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UTILIZAGAO DE BIOSSENSOR DE ELETRODO DE OURO MODIFICADO PARA DETERMINAGAO
DE RICINA E RICINUS AGLUTININA EM FARELO DE MAMONA!
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RESUMO - O presente trabalho visa o desenvolvimento de um biossensor de eletrodo de ouro
modificado para determinacao de ricina (RCA 60) e ricinus aglutinina RCA (120). Verificou-se que o
biossensor foi satisfatério na detecgdo de RCA 60 e RCA 120, tanto em solugdo tampéo quanto em
farelo de mamona. O dispositivo mostrou-se adequado para averiguagao da qualidade do farelo de
mamona quanto a presenga das lectinas. O Limite de deteccdo encontrado foi de 4 ppm e o Limite de

Quantificagéo foi de 14 ppm.

Palavras-chave- Biossensor, RCA 60, RCA 120, residuo

INTRODUGAO

O potencial de uso da torta de mamona, co- produto gerado em grande quantidade no
processo de producdo do biodiesel, na forma de racédo e tem ganhado incentivos visando a agregagao
de valor. Contudo, dentre outras proteinas encontram-se na torta de mamona: a ricina (RCA 60) e a
ricinus aglutinina (RCA 120), proteinas nocivas a animais. A viabilizagdo da torta de mamona como

racao é feita apos processo de destoxificagdo por diferentes métodos quimicos e fisico-quimicos.

Apos os processos de destoxificagdo, a racdo deve ser submetida a analise quanto a presenca
das lectinas ricina e ricinus aglutinina. Métodos analiticos de deteccdo podem ser empregados para

reconhecer tais lectinas presentes na torta de mamona e assim utiliza-la de forma segura.
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.0 presente trabalho foi dedicado a detecgao das lecticas ricina e ricinus aglutinina em torta de
mamona para futuro uso agro-industrial, utilizando biossensor eletroquimico. Neste sentido,
primeiramente, purificamos estas duas lectinas e posteriormente, estudamos a resposta do biossensor

desenvolvido.
Ricina (RCA 60) e Ricinus aglutinina (RCA 120)

A ricina € a proteina toxica presente em maior quantidade na torta de mamona e pequena
quantidade desta proteina pode levar animais e ser humano a 6bito em pouco tempo apds a sua
ingestao. A ricina é uma proteina inativadora de ribossomos (RIPs) do tipo I, heterodimérica, com a
enzima inibidora de ribossomo (~32 kDa, cadeia A ou RTA) ligada por ponte dissulfeto a uma lectina
galactose (~34 kDa, cadeia B ou RTB) (Lord et al., 1994). As doses letais de ricina para animais € em
torno de 1 mg/kg (1 ppm) (Eiklid et al., 1980). No intuito de garantir o uso seguro da torta de mamona
como ragdo é recomendado anélise de amostras quanto a presenga de ricina e ricinus aglutinina a
cada processo de destoxificagdo. A aglutinina RCA 120 € um tetramero composto por duas cadeias A e
B. As cadeias polipeptidicas de RCA 60 e RCA 120 séo estruturalmente relacionadas e apresentam
93% e 84% de homologia entre as sequéncias primarias das cadeias A e B, respectivamente. (Turton

et al., 2004). Essa lectina possui alta atividade hemaglutinante.
Biossensor

Desde a década de 70 estuda-se a possibilidade de combinagdo de amperometria com a alta
seletividade de reagdes catalizadas por enzimas com o intuito de determinar agentes bioldgicos e
bioquimicos, dando origem a varios tipos de biossensores. O funcionamento destes aparelhos se da
através do contato da amostra de interesse com uma enzima ou anticorpo imobilizado provocando uma

reagao catalitica proporcional a quantidade do analito de interesse.(Durst et al.,1969).

Dentre as vantagens dos biossensores estdo a alta seletividade e especificidade das

interagdes, baixo custo, amplo aproveitamento seja este laboratorial ou industrial e facil utilizagéo.

METODOLOGIA
Extracdo e purificagéo das lectinas

As sementes de mamona foram descascadas, trituradas e prensadas para a retirada do 6leo. A

fim de eliminar o dleo residual, a amostra foi colocada em hexano por 16 horas, em recipiente fechado
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e no dia seguinte, 0 hexano foi retirado e a amostra foi deixada em capela de exaustdo para eliminagéo
total do solvente. A amostra foi diluida em solu¢do de NaCl 0,15M na proporgao de 1:8, e foi deixada
sob agitacdo por 30 minutos e centrifugada a 4 °C, 33.000 x g, por 20 minutos para separagdo do

sobrenadante.

