (j) 9,95x10°; (1) 11,3x10°%; (m) 13,1x10°mol L. Amplitude de
potencial de 40 mV, freqiiéncia de 30 Hz e incremento de 2,0 mV

As curvas analiticas mostradas na Figura 6 foram construidas
a partir das correntes resultantes vs concentragdo de rutina. O bios-
sensor (I) apresentou duas faixas lineares para rutina: (1) 6,0x107 a
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Figura 6. Curvas analiticas para rutina obtidas com os biossensores (I) e (1I)

3,9x10°mol L' (Al = 0,715 + 3,175x10° [rutina], r=0,9995) ¢
(2) 5,8x10° a 1,3x10° mol L' (Al = 9,850 + 7,706x10° [rutina],
r=0,9998), com LD 6,2x10-* mol L"!. Da mesma forma, o biossensor
(IT) apresentou duas faixas lineares correspondendo as seguintes
concentracdes de rutina: (1”) 2,0x107 a 3,9x10° mol L' (AI=0,034
+ 4,064x10°[rutina]; r=0,9995) e (2°) 5,8x10° a 1,3x10° mol L'
(AI=12,841 + 7,758 x10° [rutina]; r=0,9998), com limite de detecgio
de 2,0x10® mol L.

Os biossensores desenvolvidos apresentaram duas faixas lineares,
e como pode ser observado nesta figura, o biossensor (II) apresentou
uma maior inclinagio da curva analitica no primeiro seguimento line-
ar, e mesma inclinacio no segundo segmento. A maior sensibilidade
observada para este biossensor pode ser em decorréncia da eficiéncia
na formagao da rede polimérica altamente organizada entre a quitosa-
na e o glioxal, onde a enzima pode estar confinada e/ou imobilizada
por liga¢des covalentes.”®** Além disso, as microparticulas obtidas
no processo de reticulaciio usando o glioxal apresentaram uma mor-
fologia esférica e, possivelmente, uma maior drea superficial quando
comparada com as particulas obtidas pelo processo de reticulacio
da quitosana com TPP. Porém, como a regido linear das duas curvas
analiticas foi praticamente a mesma, possivelmente foi imobilizada a
mesma concentracao da enzima lacase nos dois suportes de quitosana.
O fato dos biossensores apresentarem duas faixas lineares pode estar
relacionado com a saturagdo dos sitios ativos da enzima imobilizada
na superficie e no interior das microparticulas e/ou com a acessibi-
lidade diferenciada do analito nas microparticulas. Os biossensores
desenvolvidos a partir da reticulacdo da quitosana com TPP e com
glioxal, contendo lacase imobilizada, apresentaram maior estabilidade
e sensibilidade, quando comparados com os biossensores empregando
quitosana reticulada com outros agentes de reticulacdo.!®!?

Repetibilidade, reprodutibilidade entre sensores, estabilidade e
seletividade

O estudo da repetibilidade foi feito individualmente, utilizando-
se os biossensores propostos e 9 medidas sucessivas em solugdo de
rutina 2,0x10°mol L' em tampao acetato 0,1 mol L' (pH 4,0) foram
obtidas. O desvio padrio relativo encontrado foi menor que 1,0% para
os biossensores construidos.

Para avaliar a reprodutibilidade entre os sensores, trés biossen-
sores foram construidos para cada procedimento de reticulagido da
quitosana com subseqiiente imobilizagdo da lacase. As medidas fo-
ram obtidas em triplicata em soluco de rutina 2,0x10°mol L' e em
tamp3o fosfato 0,1 mol L', pH 4,0. O desvio padrio relativo (RSD)
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Tabela 2. Biossensores contendo lacase para determina¢do de compostos fendlicos

Eletrodo Substrato Linearidade (mol L) LD (mol L) Estabilidade(dias) Ref
Platina Catecol 1,0x107 a 11x107 - 38 42
Catequina 1,0x10” a 6,0x10 - 38
Acido caféico 1,0x10° a 8,0x10° - 38
Carbono vitreo Catecol 0,5x107 a 8,0x10* 0,3x10° 60 43
Guaiacol 1,0x10°a 10x10° 1,1x107 - 44
Carbono vitreo
Cloroguaiacol 1,0x10%a 10x10° 2,3x107 45
Carbono vitreo Hidroquinona 1,0x107 a 3,0x10°¢ 3,5x10°® -
Pasta de carbono Rutina 6,0x107 a 1,3x10° 6,2x10% 120 Biossensor (1)
proposto
. : . . Biossensor (I)
Pasta de carbono Rutina 2,0x107a 1,3x10° 2,0x10® 120

proposto

de 3,0 e 3,3% foi encontrado para os biossensores (I) e (II), respec-
tivamente. Os resultados obtidos indicam uma boa reprodutibilidade
entre a construcdo dos biossensores empregando lacase imobilizada
em microparticulas de quitosana reticuladas com TPP ou glioxal.

No estudo da estabilidade, cada biossensor foi armazenado a
temperatura ambiente e testado de 15-15 dias por um periodo de
120 dias (400 determinagdes). Apos este periodo os biossensores
propostos mantiveram 93% da sua resposta inicial.