O sobrenadante foi conduzido a matriz de goma de guar e deixada em repouso por uma hora.
A eluicao das lectinas de interesse foi feita com 0,1M de glicina € NaCl 0,15M pH 2,6 em um fluxo de
eluicdo de, aproximadamente, 0,5 mL/min. O material eluido foram dialisados contra agua e,
posteriormente, liofilizados e armazenados a temperatura ambiente ou em freezer (-20 °C), dentro de

frascos bem vedados para evitar a entrada de umidade.
Obtengao do farelo de mamona

As lectinas foram purificadas utilizando cromatografia de afinidade de goma de guar segundo
metodologia de (Appukutan et al., 1977). O farelo de mamona foi adquirido junto a Usina Bom - Brasil
Oleo de Mamona Ltda. O tratamento de destoxicacdo do farelo mamona foi realizado com CaO
conforme metodologia de Oliveira, (2008). Amostras do farelo de mamona in natura e destoxificado
foram caracterizados por eletroforese SDS-Page e testes de hemaglutinagao no intuito de comprovar a

eficiéncia do tratamento quimico (dados ndo mostrados).
Produgéo e purificagdo dos anticorpos policlonais

Anticorpos anti- RCA 60 e RCA 120 foram produzidos em coelhos da raga Nova Zelandia com

seis meses de idade e purificados posteriormente conforme metodologia de Furtado (2008).
Imobilizagéo e estudo eletroquimico

Eletrodo de ouro modificado foi imerso em solu¢do de RCA 60 e RCA 120 por 1 hora e
seguidamente foi feito bloqueio do sistema eletroquimico com BSA 3% por uma hora. Ao final, o
eletrodo foi deixado em repouso em solugdo de anticorpo anti- RCA 60 e RCA 120 conjugado a
peroxidase por duas horas. Apds cada etapa, o eletrodo foi lavado com agua deionizada a fim de retirar
0s nao- ligantes. Determinacdo de RCA 60 e RCA 120 foi medida a partir da intensidade de corrente
correspondente a reducéo eletroquimica da benzonquinona. Este composto é formado pela catalise da
peroxidase em solucdo de H202 na presenca de hidroquinona como mediador. Isso foi realizado por
imergir o eletrodo de trabalho em solugdo tamp&o fosfato em pH 7,0 e aplicar uma voltagem de
polarizagao de -100 mV para o eletrodo de platina contra um Ag/AgCl (Sat. KCI). Todas as medidas

foram conduzidas a temperatura ambiente em solugdo purgadas com N2 por 15 minutos. As medidas
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na presenca das lectinas foram sempre comparadas as sem lectinas para o calculo da intensidade de

corrente final.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados obtidos através do presente estudo e na curva de calibragéo (fig.1),
determinou-se o limite detecgdo (LD) (mais baixa concentragao de do analito em questdo que pode ser
determinada com certo grau de confiabilidade.) e o limite de quantificacdo (LQ) (mais baixa
concentragao de do analito em questédo que pode ser determinada de forma quantitativa com preciséo
e exatiddo.). O LD foi calculado multiplicando por trés o desvio padrdo das medidas do branco e
dividido pela inclinagdo da curva analitica. O LQ foi calculado multiplicando por dez o desvio padréo

das medidas do branco e dividido pela inclinagdo da curva analitica. O LD foi de 4 ppm e 0 LQ = 14

ppm.

A resposta do biossensor em farelo ndo detoxificado e destoxificado foi distinta e maior
alterag@o de corrente elétrica foi verificada para o farelo in natura, caracterizando assim uma resposta

positiva do biosensor frente a detecgao das lectinas (fig. 2).

CONCLUSOES

Concluimos que o presente trabalho mostrou-se satisfatério na deteccdo de RCA 60 e RCA
120, tanto em solugdo tampéo quanto em farelo de mamona. O dispositivo pode ser utilizado para
averiguagao da qualidade do farelo de mamona quanto a presenca das lectinas. Novos estudos estéo
sendo realizados para melhorar os limites de detecgao e quantificagdo, bem como o desenvolvimento

de eletrodos descartaveis.
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Figura 1- Curva analitica tipica obtida para o biossensor em diferentes concentragdes de RCA 60 e RCA 120 em tampé&o
fosfato pH 7 em 35 umol L- de hidroquinona e 60 pmol H202Potencial aplicado -110 mV (VS. ECS).
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Figura 2- Determinacéo de RCA 60 e RCA 120 em amostras de farelo de mamona dstoxificado e néo destoxificado em
tampao fosfato pH 7 e 35 pmol de hidroquinona e 60 pmol H202. velocidade= 100 mVs-'. Potencial aplicado -100 mV (VS.
ECS). N=3.
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