Para avaliar o efeito de substancias concomitantes presentes nas
amostras foi verificada a influéncia de algumas substancias comumente
encontradas em formulagdes farmacéuticas, tais como cloreto de sédio,
amido, polietilenoglicol, estearato de magnésio, lactose e sacarose indi-
vidualmente, usando-se os biossensores propostos nas proporgdes mo-
lares de 0,1; 1,0 e 10,0 em relagéo a rutina 2,2x 10 mol L'! em tampdo
fosfato 0,1 mol L (pH 4,0). Nenhuma dessas substancias investigadas
causou interferéncia na resposta analitica dos biossensores.

Biossensores contendo lacase foram amplamente desenvolvidos e
reportados na lituratura.*>*8 A Tabela 2 apresenta alguns parAmetros anali-
ticos como linearidade, limite de detecc@o, estabilidade dos biossensores
contendo lacase imobilizada descritos na literatura e os encontrados no
presente trabalho empregando os biossensores (I) e (II). Como se pode
observar, as figuras de mérito obtidas com os biossensores desenvolvidos
sdo semelhantes as reportados na literatura, ressaltando-se que um maior
tempo de vida € apresentado pelos biossensores propostos.

Estudos de adi¢ao de padrao e aplicacdo dos biossensores

A adicdo miiltipla de padrao € comumente utilizada na quimica
analitica para andlises de diversas amostras por se tratar de um método
versitil e de facil utilizacdo. Além de se determinar o percentual de re-
cuperagdo do analito e verificar o efeito de matriz, € possivel determinar
a concentracdo do analito na amostra. Portanto, neste trabalho, o estudo
de adi¢do de padrdo nos produtos farmacéuticos foi empregado para
confirmar os resultados anteriormente obtidos no estudo dos interfe-
rentes e determinar a concentracao de rutina nas amostras comerciais.
Neste estudo, as concentracdes 14,41; 21,61 e 28,82 mg L' de rutina
padrdo foram adicionadas nas amostras dos firmacos. A cada adig¢do
foram registrados os voltamogramas de onda quadrada e a partir do A/
de cada voltamograma foi possivel calcular o valor de recuperacao de
rutina padrdo. Os resultados obtidos nestes experimentos, mostrados
na Tabela 3, variaram de 90,8 a 105,0% para o biossensor (I) e de 95,2
a 103,4% para o biossensor (II). Os resultados obtidos confirmam que
o procedimento analitico proposto ndo sofre interferéncia das matrizes
das amostras. A Tabela 4 apresenta uma comparagao dos teores de rutina

Tabela 3. Recuperagdo de rutina padrdo em produtos farmacéuticos
usando os biossensores

Rutina (mg mL™") Recuperagio
Biossensores (%)
Amostra Adicionado
D (I D (ID)
14,41 14,02+0,04 13,72+0,03 97,3 95,2
A 21,62 22,16+0,05 21,20+0,01 102,5 98,1
28,82 28,64+0,03 28,90+0,01 99,4 100,3
14,41 13,69+0,02 14,52+0,05 95,0 100,8
B 21,61 21,62+0,01 21,59+0,03 100,0 99,9
28,82 29,18+0,02 28,79+0,02 101,2 99,9
14,41 13,26+0,04 14,22+0,06 92,0 98,7
C 21,61 19,62+0,02 21,90+0,01 90,8 101,3

28,82 30,27+0,03 29,80+0,05 105,0 1034

Tabela 4. Determinagao de rutina em produtos farmacéuticos usando
os biossensores e 0 método oficial®®

Rutina (mg L") Erro Relativo (%)
Amostra  Método Biossensores
oficial® (1) ) M (In
A 19,8 +0,1 21,1 +0,2 20,1 £0,3 +6,6 +1,5
B 20,8 £0,2 20,8 0,2 19,5 0,1 0,0 -6,3
C 20,4+0,1 21,0 £0,3 19,8 +0,1 +2,9 -3,0

*Método oficial vs biossensores, n=6

nas amostras obtidas empregando-se os biossensores propostos pelo
método de adicio de padrdo e os teores determinados empregando-se
o método espectrofotométrico da AOAC.* Os teores de rutina encon-
trados utilizando o procedimento proposto estdo em boa concordancia
com os teores encontrados empregando-se o método oficial, a um nivel
de confianca de 95% e dentro do intervalo de erro aceitdvel.

CONCLUSOES
As microparticulas de quitosana reticuladas com TPP e glioxal

apresentaram boa eficiéncia como suporte na imobilizagdo da lacase. Os
biossensores contendo lacase imobilizada em microparticulas obtidas
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por spray drying apresentaram resultados satisfatérios na determinagio
de rutina em amostras de produtos farmacéuticos, ndo sofrendo inter-
feréncia dos excipientes encontrados nas matrizes das amostras. Os
sensores desenvolvidos apresentaram linearidade nas mesmas faixas de
concentragio, entretanto, uma comparagao das curvas analiticas, mostra
que o biossensor (II) apresentou maior sensibilidade na primeira regido
linear. Os biossensores propostos apresentaram alta sensibilidade, boa
reprodutibilidade, baixo limite de deteccio, resposta rapida, excelente
estabilidade e simplicidade na construgao.
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